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СПИСОК УМОВНИХ СКОРОЧЕНЬ 
 

2DЕ – two dimensional electrophoresis, 
двовимірний електрофорез 

ES – комплекс "фермент-субстрат" 
HEPES – 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid, 

4-(2-гідроксиетил)-1-піперазинетансульфонова кислота 
KoA – кофермент А 
Rf – коефіцієнт розподілу 
Vmaх – максимальна швидкість реакції 
α-ГБДГ – α-гідроксибутиратдегідрогеназа 
ВЕРХ – високоефективна рідинна хроматографія 
ВІП – вазоактивний інтестинальний поліпептид 
ВМС – високомолекулярні сполуки 
ГАМК – γ-аміномасляна кислота 
ДІДА – дикетогідриндилідендикетогідринамін 
ДНП – дезоксирибонуклеопротеїни 
ДОФА – 3,4-діоксифенілаланін 
ДСН – додецилсульфат натрію 
ДТТ – дитіотреїтол 
ЕГТО – етиленгліколь-біс-аміноетиловий ефір 

тетраоцтової кислоти 
ЕДТО – етилендіамінтетраоцтова кислота 
ЕІ – комплекс "фермент-інгібітор" 
ЕПР – ендоплазматичний ретикулум 
ЕЧ – ефірне число 
ЗЗЗЗ – загальна залізозв'язувальна здатність 
ЙЧ – йодне число 
Кm – константа Міхаеліса – Ментен 
кат – катал (кількість ферменту, 

що здійснює за 1 с перетворення 1 моля субстрату) 
КЧ – кислотне число 
ЛДГ – лактатдегідрогеназа 
МО – міжнародна одиниця активності ферментів 
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НАД – нікотинамідаденіндинуклеотид 
НАДФ – нікотинамідаденіндинуклеотидфосфат 
НЗЗЗ – ненасичена залізозв'язувальна здатність 
ПААГ – поліакриламідний гель 
ПВК – піровиноградної кислоти 
РбЗБ – рибофлавінзв'язувальний білок 
РНП – рибонуклеопротеїни 
СР – саркоплазматичний ретикулум 
ТГФК – тетрагідрофолієва кислота 
ТЕМЕД – тетраетилметилендіамін 
ТРИС – трисамінометан (HOCН2)3CNН2 
ТХО – трихлороцтова кислота 
ФАД – флавінаденіндинуклеотид 
ФЕК – фотоелектроколориметр 
ФМН – флавінмононуклеотид 
Фн – неорганічний фосфат 
ЧО – число омилення  
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ВСТУП 
 
"Хімія біоорганічна" є обов'язковою дисципліною для студе-

нтів денної та заочної форм навчання освітнього рівня "бака-
лавр", які навчаються за напрямом "Біологія". Хімія біоорганіч-
на вивчає хімічний склад живих організмів, будову та функції 
основних біомолекул: білків, ліпідів, вуглеводів, нуклеїнових 
кислот, вітамінів тощо. Для кожного типу цих сполук існують 
якісні реакції, які дозволяють виявити їх у біологічних зразках, 
причому таке визначення можна провести за різними функціо-
нальними групами, що входять до їхнього складу. Існують реак-
ції, які дозволяють не тільки якісно, а й кількісно визначити дані 
сполуки. Також за допомогою цілого ряду доволі простих мето-
дів можливо установити властивості біомолекул. Наприклад, 
для білків можна визначити ізоелектричну точку, для ДНК – 
температуру плавлення залежно від нуклеотидного складу. 

Тому для глибшого розуміння теоретичного матеріалу ро-
бочою програмою курсу "Хімія біоорганічна" передбачені ла-
бораторні роботи. Вони допоможуть студентові краще зрозумі-
ти подану в підручниках та навчальних посібниках інформацію 
щодо складу і властивостей біологічних молекул та дослідити 
їх на практиці. 

Посібник призначений для полегшення виконання лаборато-
рних робіт студентами, ознайомлення їх з основними методами 
досліджень біоорганічних молекул, розвитку навичок експери-
ментальної роботи в біохімічній лабораторії та формування зда-
тності аналізувати й інтерпретувати отримані результати. 

Видання складається із восьми розділів, які містять лабора-
торні роботи з основних розділів "Хімії біоорганічної". У дев'я-
тому розділі наведено необхідну інформацію з техніки безпеки 
під час роботи в біохімічній лабораторії. Книга містить широкий 
спектр методів, засвоєння яких є корисним для опанування ба-
зового курсу: від найпростіших якісних реакцій на складові 
компоненти амінокислот та білків, вуглеводів, ліпідів, нуклеїно-
вих кислот і вітамінів до більш складних та трудомістких, таких 
як визначення активності ферментів, розділення білків методом 
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електрофорезу, виділення мембранних фракцій тощо. Також для 
полегшення інтерпретації отриманих даних у пропонованому 
виданні описано правила оформлення результатів досліджень. 

Кожний розділ посібника містить певний об'єм теоретично-
го матеріалу, у якому стисло викладено принципи будови й 
основні властивості тих біологічних сполук, які досліджувати-
муться у лабораторних роботах даного розділу. Це допоможе 
студентові краще зрозуміти практичну частину та пояснити 
отримані результати. 

Для кожної роботи наведено принцип методу, основні реак-
тиви та обладнання, формули й хімічні реакції, де це є необхід-
ним. Також описано хід роботи, тобто чітка послідовність усіх 
необхідних дій. Пропоновані роботи допоможуть студентові 
навчитися самостійно виконувати основні практичні методи, 
працювати з хімічними реактивами та лабораторним обладнан-
ням. У багатьох роботах є приклади розрахунків, зразки побудо-
ви калібрувальних графіків і очікувані результати. 

Посібник рекомендований студентам біологічних і медич-
них спеціальностей вищих навчальних закладів, які вивчають 
курс біоорганічної хімії та біохімії. Автори ставили собі за 
мету навести базові методи вивчення молекул живих організ-
мів, які стануть підґрунтям для подальшого опанування сту-
дентами біохімічних методів, які використовуються у сучас-
них наукових дослідженнях. 
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Розділ 1. ХІМІЧНИЙ СКЛАД 
ЖИВИХ ОРГАНІЗМІВ 

 
1.1. ВОДА, МАКРО- І МІКРОЕЛЕМЕНТИ 
 
1 . 1 . 1 .  З а г а л ь н і  в і д о м о с т і  
п р о  в м і с т  в о д и  в  о р г а н і з м і  
Вода є основним середовищем для перебігу фізико-

хімічних і біохімічних процесів. В організмі людини вміст 
води залежить від віку (4-місячний ембріон – 94 %; новона-
роджений – 70–75 %; доросла людина – 65 %; у похилому 
віці – 45 %). Різні тканини за цим показником також різнять-
ся: у кістках і жировій тканині він не перевищує 30 %, в ін-
ших органах і тканинах становить близько 70–85 %, тоді як 
у біологічних рідинах (плазма крові, лімфа, ліквор, травні 
соки, сеча, сльози) – перевищує 90 %. 

 
1 . 1 . 2 .  С т р у к т у р а  і  в л а с т и в о с т і  
м о л е к у л и  в о д и  
Здатність води виконувати ряд фізіологічних та біохімічних 

функцій пов'язана з особливостями будови її молекул.  
У молекулі Н2О, подібно до молекул Н2S, H2Se, H2Te, кут 

між зв'язками має складати 90°, тоді як насправді його величи-
на є близькою до тетраедричного кута (109°) і дорівнює 104°. 
Через таке значення кута форма молекули є тетраедричною, або 
V-подібною (у верхівці – кисень).  

Причиною таких особливостей просторової організації моле-
кули води є те, що атом кисню в її структурі характеризується 
sp3-гібридизацією зовнішніх електронних орбіталей.  

Електронна формула кисню О1s22s22р4 (тобто у нього є два не-
спарені електрони й немає вільних орбіталей). Перший енергетич-
ний рівень має s-підрівень із двома електронами. s-підрівень 
другого енергетичного рівня має два електрони, а р-підрівень – 
чотири (рис. 1.1). 
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Рис. 1.1. Розподіл електронів у атомі кисню 
та принцип формування зв'язків у молекулі води 

 
У гібридизації беруть участь орбіталі другого енергетичного 

рівня: одна 2s-орбіталь і три 2р-орбіталі (рис. 1.2). У результаті 
утворюється чотири гібридні sp3-орбіталі, дві з яких містять по 
одному електрону й беруть участь в утворенні зв'язків із двома 
атомами Н, а дві не залучаються в утворення зв'язків, оскільки й 
так мають по два неподілені електрони. 
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Комбінуються з утворенням чотирьох 
гібридних sp3-орбіталей 

 
 

Рис. 1.2. Утворення гібридних sp3-орбіталей атому кисню 
в молекулі води 
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Дві гібридні орбіталі, що утворюють зв'язки з атомами вод-
ню, відштовхуються від гібридних орбіталей, на яких є пара 
електронів, що спричиняє невелику зміну тетраедричного кута – 
від 109° до 104°. Оскільки в атома кисню є дві неподілені елект-
ронні пари, він несе частково від'ємний заряд (на вершині 
V-подібної структури) (рис. 1.3). Більш електровід'ємний 
атом кисню частково притягує електрони атомів водню; 
тому на ядрах обох атомів водню локалізуються частково по-
зитивні заряди. 
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Рис. 1.3. Наявність електричного дипольного моменту 
в молекулі води 

 
Молекула в цілому зберігає електронейтральність, хоча її ча-

сткові позитивні й негативний заряди просторово розділені, що 
веде до виникнення у неї електричного дипольного моменту. 

Завдяки полярності дві сусідні молекули води можуть притя-
гуватися одна до одної за рахунок сил електростатичної взаємо-
дії, утворюючи водневий зв'язок (рис. 1.4). 
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Рис. 1.4. Утворення водневого зв'язку 
між молекулами води 
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Водневі зв'язки є слабкішими за ковалентні, але завдяки своїй 
чисельності вони визначають унікальні фізичні та хімічні влас-
тивості води, зокрема високу температуру випаровування та 
високу теплоємність. 

Те, що вода є універсальним розчинником, теж обумовлено 
розглянутими особливостями будови її молекул. Багато крис-
талічних солей добре розчинні у воді, але майже нерозчинні в 
полярних розчинниках (бензол та ін.). 

Кристалічна решітка NaCl стабілізована за рахунок сильного 
електростатичного притягання між іонами натрію та хлору, які 
чергуються. Коли кристал солі потрапляє у воду, біполярні мо-
лекули води притягують іони натрію і хлору і звільняють їх із 
решітки. У результаті ці іони в гідратованій формі поступово 
переходять у розчин (рис. 1.5). Завдяки гідратації іонів і молекул 
частина води в організмі знаходиться у зв'язаному стані. 

 

 
 

Рис. 1.5. Механізм розчинення 
кристалу хлориду натрію у воді 

 
Вода розчиняє також багато простих органічних сполук, що мі-

стять COOH чи NH2-групи, здатні іонізуватися при взаємодії з во-
дою, більшість нейтральних органічних сполук, що містять полярні 
функціональні групи (цукри, спирти, альдегіди, кетони). Разом із 
тим, є речовини, які не розчиняються у воді, а диспергуються во-
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дою. Ці сполуки містять і гідрофобні, і гідрофільні групи (амфіпа-
тичні сполуки), наприклад білки, фосфоліпіди, нуклеїнові кислоти. 
Вони у воді утворюють агрегати – міцели (рис. 1.6). 

 
       Гідрофільна ділянка молекули 

Водне середовище 

 
 
Гідрофобна ділянка 
молекули 

 
 

Рис. 1.6. Структура міцели: гідрофільні групи локалізовані назовні, 
до водної фази, тоді як гідрофобні сховані всередині 

 
Саме з властивостями води як універсального розчинника 

пов'язані такі її функції, як участь у процесах транспорту речо-
вин у організмі та в дисоціації. Крім того, вода є середовищем 
для перебігу низки ферментативних реакцій, а в реакціях гідро-
лізу та гідратації вона є безпосереднім субстратом. 

 
1 . 1 . 3 .  О р г а н о г е н н і  е л е м е н т и .  
М а к р о -  і  м і к р о е л е м е н т и  
Частина мінеральних речовин міститься у розчиненому стані 

в біологічних рідинах (електроліти) і відповідає за підтримку 
гомеостазу внутрішнього середовища. Інші утворюють сполуки 
з біомакромолекулами та низькомолекулярними речовинами й 
функціонують у таких комплексах. 

В організмі людини і тварин є понад 75 хімічних елементів. 
Вуглець, водень, азот, кисень, фосфор і сірку, які входять до 
складу вуглеводів, ліпідів, білків, нуклеїнових кислот, відносять 
до органогенних елементів. Натрій, калій, кальцій, магній і хлор 
належать до макроелементів (щоденна потреба в них перевищує 
100 мг/добу). Вони містяться у тканинах у формі іонів та міне-
ральних солей. Щоденна потреба в мікроелементах (залізо, 
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цинк, мідь, марганець, молібден, йод, фтор, селен, кобальт, 
хром) становить декілька міліграмів або мікрокграмів; їхній 
вміст в організмі дорівнює або менше 0,01 % від маси тіла.  

Натрій і калій. У плазмі крові та міжклітинному просторі 
вміст натрію у 15 разів більший за його концентрацію у клітині, 
тоді як вміст калію всередині клітини в 30–40 разів перевищує 
відповідний показник у плазмі крові та інтерстиційній рідині. 
Такий градієнт, що створюється завдяки роботі Na+,K+-АТФазі 
(первинноактивний транспорт), є рушійною силою для вторин-
ноактивного транспорту інших іонів, глюкози, амінокислот 
(зокрема, під час усмоктування цих сполук у кишечнику, їхньої 
реабсорбції в ниркових канальцях та при утворенні жовчі гепа-
тоцитами), а у збудливих тканинах є необхідним для прове-
дення нервових імпульсів і скорочення м'язів. Ці іони залучені 
в регуляцію об'єму клітин, розподіл води в організмі та осмо-
регуляцію (зокрема, потужна реабсорбція натрію у нирках 
спричиняє затримку води в організмі, збільшення об'єму плаз-
ми крові і, як наслідок – розвиток гіпертонії). Вони є складо-
вими буферних систем крові, які беруть участь у регуляції кис-
лотно-лужної рівноваги.  

Кальцій. Уміст кальцію в організмі дорослої людини ста-
новить 1,4 % від маси тіла. 98–99 % цієї кількості міститься у 
скелеті, 1–2 % – в інших органах і тканинах: частково в іонізо-
ваному стані, а частково у зв'язаному з білками та іншими біо-
молекулами. 

Внутрішньоклітинними депо кальцію є мітохондрії та ендо-
плазматичний ретикулум (ЕПР), а у м'язових клітинах – сарко-
плазматичний ретикулум (СР). Вміст кальцію у цитоплазмі в 
103–105 разів менший, ніж у міжклітинній рідині – такий граді-
єнт кальцію підтримують Са2+-АТФази плазматичної мембрани 
і ЕПР (первинно-активний транспорт), Са2+-канали (полегшена 
дифузія), через які іони надходять у цитоплазму за градієнтом 
концентрації. Кальцієві канали можуть відкриватися внаслідок 
зміни трансмембранного потенціалу при збудженні клітин (по-
тенціалзалежні кальцієві канали, що характерні для збудливих 
тканин) або при активації мембранних рецепторів сигнальними 
молекулами (гормонами тощо). 
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Іони кальцію залучаються у численні процеси, що проходять 
в організмі. Так, вони забезпечують жорстку структуру кісток 
і зубів (мінеральна частина кістки складається з гідроксіапати-
ту – Са10(РО4)6(ОН)2). Кісткова тканина служить депо кальцію. 
В інших тканинах кальцій виступає вторинним посередником 
(медіатором) у відповіді клітин на зовнішні сигнали: унаслідок 
відкриття Са2+-каналів рівень Са2+ у цитоплазмі швидко зростає, 
іони кальцію зв'язуються зі специфічними внутрішньоклітинни-
ми регуляторними білками (тропонін С – регулятор скорочення 
скелетних м'язів і міокарда; легкий ланцюг міозину – регуляція 
скорочення гладеньких м'язів; кальмодулін – активація фермен-
тів тощо), що веде до фізіологічної відповіді. Іони кальцію бе-
руть участь у процесі згортання крові, зв'язуючись із білками-
факторами згортання крові ІІ, VІІ, ІX і X і забезпечуючи сполу-
чення останніх із фосфоліпідами. Оптимум вмісту Са2+ для нор-
мального процесу згортання крові – 2,5 ммоль/л, і будь-яке від-
хилення від цього рівня негативно впливає на стан гемостазу. 
Уміст кальцію впливає і на поріг збудження нервових клітин – 
при гіперкальціємії нервово-м'язова збудливість знижується, 
а при гіпокальціємії – підвищується. 

Магній. Більша частина магнію у клітинах зв'язана з білка-
ми, нуклеотидфосфатами (АМФ, АДФ, АТФ та ін.) і моносаха-
ридами. Ці іони є активаторами ряду ферментів, стабілізують 
структуру нуклеїнових кислот, рибосом, хроматину. У фермен-
тативних реакціях за участю АТФ і АДФ справжніми субстра-
тами є їхні комплекси з магнієм. Позаклітинна фракція магнію 
важлива для підтримки нормальної нервово-м'язової збудливості. 

Фосфор. Фосфор міститься в організмі у вигляді органічних  
і неорганічних фосфатів, причому 85 % його вмісту в організмі 
входить до складу кісток. Фосфор є компонентом фосфопроте-
їнів, нуклеїнових кислот, фосфоліпідів, нуклеотидних кофер-
ментів. Макроергічні фосфати (АТФ, АДФ, креатинфосфат) є 
джерелом енергії для біохімічних реакцій та фізіологічних 
процесів. Моно- та дигідрофосфати К+ чи Na+ створюють фос-
фатну буферну систему. Приєднання або відокремлення зали-
шку фосфорної кислоти є ключовою подією при регуляції ак-
тивності білків шляхом фосфорилювання/дефосфорилювання, 
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оскільки така модифікація протеїну змінює його властивості 
(активність, стабільність, локалізацію, здатність взаємодіяти з 
іншими білками тощо). 

Більшість мікроелементів (особливо метали) виступають 
у ролі простетичної групи або кофактора ферменту. Ферменти, 
для активності яких необхідні іони металів, називають метало-
ферментами. При цьому іони металів можуть безпосередньо 
залучатися у перебіг реакції, відіграючи роль у каталізі, або 
ж виконувати структурну чи регуляторну функції. Перехідні 
метали, які проявляють змінний ступінь окиснення (залізо, мідь, 
молібден, кобальт, марганець), найчастіше входять до складу 
ферментів, що каталізують окисно-відновні реакції (оксидореду-
ктаз), тоді як неперехідні метали (цинк, нікель), а у деяких ви-
падках – марганець і кобальт причетні до реакцій гідролізу 
і переносу груп (за участю гідролаз і трансфераз). Іони мікро-
елементів можуть також бути активаторами чи інгібіторами пе-
вних ферментів. 

Серед інших мікроелементів найважливішими є йод (входить 
до складу гормонів щитоподібної залози), фтор (складова фто-
рапатиту кісток і зубів) і кобальт (що є активним лише у складі 
вітаміну В12). 

Недостатність мікроелементів може проявлятися у людей, що 
проживають у районах з низьким умістом йоду, цинку, фтору 
тощо; у хворих, які тривалий час отримують парентеральне хар-
чування без достатньої кількості певного елемента; у дітей при 
голодуванні. На відміну від органогенних і макроелементів, при 
надлишковому надходженні мікроелементи можуть проявляти 
токсичну дію. Наприклад, у разі надмірного вживання фтору 
розвивається флюороз зубів ("крапчастість емалі").  

Залізо.  70–75 % заліза в організмі міститься у складі гемо-
глобіну еритроцитів, 20–25 % – у феритині й гемосидерині, 
3 % – у міоглобіні м'язів, тисячні частки представлені залізом 
цитохромів і залізосірчаних білків.  

У плазмі крові вміст заліза становить 18 мкмоль/л (1 мг/л). 
Усе залізо плазми міститься у складі білка трансферину. За но-
рмального вмісту заліза в плазмі насиченість ним трансферину 
становить лише 33 %. У випадку дефіциту заліза в організмі й у 
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плазмі крові вміст трансферину підвищений. Молекула транс-
ферину має два центри зв'язування іона заліза. Цей білок транс-
портує залізо у вигляді Fe3+ до кісткового мозку й інших тканин 
для використання чи депонування.  

Fe2+, що вивільнюється при руйнуванні гемоглобіну, окисню-
ється до Fe3+ за дії ферменту церулоплазміну. Накопичується 
залізо в печінці, селезінці, кістковому мозку у складі білків фе-
ритину й гемосидерину (теж у вигляді Fe3+). 

 
Лабораторна робота № 1.1 
Визначення вмісту кальцію в молоці 
 
Сполуки кальцію становлять близько 1/5 загальної кількості 

мінеральних речовин молока (у коров'ячому молоці – 140 %, 
молоці жінки, що годує немовля – 34 %). У сироватці крові їх 
міститься 10 %. Кальцій осаджується щавлевокислим амонієм. 
Утворений осад щавлевокислої солі розчиняють у сірчаній кис-
лоті, при цьому вивільняється еквівалентна кількість щавлевої 
кислоти, яку відтитровують марганцевокислим калієм. Реакція 
відбувається у такій послідовності: 

 

 
Кількість марганцевокислого калію, витраченого на титру-

вання, еквівалентна вмісту кальцію в молоці. 
Матеріали та реактиви. Розведене водою молоко (10 : 1), 

4 %-й розчин щавлевокислого амонію, 2 %-й розчин аміаку, 
1 моль/л розчин сірчаної кислоти, 0,01 моль/л розчин марганце-
вокислого калію. 

Обладнання. Центрифуга, водяна баня, пробірки, бюретки, 
піпетки, скляні палички. 
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Хід роботи: 
В одну центрифужну пробірку піпетками наливають 1 мл 

розведеного молока, у другу – 1 мл води. В обидві пробірки до-
ливають по 0,5 мл розчину щавлевокислого амонію, перемішу-
ють скляною паличкою і залишають на З0 хв, після чого 
центрифугують (10–15 хв за 600 g). Прозору рідину над осадом 
обережно виливають, а в обидві пробірки з осадом додають по 
4 мл розчину аміаку й знову центрифугують (10 хв за 600 g). 
Після старанного видалення надосадової рідини до осадів обох 
пробірок додають по 1 мл розчину сірчаної кислоти. Скляними 
паличками вміст пробірок розмішують до повного розчинення 
осаду й ставлять на 5 хв (з паличками) на гарячу водяну баню. 
Гарячі розчини титрують розчином марганцевокислого калію, 
безперервно помішуючи паличками, до появи блідо-рожевого 
забарвлення, яке зберігається протягом 1 хв. 

Зазначимо, що 1 мл 0,01 моль/л розчину КМnO4 відповідає 
0,2 мг кальцію. Кількість кальцію в молоці, %, обчислюють за 
формулою: 

 

С = 0,2 × (А − В) × 100/0,1, 
 

де (А − В) – різниця результатів титрування досліджуваного та 
контрольного зразків у 1 мл 0,01 моль/л розчину КМnO4; 

0,1 – вміст молока, мл, у 1 мл молочного розчину. 
Розрахунок вмісту кальцію в молоці й отриманий результат 

записують у зошит.  
 
Лабораторна робота № 1.2 
Визначення неорганічного фосфору 
 
Дослід  1. Визначення неорганічного фосфору 
м'язової тканини 
Метод заснований на здатності неорганічного фосфору, який 

можна виявити в безбілковому екстракті м'язової тканини, утво-
рювати з розчином молібдату амонію в кислому середовищі 
амонійну сіль фосфорномолібденової кислоти: 

 

(NH4)3PO4 × 12MoO3 × 6H2O 
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Ця кислота внаслідок відновлення аскорбіновою кислотою 
(або іншими відновниками) перетворюється на фосфорномо- 
лібденову синь, інтенсивність забарвлення якої пропорційна 
вмісту фосфору в досліджуваному матеріалі. 

Матеріали та реактиви. М'язи, 10 %-й розчин трихлороцто-
вої кислоти (ТХО), 0,1 %-й розчин аскорбінової кислоти, розчин 
молібдату амонію (0,5 г чистого молібдату амонію розчиняють 
у 100 мл води, фільтрують, змішують із 100 мл 10 моль/л розчи-
ну сірчаної кислоти). 

Обладнання. Центрифуга, фотоелектроколориметр, колби 
об'ємом 50 мл, фарфорова ступка, пробірки, піпетки, фільтри. 

 

Хід роботи: 
Подрібнену на холоді м'язову тканину (2,5 г) розтирають у ступ-

ці з 10 мл розчину ТХО. Утворену суспензію переносять у колбу, 
ополіскуючи ступку 20 мл розчину ТХО і потім 10 мл води. Об'єм 
рідини в колбі доводять водою до риски. Після старанного перемі-
шування вміст колби центрифугують протягом 10 хв за 600 g або 
фільтрують. У одну пробірку об'ємом 10 мл (досліджувана проба) 
наливають 2 мл фільтрату, у другу пробірку (контроль) – 2 мл води. 
Потім у пробірки додають по 0,5 мл розчину молібдату амонію та 
по 1 мл розчину аскорбінової кислоти. Вміст пробірок добре пере-
мішують і через 10 хв фотометрують із червоним світлофільтром. 

Вміст неорганічного фосфору (мг), розраховують за такою 
формулою: 

 

С = х × 50 × 100/а × 2 × 1000, 
 

де х – концентрація фосфору в досліджуваному розчині, знайде-
на за калібрувальною кривою;  

50 – об'єм суспензії м'язової тканини, мл;  
2 – об'єм фільтрату, взятого для визначення, мл;  
а – наважка м'язів, г. 
Вміст фосфору визначають за допомогою калібрувальної 

кривої. Для побудови калібрувальної кривої готують стандартні 
розчини, що містять 2–25 мкг фосфору. Для цього зважують 
0,1099 г КН2РО4, висушеного в ексикаторі, і розчиняють у 
100 мл води. 1 мл такого розчину містить 250 мкг неорганічного 
фосфору. Розливають розчин у пробірки таким чином, щоб 
у 1 мл містилося (у мгк) 2,5; 5; 7,5; 10; 15; 20; 25. 
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Надалі в мірні пробірки об'ємом 10 мл наливають по 2 мл 
стандартних розчинів і додають усі потрібні для кольорової реа-
кції реактиви. Одночасно готують контрольну пробу. Вміст 
пробірок перемішують і через 10 хв фотометрують проти конт-
ролю. Потім будують калібрувальну криву залежності екстинцій 
від концентрації фосфору в стандартних розчинах (рис. 1.7). 
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Рис. 1.7. Схематичне зображення калібрувального графіка 
для визначення вмісту фосфору у м'язовій тканині  

 
Розрахунок вмісту фосфору у м'язовій тканині та отриманий 

результат записують у зошит. 
 
Дослід  2. Визначення вмісту фосфору в біологічних рідинах 
методом без депротеїнування (VIS-варіант) 
із використанням набору реактивів 
Неорганічний фосфат утворює з молібденовою кислотою у 

сильно кислому середовищі фосфорномолібденову кислоту, яка 
відновлюється у присутності заліза (ІІ) до фосфорномолібдено-
вої сині. Білки, які осаджуються індикаторним реагентом, роз-
чиняються при додаванні стабілізатора – триетаноламіну. Опти-
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чна густина реакційного розчину пропорційна концентрації 
неорганічного фосфору в пробі. Нормальні значення даного 
показника для людини віком 12–60 років становлять 0,87–
1,45 ммоль/л (2,7–4,5 мг %). 

Матеріали та реактиви. Сироватка, індикаторний реагент 
(молібдат амонію (40 ± 2 ммоль/л), стабілізатори, активатори), 
розчин стабілізатора (триетаноламін (3,42 ± 0,17 ммоль/л)), 
калібрувальний розчин фосфору (1,615 ± 0,080 ммоль/л, або 
5,00 ± 0,25 мг %). 

Обладнання. Штатив із пробірками, піпетки, фотоелектроко-
лориметр (для вимірювання при довжині хвилі 620 (570–660) нм), 
кювети завтовшки 5 мм або 10 мм. 

 

Хід роботи: 
Аналіз проводять згідно з табл. 1.1. 
 

Таблиця  1.1. Схема проведення досліду 
з визначення вмісту фосфору в біологічних рідинах 

 
Досліджувана 

проба 
Калібрувальна 

проба Холоста проба 

Відміряти 
у пробірку, мл 
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Зразок 
Калібрувальний розчин 
Дистильована вода 
Індикаторний реагент 

0,05 
– 
– 

1,00 

0,10 
– 
– 

2,00 

– 
0,05 

– 
1,00 

– 
0,10 

– 
2,00 

– 
– 

0,05 
1,00 

– 
– 

0,10 
2,00 

Перемішують і витримують 15 хв при температурі від 20 °С до 25 °С. 
Осад білка, що випав, розчиняється на наступній стадії піпетування. 

Розчин стабілізатора 1,00 2,00 1,00 2,00 1,00 2,00 
Вимір 
оптичної густини Едосл Екалібр – 

Перемішують, витримують 5–6 хв при кімнатній температурі (від 20 °С 
до 25 °С) і вимірюють оптичну густину досліджуваної (Едосл) і калібру-
вальної проб (Екалібр) проти холостої проби. 
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Розрахунок концентрації фосфору проводять за формулою: 
 

досл

калібр

1,615
E

C
E

= ×  (5), 

 

де 1,615 (5) – концентрація фосфору в калібрувальній пробі 
(ммоль/л або мг %), 

Едосл – оптична густина досліджуваної проби, од. опт. густини, 
Екалібр – оптична густина калібрувальної проби, од. опт. гу-

стини, 
С – концентрація фосфору в досліджуваній пробі, ммоль/л 

або мг %. 
Розрахунок вмісту фосфору в біологічній рідині та отрима-

ний результат записують у зошит. 
 
Лабораторна робота № 1.3 
Визначення заліза й загальної залізозв'язу- 
вальної здатності сироватки крові 
з використанням набору реактивів 
 
Дослід 1. Визначення вмісту заліза в сироватці крові 
Залізо звільнюється із залізозв'язувальних пептидів та відно-

влюється завдяки дії гуанідину та гідроксиламіну. Натрієва 
сіль 3-(2-піридил)-5,6-біс(4-сульфофеніл)-1.2,4-триазину (феро-
зин) дає з іонами Fe2+ комплекс фіолетового кольору. Оптична 
густина досліджуваного розчину пропорційна концентрації залі-
за у пробі. Нормальні показники вмісту заліза в сироватці крові 
становлять 9,5–29,9 мкмоль/л, або 53–167 мкг % для чоловіків 
і 8,8–27,0 мкмоль/л, або 49–151 мкг % для жінок (для дітей різ-
ного віку норми є іншими). 

Матеріли та реактиви. Сироватка (плазма), буферний розчин, 
калібрувальний розчин заліза (20,0 ± 0,5 ммоль/л, або 112 ± 3 мкг %), 
кольорореагент (ферозин (20 ± 2 г/л), деіонізована вода. 

Обладнання. Штатив із пробірками, піпетки, фотоелектроко-
лориметр (для вимірювання за довжини хвилі 562 (530–590) нм), 
кювети завтовшки 5 мм або 10 мм. 
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Хід роботи: 
Аналіз проводять згідно з табл. 1.2. 
 

Таблиця  1.2. Схема проведення досліду 
з визначення вмісту заліза в сироватці крові 

 

Досліджувана
проба 

Калібрувальна 
проба 

Холоста 
проба Відміряти 

у пробірку, мл 1* 1 2* 2 3* 3 
Буферний розчин 
Сироватка (плазма) 
Калібрувальний розчин 
Деіонізована вода 
Кольорореагент 

1,00 
0,25 

– 
– 

0,02 

1,00 
0,25 

– 
0,02 

– 

1,00 
– 

0,25 
– 

0,02 

1,00 
– 

0,25 
0,02 

– 

1,00 
– 
– 

0,25 
0,02 

1,00 
– 
– 

0,27 
– 

Вимірювання 
оптичної густини Едосл* Едосл Екалібр* Екалібр   

Витримують 30 хв при кімнатній температурі, вимірюють оптичну 
густину досліджуваної (Едосл) і калібрувальної проб (Екалібр) проти 
холостої проби (пробірка № 3), а оптичну густину досліджуваної 
(Едосл*) і калібрувальної проб (Екалібр*) – проти холостої проби з кольо-
рорегентом (пробірка № 3*). 

 

Розрахунок здійснюють за формулою: 
                           (Едосл* – Едосл) 

Сзаліза = Скалібратора × _______________________, 
                           (Екалібр* – Екалібр) 

де Сзаліза – концентрація заліза у пробі (мкмоль/л або мкг %); 
Скалібратора – концентрація заліза в калібрувальному розчині  

(20 мкмоль/л або 112 мкг %); 
Едосл*, Едосл, Екалібр*, Екалібр – оптичні густини розчинів (див. 

табл. 1.2). 
Розрахунок вмісту заліза в сироватці (плазмі) крові та отри-

маний результат записують у зошит. 
 
Дослід 2. Визначення загальної залізозв'язувальної 
здатності сироватки крові 
Трансферин за непатологічних умов зв'язує іони заліза до 

1/3 своєго об'єму. Для начисення трансферину сироватку оброб-
ляють надлишковою кількістю іонів Fe3+. Від незв'язаних іонів 
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заліза розчин звільняють за допомогою карбонату магнію. Ви-
значаючи концентрацію заліза у насиченій сироватці, вирахо-
вують її загальну залізозв'язувальну здатність (ЗЗЗЗ). Різниця 
між ЗЗЗЗ і залізом у сироватці крові – це ненасичена залізозв'я-
зувальна здатність (НЗЗЗ) сироватки: 

 

ЗЗЗЗ = концентрація заліза в сироватці + НЗЗЗ 
 

Матеріали та реактиви. Сироватка (плазма), насичуючий роз-
чин заліза (90 ± 10 мкмоль/л), сорбент (лужний карбонат магнію). 

Обладнання. Штатив із пробірками, піпетки,  шпатель, фо-
тоелектроколориметр (для вимірювання при довжині хвилі 
562 (530–590) нм), кювети завтовшки 5 або 10 мм, центрифуга 
(швидкість від 2000 до 5000 об./хв). 

 
Хід роботи: 
Аналіз проводять згідно з табл. 1.3: 
 
 

Таблиця  1.3. Схема проведення досліду з визначення загальної 
з алізозв'язувальної здатності сироватки крові 

 

Відміряти у пробірку, мл Напівмікроаналіз Макроаналіз 

Насичуючий розчин заліза 
Сироватка (плазма) 

1,0 
0,5 

2,0 
1,0 

Перемішують вміст пробірок і витримують їх 5–6 хв 
при кімнатній температурі 

Сорбент 0,1–0,2 г 
(близько 0,5 мл) 

0,2–0,4 г 
(близько 1 мл) 

На шпателі вносять у пробірку приблизну кількість сорбенту згідно з 
табл. Тримають 5–10 хв при кімнатній температурі, збовтуючи кожні 
2–3 хв. Центрифугують 9–10 хв (2000–5000 об./хв) і проводять визна-
чення вмісту заліза у супернатанті. Визначення проводять як у досліді 
№ 1, використовуючи супернатант замість сироватки.  
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Розрахунок результатів здійснюють наступним чином. Кон-
центрацію заліза у супернатанті вираховують за формулою, на-
веденою у попередньому досліді, і множать її на 3 (коефіцієнт 
розведення). Отриманий результат – це ЗЗЗЗ. Для розрахунку 
НЗЗЗ зі значення числа ЗЗЗЗ віднімають концентрацію заліза 
в сироватці (плазмі) крові. 

Розрахунок загальної та ненасиченої залізозв'язувальної здатно-
сті сироватки крові та отриманий результат записують у зошит. 

 
КОНТРОЛЬНІ ЗАПИТАННЯ 

 
1. Що таке sp3-гібридизація? (Пояснити на прикладі атому кисню 

у складі молекули води). 
2. Як утворюється водневий зв'язок? 
3. Що таке міцели? Які сполуки можуть їх формувати? 
4. Яка біологічна роль іонів кальцію в організмі? 
5. Яка роль білків трансферину, церулоплазміну й феритину в обмі-

ні заліза в організмі? 
 
 

1.2. МЕТОДИ ВИЗНАЧЕННЯ рН. 
БУФЕРНІ РОЗЧИНИ 

 
1 . 2 . 1 .  В о д н е в и й  п о к а з н и к  ( р Н )  
Вода є найпоширенішою в природі хімічною сполукою і ос-

новним біологічним розчинником. У воді розчиняються багато 
неорганічних сполук, а також органічні, що містять у молекулі 
функціональні групи (напр. спирти, кислоти, аміни). 

Вода – слабкий електроліт, що дисоціює за схемою:  
Н2О = Н+ + ОН−. Співвідношення іонів Н+ і ОН− у будь-якому 
водному розчині визначає активну реакцію середовища. На 
практиці користуються водневим показником рН, що є від'єм-
ним десятковим логарифмом концентрації іонів водню 
[H+] (моль/л): рН = − lg[H+]. Іонний добуток води КВ (при 22 °С) 
дорівнює 1 × 10−14. У чистій воді й у будь-яких нейтральних 
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розчинах концентрація Н+ і ОН− буде однакова, відповідно 
рН = 7. При додаванні кислоти у розчин рН стає менше 7, а при 
додаванні лугу – більше. 

 
1 . 2 . 2 .  Б у ф е р н і  р о з ч и н и  
Розчини, що підтримують певне значення рН, окисно-

відновного потенціалу або інших характеристик середовища 
називають буферними розчинами. Кислотно-основні буферні 
розчини містять суміш слабкої кислоти й її солі, або слабкої 
основи й її солі та зберігають сталу концентрацію іонів водню 
при додаванні до них певної кількості кислоти, лугу або при 
розведенні. 

Велике значення в організмі людини мають гідрокарбонатна і 
фосфатна буферні системи. Гідрокарбонатна буферна система 
NaНСО3/Н2СО3  присутня у крові й позаклітинному середовищі. 
Приклади буферних розчинів, які застосовуються у біохімічних 
дослідженнях, та способи їх виготовлення наведено в додатку 5. 

 
Лабораторна робота № 1.4 
Визначення рН 
 

Дослід 1. Індикаторний метод визначення рН 
Індикатори – це речовини, що змінюють свій колір залежно 

від концентрації водневих іонів і використовуються у вигляді 
розчинів або індикаторного паперу. Такий метод відносять до 
експрес-методів попереднього наближеного визначення рН. 

Матеріли та реактиви. Розчини для дослідження, індикато-
рний папір. 

Обладнання. Хімічні склянки, піпетки. 
 

Хід роботи: 
У п'ять хімічних склянок наливають приблизно 20 мл роз-

чинів для дослідження і у кожну обережно занурюють інди-
каторний папір. Забарвлення, що з'явилось, порівнюють зі 
шкалою стандартних значень рН. Результати записують як 
показано в табл. 1.4. 
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Таблиця  1.4. Результати вимірювання рН розчинів 
для дослідження 

 
Значення рН 

№ Назва зразка Індикаторний 
метод Іонометричний метод 

1    
2    
3    
4    
5    
 
Дослід  2. Іонометричний метод визначення рН 
Іонометричний метод визначення рН оснований на вимірю-

ванні електрорухомої сили, що виникає в результаті різниці по-
тенціалів двох електродів – електрода вимірювання (скляний) 
і електрода порівняння (напр. хлорсрібний). Внутрішня частина 
скляного електроду заповнюється розчином соляної кислоти 
певної концентрації, в який опускають електрод порівняння.  
При зануренні скляного електроду в розчин, що досліджується, 
на межі розділу скло-розчин виникає різниця потенціалів, вели-
чина якого зумовлена активністю іонів водню в розчині. 

Матеріли та реактиви. Розчини для дослідження (див. 
дослід 1). 

Обладнання. Хімічні склянки, піпетки, рН-метр. 
 

Хід роботи: 
У розчинах для дослідження, що використовувалися в досліді 

1, вимірюють рН згідно з порядком роботи на приладі. Резуль-
тати записують згідно з табл. 1.4. 

 
Лабораторна робота № 1.5 
Властивості буферних розчинів 
 
Дослід  1. Приготування буферних розчинів 
Матеріли та реактиви. 0,1 н. розчин оцтової кислоти, 0,1 н. 

розчин ацетату натрію, універсальний індикатор, 0,1 н. розчин  
NaОН, 0,1 н. розчин HCl, 0,15 М КН2РО4, 0,15 М Na2НРО4. 
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Обладнання. Штатив із пробірками, піпетки, рН-метр. 
 

Хід роботи: 
А. Готують 7 пробірок і наливають 0,1 н. розчини оцтової ки-

слоти та ацетату натрію згідно з табл. 1.5. 
 

Таблиця  1.5. Співвідношення реактивів 
для приготування ацетатних буферних розчинів 

та виміряні рН отриманих розчинів 
 

Номер пробірки 1 2 3 4 5 6 7 

Розчин        
Кількість 0,1 н. СН3СООН, мл 9,8 9,0 8,0 5,0 3,0 1,5 0,2 
Кількість 0,1 н. СН3СООNa, мл 0,2 1,0 2,0 5,0 7,0 8,5 9,8 
рН        

 
Вимірюють рН приготовлених розчинів, використовуючи 

рН-метр і записують значення у таблицю. 
У пробірки № 1 і № 7 додають по 2 краплі універсального ін-

дикатора. У пробірку № 1 приливають краплинами 0,1 н. розчин  
NaОН, а в пробірку № 7 – 0,1 н. розчин HCl.  

Спостереження записують у зошит, роблять висновок. 
Б. Готують 7 пробірок і наливають розчини згідно з табл. 1.6. 
 
Таблиця  1.6. Приготування фосфатних буферних розчинів 

 

Номер пробірки 1 2 3 4 5 6 7 

Розчин        
Кількість 0,15 М КН2РО4, мл 9,5 9,0 8,0 7,0 6,0 5,0 4,0 
Кількість 0,15 М Na2НРО4, мл 0,5 1,0 2,0 3,0 4,0 5,0 6,0 
рН        

 
Вимірюють рН приготовлених розчинів, використовуючи 

рН-метр і записують значення у таблицю. 
У пробірку № 3 доливають 3 мл дистильованої води, вимі-

рюють рН. Доливають ще 3 мл води і знову вимірюють рН. 
Спостереження записують у зошит, роблять висновок. 
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Дослід  2. Визначення буферної ємності розчинів 
Кількісною характеристикою буферних властивостей розчи-

ну є буферна ємність, яка визначається кількістю грам-
еквівалентів кислоти чи лугу, яку необхідно додати до 1 л (1 мл) 
буферного розчину, щоб змінити величину рН цього розчину на 
одиницю. 

Матеріли та реактиви. Ацетатний буферний розчин з пробі-
рки № 3 (див. лабораторну роботу № 1.5, дослід 1), молоко, се-
ча, розчин фенолфталеїну. 

Обладнання. Хімічні склянки, піпетки, рН-метр, бюретки 
для титрування. 

 

Хід роботи: 
Готують 4 хімічні склянки і наливають у них по 20 мл (V0) 

рідин згідно з табл. 1.7: 
 

Таблиця  1.7. Результати визначення 
буферної ємності розчинів 

 

  рН0 
(до титрування) 

рН1 
(після титрування) 

Доданий 
луг V1, мл 

1. Дистильована вода    
2. Ацетатний буферний 

розчин із пробірки № 3    

3. Молоко    
4. Сеча    

 
Вимірюють рН в усіх склянках і записують у таблицю. До 

кожної склянки додають по 2–3 краплі фенолфталеїну й титру-
ють із бюретки лугом до появи рожевого забарвлення. 

Розраховують буферну ємність розчинів (С) за формулою: 
 

          N × V1 
С = ___________________,

(pH1 – pH0) × V0  
 

де N – нормальність лугу. 
Розрахунок буферної ємності розчинів та отриманий резуль-

тат записують у зошит. Роблять висновок, яка із рідин, що до-
сліджувалися, має найбільшу буферну ємність. 
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КОНТРОЛЬНІ ЗАПИТАННЯ 
 

1. Що таке рН? 
2. Як можна визначити рН? 
3. Що таке буфери? 
4. Які буферні системи працюють у крові? 
5. Що таке буферна ємність і як її визначити? 
 
 

ТЕСТОВІ ЗАВДАННЯ ДО РОЗДІЛУ 1 
 
Завдання 1 
 

Які орбіталі підлягають гібридизації в атому кисню у складі 
молекули води: 

а) 2s-орбіталь і три 2р-орбіталі; 
б) 1s-орбіталь і три 2р-орбіталі; 
в) 1s-орбіталь і три 2s-орбіталі; 
г) три 2s-орбіталі й одна 2р-орбіталь; 
д) три 2s-орбіталі й три 2р-орбіталі? 
 
Завдання 2 
 

У молекулі Н2О кут між зв'язками має становити 90°, але 
насправді його величина є близькою до тетраедричного кута 
й дорівнює: 

а) 90°; 
б) 109°; 
в) 104°; 
г) 180°; 
д) 45°. 
 
Завдання 3 
 

Який тип зв'язків визначає унікальні фізичні та хімічні влас-
тивості води, у тому числі її високу температуру випаровування, 
високу теплоємність та здатність виконувати роль універсально-
го розчинника: 

а) гідрофобні взаємодії; 
б) гідрофільні взаємодії; 
в) електростатичні взаємодії; 
г) водневий зв'язок; 
д) дисульфідний зв'язок? 
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Завдання 4 
 

Які сполуки з наведених не розчиняються у воді, а диспергу-
ються нею, утворюючи міцели: 

а) цукри; 
б) білки; 
в) спирти; 
г) альдегіди; 
д) фосфоліпіди? 
 
Завдання 5 
 

Які елементи з наведених належать до органогенних: 
а) фосфор; 
б) сірка; 
в) кальцій; 
г) залізо; 
д) хлор; 
є) вуглець; 
ж) натрій? 
 
Завдання 6 
 

Градієнт концентрації якого іона є рушійною силою для вто-
ринноактивного транспорту інших іонів, глюкози, амінокислот 
(зокрема, під час всмоктування цих сполук у кишечнику, їх реа-
бсорбції у ниркових канальцях та при утворенні жовчі гепато-
цитами): 

а) калій; 
б) магній; 
в) кальцій; 
г) залізо; 
д) хлор; 
є) вуглець; 
ж) натрій? 
 
Завдання 7 
 

Регуляторна роль іонів якого елементу залучає їх зв'язування 
зі специфічними внутрішньоклітинними білками (напр., із тро-
поніном С або кальмодуліном): 

а) калій; 
б) сірка; 
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в) кальцій; 
г) залізо; 
д) магній; 
є) вуглець; 
ж) натрій? 
 
Завдання 8 
 

У ферментативних реакціях за участю АТФ і АДФ справжні-
ми субстратами є їхні комплекси з: 

а) калієм; 
б) магнієм; 
в) кальцієм; 
г) залізом; 
д) сіркою; 
є) марганцем; 
ж) натрієм. 
 
Завдання 9 
 

Флюороз зубів ("крапчастість емалі") розвивається за: 
а) надмірного надходження в організм кальцію; 
б) надмірного надходження в організм фтору; 
в) недостатнього надходження в організм фтору; 
г) недостатнього надходження в організм кальцію; 
д) надмірного надходження в організм стронцію; 
є) надмірного надходження в організм хлору. 
 
Завдання 10 
 

Який чинник залучений в окиснення Fe2+, що вивільнюється 
при руйнуванні гемоглобіну, до Fe3+: 

а) трансферин; 
б) феритин; 
в) гемосидерин; 
г) церулоплазмін; 
д) гаптоглобін? 
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Розділ 2 АМІНОКИСЛОТИ, 
ПЕПТИДИ, БІЛКИ 

 
2.1. АМІНОКИСЛОТИ. 

ВИЯВЛЕННЯ АМІНОКИСЛОТ 
У БІОЛОГІЧНИХ РІДИНАХ 

 
2.1.1.  К л а с и ф і к а ц і я  а м і н о к и с л о т  
Основну роль у процесах життєдіяльності відіграють біл-

ки, що є полімерами 20 природних амінокислот зі специфіч-
ними структурами. Структурні формули, скорочені позна- 
чення, а також відомості щодо класифікації амінокислот на-
ведено у табл. 2.1–2.4. 

 
2.1.2. Х і м і ч н і  в л а с т и в о с т і  а м і н о к и с л о т  
Амінокислоти є похідними карбонових кислот, в яких один 

атом водню біля α-вуглецю заміщений на аміногрупу, і відріз-
няються одна від одної хімічною природою радикала R. 

 

 

  α   α 

 Карбонові кислоти  Амінокислоти  
 
Амінокислоти легко розчиняються у воді та кристалізу-

ються з нейтральних водних розчинів у формі біполярних 
іонів (цвітер-іонів). У розчинах амінокислоти можуть реагу-
вати як кислоти (донори протонів), або як основи (акцептори 
протонів). При низьких значеннях рН молекули амінокислот 
повністю протоновані й мають позитивний заряд. При висо-
ких значеннях рН (лужне середовище) усі молекули аміноки-
слот депротоновані й мають негативний заряд. 
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Значення рН, за якого сумарний заряд молекули дорівнює 
нулю, називається ізоелектричною точкою (рІ). 

 

Форма, що 
переважає при 

рН = 1 

Форма, що 
переважає при 

рН = 7 

Форма, що 
переважає при 

рН = 11  
 
Кожна амінокислота може вступати в хімічні реакції, які є 

характерними як для аміно-, так і для карбоксильної групи, на-
приклад, в реакції утворення солей. Аміногрупи можуть бути 
ацильовані, карбоксильні – етерифіковані.  

Реакції, у яких беруть участь амінокислоти, поділяються на 
три групи: 

1. Реакції, у які вступають амінокислоти завдяки одночасній 
присутності карбоксильних та аміногруп: 

▪ амфотерність 
▪ утворення внутрішніх солей; 
▪ утворення пептидів; 
▪ нінгідринова реакція. 
2. Реакції, в які вступають амінокислоти завдяки наявності 

карбоксильних груп: 
▪ утворення солей; 
▪ утворення ангідридів; 
▪ утворення галогенангідридів; 
▪ утворення амідів; 
▪ утворення складних ефірів; 
3. Реакції, що здійснюються завдяки наявності аміногрупи: 
▪ заміщення в аміногрупі атома водню на ацил (утворення 

пептидів); 
▪ взаємодія з азотною кислотою; 
▪ заміщення в аміногрупі атома водню на залишок вугільної 

кислоти; 
▪ взаємодія з формальдегідом; 
▪ реакція дезамінування: окисне, гідролітичне, відновне, вну-

трішньо молекулярне. 

Ви
да
вн
ич
о-п
ол
ігр
аф
ічн
ий

 це
нт
р 

"Ки
ївс
ьки
й у
нів
ер
си
те
т".

 

Ве
рс
ія 
не

 дл
я д
ру
ку



 52 

Амінокислоти (крім гліцину) – оптично активні речовини, 
так як містять у α-положенні асиметричний хіральний атом 
вуглецю. Їх водні розчини здатні обертати площину поляризова-
ного світла. Десять амінокислот обертають її вправо, їх позна-
чають знаком "+" (АЛА, ІЛЕ, ГЛУ, ЛІЗ та ін.), а дев'ять аміноки-
слот – вліво (ЛЕЙ, ФЕН та ін.), їх позначають знаком "–". 

Амінокислоти, що входять до складу білків, належать до  
L-ряду, виходячи з абсолютної конфігурації всіх чотирьох груп, 
які розташовані біля асиметричного атому вуглецю (еталоном 
вважають гліцериновий альдегід). Конфігурація і оптична акти-
вність ізомерів амінокислот не завжди збігаються. 

 

D-гліцеральдегід L-серин L-аланін  
 

Для визначення окремих амінокислот використовують 
кольорові реакції, основані на хімічній природі радикалів 
(табл. 2.5). 

 
2.1.3.  Б і о л о г і ч н е  з н а ч е н н я  а м і н о к и с л о т  
Основні амінокислоти входять до складу білків і біологічно ак-

тивних речовин організму, що забезпечує виконання усіх функцій: 
▪ входять до складу білків та пептидів організму;  
▪ із амінокислот в організмі утворюється багато низькомоле-

кулярних біологічно активних речовин: γніаміномасляна 
кислота (ГАМК), біогенні аміни та інші; 

▪ частина гормонів в організмі − похідні амінокислот (гормо-
ни щитоподібної залози, адреналін); 

▪ попередники азотистих основ, що входять до складу нукле-
їнових кислот; 

▪ попередники порфіринів, що витрачаються на біосинтез ге-
му (для гемоглобіну та міоглобіну); 

▪ попередники азотистих основ, що входять до складу склад-
них ліпідів (холіну, етаноламіну); 

▪ беруть участь у біосинтезі медіаторів у нервовій системі 
(ацетилхолін, дофамін, серотонін, норадреналін та інші). 
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Лабораторна робота № 2.1 
Реакції виявлення амінокислот у розчинах 
 

Дослід 1.  Реакції амінокислот у водних розчинах 
Аланін у водному розчині існує у формі цвітер-іона й має ки-

слотні та лужні властивості. 
 

   1) 

Аланін Амфіон  
 

   2) 

   
Глутамінова 

кислота  
 
   3) 

 
 
Лізин  

 
 

Моноамінодикарбонова глутамінова кислота має більш ви-
ражені кислотні властивості, тоді як діаміномокарбонова аміно-
кислота лізин – лужні. 

Матеріали та реактиви. Водні 1 %-ві розчини аланіну, глу-
тамінової кислоти й лізину, універсальний індикатор. 

Обладнання. Пробірки, крапельниці, штатив для пробірок. 
 

Хід роботи: 
У три маленькі пробірки наливають по 5 крапель водних 1 %-х 

розчинів: 1 пробірка – аланіну, 2 пробірка – глутамінової кисло-
та, 3 пробірка – лізину. 
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У всі три пробірки додають по 1 краплі універсального інди-
катора. Відмічають забарвлення, що розвивається в кожній про-
бірці. Описуючи поведінку амінокислот у водних розчинах, за-
писують у зошит рівняння реакцій. 

 
Дослід  2.  Нінгідринова реакція 
У результаті взаємодії α-амінокислоти з нінгідрином (трике-

тогідринденгідратом) утворюється забарвлена комплексна спо-
лука. Під час першої стадії реакції при нагріванні до 70 °С α-амі-
нокислоти окиснюються нінгідрином та підлягають окисному 
дезамінуванню з утворенням аміаку та декарбоксилюванню 
з формуванням альдегіду й СО2, а нінгідрин відновлюється (1): 

 

   1) 

Нінгідрин  

Відновлений 
нінгідрин 

(гідриндантин) 

Альдегід  

 
 t°  

 
 
 
 
 
 
 
t°  

 
   2) 

 
 
 t°  

t°  

Нінгідрин  Гідриндантин 

Дикетогідриндиліден-дикетогідринамін (ДІДА) 
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Відновлений нінгідрин на другій стадії реакції конденсується 
з аміаком і окисненим нінгідрином й утворює сполуку, яка, ено-
лізуючись, переходить у забарвлену форму синьо-фіолетового 
кольору (2). 

Матеріали та реактиви. Водний 1 %-й розчин гліцину, 0,1 %-й 
розчин нінгідрину в 95 %-му розчині ацетону. 

Обладнання. Скляні палички, пробірки, крапельниці, водяна 
баня, термометр лабораторний, годинник, штатив для пробірок. 

 

Хід роботи: 
У пробірку вносять 5 крапель розчину гліцину та 2 краплі 

розчину нінгідрину. Вміст пробірки старанно перемішують на 
водяній бані за температури 70 °С протягом 5 хв. У пробірці 
з'являється синьо-фіолетове забарвлення за рахунок утворен-
ня дикетогідриндилідену-дикетогідринаміну (ДІДА) – проду-
кту конденсації нінгідрину з амінокислотою.  

Цю реакцію широко використовують у біохімічній лаборато-
рії для кількісного визначення амінокислот у біологічних ріди-
нах (кров, сеча, спинномозкова рідина та інші), а також для кі-
лькісного визначення білків і пептидів. 

Записують у зошит рівняння двох стадій цієї реакції. Роб-
лять висновок. 

 
Дослід 3.  Ксантопротеїнова реакція 
В ароматичних амінокислотах, які містять бензольні кільця 

(тирозин, триптофан, фенілаланін) під дією азотної кислоти 
здійснюється реакція нітрування бензольного кільця з утворен-
ням забарвленої у жовтий колір нітросполуки. Наприклад, реак-
ція нітрування тирозину: 

 

 Нагрівання 
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У реакції гідроксиду натрію з хіноїдною формою динітроти-
розину утворюється натрієва сіль динітротирозину, яка має ора-
нжеве забарвлення: 

 

 
 

Матеріали та реактиви. Водний 0,01 %-й розчин тирозину, 
концентрована азотна кислота, 10 %-й розчин гідроксиду натрію. 

Обладнання. Скляні палички, пробірки, штатив для градуйо-
ваних пробірок, піпетки, пальник. 

 

Хід роботи: 
У пробірку вносять 3 мл розчину тирозину та 1 мл концент-

рованої азотної кислоти. Суміш обережно нагрівають до появи 
жовтого забарвлення. Після охолодження у пробірку додають 
розчин гідроксиду' натрію до появи оранжевого забарвлення. 

Записують у зошит рівняння реакції нітрування тирозину, 
роблять висновок. 

 
Дослід  4.  Реакція Фоля на сірковмісні амінокислоти  
При тривалому нагріванні рідина, що містить сірковмісні 

амінокислоти (цистеїн, цистин, метіонін) і білки, в яких присут-
ні ці амінокислоти, набуває бурого кольору, і випадає чорний 
осад сірчистого свинцю. Реакція проходить у дві стадії: перша 
стадія – перехід сірки із органічної сполуки в неорганічну; друга 
стадія – якісне виявлення сірки в розчині.  

Під час кип'ятіння цистеїну та цистину в лужному середови-
щі від них легко відщеплюється сірка у вигляді сірководню, 
який в лужному середовищі утворює сульфід натрію.  

Сульфід натрію можна виявити за допомогою важких ме-
талів, наприклад, іонів свинцю, які утворюють з іонами сірки 
нерозчинний сульфід свинцю чорного кольору. Для цього 
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можна використати ацетат свинцю. Рівняння реакції за учас-
тю цистеїну має такий вигляд: 

 

     1) 

Цистеїн Серин 

Нагрівання 

     2)  
 

Матеріали та реактиви. Водний 0,01 %-й розчин цистеїну, 
реактив Фоля (до 10 %-го розчину ацетату свинцю додають 10 %-
й розчин гідроксиду натрію до розчинення осаду, що утворився), 
концентрований розчин гідроксиду натрію. 

Обладнання. Скляні палички, штатив із пробірками градуйо-
ваними, піпетки, водяна баня, годинник. 

 

Хід роботи: 
У пробірку вносять 1 мл розчину цистеїну, 2 мл концентро-

ваного розчину гідроксиду натрію та 1 мл реактиву Фоля. Су-
міш ретельно перемішують і кип'ятять на водяній бані 2 хв. Че-
рез 3–5 хв випадає бурий або чорний осад сульфіду свинцю. 

Записують у зошит рівняння цих реакцій, роблять висновок. 
 

Дослід 5.  Реакція з азотистою кислотою 
Продуктом взаємодії α-амінокислоти з азотистою кислотою, 

яка утворюється в реакції нітриту натрію з оцтовою кислотою, є 
газоподібний азот. Рівняння реакції за участю гліцину має вигляд: 

 

 
 

Матеріали та реактиви. Водний 1 %-й розчин гліцину, 
5 %-й розчин нітриту натрію, концентрована оцтова кислота. 

Обладнання. Пробірки, крапельниці, штатив для пробірок. 
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Хід роботи: 
У пробірку вносять п'ять крапель розчину гліцину, 5 крапель 

нітриту натрію, 2 краплі концентрованої оцтової кислоти й обе-
режно збовтують. Спостерігають виділення газу. 

Записують у зошит рівняння реакції, роблять висновок. 
 
Дослід  6.  Утворення комплексної солі міді 
Під час нагрівання амінокислоти з карбонатом міді (II) утво-

рюється комплексна сполука міді, яка має синє забарвлення. 
За участю гліцину рівняння реакції має такий вигляд: 

 

 
 
Матеріали та реактиви. Водний 1 %-й розчин гліцину, су-

хий карбонат міді. 
Обладнання. Пробірки, штатив для пробірок, тримач пробі-

рок, пальник. 
 

Хід роботи: 
У пробірку вносять 1 мл розчину гліцину, а на кінчику лопа-

тки – сухий карбонат міді (II). Суміш нагрівають у полум'ї паль-
ника до кипіння. Розчин забарвлюється в синій колір. 

Записують у зошит рівняння реакції, роблять висновок.   
 

Дослід  7.  Біуретова реакція 
Амінокислоти, які утворюють не менше двох пептидних зв'язків 

(–СО–NН–), у лужному середовищі за наявності сульфату міді (II) 
утворюють комплекси з атомами міді, що забарвлені у фіолетовий 
колір. Уперше реакція утворення таких комплексних сполук міді 
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була проведена з біуретом, тому вона й має назву біуретова. Біурет, 
який можна одержати під час нагрівання сечовини до температури 
180 °С, не є амінокислотою, але має два пептидні зв'язки: 

 

      Нагрівання 

 
 
У лужному середовищі біурет зазнає енолізації за такою схемою: 
 

 
 
Дві молекули енольної форми біурету взаємодіють із гідрокси-

дом міді (II) й утворюють комплекс, у якому координаційні зв'язки 
утворені за рахунок електронних пар атомів азоту імінних груп. 

Гідроксид міді (II) для проведення біуретової реакції отри-
мують, як правило, у результаті реакції взаємодії сульфату мі-
ді (II) із гідроксидом натрію (або калію): 

 
CuSO4 + 2NaOH                  Cu(OH)2 + Na2SO4 

 
Комплекс біурету з міддю утворюється за такою схемою: 
 

 
 
Подібний комплекс із міддю можуть утворювати деякі амі-

нокислоти, в яких пептидні зв'язки виникають за рахунок карбо-
ксильної та амінної групи. Прикладом такої амінокислоти може 
бути аспарагін. 

Матеріали та реактиви. Водний 0,01 %-й розчин аспарагіну, 
10 %-й розчин аспарагіну, 10 %-й розчин гідроксиду натрію 
(чи калію), 10 %-й розчин сульфату міді. 
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Обладнання. Скляні палички, штатив із градуйованими про-
бірками, піпетки, крапельниця. 

 

Хід роботи: 
У пробірку вносять 3 мл розчину аспарагіну, 1 мл розчину 

гідроксиду натрію (чи калію), 1–2 краплі розчину сульфату 
міді та перемішують. Вміст пробірки забарвлюється в синьо-
фіолетовий колір. 

Записують у зошит рівняння реакції, роблять висновок. 
 
Дослід  8.  Реакція Адамкевича на триптофан 
Триптофан у кислому середовищі вступає в реакцію з гліок-

силовою кислотою (альдегідами), утворюючи забарвлені в чер-
воно-фіолетовий колір продукти конденсації: 

 

 
 

Матеріали та реактиви. Водний 0,01 %-й розчин триптофа-
ну, льодяна оцтова кислота, концентрована сірчана кислота. 

Обладнання. Пробірки градуйовані, піпетки, штатив для про-
бірок, водяна баня, годинник. 

 

Хід роботи: 
До 0,5 мл розчину триптофану додають 0,5 мл льодяної оцтової 

кислоти, яка завжди містить невелику кількість гліоксилової кис-
лоти. Отриману суміш спочатку нагрівають, а потім охолоджують 
і по стінці пробірки обережно, краплинами, щоб рідини не змішу-
валися, додають 1 мл концентрованої сірчаної кислоти. 

Через 10 хв на межі розподілу двох шарів утворюється чер-
воно-фіолетове кільце. Реакцію можна прискорити, якщо поста-
вити пробірку з реагуючою сумішшю в киплячу водяну баню. 

Записують у зошит рівняння реакції, роблять висновок. 
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Дослід  9.  Реакція Вуазене на триптофан 
Триптофан, конденсуючись із формальдегідом, утворює за-

барвлений продукт конденсації біс-2-триптофанілметан, який 
окиснюється до біс-2-триптофанілкарбіноду: 

 

 
 
 
 

H2N CH C

CH2

OH

O

N
H

NH2CHC

CH2

HO

O

N
H

C
H H

H2N CH C

CH2

OH

O

N
H

NH2CHC

CH2

HO

O

N
H

C
H OH

NaNO2

NaNO2

  Окиснення 

         Окиснення 
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За наявності мінеральних кислот біс-2-триптофанілкарбінол 
утворює солі, забарвлені у синьо-фіолетовий колір. 

Матеріали та реактиви. Водний 0,01 %-й розчин триптофа-
ну, водний 2,5 %-й розчин формальдегіду, концентрована сірча-
на кислота, 0,5 %-й розчин нітрату натрію. 

Обладнання. Скляні палички, пробірки градуйовані, піпетки, 
крапельниці, штатив для пробірок, годинник, ванночка з льодом. 

 

Хід роботи: 
До 2 мл розчину триптофану додають 1 краплю розчину фор-

мальдегіду, суміш перемішують і вливають порціями по декіль-
ка крапель 6 мл концентрованої сірчаної кислоти, охолоджуючи 
пробірку у ванночці з льодом. Суміш знову перемішують 
і дають відстоятися 10 хв. Потім, перемішуючи суміш, у пробірку 
вносять 10 крапель розчину нітрату натрію; з'являється інтенси-
вне синьо-фіолетове забарвлення. 

Записують у зошит рівняння реакції, роблять висновок.   
 

Дослід  10. Розділення суміші амінокислот 
методом розподільної хроматографії в тонкому шарі 
Принцип методу ґрунтується на відмінності коефіцієнтів 

розподілу окремих амінокислот між двома рідинами, що не змі-
шуються (детальніше про різновиди хроматографічних методів 
та їх використання для розділення білків і пептидів див. під-
розд. 2.4.2). Хроматографічні пластинки покриті тонким шаром 
інертного пористого носія, наприклад, целюлози, який може 
утримувати в порах велику кількість нерухомої рідкої фази. 
Пластинки занурюють у розчинник (рідка фаза), який, пересу-
ваючись по шару за рахунок капілярних сил, з різними швидко-
стями перемішує компоненти суміші амінокислот. Положення 
амінокислот на хроматограмі виявляють за допомогою нінгід-
ринової реакції – за наявності нінгідрину окремі амінокислоти 
виявляються у вигляді плям, забарвлених у блакитний, фіолето-
вий, жовтий чи інший колір (залежно від хімічної структури 
амінокислоти). Амінокислоти ідентифікують, порівнюючи по-
ложення плям суміші амінокислот і амінокислот-стандартів. 
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Коефіцієнт розподілу Rf, який визначається як співвідношення 
відстаней, що пройшли амінокислота та рухома фаза від точки ста-
рту, є характерною величиною для кожної амінокислоти за певних 
умов дослідів (склад розчинника, температура, тип носія). За допо-
могою лінійки визначають відстані, пройдені розчинником та амі-
нокислотами, і розраховують значення коефіцієнта розподілу. 

Матеріали та реактиви. Целюлоза, розчинник-суміш н-бута- 
нолу, оцтової кислоти, води (4: 1: 1) , суміш амінокислот та їхні 
стандартні розчини (0,1 %-ві розчини лізину, гліцину й фенілала-
ніну, виготовлені на 10 %-му ізопропіловому спирті, підкислено-
му соляною кислотою), свіжовиготовлений нінгідриновий реа-
ктив (95 мл 0,5 %-го розчину нінгідрину в 95 %-му ацетоні, 
1 мл льодяної оцтової кислоти та 4 мл дистильованої води). 

Обладнання. Хроматографічна камера, хроматографічні плас-
тинки (13 × 18 см), пульверизатор, мікропіпетки, сушильна ша-
фа, олівець, лінійка, аплікатор. 

 

Хід роботи: 
На хроматографічну пластинку на відстані 2 см від її ниж-

нього краю наносять по 20 мкл суміші амінокислот та їхні стан-
дартні розчини (рис. 2.1). Плями, які виникають на пластинці 
після нанесення досліджуваних речовин, підсушують так, щоб 
їхній діаметр був у межах 3–4 мм. 
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    h3 

    h4 
    h5 

    h6     hf 
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Ліз     Фен       Суміш 
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 Глі 

   
 
  2 см 

 
 

Рис. 2.1. Схема проведення хроматографічного розділення 
суміші амінокислот 
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Пластинку розташовують у хроматографічній камері, наси-
ченій парами розчинника, занурюючи її нижній кінець у роз-
чинник на 0,5–1 см. Хроматографію припиняють, коли фронт 
розчинника досягне зазначеного рівня – не менше 10 см (при-
близно 1 год хроматографування). 

Після хроматографування пластинку висушують та проявля-
ють, обприскуючи нінгідриновим реактивом з пульверизатора та 
прогріваючи протягом 10 хв при температурі 110 °С. Порівню-
ючи положення плям суміші амінокислот та їхніх стандартів, 
амінокислоти ідентифікують (рис. 2.1). 

Надалі за допомогою лінійки визначають відстані, які пройш-
ли розчинник (фронт розчинника, hf), амінокислоти-стандарти 
(h1, h2, h3) та амінокислоти-складові суміші (h4, h5, h6) і для кожної 
амінокислоти обчислюють коефіцієнт розподілу Rf за формулою: 

Rf = h/hf,  
 

де h – відстань, яку пройшла амінокислота (h1, h2, h3, h4, h5, h6); 
hf  – відстань, яку пройшов розчинник. 
Отримані дані заносять до табл. 2.6. 
 

Таблиця 2.6. Значення коефіцієнтів розподілу 
для амінокислот-стандартів і амінокислот-компонентів суміші, 

отримані при проведенні хроматографії 
 

 Амінокислоти h Rf 

1 – ЛІЗ h1 = Rf1 = 
2 – ГЛІ h2 = Rf2 = Амінокислоти-

стандарти 
3 – ФЕН h3 = Rf3 = 

4 h4 = Rf4 = 
5 h5 = Rf5 = Амінокислоти 

із суміші 
6 h6 = Rf6 = 

 

Порівнюючи коефіцієнти розподілу для амінокислот із сумі-
ші (Rf4, Rf5, Rf6) із коефіцієнтами розподілу амінокислот-
стандартів (Rf1, Rf2, Rf3), знаходять плями з однаковими Rf і роб-
лять висновок про відповідність плям суміші амінокислот на 
хроматографі плямам амінокислот-стандартів. 
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Дослід  11.  Демонстраційний дослід. Сучасні методи 
аналізу амінокислотного складу білків і пептидів. 
Розділення і кількісне визначення амінокислот 
у амінокислотному аналізаторі 
Амінокислотний аналізатор (рис. 2.2) складається із двох ко-

лонок, заповнених іонообмінними смолами, на яких відбувається 
розділення суміші амінокислот на індивідуальні. Далі безбарв-
ний розчин, що витікає з колонки, взаємодіє в термостаті з роз-
чином нінгідрину, що призводить до утворення забарвлених 
похідних ДІДА (червоно-фіалкового кольору). 

Забарвлені сполуки далі проходять через автоматичний фо-
тоелектроколориметр (ФЕК), і оптична густина забарвленого 
комплексу, яка постійно вимірюється, записується безперерв-
ною лінією на стрічці автоматичного реєстратора у вигляді 
окремих піків, за площею яких визначають кількість тієї чи ін-
шої амінокислоти у суміші, що аналізується. 

 

Колонка з 
іонообмінними 

смолами 

   Елюючий 
буфер 

Розчин 
нінгідрину 

Термостат 

       Злив 

     ФЕК 
Автоматичний 

реєстратор 

 
 

Рис. 2.2. Схема будови амінокислотного аналізатора 
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КОНТРОЛЬНІ ЗАПИТАННЯ 
 
1. Напишіть структурні формули 20 амінокислот (ГЛІ, АЛА, ВАЛ, 

ЛЕЙ, ІЛЕ, ТРИ, ПРО, ФЕН, МЕТ, СЕР, ТРЕ, ТИР, АСП, АСН, 
ЦИС, ГЛУ, ГЛН, ЛІЗ, АРГ, ГІС). 

2. Принципи методів виявлення амінокислот у розчинах (нінгідри-
нова, ксантопротеїнова, Фоля). 

3. Які сучасні методи розділення амінокислот і їхнього кількісного 
аналізу ви знаєте (хроматографія на папері, іонообмінна хрома-
тографія, амінокислотний аналізатор)? 

4. Як визначити коефіцієнт розподілу (Rf)? 
5. Наявність якої амінокислоти в розчині можна виявити, викорис-

товуючи реакцію Вуазене?  
 
 

2.2. ПЕПТИДИ, БІЛКИ: ЇХНЯ БУДОВА 
ТА ЗНАЧЕННЯ В ОРГАНІЗМІ 

 
2 . 2 . 1 .  П е п т и д и  
Пептиди – органічні молекули, до складу яких входять декі-

лька залишків амінокислот, зв'язаних пептидним зв'язком. Зале-
жно від кількості залишків амінокислот і молекулярної маси 
розрізняють:низькомолекулярні пептиди, що містять у своєму 
складі від двох до десяти залишків амінокислот. Наприклад, ди-, 
три-, тетра-, пентапептиди і т. д.; 

 пептиди із середньою молекулярною масою – від 500 до 
5000 Д – так звані "середні молекули"; високомолекулярні пеп-
тиди з молекулярною масою від 5000 до 16 000 Д. 

Біологічне значення пептидів: пептиди володіють значною 
біологічною активністю, являючись регуляторами ряду процесів 
життєдіяльності. Залежно від характеру дії та походження пеп-
тиди поділяють на декілька груп: пептиди-гормони (наприклад, 
вазопресин, окситоцин, глюкагон, кальцитонін, релізинг-
фактори та ін.), пептиди, що беруть участь у регуляції травлення 
(гастрин, секретин, панкреатичний поліпептид, вазоактивний 
інтестинальний поліпептид (ВІП) та ін.), пептиди крові (глутаті-
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он, ангіотензин, брадикінін, каллідин та ін.), нейропептиди (пеп-
тиди пам'яті, пептиди сну, ендорфіни, енкефаліни та ін.), пепти-
ди, що беруть участь у скороченні м'язів (ансерин, карнозин; 
пептиди –"середні молекули" – внутрішні ендотоксини, що 
утворюються в організмі в результаті різних патологічних про-
цесів, які обумовлюють складність перебігу захворювання. 

 
2 . 2 . 2 .  Б і л к и  
2 . 2 . 2 . 1 .  П е р в и н н а  с т р у к т у р а  
т а  п е п т и д н и й  з в ' я з о к   
Під первинною структурою розуміють послідовність аміно-

кислот у поліпептидному ланцюзі. Первинна структура кожно-
го індивідуального білка закодована в молекулі ДНК і реалізу-
ється при транскрипції і трансляції. Першим білком, для якого 
встановили первинну структуру, був інсулін, який містить 51 
амінокислотний залишок. Розшифровані також первинні стру-
ктури міоглобіну людини (153 амінокислотні залишки), α- і 
β-ланцюгів гемоглобіну (відповідно 141 і 146), цитохрому с (104), 
лізоциму молока (130) та багатьох інших білків. 

Молекула функціонально активного інсуліну (рис. 2.3) скла-
дається з двох поліпептидних ланцюгів (А- та В-ланцюга), спо-
лучених дисульфідними містками. 

 
В-ланцюг

  
Дисульфідний 
місток А-ланцюг

 
 

Рис. 2.3. Схема будови інсуліну 
 
Як і усякий карбоксамідний зв'язок, пептидний зв'язок стабі-

лізований за рахунок мезомерії (резонансно стабілізований) і 
тому є практично плоским (планарним) (рис. 2.4). Обертання 
навколо зв'язку С–N потребує великих витрат енергії і, отже, 
є ускладненим. 
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    Пограничні структури 
(неполярна та біполярна) 

Мезомерна структура 
(резонансно стабілізована)  

 
Рис. 2.4. Мезомерія пептидного зв'язку. 

 
Номенклатура пептидів. Пептидний ланцюг має один на-

прямок і два різні кінці – N-кінець, що несе вільну аміногрупу 
першої амінокислоти, і С-кінець, що несе карбоксильну групу 
останньої амінокислоти (рис. 2.5). 

 
    А/к-та 1  А/к-та 2 А/к-та 3  А/к-та 4 А/к-та n 

N-кінець 
ланцюга 

С-кінець 
ланцюга 

 
 

Рис.2.5. Схема будови поліпептидного ланцюга 
 
Нагадаємо, що у білках і пептидах амінокислотні залишки по-

в'язані в ланцюжок послідовно. Для того щоб назвати конкретний 
пептид, достатньо перерахувати (починаючи з N-кінця) послідов-
ність у його складі амінокислотних залишків у трьохлітерному 
або однолітерному коді. Наприклад, амінокислотна послідов-
ність, представлена на рисунку 2.5, читається так: гліцил – ала-
ніл–серил–аланін або, відповідно, ГЛІ–АЛА–СЕР–АЛА). 
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Кожний амінокислотний залишок, за винятком кінцевих, бе-
ре участь в утворенні двох пептидних зв'язків (із попередніми 
і наступними фрагментами). Оскільки обертання навколо зв'язку 
С–N утруднено, повороти можливі тільки навколо зв'язків N–Сα 
та Сα–С. Такі повороти вимірюються двогранними кутами ϕ і ψ 
(рис. 2.6). Кут ϕ характеризує поворот навколо зв'язку N–Сα. 

 

  α-вуглець 

φ = 180° Ψ = 180°  
 

Рис. 2.6. Конформація поліпептидного ланцюга 
 

Отже, положення попереднього пептидного зв'язку; кут ψ ха-
рактеризує поворот навколо зв'язку Сα–С, тобто положення на-
ступного зв'язку. 

Для кожного конкретного амінокислотного залишку через 
стеричні обмеження дозволені тільки визначені комбінації кутів 
обертання ϕ і ψ. 

 

2 . 2 . 2 . 2 .  В т о р и н н і  с т р у к т у р и  б і л к і в  
Деякі сполучення двогранних кутів ϕ і ψ зустрічаються в біл-

ках досить часто. Якщо множина послідовно пов'язаних аміно-
кислотних залишків приймає стандартні конформації, форму-
ються вторинні структури, стабілізовані водневими містками в 
межах одного пептидного ланцюга або між сусідніми ланцюга-
ми. Якщо така регулярна структура поширюється на достатньо 
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великий фрагмент молекули білка, такий білок утворює механі-
чно стійкі нитки або волокна. Подібного роду структурні білки 
мають характерний амінокислотний склад. 

Найбільш поширеним елементом вторинної структури є пра-
ва α-спіраль (αR) (рис. 2.7). Пептидний ланцюг в даному ви-
падку вигинається гвинтоподібно. На кожний виток припадає 
3,6 амінокислотного залишку, крок гвинта (тобто мінімальна 
відстань між двома еквівалентними точками) становить 0,54 нм. 

 

φ = -57° 
ψ = -47° 

  С 

N 

 0
,1

5 
нм

 
   0

,5
4 

нм
 

 
 

Рис. 2.7. Схема будови α-спіралі білка 
 

α-Спіраль стабілізована майже лінійними водневими зв'яз-
ками між NН-групою і СО-групою кожного четвертого аміно-
кислотного залишку. Таким чином, у лінійних спіральних 
ділянках кожний амінокислотний залишок бере участь у фор-
муванні двох водневих зв'язків. Неполярні, або амфіфільні 
α-спіралі з 5–6 витками часто забезпечують занурення білків у 
біологічні мембрани (трансмембранні спіралі). Ліва α-спіраль 
(αL) (рис. 2.8) зустрічається в природі рідко, хоча утворення її 
є енергетично можливим. 
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-80° < φ < -50° 
+130 < ψ <+155° 

 
 
 
 
N

C

   
0,

29
 н

м
 

   
0,

96
 н

м
 

 
 

Рис. 2.8. Дзеркально-симетрична відносно αR-спіралі 
ліва αL-спіраль 

 
Інша форма спіралі присутня у колагені, найважливішому 

компоненті сполучних тканин. Це ліва спіраль колагену з кро-
ком 0,96 нм і 3,3 залишками в кожному витку, яка є більш 
пологою в порівнянні з α-спіраллю. На відміну від α-спіралі, 
утворення водневих містків тут неможливо. Структура стабі-
лізована за рахунок скручування трьох пептидних ланцюгів у 
праву потрійну спіраль. 

Витягнуті конформації пептидного ланцюга називаються  
"β-складчастим листом". Така специфічна назва обумовле- 
на тим, що площини пептидних зв'язків розташовані в прос-
торі подібно рівномірним складкам листа паперу. У складчас-
тих структурах також утворюються поперечні міжланцюгові 
водневі зв'язки. Якщо ланцюги орієнтовані у протилежних 
напрямках, структура називається антипаралельним складчас-
тим листом (βа,), а якщо ланцюги орієнтовані в одному на-
прямку, структура називається паралельним складчастим лис-
том (βп) (рис. 2.9). 
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Антипаралельний                                                   Паралельний 
складчастий лист                                                   складчастий лист  

 
Рис. 2.9. Схема будови складчастої структури молекули білка 

 
У складчастих структурах α-С-атоми розташовуються на пе-

регинах, а бічні ланцюги орієнтовані майже перпендикулярно 
середній площині листа, поперемінно вгору й униз. Енергетич-
но вигіднішою є βа-складчаста структура з майже лінійними 
Н-містками. У розтягнутих складчастих листах окремі ланцюги 
частіше усього не є паралельними, а певним чином вигнуті по 
відношенню один до одного. 

β-петля. У тих ділянках, де пептидний ланцюг вигинається 
достатньо круто, часто знаходиться β-петля. Це короткий фраг-
мент, в якому 4 амінокислотних залишки розташовані таким 
чином, що ланцюг робить реверсивне обертання (на 180°). 

На схемі (рис. 2.10) наведено два варіанти петлі (типи I і II), 
які зустрічаються досить часто. Представлені структури стабілі-
зовані водневим містком між 1 і 4 залишками. 

 

Тип І Тип ІІ   N       C N       C  
 

Рис. 2.10. Схема β-петлі 
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2 . 2 . 2 . 3 .  Т р е т и н н а  с т р у к т у р а  б і л к і в  
Першими білками, для яких установили на основі рентгенос-

труктурного аналізу третинну структуру, були міоглобін каша-
лота, цитохром с, хімотрипсин, лізоцим та ін.  

У стабілізації просторової структури білків крім ковалентних 
пептидних і дисульфідних зв'язків значну роль відіграють неко-
валентні слабкі зв'язки. До них належать: водневі зв'язки, елект-
ростатична взаємодія заряджених груп, взаємодія неполярних 
радикалів (гідрофобна взаємодія) тощо (рис. 2.11). 

 

 
 

Рис. 2.11. Типи зв'язків, що стабілізують третинну структуру: 
1 – іонний зв'язок; 2 – водневий зв'язок; 

3 – гідрофобні взаємодії; 4 – дисульфідний зв'язок 
 
Третинна структура формується після завершення синтезу 

білка на рибосомах і визначається первинною структурою. Не-
полярні гідрофобні радикали амінокислот з'єднуються всередині 
білкової молекули за допомогою гідрофобних взаємодій, утво-
рюючи сухі зони. У той же час, полярні радикали орієнтуються 
в сторону води на поверхні білка, зумовлюючи його розчин-
ність. Гідрофільні амінокислоти, що опинилися всередині білко-
вої молекули, можуть взаємодіяти між собою за допомогою іон-
них та водневих зв'язків. 
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Третинна структура деяких білків стабілізується також за ра-
хунок дисульфідних ковалентних зв'язків.  

 
2 . 2 . 2 . 4 .  Ч е т в е р т и н н а  с т р у к т у р а  
Під четвертинною структурою розуміють спосіб укладання 

в просторі окремих поліпептидних ланцюгів і формування 
єдиного структурного й функціонального макромолекулярно-
го комплексу. Кожний окремий поліпептидний ланцюг 
(протомер або субодиниця) не має біологічної активності; 
вони об'єднуються в олігомерному білку за рахунок слабких 
нековалентних зв'язків. Олігомерні білки можуть складатися 
з різної кількості однакових або різних за будовою прото- 
мерів. Наприклад, молекула гемоглобіну складається із двох 
α- та двох β-ланцюгів, тобто є тетрамером. За певних умов 
(присутність солей або різка зміна рН) молекула гемоглобіну 
дисоціює на субодиниці. 

 
2 . 2 . 3 .  Р о л ь  б і л к і в  у  о р г а н і з м і  л ю д и н и  
1) Ферментативна – у клітині бере участь у біохімічних реак-

ціях близько 2000 різних ферментів, і всі вони за хімічною при-
родою – білки (прості чи складні). 

2) Гормональна – в організмі людини 50 % усіх гормонів ма-
ють білкову природу. 

3) Рецепторна – вибіркове зв'язування різних регуляторів – 
гормонів, біогенних амінів, простагландинів, медіаторів, цик-
лічних мононуклеотидів, реалізується за допомогою білків-
рецепторів. 

4) Структурна (пластична) – мембрани усіх клітин і субклі-
тинних одиниць є бішаром, який в своєму складі має білки і фо-
сфоліпіди, тобто білки відіграють роль у формуванні всіх клі-
тинних структур. 

5) Імунологічна – гуморальний імунітет організму людини 
пов'язаний з наявністю γ-глобулінів (антитіл). 

6) Гемостатична – зсідання крові пов'язане з наявністю у кро-
ві білків-факторів згортання крові. 

7) Протизсідальна – антитромбінова, антитромбопластино-
ва і фібринолітична системи пов'язані з наявністю в крові від-
повідних білків. 

8) Генорегуляторна – білки-гістони, кислі білки відіграють 
роль у регуляції процесу трансляції. 
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9) Транспортна – перенесення О2, вищих жирних кислот, лі-
підів, стероїдів, вітамінів, лікарських речовин здійснюють різні 
фракції білків крові. 

10) Скоротлива – у роботі м'язів беруть участь білки: актин, 
міозин, тропонін і тропоміозин. 

11) Знешкоджувальна – при отруєннях солями важких мета-
лів (свинець, мідь, цинк та ін.) та алкалоїдами протиотрутою 
є білки (особливо молочних продуктів). 

12) Опорна (механічна) – міцність сполучної, хрящової та кі-
сткової тканин забезпечується білками – колагеном, еластином, 
фібронектином. 

13) Участь у генерації біопотенціалів і на плазматичних мем-
бранах клітин, і на внутрішній мембрані мітохондрій. 

14) Енергетична – 1 г білка, окиснюючись до кінцевих 
продуктів – сечовини, вуглекислого газу та води, дає 4,1 ккал 
енергії. 

 
Лабораторна робота № 2.2 
Виявлення білків і пептидів у розчинах. 
Якісні реакції на складові білків 
 
Дослід 1.  Виявлення білків і пептидів у розчинах 
(біуретова реакція) 
Білки (поліпептиди) в лужному розчині за наявності сульфа-

ту міді (ІІ) утворюють комплексні сполуки міді, забарвлені  
в рожево-фіолетовий колір, інтенсивність якого залежить від 
кількості пептидних зв'язків у молекулі білка. 

Матеріали та реактиви. Біологічна рідина або розбавлений 
1 %-й розчин яєчного білка, 1 %-й розчин сірчанокислої міді, 
10 %-й розчин їдкого натру. 

Обладнання. Скляні палички, штатив із пробірками, піпетки, 
крапельниці. 

 

Хід роботи: 
До 1 мл біологічної рідини (або до 3-х мл розбавленого 1 %-го 

розчину яєчного білка) додають 1 мл 10 %-го розчину їдкого 
натру і 2 краплі 1 %-го розчину сірчанокислої міді та перемі-
шують. У присутності білків та пептидів (починаючи з трипеп-
тидів) з'являється рожево-фіолетове забарвлення. 
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Записують у зошит рівняння реакції, спостереження і роблять 

висновок. 
 
Дослід  2.  Виявлення α-амінокислот у складі білків 
(нінгідринова реакція) 
Принцип методу, матеріали та реактиви й обладнання див. 

лабораторну роботу № 2.1, дослід 2. 
 

Хід роботи: 
До 1 мл 1 %-го розчину яєчного білка додають 3 краплі 1 %-го 

розчину нінгідрину в 95 %-му розчині ацетону. Суміш перемі-
шують і ставлять на водяну баню за температури 70 °С на 5 хв. 
Спостерігають утворення синьо-фіолетового забарвлення, 
яке свідчить про наявність у молекулі білка залишків 
α-амінокислот. 

Спостереження записують у зошит, роблять висновок. 
 
Дослід 3.  Виявлення у складі білків залишків сірковмісних 

амінокислот цистеїну й цистину (реакція Фоля) 
Принцип методу, матеріали, реактиви та обладнання див. 

лабораторну роботу № 2.1, дослід 4. 
 

Хід роботи:  
До 3 мл 1 %-го розчину яєчного білка додають 3 мл реак-

тиву Фоля (див. лабораторну роботу № 2.1, дослід 4) і після 
перемішування кип'ятять на водяній бані протягом 2 хв. Після 
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охолодження спостерігають утворення бурого чи чорного 
осаду, який свідчить про наявність у молекулі білка залишків 
цистеїну та цистину. 

Спостереження записують у зошит, роблять висновок. 
 
Дослід 4.  Виявлення у складі білків ароматичних 
амінокислот (ксантопротеїнова реакція) 
Принцип методу, матеріали та реактиви й обладнання див. 

лабораторну роботу № 2.1, дослід 3. 
 

Хід роботи: 
До 3 мл 1 %-го розчину яєчного білка додають 1 мл концент-

рованої азотної кислоти. Суміш  перемішують і обережно нагрі-
вають до появи жовтого забарвлення. 

Спостереження записують у зошит, роблять висновок 
 
Дослід  5.  Виявлення триптофану у складі білків 
за реакцією Адамкевича 
Принцип методу, матеріали та реактиви й обладнання – 

див. лабораторну роботу № 2.1, дослід 8. 
 

Хід роботи: 
До 0,5 мл 1 %-го розчину яєчного білка додають 0,5 мл 

льодяної оцтової кислоти, яка містить невеликі кількості глі-
оксилової кислоти. Суміш нагрівають до розчинення осаду, 
що утворюється. До охолодженої суміші потім обережно 
(краплинами) по стінці пробірки вливають 1 мл концентрова-
ної сірчаної кислоти так, щоб суміші не перемішувалися. Че-
рез 10 хв на межі розподілу двох рідин утворюється червоно-
фіолетове кільце. Реакцію можна прискорити, поставивши 
пробірку в киплячу водяну баню. Чутливість реакції збільшу-
ється, якщо в реагуючу суміш додати невелику кількість міді 
(5–10 крапель 0,04 моль/л сульфату міді). 

Спостереження записують у зошит, роблять висновок. 
 
Дослід 6 .  Виявлення триптофану у складі білків 
за реакцією Вуазене 
Принцип методу, матеріали та реактиви й обладнання див. 

лабораторну роботу № 2.1, дослід 9. 
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Хід роботи: 
У пробірку вносять 2 мл 1 %-го розчину яєчного білка, 1 кра-

плю 2,5 %-го розчину формальдегіду. До одержаної суміші, ре-
тельно перемішуючи, обережно додають краплями 6 мл концен-
трованої сірчаної кислоти, охолоджуючи пробірку у ванночці з 
льодом. Через 10 хв у пробірку вливають, перемішуючи, десять 
крапель 0,5 %-го розчину нітриту натрію. Спостерігається си-
ньо-фіолетове забарвлення. 

Спостереження записують у зошит, роблять висновок. 
 
 

КОНТРОЛЬНІ ЗАПИТАННЯ 
 
1. Яке значення пептидів в організмі?  
2. Наведіть приклади біологічно активних пептидів (глутатіон, 

ангіотензин, вазопресин, окситоцин та ін.). 
3. Які функції білків в організмі (з конкретними прикладами)? 
4. Поняття про ізомерні білки.  
5. Білки-ферменти. 
 
 

2.3. ФІЗИКО-ХІМІЧНІ 
ВЛАСТИВОСТІ БІЛКІВ. 

МЕТОДИ РОЗДІЛЕННЯ БІЛКІВ 
І ПЕПТИДІВ 

 
Вода в організмі людини становить 65 %, а високомолеку-

лярні сполуки (ВМС) – 35 %. Вода заповнює весь простір клі-
тин і тканин, формуючи внутрішнє середовище організму, 
а ВМС знаходяться у ній, утворюючи розчини з особливими 
властивостями. 

Якщо одна речовина подрібнена і рівномірно розподілена 
в іншій речовині (наприклад, у воді), то утворюється дис- 
персна система. 

Дисперсні системи залежно від рівня подрібненості часток 
можуть бути: 

1) грубодисперсними зависями (часточки більше 100 нм), 
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2) колоїдними розчинами (часточки від 1 до 100 нм), 
3) іонно-молекулярними розчинами (часточки менше 1 нм). 
Розчини ВМС в організмі людини за своїми властивостями 

наближаються до колоїдних розчинів – їх називають "молекуляр-
ними колоїдами". 

 
2 . 3 . 1 .  Р о з ч и н и  б і л к і в  я к  
в и с о к о м о л е к у л я р н і  к о л о ї д и  
Основними ознаками колоїдного стану є:  
1) наявність двох фаз – дисперсної фази і диспергуючого се-

редовища; 
2) гетерогенність системи – наявність поверхні розподілу 

між дисперсною фазою та диспергуючим середовищем; 
3) певний ступінь подрібненості часток (від 1 до 100 нм); 
4) певний ступінь стійкості, обумовлений двома факторами – 

зарядом і водною оболонкою. 
Розчини високомолекулярних сполук (ВМС), у тому числі й 

білків, мають подвійну природу: по суті вони є істинними моле-
кулярними розчинами (оскільки кожна частинка ВМС – це 
окрема молекула), але при цьому володіють властивостями, ха-
рактерними для колоїдних розчинів. 

Схожість розчинів ВМС і колоїдних розчинів поля-
гає в наступному: 

1) розмір часточок (від 1 до 100 нм); 
2) наявність двох факторів стійкості: заряду і водної оболонки; 
3) явище опалесценції; 
4) здатність до коагуляції; 
5) здатність до діалізу; 
6) повільна дифузія; 
7) здатність до седиментації; 
8) низький осмотичний тиск. 
Серед відмінностей розчинів ВМС від колоїдних 

розчинів можна виділити такі: 
1) у розчинах ВМС частинки – молекули ВМС, а не міцели; 
2) у частинок ВМС у розчинах інший механізм виникнення 

заряду: дисоціація власних іоногенних груп, а не адсорбція із роз-
чинів потенціалвизначаючих іонів, які були додані в надлишку; 
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3) у частинок гідрофільних ВМС інший механізм утворення 
водної оболонки: поряд із зарядом частинки водна оболонка 
утворюється за рахунок гідрофільних груп, розміщених на пове-
рхні частинки; 

4) розчини ВМС термодинамічно стабільніші (∆G < 0); 
5) розчини ВМС утворюються самочинно (не потрібний 

"стабілізатор"); 
6) розчини ВМС оборотні.  
 

Схожість розчинів ВМС з істинно-молекулярними 
розчинами зумовлена тим, що: 

1) у розчині ВМС перебувають у вигляді молекул; 
2) термодинамічно стійкі (∆G < 0); 
3) утворюють гомогенні системи; 
4) утворюються самочинно, не потребуючи "стабілізатора". 
 

Поряд із тим, розчини ВМС мають і  специфічні влас-
тивості:  

1) здатність до набухання; 
2) здатність до желатинування; 
3) наявність аномальної в'язкості; 
4) вільне обертання окремих ланок полімерів зі зміною кон-

формації. 
 

Мембранна рівновага Доннана показує, як розподіля-
ється електроліт по обидва боки від напівпроникної мембрани, 
якщо по один її бік містяться ВМС (наприклад, білки). 

1. До початку розподілення: 
 

Ліворуч 
R–Na – (сіль білка) 
[R–] = C1 

[Na+] = C1 М
ем

бр
ан

а Праворуч 
NaCl – електроліт 
[Na+] = C2 

[Na+] = C2 
 
Іонів хлору зовсім немає ліворуч мембрани, тому вони пере-

ходять крізь неї, а разом із ними – і частина іонів натрію. 
2. Позначимо кількості речовин, по перейшли через мембра-

ну як Х, тоді після перерозподілу електроліту буде: 
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Ліворуч 
[R–] = C1 
[Na+] = C1 + X 
[Cl–] = X М

ем
бр

ан
а Праворуч 

[Na+] = C2 – X 
[Cl–] = C2 – X 

 
Перехід іонів електроліту здійснюється до того часу, поки не 

встановиться іонна рівновага, тобто добутки концентрацій іонів 
по обидва боки від мембрани повинні бути рівними: 

 

[Na+]кл × [Сl–]кл = [Na+]позакл × [Сl–]позакл 
 
або 
 

Х × (С1 + Х) = (С2 – Х)2, 
 

звідки виводяться рівняння мембранної рівноваги Доннана: 
 

2

1 2

2CX
C C

=
+

 

 
А н а л і з  м е м б р а н н о ї  р і в н о в а г и  Д о н н а н а .  

Припустимо, що в клітині немає білка і його солі, тоді С1 = 0 

і 2

2
С

X = , тобто за відсутності у клітині ВМС електроліт розпо-

діляється порівну по обидва боки мембрани. Якщо в клітині 
концентрація білка (і його солі) дорівнює концентрації електро-

літу поза клітиною, тобто С1 = С2, тоді 2

3
C

X = , тобто в клітину 

з позаклітинної рідини перейде 1/3 частина електроліту. 
Якщо в клітині концентрація білка (і його солі) більша по-

заклітинної концентрації електроліту, тобто С1 >> С2, у кліти-
ну перейде невелика кількість електроліту з позаклітинної 
рідини. При протилежних співвідношеннях концентрацій еле-
ктролітів, тобто, якщо С2 > С1, величина Х буде значною. 
У клітину в такому випадку перейде істотна частина електро-
літу. Тобто у клітині за наявності ВМС концентрація електро-
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літу завжди більша, ніж у позаклітинному середовищі.  
Це зумовлює підвищений осмотичний тиск у клітині, тургор 
клітин і тканин. 

Справді, у клітинах, у яких завжди є певна концентрація 
недифундуючих через плазматичну мембрану білків, а також 
креатинфосфатів, АТФ та ін., розподіл неорганічних іонів 
можна вирахувати за наведеними вище рівняннями. Проте 
треба пам'ятати, що в біологічних системах доннантському 
розподілу не притаманний характер простої термодинаміч-
ної рівноваги (як це видно з рівнянь). Це відповідає природі 
живих клітин як відкритих термодинамічних систем. При-
кладами цього є те, що склад іонів у внутрішньоочній і у 
спинномозковій рідинах не перебувають у доннантській рів-
новазі з плазмою крові. Ще більше від плазми відрізняється 
склад шлункового соку. Все це пояснюється тим, що хоча 
доннантська рівновага іонів є важливою в нерівномірному 
розподілі їх між клітиною і позаклітинним середовищем, 
більш істотним внеском у ці процеси є активне трансмемб-
ранне перенесення (детальніше про мембранний транспорт 
див. підрозд. 6.2.1). 

 
2 . 3 . 2 .  О с а д ж е н н я  б і л к і в  
Ряд факторів може спричинити оборотне або необоротне оса-

дження білків, тобто їхній перехід із розчину в осад. 
За оборотного осадження при додаванні розчинника білко-

вий осад розчиняється. Його проводять високими концентрація-
ми солей електролітів (висолювання), спиртом і ацетоном (при 
низьких температурах і нетривало) і використовують для виді-
лення нативних білків. Механізмом оборотного осадження біл-
ків цими агентами є "зняття" гідратної оболонки й заряду з біл-
кової молекули. Легше осаджуються білки при рН = рІ. 

Необоротне осадження – денатурація – не змінює первинну 
структуру білка (оскільки не руйнує пептидні зв'язки), але по-
рушує вторинну, третинну і четвертинну структури цих макро-
молекул (рис. 2.12). 
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Denatured protei

Нативний білок

Денатурований білок 

 
 

Рис. 2.12. Схема денатурації білкової молекули 
 

Відповідно, денатурований білок назавжди втрачає свою біо-
логічну функцію. 

Оскільки всі рівні організації білкових молекул, окрім первин-
ного, стабілізуються нековалентними (водневими, електростатич-
ними, гідрофобними взаємодіями), а також слабкими ковалентни-
ми (дисульфідними) зв'язками, саме вони є мішенню дії факторів, 
що спричиняють денатурацію – денатураторів (табл. 2.7). 

Денатурація є необоротним процесом, але на ранніх її етапах 
при видаленні денатуруючих агентів інколи можлива ренатурація. 

 
Таблиця  2.7. Денатуруючі чинники та їхні мішені 

 

Денатуратори Зв'язок-мішень 

Катіони важких металів SH-групи, дисульфідні зв'язки 
Детергенти Гідрофобні взаємодії і водневі зв'язки 
Органічні кислоти 
(трихлороцтова, сульфосаліцилова)

Водневі зв'язки 
і гідрофобні взаємодії 

Концентровані мінеральні 
кислоти й основи Водневі та електростатичні зв'язки 

Відновлювальні агенти Дисульфідні зв'язки 
Нагрівання Водневі зв'язки і гідрофобні взаємодії 
Ультрафіолетове та іонізуюче 
випромінення Усі типи взаємодій 

 

Денатуровані білки краще підлягають дії протеолітичних фе-
рментів; вони втрачають біологічну активність. Штучно синте-
зовані та природні пептиди не здатні до денатурації. Легше під-
лягають денатурації білки у ізоелектричному стані. 
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2 . 3 . 3 .  М е т о д и  р о з д і л е н н я  б і л к і в  
і  п е п т и д і в  
Препарати високоочищених білків знаходять різноманітне 

застосування в наукових дослідженнях, медицині і біотехноло-
гії. Тому виділення багатьох білків, особливо глобулярних, ви-
соколабільних, проводять за допомогою надзвичайно м'яких 
методів і при зниженій температурі (0–5 °С). До таких методів 
належить, наприклад, іонообмінна хроматографія.  

Висолювання . Розчинність білків дуже залежить від кон-
центрації солей (від іонної сили) (рис. 2.13). 

 
Розчинність 

  Засолю- 
вання

Висолю- 
вання

Концентрація солі  
 

Рис. 2.13. Схема висолювання білків 
 
У дистильованій воді білки найчастіше розчиняються погано, 

проте їхня розчинність зростає зі збільшенням іонної сили. При 
цьому все більша кількість гідратованих неорганічних іонів зв'я-
зується з поверхнею білка і тим самим зменшується ступінь йо-
го агрегації (засолювання). При високій іонній силі молекули 
білків втрачають гідратовані оболонки, що приводить до агрега-
ції та випадання білків у осад (висолювання). Використовуючи 
відміни в розчинності, можна за допомогою звичайних солей, 
наприклад (NН4)2SО4, розділити (фракціонувати) суміш білків. 

Діаліз . Для відділення низькомолекулярних домішок або 
заміни складу середовища використовують діаліз (рис. 2.14). 
Метод заснований на тому, що молекули білка через свої розмі-
ри не можуть проходити через напівпроникні мембрани, тоді як 
низькомолекулярні речовини рівномірно розподіляються між 
об'ємом, обмеженим мембраною і навколишнім розчином. Після 
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багатократної заміни зовнішнього розчину склад середовища 
в діалізному мішечку (концентрація солей, рН та ін.) буде такий 
самий, що й у навколишньому розчині. 

 
  

Молекула білка
 
Іон 

Діалізний мішечок 
 
Розчин білка 
 
Буферний розчин 

 
 

Рис. 2.14. Схема діалізу 
 
Хроматографічні методи. Гель-проникна хроматографія 

(гель-фільтрація) дозволяє розділяти білки за розміром і фор-
мою молекул. Поділ проводять у хроматографічних колонках 
(рис. 2.15), заповнених сферичними частинками набухлого гелю 
(розміром 10–500 мкм) із полімерних матеріалів (а).  

 
Частинка гелю 

 
Канал 

Елюючий 
розчин 

 

  а               б              в  
 

Рис. 2.15. Схема методу гель-фільтрації 
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Частинки гелю мають внутрішні канали, що характеризують-
ся певним середнім діаметром. 

Суміш білків (б) вносять у колонку з гелем і елюють буфер-
ним розчином. Білкові молекули, які не здатні проникати в 
гранули гелю (позначені чорним кольором), будуть перемі-
щатися з високою швидкістю. Середні й невеличкі білки  
(сірого кольору) будуть утримуватися гранулами гелю (в).  
На виході колонки елюат збирають у вигляді окремих фрак-
цій. Обсяг виходу того або іншого білка залежить в основно-
му від його молекулярної маси. 

Іонообмінна хроматографія основана на різній здатності 
окремих білків до обміну з іонами іонообмінних смол, а при 
використанні афінної хроматографії білки розділяються на 
індивідуальні залежно від спорідненості до афінату (напов-
нювачу колонок). 

Електрофоретичний  метод  базується на розділенні біл-
ків у постійному електричному полі залежно від величин заряду 
білкової молекули. Одним із таких методів є, зокрема, електро-
форез у поліакриламідному гелі (ПААГ) у присутності додецил-
сульфату натрію (ДСН) (рис. 2.16). 

 
Катод 

 
 
 
Анод 

  Резервуар з буфером

  Резервуар з буфером 

Поліакриламідний гель 

Зразок 

 
 

Рис. 2.16. Схема електрофорезу 
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Нині електрофорез у поліакриламідному гелі в присутності до-
децилсульфату натрію [ДСН-ПААГ-електрофорез (SDS-РАGЕ)] 
є усталеним методом визначення гомогенності білкових препа-
ратів. Метод базується на властивості заряджених часток (моле-
кул) переміщуватися під дією електричного поля. Швидкість 
міграції залежить від трьох параметрів білків: розміру молекул, 
форми молекул і сумарного заряду. 

Якщо білки попередньо денатурують, то швидкість міграції бу-
де залежати тільки від молекулярної маси. Для цього аналізовану 
суміш обробляють додецилсульфатом натрію (C12H25OSO3Na), що 
є детергентом із сильно вираженими амфіфільними властивос-
тями. За дії ДСН олігомерні білки дисоціюють на субодиниці 
і денатурують. Розгорнуті поліпептидні ланцюги зв'язують ДСН 
(приблизно 1,4 г/г білка) і набувають негативного заряду. Для 
повної денатурації у середовище додають тіоли, що розщеплю-
ють дисульфідні містки.  

Електрофорез проводять у тонкому шарі поліакриламіду. 
Після завершення електрофорезу зони білків виявляють за до-
помогою барвника. 

Ще один метод – ультрацентрифугування – базується на 
різній швидкості седиментації окремих білків залежно від їхньої 
молекулярної маси 

 
Лабораторна робота № 2.3 
Вивчення фізико-хімічних властивостей білків 
 
Дослід 1.  Вплив розчинника на набухання ВМС 
Унаслiдок значної рiзницi у швидкостях дифузiї високо- 

молекулярної сполуки (ВМС) та низькомолекулярного розчин- 
ника часто першим етапом процесу розчинення ВМС є проник- 
нення бiльш рухливих молекул розчинника у простiр мiж 
ланками полiмерного ланцюга. Це явище називається набухан- 
ням, оскільки воно насамперед супроводжується суттєвим збiль- 
шенням об'єму полiмерного зразка. Набухання ВМС – процес 
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вибірковий. Неполярні речовини добре набухають у неполяр-
них розчинниках (наприклад, каучук у бензолі чи толуолі, бен-
зині) і не набухають у полярних. Полярні ВМС добре набуха-
ють у полярних розчинниках (желатина у воді) і не набухають 
у неполярних. Вибірковість процесу набухання пов'язана з на-
явністю або відсутністю полярних груп у молекулах. Білки, 
маючи велику кількість полярних груп, мають більшу спорід-
неність до води. 

Матеріали та реактиви. Каучук, порошок желатини, дисти-
льована вода, толуол. 

Обладнання. Штатив із пробірками, піпетки, годинник. 
 

Хід роботи: 
Шматочок каучуку і невелику кількість порошку желатини 

поміщають у дві пробірки з водою і у дві пробірки з толуо-
лом. Залишають на 1 год. Через годину перевіряють, у якій 
рідині відбулося набухання. Замальовують результати. Роб-
лять висновок. 
 

Дослід  2.  Стійкість розчинів ВМС 
Стійкість колоїдно-дисперсних розчинів – це здатність дис-

персної фази зберігати стан рівномірного розподілу частинок у 
всьому об'ємі розчину. Коагуляція – це руйнування колоїдної 
системи під впливом різних факторів (наприклад, електролітів), 
що виявляється злипанням диспергованих частинок з наступним 
випадінням їх у осад. 

Розчини ВМС, на відміну від колоїдно-дисперсних розчи-
нів, є істинними, термодинамічно стійкими. Основним факто-
ром стійкості молекул ВМС у розчині є їх заряд і гідратна 
оболонка: чим більше іоногенних груп має молекула біополі-
меру, тим товще гідратна оболонка, і тим стійкішим буде від-
повідний розчин. При додаванні речовин, здатних викликати 
дегідратацію біополімеру (у першу чергу електролітів), між-
молекулярні взаємодії між окремими макромолекулами поси-
люються, унаслідок чого система може втратити гомогенність 
– при цьому утворюється осад. 
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Матеріали та реактиви. Золь гідроксиду заліза (до 50 мл окро-
пу швидко, але частями, приливають 10 мл 2 %-го розчину FeCl3 
і отримують золь, забарвлений у червоно-бурий колір), 0,5 %-й 
розчин желатини, насичений розчин сірчанокислого амонію. 

Обладнання. Штатив із пробірками, піпетки, годинник. 
 

Хід роботи: 
У пробірку наливають 1 мл золю гідроксиду заліза, в іншу – 

1 мл 0,5 %-го розчину желатини. До обох пробірок краплинами 
додають насичений розчин сірчанокислого амонію до настання 
коагуляції (утворення каламуті). Записують число крапель, до-
даних до першої і другої пробірки; роблять висновок. 

 
Дослід  3.  Захисна дія розчинів 
високомолекулярних сполук 
Стійкість колоїдних розчинів можна підвищити додаванням 

до них деяких високомолекулярних сполук, у тому числі білків. 
Цей феномен відомий під назвою колоїдний захист. 

Захисна дія таких стабілізаторів виражається у підвищенні 
порогу коагуляції (порогом коагуляції називають найменшу кі-
лькість доданого електроліту, що спричиняє коагуляцію 10 мл 
золю). Адсорбуючись на поверхні частинок твердої фази, стабі-
лізатор утворює оболонку, що захищає частинки золю і запобі-
гає їхньому злипанню. 

Колоїдний захист відіграє суттєву роль у фізіологічних 
процесах. Зокрема, він запобігає агрегації й випадінню в 
осад карбонату і фосфату кальцію крові, підвищуючи агре-
гативну стійкість системи загалом. Утворення жовчних і се-
чових каменів пов'язано зі зниженням за патологічних станів 
захисної дії речовин типу холатів, урохрому, муцинів тощо 
відносно білірубіну, холестеролу й уратів. Дослідження 
процесів колоїдного захисту має велике значення при ви-
вченні механізмів нормального росту кісткової тканини та 
механізмів відкладення солей при патології. Крім того, коло-
їдний захист широко використовується при отриманні золей 
лікарських препаратів. 
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Матеріали та реактиви. Золь гідроксиду заліза (приготу-
вання див. лабораторну роботу 2.3, дослід 2), 0,5 %-й розчин 
желатини, дистильована вода, насичений розчин сірчанокис-
лого амонію. 

Обладнання. Штатив із пробірками, піпетки, годинник. 
 
Хід роботи: 
У дві пробірки наливають по 5 мл золю гідроксиду заліза, по-

тім у першу пробірку доливають 1 мл 0,5 %-го розчину желати-
ни, а в другу – 1 мл дистильованої води. Пробірки трусять, 
у кожну пробірку додають краплинами розчин сірчанокислого 
амонію до появи каламуті (коагуляції). Записують кількість кра-
пель, необхідних для настання коагуляції. Пояснюють результат 
і роблять висновок. 

 

Дослід  4 .  Визначення ізоелектричної 
точки білків 
Визначення ізоелектричної точки білків ґрунтується на здат-

ності білків за значення pH середовища, що відповідає їхній ізо-
електричній точці, легко осаджуватися під дією чинників, які 
спричиняють дегідратацію білків. 

Матеріали та реактиви. Розчини казеїну й желатини (1 %-ві), 
2 %-й розчин желатини, 0,01, 0,1 і 1 моль/л розчини оцтової ки-
слоти, 0,1 моль/л розчин ацетату натрію, 96 %-й етиловий спирт 
(чи 95 %-й ацетон), буферні розчини з рН = 1,0; 4,7; 9,0, дисти-
льована вода. 

Обладнання. Скляні палички, пробірки, градуйовані піпетки, 
штатив для пробірок, віскозиметр. 

А. Визначення ізоелектричної точки казеїну за 
ступенем помутніння. На відміну від інших білків, казеїн 
осаджується в ізоелектричній точці без дегідратуючих засобів. 
Ізоелектрична точка казеїну відповідає pH 4,7. 

 

Хід роботи: 
Беруть вісім пробірок. У кожну наливають воду, розчини оц-

тової кислоти та казеїну (див. табл. 2.8.). 
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Таблиця  2.8. Співвідношення реактивів  
для визначення ізоелетричної точки казеїну  

за ступенем помутніння 
 

Вода СН3СООН 
(0,01 моль/л) 

СН3СООН 
(0,1 моль/л) 

Розчин 
казеїну  
(1 %-й) 

рН 
середовища 

8,4 0,6 –  1 ,0  5 ,9  
7 ,8  1 ,3  –  1 ,0  5 ,6  
8 ,8  –  0 ,3  1 ,0  5 ,3  
8 ,5  –  0 ,5  1 ,0  5 ,0  
8 ,0  –  1 ,0  1 ,0  4 ,7  
7 ,0  –  2 ,0  1 ,0  4 ,4  
8 ,0  –  4 ,0  1 ,0  4 ,1  
1 ,0  –  8 ,0  1 ,0  3 ,8  

 
Ізоелектричну точку казеїну визначають за максимальним 

ступенем помутніння (рН 4,7). 
Результат записують у зошит, роблять висновок. 
 
Б.  Визначення ізоелектричної точки желатини за 

ступенем помутніння. 
 

Хід роботи: 
У шість пробірок додають відповідну кількість, мл, розчинів 

оцтової кислоти, ацетату натрію, дистильованої води та желати-
ни у співвідношеннях, наведених у табл. 2.9. 

 
Таблиця  2.9. Співвідношення реактивів 

для визначення ізоелетричної точки казеїну 
за ступенем помутніння 

 

Вода СН3СООН 
(0,1 моль/л) 

СН3СООН 
(1 моль/л) 

СН3СООNa 
(0,1 моль/л) 

Розчин 
желатини 

(1 %-й) 

рН 
середовища 

3,7 0,3 –  2 ,0  2 ,0  5 ,6  
3 ,5  0 ,5  –  2 ,0  2 ,0  5 ,3  
3 ,0  1 ,0  –  2 ,0  2 ,0  5 ,0  
2 ,0  2 ,0  –  2 ,0  2 ,0  4 ,7  
–  4 ,0  –  2 ,0  2 ,0  4 ,4  
3 ,8  –  0 ,2  2 ,0  2 ,0  4 ,1  
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Вміст кожної пробірки перемішують. Потім у всі пробірки 
повільно по стінці доливають по 2 мл спирту (ацетону). Через 
30 хв визначають ізоелектричну точку, тобто знаходять пробір-
ку з максимальним ступенем помутніння розчину. 

Результат записують у зошит, роблять висновок. 
 
В.  Визначення ізоелектричної точки желатини за 

мінімумом в'язкості.  
 

Хід роботи: 
У три склянки наливають по 4 мл 2 %-го розчину желатини 

і по 4 мл буферних розчинів з рН = 1,0; 4,7; 9,0. Для кожної 
суміші визначають час витікання у віскозиметрі. Час витікан-
ня прямо пропорційний в'язкості. Після кожного визначення 
віскозиметр промивають дистильованою водою. Отримані 
дані заносять до таблиці та будують графік, визначаючи міні-
мум в'язкості. 
 

№ пробірки № 1 № 2 № 3 

рН буферного розчину 1,0 4,7 9,0 
Час витікання (у секундах)    

 
Роблять висновок про значення ізоелектричної точки. 
 
Лабораторна робота № 2.4 
Вивчення особливостей осадження білків 
за дії різних чинників 
 
Дослід  1.  Осадження білків нагріванням 
Кращий спосіб осадження білків – кип'ятіння в середовищах, 

які мають рН, що дорівнює  ізоелектричній точці білків. Вне-
сення в розчин білка нейтральних солей (сульфату амонію, хло-
риду натрію тощо) полегшує та прискорює осадження під час 
кип'ятіння унаслідок дегідратування білкових часток. 

Матеріали та реактиви. 1 %-й розчин яєчного білка, 3 %-й 
розчин оцтової кислоти, насичений розчин хлориду натрію, 
10 %-й розчин гідроксиду натрію 
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Обладнання. Скляні палички, штатив із пробірками, піпетки, 
водяна баня, пальник 

 

Хід роботи: 
У пробірку вносять 2 мл 1 %-го розчину яєчного білка й на-

грівають на киплячій водяній бані. Спостерігають утворення 
осаду (згортання білка). 

Щоб порівняти залежність осадження білків від концентрації 
водневих іонів, у п'ять пробірок додають по 5 мл 1 %-го розчину 
яєчного білка. 

Нейтральний розчин білка в першій пробірці нагрівають до 
кипіння, він мутнішає, спостерігається опалесценція, що зумов-
лена руйнуванням гідратної оболонки навколо молекули білка 
та збільшенням білкових часток. Але міцели білка заряджені й 
тому залишаються в розчині, не випадаючи в осад. 

Розчин у другій пробірці нагрівають до кипіння, вливають 
1 мл 3 %-го розчину оцтової кислоти до появи слабкокислої ре-
акції. Унаслідок відстоювання білок випадає в осад. За цих умов 
частки білка втрачають заряд, тому що рН середовища близька 
до ізоелектричного стану. 

У третю пробірку вносять 3 мл 3 %-го розчину оцтової кис-
лоти для створення кислої реакції середовища. Під час кип'ятін-
ня розчину осад не утворюється, оскільки молекули білка набу-
вають позитивного заряду, що підвищує їх стійкість. 

У четверту пробірку додають 5 мл 3 %-го розчину оцтової 
кислоти, 2 мл насиченого розчину хлориду натрію та нагрі-
вають. Випадає білий осад. Його утворення викликане тим, 
що білок унаслідок взаємодії з іонами хлориду натрію втра-
чає свій заряд. 

У п'яту пробірку вносять 2 мл 10 %-го розчину гідроксиду 
натрію для створення лужного середовища. Під час кип'ятіння 
рідини осад не утворюється, оскільки в лужному середовищі 
збільшується від'ємний заряд білка. 

Результати спостережень записують у зошит, роблять висно-
вок щодо механізмів осадження білків нагріванням та впливу на 
процес осадження рН розчину. 
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Дослід  2.  Осадження білків кислотами 
Мінеральні та деякі органічні кислоти осаджують білки в ре-

зультаті денатурації та дегідратації білкових молекул, а також 
унаслідок утворення комплексних солей білків із кислотами. 

Матеріали та реактиви. 1 %-й розчин яєчного білка, конце-
нтрована азотна кислота, 10 %-й розчин трихлороцтової кисло-
ти, 20 %-й розчин сульфосаліцилової кислоти 

Обладнання. Скляні палички, штатив із пробірками, піпетки. 
 

А. Осадження білків мінеральними кислотами. 
 

Хід роботи: 
У пробірку вносять 3 мл концентрованої азотної кислоти. 

Потім по стінці пробірки обережно, щоб рідини не перемішува-
лися, додають 3 мл 1 %-го розчину яєчного білка. На межі поді-
лу двох рідин утворюється осад у вигляді білкового кільця (про-
ба Гелера). Вміст перемішують, доливають надлишок азотної 
кислоти й пересвідчуються, що осад не зникає. 

 

Б.  Осадження білків органічними кислотами. 
 

Хід роботи: 
У дві пробірки вносять по 5 мл 1 %-го розчину яєчного білка. 

В одну додають 1 мл 10 %-го розчину трихлороцтової кислоти, 
в іншу – 1 мл 20 %-го розчину сульфосаліцилової кислоти. 
В обох випадках спостерігається випадіння осаду білка. 

Результати спостережень записують у зошит, роблять висно-
вок щодо механізмів осадження білків мінеральними та  органі-
чними кислотами. 

 
Дослід  3.  Осадження білків 
органічними розчинниками 
Органічні розчинники осаджують білки в результаті денату-

рації та дегідратації білкових молекул, а також унаслідок утво-
рення комплексних солей білків із кислотами. 

Матеріали та реактиви. 1 %-й розчин яєчного білка, 96 %-й 
розчин етилового спирту, 95 %-й розчин ацетону, насичений 
розчин хлориду натрію. 

Обладнання. Скляні палички, штатив із пробірками, піпетки. 
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Хід роботи: 
У дві пробірки вносять по 3 мл 1 %-го розчину яєчного білка. 

Потім у першу додають 3 мл 96 %-го розчину етилового  спир-
ту, у другу – 95 %-го розчину ацетону. Розчини в обох пробір-
ках мутнішають. Якщо до них додати по 1 мл насиченого роз-
чину хлориду натрію, через деякий час білок випадає в осад. 

Результати спостережень записують у зошит, роблять ви-
сновок щодо механізмів осадження білків органічними роз-
чинниками. 

 

Дослід  4.  Осадження білків іонами важких металів 
Солі важких металів (міді, ртуті, цинку, срібла, свинцю) оса-

джують білки в результаті утворення комплексних сполук із 
тіоловими групами білків.  

Матеріали та реактиви. 1 %-й розчин яєчного білка, 0,1 %-й 
розчин сульфату міді, 1 %-й розчин ацетату свинцю. 

Обладнання. Скляні палички, штатив із пробірками, піпетки. 
 

Хід роботи: 
У дві пробірки додають по 3 мл 1 %-го розчину яєчного біл-

ка. У першу – 2–3 краплі 0,1 %-го розчину сульфату міді, у дру-
гу – 2–3 краплі 1 %-го розчину ацетату свинцю. Спостерігають 
утворення осаду (із сіллю міді – блакитного кольору, свинцю – 
білого). Унаслідок додавання надлишку розчинів сульфату міді 
та ацетату свинцю осад, що утворився, розчиняюєься. Це пов'я-
зано з тим, що надлишок іонів цих металів, адсорбуючись на 
поверхні білкових часток, викликає перезарядку білкового ком-
плексу, унаслідок чого він переходить у розчин. 

Результати спостережень записують у зошит, роблять висно-
вок щодо механізмів осадження білків іонами важких металів. 

 
Дослід  5 .  Осадження білків хлористим натрієм 
 

У водному розчині більшість білків та їхніх часток (міцел) 
заряджені й гідратовані, що зумовлює осадження білків у роз-
чинах. Але за високої концентрації середніх солей (сульфату 
амонію, хлориду натрію), молекули яких у водних розчинах гід-
ратовані, руйнуються гідратні оболонки білкових молекул. 
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У результаті цього знижується електричний заряд білкової мо-
лекули іонами солі, які адсорбуються на ній, частки білка зли-
паються одна з одною, укрупнюються та випадають в осад. 

Матеріали та реактиви. 1 %-й розчин яєчного білка, наси-
чений розчин хлориду натрію, 1 %-й розчин оцтової кислоти. 

Обладнання. Скляні палички, штатив із пробірками, піпетки, 
складчастий паперовий фільтр, водяна баня. 

 

Хід роботи: 
У пробірку вносять 3 мл 1 %-го розчину яєчного білка та хло-

рид натрію до повного насичення, через кілька хвилин у осад 
випадають глобуліни. Суміш фільтрують через складчастий 
паперовий фільтр. У фільтраті містяться альбуміни, які не 
осаджуються. Якщо до фільтрату додати 1 мл 1 %-го розчину 
оцтової кислоти й нагріти суміш до кипіння на водяній бані, то 
альбуміни випадуть в осад. 

Результати спостережень записують у зошит, роблять висно-
вок щодо механізмів осадження білків хлористим натрієм. 

 
Лабораторна робота № 2.5 
Електрофоретичні методи розділення білків 
 
Фізичний принцип методу полягає в наступному. Макромо-

лекули, які містяться в буферному розчині, володіють деяким 
сумарним електричним зарядом, величина і знак якого залежать 
від рН середовища. Якщо через цей розчин, розміщений у каналі 
з ізолюючого матеріалу, наприклад у скляній трубці, почати 
пропускати електричний струм, то вздовж каналу встановиться 
певний градієнт напруги, тобто сформується електричне поле. 
Під дією електричного поля макромолекули у відповідності зі 
своїм сумарним зарядом мігрують у напрямку катода або анода, 
причому швидкість міграції молекул обмежується їх тертям об 
навколишнє середовище. Залежно від величини заряду і розмі-
рів молекули рухаються із різними швидкостями, і в цьому по-
лягає сутність процесу електрофорезу. Поступово вихідна су-
міш, що складалася з різних молекул, розділяється на зони 
однакових молекул, які мігрують з однією й тією ж швидкістю. 
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Для проведення електрофорезу необхідні: 
1) "канал", у якому йде розділення: колонка, пластина (вер-

тикальний електрофорез), плоска ванна, прямокутний блок 
(горизонтальний електрофорез); 

2) зв'язок каналу з електродами, який здійснюється через ре-
зервуар з буфером (вертикальний електрофорез) або через з'єд-
нувальний гніт (зазвичай вологий папір), який сполучає кінці 
гелю з буфером (горизонтальний електрофорез). 

На сьогодні практично всі електрофоретичні аналізи білків та 
пептидів проводять у ПААГ. Цей гель складається із двох мо-
номерних компонентів: 

1) акриламіду СH2 = CH−CONH2; 
2) NN'-метиленбісакриламіду (СН2 = CH−CONH)2−CH2. 
Акриламід під дією ініціаторів полімеризації (наприклад, 

персульфату натрію – ТЕМЕД) утворює лінійні полімери, а 
NN'-метиленбісакриламід використовується для "зшивання" 
лінійних полімерів акриламіду. Застосування цього матеріалу 
дозволяє отримувати більш контрольовані, ніж у гелю з ін-
ших матеріалів, розміри пор. Склад буферів, що використо-
вуються для електрофорезу білків, не впливає на процес по-
лімеризації акриламіду. Природа, концентрація і рН буфера 
визначаються особливостями самого процесу електрофорезу. 
Полімеризації акриламіду не заважає також присутність сечо-
вини (навіть у високих концентраціях), гуанідинхлориду, фор-
маміду, сахарози або детергентів, таких як ДСН, Тритон Х-100, 
цетавлон. Сахароза навіть сприяє полімеризації й поліпшує 
механічні властивості гелю. 

Розміри пор варіюють, змінюючи концентрацію метиленбі-
сакриламіду. Зазвичай використовують 6–20 % ПААГ. Для ха-
рактеристики поліакриламідного гелю вказують відсотковий 
вміст мономерів (Т) і кількість агента, що зшиває, у відсотках 
від загальної кількості мономерів (С): 

Т, % = (акриламід, г + бісакриламід, г) × 100 % / загальний об'єм, мл 
С, % = (бісакриламід, г) × 100 % / (акриламід, г + бісакриламід, г) 
Співвідношення між кількістю агента, що зшиває, та акрила-

мідом є дуже важливим, оскільки воно істотно впливає на меха-
нічні та фізичні властивості гелю. Було встановлено, що чим 
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вище концентрація акриламіду, тим нижчою повинна бути кон-
центрація бісакриламіду, і навпаки. Одночасне збільшення вміс-
ту обох компонентів призводить до утворення гелів з підви-
щеною жорсткістю і крихкістю, а одночасне зниження – до 
зростання м'ягкості й еластичності. 

У ході електрофорезу зони розчиненого білка залишаються 
невидимими. Для спостереження за процесом у вихідний препа-
рат додають барвник ("лідируючий барвник"), молекули якого 
несуть заряд того ж знаку, що і молекули білка, але не взаємо-
діють з ним. Швидкість міграції барвника трохи вища за швид-
кість усіх білків, тому, коли забарвлена зона ("фронт електрофо-
ретичного руху") доходить до кінця гелю, електрофорез 
припиняють. Електрофоретичну пластинку після розподілу на 
ній білкових молекул для запобігання процесу дифузії фіксують 
у суміші ізопропанол/оцтова кислота/етанол. Після фіксації про-
водять забарвлення білкових смуг. Барвники мають різний сту-
пінь чутливості, і забарвлення смуг відбувається пропорційно 
кількості білка в зоні. Як барвник найчастіше використовують 
кумасі синій (G-250, R-250). Він досить простий і зручний 
у роботі, має чутливість до 100 нг на білкову смугу. Також як 
забарвлювальні агенти застосовують нітрат срібла, флуоресцен-
тні барвники. Вони мають значно вищу чутливість порівняно з 
кумасі, але робота з ними вимагає або чіткого дотримання всіх 
процедур протоколу забарвлювання, який дуже чутливий до 
якості реактивів, або додаткового обладнання для детекції заба-
рвлених зон (у випадку з флуоресцентними барвниками). Після 
проведення зазначеної процедури слід відмити гель від надлиш-
ку застосованого барвника. При використанні кумасі ця проце-
дура полягає у інкубації гелю в 9 %-му розчині оцтової кислоти, 
нагрітому до 75–90 °С. При використанні інших барвників про-
токол відмивання гелю може сильно варіювати. 

Серед усього розмаїття методів електрофоретичного розді-
лення білків з використанням поліакриламідного гелю виділя-
ють наступні основні методи: 

 

1. Нативний електрофорез у поліакриламідному гелі. 
Даний різновид електрофорезу розроблений для розділення 

білків, що перебувають у нативній неденатурованій формі, і роз-
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поділ білків відбувається відповідно до їхнього заряду та роз-
міру. Умови розділення, у т. ч. рН буфера, підбираються відпо-
відно до властивостей білків, але в більшості випадків викори-
стовується рН у діапазоні 8–9, коли більшість білків мають 
сумарний негативний заряд і рухаються в електричному полі 
в напрямку до анода. 

Частіше всього використовують гелі з Т = 7–10 %, проте за-
лежно від завдання концентрація акриламіду може варіюватися 
в широкому діапазоні залежно від того, яка молекулярна маса 
білків, присутніх у суміші. Для білків з молекулярною масою від 
500 кД і вище, проникнення в гель яких утруднено, використо-
вують гелі з Т = 3–4 % і С = 0.1 %; для білків з низькою молеку-
лярною масою близько 10 кД, відповідно Т = 15 % і С до 1 %. 

Із переваг цього методу необхідно відмітити, що білки, які 
розділяються, перебувають у нативній формі і, наприклад, 
багато ферментів зберігають свою ферментативну активність. 
До недоліків слід віднести недосконалість розподільної ефек-
тивності нативного електрофорезу – фракціонування білків 
відбувається у відповідності з їх розміром і зарядом. Як на-
слідок, білки з різними молекулярними масами можуть мати 
однакову рухливість. 

 

2 .  Ступінчастий (перерваний)  електрофорез  у  по-
л іакриламідному гелі  з  додецилсульфатом натрію 
(Disc -e l ec t rophores i s )  

Для проведення диск-електрофорезу необхідно контролюва-
ти 4 параметри: 

1. структуру гелю; 
2. рН буфера гелю; 
3. іонну силу буфера; 
4. природу іонів у гелі та в електродному буфері. 
Значення рН у даній системі відіграють дуже важливу роль 

і повинні підбиратися з урахуванням таких вимог: 
1. У концентрувальному гелі білки повинні концентруватися 

в результаті ізотахофорезу (ізотахофорезом називається такий 
вид електрофорезу, за якого всі заряджені компоненти рухають-
ся в електричному полі з однаковими (ізо) швидкостями (тахо). 
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За тих значень рН, які мають ці гелі, буферний (замикальний) 
іон, що міститься в електродних судинах, повинен мати най-
меншу електрофоретичну рухливість. 

2. Розподільний гель повинен мати такий рН, щоб рухливість 
замикального іона в ньому була вищою, ніж рухливість будь-
якого іншого компонента проби. У цьому випадку замикальний 
іон буде рухатися попереду білків. 

Основна перевага диск-електрофорезу полягає в концентру-
ванні білкових молекул, що розділяються, з утворенням дуже 
вузьких зон. Недоліком є те, що в процесі ізотахофорезу білки 
можуть досягати такої високої концентрації, що це викликає 
їх осадження. Крім того, деякі білки нестабільні в зоні рН, що 
використовується для розділення їх цим методом. Електрофо-
ретична рухливість кожного білка залежить одночасно від 
його сумарного заряду, молекулярної маси та конфігурації 
поліпептидного ланцюга. Для точного встановлення кількісної 
кореляції між одним із цих параметрів і електрофоретичною 
рухливістю білка потрібно виключити вплив всіх інших. 
Використання аніонного детергенту додецилсульфату натрію 
дозволяє фракціонувати білки залежно від значень лише 
одного параметра – їхньої молекулярної маси. Для цього біл-
ки обробляють трикратним надлишком ДСН. За рахунок гідро-
фобних взаємодій детергент приблизно однаково зв'язується 
з більшістю білків у співвідношенні 1,4 мг ДСН на 1 мг білка 
(1 моль ДСН на 2 амінокислотних залишка). Кожна молекуля 
ДСН несе негативний заряд, і величезний надлишок цього заря-
ду перевищує власний сумарний заряд білка. Денатурований 
нерозгалужений поліпептид в цих умовах являє собою стрижень 
із сильним негативним зарядом. Співвідношення розмір/заряд 
у присутності ДСН стає практично однаковим для будь-якого 
білка, і розподіл відбувається за молекулярною масою, оскільки 
пори гелю працюють як молекулярні сита. 

За необхідності білки, що містять дисульфідні містки, попе-
редньо обробляють β-меркаптоетанолом (або дитіотреїтолом), 
щоб зруйнувати всі –S-S-зв'язки. У результаті цієї маніпуляції 
отримують суміш ланцюгів даного білка, молекулярні маси яких 
можна виявити при електрофоретичному розподілі.  
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Одним із варіантів електрофорезу в ПААГ є електрофорез 
у градієнті пористості ПААГ, тобто в гелях із різними вздовж 
напрямку міграції білків розмірами пор. Він подібний до елект-
рофорезу у присутності ДСН тим, що поділ іде за розмірами 
молекул, а не за зарядом. Концентрація акриламіду змінюється 
по довжині пластинки від 25 % в її нижній частині до 4 % у вер-
хній частині. Робочий буфер має високе значення рН, тому біл-
ки мігрують до аноду доти, поки через розміри пор гелю вони не 
зможуть рухатися далі. 

Інша модифікація електрофорезу в ПААГ полягає у викорис-
танні даного методу для виявлення активних ферментів, напри-
клад, протеолітичних ферментів різної специфічності. Для цього 
в гель заполімеризовується субстрат потенційних ферментів, які 
необхідно ідентифікувати за активністю. Після проведення еле-
ктрофоретичного розділення пластину не фарбують, а піддають 
різним процедурам, спрямованим на виявлення можливих фер-
ментативних активностей у зразку, що аналізується. 

 

3 .  Ізоелектричне фокусування 
Ізоелектрична точка – це значення рН, за якого сумарний заряд 

речовини дорівнює нулю. Амфоліти (амфотерні електроліти) – 
це сполуки, що володіють як кислотними, так і лужними влас-
тивостями. Залежно від рН середовища їхній сумарний заряд 
набуває позитивного, негативного або нульового значення.  
За допомогою ізоелектрофокусування можна фракціонувати 
тільки речовини з амфотерними властивостями, якими і є білко-
ві молекули. Крім амфолітів-зразків існують амфоліти-носії, які 
створюють градієнт рН. 

Якщо звичайний електрофорез заснований на розподілі бі-
лків за їх рухливістю при даному значенні рН, то ізоелектри-
чне фокусування полягає в тому, що створюється система 
з градієнтом рН. Білки, що рухаються в електричному полі, 
досягають у цій системі такої області, в якій значення рН до-
рівнює значенню їхньої ізоелектричної точки. При цьому зна-
ченні сумарний заряд білка дорівнює 0, і він не здатний пере-
міщатися в електричному полі. 

Ви
да
вн
ич
о-п
ол
ігр
аф
ічн
ий

 це
нт
р 

"Ки
ївс
ьки
й у
нів
ер
си
те
т".

 

Ве
рс
ія 
не

 дл
я д
ру
ку



 

 103 

Синтетичні амфоліти-носії (іноді їх називають амфолінами) 
представляють собою гетерогенну суміш різних поліамінополі-
карбонових кислот. Умови синтезу спрямовані на утворення 
безлічі гомологів та ізомерів. Цей ряд сполук володіє непере-
рвним спектром ізоточок від рН 3 до рН 10. Склад суміші, від 
якого залежить інтервал значень рН, можна регулювати фракці-
онуванням. Для створення градієнта рН суміш амфолітів помі-
щають у стабілізовану середу й подають напругу. 

Ізоелектричне фокусування має найвищу розподільну здат-
ність при поділі суміші білків, хоча цей метод не дозволяє роз-
діляти білки залежно від величини їхніх молекул, як, наприклад, 
електрофорез. Особлива перевага цього методу відображена в 
терміні "фокусування". В інших методах розділення білків ди-
фузія і перемішування зон білків зростають у часі. При ізоелект-
ричному фокусуванні дифузія обмежена. Як тільки білкова мо-
лекула дифундує і потрапляє в зону, що відрізняється за 
значенням рН від її ізоелектричної точки, вона стає зарядженою 
і мігрує у зворотному напрямку. 

 

4.  Двовимірний електрофорез 
Двовимірний електрофорез (2DЕ – two dimensional 

electrophoresis) є методом розділення суміші білків, який засно-
ваний на послідовному використанні двох властивостей білків: 
заряду і маси. Використання таких не пов'язаних між собою вла-
стивостей білків необхідно, щоб розділення суміші білків було 
максимальним. 

Першим напрямом розподілу білків є ізоелектрофокусування. 
Під час міграції білок зупиняється при досягненні точки в граді-
єнті pH, яка дорівнює його pI, що відображається на гелі чітко 
окресленою плямою. За допомогою 2DE можливо розділити 
білки з дуже близькими значеннями pI. 

Далі гель, отриманий в ході ізоелектрофокусування, кладуть 
горизонтально на вершину заполімеризованого поліакриламід-
ного гелю і починають другий напрямок, у ході якого білки роз-
діляються за молекулярною масою. У результаті окремі білки 
виявляються на електрофореграммі у вигляді плям, а ідентифі-
кація конкретних білків проводиться за допомогою різних гель-
документуючих систем або за допомогою мас-спектрометрії. 
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Аналіз гелів, отриманих у результаті 2DE, є більш складним 
порівняно з аналізом гелів, отриманих у ході одновимірного 
електрофорезу, через більшу кількість розділених білків. Але 
саме це і є значною перевагою 2DE порівняно з одновимірним 
електрофорезом: одночасно можна аналізувати велику кількість 
білків із подібними властивостями. 

 
Дослід 1. Отримання пластин поліакриламідного гелю 
для проведення електрофоретичного аналізу 
Залежно від мети електрофоретичного дослідження полі-

акриламідний гель може буди різним як за структурою (відсо-
ток вмісту акриламіду та бісакриламіду), так і за вмістом 
компонентів. Наприклад, для проведення електрофорезу в 
денатуруючих умовах необхідно додавати до полімеризуючо-
го складу іонний детергент – додецилсульфат натрію або це-
тавлон. Також, залежно від системи, у якій буде проводитися 
електрофоретичне розділення, використовують певні буферні 
композиції. Наприклад, у системі Лемлі – це трис-гліцинова 
буферна система, рН якої наближається до 9,8. Якщо мова йде 
про постановку ензим-електрофорезу або ізоелектрофокусу-
вання, у гель додають або субстрати потенційних ферментів 
(у випадку ензим-електрофорезу), або амфоліти (для визна-
чення ізоелектричних точок досліджуваних білків). Залежно 
від фірми-виробника електрофоретичних систем, складання 
блоку для заливання пластин поліакриламідного гелю може 
дещо відрізнятись. Але принцип залишається єдиним – треба 
створити між двома скляними пластинками простір, де буде 
полімеризуватись гель, та зробити так, щоб у процесі поліме-
ризації гель не виливався з цієї порожнини. 

Матеріали та реактиви (див. додаток № 6). 40 %-й роз-
чин акриламіду/бісакриламіду; буфер для розподільного та 
концентрувального гелів; 1,5 %-й розчин персульфату на-
трію; вода дистильована; деіонізована вода; розчин ізоамі-
лового спирту. 

Обладнання. Скляні пластини необхідних розмірів; блок для за-
ливки поліакриламідних пластинок; спейсери; гребінка; скляна або 
пластикова піпетка; скляні стакани (25, 50, 100 мл); набір дозаторів 
(10–200, 100–1000, 1000–5000 мкл); фільтрувальний папір. 
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Хід роботи: 
1. Складають блок для заливання згідно з інструкцією вироб-

ника блоку. Після проведення всіх необхідних процедур отри-
мують сформовану камеру для заливання та полімеризації гелю, 
що утворена між двома скляними пластинками за допомогою 
бічних спейсерів певної товщини. Товщина спейсерів має повні-
стю відповідати товщині гребінки, що буде використовуватися 
для утворення лунок для нанесення зразків білків/пептидів. 

Після складання блоку необхідно перевірити його герметич-
ність за допомогою дистильованої води. У разі відсутності повної 
герметичності систему розбирають та знову складають згідно з 
інструкцією виробника. 

2. Заливання ступінчастого (перерваного) поліакриламід-
ного гелю: 

а) Розміщають гребінку в повністю зібраний блок. Роблять 
мітку на скляній пластинці на 1 см нижче зубчиків гребінки. 
Це – рівень, до якого заливається розподільний гель. Видаля-
ють гребінку. 

б) Готують розчин мономерного розподільного гелю, змі-
шавши всі реактиви крім персульфату натрію (див. додаток 
№ 6). У разі необхідності дегазують готовий розчин під ваку-
умом протягом 15 хв. Для цього не використовують аспіратор 
води зливу. 

в) Додають персульфат натрію до розчину мономерного роз-
подільного гелю (див. додаток № 6), наливають до мітки, вико-
ристовуючи скляну або одноразову пластмасову піпетку. Розчин 
ллють безперервно, щоб уникнути його змішування з повітрям. 

г) Розчин мономеру зверху негайно покривають водою або 
розчином ізоамілового спирту. 

д) Залишають гель до повної полімеризації на час від 45 хв 
до 1 год. Після цього споліскують поверхню гелю дистильованою 
водою. Не можна залишати спирт на гелі більше, ніж 1 год – 
це веде до зневоднення поверхні гелю. 

е) Готують розчин концентрувального мономерного гелю. 
Для цього змішують всі реактиви, крім персульфату натрію 
(див. додаток № 6). У разі необхідності дегазують розчин під 
вакуумом протягом 15 хв. 
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є) Додають персульфат натрію до концентрувального роз-
чину мономерного гелю (див. додаток № 6) та негайно почи-
нають лити розчин між скляними пластинками. Продовжу-
ють лити доти, поки не буде досягнуто вершини короткої 
скляної пластини. 

ж) Вставляють гребінку між спейсерами, починаючи зверху. 
Найпростіше вставляти гребінку, починаючи від  одного кута 
і завершуючи іншим кутом, поки гребінка повністю не буде 
вставлена. Необхідно пам'ятати, що треба залишити товщину 
концентрувального гелю в пластинці не менше 1 см.  

з) Залишають концентрувальний гель полімеризуватись на 
30–45 хв при кімнатній температурі. 

і) Акуратно видаляють гребінку і повністю ополіскують 
сформовані лунки дистильованою водою або буфером для 
нанесення. 

3. Заливання неперерваного поліакриламідного гелю: 
а) Готують розчин мономерного гелю, змішавши всі реакти-

ви крім персульфату натрію (див. додаток № 6). У разі необхід-
ності дегазують готовий розчин під вакуумом протягом 15 хв. 
Для цього не використовують аспіратор води зливу. 

б) Додають персульфат натрію до розчину мономерного ге-
лю (див. додаток № 6), наливають доти, поки не буде досягнуто 
вершини короткої скляної пластини, використовуючи скляну 
або одноразову пластмасову піпетку. Розчин ллють безперервно, 
щоб уникнути його змішування з повітрям. 

в) Вставляють необхідну гребінку між спейсерами, почина-
ючи зверху. Найпростіше вставляти гребінку, починаючи від  
одного кута й завершуючи іншим кутом, поки гребінка повністю 
не буде вставлена. Необхідно пам'ятати, що треба залишити то-
вщину концентрувального гелю в пластинці не менше 1 см. 

г) Залишають гель полімеризуватись на 45–60 хв при кімнат-
ній температурі. 

д) Акуратно видаляють гребінку, і повністю ополіскують 
сформовані лунки дистильованою водою або буфером для 
нанесення. 

4. Розбирають блок для заливки поліакриламідних пласти-
нок. Вставляють зроблений поліакриламідний гель у систему 
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для проведення електрофоретичного розділення та заливають 
відповідним електродним буфером. 

 
Дослід 2. Приготування зразків білків для електро- 
форетичного дослідження 
Матеріали та реактиви. (див. додаток № 6) 5 мл свіжого 

молока; 3 мл сироватки крові щурів; суміш протеолітичних 
ферментів; буфери для приготування зразків нативного, ензим-
електрофорезу, диск-електрофорезу в системі Лемлі; 25 %-й 
розчин трихлороцтової кислоти; 96 %-й етанол; розчин 1М 
трис(гідроксиметил)амінометану. 

Обладнання. Витяжна шафа; центрифуга лабораторна 
(10000–15000 об/хв) з ротором для мікропробірок (1,5–2 мл); 
баня водяна (яка дозволяє отримувати 85–90 °С); набір доза- 
торів (10–200, 100–1000, 1000–5000 мкл); мікропробірки на 
1,5–2 мл; фільтрувальний папір; скляні палочки. 

 

Хід роботи: 
1. Приготування зразків для нативного електрофорезу: 
а) Буфер для нативних зразків прогрівають на водяній бані до 

повного розчинення сечовини. Після цього його залишають при 
кімнатній температури для того, щоб він охолонув до темпера-
тури 25–30 ºС. 

б) У мікропробірку об'ємом 1,5 мл додають 200 мкл сироват-
ки крові щурів та 400 мкл буфера для зразків. Ретельно перемі-
шують та залишають при кімнатній температурі для нанесення 
зразків на електрофоретичний гель. Зразки не прогрівають на 
водяній бані! Зразки погано зберігаються, тому їх необхідно 
готувати безпосередньо перед нанесенням на гель. 

2. Приготування зразків для ензим-електрофорезу: 
а) Буфер для нативних зразків прогрівають на водяній бані 

до повного розчинення сахарози. Після цього його залишають 
при кімнатній температурі для того, щоб від охолонув до те-
мператури 25–30 °С. 

б) E мікропробірку об'ємом 1,5 мл додають 1 мг суміші протео- 
літичних ферментів та 1 мл буфера для зразків. Ретельно пе-
ремішують та залишають при кімнатній температурі для на-
несення зразків на електрофоретичний гель. Зразки не про-
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грівають на водяній бані! Зразки можна зберігати при тем- 
пературі +4 ºС протягом 2–3 тижнів. 

3. Приготування зразків для диск-електрофорезу в системі Лемлі: 
а) У мікропробірку об'ємом 1,5 мл додають 500 мкл свіжого 

молока та 500 мкл 25 % ТХО. Ретельно перемішують та зали-
шають інкубуватися 5 хв при кімнатній температурі. 

б) Суміш центрифугують при 10000 об./хв протягом 5 хв. Су-
пернатант обережно зливають, а до осаду додають 1 мл 96 %-го 
етанолу. Ретельно перемішують суміш та знову центрифугують 
при 10000 об./хв протягом 5 хв. 

в) Процедуру за пунктом (б) повторюють 2 рази. 
г) Потім обережно зливають супернатант та випаровують за-

лишки етанолу на водяній бані всередині витяжної шафи.  
д) До осаду додають 200 мкл буфера для зразків і про-

грівають на водяній бані протягом 5 хв при температурі 
85–90 °С. Якщо при додаванні буфера для зразків колір роз-
чину змінюється на жовтий, то додають 5 мкл розчину 1М 
трис(гідроксиметил)амінометану. 

е) Після охолодження зразків до кімнатної температури вони 
придатні для нанесення на поліакриламідний гель. Зразки можна 
зберігати при температурі +4 °С протягом 2–3 тижнів. 

 

Дослід 3. Проведення нативного електрофорезу 
сироватки крові щурів у ПААГ 
Нативний поліакриламідний гель-електрофорез – методика 

розділення біологічно активних білків. На відміну від системи 
з денатуруючими умовами (наприклад, використання додецил-
сульфату натрію), рухливості білків у системі нативного поліак-
риламідного гель-електрофорезу залежать як від розміру, так і від 
заряду молекул. У даному випадку не існує загальної електро-
форетичної буферної системи, яка б оптимально розділяла всі 
білки в нативному гелі. Ключові параметри для розділення білків 
у системі нативного поліакриламідного гель-електрофорезу – 
ізоелектрична точка білка та рН електрофоретичного буфера. 

Матеріали та реактиви. (див. додаток № 6) 3 мл сироватки 
крові щурів; розчин А (містить 60 % акриламіду, 0,4 % бісак-
риламіду); розчин Б (43,2 % оцтової кислоти, 4 % ТЕМЕДу); 
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розчин В (0,4 %-й персульфат натрію в 10 М сечовині); 0,9 М 
оцтова кислота; вода дистильована; деіонізована вода; розчин 
ізоамілового спирту; фіксуючий розчин; розчин барвника 
(кумасі синій); 9 %-й розчин оцтової кислоти (розчин для ви-
далення залишкового барвника). 

Обладнання. Витяжна шафа; блок для заливки поліакриламі-
дних пластинок; система для електрофоретичного аналізу; елек-
трична плитка; скляні пластини необхідних розмірів; спейсери; 
гребінка; скляна або пластикова піпетка; скляні стакани (25, 100, 
500 мл); набір дозаторів (10–200, 100–1000, 1000–5000 мкл); 
фільтрувальний папір; пластикові ємності об'ємом 200–250 мл. 

 

Хід роботи: 
1. Заливають неперервний 10 % поліакриламідний гель (див. 

дослід 1). Для даного виду електрофоретичного розділення гель 
готують, змішуючи розчини А, Б та В у співвідношенні 3:3:10 
(за об'ємом). 

2. Готують зразки сироватки крові щурів (див. дослід 2). 
3. Збирають систему для проведення електрофоретичного 

аналізу (згідно з інструкцією до приладу). 
4. Наливають електродний буфер у систему для проведення 

електрофоретичного аналізу до мітки (згідно з позначками на 
зовнішньому боці системи для електрофоретичних досліджень). 

5. Наносять зразки сироватки крові щурів, починаючи з 25 мкл 
на лунку і далі: 20, 15, 10, 5, 3, 1 мкл. По обидва боки від зразків 
сироватки наносять нативні маркери молекулярної маси. 

6. Підключають систему для електрофорезу до джерела жив-
лення, виставляють значення сили струму на позначку 36 мА. 

7. У разі використання одночасно двох та більше електрофо-
ретичних пластинок в одній системі для проведення електрофо-
ретичного дослідження значення сили струму потрібно помно-
жити на кількість пластинок, що використовуються одночасно. 

8. При досягненні електрофоретичним фронтом відстані 1 см 
від нижнього краю пластини прибор знеструмлюють та розби-
рають систему. 

9. Поліакриламідний гель обережно знімають зі скла та пере-
носять у ємність з фіксуючим буфером на 10–15 хв, постійно 
перемішуючи, при кімнатній температурі. 
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10. Після фіксації поліакриламідний гель переносять у розчин 
барвника (кумасі синій) на 15–20 хв, постійно перемішуючи, 
при кімнатній температурі. 

11. Для видалення залишків барвника поліакриламідний гель 
кладуть до скляного стакану з 9 % розчином оцтової кислоти, 
температура якого становить – 85–90 °С. Після інкубації в цьо-
му розчині 30–45 хв, гель переносять в ємність з дистильованою 
водою та аналізують. 

 

Дослід 4. Проведення диск-електрофорезу 
в системі Лемлі білків молока 
Відмінною особливістю диск-електрофорезу є полімеризація 

у пластині двох гелів: розподільного, дрібнопористого та безпо-
середньо над ним – концентрувального, великопористого. Вико-
ристання концентрувального гелю дає можливість ефективного 
розділення білків у діапазоні від 1 кД до 400 кД без застосуван-
ня спеціальних методичних прийомів. Можливість, змінюючи 
відсоток поліакриламіду при формуванні пластини, варіювати 
щільність поліакриламідного гелю в рамках даної системи дає 
можливість досягти максимально ефективного розділення біл-
кових смуг у тій зоні молекулярних мас, яка необхідна для кон-
кретного білкового препарату. Особливістю системи Лемлі є 
застосування як буферної системи трис-гліцинової буферної 
системи, що є також значною перевагою даного методу. 

Матеріали та реактиви. 5 мл свіжого молока; 40 %-й розчин 
акриламіду/бісакриламіду; буфер для розподільного та концент-
рувального гелю; 1,5 %-й розчин персульфату натрію; електро-
дний буфер для системи Лемлі; вода дистильована; деіонізована 
вода; розчин ізоамілового спирту; фіксуючий розчин; розчин 
барвника (кумасі синій); 9 %-й розчин оцтової кислоти (розчин 
для видалення залишкового барвника). 

Обладнання. Витяжна шафа; блок для заливки поліакриламі-
дних пластин; система для електрофоретичного аналізу; елект-
рична плитка; скляні пластини необхідних розмірів; спейсери; 
гребінка; скляна або пластикова піпетка; скляні стакани (25, 100, 
500 мл); набір дозаторів (10–200, 100–1000, 1000–5000 мкл); 
фільтрувальний папір; пластикові ємності об'ємом 200–250 мл. 
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Хід роботи: 
1. Заливають 10 % поліакриламідний гель (див. дослід 1). 
2. Готують зразки білків молока (див. дослід 2). 
3. Збирають систему для проведення електрофоретичного 

аналізу (відповідно до інструкції к приладу). 
4. Наливають електродний буфер у систему для проведення 

електрофоретичного аналізу до мітки (згідно з позначками на 
зовнішньому боці системи для електрофоретичних досліджень). 

5. Наносять зразки білків молока, починаючи з 25 мкл на 
лунку і далі: 20, 15, 10, 5, 3, 1 мкл. По обидва боки від зразків 
молока наносять маркери молекулярної маси в діапазоні від 
100 кД до 10 кД. 

6. Підключають систему для електрофорезу до джерела 
живлення; виставляють значення сили струму на позначку 
19 мА. (Треба звернути увагу на те, що білкові зразки заря-
джені від'ємно!). 

7. Після проходження електрофоретичного фронту концен-
трувального гелю перемикають значення сили струму на по-
значку 36 мА. 

8. У разі використання одночасно двох та більше електрофо-
ретичних пластинок в одній системі для проведення електрофо-
ретичного дослідження значення сили струму потрібно помно-
жити на кількість пластинок, що використовуються одночасно. 

9. При досягненні електрофоретичним фронтом відстані 
1 см від нижнього краю пластини прибор знеструмлюють та 
розбирають систему. 

10. Поліакриламідний гель обережно знімають зі скла й пе-
реносять у ємність з фіксуючим буфером на 10–15 хв, постійно 
перемішуючи, при кімнатній температурі. 

11. Після фіксації переносять поліакриламідний гель у роз-
чин барвника (кумасі синій) на 15–20 хв, постійно перемішую-
чи, при кімнатній температурі. 

12. Для видалення залишків барвника поліакриламідний гель 
кладуть у скляний стакан із 9 %-вим розчином оцтової кислоти, 
температура якого становить – 85–90 °С. Після інкубації в цьо-
му розчині 30–45 хв гель переносять в ємність з дистильованою 
водою та аналізують. 
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Дослід 5. Ензим-електрофорез суміші 
протеолітичних ферментів у ПААГ 
Метод ензим-електрофорезу представляє собою модифі-

кований метод диск-електрофорезу в системі Лемлі. У роз-
подільний гель може бути заполімеризовано один із білко-
вих субстратів – казеїн, колаген, желатина. Після електро- 
форетичного розділення відбувається інкубація даного гелю в 
буфері, найбільш прийнятному за своїми характеристиками 
для ферментативного розщеплення субстрату передбачуваним 
ферментом. Одним з основних вимог цих методів виявлення 
активності ферментів є запобігання втрати функціональної 
активності білка, що не дозволить його ідентифікувати після 
проведення всіх біохімічних маніпуляцій. Звичайно, дані ме-
тоди розділення та ідентифікації ферментів не дозволяють 
зберегти 100 % активність ферменту, але вони дають змогу 
зберегти нативність досліджуваного об'єкта на тому рівні, що 
дозволить із великим ступенем вірогідності та точності іден-
тифікувати його. 

Матеріали та реактиви. Суміш протеолітичних фермен-
тів; 40 %-й розчин акриламіду/бісакриламіду; буфери для 
розподільного та концентрувального гелю; 1,5 %-й розчин 
персульфату натрію; вода дистильована; деіонізована вода; 
розчин ізоамілового спирту; розчин 0,1 %-вої желатини; роз-
чин 2,5 %-го тритону Х-100; 0,1 М гліцин-NaOH, рН 8.3; 
фіксуючий розчин; розчин барвника (кумасі синій); 9 %-й 
розчин оцтової кислоти (розчин для видалення залишкового 
барвника). 

Обладнання. Витяжна шафа; блок для заливки поліакрила-
мідних пластинок; система для електрофоретичного аналізу; 
електрична плитка; скляні пластини необхідних розмірів; 
спейсери; гребінка; скляна або пластикова піпетка; скляні 
стакани (25, 100, 500 мл); набір дозаторів (10–200, 100–1000, 
1000–5000 мкл); фільтрувальний папір; пластикові ємності 
об'ємом 200–250 мл. 
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Хід роботи: 
1. Заливають 12 %-й поліакриламідний гель (див. дослід 1). 

При приготуванні розподільного гелю замість води додають 
таку саму кількість (за об'ємом) 0,1 %-го розчину желатини. 

2. Готують зразки суміші протеолітичних ферментів (див. 
дослід 2). 

3. Збирають систему для проведення електрофоретичного 
аналізу (згідно з інструкцією до приладу). 

4. Наливають електродний буфер у систему для проведення 
електрофоретичного аналізу до мітки (згідно з позначками на 
зовнішньому боці системи для електрофоретичних досліджень). 

5. Наносять зразки суміші протеолітичних ферментів, почи-
наючи з 25 мкл на лунку і далі: 20, 15, 10, 5, 3, 1 мкл. По обидві 
сторони від зразків молока наносять маркери молекулярної маси 
в діапазоні від 100 кД до 10 кД. 

6. Підключають систему для електрофорезу до джерела живлен-
ня на виставляють значення сили струму на позначку 19 мА. (Треба 
звернути увагу на те, що білкові зразки заряджені від'ємно!). 

7. Після проходження електрофоретичного фронту концен-
трувального гелю перемикають значення сили струму на по-
значку 36 мА. 

8. У разі використання одночасно 2 та більше електрофоре-
тичних пластинок в одній системі для проведення електрофоре-
тичного дослідження значення сили струму потрібно помножи-
ти на кількість пластинок, що використовуються одночасно. 

9. При досягненні електрофоретичного фронту нижнього 
краю пластини електрофорез проводять ще 20 хв, після чого 
прибор знеструмлюють та розбирають систему. 

10. Поліакриламідний гель обережно знімають зі скла та пе-
реносять у ємність з 2,5 %-вим розчином тритону Х-100 на 
60 хв, постійно перемішуючи, при кімнатній температурі. Це 
робиться для видалення додецилсульфату натрію з гелю. 

11. Після цього переносять гель до ємності з 0,1 М гліцин- 
NaOH, рН 8.3 та інкубують 12 год при кімнатній температурі 
для виявлення ферментативної активності протеолітичних фер-
ментів, що аналізуються. 
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12. Потім поліакриламідний гель обережно переносять у єм-
ність з фіксуючим буфером на 10–15 хв, постійно перемішуючи, 
при кімнатній температурі. 

13. Після фіксації переносять поліакриламідний гель у роз-
чин барвника (кумасі синій) на 15–20 хв, постійно перемішую-
чи, при кімнатній температурі. 

14. Для видалення залишків барвника поліакриламідний гель 
кладуть у скляний стакан з 9 %-вим розчином оцтової кислоти, 
температура якого становить – 85–90 °С. Після інкубації в цьо-
му розчині протягом 30–45 хв гель переносять у ємність з дис-
тильованою водою та аналізують. 

 
Лабораторна робота № 2.6 
Фракційне осадження білків методом 
висолювання 
 
Молекули білків є гідрофільними колоїдами. Білкові розчи-

ни, як і інші колоїдні системи, характеризуються порівняною 
нестійкістю – під впливом різних факторів вони легко можуть 
випадати в осад (детальніше про способи осадження білків 
див. підрозд. 2.4.1). 

Стійкість білкових розчинів залежить від наявності елект-
ричного заряду і гідратної оболонки на поверхні білкових 
молекул. Відповідно, при знятті гідратної оболонки (дегідра-
тації) та при втраті заряду білки легко коагулюють і випада-
ють в осад. Оборотне осадження білків концентрованими роз-
чинами нейтральних солей (сульфатом амонію, хлоридом 
натрію) називають висолюванням.  

При додаванні до розчинів білків солей лужних і лужнозе-
мельних металів аніони (SO4

2−) і катіони солі (Na+, NH4
+) вза-

ємодіють із позитивно і негативно зарядженими групами у 
радикалах амінокислот, через що щезає заряд і взаємовідшто-
вхування молекул. Одночасно різко зменшується гідратна 
оболонка навколо білка. Як наслідок, білкові молекули зли-
паються і випадають в осад. 
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Різні білки різняться за амінокислотним складом, розміром і 
зарядом – тому можна підібрати такі концентрації солі, які оса-
дять менш стійкі білки, поки інші ще будуть у розчині. Перши-
ми розчиняються білки із меншим зарядом (треба менше солі, 
щоб нейтралізувати їхній заряд). Так, глобуліни плазми крові 
осаджуються за 50 %-го насичення розчину нейтральними соля-
ми, тоді як альбуміни (більш полярні молекули) – при 100 %-му 
насиченні сіллю. Крім того, глобуліни – великі й важкі молеку-
ли із невеликою водною оболонкою, тоді як альбуміни – менші 
й оточені великою водною оболонкою. Чим менша гідратна обо-
лонка навколо білка, тим менше потрібно солі для її руйнування 
і, отже, і для осадження.  

Процес висолювання є оборотним – після видалення солі 
(діаліз, розведення) білок знову набуває природних властиво-
стей. Фракціонування білків методом висолювання викорис-
товують у клінічній практиці для одержання нативних білків 
із біологічних рідин. 

Матеріали та реактиви. Розчин сироватки крові, насичений 
розчин сульфату амонію. 

Обладнання. Лійки, фільтри, пробірки, піпетки, пальник або 
водяна баня. 

 

Хід роботи: 
У пробірку вливають 2–3 мл сироватки крові, додають рівний 

об'єм насиченого розчину сульфату амонію, перемішують. В осад 
випадають глобуліни (50 % насичення розчину), які мають від-
носно велику молекулярну масу і невеликий заряд. Осад відфі-
льтровують. До осаду на фільтрі додають невелику кількість 
води, в отриманому розчині містяться глобуліни, наявність яких 
виявляють шляхом кип'ятіння, спостерігаючи утворення осаду. 

Фільтрат з розчином альбумінів розливають у 2 пробірки. 
У першу додають кристалічний сульфат амонію до повного на-
сичення (100 % насичення розчину). В осад випадають альбумі-
ни. Вміст другої пробірки кип'ятять, спостерігають утворення 
осаду білків альбумінів. 

Результати досліду оформлюють, як показано у табл. 2.10. 
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Таблиця  2.10. Результати фракційного розділення білків 
сироватки крові методом висолювання 

 

Назва білкової 
фракції 

Сіль, яку 
використовують 

Ступінь 
насичення 

Утворення 
осаду 

Глобуліни    
Альбуміни    

 
У висновку пояснюють отримані результати. 
 
 

КОНТРОЛЬНІ ЗАПИТАННЯ 
 

1. Що називають високомолекулярними сполуками? Перерахуйте 
основні властивості високомолекулярних сполук. 

2. У чому полягає схожість і відмінності колоїдних розчинів і роз-
чинів ВМС? 

3. Назвати основні положення рівноваги Доннана. 
4. Що таке "ізоелектрична точка" білків? 
5. Принципи виділення та розділення білків. 
 
 

2.4. БІЛКИ ПЛАЗМИ КРОВІ 
 
Із 9–10 % сухого залишку плазми крові на білки припадає 

6,5–8,5 %. Нормальний вміст альбумінів у плазмі крові стано-
вить 4–6 г/100 мл, глобулінів – 2–3 г/100 мл, фібриногену – 
0,2–0,4 г/100 мл. Фізіологічна роль білків плазми крові ба-
гатогранна: 

1. Підтримка онкотичного тиску і збереження тим самим 
об'єму крові, що циркулює. У цьому процесі особливо велику 
роль відіграють альбуміни. 

2. Участь у процесі згортання крові. Ряд білків плазми, у то-
му числі фібриноген, є компонентами системи згортання крові. 

3. Підтримка постійного рН крові. 
4. Транспортна функція. Білки плазми переносять нероз-

чинні речовини (ліпіди, білірубін, жирні кислоти, жиророз-
чинні вітаміни та ін.) до тканин і органів. 
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5. Участь в імунних процесах організму. Сироваткові іму-
ноглобуліни входять до складу фракції γ-глобулінів сирова-
тки крові. 

6. Підтримка рівнів катіонів у крові шляхом утворення з 
ними сполук. Наприклад, 40–50 % іонів Са2+ та інших елемен-
тів зв'язані з білками сироватки. 

7. Сироваткові білки утворюють "білковий резерв" органі-
зму. Під час голодування вони можуть розпадатися до аміно-
кислот, які використовуються для синтезу білків головного 
мозку, міокарда та інших органів. 

 

2.4.1. Окремі найбільш 
вивчені білки плазми 
Сучасні фізико-хімічні методи дослідження дозволили від-

крити і описати близько 200 різних білкових компонентів 
плазми крові. При цьому особливого значення набуло елект-
рофоретичне розділення білків сироватки крові. 

Методом електрофорезу в крохмальному гелі виділені 
фракції білків плазми крові: 

1) альбуміни (54–58 %); 
2) глобуліни: α1 (6–7 %), α2 (8–9 %), β (13–14 %), γ (11–12 %). 
Альбуміни – М = 69000Д, складаються з 1 поліпептидного 

ланцюга (610 амінокислотних залишків), мають великий нега-
тивний заряд, синтезуються виключно в печінці, беруть 
участь у транспорті ліків, іонів Са2+, Mg2+, прогестерону, хо-
лестерину, жовчних пігментів, вищих жирних кислот, вико-
нують детоксикаційну роль. 

α1-Глобуліни (90 % синтезуються в печінці) транспортують 
ліпіди, вітаміни А, В12, гідрокортизол, тироксин, кортизол. До 
них, зокрема, належать інгібітори протеолітичних ферментів 
α1-антитрипсин, α1-кислий глікопротеїн та α1-антихімо- 
трипсин. У нормі вміст α1-антитрипсину 2–5 г/л, α1-кислого 
глікопротеїну – 0,5–1,4 г/л; під час запалення їхня концентра-
ція різко збільшується. 

α2-Глобуліни (70 % синтезуються в печінці) і включають 
церулоплазмін (мідьумісний білок), гаптоглобін, α2-макро- 
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глобулін (цинковмісний білок), а також білки, залучені 
у транспорт ліпідів та ряд інгібіторів протеїназ. Уміст церу-
лоплазміну в нормі становить 0,25–0,45 г/л, гаптоглобіну – 
0,35 г/л. Церулоплазмін містить 0,32 % міді. Функція церуло-
плазміну полягає в специфічному зв'язуванні і транспорті 
іонів міді, залученні у біосинтез катехоламінів, а також в 
окисненні Fe2+ (який вивільнюється при руйнуванні гемуміс-
них білків) до Fe3+ (який надалі може зв'язуватися із трансфе-
рином і феритином). Гаптоглобін зв'язує залізо, запобігаючи 
його виділенню з організму. 

β-Глобуліни (50 % синтезуються в печінці) включають фра-
кції трансферину (2–4 г/л), гемопексину (0,5–1 г/л), С-реак- 
тивний білок, а також апобілки β-ліпопротеїнів. Трансферин 
утворює комплекс з іонами заліза (Fe3+), що надходять у кров 
після всмоктування заліза у кишечнику, та передає залізо на 
тканинний феритин (у складі однієї молекули феритину збері-
гається близько 4500 іонів Fe3+), у складі якого залізо депону-
ється у печінці, селезінці, кістковому мозку. С-реактивний 
білок відсутній у сироватці крові здорової людини, але вияв-
ляється при багатьох патологічних станах, що супроводжу-
ються запаленням і некрозом тканин (ревматизмі, пневмоко-
ковій, стрептококовій чи стафілококовій інфекціях, інфаркті 
міокарда та ін.). При електрофорезі цей білок переміщується 
разом з α2-глобулінами. 

γ-Глобуліни – це імуноглобуліни (антитіла), що синтезу-
ються В-лімфоцитами і слугують ефекторами гуморальної 
імунної системи. Вони розпізнають бактерії, віруси та сто-
ронні білки, які потрапили до організму, та нейтралізують їх. 
Склад імуноглобулінів суттєво змінюється за різних патоло-
гій, у тому числі й при захворюваннях печінки. Так, при хро-
нічному гепатиті відзначається підвищення IgG, при алкоголь-
ному цирозі – IgA, при первинному біліарному цирозі – IgM. 
Концентрація IgA у сироватці крові збільшується при бронхі-
альній астмі, пропасниці, аскаридозі, мієломах. 

Низку протеїнів плазми відносять до особливої групи білків 
плазми крові – білків гострої фази. Це пов'язано з тим, що при 
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порушенні гомеостазу, яке супроводжується запальною реакці-
єю (що характерне для гострого періоду захворювання), відбу-
вається швидка і значна зміна їхніх концентрацій. Збільшення 
вмісту цих білків, зокрема, є першою ознакою бактеріальної, 
вірусної, паразитарної інфекції, фізичної чи хімічної травми, 
токсичної чи аутоімунної реакції, ішемічного некрозу, злоякіс-
них пухлин. Деякі білки гострої фази, наприклад, С-реактивний 
білок, кріоглобулін і орозомукоїд – у крові здорової людини 
взагалі відсутні (класичні білки гострої фази). Фізіологічна фу-
нкція білків гострої фази полягає в тому, що зростання їхнього 
вмісту є компенсаторною реакцією організму на втрату заліза 
при посиленному гемолізі (церулоплазмін, гаптоглобін), підви-
щену активність протеолітичних ферментів (α1-антитрипсин, 
антихімотрипсин, антиплазмін); також до білків гострої фази 
належать білки із імуномодулюючими властивостями (інтерфе-
рон, С-реактивний білок, компоненти комплементу тощо). Зок-
рема, інтерферон – це специфічний білок, що синтезується в 
клітинах організму в результаті дії вірусів і володіє здатністю 
пригнічувати розмноження вірусів у клітинах. 

 
2 . 4 . 2 .  К л і н і ч н е  з н а ч е н н я  
д о с л і д ж е н н я  з а г а л ь н о г о  б і л к а  
і  б і л к о в и х  ф р а к ц і й  к р о в і  
У клінічній практиці часто зустрічаються стани, що характе-

ризуються зміною загальної кількості білків плазми крові. 
Гіперпротеїнемія – це збільшення загального вмісту білків 

плазми. Діарея у дітей, блювання при непрохідності верхньо-
го відділу тонкої кишки, численні опіки, втрата води можуть 
викликати збільшення концентрації білків. За деяких патоло-
гічних станів можуть спостерігатися гіперпротеїнемії, обумо-
влені різким збільшенням кількості γ-глобулінів (при мієлом-
ній хворобі). 

Зменшення загальної кількості білка у плазмі крові –
гіпопротеїнемія – виникає головним чином за рахунок змен- 
шення кількості альбумінів (при нефротичному синдромі, при 
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гострій атрофії печінки, ураженні шлунково-кишкового тракту, 
карциномі тощо). 

Диспротеїнемія – зміна відсоткового співвідношення окре-
мих білкових фракцій, хоча загальний вміст білка в сироватці 
крові залишається в межах норми.  

Вміст альбумінів у сироватці крові знижується при нестачі 
білків у їжі, кахексії, нефрозі, запальних процесах, інфекціях, 
цирозі печінки, анальбумінемії. 

Вміст α2-глобулінів у сироватці крові підвищується при гост-
рих інфекціях, некрозах, гострому ревматизмі, ексудативному 
туберкульозі, нефрозі, карциномах. 

Вміст β-глобулінів у сироватці крові підвищується при за-
стійній жовтяниці, гепатитах, нефрозах, β-мієломах. 

Вміст γ-глобулінів у сироватці крові підвищується після пе-
ренесених інфекційних захворювань, запальних процесів. 

 
Лабораторна робота № 2.7 
Вивчення білкового складу крові 
 
Дослід 1.  Розділення білків сироватки крові 
методом електрофорезу на папері 
Дослідження співвідношення білків у сироватці крові ви-

користовується з діагностичною та прогностичною метою. 
Поширеним методом розділення білків сироватки крові є еле-
ктрофорез. У наш час існують високоефективні різновиди 
електрофорезу: диск-електрофорез у поліакриламідному гелі, 
електрофорез у крохмальному блоці, імуноелектрофорез  
(детальніше про методи електрофорезу див. підрозд. 2.4.2 та 
лабораторну роботу № 2.5). Найпростішим за технікою вико-
нання є електрофорез на папері, за допомогою якого можна 
розділити білки сироватки крові на п’ять фракцій: альбуміни, 
α1-, α2, β- і γ-глобуліни (табл. 2.11). Необхідно пам'ятати, що 
до складу кожної фракції входять кілька індивідуальних біл-
ків, схожих за фізико-хімічними властивостями. 
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Таблиця  2.11. Білкові фракції сироватки крові, 
їхні ізоелектричні точки й молекулярна маса 

 

Назва білкової 
Фракції рІ Середня молекулярна 

маса, Д 

Альбумін 4,64 67 000 
Глобуліни:   

α1- 4,80  55 000 
α2- 4,80 150 000 
β- 5,40   75 000 
γ- 6,30 160 000 

 

Електрофорезом називається процес переміщення заря-
джених частинок під дією електричного поля. Розділення біл-
ків базується на різній швидкості переміщення білків в елект-
ричному полі залежно від молекулярної маси їхніх молекул та 
від знаку й величини електричного заряду. Між рН розчину 
і сумарним електричним зарядом молекули амінокислоти іс-
нує певне співвідношення. Значення рН, за якого молекула 
амінокислоти повністю іонізована (перебуває у вигляді біпо-
лярного іона – цвітер-іона), а тому є електрично нейтральною 
і не рухається в електричному полі, називається ізоелектрич-
ною точкою і позначається рІ. 

Матеріали і реактиви. Хроматографічний папір; сироватка 
крові; мікропіпетки; буферний розчин із рН 8,6; барвник (бром-
феноловий чи амідошварц); розбавлена оцтова кислота  

Обладнання. Пробірки; піпетки; камера для електрофорезу; 
годинник; сушильна шафа; посудина для забарвлення. 

 

Хід роботи: 
На смужці хроматографічного паперу відмічають олівцем 

на кінцях "+" і "–", посередині проводять поперечну лінію. 
На цю лінію наносять мікропіпеткою 0,01 мл сироватки кро-
ві. Смужку розміщують у камері для електрофорезу так, 
щоб "+" і "–" на папері відповідали "+" і "–" приладу. Папір 
змочують буферним розчином із рН 8,6 (у такий самий роз-
чин занурені електроди та кінці смужки паперу). Камеру 
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закривають кришкою і приєднують до електромережі. Умови 
для електрофорезу: напруга електричного струму 400 В, си-
ла струму 10–12 А, час розділення 1–1,5 год. Потім струм 
вимикають, кришку знімають, смужку паперу виймають із 
камери і висушують у сушильній шафі при 100–150 °С, щоб 
зафіксувати білки на папері. 

Для забарвлення білкових фракцій папір поміщають у посу-
дину з барвником (бромфеноловий чи амідошварц) на 5 хв, по-
тім надлишок його змивають, занурюючи папір у розбавлену 
оцтову кислоту доти, поки промивна рідина не стане безбарв-
ною. На папері проявляється ряд забарвлених смуг, які відпові-
дають фракціям білків. 

Після отримання результатів замальовують електрофорегра-
му (рис. 2.17), позначають білкові фракції, охарактеризовують 
їх, використовуючи табл. 2.11. 

 

Місце нанесення сироватки крові 

Альбумін α1-    α2-    β-      γ-глобуліни  
 

Рис. 2.17. Схематичне зображення електрофореграми 
розділення білків плазми крові 

 
Пояснюють, чому електрофорез білків сироватки крові здійс-

нюють в середовищі з рН = 8,6. 
 

Дослід 2.  Визначення співвідношення білкових фракцій 
у сироватці крові з використанням набору реактивів 
Принцип методу зоснований на тому, що фосфатні розчини 

визначеної концентрації осаджують різні білкові фракції сиро-
ватки крові з утворенням дуже дрібної суспензії. За ступенем 
каламутності розчинів роблять висновок про співвідношення 
білків у досліджуваному матеріалі. 
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Співвідношення білкових фракцій у сироватці крові здоро-
вої людини наведено в табл. 2.12. Зниження відсоткового вмі-
сту альбумінів у сироватці крові може бути наслідком ушко-
дження органа, що їх утворює – печінки, або ж порушення 
функцій нирок із розвитком гіперфільтрації та протеїнурії. 

 
Таблиця  2.12. Співвідношення білкових фракцій 

у сироватці крові здорових людей 
 

Білкові фракції Середні показники за А. А. Покровським 
(% від загальної кількості білків) 

Альбуміни 56,6–66,8 
α1-  3,0–5,6 
α2-    6,9–10,5 
β-    7,3–12,5 

Глобуліни 

γ-  12,8–19,0 
 
Зростання вмісту різних фракцій глобулінів (зокрема,  

γ-глобулінів та глобулінів інших класів, у складі яких наявні 
білки гострої фази) може свідчити про інфекційні процеси 
в організмі. 

Матеріали та реактиви. Сироватка крові; основний фосфат-
ний буфер "О" – 3,347 М, рН (6,5 ± 0,1), фосфатний буфер № 1 – 
3,084 М, рН (6,5 ± 0,1), фосфатний буфер № 2 – 2,496 М, 
рН (6,5 ± 0,1), фосфатний буфер № 3 – 2,359 М, рН (6,5 ± 0,1), 
фосфатний буфер № 4 – 1,959 М, рН (6,5 ± 0,1), фосфатний бу-
фер № 5 – 1,622 М, рН (6,5 ± 0,1) 

Обладнання. Штатив із пробірками, піпетки, фото метричне 
обладнання для вимірювання оптичної густини розчинів за дов-
жини хвилі 640 (620–700) нм у діапазоні (0–1,0) од. опт. густини 
та довжини оптичного шляху 10 мм. 

 

Хід роботи: 
У штатив розміщають 7 пробірок місткістю 10 мл, позначених 

цифрами "0", "1", "2", "3", "4", "5", "6". 
У пробірки відмірюють реактиви згідно з табл. 2.13. 
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Таблиця  2.13. Схема проведення досліду з визначення 
співвідношення білкових фракцій у сироватці крові 

 

№ пробірки Призначення Вміст 

0 Контроль 
для приладу      5 мл дистильованої води 

1 5 мл фосфатного буфера № 1 

2 5 мл фосфатного буфера № 2 

3 5 мл фосфатного буфера № 3 

4 5 мл фосфатного буфера № 4 

5 

Досліджувані 

проби 

5 мл фосфатного буфера № 5 

6 

Зразок 
сироватки 

крові, що буде 
досліджуватися 

3,75 мл фосфатного буфера "О" + 
0,75 л дистильованої води; ретельно 
перемішують, додають 0,5 мл си-
роватки; після цього вміст пробірки 
перемішують 5–6 кратним перевер-
танням її, уникаючи при цьому 
утворення бульбашок повітря 
 

 
Потім у пробірки "0", "1", "2", "3", "4", "5" переносять по 

0,5 мл суміші, отриманої у пробірці "6". Перед додаванням у 
кожну пробірку суміш у пробірці "6" кожен раз ретельно пере-
мішують, від цього залежить точність вимірювання. Після дода-
вання вміст кожної пробірки ретельно перемішують і через 15 хв 
вимірюють оптичну густину розчинів із пробірок "1", "2", "3", 
"4", "5" (і, відповідно, отримують показники Е1, Е2, Е3, Е4, Е5) 
проти розчину з пробірки "0". Перед фотометруванням пробірки 
ще раз необхідно перемішати, обережно піднімаючи осад із дна. 

 

Розрахунок 
1. Обчислюють показники оптичної густини альбумінів (ЕА), 

α1-глобулінів (Еα1), α2-глобулінів (Еα2), β-глобулінів (Еβ), 
γ-глобулінів (Еγ) і записують отримані величини, як показано 
в табл. 2.14. 
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Таблиця  2.14. Оптична густина білків крові 
 

Показник Спосіб обчислення Результат обчислення 

ЕА Е1 – Е2  

Еα1 Е2 – Е3  

Еα2 Е3 – Е4  

                Еβ Е4 – Е5  

                Еγ     = Е5  
 
Примітка : оскільки метою є визначення не абсолютної кількості, 

а співвідношення білків разних фракцій, для простоти розрахунку мо-
жна всі значення Е1, Е2, Е3, Е4 та Е5 помножити на 100. 

 
2. Визначають суму всіх фракцій (Σ = ЕА + Еα1 + Еα2 + Еβ + Еγ). 

Отримане число приймають за 100 %. 
3. За пропорцією визначають відсотковий вміст кожної фрак-

ції, наприклад, для альбумінів (хА): 
 

Σ – 100 % 
 

ЕА – хА % 
 

хА = (ЕА× 100)/ Σ   (у %) 
 
4. Порівнюють визначені показники відсоткового вмісту аль-

бумінів (хА), α1-глобулінів (хα1), α2-глобулінів (хα2), β-глобулі- 
нів (хβ) і γ-глобулінів (хγ) із співвідношенням білкових фракцій 
за нормальних умов. Роблять висновки. 

 
Лабораторна робота № 2.8 
Кількісне визначення вмісту білка в розчині 
 
Дослід 1.  Визначення вмісту білка за методом Лоурі 
Даний метод можна використовувати для визначення загаль-

ного білка у біологічних рідинах. 
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У сироватці крові здорової людини міститься 65–85 г/л білка. 
Зниження загальної кількості білка в сироватці крові – гіпопро-
теїнемія. Причини гіпопротеїнемії: 

1) зниження процесу біосинтезу білків крові в печінці; 
2) нестача надходження білка з їжею; 
3) втрата білка організмом. 
Підвищення загальної кількості білка в сироватці крові – 

гіперпротеїнемія. Причини гіперпротеїнемії: 
1) згущення крові через втрату рідини; 
2) за рахунок посилення синтезу імуноглобулінів при хроні-

чних інфекційних захворюваннях; 
3) поява патологічних білків. 
В основі визначення білка за методом Лоурі лежить реакція 

відновлення реактиву Фоліна мідними похідними білка з утво-
ренням забарвлених продуктів реакції. Максимальне забарвлен-
ня розвивається при рН = 10. При цьому реактив Фоліна є реак-
ційноздатним кілька секунд, тому при додаванні його до проби 
потрібне негайне перемішування суміші. Виготовлення реакти-
ву Фоліна наведено в додатку № 7. Метод є чутливим, специфі-
чним і зручним. Чутливість методу Лоурі – 0,2 мкг в 0,05 мл. 

Матеріали та реактиви. Досліджуваний розчин білка 
(0,25–0,5 мг білка в 1 мл), стандартний розчин білка (4 мг/мл), 
свіжовиготовлений лужний розчин міді (реактив В; готується 
із реактивів А і Б (реактив А – 2 %-й розчин карбонату натрію 
в 0,1 моль/л розчині гідроксиду натрію; реактив Б – 0,5 %-й 
розчин сульфату міді в 1 %-му розчині тартату натрію-калію), 
які змішують безпосередньо перед проведенням досліду в 
співвідношенні 50: 1 (50 мл реактиву А і 1 л реактиву Б), реа-
ктив Фоліна. 

Обладнання. Скляні палички, пробірки, градуйовані піпетки 
та мікропіпетки, штатив для пробірок, годинник, фотоелектро-
колориметр. 

 

Хід роботи: 
1. Розведення стандартного розчину білка для по-

будови калібрувальної кривої.  Для побудови калібруваль-
ної кривої використовують стандартний розчин білка (4 мг/мл). 
Беруть 6 пробірок і розводять стандартний білок за схемою, на-
веденою на рис. 2.18. 
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2 мл  
стандартного 

білка, 
4 мг/мл 

1 мл  + 
1 мл Н2О 

1 мл  + 
1 мл Н2О 

1 мл  + 
1 мл Н2О 

1 мл  + 
1 мл Н2О 

1 мл  + 
1 мл Н2О 

2 мг/мл 1 мг/мл    0,5 мг/мл    0,25 мг/мл 0,125 мг/мл 

Концентрації білка, що отримуємо при 
розведенні стандартного розчину білка 

 
 

Рис. 2.18. Схема розведення стандартного розчину білка 
 для побудови калібрувальної кривої 

 

2 .  Проведення реакції .  Готують ще 8 пробірок, у які вно-
сять реактиви згідно з табл. 2.15. 

 
Таблиця  2.15. Схема проведення досліду 

з визначення вмісту загального білка за методом Лоурі 
 

Кількість, 
мл № Концентрація 

білка, мг/мл Н2О Білок, Ре
ак

ти
в 

В,
 м

л 

Ре
ак

ти
в 

Ф
ол

ін
а Оптична 

густина, 
Е 

1. 0 (КОНТР.) 0,4 – 2 0,2  
2. Х (ДОСЛІД) 0,3 0,1 2 0,2  
3.     4 0,3 0,1 2 0,2  
4.     2 0,3 0,1 2 0,2  
5.     1 0,3 0,1 2 0,2  
6.     0,5 0,3 0,1 2 0,2  
7.     0,25 0,3 0,1 2 0,2  
8. 0,125 0,3 0,1 2 
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УВАГА!!! Пробірка № 1 – контроль для подальшого визначення 
оптичної густини розчинів на фотоелектроколориметрі, пробірка № 2 
є досліджуваною пробою і містить розчин білка з невідомою концент-
рацією, пробірки № 3–8 містять розчини білка з відомими концентраці-
ями, отримані при розведенні стандартного розчину білка. 

Інтенсивність забарвлення (оптичну густину) вимірюють на фотоелек-
троколориметрі чи спектрофотометрі за довжини хвилі ≈ 750 нм відносно 
контролю (пробірка № 1). Отримані показники (Е) записують до таблиці. 
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3.  Побудова калібрувального графіка.  За значення-
ми Е для пробірок № 3–8 будують графік залежності оптичної 
густини від концентрації білка у розчині (рис. 2.19). 

4. Визначення концентрації білка в досліджуваному роз-
чині. Відкладаючи по осі ординат значення оптичної густи-
ни досліджуваного розчину (Ех), за калібрувальним графі-
ком знаходять відповідне значення концентрації білка в 
розчині (Х) (рис. 2.19). У висновку вказують визначену кон-
центрацію білка. 
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Рис. 2.19. Схематичне зображення 
калібрувального графіка залежності оптичної густини 

від концентрації білка в розчині 
 

Дослід 2. Визначення вмісту білка за біуретовою реакцією 
Білки реагують у лужному середовищі з сірчанокислою 

міддю з утворенням сполук, забарвлених у фіолетовий колір 
(біуретова реакція, див. лабораторну роботу № 2.1, дослід 7). 
Інтенсивність забарвлення при цьому пропорційна концент-
рації білка. Розвиток забарвлення обумовлений наявністю 
у білків пептидних зв'язків. 

Матеріали та реактиви: біуретовий реактив (до 250 мл ди-
стильованої води додають 0,75 г CuSO4 × 5 H2O і 3 г виннокис-
лого калію-натрію, потім – 150 мл 10 %-вого NaOH і 1 г KI; 
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загальний об'єм доводять дистильованою водою до 1 л), дослі-
джуваний розчин білка, стандартний розчин білка (10 мг/мл) 

Обладнання. Скляні палички, пробірки, градуйовані піпет-
ки та мікропіпетки, штатив для пробірок, годинник, фотоеле-
ктроколориметр. 

 

Хід роботи: 
1. Беруть 7 пробірок (УВАГА!!! Пробірка № 1 є контролем 

для подальшого визначення оптичної густини розчинів на 
фотоелектроколориметрі, пробірка № 2 – досліджувана проба 
з розчином білка невідомої концентрації, у пробірках № 3–7 
здійснюють розведення стандартного розчину білка (10 мг/мл) 
для побудови калібрувальної кривої), у які вносять реактиви 
згідно з табл. 2.16. 

 
Т а б л и ц я  2.16. Схема проведення досліду 
по визначенню вмісту загального білка 

за допомогою біуретового реактиву 
 

№ 
Концентрація 

білка, мг 
Стандартний

білок, мл 
Н2О, мл Біуретовий 

реактив, мл 
Оптична 

густина, Е 
1 0 (КОНТРОЛЬ) 0 1 4  
2 Х (ДОСЛІД) 1 0 4  
3 10 1 0 4  
4  8   0,8 0,2 4  
5  6   0,6 0,4 4  
6  4   0,4 0,6 4  
7  2   0,2 0,8 4 

Ретельно 
перемішують і 
залишають на 

30 хв за 
кімнатної 

температури 
(розчин набуває 

фіолетового 
кольору)  

 
 
 
 
 
 
 
 
 

1 мл 

  5 мл  
 

Інтенсивність забарвлення (оптичну густину) вимірюють на 
фотоелектроколориметрі чи спектрофотометрі за довжини хвилі 
540–650 нм відносно контролю (пробірка № 1). Отримані показ-
ники (Е) записують до табл. 2.16. 
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2.  Побудова калібрувального графіка.  За значеннями 
Е для пробірок № 3–7 будують графік залежності оптичної гус-
тини від концентрації білка у розчині (рис. 2.20). 

3. Визначення концентрації білка в досліджуваному роз-
чині. Відкладаючи по осі ординат значення оптичної густи-
ни досліджуваного розчину (Ех), за калібрувальним графі-
ком знаходять відповідне значення концентрації білка у 
розчині (Х) (рис. 2.20). У висновку вказують визначену кон-
центрацію білка. 
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Рис. 2.20. Схематичне зображення 

калібрувального графіка залежності оптичної густини 
від концентрації білка у розчині 

 
 

КОНТРОЛЬНІ ЗАПИТАННЯ 
 

1. Якою є роль в організмі людини: альбумінів, α1-, α2-, β-  
і γ-глобулінів, гаптоглобіну, гемопексину, α2-макроглобуліну, 
трансферину, α1-антитрипсину, α1-кислого глікопротеїну? 

2. Яка роль інтерферону? 
3. До якої фракції білків входять імуноглобуліни? 
4. Принцип методу кількісного визначення білка в сироватці крові 

за Лоурі. 
5. При яких хворобах змінюється вміст білків у сироватці крові? 
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ТЕСТОВІ ЗАВДАННЯ ДО РОЗДІЛУ 2 
 
Завдання 1 
 

При рН 7,0 більшість амінокислот існують у вигляді цвітер-іонів 
(α-аміногрупа протонована, α-карбоксильна група депротонована): 

а) назвіть амінокислоти, які мають за рН 7,0 додатковий від'єм-
ний заряд та напишіть їхні формули в іонізованій формі; 

б) назвіть амінокислоти, які мають за рН 7,0 додатковий пози-
тивний заряд та напишіть їхні формули в іонізованій формі. 

 
Завдання 2 
 

Про що дозволяють судити кольорові реакції на білки: 
а) про наявність білків у біологічних рідинах; 
б) про первинну структуру білка; 
в) про наявність деяких амінокислот у білках; 
г) про функції білків? 
 
Завдання 3 
 

Визначте послідовність амінокислот у тетрапептиді, викори-
стовуючи відповідні дані: 

1) при аналізі N-кінцевої амінокислоти та амінокислотного 
складу пептиду отримано: ФЕН (ЛІЗ, ГЛУ, ПРО); 

2) після гідролізу трипсином (розщеплює пептидні зв'язки, в 
утворенні яких беруть участь карбоксильні групи ЛІЗ і АРГ) 
утворюється трипептид, який містить ЛІЗ, ФЕН, ПРО. 

 
Завдання 4 
 

Різні рівні структурної організації білків є стабілізованими 
певним типом зв'язків. Підберіть до кожного пронумерованого 
типу зв'язків відповідь, що позначена: літерою А – первинна 
структура; В – вторинна структура; С – третинна структура: 

1) зв'язок між карбоксильними та аміногрупами радикалів 
амінокислот; 

2) зв'язок між α-аміно- та α-карбоксильними групами аміно-
кислот; 

3) зв'язок між радикалами цистеїну; 
4) водневі зв'язки між пептидними угрупованнями; 
5) водневі зв'язки між радикалами амінокислот; 
6) гідрофобні взаємодії радикалів амінокислот. 
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Завдання 5 
 

Оберіть визначення первинної структури білка: 
1) амінокислотний склад поліпептидного ланцюга; 
2) лінійна структура поліпептидного ланцюга, яку утворено 

ковалентними зв'язками між радикалами амінокислот; 
3) порядок чергування амінокислот, які з'єднані пептидними 

зв'язками в білку; 
4) структура поліпептидного ланцюга, який є стабілізований 

зв'язками між атомами пептидного остова. 
 
Завдання 6 
 

Яке визначення вторинної структури білка є правильним: 
1) спосіб укладки протомерів в олігомерному білку; 
2 )послідовність амінокислот, які з'єднані пептидним зв'язком 

у поліпептидному ланцюзі; 
3) просторове укладання поліпептидного ланцюга, який ста-

білізований в основному слабкими зв'язками між радика-
лами амінокислот; 

4) спосіб укладання поліпептидного ланцюга у вигляді α-спі- 
ралей та β-структур; 

5) об'єднання декількох поліпептидних ланцюгів у фібриляр-
ні структури? 

 
Завдання 7 
 

Яке визначення третинної структури білків є правильним: 
1) просторова структура білка, яка стабілізована водневими 

зв'язками, що утворюються між атомами пептидного остова; 
2) конформація поліпептидного ланцюга, зумовлена взаємо-

дією радикалів амінокислот; 
3) порядок чергування амінокислот у поліпептидному ланцюзі; 
4) конформація білка, яка стабілізована переважно ковалент-

ними зв'язками між радикалами амінокислот; 
5) спосіб укладання протомерів в олігомерному білку? 
 
Завдання 8 
 

Яке визначення четвертинної структури білка є правильним 
та найбільш повним: 

1) спосіб укладання поліпептидного ланцюга у просторі; 
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2) просторове розташування поліпептидних ланцюгів у ви-
гляді фібрилярних структур; 

3) кількість протомерів, їхнє розміщення відносно один од-
ного та характер зв'язків між ними в олігомерному білку; 

4) порядок чергування амінокислот у поліпептидному  
ланцюзі; 

5) спосіб укладання поліпептидного ланцюга у вигляді  
α-спіралей та β-структур? 

 
Завдання 9 
 

На різниці яких фізико-хімічних властивостей білків засно-
вано методи розділення та виділення індивідуальних білків: 
А – іонізація; В – гідратація; С – молекулярна маса: 

1) метод ультрацентрифугування; 
2) метод електрофорезу; 
3) метод гель-фільтрації; 
4) метод іоннообмінної хроматографії; 
5) метод сольового фракціонування? 
 
Завдання 10 
 

Цитохром с – мітохондріальний білок, який бере участь у пе-
реносі електронів у процесах біологічного окиснення. Вивчення 
амінокислотної послідовності цього білка у понад 100 видів по-
казало, що кількість амінокислотних заміщень порівняно із ци-
тохромом с людини (всього 104 амінокислоти) у шимпанзе, кен-
гуру, змії та пшениці – 0, 10, 14 та 35 відповідно. Які загальні 
закономірності зв'язку первинної структури і функції білків під-
тверджують представлені дані: 

1) значний збіг первинної структури різних білків, які вико-
нують подібні, але неоднакові функції; 

2) велика схожість білків, які виконують у різних видів одна-
кові функції (схожість первинних структур більш ніж на 
50 % є достатньо великою); 

3) зв'язок між еволюційною близькістю видів і подібністю 
первинної структури білків, які виконують одну й ту саму 
функцію? 
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Розділ 3. ФЕРМЕНТИ 
 

3.1. ХІМІЧНА КІНЕТИКА І КАТАЛІЗ 
 
Розділ хімії, що вивчає швидкості і механізми хімічних реак-

цій, називають хімічною кінетикою. 
Швидкість хімічної реакції залежить від того, чи містяться 

реагуючі речовини в одній чи різних фазах. Якщо між вихідни-
ми речовинами відсутня поверхня розподілу, то реакція є гомо-
генною, а якщо вона присутня, то реакція – гетерогенна. 

Швидкість хімічної реакції – це зміна числа молей реагую-
чих речовин або продуктів реакції за одиницю часу в одиниці 
об'єму (для гомогенних реакцій) чи на одиниці площі (для гете-
рогенних реакцій): 

 

гом
nV

t V
∆

= ±
∆ ×

  гтр
nV

t S
∆

= ±
∆ ×

 

 
Швидкість хімічної реакції залежить від природи, концент-

рації реагуючих речовин, температури, присутності каталізато-
рів, площі поверхні дотику реагуючих речовин. 

 
3 . 1 . 1 .  В п л и в  к о н ц е н т р а ц і ї  
т а  п р и р о д и  р е а г у ю ч и х  р е ч о в и н  
н а  ш в и д к і с т ь  р е а к ц і ї  
Під час взаємодії речовин виявлені наступні закономірності. 
1) Органічні речовини з ковалентними зв'язками реагують 

повільніше, ніж речовини з іонними та полярними ковалентни-
ми зв'язками. 

2) Гомогенні реакції відбуваються швидше, ніж гетерогенні. 
Кількісно зв'язок між швидкістю реакції та концентраціями реа-

гуючих речовин визначається законом діючих мас, встановленим 
норвезькими вченими К. М. Гульдбергом і П. Вааге. Цей закон 
стверджує, що в стані хімічної рівноваги відношення добутків рів-
новажних концентрацій продуктів реакції до добутку рівноважних 
концентрацій вихідних речовин, взятих з урахуванням стереохімі-
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чних коефіцієнтів, є величиною постійною при даній температурі 
та називається константою рівноваги (Крівн): 

 
;eEcCbBaA +=+  

 

[ ] [ ] ,
[ ] [ ]

C e

рівн a b
C EK
A B

×
=

×
 

 
де А і В – вихідні речовини; 

С і Е – продукти реакції; 
а, b, с, е – коефіцієнти в рівнянні реакції.  
Швидкість реакції визначають за формулою: 
 

[ ] [ ]a bV k A B= × × , 
 
де k – константа прямої реакції, яка чисельно дорівнює швидко-
сті реакції, якщо концентрація кожної з реагуючих речовин до-
рівнює 1 моль/л. 

Молекулярність реакції – це число молекул, одночасною 
взаємодією яких здійснюється елементарний акт хімічного 
перетворення. Вона може характеризуватися тільки цілими 
числами. Якщо в елементарному акті приймає участь одна 
молекула, що перетворюється на одну або кілька молекул ін-
ших речовин, то така реакція називається одномолекулярною 
чи мономолекулярною: 

 
Н2СО3 = Н2О + СО2  

 
Якщо в реакції одночасно беруть участь дві молекули, то ре-

акція є бімолекулярною: 
 

Сахароза + НОН = α-глюкоза + β-фруктоза  
 
Реакції, елементарний акт яких зводиться до одночасної зу-

стрічі трьох молекул, називаються тримолекулярними. Статис-
тично, цей акт є маловірогідним, і чисті приклади тримолекуля-
рних реакцій є досить рідкісними. Реакції з молекулярністю 
вище трьох у хімічній практиці невідомі. 
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У хімічній кінетиці користуються поняттям порядок реакції, 
який визначається кінетичним рівнянням, що виражає залеж-
ність швидкості реакції від концентрації реагуючих речовин 
і дорівнює сумі їхніх степеневих показників у даному рівнянні. 
Наприклад, для реакції: 

 
Глюкозо-6-фосфат + Вода = Глюкоза + Фосфорна кислота  

 
швидкість реакції визначається виразом: 
 

v = k × [Глюкозо-6-фосфат] 
 
(концентрація води є постійною, тому враховується в константі 
й не записується у виразі). Дана реакція є реакцією першого по-
рядку. Швидкість реакції першого порядку прямо пропорційна 
концентрації однієї з реагуючих речовин. 

Якщо в рівнянні для швидкості реакції відсутні концентрації 
речовин, і швидкість реакції дорівнює тільки константі v = k, то 
такі реакції мають нульовий порядок. Графічно залежність 
швидкостей таких реакцій від концентрації виражається прямою 
лінією, паралельною осі абсцис. 

 

3 . 1 . 2 .  В п л и в  т е м п е р а т у р и  
н а  ш в и д к і с т ь  р е а к ц і й  
Зі збільшенням температури зростає кількість зіткнень між 

молекулами, що призводить до збільшення швидкості реакції. 
Голландський учений Я. Г. Вант-Гофф на базі численних спо-
стережень встановив, що при підвищенні температури на 10 °С 
швидкість гомогенної реакції підвищується у 2−4 рази. Число, 
що показує, у скільки разів збільшується швидкість реакції при 
збільшенні температури на 10 °С, називається температурним 
коефіцієнтом (γ). 

 

3 . 1 . 3 .  Е н е р г і я  а к т и в а ц і ї  
С. Арреніус висловив припущення, що не будь-яке зіткнення 

молекул реагуючих речовин призводить до акту хімічної реак-
ції. У взаємодії бере участь та частина молекул, яка володіє під-
вищеним запасом кінетичної енергії. Молекули, що володіють 
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високою енергією, достатньою для того щоб їхнє зіткнення при-
звело до утворення продуктів реакції, називають активними. 

Енергія активації − це та мінімальна енергія, яку необ-
хідно надати молекулі для того, щоб стала можливою хіміч-
на взаємодія. 

На початку вихідні речовини утворюють одна з одною не-
стійку проміжну сполуку − активний комплекс, у якому ще не 
зникли існуючі на початку в молекулах вихідних речовин 
зв'язки між атомами, і ще не оформилися нові хімічні зв'язки. 
Утворення такої проміжної сполуки потребує менших витрат 
енергії, ніж розривання кожного зв'язку в молекулах вихідних 
речовин. Таким чином, утворення неміцного активованого 
комплексу призводить до зменшення значення енергії актива-
ції. А чим меншою є енергія активації, тим вищою буде шви-
дкість хімічної реакції. 

 

3 . 1 . 4 .  В п л и в  к а т а л і з а т о р і в  
Речовини, що змінюють швидкість хімічної реакції та актив-

но беруть у ній участь, але самі при цьому не витрачаються, на-
зиваються каталізаторами. 

Реакції, що протікають під дією каталізаторів, називаються 
каталітичними. Явище зміни швидкості реакції під впливом 
каталізаторів називають каталізом. Якщо каталізатор міститься 
у тій же фазі, що й реагуючі речовини, то такий каталіз назива-
ється гомогенним, якщо ж каталізатор і реагуючі речовини зна-
ходяться в різних фазах, то каталіз є гетерогенним. 

Механізм дії каталізаторів у випадку гомогенного каталі-
зу базується на тому, що вони, реагуючи з однією з вихідних 
речовин, утворюють проміжну сполуку і зменшують енергію 
активації, за рахунок чого відбувається збільшення швидко-
сті реакції. 

Гетерогенний каталіз відбувається складніше, ніж гомоген-
ний. Для твердого каталізатора має значення структура його 
кристалічної решітки і пористість, наявність на ній мікроскопіч-
них випинань чи піків. Згідно із сучасними дослідженнями, ме-
ханізм гетерогенного каталізу відбувається в декілька стадій: 

1) адсорбція вихідних речовин на поверхні каталізатора; 
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2) послаблення зв'язків усередині вихідних речовин за раху-
нок посилення взаємодії з поверхнею каталізатора; 

3) утворення продуктів реакції; 
4) десорбція продуктів реакції з поверхні каталізатора. 
 
3 . 1 . 5 .  Х і м і ч н а  р і в н о в а г а  
У природі існують реакції, які можуть проходити лише в од-

ному напрямку (необоротні) або одночасно у двох напрямках 
(оборотні, чи рівноважні). У стані хімічної рівноваги одночасно 
відбуваються як пряма, так і зворотна реакції, тому така рівно-
вага називається динамічною. 

З перебігом зворотних реакцій швидкість прямої реакції 
зменшується, а швидкість зворотної збільшується. Коли швид-
кості обох реакцій стають рівними, настає стан хімічної рівно-
ваги, який описується законом діючих мас, сформульованим 
К. Гульдбергом і П. Вааге. 

Константа рівноваги є кількісною характеристикою рівнова-
ги в системі. Вона може змінюватись від 0 до нескінченності. 
Якщо Крівн = 0, то реакція не відбувається; якщо більше одиниці, 
то рівновага зміщується в бік утворення продуктів реакції, а при 
константі меншій та 1 − у бік зворотної реакції. 

Закон діючих мас є одним із основних хімічних законів. Він 
дозволяє розраховувати константи рівноваги найрізноманітні-
ших процесів, зокрема дисоціації, гідролізу. 

Рівновагу можна зсунути, тобто збільшити швидкість пря-
мої чи зворотної реакції, змінивши умови (температуру, тиск, 
концентрацію реагуючих речовин), від яких залежить рівно-
вага. У який бік буде зміщуватись рівновага за дії різних 
факторів, можна передбачити за допомогою принципу 
Ле-Шательє: якщо на систему, яка перебуває в рівновазі, по-
діяти ззовні, то рівновага зміститься в бік тієї реакції, яка 
зменшить цю дію. Отже: 

1) збільшення концентрації будь-якої речовини зміщує рів-
новагу в бік реакції, у якій ця речовина витрачається; 

2) при збільшенні температури рівновага зміщується в бік 
ендотермічної реакції, а при зниженні − екзотермічної; 

3) збільшення тиску зміщує рівновагу в бік реакції, яка про-
ходить зі зменшенням об'єму. 
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Лабораторна робота № 3.1 
Вивчення впливу різних факторів 
на перебіг хімічних реакцій 
 
Дослід 1.  Залежність швидкості реакції від температури 
Підвищення температури реагуючих речовин унаслідок збі-

льшення швидкості молекул приводить до зростання загальної 
енергії системи і відповідно до збільшення відносного вмісту 
активних молекул, що рівнозначно зростанню швидкості хіміч-
ної реакції. Експериментально встановлено, що підвищення те-
мператури на кожні 10 градусів збільшує швидкість реакції при-
близно у 2–4 рази (правило Вант-Гоффа). 

У даній роботі вплив температури на швидкість реакції роз-
глянуто на прикладі реакції між розчинами тіосульфату натрію 
і сірчаної кислоти. Ця реакція перебігає за сумарним стехіомет-
ричним рівнянням: 

 
Na2S2O3 + H2SO4 = S↓ + H2O + SO2↑ + Na2SO4 

 

Нерозчинна сірка виявляється у вигляді муті. Час від початку 
реакції до появи перших слідів муті залежить від температури. 

Матеріали та реактиви. 0,1 М розчин тіосульфату натрію, 
1 М розчин сірчаної кислоти. 

Обладнання. Штатив із пробірками, піпетки, склянка з водою,  
водяна баня, термометр, годинник. 

 
Хід роботи: 
У три пробірки наливають по 5 мл 0,1 М розчину тіосульфату 

натрію, а в інші – по 5 мл 1 М розчину сірчаної кислоти, підпи-
сують кожну пробірку олівцем по склу. Розміщують усі пробір-
ки у склянці з водою і через 5−7 хв, вимірявши температуру во-
ди у склянці, зливають весь уміст однієї пари пробірок із 
сірчаною кислотою й тіосульфатом натрію та відраховують час 
до настання каламутності. 
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Доливають до склянки невелику кількість гарячої води так, щоб 
температура води у склянці збільшилась приблизно на 10 °С. Знову 
витримують розчини при цій температурі 5−7 хв. Зливають вміст 
другої пари пробірок із сірчаною кислотою й тіосульфатом натрію, 
знову визначають час до початку настання каламутності. 

Дослід із останньою парою пробірок проводять аналогічно за 
температури, яка приблизно на 20 °С вища від початкової. 

Спостереження та рівняння реакції записують у зошит, роб-
лять висновок. 

 
Дослід 2 .  Вплив величини поверхні розподілу 
реагуючих речовин на швидкість хімічної реакції 
в гетерогенних системах 
Для гетерогенних реакцій найважливішим фактором, що ви-

значає швидкість хімічної реакції, є площа контакту реагентів, 
яка безпосередньо залежить від ступеня подрібнення. 

У даному досліді відбувається така реакція: 
 

CaCO3 + 2HCl → CaCl 2 + H2O + CO2 ↑ 
 

У пробірці, у яку був насипаний порошок крейди, реакція 
проходить швидше. Це пояснюється тим, що площа поверхні, на 
якій відбувається взаємодія речовин, є більшою, ніж у пробірці з 
цільним шматочком крейди.  

Матеріали та реактиви. Розчин соляної кислоти, порошок 
крейди, шматок крейди, годинник. 

Обладнання. Штатив із пробірками, піпетки, годинник. 
 

Хід роботи: 
У дві пробірки наливають по 1 мл розчину соляної кислоти. 

В одну пробірку додають порошок крейди, а в іншу − шматочок 
крейди. Визначають, у якій із пробірок реакція йде швидше, пояс-
нюють причину, записують рівняння реакції та роблять висновок. 

 
Дослід 3.  Вплив температури на зсув хімічної рівноваги 
Під час взаємодії йоду з крохмалем утворюється адсорбційна 

сполука складної будови, що має синє забарвлення. Реакція ек-
зотермічна, й її рівновагу можна умовно зобразити схемою: 

 
йод + крохмаль ↔ йодо-крохмальний комплекс  
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Матеріали та реактиви. Розчин крохмалю, 0,1 М розчин йоду. 
Обладнання. Штатив із пробірками, піпетки, крапельниці, 

водяна баня. 
 

Хід роботи: 
У пробірку наливають 4−5 мл крохмалю та додають 1 краплю 

0,1 М розчину йоду (до появи синього забарвлення). Потім на-
грівають пробірку на водяній бані й фіксують забарвлення. По-
тім цю саму пробірку охолоджують водою з-під крану і знову 
спостерігають зміну забарвлення. 

Пояснюють, використовуючи принцип Ле-Шательє, причину 
зміни забарвлення розчину при зміні температури. Роблять ви-
сновок про вплив температури на хімічну рівновагу та про обо-
ротність зміщення хімічної рівноваги. 
 
 

КОНТРОЛЬНІ ЗАПИТАННЯ 
 

1. Що називають швидкістю хімічної реакції:  
а) для гомогенних реакцій?  
б) для гетерогенних реакцій? 

2. Які фактори впливають на швидкість хімічних реакцій? 
3. Що називають "енергією активації"? 
4. Що називають константою хімічної рівноваги? 
5. Як працюють катаізатори? 
 
 

3.2. ФЕРМЕНТИ 
ЯК БІОЛОГІЧНІ КАТАЛІЗАТОРИ 

 
Ферменти (ензими) − білки, які є каталізаторами хімічних 

реакцій. Вони діють у живій клітині або, за відповідних умов, у 
пробірці. Ферменти входять, наприклад, до складу пральних 
порошків і видаляють харчові забруднення з тканин. Ферменти 
збільшують швидкість реакції, але не витрачаються в ході про-
цесу і не зазнають необоротних змін. Ферменти не змінюють 
стан рівноваги хімічної реакції, однаковою мірою прискорюючи 
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як пряму, так і обернену реакцію. Ензими підвищують швид-
кість реакції шляхом зниження енергії активації (той енергетич-
ний бар'єр, який відділяє один етап системи від другого). 

Ферменти синтезуються клітинами організму. Деякі клітини 
можуть містити до 1000 різних ферментів. За останні 50 років із 
усіх типів організмів вдалося виділити близько 2500 ферментів. 
Частину з них отримано в кристалічному вигляді, а для 50 фер-
ментів за допомогою рентгеноструктурного аналізу встановлено 
тривимірну просторову структуру. 

 

3 . 2 . 1 .  К л а с и ф і к а ц і я  ф е р м е н т і в  
Міжнародним біохімічним союзом були введені номенклату-

ри: систематична та тривіальна. Основні риси систематичної 
номенклатури полягають у наступному: 

1. Ферменти за типом хімічної реакцій, яку вони каталізують, 
поділяються на шість класів, у кожному з яких є декілька під-
класів (від 4 до 13); 

2. Назви ферментів складаються з двох частин: назви суб-
страту + типу реакції, яка каталізується + закінчення "аза". 

Кожен фермент має шифр, що складається з чотирьох чисел, 
розділених крапками. Перше число визначає головний клас, 
друге − вказує підклас, третє − підпідклас, четверте − номер фе-
рменту в межах підпідкласу. Наприклад, фермент лактатдегід-
рогеназа позначається шифром КФ 1.1.1.27 − це означає, що 
даний фермент належить до 1-го класу, 1-го підкласу, 1-го під-
підкласу і займає в ньому порядковий номер 27. 

Але оскільки багато з цих систематичних назв виявилися за-
надто довгими, кожному ферменту була надана тривіальна 
("робоча") назва, призначена для повсякденного вжитку. Ро-
боча назва складається з назви субстрату, на який діє цей фер-
мент, вказівки на тип реакції та закінчення "аза". 

Перший клас  – оксидоредуктази  − каталізують окисно-
відновні реакції. Їхня назва складається за формою: 

 
назва донора : назва акцептора-оксидоредуктази  

 
Наприклад, НАДН : КоQ-оксидоредуктаза 
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Якщо акцептор не встановлено, у назву включається слово 
"акцептор", що береться у круглі дужки: 

 
сукцинат : (акцептор)-оксидоредуктаза 

 
Назва "оксидаза" застосовується, коли акцептором є ки-

сень, а "оксигеназа" – коли молекула кисню приєднується 
безпосередньо до субстрату. Назву "пероксидаза" використо-
вують щодо ферментів, які у вигляді акцептора використову-
ють пероксид водню. 

Процеси окиснення можуть відбуватися: 
1) за участю кисню − реакції каталізують ферменти: 
оксидази (кисень не приєднується до субстрату): 
 

SH2 + 1/2O2 → S + H2O 
 
монооксигенази (гідроксилази) − до субстрату приєднується 
один атом кисню: 
 

HSH + 1/2O2 → HS–OH 
 
діоксигенази − до субстрату приєднуються два атоми кисню: 
 

HSH + O2 → HO–S–OH  
 
2) без участі кисню дегідрогенази каталізують дегідру-

вання (видалення водню) субстрату: 
 

SH2 → S + 2H  
 
редуктази каталізують приєднання водню до субстрату: 
 

S + 2H → SH2 
 
цитохроми здійснюють перенесення електронів: 
 

a3 (Cu2+) + e− → a3 (Cu1+) 
 

Другий клас –  трансферази  − каталізують реакції між-
молекулярного переносу різних хімічних груп і залишків. Назви 
ферментів даного класу складаються наступним чином: 

 

назва субстрату-донора + назва групи, 
що переноситься + трансфераза 
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Наприклад, якщо переноситься метильна група, то до назви 
субстрату додається метилтрансфераза; аміногрупа − додаєть-
ся амінотрансфераза; ацильна група − ацилтрансфераза. Але 
якщо переноситься залишок фосфорної кислоти від нуклеозидт-
рифосфатів, то фермент називають "кіназа". 

Наприклад: 
 

                          Глюкокіназа 
Глюкоза + АТФ     →       Глюкозо-6-фосфат + АДФ  

 
Третій клас  – гідролази  − каталізують реакції гідролітич-

ного розщеплення внутрішньомолекулярних зв'язків. Назва фе-
рменту часто складається з назви зв'язку, який гідролізується, і 
закінчення "аза". Наприклад, гідроліз пептидного зв'язку здійс-
нюють пептидази, глікозидного − глікозидази, складні ефіри 
гідролізуються за дії естераз. Коли гідролізу підлягають ефіри 
фосфорної кислоти – монофосфати та дифосфати – то ферменти 
називають відповідно фосфатазами і дифосфатазами.  

Наприклад: 
 

                                    Глюкозо-6-фосфатаза 
Глюкозо-6-фосфат + Н2О        →          Глюкоза + Н3РО4 

 
                                      Фруктозо-1,6-дифосфатаза  
Фруктозо-1,6-дифосфат + Н2О      →         Фруктозо-6-фосфат + Н3РО4 

 
Для деяких ферментів збереглися тривіальні назви: гідроліз 

крохмалю здійснює амілаза, ліпідів − ліпаза. 
Четвертий клас –  ліази  − каталізують усі реакції негідро-

літичного розщеплення, а також приєднання груп за подвійними 
зв'язками та зворотні реакції відщеплення таких груп. Напри-
клад, якщо під час розриву зв'язків виділяється вуглекислий газ, 
то фермент − декарбоксилаза (при видаленні речовин додається 
префікс "де"), виділяється вода − дегідратаза. 

 
              Декарбоксилаза 
RCOOH      →        RH + CO2  
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                                     Дегідратаза 
RCHOHCHCOOH      →       RCH=CH–COOH + H2O  

 
А якщо відбувається приєднання цих речовин, то ферменти 

називаються карбоксилаза й гідратаза відповідно. 
П'ятий клас –  ізомерази  − каталізують реакції взаємного 

перетворення ізомерів. Типи реакції ізомеризації вказуються за 
допомогою префіксів (малеїнат-цис-транс-ізомераза). Ізомера-
зи, що каталізують реакції інверсії асиметричних груп, назива-
ють рацемазами або епімеразами (залежно від наявності в моле-
кулі одного чи кількох центрів асиметрії). Щоб указати 
положення атома, біля якого відбувається інверсія, використо-
вують цифровий індекс перед словом "епімераза". Якщо ізоме-
ризація полягає у внутрішньомолекулярному перенесенні пев-
них груп, фермент має назву мутаза. 

Наприклад: 
 

               Лізолецитин-2,3-ацилмутаза 
2-лізолецитин        →        3-лізолецитин  

 
Шостий клас –  лігази  − каталізують реакції сполучення 

двох молекул, що є спряженими з розщепленням пірофосфатно-
го зв'язку АТФ або аналогічного нуклеозидтрифосфату. Систе-
матична назва складається за схемою: 

 
Х : Y-лігаза (АДФ), 

 
де Х і Y – молекули, що сполучаються, а в круглих дужках − 
речовина, яка утворюється із трифосфату.  

Тривіальна назва має вигляд: 
 

Z-синтетаза, 
 
де Z позначається речовина, яка утворюється із сполук Х та Y 
у результаті синтезу (продукт реакції).  

Наприклад, фермент, що каталізує синтез глутаміну з амі-
аку і глутамінової кислоти за участю енергії АТФ має назву  
L-глутамат: аміаклігаза (АМФ), або глутамінсинтетаза. 
А тривіальна назва ферменту, що каталізує приєднання до тРНК 
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амінокислоти (ця реакція йде у два етапи – активація амінокис-
лоти та її приєднання до 3'-кінця акцепторної гілки тРНК), буде 
аміноацил-тРНК-синтетаза: 

 
Амінокислота + тРНК + АТФ → Аміноацил–тРНК + АДФ  
 

У тривіальних назвах тих ферментів, у яких Y представлений 
СО2, часто використовують термін "Х-карбоксилаза". Так, фер-
мент, що забезпечує синтез щавлевооцтової кислоти із пірови-
ноградної кислоти й СО2 за участю енергії АТФ, має назву піру-
ваткарбоксилаза. 

 

3 . 2 . 2 .  В л а с т и в о с т і  ф е р м е н т і в  
На відміну від неорганічних каталізаторів (наприклад, пла-

тини), які каталізують у штучних умовах ряд реакцій, біологі-
чні каталізатори (ферменти) є високоспецифічними. Вони 
розпізнають один або декілька дуже близьких за хімічною 
структурою субстратів. Субстрати − це вихідні речовини фе-
рментативних реакцій. При цьому ферменти каталізують 
тільки певні типи реакцій. 

Ферменти майже усі − білки (показано, що РНК теж може ка-
талізувати деякі реакції). Вони складаються зі специфічної по-
слідовності амінокислот, яка визначає згортання ланцюга, фор-
му й функцію ферменту. 

На ферментні реакції впливає значення рН середовища: 
1) крайні значення рН можуть радикально змінити структуру 

ферменту і призвести до його денатурації; 
2) від рН залежить ступінь іонізації субстрату, що впливає на 

швидкість реакції; 
3) від рН залежить зв'язування субстрату з ферментом; 
4) зміна рН може вплинути на реакційну спроможність фер-

менту в процесі каталізу. 
Більшість ферментів зберігають активність тільки в межах 

вузького діапазону значень рН. Для них характерне оптимальне 
значення рН, за якого активність максимальна. Ферменти, фізіо-
логічно активні в різних частинах організму, відрізняються за 
рН-оптимумами. Наприклад, травний фермент пепсин функціо-
нує у шлунку за наявності соляної кислоти, і його рН-оптимум 2,0. 
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Ферменти лізосом мають рН-оптимум близько 5,0, що відпові-
дає значенню рН усередині лізосом. 

Швидкість усіх хімічних реакцій, включаючи і ферментатив-
ні, збільшується при підвищенні температури. Проте при нагрі-
ванні вище 40 °С багато ферментів підлягають денатурації і 
втрачають активність, що призводить до падіння швидкості реа-
кції. Після денатурації ферменту утворюється відносно мало 
продуктів, скільки б реакція не тривала. 

За специфічністю дії ферменти поділяють на дві групи: з аб-
солютною та відносною специфічністю. 

Відносна (групова) специфічність спостерігається, коли фер-
мент каталізує реакції одного типу з більше ніж одним структу-
роподібним субстратом. Наприклад, пепсин розщеплює білки 
тваринного походження, хоча вони можуть відрізнятися один 
від одного як за хімічною будовою, так і за властивостями. Але 
він не розщеплює вуглеводи, так як місцем дії пепсину є пепти-
дний зв'язок. 

Дія цих ферментів поширюється на велику кількість субстра-
тів, що дозволяє організму оперувати невеликою кількістю тра-
вних ферментів − інакше їх потрібно було б набагато більше. 

Абсолютна специфічність проявляється тоді, коли фер-
мент діє лише на одну-єдину речовину й каталізує лише певне 
перетворення цієї речовини. Наприклад, фермент уреаза ката-
лізує гідроліз сечовини; сахараза − каталізує перетворення 
тільки сахарози. 

Стереоспецифічність − фермент каталізує перетворення 
тільки одного з усіх можливих стереоізомерів субстрату. 

 
Лабораторна робота № 3.2 
Вивчення дії ферментів 
 

Дослід 1.  Вивчення дії амілази 
Амілаза є ферментом, який каталізує гідроліз α-глікозидного 

зв'язку амілози (лінійний компонент крохмалю, у якому моно-
мери глюкози сполучені α-1-4-глікозидним зв'язком – детальні-
ше про крохмаль див. підрозд. 4.3.1.) і глікогену до проміжних 
продуктів – декстринів. 
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Крохмаль утворює з йодом сполуки синього кольору, аміло-
декстрин − фіолетового, еритродекстрин − червоно-бурого, ах-
родекстрин − жовтого. 

Матеріали та реактиви. Розчин крохмалю (0,2 %-й), 0,1 %-й 
розчин йоду в 0,2 %-му розчині йодиду калію, розчин слини − 
рот два-три рази ополіскують водою, відмірюють циліндром 
50 мл дистильованої води й полощуть нею рот кілька разів про-
тягом 3−5 хв. Зібрану рідину фільтрують через вату. Фільтрат 
використовують як джерело ферменту. 

Обладнання. Штатив із пробірками, піпетки, крапельниці. 
 

Хід роботи: 
У дві пробірки наливають по 5 мл крохмального клейсте-

ру, в одну з них додають 0,5 мл розчину слини, яка містить 
амілазу, добре перемішують і залишають стояти при кімнат-
ній температурі. 

Через 15 хв у обидві пробірки додають по п'ять крапель роз-
чину йоду. У пробірці з амілазою слини розчин через 1 год зне-
барвлюється, а в пробірці без амілази колір розчину не зміню-
ється, тобто залишається синьо-фіолетовим. 

Спостереження записують у зошит, роблять висновок. 
 

Дослід 2.  Вивчення дії каталази 
Каталаза прискорює реакцію розщеплення пероксиду водню 

на Н2О і О2: 
 

          Каталаза 
2Н2О2   →    2Н2О + О2  

 
У цій реакції одна молекула пероксиду водню окиснюється 

і є донором електронів, а друга відновлюється й є акцептором 
електронів. 

Матеріали та реактиви. Свіжа кров, свіжовиготовлений 
розчин Н2О2 (3 %-й). 

Обладнання. Пробірки, крапельниці, піпетки. 
 

Хід роботи: 
У дві пробірки наливають по 5 мл розчину пероксиду водню. 

В одну з них додають краплину крові й перемішують. У пробір-
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ці з каталазою (кров'ю) унаслідок утворення молекулярного ки-
сню з'являється велика кількість бульбашок. У пробірці без ка-
талази бульбашки газу не утворюються. 

Спостереження і схему реакції записують у зошит, роблять 
висновок. 

 

Дослід 3.  Вивчення дії тирозинази 
Тирозиназа каталізує перетворення тирозину в меланін 

(пігмент чорного кольору) через забарвлені в червоний колір 
проміжні продукти − 3,4-діоксифенілаланін (ДОФА), який унас-
лідок окиснення та циклізації перетворюється на 2,3-дигідро-
5,6-діокси-р-індолілкарбонову кислоту (І). Сполука (І), окисню-
ючись, перетворюється на 2,3-дигідро-5,6-дикето-β-індолілкарбо- 
нову кислоту (II) − пігмент червоного кольору: 

Матеріали та реактиви. Препарат тирозинази (10 г подріб-
неної картоплі розтирають у ступці з 30 мл води й фільтрують 
крізь два шари марлі), насичений розчин тирозину. 

Обладнання. Фарфорова ступка з товкачиком, пробірки, піпе-
тки, водяна баня, термостат (40 °С). 

 

Хід роботи: 
У дві пробірки (досліджувана проба та контроль) налива-

ють по 1 мл препарату тирозинази. Вміст контрольної пробір-
ки кип'ятять 3 хв і охолоджують. Потім у кожну пробірку до-
дають по 0,5 мл насиченого розчину тирозину й ставлять у 
термостат, температура якого становить 40 °С. Кожні 5 хв 
пробірки струшують. У пробірці з неіпактивованою тирозина-
зою рідина поступово забарвлюється в рожевий, бурий і чор-
ний кольори. 

Спостереження записують у зошит, роблять висновок. 
 
Дослід 4 .  Вивчення дії сахарази 
Сахараза каталізує гідроліз сахарози до глюкози та фруктози: 
 

С12Н22О11 + Н2О — 2С6Н12О6  
 
Моносахариди, які утворюються, визначають реакцією 

Фелінга (див. лабораторну роботу № 4.2, дослід 3). Сахароза 
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не містить вільної альдегідної групи й тому не має віднов-
них властивостей. 

Матеріали та реактиви. Препарат сахарази (5 г пивних 
дріжджів розтирають у фарфоровій ступці з 2−3 мл дистильо-
ваної води та невеликою кількістю скляного піску, додають 
8–10 мл води та фільтрують через вату), 2 %-й розчин сахаро-
зи, реактив Фелінга, який складається з двох розчинів, які 
готують таким чином: 

а) 40 г сегнетової солі та 30 г гідроксиду натрію розводять 
у мірній колбі об'ємом 200 мл і доливають водою до риски; 

б) 8 г СuSO4×5Н2O розводять у колбі такого ж об'єму й зали-
вають водою до риски. Перед використанням змішують рівні 
об'єми цих розчинів. 

Обладнання. Пробірки, піпетки, фарфорова ступка з товкачи-
ком, лійки, термостат, водяна баня, газовий пальник. 

 

Хід роботи: 
У дві пробірки наливають по 1 мл препарату ферменту. Вміст 

однієї з них (контроль) кип'ятять протягом 3 хв для руйнування 
сахарази, після чого в обидві пробірки додають (охолоджені) по 
3 мл розчину сахарози, добре перемішують і ставлять у термо-
стат за температури 38 °С. Через 15 хв у пробірки вносять по 
2 мл реактиву Фелінга, перемішують і нагрівають до кипіння. 
У контрольній пробірці осаду немає, а в пробірці з активним 
ферментом (дослід) утворюється червоний осад геміоксиду міді. 

Спостереження і схему реакції записують у зошит, роблять 
висновок. 

 
Лабораторна робота № 3.3 
Вивчення властивостей ферментів 
 
Дослід 1.  Вплив температури на швидкість 
ферментативної біохімічної реакції 
(на прикладі амілази слини) 
У термолабільності ферментів можна впевнитися на прикладі 

дії амілази слини. Фермент амілаза здійснює гідроліз крохмалю 
через проміжні продукти розпаду (декстрини) до мальтози 
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(детальніше про розщеплення крохмалю див. лабораторну робо-
ту № 4.6). Нерозщеплений крохмаль із йодом дає синє забарв-
лення (детальніше про реакцію виявлення крохмалю див. лабо-
раторну роботу № 4.6), а декстрини залежно від величини своїх 
частинок дають із йодом фіалкове, червоно-буре, оранжеве за-
барвлення чи взагалі не забарвлюються. Мальтоза – кінцевий 
продукт розпаду крохмалю – не забарвлюється розчином йоду. 
Таким чином, за забарвленням розчину йоду можна робити ви-
сновки щодо ступеня гідролізу крохмалю. 

Швидкість розщеплення крохмалю під дією амілази залежить 
від температури й визначається за інтенсивністю забарвлення 
розчину крохмалю або продуктів його перетворення з йодом. 

Матеріали та реактиви. Розчин крохмалю (1 %-й), роз-
чин слини, 0,1 %-й розчин йоду в 0,2 %-му розчині йодиду 
калію, лід. 

Обладнання. Штатив із пробірками, піпетки, водяна баня, 
термостат, скляні палички, скляні або фарфорові пластинки. 

 

Хід роботи: 
Варіант А.  У центрифужну пробірку збирають 1 мл слини 

і доводять дистильованою водою до 10 мл (розведення 1:10). 
Потім беруть 4 пробірки: у кожну наливають по 1 мл 1 %-го 
розчину крохмалю і по 1 мл розведеної слини. Пробірки розмі-
щують на 15 хв: 

 

першу − у термостаті (при 40 °С); 
другу − у льодяній бані (при 4 °С); 
третю − на киплячій водяній бані (при 100 °С); 
четверту − залишають при кімнатній температурі (+20 °С). 
 

Через 15 хв пробірки охолоджують і до кожної пробірки 
додають по 2 краплі йоду. За інтенсивністю й кольором заба-
рвлення, що виникло, роблять висновок про швидкість і гли-
бину перебігу ферментативної реакції гідролізу крохмалю 
амілазою слини. 

Результати спостережень записують у зошит і роблять ви-
сновок про вплив температури на швидкість ферментативної 
біохімічної реакції. 
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Варіант Б. У чотири пронумеровані пробірки наливають по 
5 мл розчину крохмалю. Пробірку № 1 вміщують у киплячу во-
дяну баню, пробірку № 2 − у водяну баню за температури 40 °С, 
пробірку № 3 залишають при кімнатній температурі, а пробірку 
№ 4 ставлять у лід. Через 10−15 хв у всі пробірки, залишаючи 
їх за тих самих умов, додають по 1 мл розчину слини та перемі-
шують скляною паличкою. 

За гідролізом крохмалю стежать за реакцією з йодом. Для 
цього на скляну або фарфорову пластинку наносять кілька кра-
пель розчину йоду й змішують їх із краплями суміші, яку беруть 
із кожної пробірки через 1, 2, 4, 6, 8, 10, 12 хв. 

Ступінь гідролізу крохмалю у кожній пробірці оцінюють 
за зміною забарвлення  розчину крохмалю з йодом. У пробір-
ці № 1, що була розміщена на водяній бані за температури 
100 °С, суміш забарвлюється в синій колір (фермент у ній 
інактивований, і гідроліз крохмалю не відбувається). В інших 
пробірках забарвлення залежить від ступеня гідролізу крох-
малю: у пробірці № 2 за оптимальної температури (40 °С) − 
жовте, у пробірках № 3 і 4 колір розчинів може бути черво-
ним чи фіолетово-червоним. 

Результати спостережень записують у зошит і роблять ви-
сновок про вплив температури на швидкість ферментативної 
біохімічної реакції. 

 

Дослід 2.  Вплив pH на активність амілази слини 
Оптимум рН для дії амілази слини можна визначити при вза-

ємодії її з крохмалем при різних значеннях рН середовища. Сту-
пінь розщеплення крохмалю можна оцінювати за реакцією кро-
хмалю з розчином йоду (детальніше про реакцію виявлення 
крохмалю див. лабораторну роботу № 4.6). При оптимальному 
значенні рН розщеплення крохмалю відбудеться повністю 
(забарвлення з йодом відсутнє). По мірі віддалення від точки 
оптимального рН у кислу або лужну сторони розщеплення кро-
хмалю пройде тільки частково до стадії декстринів (червоно-
буре чи фіолетове забарвлення), або крохмаль взагалі розщеп-
люватись не буде (синє забарвлення). 
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Матеріали та реактиви. 0,2 М розчин Na2HPO4, 0,1 М роз-
чин лимонної кислоти, 0,5 %-й розчин крохмалю, розведена сли-
на, розчин йоду. 

Обладнання. Пробірки, піпетки, термостат (38 °С), годинник. 
 

Хід роботи: 
У шість пробірок наливають по 1 мл буферного розчину з рі-

зним значенням рН згідно з табл. 3.1. 
 

Таблиця  3.1. Співвідношення реактивів 
для приготування буферів із різним рН 

для визначення впливу pH на активність амілази слини 
 

рН Кількість 0,2 М 
розчину Na2HPO4, мл 

Кількість 0,1 М розчину 
лимонної кислоти, мл 

6,0 0,63 0,37 
6,4 0,69 0,31 
6,8 0,77 0,23 
7,2 0,87 0,13 
7,6 0,94 0,06 
8,0 0,97 0,03 

 
У кожну пробірку доливають по 1 мл 0,5 %-го розчину крох-

малю та по 1 мл попередньо розведеної слини. Вміст пробірок 
перемішують і поміщають у термостат при 38 °С на 10 хв. 

Надалі у всі пробірки приливають по 1 краплі розчину йоду і 
перемішують. Спостерігають забарвлення і відмічають рН, за 
якого амілаза діє найбільш ефективно. Спостереження запису-
ють у зошит, роблять висновки. 

 

Дослід 3.  Специфічність дії амілази слини 
Амілаза слини прискорює гідроліз тільки полісахаридів, 

не діючи на дисахариди (зокрема, на сахарозу). Сахараза 
розщеплює тільки сахарозу й не розщеплює крохмаль та ін-
ші дисахариди. 

Сахароза не має вільної альдегідної групи, тому не дає реак-
ції Троммера (детальніше про реакцію Троммера див. лаборато-
рну роботу № 4.2, дослід 1). Реакція Троммера може бути пози-
тивною лише в тому випадку, якщо сахароза розщепиться на 
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свої складові частини − глюкозу і фруктозу (детальніше про 
властивості сахарози див. підрозд. 4.2.2). 

Матеріали та реактиви. Розчин слини (див. лабораторну 
роботу № 3.2, дослід 1), 0,5 % й розчин крохмалю, 0,5 %-й роз-
чин сахарози, 0,1 %-й розчин йоду в 0,2 %-му розчині йодиду 
калію, реактив Фелінга та препарат сахарази (див. лабораторну 
роботу № 3.2, дослід 4). 

Обладнання. Штатив із пробірками, піпетки, водяна баня, 
крапельниці, термостат. 

 

Хід роботи: 
У дві пробірки (№ 1 та № 2) наливають по 3 мл розчину кро-

хмалю. У пробірку № 1 додають 1 мл розчину слини (амілази), 
у пробірку № 2 − 1 мл препарату сахарази, потім перемішують 
і ставлять у термостат (38 °С). 

У дві інші пробірки (№ 3 та № 4) наливають по 3 мл роз-
чину сахарози. У пробірку № 3 додають 1 мл препарату саха-
рази, а в пробірку № 4−1 мл розчину слини й залишають за 
тих самих умов. 

Через 5 хв в обидві пробірки з крохмалем додають по п'ять 
крапель розчину йоду і спостерігають за забарвленням. У пробі-
рці з амілазою (№ 1) синє забарвлення розчину зникає внаслідок 
розщеплення крохмалю амілазою. У пробірці № 2 розчин має 
синій колір, тому що сахараза не діє на крохмаль. 

У пробірках № 3 і № 4 дію ферменту виявляють, використо-
вуючи якісні реакції на наявність моно- та дисахаридів, які во-
лодіють відновлювальними властивостями – реакцію з реакти-
вом Фелінга (детальніше див. лабораторну роботу № 4.2, дослід 3) 
або пробу Троммера (детальніше див. лабораторну роботу 
№ 4.2, дослід 1). 

У першому випадку в пробірки додають по 1 мл реактиву 
Фелінга та нагрівають до кипіння. Оскільки сама сахароза від-
новлювальних властивостей не має, а амілаза на сахарозу не діє, 
то в пробірці № 4 жодних змін не відбувається (негативна реак-
ція Фелінга). У пробірці № 3, у якій під впливом сахарази саха-
роза розщепилася на глюкозу та фруктозу, спостерігається поява 
червоного забарвлення внаслідок утворення осаду геміоксиду 
міді (позитивна реакція Фелінга). 
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При проведенні реакції Троммера у пробірки наливають по 
0,5 мл розчину сульфату міді та додають краплинами розчин 
гідроксиду натрію. Після цього пробірки нагрівають. Поява 
червоного цегляного забарвлення свідчить про присутність 
глюкози (пробірка № 3). 

Результати спостережень записують у зошит, роблять висновки. 
 
 

КОНТРОЛЬНІ ЗАПИТАННЯ 
 

1. Що покладено в основу класифікації ферментів? 
2. Які основні властивості ферментів? 
3. Наведіть приклади ферментів: 

а) з відносною специфічністю; 
б) з абсолютною специфічністю; 
в) зі стереоспецифічністю. 

4. Принципи методу визначення амілази слини. 
5. Чому сахароза не дає реакції Троммера? 
 
 

3.3. ФЕРМЕНТИ: МЕХАНІЗМ ДІЇ, 
РЕГУЛЯЦІЯ АКТИВНОСТІ ФЕРМЕНТІВ. 

ЕНЗИМОПАТІЇ. ЕНЗИМОДІАГНОСТИКА. 
ЕНЗИМОТЕРАПІЯ 

 
3 . 3 . 1 .  А к т и в у в а н н я  
т а  і н г і б у в а н н я  ф е р м е н т і в  
Основу регуляції каталітичної активності ферментів стано-

вить їхня конформаційна лабільність. Розрізняють п'ять основ-
них шляхів регуляції каталітичної активності ферментів: 

1 – шлях ковалентної модифікації; 
2 – шлях нековалентної модифікації; 
3 – інгібування ферментів; 
4 – репресія або індукція генів: зміна біосинтезу ферментів; 
5 – компартменталізація. 
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3 . 3 . 1 . 1 .  Р е г у л я ц і я  ш л я х о м  
к о в а л е н т н о ї  м о д и ф і к а ц і ї  
До цього шляху належать частковий протеоліз, асоціація − 

дисоціація та фосфорилювання − дефосфорилювання. 
 

Частковий протеоліз 
 

Деякі ферменти спочатку синтезуються у клітині в неакти-
вній формі й лише після секреції з клітини,переходять в акти-
вну форму. Неактивний попередник ферменту називається 
проферментом (зимогеном). Проферменти неактивні, так як 
вони не мають сформованого активного центру: амінокислот-
ні залишки, що його утворюють, присутні, але вони не розмі-
щені потрібним чином. 

Активація проферменту полягає у формуванні активного 
центру ферменту, яке відбувається в результаті відщеплення 
ділянки поліпептидного ланцюга, що призводить до зміни 
первинної структури білка одночасно зі зміною його тривимі-
рної структури: 

 
Профермент (активний центр несформований) →
         →  Активна форма ферменту + Пептид  

 
Синтез у формі неактивних проферментів є характерною вла-

стивістю травних ферментів, а також ферментів системи згор-
тання крові й фібринолізу, наприклад: 

 
                Ентеропептидаза

Трипсиноген     →     Трипсин + ВАЛ − (АСП)4 − ЛІЗ  
 

Асоціація − дисоціація 
 

Деякі ферменти-олігомери можуть змінювати свою актив-
ність за рахунок асоціації − дисоціації протомерів, що входять 
до їхнього складу. Наприклад, фермент протеїнкіназа А є оліго-
мером, що складається із 4-х протомерів двох типів: каталітич-
ного й регуляторного (рис. 3.1). 
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Рецептор 

G-білок  
 (α-, β-, γ-субодиниці) 

 
Неактивна 
аденілатциклаза 

Активна 
аденілатциклаза із Gα  

     АТФ 
            цАМФ 

  Неактивна 
протеїнкіназа А 

Регуляторні субодиниці 
протеїнкінази А у комплексі 

з цАМФ 

Активна 
протеїнкіназа А 

ФОСФОРИЛЮВАННЯ 
БІЛКІВ-МІШЕНЕЙ 

Ф 

Ліганд 

      Gβγ 

 
 

Рис. 3.1. Асоціація − дисоціація молекул ферментів 
(на прикладі протеїнкінази А) 

 
В одному протомері розташований активний центр, а в ін-

шому − регуляторний, який може зв'язуватися із циклічним 
аденозинмонофосфатом (цАМФ). В асоційованому вигляді 
фермент є неактивним, так як його активний центр закритий 
регуляторною субодиницею, а при дисоціації активний центр 
відкривається та може реагувати із субстратом. Коли у кліти-
ні утворюється цАМФ, відбувається його зв'язування з регу-
ляторним центром, фермент дисоціює на субодиниці, що при-
зводить до його активації. 

При зменшенні концентрації цАМФ він залишає регулято-
рний центр, що викликає об'єднання субодиниць (асоціацію) 
та інактивацію ферменту. 
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Фосфорилювання – дефосфорилювання 
 

Даний спосіб регулювання (принцип "включено − виключе-
но") заснований на зміні структури ферменту. Деякі ферменти, 
приєднуючи (процес фосфорилювання) чи відщеплюючи (про-
цес дефосфорилювання) залишок фосфорної кислоти, можуть 
змінювати свою активність (рис. 3.2). 

 

CH2OH C O PO3H2

H

H

H3PO4

Неактивна ліпаза Активна ліпаза 

Фосфопротеїнфосфатаза 

        Протеїнкіназа 

АТФ АДФ 

 
 

Рис. 3.2. Активування – дезактивування ліпази 
 
Фосфорилювання ферментів у клітині відбувається під ді-

єю ферментів протеїнкіназ, коли вони перебувають у актив-
ному стані. 

Залишок фосфорної кислоти найчастіше зв'язується з біч-
ною групою залишків серину, треоніну і тирозину (відповідні 
ферменти називаються серин/треонінові або тирозинові про-
теїнкінази): 

 

Фермент–СН2ОН + АТФ → Фермент–СН2ОРО3Н2+ АДФ 
Дефосфорильована форма Фосфорильована форма 
 

Якщо в клітині активна фосфатаза (теж серин/треонінова 
або тирозинова), то відбувається протилежний процес – дефо-
сфорилювання: 

 
Фермент–СН2ОРО3Н2+ Н2О → Фермент–СН2ОН+ Н3РО4 
Фосфорильована форма Дефосфорильована форма 
 
Залежно від природи ферменту фосфорилювання може його 

активізувати чи, навпаки, інактивувати. 
Наприклад, активність ферментів глікогенсинтази (регулято-

рний фермент біосинтезу глікогену) і глікогенфосфорилази (ре-
гуляторний фермент розпаду глікогену) регулюється шляхом 
фосфорилювання – дефосфорилювання. Природа даних фермен-
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тів така, що фосфорильована форма глікогенфосфорилази є ак-
тивною ("а"), а глікогенсинтази – неактивна ("b"). Під час дефо-
сфорилювання їхня активність змінюється на протилежну. Біо-
логічний зміст полягає в тому, що коли відбувається біосинтез 
глікогену, його розпад інгібується, і навпаки. 

 
3 . 3 . 1 . 2 .  Ш л я х  н е к о в а л е н т н о ї  
м о д и ф і к а ц і ї  
Регуляція за типом зворотного зв'язку. До складу ферментів 

окрім активного центру може входити інший центр − алостери-
чний, до якого можуть приєднуватись низькомолекулярні речо-
вини і змінювати активність ферментів. Алостеричний (або ре-
гуляторний) центр − це ділянка молекули ферменту, з якою 
зв'язуються низькомолекулярні речовини-ефектори (активатори 
або інгібітори) (рис. 3.3). Їхня структура відрізняється від струк-
тури субстрату. Приєднуючись до алостеричного центру, ефек-
тори можуть змінювати третинну або четвертинну структуру 
молекули ферменту й, відповідно, структуру активного центру, 
викликаючи збільшення чи зменшення його активності. Таким 
чином, зв'язування ферменту з ефектором в одній ділянці білка 
викликає зміну структури і, відповідно, активності − в іншій. 

 

- Алостеричний активатор 

 
 
 
  
 - Субстрат  
 
- Алостеричний інгібітор  

 
Рис.3.3. Схема модифікації ферменту активатором, 

субстратом та інгібітором: 
S − субстрат, Р1, Р2, Р3 − продукти реакції) 
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Активатори збільшують активність ферментів, а інгібітори 
зменшують. Часто біохімічний процес складається з декількох 
стадій, які каталізуються своїми ферментами. У таких системах 
хоча б один фермент є регуляторним – він визначає швидкість 
усіх наступних реакцій. Регуляторні ферменти під дією ефекто-
рів здатні вмикати та вимикати цілі ланцюги реакцій метаболіз-
му. Сполуки, що діють як інгібітори цих ферментів, звичайно є 
кінцевими продуктами всього ланцюга реакцій. Систему регу-
ляції цього типу, коли надлишок продукту однієї з послідовних 
реакцій біохімічного шляху інгібує активність ферменту однієї з 
більш ранніх стадій, блокуючи цю і всі наступні стадії, назива-
ють інгібуванням за типом зворотного зв'язку. Таким чином, 
накопичення надлишку продукту призводить до гальмування 
його біосинтезу. 

 
3 . 3 . 1 . 3 .  І н г і б у в а н н я  ф е р м е н т і в  
Розрізняють оборотне та необоротне інгібування ферментів. 
Інгібування є необоротним, якщо інгібітор необоротно зв'язу- 

ється з ферментом (утворений комплекс {субстрат-інгібітор} не 
розпадається). Багато інгібіторів необоротно зв'язуються з фер-
ментами, змінюючи їхню структуру. Цим пояснюється токсична 
дія іонів металів: Hg2+, Zn2+: 

 
Е–SH + Ag+ → E–S–Ag + H+ 

 
Оборотне інгібування може бути конкурентним і неконкуре-

нтним (рис. 3.4). 
 

 

А 

Б
Е

 
 

Рис. 3.4. Схема конкурентного (А) 
і неконкурентного (Б) інгібування: 

Е – фермент, S – субстрат, І – інгібітор. 

Ви
да
вн
ич
о-п
ол
ігр
аф
ічн
ий

 це
нт
р 

"Ки
ївс
ьки
й у
нів
ер
си
те
т".

 

Ве
рс
ія 
не

 дл
я д
ру
ку



 

 161 

Конкурентне інгібування 
 

Конкурентне інгібування спостерігається, коли інгібітор і 
субстрат мають схожі структури і конкурують за зв'язування 
з активним центром ферменту. Якщо до ферменту Е додати кон-
курентний інгібітор І та субстрат ш, то одночасно утворю- 
ється два комплекси: {фермент-інгібітор} (ЕІ) і {фермент-
субстрат} (ES). Утворення комплексу ЕІ не призводить до утво-
рення продуктів реакції: 

 
E + S → ES → P + E 

 

Е + І → ЕІ → не утворюються продукти реакції 
 

Швидкість реакції зменшується, тому що при приєднанні ін-
гібітора до активного центру субстрату зменшується число ак-
тивних центрів ферменту, здатних взаємодіяти з природним 
субстратом. Оскільки конкурентний інгібітор зв'язується зворо-
тно з ферментом, то зменшити його дію можна, збільшуючи 
концентрацію субстрату, оскільки при цьому збільшується віро-
гідність зв'язування ферменту із субстратом. 

 
Неконкурентне інгібування 

 

Неконкурентне інгібування спостерігається, коли інгібітор і 
фермент не схожі за структурою, й інгібітор приєднується до 
регуляторного центру ферменту. При цьому утворюється по-
трійний комплекс: {фермент-інгібітор-субстрат}, який не при-
зводить до утворення продуктів реакції. У даному типі інгібу-
вання вплив інгібітора не можна подолати збільшенням 
концентрації субстрату. 

 
3 . 3 . 1 . 4 .  Р е г у л я ц і я  ш л я х о м  з м і н и  
і н т е н с и в н о с т і  б і о с и н т е з у  ф е р м е н т і в  
Розглянуті раніше способи зміни швидкості перебігу реакції 

спрямовані на зміну активності вже наявних ферментів. Існує  й 
інший спосіб регуляції − зміна вмісту ферментів. В організмі є 
речовини, які, приєднуючись до промоторів певних генів, мо-
жуть змінювати швидкість біосинтезу відповідних білків-
ферментів: спостерігається або посилення біосинтезу ферментів 
(індукція генів), або гальмування (репресія генів). 
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3 . 3 . 1 . 5 .  К о м п а р т м е н т а л і з а ц і я  
( в і д о к р е м л е н н я ,  в і д с і к а н н я )  
у  к л і т и н і  
Цей спосіб регуляції характерний тільки для вищих форм 

живих організмів і дозволяє здійснювати найбільш складну ре-
гуляцію метаболізму. Він спрямований на зниження швидкості 
процесу за рахунок відокремлення субстратів від ферментів за 
допомогою мембрани. Перенесення груп атомів і субстратів 
здійснюється за рахунок човникових механізмів, що переводять 
субстрат у форму, яка здатна проникати через мембрану. Потім 
з іншого боку мембрани відбувається зворотне перетворення 
субстратів на початкову форму. 

 

3 . 3 . 2 .  І з о ф е р м е н т и  
Ізоферменти − це ферменти, що каталізують одну й ту са-

му реакцію, але відрізняються один від одного за амінокисло-
тним складом, порядком зв'язування амінокислот, електрофо-
ретичною рухливістю, КМ, локалізацією у клітині й органі. 
Ізоферменти виконують однакові біологічні функції, але з 
різною ефективністю. 

Наприклад, лактатдегідрогеназа (ЛДГ) − олігомер, що скла-
дається з 4 протомерів одного чи двох типів, які позначаються: 
Н (heart, серце) і М (muscle, м'язи). ЛДГ існує у п'яти формах, 
які легко розділяються за допомогою електрофорезу. П'ять ізо-
ферментів ЛДГ мають наступний поліпептидний склад: ЛДГ1 − 
Н4; ЛДГ2 − Н3М; ЛДГ3 − Н2М2; ЛДГ4 − Н3М; ЛДГ5 − М4. Різні 
тканини людини мають свої характерні ізоферментні спектри. 
У серцевому м'язі та нирках найвищими є активності ізофермен-
тів ЛДГ1 і ЛДГ2, у печінці та скелетних м'язах − ЛДГ5, у селезін-
ці, підшлунковій залозі, надниркових залозах − ЛДГ3. 

Лактатдегідрогеназа каталізує обернене відновлення пірови-
ноградної кислоти (ПВК) до молочної (лактат), у якому роль 
відновника відіграє НАДН + Н+: 

 
Піруват + НАДН + Н+ ↔ Лактат + НАД+
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У тканинах, у яких переважає аеробний розпад глюкози, при-
сутні звичайно ЛДГ1 і ЛДГ2, для яких є характерною низька 
спорідненість до пірувату, і тому вони не можуть ефективно 
конкурувати за піровиноградну кислоту з піруватдегідрогеназ-
ним комплексом. У результаті піровиноградна кислота піддаєть-
ся переважно окисному декарбоксилюванню й ацетил-КоА, що 
утворюється у цій реакції, "згоряє" у циклі трикарбонових кис-
лот. У тканинах, де домінує анаеробний гліколіз, присутні ізо-
ферменти з високою спорідненістю до пірувату: ЛДГ4 і ЛДГ5. 
У цих тканинах піруват витрачається переважно у лактатдегід-
рогеназній реакції. 

 

3 . 3 . 3 .  Е н з и м о д і а г н о с т и к а  
Ензимодіагностика – це використання визначення активнос-

тей ферментів у біологічних рідинах та (або) тканинах з метою 
встановлення діагнозу або спостереження за перебігом лікуван-
ня захворювання. Найчастіше ензимодіагностика працює із фе-
рментами, які можна віднести до однієї з наступних груп: 

• індикаторні; 
• органогенні; 
• екскреторні; 
• секреторні; 
За нормальних умов активність більшості ферментів у сиро-

ватці крові є відносно невеликою в порівнянні з їхньою активні-
стю у тканинах (це так звані нефункціональні ферменти крові, 
які працюють всередині клітин – ферменти гліколізу, переамі-
нування тощо). При ураженнях органів і тканин, які супрово-
джуються порушенням цілісності мембран клітин і виходом із 
них ферментів у кров'яне русло, відбувається збільшення їхньої 
активності. Такі ферменти належать до індикаторних. Напри-
клад, під час інфаркту міокарда підвищується активність ферме-
нтів: аспартатамінотрансферази, креатинкінази; при захво- 
рюваннях кісток − кісткової ізоформи лужної фосфатази; при 
захворюваннях печінки − аланінамінотрансферази. Зростання 
активності цих ферментів у плазмі крові у цілому свідчить про 
наявність цитолітичних процесів у тканинах. 
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Прикладом органогенних ферментів є глюкокіназа і аргіназа 
печінки. Подібно до індикаторних ферментів, вони теж викону-
ють свої функції всередині клітин, але клітин виключно одного 
органа (у випадку зазначених ензимів – у гепатоцитах) і, отже,  
у плазмі крові в нормі відсутні, а поява їхньої активності свід-
чить про руйнування клітин саме цього органа. 

Ще одна група ферментів, до яких належать лужна фосфатаза 
печінки, лейцинамінопептидаза тощо – це ензими, які у нормі 
видаляються у складі жовчі, тому зростання їхньої активності у 
крові свідчить про порушення утворення і (або) секреції жовчі, 
тобто про явище холестазу (так звані екскреторні, або холеста-
тичні, ферменти), і завжди супроводжується зростанням вмісту 
у плазмі крові загального білірубіну й жовчних кислот – інших 
обов'язкових компонентів жовчі. 

Інші ферменти – зокрема, протеази, залучені у зсідання 
крові – синтезуючись у печінці, надалі функціонують у плазмі 
(функціональні ферменти плазми крові). Такі ферменти назива-
ють секреторними – зниження їхньої активності в крові найчас-
тіше свідчить про порушення процесів їхнього синтезу, зокрема 
внаслідок порушень функцій печінки. 

 

3 . 3 . 4 .  С п а д к о в і  п о р у ш е н н я  
( е н з и м о п а т і ї )  
Ензимопатії − захворювання, що характеризуються пору-

шенням вмісту того чи іншого ферменту в організмі. Вони кла-
сифікуються на: 

1) спадкові, пов'язані з повним порушенням біосинтезу де-
якого ферменту; 

2) токсичні, пов'язані з вибірковим пригніченням активності 
окремих ферментів; 

3) аліментарні, викликані дефіцитом вітамінів, білків, мікро-
елементів, розбалансованістю харчування; 

4) ензимопатії, викликані порушенням нейрогуморальної 
регуляції, пов'язані зі змінами внутрішньоклітинної організації 
ферментативних процесів. 

В основі фенілкетонурії лежить вроджений дефект ферменту 
фенілаланінгідроксилази: порушене утворення тирозину з фені-
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лаланіну. Перетворення фенілаланіну відбувається за іншим 
шляхом – із утворенням фенілпіровиноградної, фенілмолочної і 
фенілоцтової кислоти, які у великій кількості виділяються із 
сечею. Дефіцит тирозину гальмує біосинтез його похідного − 
норадреналіну − медіатора нервової системи, це призводить до 
подальшого ураження головного мозку та розумових відхилень. 

При нестачі вітамінів теж можуть виникати порушення, 
оскільки, якщо той чи інший вітамін не надходить з їжею, не 
утворюється відповідний кофермент, і фермент залишається 
неактивним. 

 

3 . 3 . 5 .  Е н з и м о т е р а п і я  
Застосування ферментів із терапевтичною метою використо-

вувалося давно. Ще в минулому столітті після відкриття пепси-
ну його стали використовувати для лікування диспепсії (пору-
шення травлення) і виразок, що важко гояться.  

Фібринолізин використовують при лікуванні ран, що не 
гояться, пролежнів, для розсмоктування тромбів у хворих на 
тромбоз. 

Фермент лідаза використовується після операцій для запо-
бігання утворенню грубих рубців. Крім того, даний фермент 
викликає деполімеризацію мукополісахаридів, що веде до 
збільшення проникності тканин і стінок судин. Його викорис-
товують для полегшення проникнення ліків через міжклітин-
ну субстанцію при лікуванні процесів, пов'язаних із розрос-
танням сполучної тканини. 

Серед інгібіторів ферментів використовується трасилол − пре-
парат, який отримують із привушної залози великої рогатої худо-
би. Так, за гострого панкреатиту безпосередньо в протоках під-
шлункової залози спостерігається передчасне перетворення 
трипсиногену на трипсин, який діє на тканину й у великій кілько-
сті надходить у кров. Трасилол − інгібітор протеолітичних фер-
ментів − є ефективним при лікуванні гострих панкреатитів. У наш 
час все більш поширеним стає препарат вобензим, який рекомен-
дують при запальних процесах. Він є комплексом гідролітичних 
ферментів тваринного та рослинного походження: трипсину, хі-
мотрипсину, амілази, урокінази. Природні ензими, що містяться 
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у цьому препараті, діють у широкому спектрі захворювань. Вони 
сприяють ліквідації порушень кровопостачання, запобігають ви-
никненню атеросклерозу. Вважають, що під час перенаванта-
жень, при захворюваннях організму недостатньо тієї кількості 
ферментів, яку він виробляє. Приймаючи вобензим, хворий ком-
пенсує цю нестачу ферментів, допомагає організму. 

 
Лабораторна робота № 3.4 
Вивчення регуляції активності ферментів 
 

Дослід 1.  Вплив активаторів та інгібіторів 
на активність амілази слини 
Активатором амілази є NaCl, а інгібітором – CuSO4. 

Вплив цих речовин на активність амілази визначають за сту-
пенем гідролізу крохмалю під впливом ферменту за наявніс-
тю NaCl і CuSO4. 

Матеріали та реактиви. Розчин слини, 0,5 %-й розчин  кро-
хмалю, 0,1 %-й розчин йоду в 0,2 %-му розчині йодиду калію, 
1 %-й розчин NaCl, 1 %-й розчин CuSO4. 

Обладнання. Штатив із пробірками, піпетки, крапельниці, 
термостат. 

 

Хід роботи: 
Готують три пробірки. У першу наливають 2,5 мл води, 

у другу − 2 мл води та 0,5 мл розчину хлориду натрію, у третю − 
2 мл води та 0,5 мл розчину сульфату міді. В усі пробірки дода-
ють по 2,5 мл розчину слини, перемішують, вносять по 2,5 мл 
розчину крохмалю, потім знову перемішують і ставлять у тер-
мостат за температури 38 °С. 

Через 5 хв додають по п'ять крапель розчину йоду. Спостері-
гають забарвлення залежно від ступеня розщеплення крохмалю 
амілазою. У першій пробірці з'являється фіолетове або червоно-
буре забарвлення, у другій пробірці, де іони хлору відіграють 
роль активатора, з'являється жовте забарвлення, а в третій про-
бірці, де іони міді гальмують дію амілази, забарвлення зали-
шиться синім. Якщо описаної картини не спостерігається, то 
дослід повторюють через 10 хв. 
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Записують до зошита отримані спостереження. Роблять ви-
сновки про характер впливу хлориду натрію і сульфату міді на 
активність амілази. 

 

Дослід 2. Інгібування активності трипсину трасилолом 
Трасилол − поліпептид, виділений з привушних залоз великої 

рогатої худоби. Він інгібує ряд протеолітичних ферментів: три-
псин, фібринолізин, хімотрипсин. 

Препарат використовується для лікування гострого панкреа-
титу. Терапевтична дія трасилолу пояснюється наступним чи-
ном. Протеолітичні ферменти, що виділяються підшлунковою 
залозою, у фізіологічних умовах знаходяться в неактивному 
стані й активуються лише під час надходження до кишечнику. 
При панкреатитах різні порушення призводять до виділення у 
протоки підшлункової залози ферментів в активній формі, що 
викликає самоперетравлення такої залози. Антиферментна дія 
трасилолу запобігає самоперетравленню залози. 

Матеріали та реактиви. 1 %-й розчин казеїну, фосфатний 
буфер із рН = 7,8, розчин трипсину (5 × 10–4 – % у 0,005 н. HCl), 
розчин трасилолу, 10 %-й розчин ТХО, 0,5 н. розчин гідроксиду 
натрію, фенольний реактив (Фоліна). 

Обладнання. Штатив із пробірками, піпетки, термостат, го-
динник, фільтрувальний папір, лійки для фільтрування. 

 

Хід роботи: 
1. У трьох пробірках готують інкубаційні суміші: 
пробірка № 1 − інкубаційна суміш без інгібітора; 
пробірка № 2 − інкубаційна суміш з інгібітором; 
пробірка № 3 − контрольна проба. 
До всіх трьох пробірок додають по 1 мл 1 %-го розчину казе-

їну, 1,5 мл фосфатного буфера з рН = 7,8; 0,5 мл розчину трип-
сину (5 × 10–4 %-й розчин у 0,005 н. HCl). Крім того, до пробірки 
№ 2 додають 1 мл розчину трасилолу, а до пробірки № 3 − 3 мл 
10 %-го розчину ТХО. 

2. Проби ретельно перемішують та інкубують у термостаті 
при 37 ºС протягом 20 хв. Потім у перші дві пробірки доли-
вають по 3 мл 10 %-го розчину ТХО, перемішують і через 
5−10 хв фільтрують. 
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3. Готують три пробірки, у кожну наливають по 5 мл 0,5 н. 
розчину гідроксиду натрію, 2,5 мл фільтрату та 0,5 мл фено-
льного реактиву (Фоліна). Вміст пробірок швидко перемішу-
ють, з'являється синє забарвлення. Порівнюють забарвлення 
пробірок візуально. 

Записують результати спостережень і висновки до робо-
чого зошита. 

 
Лабораторна робота № 3.5 
Визначення лактатдегідрогеназної активності 
сироватки крові 
 

Дослід 1. Визначення загальної лактатдегідрогеназної 
активності сироватки крові 
(кінетичний УФ-метод із використанням набору реактивів) 
УФ-метод базується на проведенні реакції: 
 

           ЛДГ 
Піруват + НАДН + Н+   →    Лактат + НАД+

 
 
Піруват перетворюється на лактат із одночасним окисненням 

НАДН. Швидкість зменшення абсорбції при 340 нм, що зумов-
лене окисненням НАДН, прямо пропорційна лактатдегідрогена-
зній активності у пробі. Нормальні величини даного показника 
у дорослих наведено у табл. 3.2. 

 
Таблиця  3.2. Нормальні величини загальної 

лактатдегідрогеназної активності сироватки крові 
 

Температура 25 °С 30 °С 37 °С 

МОд/л  120–240 160–320  225–450 
мккат/л 2–4 2,67–5,33 3,75–7,5 

 
Матеріали та реактиви. Сироватка крові; буферний роз-

чин (Р1) рН 7,4 ± 0,2 (містить трис (62,5 ± 3,125) ммоль/л, піру-
ват (1,5 ± 0,075) ммоль/л, ЕДТО (6,25 ± 0,3125) ммоль/л); стабі-
лізуючий розчин гідроксиду натрію (0,01 Н); субстрат НАДН. 
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Обладнання. Штатив із пробірками, піпетки, фотоелектро-
колориметр (довжина хвилі 334, 340 або 365 нм), кювети за-
втовшки 10 мм. 

 

Хід роботи: 
1. Приготування робочих розчинів.  Розчин субстра-

ту (Р2) – розчиняють уміст пробірки із НАДН у флаконі із стабі-
лізуючим розчином. Монореактив (Р1 + Р2) – змішують 4 части-
ни буферного розчину (Р1) із 1 частиною розчину субстрату (Р2). 

2. Проведення аналізу.  Перед проведенням аналізу кюве-
ту і робочі розчини нагрівають до необхідної температури про-
тягом 5 хв. При вимірюванні оптичної густини необхідно під-
тримувати постійну температуру (± 0,5 °С). 

А) Запуск реакції субстратом – проведення аналізу здійсню-
ють згідно зі схемою, наведеною в табл. 3.3. 

 
Таблиця 3.3. Схема проведення визначення загальної 

лактатдегідрогеназної активності сироватки крові 
за умов запуску реакції субстратом 

 
Температура 25 °С або 30 °С 37 °С 
Піпетувати, мкл макро мікро макро мікро 
Буферний розчин (Р1) 4000 1000 4000 1000 

Інкубувати 5 хв, потім додати 
Зразок 100 20 50 10 

Перемішати, інкубувати 1 хв, потім додати 
Розчин субстрату (Р2) 1000 250 1000 250 

 
Б) Запуск реакції зразком – проведення аналізу здійснюють 

згідно зі схемою, наведеною в табл. 3.4. 
 

Таблиця  3.4. Схема проведення визначення загальної 
лактатдегідрогеназної активності сироватки крові 

за умов запуску реакції зразком 
 

Температура 25 °С або 30 °С 37 °С 
Піпетувати, мкл макро мікро макро мікро 
Монореактив (Р1 + Р2) 5000 1000 5000 1000 

Інкубувати 5 хв, потім додати 
Зразок 100 20 50 10 
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В обох випадках перемішують, через 1 хв вимірюють зміну 
екстинції з інтервалом 1 хв протягом 3 хв. відносно повітря або 
дистильованої води. Розраховують середню зміну екстинції за 
1 хв (∆Е/хв.), результати записують у табл. 3.5. 

 
Таблиця  3.5. Результати вимірювання екстинції розчинів 

при проведенні визначення загальної лактатдегідрогеназної 
активності сироватки крові 

 

Запуск реакції субстратом 
1хв Е1 = 
2хв Е2 = 
3хв Е3 = 

Середня ∆Е/хв = (Е1 + Е2 + Е3)/3 = 
Запуск реакції зразком 

1хв Е1 = 
2хв Е2 = 
3хв Е3 = 

Середня ∆Е/хв = (Е1 + Е2 + Е3)/3 = 
 
3. Розрахунок 
А) Для отримання результатів у МО/л множать ∆Е/хв на кое-

фіцієнт із табл. 3.6. 
 

Таблиця  3.6. Коефіцієнти для розрахунку загальної 
лактатдегідрогеназної активності сироватки крові у МО/л 

 
Запуск реакції 

субстратом 25 °С чи 30 °С 37 °С 

Довжина хвилі, нм макро мікро макро мікро 
340 
334 
365 

  8095 
  8250 
15000 

10080 
10275 
18675 

16030 
16345 
 29705 

20000 
20390 
37060 

Запуск реакції 
зразком 25 °С чи 30 °С 37 °С 

Довжина хвилі, нм макро або мікро макро або мікро 
340 
334 
365 

  8095 
  8250 
15000 

16030 
16345 
 29705 
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Б) Для отримання результатів у мккат/л множать ∆Е/хв на 
коефіцієнт із табл. 3.7. 

 
Таблиця  3.7. Коефіцієнти для розрахунку загальної 

лактатдегідрогеназної активності сироватки крові у мккат/л 
 

Запуск реакції 
субстратом 25 °С чи 30 °С 37 °С 

Довжина хвилі, нм макро мікро макро мікро 
340 
334 
365 

134,92 
137,50 
250,00 

   168,0 
171,25 
311,25 

267,17 
272,42 
495,08 

333,33 
339,83 
617,67 

Запуск реакції 
зразком 25 °С чи 30 °С 37 °С 

Довжина хвилі, нм макро або мікро макро або мікро 
340 
334 
365 

134,92 
137,50 
250,00 

267,17 
272,42 
495,08 

 

Порівнюють отримані показники із фізіологічною нормою, 
роблять висновки. 

 
Дослід 2. Визначення ензиматичної активності 
ізоферментних форм лактатдегідрогенази сироватки крові 
ЛДГ1 і ЛДГ2 як α-гідроксибутиратдегідрогенази 
(кінетичний УФ-метод із використанням набору реактивів) 
УФ-метод базується на проведення наступної реакції: 
 

                                               α-ГБДГ  
                                         (ЛДГ1 і ЛДГ2) 

2-оксобутират + НАДН + Н+      →     2-гідроксибутират + НАД+  
 
α-ГБДГ – це ізоферменти ЛДГ, які як додатковий субстрат 

використовують 2-оксобутират (ЛДГ-1 і, меншою мірою, ЛДГ2). 
У ході реакції 2-оксобутират перетворюється на 2-гідро- 
ксибутират з одночасним окисненням НАДН. Швидкість змен-
шення абсорбції при 340 нм, що зумовлене окисненням НАДН, 
прямо пропорційна ензиматичній активності α-гідро 
ксибутиратдегідрогенази (α-ГБДГ), а, отже, й ЛДГ-1 і ЛДГ2 
у пробі. Нормальні величини даного показника у дорослих на-
ведено у табл. 3.8. 
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Таблиця  3.8. Нормальні величини ензиматичної 
активності α-гідроксибутиратдегідрогенази 

(ізоферментних форм лактатдегідрогенази ЛДГ1 і ЛДГ2) 
сироватки крові 

 

Температура 25 °С 30 °С 37 °С 
МО/л    55–140  65–165  72–182 
мккат/л 0,92–2,33 1,08–2,75 1,20–3,03 

 
Матеріали та реактиви. Сироватка крові; буферний розчин 

(Р3) рН 7,4 ± 0,2 (містить трис (62,5 ± 3,125) ммоль/л, 2-оксобу- 
тират (3,750 ± 0,075) ммоль/л, ЕДТО (6,25 ± 0,3125) ммоль/л); 
стабілізуючий розчин гідроксиду натрію (0,01 Н); субстрат НАДН. 

Обладнання. Штатив із пробірками, піпетки, фотоелектро-
колориметр (довжина хвилі 334, 340 або 365 нм), кювети за-
втовшки 10 мм. 

 

Хід роботи: 
1. Приготування робочих розчинів.  Розчин субстрату 

(Р2) – розчиняють уміст пробірки із НАДН у флаконі із стабілі-
зуючим розчином. Монореактив (Р3 + Р2) – змішують 4 частини 
буферного розчину (Р3) із 1 частиною розчину суб страту (Р2). 

2. Проведення аналізу.  Перед проведенням аналізу кюве-
ту і робочі розчини нагрівають до необхідної температури про-
тягом 5 хв. При вимірюванні оптичної густини необхідно під-
тримувати постійну температуру (± 0,5 °С). 

А) Запуск реакції субстратом – проведення аналізу здійсню-
ють згідно зі схемою, наведеною в табл. 3.9. 

 
Таблиця 3.9. Схема проведення визначення ензиматичної 

активності α-гідроксибутиратдегідрогенази 
(ізоферментних форм лактатдегідрогенази ЛДГ1 і ЛДГ2) 

сироватки крові за умов запуску реакції субстратом 
 

Температура 25 °С або 30 °С 37 °С 
Піпетувати, мкл макро мікро макро мікро 
Буферний розчин (Р3) 4000 1000 4000 1000 

Інкубувати 5 хв, потім додати 
Зразок 100 20 50 10 

Перемішати, інкубувати 1 хв, потім додати 
Розчин субстрату (Р2) 1000 250 1000 250 
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Б) Запуск реакції зразком – проведення аналізу здійснюють 
згідно зі схемою, наведеною в табл. 3.10. 

 
Таблиця  3.10. Схема проведення визначення ензиматичної 

активності α-гідроксибутиратдегідрогенази 
(ізоферментних форм лактатдегідрогенази ЛДГ1 і ЛДГ2) 

сироватки крові за умов запуску реакції зразком 
 

Температура 25 °С чи 30 °С 37 °С 
Піпетувати, мкл макро мікро макро мікро 
Монореактив (Р3 + Р2) 5000 1000 5000 1000 

Інкубувати 5 хв, потім додати 
Зразок 100 20 50 10 

 
В обох випадках перемішують, через 1 хв вимірюють зміну 

екстинції з інтервалом 1 хв протягом 3 хв. відносно повітря або 
дистильованої води. Розрахують середню зміну екстинції за 1 хв 
(∆Е/хв), результати записують у табл. 3.11. 

 
Таблиця  3.11. Результати вимірювання екстинції розчинів 

при проведенні визначення ензиматичної 
активності α-гідроксибутиратдегідрогенази 

(ізоферментних форм лактатдегідрогенази ЛДГ1 і ЛДГ2) 
сироватки крові 

 
Запуск реакції субстратом 

1хв Е1 = 
2хв Е2 = 
3хв Е3 = 

Середня ∆Е/хв = (Е1 + Е2 + Е3)/3 = 
Запуск реакції зразком 

1хв Е1 = 
2хв Е2 = 
3хв Е3 = 

Середня ∆Е/хв = (Е1 + Е2 + Е3)/3 = 
 
3. Розрахунок. 
А) Для отримання результатів у МО/л множать ∆Е/хв на кое-

фіцієнт із табл. 3.12. 
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Таблиця  3.12. Коефіцієнти для розрахунку ензиматичної 
активності α-гідроксибутиратдегідрогенази 

(ізоферментних форм лактатдегідрогенази ЛДГ1 і ЛДГ2) 
сироватки крові у МО/л 

 
Запуск реакції 

субстратом 25 °С чи 30 °С 37 °С 

Довжина хвилі, нм макро мікро макро мікро 
340 
334 
365 

  8095 
  8250 
15000 

10080 
10275 
18675 

16030 
16345 
 29705 

20000 
20390 
37060 

Запуск реакції 
зразком 25 °С чи 30 °С 37 °С 

Довжина хвилі, нм макро або мікро макро або мікро 
340 
334 
365 

  8095 
  8250 
15000 

16030 
16345 
 29705 

 
Б) Для отримання результатів у мккат/л множать ∆Е/хв на 

коефіцієнт із табл. 3.13. 
 

Таблиця  3.13. Коефіцієнти для розрахунку ензиматичної 
активності α-гідроксибутиратдегідрогенази 

(ізоферментних форм лактатдегідрогенази ЛДГ1 і ЛДГ2) 
сироватки крові в мккат/л 

 
Запуск реакції 

субстратом 25 °С чи 30 °С 37 °С 

Довжина хвилі, нм макро мікро макро мікро 
340 
334 
365 

134,92 
137,50 
250,00 

   168,0 
171,25 
311,25 

267,17 
272,42 
495,08 

333,33 
339,83 
617,67 

Запуск реакції 
зразком 25 °С чи 30 °С 37 °С 

Довжина хвилі, нм макро або мікро макро або мікро 
340 
334 
365 

134,92 
137,50 
250,00 

267,17 
272,42 
495,08 

 
Порівнюють отримані показники із фізіологічною нормою, 

роблять висновки. 
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КОНТРОЛЬНІ ЗАПИТАННЯ 
 

1. У чому суть активації ферментів шляхом ковалентної модифіка-
ції? Приклади. 

2. Який механізм активації ферментів шляхом нековалентної 
модифікації? Приклади. 

3. У чому суть зміни активності ферментів шляхом компартмен- 
талізації? 

4. Що називають ізоферментами? Приклади. 
5. Принцип методу виявлення інгібування трипсину трасилолом. 
 
 

3.4. КІНЕТИКА БІОХІМІЧНИХ 
ФЕРМЕНТАТИВНИХ РЕАКЦІЙ. 

РІВНЯННЯ МІХАЕЛІСА – МЕНТЕН 
 

3 . 4 . 1 .  М е х а н і з м и  д і ї  ф е р м е н т і в  
Механізм дії кожного ферменту унікальний, але є загальні 

риси у функціонуванні ферментів, які полягають у наступному: 
– висока вибірковість дії ферменту забезпечується тим, що 

субстрат зв'язується в активному центрі ферменту в декількох 
місцях, і це виключає помилки; 

– активний центр міститься в ніші третинної конформації пове-
рхні ферменту й має комплементарну субстратну конфігурацію. 
У результаті субстрат оточений функціональними групами актив-
ного центра ферменту й віддалений від водного середовища. 

У процесі ферментативної реакції утворюється ферментно-
субстратний комплекс (рис. 3.5). Субстрат зв'язується з фермен-
том в активному центрі, який створюється певною просторовою 
конфігурацією поліпептидного ланцюга (або поліпептидних 
ланцюгів), що зближує бічні групи деяких амінокислот (СЕР, 
ГІС, ТИР й інші). Субстрат сполучається з активним центром 
у декількох точках; комплекс, що утворився таким чином, не-
стабільний і після перебігу хімічної реакції розщеплюється з 
утворенням продуктів і вільного ферменту. 

Ви
да
вн
ич
о-п
ол
ігр
аф
ічн
ий

 це
нт
р 

"Ки
ївс
ьки
й у
нів
ер
си
те
т".

 

Ве
рс
ія 
не

 дл
я д
ру
ку



 

 176 

 Фермент   Субстрат        Активний комплекс      Фермент   Продукт  
 

Рис. 3.5. Схема утворення 
ферментно-субстратного комплексу 

 
Бічні ланцюги амінокислот, що утворюють активний центр, 

здатні до іонізації (кислоти), мають нуклеофільні (електронодо-
норні) або електрофільні (електроноакцепторні) властивості. 
Нуклеофільні групи можуть бути зв'язані з іонами металів (Мn+, 
Мg+, Zn+), які в деяких випадках є невід'ємною частиною фер-
ментів. Усі групи беруть участь у сорбції субстратів і перетво-
ренні їх на продукти.  

Механізм біохімічної ферментативної реакції можна уявити 
спрощено в загальному вигляді: 

 
1 2

1

K K

K
{ } ,E S ES E + P

−

+ ←→ →  

 
де Е − фермент; 

S − субстрат; 
{ЕS} − фермент-субстратний комплекс, реакція якого обо-

ротна й характеризується константами К1 і К−1 відповідно. 
Розпад ферментно-субстратного комплексу відбувається згі-

дно з рівнянням першого порядку, він практично необоротний 
і характеризується константою швидкості К2. Ця стадія процесу 
є більш повільною. 

При взаємодії ферменту із субстратом швидкість реакції 
поступово знижується з наближенням до стану рівноваги або 
руйнування ферменту. Графік залежності утворення продукту 
від часу проходження реакції наведено на рис. 3.6. 
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Рис. 3.6. Залежність утворення продукту 
від часу проходження реакції 

 
Залежність швидкості реакції (V) від концентрації субстра-

ту графічно відображається кінетичною кривою, за якою мо-
жна визначити початкову швидкість реакції (Vо). Існує пряма 
пропорційна залежність між Vо і концентрацією ферменту в 
реакційній суміші: для певної концентрації субстрату швид-
кість реакції зростає вдвічі при дворазовому збільшенні кон-
центрації ферменту. 

Графік залежності швидкості реакції від концентрації суб-
страту при фіксованій концентрації ферменту являє собою 
"прямокутну" гіперболу. Спочатку швидкість реакції прямо 
пропорційна концентрації субстрату [S] (кінетика "першого" 
порядку), а при збільшенні [S] швидкість поступово досягає 
максимального значення (Vmах) (рис. 3.7). Це означає, що всі 
сполучні ділянки ферменту зайняті (насичені) і швидкість 
можна збільшувати тільки додаванням ферменту. Таку криву 
називають кривою субстратного насичення (вигин кривої 
означає, що ми маємо справу зі змішаною кінетикою першого 
і нульового порядків. Наявність горизонтальної частини кри-
вої свідчить про те, що при збільшенні концентрації субстра-
ту (кінетика нульового порядку) подальшого збільшення 
швидкості не відбувається. 
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[S]
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1/2 V max 
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Рис. 3.7. Залежність швидкості реакції 
від концентрації субстрату 

 
Крива субстратного насичення надає можливість визначити 

константи рівноваги, які характеризують фермент-субстратну 
взаємодію за заданих рН і температури. Можемо умовно визна-
чити константу Міхаеліса (Кm) як концентрацію субстрату, за 
якої швидкість V дорівнює половині максимальної. Рівняння, що 
описує криву субстратного насичення, було запропоновано 
Л. Міхаелісом і М. Ментен і носить їхні імена – рівняння Міхае-
ліса – Ментен: 

 

max
m

[ ]
K [ ]

SV V
S

=
+

, (1) 

 
де V – швидкість даної реакції; 

Vmaх – максимальна швидкість реакції; 
[S] – концентрація субстрату; 
Кm – константа Міхаеліса. 
Константа Міхаеліса – Ментен (Km) характеризує константу 

дисоціації ферментно-субстратного комплексу і чисельно дорів-
нює концентрації субстрату (у моль/л), за якої швидкість даної 
реакції становить ½ від максимальної. Вона характерна для ко-
жної пари ферментно-субстратного комплексу. Рівняння Міхае-
ліса – Ментен виражає залежність швидкості біохімічної ферме-
нтативної реакції від концентрації субстрату. 
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3 . 4 . 2 .  А н а л і з  р і в н я н н я  М і х а е л і с а  –  
М е н т е н  
1) Якщо концентрація субстрату в реакції є низькою, тобто 

[S] << Km, то рівняння набуває вигляду: 
 

max
m

[ ]
K
SV V= ×  

 
Таким чином, при низьких концентраціях субстрату швид-

кість біохімічної реакції прямо пропорційна концентрації суб-
страту і описується рівнянням першого порядку. 

2) При високих концентраціях субстрату, тобто [S] >> Km, 
величиною Km можна знехтувати, тоді 
 

max
[ ]
[ ]
SV V
S

= × ;      maxVV =  

 
Таким чином, при високих концентраціях субстрату швид-

кість біохімічної реакції стає максимальною й описується рів-
нянням нульового порядку. 

З метою спрощення визначення величин Vmах і Кm рівняння 
Міхаеліса – Ментен можна лінеаризувати. Обернені величини 
обох частин рівняння (1) мають вигляд: 

 

m

max

K [ ]1
[ ]
S

V V S
+

=
×

, (2) 

 
Перетворивши і спростивши (2), одержимо рівняння і графік 

Лайунівера – Берка (рис. 3.8): 
 

m

max max

K1 1 1
[ ]V V S V

= × +  

 
Рівняння, що описує графік Лайунівера – Берка – це рівняння 

прямої лінії (у = mх + с), де 
oV

1  (у) і 
][

1
S

 (х) − змінні, m

max

K
V

 − на-

хил (m), 
max

1
V

 – координата (с) точки перетину прямої з віссю 
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ординат. Величину 
m

1
K

 можна визначити безпосередньо на гра-

фіку – це місце перетину з віссю абсцис. 
 

1
___ 

V 

1 
________ 

Vmax 

   1 
_   ______ 

   Km 

1 
___ 

[S] 

     α 

         Km 
tg α = _______ 

         Vmax 

 
 

Рис. 3.8. Графік Лайунівера – Берка 
 
Крім описаного тут графіка, у біохімічній кінетиці застосову-

ються й інші способи лінеаризації рівняння Міхаеліса – Ментен.  
 
3 . 4 . 3 .  К і л ь к і с н а  х а р а к т е р и с т и к а  
а к т и в н о с т і  ф е р м е н т у  
Одиниця ферментативної активності була введена в 1973 р. 

й одержала назву катал (кат). 1 кат відповідає кількості фермен-
ту, що здійснює за 1 с перетворення 1 моля субстрату. Оскільки 
1 кат дорівнює активності приблизно 1 кг чистого ферменту, то 
частіше активність ферменту виражають у мілі- або мікрокаталах.  

Міжнародна одиниця ферментативної активності МО пов'я-
зана з каталом наступними рівностями: 

 
1 кат = 1 моль субстрату·с–1

 = 60 моль·хв–1 = 
= 60·106 мкмоль·хв–1 = 6·107 МО, 

 

1 МО = 1 мкмоль·хв–1 = 1/60 мкмоль·с–1 = 
= 1/60 мккат = 16,67 нкат 
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У багатьох підручниках активність ферментів виражають 
у мікромолях субстрату, що перетворюються у продукт протя-
гом 1 хв за певних умов. 

Стандартною одиницею активності ферментів (U або од.) є 
кількість ферменту, яка каталізує утворення 1 мкмоль продукту 
за 1 хв. Питома активність ферментативного препарату вира-
жається в одиницях активності ферменту на 1 мг білка. Питома 
активність характеризує чистоту препарату. 

 
число молів перетвореного субстрату

число обертів 
хвилина

= ; 

 
кількість ферменту, що каталізує перетворення 1 мкмоля субстратуМО

хвилина
= ; 

число каталів
питома активність 

кількість активного білка, кг
= ; 

 
число каталів

молярна активність 
число молів ферменту

= . 

 
Для зручності в біохімічних та клінічних дослідженнях акти-

вності різних ферментів крові часто виражають у різних одини-
цях, наприклад: 

 

• α-амілаза − г/(год × л); 
• АсАТ, АлАТ, ЛГД, ХЕ, КФК, лужна фосфатаза − 

ммоль/(год × л); 
• трипсин − мкмоль/(год × мл). 
 
Лабораторна робота № 3.6 
Визначення активності ферментів 
 

Дослід 1.  Визначення амілазної активності слини 
за методом Вольгемута 
Метод Вольгемута грунтується на визначенні мінімальної кіль-

кості ферменту, яка здатна за певних умов повністю гідролізува-
ти 1 мл 0,1 %-го розчину крохмалю. Амілазна активність слини 
визначається кількістю 0,1 %-го розчину крохмалю, мл, яку 
може гідролізувати 1 мл нерозбавленої слини за темпера- 
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тури ~38 °С протягом 30 хв. У нормі амілазна активність стано-
вить 160–320. Метод Вольгемута широко застосовується у клі-
нічній практиці для визначення амілазної активності крові та 
сечі, у пивоварінні – солоду. Різке підвищення амілазної актив-
ності крові та сечі (в 10–30 разів) спостерігається при гострих 
панкреатитах, пухлинах підшлункової залози. 

Матеріали та реактиви. Слина, 0,1 %-й розчин крохмалю, 
0,1 %-й розчин йоду в 0,2 %-му розчині йодиду калію. 

Обладнання. Штатив із пробірками, піпетки, крапельниці, 
термостат. 

 

Хід роботи: 
У десять пробірок наливають по 1 мл дистильованої води. 

У першу додають 1 мл слини, перемішують, і 1 мл суміші пере-
носять у другу пробірку. Вміст цієї пробірки знову перемішу-
ють, 1 мл суміші переносять у третю пробірку й так до десятої. 
З останньої пробірки відбирають 1 мл суміші й виливають. 
Таким чином, у кожній наступній пробірці вміст ферменту вдві-
чі менший, ніж у попередній. Показники розведення слини 
у пробірках наведені в табл. 3.14. 

 
Таблиця  3.14. Показники розведення слини у пробірках 

для визначення амілазної активності методом Вольгемута 
 

№ пробірки Розведення 

0 (вихідна слина) 1:1 
1. 1:2 
2. 1:4 
3. 1:8 
4.   1:16 
5.   1:32 
6.   1:64 
7.     1:128 
8.     1:256 
9.     1:512 

10.       1:1024 
 
Далі в усі пробірки додають по 2 мл розчину крохмалю, пе-

ремішують і ставлять у термостат за температури 38 °С на 30 хв. 
Після інкубації пробірки охолоджують водопровідною водою 
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для припинення дії ферменту, додають по 2 краплі розчину йо-
ду, добре збовтують і спостерігають за зміною забарвлення. 

Під час реакції з йодом рідина забарвлюється в жовтий, ро-
жевий та фіолетовий кольори. Зазначають, за якого розведення 
відбувся повний гідроліз крохмалю з мінімальним вмістом фе-
рменту (пробірка з жовтуватим забарвленням рідини). Амілаз-
ну активність слини розраховують за кількістю 0,1 %-го роз-
чину крохмалю, мл, яку може гідролізувати 1 мл нерозведеної 
слини в цій пробірці. 

Наприклад, жовтуватий колір з'явився в четвертій пробірці, 
де слина розведена в 16 разів. Ця кількість слини може гідролі-
зувати 2 мл 0,1 %-го розчину крохмалю, а 1 мл нерозведеної 
слини за подібних умов: 

 

16
1  (розведення слини) – 2 мл (0,1 %-го розчину крохмалю) 

 
1 (нерозведена слина) – х мл (0,1 %-го розчину крохмалю) 

 
2 1 2 2 6 321 1
16 16

х ×
= = = × =

 
 
Отже, 1 мл нерозведеної слини може гідролізувати 32 мл 

0,1 %-го розчину крохмалю, тобто амілазна активність слини 
дорівнює 32. 

Записують у зошит результат спостережень, розрахунки 
і отримане число. 

 
Дослід 2.  Визначення каталазної активності слини 
за методом Баха 
Метод грунтується на визначенні кількості пероксиду вод-

ню, що залишилася після дії на нього каталази, титруванням 
розчином КМnO4 у кислому середовищі. Ця реакція відбува-
ється за рівнянням: 

 

2КМnO4 + 5Н2O2 + ЗН2SO4 → 2МnSO4 + К2SO4 + 8Н2O + 5O2 
 

Каталазну активність виражають у каталазних числах. Ката-
лазне число – це кількість мг Н2O2, яка розкладається 1 мл пре-
парату каталази. 
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Матеріали та реактиви. Препарат каталази – 20 г картоплі, 
нарізаної на шматки, розтирають у фарфоровій ступці з невели-
кою кількістю кварцового піску, настоюють у 100 мл води про-
тягом 30 хв і фільтрують, 10 %-й розчин Н2SO4, 0,1 %-й розчин 
Н2O2 на фосфатному буфері, pH 7,0 (35,0 мл 0,2 моль/л Nа2НРO4 
і 13,6 мл 0,2 моль/л NаН2РO4), 0,002 моль/л розчин КМnO4. 

Обладнання. Колби об'ємом 100 мл, піпетки, бюретки, термостат. 
 

Хід роботи: 
У дві колби наливають по 5 мл препарату каталази, в одну із 

них (контрольна проба) додають 3 мл розчину Н2SO4. Потім  
в обидві колби вносять по 10 мл розчину пероксиду водню та 
ставлять у термостат за температури 37  °С. Через 30 хв у другу 
колбу (досліджувана проба) додають 3 мл Н2SO4 і титрують 
вміст колб розчином КМnO4 до появи стійкого рожевого забарв-
лення від надлишку КМnO4. 

Зазначимо, що 1 мл 0,002 моль/л розчину КМnO4 відпо- 
відає 1,7 мг Н2О2. Каталазну активність визначають за кіль- 
кістю Н2O2 (мг), яка розкладається 1 мл препарату каталази,  
й розраховують за формулою: 

 
( )

5
B A f QC − × ×

= , 
 
де (В – А) – різниця результатів титрування контрольного та 
досліджуваного зразків 0,002 моль/л розчином КМnO4, мл; 

f – коефіцієнт поправки на титр 0,002 моль/л розчину КМnO4; 
Q – кількість пероксиду водню (1,7 мг), яка відповідає 1 мл 

0,002 моль/л КМnO4; 
5 – кількість мл препарату каталази, взятого для аналізу. 
Записують у зошит розрахунки і отримане число. 
 
Лабораторна робота № 3.7 
Вивчення кінетичних характеристик 
аскорбінатоксидази (за Аррігоні) 

 
Аскорбінатоксидаза каталізує реакцію окиснення аскор-

бінової кислоти до дегідроаскорбінової киснем повітря.  
Цей фермент широко розповсюджений у рослинному світі 
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(його висока активність виявлена у капусті, огірках, гарбузі, 
кабачках). Активність аскорбінатоксидази визначають за  
кількістю аскорбінової кислоти, перетвореної в дегідроформу 
1 г тканини за одиницю часу. 

 

 

  Аскорбінатоксидаза 

     О2                    2Н2О 

Аскорбінова кислота   Дегідроскорбінова кислота 

 
Дослід 1. Визначення активності аскорбінатоксидази 
Аскорбінова кислота має максимум поглинання світла при 

довжині хвилі 265 нм. Під дією ферменту вона окиснюється. 
Ступінь окиснення аскорбінової кислоти пропорційний актив-
ності ферменту, його можна визначити за зменшенням оптичної 
густини розчину. 

Матеріали та реактиви. Фосфатний буфер (рН 7,38), хлори-
стий калій (0,005 М розчин), сірчанокислий магній (MgSO4 ×  
× 7H2O; 0,005 М розчин), аскорбінова кислота (0,005 М розчин). 

Обладнання. Спектрофотометр, пробірки, піпетки, ступка 
з товкачиком, мірна колба на 50 мл, центрифуга або фільтру- 
вальний папір. 

 

Хід роботи: 
Наважку рослинної тканини (1 г) ретельно розтирають у сту-

пці з фосфатним буфером, після чого кількісно переносять 
у мірну колбу на 50 мл і доводять буфером до мітки, після чого 
центрифугують або фільтрують. 

У пробірку вносять 0,1 мл центрифугату або фільтрату  
(ферментна витяжка), 0,1 мл розчину хлористого калію, 0,1 мл 
розчину сірчанокислого магнію, 1 мл розчину аскорбінової кис-
лоти й 1,7 мл фосфатного буфера. Через 5 хв вимірюють оптич-
ну густину досліджуваної проби проти контрольної проби  
(3 мл фосфатного буфера) при довжині хвилі 265 нм. 
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Активність аскорбінатоксидази визначають у ммоль окисне-
ної аскорбінової кислоти за 1 хв 1 г тканини (ммоль/хв. • г) 
за формулою: 

 
       0,005 − С 
А = ____________ , 
        5 × 0,002  

 
де С – вміст аскорбінової кислоти, що залишилася у пробірці 
після дії ферменту, ммоль; 

0,005 – вміст аскорбінової кислоти, що вноситься у пробі-
рку, ммоль; 

5 – час інкубації; 
0,002 – кількість рослинної тканини, що міститься у фермен-

тній витяжці, г. 
Паралельно будують калібрувальну криву залежності оптич-

ної густини (Е1–Е5) від вмісту аскорбінової кислоти. Для цього 
готують стандартні розчини аскорбінової кислоти (табл. 3.15). 

 
Таблиця  3.15. Оптична густина стандартних розчинів 

аскорбінової кислоти 
 

№
 

пр
об

ір
ки

 

Об'єм 
аскорбінової 
кислоти, мл 

Об'єм 
буферної суміші, 

мл 

Вміст 
аскорбінової кислоти

у пробірці, ммоль 

Е 
(оптична 
густина) 

1         1           2 0,005 Е1 = 

2 0,8 2,2 0,004 Е2 = 

3 0,6 2,4 0,003 Е3 = 

4 0,4 2,6 0,002 Е4 = 

5 0,2 2,8 0,001 Е5 = 

Ко
нт

ро
ль

 

– 3 – – 
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Записують у зошит реакцію, яку каталізує аскорбінатокси-
даза, розрахунки аскорбінатоксидазної активності й отриманий 
результат. 

 

Дослід 2. Вивчення залежності активності 
аскорбінатоксидази від температури 
Матеріали та реактиви. Ферментна витяжка (див. дослід 1), 

фосфатний буфер (рН 7,38), хлористий калій (0,005 М розчин), 
сірчанокислий магній (MgSO4 × 7H2O; 0,005 М розчин), аскор-
бінова кислота (0,005 М розчин). 

Обладнання. Спектрофотометр, пробірки, піпетки, водяна ба-
ня, льодяна баня. 

 

Хід роботи: 
У три пробірки вносять реактиви для визначення активності 

ферменту, як було описано в досліді 1, та поміщують їх на інку-
бацію за різних температур: пробірку № 1 – при кімнатній темпе-
ратурі, пробірку № 2 – у киплячу водяну баню, пробірку № 3 – 
у лід. Через 5 хв вимірюють оптичні густини розчинів і, викори-
стовуючи калібрувальний графік, розраховують активність ас-
корбінатоксидази (як у досліді 1). 

Записують у зошит розрахунки аскорбінатоксидазної актив-
ності й отриманий результат, роблять висновок щодо впливу 
температури на активність даного ферменту. 

 

Дослід 3. Вивчення кінетичних параметрів  
аскорбінатоксидази 
Матеріали та реактиви. Ферментна витяжка (див. дослід 1), 

фосфатний буфер (рН 7,38), хлористий калій (0,005 М розчин), 
сірчанокислий магній (MgSO4 × 7H2O; 0,005 М розчин), аскор-
бінова кислота (0,005 М розчин). 

Обладнання. Спектрофотометр, пробірки, піпетки. 
 

Хід роботи: 
Визначають активність ферменту (див. дослід 1) за різних 

концентрації субстрату. Для цього готують реакційні суміші 
за табл. 3.16. 
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Таблиця  3.16. Приготування реакційних сумішей 
для визначення кінетичних параметрів аскорбінатоксидази 

 
№ пробірки 1. 2. 3. 4. 5. 
Ферментна витяжка, мл 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 
КС1, мл 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 
MgSO4 × 7H2O, мл 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 
Аскорбінова кислота, мл 1 0,8 0,6 0,4 0,2 
Фосфатний буфер, мл 1,7 1,9 2,1 2,3 2,5 
Вміст аскорбінової кислоти 
у пробірці, ммоль (С0) 

0,005 0,004 0,003 0,002 0,001 

 
Через 5 хв вимірюють оптичну густину кожної проби. Швид-

кість ферментативної реакції V, що каталізується аскорбінаток-
сидазою, визначають із використанням калібрувального графіка 
(як у досліді 1) за формулою: 

 
        С0 − С 
V = ____________ , 
       5 × 0,002  

 
С0 – вміст аскорбінової кислоти, що вноситься у пробірку, 

ммоль; 
С – вміст аскорбінової кислоти, що залишилася у пробірці пі-

сля дії ферменту, ммоль; 
5 – час інкубації; 
0,002 – кількість рослинної тканини, що міститься у фермен-

тній витяжці, г. 
Будують криві залежності швидкості ферментативної реакції 

V від концентрації субстрату (С0; на графіку позначити як S) 
у координатах Лайунівера – Берка (рис. 3.8) та визначають ос-
новні кінетичні характеристики ферменту (КМ і Vmax). 

Записують у зошит розрахунки швидкості ферментативної 
реакції за різних концентрацій субстрату (V), КМ і Vmax, роблять 
висновок щодо впливу концентрації субстрату на активність 
даного фермента. 
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КОНТРОЛЬНІ ЗАПИТАННЯ 
 

1. Що характеризує Km? Чому вона чисельно дорівнює? 
2. Якою є залежність величини Km від спорідненості ферменту до 

субстрату? 
3. Способи вираження каталітичної активності ферментів. 
4. Чим відрізняються "початкова" і "максимальна" швидкість 

реакції? 
5. Які є інші, окрім графіка Лайунівера – Берка, способи аналізу 

рівняння Міхаеліса – Ментен? 
 
 

ТЕСТОВІ ЗАВДАННЯ ДО РОЗДІЛУ 3 
 
Завдання 1 
 

Які фактори впливають на активність ферментів: 
1) значення рН; 
2) значення t ºС; 
3) зміна специфічності послідовності, яка визначає згортання 

ланцюгу, форму та функцію ферменту; 
4) рівень вільної енергії компонентів ферментативної реакції? 
 
Завдання 2 
 

Визначте клас ферментів (літери), які каталізують такі реакції: 
1) АЛА + тРНК + АТФ → АЛА-тРНК + АМФ + ФФ; 
2) ацетил-КоА + СО2 + АТФ → малоніл-КоА + АДФ + Н3РО4; 
3) 1,3-дифосфогліцерат + АДФ →3-фосфогліцерат + АТФ; 
4) ФЕН + НАДФН + Н+ → ТИР + НАДФ + Н2О; 
5) фосфодіоксіацетон → фосфогліцериновий альдегід; 
6) фруктозо-1,6-дифосфат → діоксіацетонфосфат + гліцераль- 

дегідфосфат; 
7) (глюкоза)n + Н3РО4 → глюкозо-1-фосфат + (глюкоза)n–1; 

а) оксидоредуктази; 
б) трансферази; 
в) гідролази; 
г) ліази; 
д) ізомерази; 
е) лігази. 
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Завдання 3 
 

Поясніть біохімічний сенс вимог (їх підкреслено), що вису-
ваються до зберігання та використання препаратів ферментів: 

1) розчинення сухого препарату дистильованою водою, що 
має кімнатну температуру; 

2) при розчиненні препарату перемішувати його слід дуже 
обережно, запобігаючи утворенню піни; 

3) зберігати розчин препарату треба за низьких температур; 
4) за необхідності довготривалого зберігання слід обов'язково 

висушувати препарат та запаювати його у скляні вакуумні 
ампули. 

 
Завдання 4 
 

Оберіть правильне визначення типів інгібування: 
А – конкурентне; Б – неконкурентне: 
1) інгібування, коли інгібітор і субстрат мають подібні 

структури; 
2) інгібітор приєднується до регуляторного центру ферменту; 
3) при утворенні комплексу фермент – субстрат реакція не 

відбувається; 
4) субстрат та інгібітор конкурують за зв'язування з активним 

центром ферменту; 
5)при утворенні комплексу фермент – інгібітор – субстрат 

реакція не відбувається; 
6) збільшуючи концентрацію субстрату, можна підвищити 

вірогідність зв'язування ферменту з інгібітором. 
 
Завдання 5 
 

Укажіть можливі функції металів у ферментативному каталізі: 
1) беруть участь у зв'язуванні ферменту із субстратом; 
2) сприяють утворенню комплементарної субстрату конфор-

мації активного центру; 
3) беруть участь у зв'язуванні ферменту з коферментом; 
4) стабілізують четвертинну структуру ферменту. 
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Завдання 6 
 

Різна швидкість проходження одного й того самого мета-
болічного шляху в різних органах може бути обумовлена різ-
ницею в певних властивостях і будові ферментів. Яка відпо-
відь є правильною: 

1) кількість ферментів; 
2) активність ферментів; 
3) ізоферментний склад; 
4) ферментний склад? 
 
Завдання 7 
 

Яке з перелічених визначень (цифри) відповідає певному 
типу специфічності дії ферментів (літери): 

1) фермент уреаза розщеплює тільки один субстрат – 
сечовину; 

2) фермент мальтаза гідролізує мальтозу та інші субстрати, 
до складу яких входить α-глікозидний зв'язок; 

3) фермент виявляє спорідненість тільки з однією стереоізо-
мерною формою субстрату: 
а) відносна групова специфічність; 
б) абсолютна специфічність; 
в) стереохімічна специфічність; 
г) абсолютна групова специфічність? 

 
Завдання 8 
 

Вивчення активності основного ферменту синтезу глікоге-
ну – глікогенсинтетази показало, що ензим активується шляхом 
відщеплення неорганічного фосфату від білкової молекули. 

А. Яка структура ферменту змінилась при активації: 
1) первинна; 
2) вторинна; 
3) третинна; 
4) четвертинна? 
Б. До якого виду регуляції відноситься шлях активації вище-

зазначеного ферменту: 
1) частковий протеоліз; 
2) фосфорилювання; 
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3) дефосфорилювання; 
4) асоціація – дисоціація субодиниць? 
 
Завдання 9 
 

У хворого з гастроентерологічною патологією, що має пони-
жену кислотність шлункового соку, є зниженою активність про-
теолітичного ферменту пепсину. 

А. Які властивості ферменту зміняться за вказаних вище умов: 
1) специфічність; 
2) залежність від рН; 
3) термолабільність? 
Б. Яким видом специфічності володіє пепсин: 
1) відносною; 
2) абсолютною; 
3) стерео специфічністю? 
 
Завдання 10 
 

У хворого з урологічною патологією була досліджена актив-
ність у крові індикаторного ферменту – кислої фосфатази. Обе-
ріть вірне визначення індикаторних ферментів: 

1) ферменти, які мають високу активність у тканинах і крові; 
2) ферменти, активність яких є високою тільки в крові; 
3) ферменти, активність яких є високою в певній тканині 

й підвищується у крові після деструкції тканини при вини-
кненні запалення. 
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Розділ 4. ВУГЛЕВОДИ 
 

4.1. СТРУКТУРА 
І ВЛАСТИВОСТІ МОНОСАХАРИДІВ 

 
4 . 1 . 1 .  З а г а л ь н і  в і д о м о с т і  
п р о  в у г л е в о д и  
Вуглеводи – це найпоширеніші у природі органічні молекули, 

які входять до складу клітин всіх живих істот. Уміст вуглеводів 
у тканинах становить від 2 % у тварин до 80 % сухої маси рос-
лин. Вони утворюються фотосинтезуючими клітинами автотро-
фних організмів з неорганічних сполук діоксиду вуглецю і води 
за участю енергії сонячного світла за схемою: 

 
                           hν
СО2 + 2Н2О       →      СН2О + О2 + Н2О
                     Хлорофіл  

 
Продукти фотосинтезу є сполуками вуглецю, водню і кис-

ню з елементарною формулою (СН2О)4, тобто гідратами 
вуглецю – "вуглеводами". З вуглеводів – продуктів фотосин-
тезу – у клітинах організмів утворюються інші органічні 
сполуки, які беруть участь у процесах життєдіяльності: амі-
нокислоти, білки, нуклеотиди, нуклеїнові кислоти, ліпіди, 
вітаміни, гормони тощо. Вуглеводи виконують важливу роль 
енергозабезпечення, структурні, механічні (опорні) та захисні 
функції в клітинах і тканинах мікроорганізмів, грибів, рослин 
і тварин. Крім того, вони широко використовуються у харчо-
вій, фармацевтичній, текстильній, хімічній промисловостях 
для виробництва харчових продуктів, ліків, косметики, штуч-
них волокон, паперу, пластмас, органічних розчинників, ла-
ків, плівок, вибухових речовин тощо. 

Відповідно до складу та властивостей, вуглеводи поділяють 
на моносахариди, олігосахариди й полісахариди. 
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4 . 1 . 2 .  К л а с и ф і к а ц і я  м о н о с а х а р и д і в  
Моносахариди (монози) – це тверді кристалічні, гігроскопіч-

ні, добре розчинні у воді, солодкі на смак речовини. Розчини 
моносахаридів мають нейтральну реакцію, оптично активні, 
здатні до мутаротації. За кількістю атомів вуглецю в молекулі 
моносахариди поділяються на тріози, тетрози, пентози, гексози 
тощо. За хімічною природою монози є полігідроксиальдегідами 
або полігідроксикетонами з емпіричною формулою СnН2nOn. 
Залежно від форми оксогрупи в молекулі їх називають альдоза-
ми або кетозами: 

 

Альдоза Кетоза  
 
4 . 1 . 3 .  О п т и ч н а  с т е р е о і з о м е р і я ,  
л і н і й н а  т а  ц и к л і ч н і  ф о р м и  
м о н о с а х а р и д і в  
Для моносахаридів характерною є оптична стереоізомерія, 

яка обумовлена наявністю у молекулах асиметричних атомів 
вуглецю (хіральних центрів). Залежно від просторової конфігу-
рації атомів біля останнього хірального центру в карбоновому 
ланцюзі моносахариди поділяються на D- і L-форми (рис. 4.1). 

 

D-глюкоза L-глюкоза 
 

Рис. 4.1. Лінійні формули 
D- і L-глюкози 
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Більшість природних моноз належать до D-стереоізо- 
мерів, значно рідше зустрічаються у природі їхні L-стерео- 
аналоги. Моносахаридам властиво існування у двох молеку-
лярних формах: лінійній (ациклічній) і циклічній (напіваце-
тальній) (рис. 4.2). 

 

 
 

Рис. 4.2. Лінійна і циклічна 
форми моносахаридів 

 
Утворення циклічної форми відбувається внаслідок перемі-

щення атому водню від гідроксильних груп біля четвертого або 
п'ятого атомів вуглецю до атома кисню оксогрупи. Тому циклі-
чні форми моноз можуть мати п'яти- чи шестичленне кільце і, 
відповідно до будови фурану або пірану, називаються фурано-
зами або піранозами (рис. 4.3). 
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Рис. 4.3. Структура фураноз них 
і піранозних циклів 
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За розміщенням гідроксилу відносно аномерного атома вуг-
лецю С1, що з'являється при утворенні циклічних форм альдо-
моноз, визначають α- і β-аномери. Перебування α- і β-аномерів 
моноз одночасно у фуранозних та піранозних формах обумовле-
но явищем кільчасто-ланцюгової таутомерії (рис. 4.4). 

Таутомерні форми моноз перебувають у стані динамічної рі-
вноваги і залежно від умов мутаротують з однієї таутомерної 
форми в іншу. 
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Рис. 4.4. Таутомерія моносахаридів. 
 
Гідроксил при аномерному атомі вуглецю більш реакційноз-

датний порівняно з іншими гідроксигрупами. Цей напівацета-
льний (глікозидний) гідроксил легко реагує зі спиртами з утво-
ренням етерів (ацеталів), які називаються глікозидами: 
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Відповідно до аномера, який реагував зі спиртом, утворений 
глікозид називають α- або β-глікозидом. 

У молекулах глікозидів – похідних моносахаридів, у яких 
атом гідрогену напівацетального гідроксилу заміщений алкіль-
ним або іншим радикалом, замісник називається агліконом. За-
лежно від того, який атом сполучає аглікон із залишком монози, 
глікозиди поділяються на О-, N- і S-глікозиди. 

 
4 . 1 . 4 .  Х і м і ч н і  в л а с т и в о с т і  
м о н о с а х а р и д і в  
Хімічні властивості моносахаридів зумовлені наявністю 

глікозидного, карбонільного та спиртових гідроксилів. Гліко-
зидний гідроксил здатний взаємодіяти з гідроксигрупами 
інших моноз із утворенням глікозидного зв'язку, за участю 
якого створюються молекули оліго- та полісахаридів.  
Метилюючі реагенти заміщують атоми водню в усіх гідро-
ксилах моноз на метильні радикали: 
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Крім утворення естерів спиртові гідроксили беруть участь у 

реакціях ацилювання: 
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Як напівацетальний гідроксил, так і первинний спиртовий 
гідроксил альдоз можуть легко окиснюватися до карбоксиль-
них груп. При окисненні альдегідної групи слабкими окисню-
вачами (гіпохлорити, бромна вода) утворюються одноосновні 
альдонові кислоти. Сильніші окиснювачі (концентрована азо-
тна кислота) окиснюють і альдегідну, і первинну спиртову 
групи з утворенням двоосновних гідроксикислот, які назива-
ються глікаровими. За попереднього захисту альдегідної гру-
пи можливе окиснення тільки первинної спиртової групи з 
утворенням уронових кислот: 

 

 
   D-глюкоза                 D-глюконова кислота           D-глюкарова кислота 
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                                                                          кислота  

 
При відновленні альдегідної групи утворюються відповідні 

багатоатомні спирти – гліцити: 
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     D-глюкоза                            D-сорбіт  D-фруктоза 
 
 
Лабораторна робота № 4.1 
Загальні реакції для виявлення моносахаридів 
 
Ідентифікація моноз базується на їхніх фізико-хімічних влас-

тивостях: оптичній активності та реакційній здатності карбоні-
льної та гідроксильних груп. 

 
Дослід 1. Реакція Подобєдова – Моліша 
Ця чутлива на вуглеводи реакція ґрунтується на тому, що під 

впливом концентрованої сірчаної кислоти із моносахаридів 
утворюються фурфурол або його похідні – 5-метилфурфурол 
та 5-гідроксиметилфурфурол: 
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OH
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H OH
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OH

   H2SO4

   3H2O

O

OH

O

 
 
Останні, конденсуючись з α-нафтолом або з тимолом, утворю-
ють забарвлені сполуки. 

Матеріали та реактиви. Концентрована сірчана кислота, 
1 %-й розчин моносахариду (напр., рибози), 10 %-ві спиртові 
розчини α-нафтолу та тимолу. 

Обладнання. Пробірки, піпетки градуйовані, штатив для 
пробірок. 
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Хід роботи: 
У пробірку наливають 1 мл 1 %-го розчину моносахариду, 

додають 1–2 краплі 10 %-го розчину α-нафтолу і обережно по 
стінці пробірки приливають 2 мл концентрованої сірчаної кис-
лоти. Після осідання кислоти на дні пробірки на межі двох 
шарів з'являється кільце червоно-фіолетового кольору. Якщо 
замість α-нафтолу використати розчин тимолу, то виникає 
червоне кільце. 

Спостереження і реакцію записують у зошит, роблять висновки. 
 
Дослід 2. Реакція дезоксипентоз з дифеніламіном 
При нагріванні у кислому середовищі D-дезоксипентоз утво-

рюється фурфуроловий спирт, оксилевулиновий альдегід і поді-
бні хромогени, які реагують з дифеніламіном з утворенням спо-
лук синього кольору. 

Матеріали та реактиви. Розчин дезоксирибози (0,2 %-й) 
(або 0,001 %-й розчин ДНК), 1 %-й розчин дифеніламіну. 

Обладнання. Скляні палички, пробірки хімічні, піпетки гра-
дуйовані, штатив для пробірок, водяна баня, годинник. 

 

Хід роботи: 
У пробірку з 1 мл 0,2 %-го розчину дезоксирибози або з 1 мл 

0,001 %-го розчину ДНК доливають 2 мл 1 %-го розчину дифе-
ніламіну, перемішують, ставлять на киплячу водяну баню і ви-
тримують близько 10 хв до появи забарвлення. 

Спостереження записують у зошит, роблять висновки.  
 

Дослід 3. Орцинова реакція Біаля 
Це найбільш чутлива реакція на виявлення пентоз, яка також ле-

жить в основі кількісного визначення РНК. Принцип реакції полягає 
в тому, що пентози при нагріванні із соляною кислотою втрачають 
3 молекули води й утворюють фурфурол, який у реакції з орцином 
у присутності слідів FeCl3 утворює продукт зеленого кольору: 
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Матеріали та реактиви. Концентрована соляна кислота, 
0,1 %-й розчин рибози, кристалічний орцин. 

Обладнання. Скляні палички, пробірки, піпетки градуйовані, 
штатив для пробірок, водяна баня, годинник. 

 

Хід роботи: 
У пробірку з 2 мл 0,1 %-го розчину пентози наливають 2 мл HCl 

і додають декілька кристалів орцину. Суміш перемішують і кип'я-
тять 10–20 хв на водяній бані до появи зеленого забарвлення. 

Спостереження і реакцію записують у зошит, роблять висновки. 
 
Лабораторна робота № 4.2 
Реакції на виявлення гексоз 
 
Більшість реакцій ідентифікації гексоз базується на їхній ха-

рактерній здатності, як і всіх вуглеводів із вільним глікозидним 
гідроксилом, до відновлення деяких слабких окисників. Реакції 
окиснення карбонільної групи моносахаридів легко йдуть у лу-
жному середовищі і набагато повільніше – у нейтральному і, 
особливо, у кислому середовищі. 

 

Дослід 1. Реакція Троммера  
Розчини моносахаридів у лужному середовищі відновлюють 

при нагріванні гідроксид міді (ІІ) до геміоксиду міді. Гексози 
окиснюються при цьому до солей альдонових кислот: 

 

 
 
Матеріали та реактиви. Розчини глюкози, гідроксиду на-

трію, сульфату міді (всі 0,5 %-ві або 5 %-ві). 
Обладнання. Скляні палички, пробірки, піпетки градуйовані, 

крапельниці, штатив для пробірок, пальник. 
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Хід роботи: 
У пробірку до 3 мл розчину глюкози (або фруктози чи галак-

този) додають розчини гідроксиду натрію (1 мл) і сульфату міді 
(п'ять крапель). Випадає осад гідроксиду міді (ІІ), який унаслі-
док перемішування чи струшування пробірки розчиняється, 
а розчин набуває блакитного забарвлення. Пробірки обережно 
нагрівають до кипіння на водяній бані до утворення жовтого 
осаду CuOH, який з часом унаслідок перетворення CuOH на 
Cu2O змінює забарвлення на червоне, що вказує на позитивну 
реакцію Троммера. 

Спостереження і реакцію записують у зошит, роблять висновки. 
 
Дослід 2. Реакція Ніландера 
Реакція з солями вісмуту особливо зручна для виявлення від-

новлюючих цукрів у біологічних рідинах, зокрема в сечі, тому 
що, на відміну від солей міді, солі вісмуту не відновлюються 
сечовою кислотою. У лужному середовищі гексози відновлюють 
Bi(OH)2NO3 до металічного Bi: 

 

 
 
Матеріали та реактиви. Розчин глюкози (5 %-й), 5 %-й 

розчин гідроксиду натрію, сухий порошок нітрату гідрокси-
ду вісмуту. 

Обладнання. Скляні палички, пробірки, лопаточки (чи шпа-
тель), штатив для пробірок, пальник, піпетки градуйовані. 

 

Хід роботи: 
У пробірку з 3 мл 5 %-го розчину глюкози (фруктози) додають 

1 мл 5 %-го розчину NaOH (KOH) і невелику кількість Bi(OH)2NO3 
(на кінці лопаточки чи шпателя). Суміш перемішують і нагрівають 
у полум'ї пальника до кипіння. Спостерігають появу спочатку ко-
ричневого, а потім чорного осаду металічного вісмуту. 

Спостереження і реакцію записують у зошит, роблять висновки. 
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Дослід 3. Реакція з реактивом Фелінга 
За механізмом реакція моносахаридів з фелінговою рідиною 

подібна до реакції Троммера, але в реактиві Фелінга іон Cu2+ 
існує у вигляді комплексної сполуки з тартратами, тому при 
надлишку міді не осаджується з розчину у вигляді CuO: 

 

 

D-глюкоза                                      Комплексна сполука міді                        
                з тартратами Na і K                              

 

D-глюконат натрію         Тартрат Na, K  
 
Матеріали та реактиви. Розчин глюкози (5 %-й), реактив 

Фелінга, який складається із двох розчинів. Для виготовлення 
першого розчину 200 г сегнетової соді (тартрат К+–Na+) та 150 г 
гідроксиду натрію розчиняють у дистильованій воді до об'єму 1 л. 
Для виготовлення другого розчину 40 г перекристалізованоґо 
сульфіду міді розчиняють у дистильованій воді до об'єму 1 л. 
Рівні об'єми першого та другого розчинів змішують перед робо-
тою. Інший спосіб виготовлення реактиву Фелінга – змішують 
рівні об'єми лужного розчину сегнетової солі (34,6 г C4H4O6KNa × 
× 4H2O і 14,0 г NaOH у 100 мл води) та розчину мідного купоро-
су (6,928 г CuSO4 × 5 H2O в 100 мл води). 

Обладнання. Скляні палички, пробірки, піпетки градуйовані, 
штатив для пробірок, пальник. 
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Хід роботи: 
У пробірку вносять 1 мл 5 %-го розчину глюкози й додають 

1 мл фелінгової рідини. Вміст пробірки перемішують, і нагріва-
ють у полум'ї пальника до кипіння. Спостерігають утворення 
червоного осаду геміоксиду міді (Cu2O), що вказує на позитивну 
реакцію з реактивом Фелінга. 

Спостереження і реакцію записують у зошит, роблять висновки. 
 
Дослід 4. Реакція на відновлення аміачного розчину 
оксиду срібла (реакція срібного дзеркала) 
Розчини відновлюючих цукрів відновлюють аміачний розчин 

оксиду срібла, який утворюється під час взаємодії нітрату срібла 
з гідроксидом натрію та водним розчином аміаку, до металічно-
го срібла, яке осаджується на стінці пробірки, утворюючи дзер-
кальну поверхню: 

 

C

C OHH

CH2OH

O

H

4

C

C OHH
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4
+ 2[Ag(NH3)2]OH + 2Ag + 3NH3 + H2O

 
 
Матеріали та реактиви. Розчин нітрату срібла (5 %-й), 

5 %-й розчин гідроксиду натрію, 10 %-й водний розчин аміаку, 
5 %-й розчин глюкози. 

Обладнання. Скляні палички, пробірки, піпетки градуйовані, 
крапельниці, штатив для пробірок, пальник. 

 

Хід роботи: 
У пробірку наливають 1 мл 5 %-го розчину AgNO3, 1 мл роз-

чину гідроксиду натрію й краплями водний розчин аміаку до 
розчинення сірого осаду, що утворюється на початку реакції. 
Потім до свіжовиготовленого аміачного розчину гідроксиду 
срібла додають 3 мл 5 %-го розчину глюкози, перемішують  
і обережно нагрівають у полум'ї пальника до появи бурого заба-
рвлення. Далі реакція відбувається без нагрівання. Спостеріга-
ють випадіння металічного срібла у вигляді чорного осаду чи 
осадження металічного срібла на стінках пробірки. 

Спостереження і реакцію записують у зошит, роблять висновки. 
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Дослід 5. Реакція Барфеда 
Реакція з ацетатом міді відрізняється від всіх попередніх тим, 

що окиснення відновлюючих цукрів перебігає не в лужному, 
а в близькому до нейтрального середовищі, у якому редукуючі 
дисахариди, на відміну від моноз, практично не окиснюються. 

Глюкоза та інші гексози реагують з ацетатом міді з утворен-
ням Сu2О: 

 

 
 
Матеріали та реактиви. Розчин глюкози (5 %-й), реактив 

Барфеда (13,3 г ацетату міді розчиняють у 200 мл гарячої води 
за температури 70 °С. Суміш фільтрують і до фільтрату додають 
1,9 мл льодяної оцтової кислоти). 

Обладнання. Скляні палички, пробірки, піпетки градуйовані, 
штатив для пробірок, пальник. 

 

Хід роботи: 
У пробірку наливають 1 мл 5 %-го розчину глюкози, додають 

1 мл реактиву Барфеда, перемішують і нагрівають до кипіння 
у полум'ї пальника. Спостерігають випадіння осаду геміоксиду 
міді (Сu2О) червоного кольору. 

Спостереження і реакцію записують у зошит, роблять висновки. 
 
Дослід 6. Реакція на відновлення індиго 
Цей тест заснований на відновленні гексозами синього індиго 

в біле індиго (лейкоіндиго) світло-жовтого кольору, котре знову 
окиснюється киснем повітря в синє індиго: 
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                Cинє індиго                           Біле індиго (лейкоіндиго)  
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Матеріали та реактиви. 2 %-й розчин глюкози, 10 %-й роз-
чин NаНСО3, індиго. 

Обладнання. Штатив із пробірками, піпетки, крапельниці, 
водяна баня. 

 

Хід роботи: 
У пробірку наливають 1 мл 2 %-го розчину глюкози, додають 

декілька крапель 10 %-го розчину NаНСО3 і 1–2 краплі індиго. 
Суміш нагрівають на водяній бані, спостерігаючи перехід си-
нього кольору в жовтий. При охолодженні і струшуванні розчин 
знову забарвлюється в синій колір. 

Спостереження і реакцію записують у зошит, роблять висновки. 
 

Дослід 7. Реакція Селіванова на кетози 
Кетози при нагріванні з концентрованою соляною кислотою 

перетворюються на оксиметилфурфурол, який із резорцином 
утворює сполуку вишнево-червоного забарвлення: 
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ОН

 
 

Матеріали та реактиви. Кристалічний резорцин, 5 %-й роз-
чин фруктози, 25 %-й розчин соляної кислоти. 

Обладнання. Скляні палички, пробірки, піпетки градуйовані, 
штатив для пробірок, баня водяна, термометр лабораторний, 
лопаточка чи шпатель, годинник. 

 

Хід роботи: 
У дві пробірки наливають: в одну 5 мл 5 %-го розчину фрук-

този, у другу – 5 мл 5 %-го розчину глюкози. В обидві пробірки 
додають по 1 мл 25 %-го розчину НСl і по декілька кристалів 
резорцину. Пробірки нагрівають на водяній бані до 80 оС і ви-
тримують 8–10 хв до утворення вишнево-червоного забарвлення 
у пробірці з фруктозою. Альдози за цих умов дають цю ж реак-
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цію, але вона відбувається повільніше. Реакція Селіванова дає 
можливість відрізнити кетози (фруктозу) від альдоз (глюкози). 

Спостереження і реакцію записують у зошит, роблять 
висновки. 

 
Лабораторна робота № 4.3 
Кількісне визначення моносахаридів 
 
Дослід  1. Кількісне визначення фруктози 
Визначення фруктози грунтується на реакції Селіванова 

(лабораторна робота 4.2, дослід 7). Швидкість утворення окси-
метилфурфуролу в реакції фруктози з соляною кислотою під час 
нагрівання набагато більша, ніж у реакції за участю альдогексоз, 
що зумовлює специфічність реакції Селіванова для фруктози. 

Значення екстинкції розчину, який містить продукт конден-
сації утвореного з фруктози оксиметилфурфуролу з резорцином, 
визначають колориметрично. Для кількісного визначення вмісту 
фруктози готують стандартний розчин фруктози (контроль). 

Матеріали та реактиви. Досліджуваний розчин фруктози 
(10–100 мкг/мл), стандартний розчин фруктози (25 мкг/мл), 
0,1 %-й розчин резорцину в 96 %-му етиловому спирті, 30 %-й 
розчин соляної кислоти. 

Обладнання. Скляні палички, пробірки з пришліфованим по-
вітряним зворотним холодильником, піпетки градуйовані, шта-
тив для пробірок, водяна баня, годинник, термометр лаборатор-
ний, фотоелектроколориметр. 

 

Хід роботи: 
В одну пробірку з пришліфованим зворотним холодильником 

вносять 0,2 мл досліджуваного розчину фруктози (проба), в ін-
шу – 0,2 мл стандартного розчину фруктози (контроль). 

Потім у обидві пробірки додають по 1,8 мл розчину резор-
цину й по 3 мл розчину соляної кислоти. Уміст пробірок  
перемішують і нагрівають на водяній бані протягом 3–10 хв 
за температури 80 °С. 
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Після нагрівання розчини охолоджують і колориметрують за 
490 нм. Екстинкцію вимірюють проти розчину, що містить всі 
реактиви і 0,2 мл дистильованої води замість розчину фруктози. 

Масову концентрацію фруктози в досліджуваній пробі 
(С, мкг/мл) розраховують за формулою: 

 

С = C0 × E1/E2 × V, 
 

де Е1 і Е2 – екстинкція досліджуваного та стандартного розчинів; 
С0 – масова концентрація фруктози в стандартній пробі 

(25 мкг/мл);  
V – об'єм досліджуваного розчину (0,2 мл). 
Розрахунок масової концентрації фруктози в досліджуваній 

пробі та отриманий результат записують у зошит. 
Цим методом можна визначити також масову концентрацію 

фосфорних ефірів фруктози – фруктозо-1,6-дифосфату та фрук-
тозо-6-фосфату. Хід роботи такий самий, як і під час визначення 
концентрації фруктози, але для розрахунку концентрації фрук-
тозо-1,6-дифосфату знайдене значення вмісту фруктози слід 
помножити на 3,6, а фруктозо-6-фосфату – на 2,39. Ці поправки 
вводяться з урахуванням того, що у фруктозо-1,6-дифосфаті й 
фруктозо-6-фосфаті фруктоза становить 53 % і 60,5 %, а інтен-
сивність її кольорової реакції – 52,3 % і 69,2 %. 

 

Дослід  2. Визначення глюкози в біологічних рідинах 
глюкозооксидазним методом з використанням набору 
для клінічної діагностики 
Для визначення вмісту глюкози використовують дві спря-

жені ферментативні реакції. Перша реакція є специфічною: 
глюкоза за участі ферменту-флавопротеїну глюкозооксидази 
окиснюється киснем повітря до глюконової кислоти. Продук-
том неповного відновлення кисню в цій реакції є пероксид 
водню, який використовується для другої індикаторної реак-
ції за участі пероксидази. Як індикатор у реакційну суміш 
додають 4-амінофеназон, що, взаємодіючи з Н2О2, утворює 
забарвлену сполуку. Таким чином можна фотометрично ви-
значити концентрацію глюкози у зразку. 
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Матеріали та реактиви. Монореагент (містить пероксидазу 
(1100 ± 110 U/л), β,D-глюкозооксидазу (9000 ± 900 U/л), 4-амі- 
нофеназон (55 ± 5 мг/л), фосфатний буфер (рН = 7,2–7,4; 
0,10 ± 0,01 моль/л), фенол (190 ± 19 мг/л), стабілізатори, актива-
тори), калібрувальний розчин глюкози (10,0 ± 0,5 ммоль/л). 

У випадку якщо в наборі реактивів замість монореагенту 
наявні розчин ензимів (містить пероксидазу (2200 ± 220 U/л), 
β,D-глюкозооксидазу (18000 ± 1800 U/л), 4-амінофеназон 
(55 ± 5 мг/л), стабілізатори, активатори) і буферний розчин 
(фосфатний буфер (рН = 7,2–7,4; 0,10±0,01 моль/л), фенол 
(190 ± 19 мг/л), стабілізатори), для отримання монореагенту їх 
змішують у співвідношенні 1:1. 

Обладнання. Штатив із пробірками, піпетки, термостат, го-
динник, фотометричне обладнання для вимірювання довжини 
хвилі 500–550 нм, кювети завтовшки 5–10 мм. 

 

Хід роботи: 
Аналіз проводять згідно зі схемою, наведеною в табл. 4.1. 
 

Таблиця  4.1. Схема визначення вмісту глюкози 
у біологічних рідинах глюкозооксидазним методом 

 

Відміряти 
у пробірку, мл 

Холоста 
проба 

Калібрувальна 
проба 

Досліджувана
проба 

Фізіологічний розчин 0,02 – – 

Калібрувальний 
розчин – 0,02 – 

Досліджуваний розчин – – 0,02 

Монореагент 
(буферний розчин фер-
ментів та індикатора) 

2,00 2,00 2,00 

 
Уміст пробірок перемішують і витримують 20 хв при кімнат-

ній температурі або 12 хв при температурі 37 °С. Спостерігають 
утворення червоно-фіолетового забарвлення. Вимірюють опти-
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чну густину калібрувальної (Екалібр) і досліджуваної (Едосл) проб 
проти холостої проби при довжині хвилі 500–550 нм. Забарв-
лення стабільне протягом 60 хв. 

Розрахунок концентрації глюкози (С, ммоль/л) проводять 
за формулою: 

 
С = (Едосл / Екалібр) × К × 10, 

 
К – коефіцієнт розведення проби; 
10 – концентрація глюкози у калібрувальному розчині, 

ммоль/л. 
Розрахунок концентрації глюкози в досліджуваній пробі 

та отриманий результат записують у зошит. 
 
 

КОНТРОЛЬНІ ЗАПИТАННЯ 
 
1. Назвати реакцію, на якій базуються методи виявлення та кількіс-

ного визначення пентоз. 
2. На яких властивостях гексоз ґрунтується більшість реакцій 

їхньої ідентифікації? 
3. У які хімічні реакції можуть вступати моносахариди? 
4. При проведенні реакції Тромера випав червоний осад? Яка спо-

лука спричинила його утворення? 
5. У чому полягає принцип реакції срібного дзеркала? 
 
 

4.2. СТРУКТУРА 
І ВЛАСТИВОСТІ ДИСАХАРИДІВ 

 

4 . 2 . 1 .  С т р у к т у р а  д и с а х а р и д і в  
Дисахариди – це кристалічні або аморфні, добре розчинні 

у воді, оптично активні, солодкі на смак речовини, які відносять 
до олігосахаридів, – полімерних вуглеводів, молекули яких 
складені із 2–10 залишків моноз. Залишки моносахаридів у мо-
лекулах дисахаридів можуть бути з'єднані або їхніми напіваце-
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тальними гідроксилами – глікозидо-глікозидним зв'язком, або 
глікозидо-глюкозидним зв'язком між напівацетальним гідрокси-
лом одного моносахариду і одним із спиртових гідроксилів дру-
гого. За типом зв'язку дисахариди поділяються на два типи:  
глікозидо-глікозиди і глікозидо-глюкозиди.  

 

4 . 2 . 2 .  В і д н о в л ю ю ч і  
й  н е в і д н о в л ю ю ч і  д и с а х а р и д и  
Дисахариди першого типу (трегалоза, сахароза), які не мають 

вільних глікозидних гідроксилів, існують тільки у циклічній 
формі й не вступають у реакції, характерні для альдегідної або 
кетогрупи. 
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Вони не мутаротують і не відновлюють метали з їхніх окси-

дів, тому такі дисахариди називають невідновлюючими. 
Дисахариди другого типу (мальтоза, лактоза, целобіоза) за 

хімічними властивостями подібні до моносахаридів. Вони існу-
ють у двох таутомерних формах – циклічній і карбонільній, і для 
них характерні реакції за участю карбонільної та спиртової 
груп: вони окиснюються до альдонових кислот, відновлюються 
до багатоатомних спиртів, утворюють озазони, алкілуються 
і ацилюються. За відновними властивостями їх називають відно-
влюючими. 
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Лабораторна робота № 4.4 
Виявлення дисахаридів 
 

Дослід  1. Реакції виявлення дисахаридів 
мальтози і лактози 
Завдяки наявності вільної альдегідної групи в молекулі лак-

този (у залишку глюкози) та мальтози (у другого залишку глю-
кози) ці дисахариди мають відновлювальні властивості й мо-
жуть брати участь у реакціях відновлення, зокрема, мальтоза та 
лактоза дають позитивну реакцію Троммера (лабораторна робо-
та № 4.2, дослід 1). 

Матеріали та реактиви. Розчини лактози, мальтози, гідро-
ксиду натрію та сульфату міді (всі 0,5 %-ві). 

Обладнання. Скляні палички, пробірки, піпетки градуйовані, 
крапельниці, штатив для пробірок, пальник. 

 

Хід роботи: 
У дві хімічні пробірки наливають: в одну 2 мл 0,5 %-го роз-

чину мальтози, у другу – 2 мл 0,5 %-го розчину лактози, дода-
ють по 1 мл 0,5 %-го розчину гідроксиду натрію і додають по 
5 крапель 0,5 %-го розчину сульфату міді. Пробірки обережно 
нагрівають у полум'ї пальника і спостерігають утворення черво-
ного осаду геміоксиду міді. 

Спостереження записують у зошит, роблять висновок. 
 

Дослід 2. Виявлення сахарози 
Для виявлення дисахаридів, які не відновлюються, вико-

ристовують методи, що базуються на гідролізі дисахаридів 
до моноз: 

 
C12H22O6 + H2O → 2C6H12O6  

 
із наступним виявленням їх за реакціями Троммера, Селіванова, 
Фелінга тощо. 

Матеріали та реактиви. Концентрована соляна кислота, 
25 %-й розчин соляної кислоти, 5 %-ві розчини сахарози, гідро-
ксиду натрію та сульфату міді, кристалічний резорцин. 

Ви
да
вн
ич
о-п
ол
ігр
аф
ічн
ий

 це
нт
р 

"Ки
ївс
ьки
й у
нів
ер
си
те
т".

 

Ве
рс
ія 
не

 дл
я д
ру
ку



 

 213 

Обладнання. Скляні палички, пробірки, піпетки градуйовані, 
крапельниці, штатив для пробірок, водяна баня, термометр, ла-
бораторний годинник. 

 

Хід роботи: 
У дві пробірки наливають по 6 мл 5 %-го розчину сахарози. 

В одну з них додають 2 краплі концентрованої НСl і нагрівають 
на киплячій водяній бані протягом 15 хв. Друга пробірка містить 
контрольний розчин сахарози. 

Після охолодження до кімнатної температури беруть ще дві 
пробірки і ділять обидва розчини навпіл (по 3 мл). Одну поло-
вину підкисленого розчину нейтралізують додаванням 1 мл  
5 %-го розчину NаОН, а до половини контрольного розчину 
додають 1 мл води. Надалі ці пробірки використовують для про-
ведення  реакції Троммера (див. лабораторну роботу № 4.2, до-
слід 1). Для цього до вмісту обох пробірок додають по 1 мл роз-
чину гідроксиду натрію та по 5 крапель розчину сульфату міді  
й надалі нагрівають у полум'ї пальника до кипіння. Гідролізат 
сахарози дає позитивну реакцію Троммера (червоний осад гемі-
оксиду міді), а контрольний розчин – негативну. 

З гідролізатом сахарози та контрольним розчином сахаро-
зи, які залишилися (по 3 мл) проводять реакцію Селіванова на 
виявлення фруктози (лабораторна робота 4.2, дослід 7). Для 
цього в обидві пробірки додають по 1 мл розчину соляної ки-
слоти та декілька кристалів резорцину, вміст пробірок нагрі-
вають на водяній бані протягом 5–10 хв за температури 80 °С. 
Спостерігають позитивну реакцію у пробі з гідролізатом 
(поява вишнево-червоного забарвлення) і відсутність забарв-
лення в контрольній пробі. 

Спостереження записують у зошит, роблять висновок. 
 
Дослід  3. Реакція сахарози із солями кобальту  
У лужному середовищі з солями кобальту розчини сахарози 

забарвлюються у фіолетовий колір. 
Матеріали та реактиви. 5 %-й розчин сахарози, 5 %-й роз-

чин NаОН, 2 %-й розчин Со(NO3)2.  
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Обладнання. Штатив із пробірками, піпетки, крапельниці, 
скляні палички. 

 

Хід роботи: 
У пробірку наливають 2 мл 5 %-го розчину сахарози, до-

дають 1 мл 5-го розчину NаОН, декілька крапель 2 %-го роз-
чину Со(NO3)2 і перемішують. Розчин набуває фіолетового 
забарвлення. 

Спостереження записують у зошит, роблять висновок. 
 
Лабораторна робота № 4.5 
Кількісне визначення дисахаридів 
 

Дослід  1. Визначення концентрації лактози в молоці 
Метод заснований на здатності альдегідної групи лактози 

в лужному середовищі окиснюватися молекулярним йодом: 
 

С12Н22О11 + І2 + 2NаОН → С12Н22O12 + 2NaІ + Н2O  
 
Надлишкову кількість йоду, яка не вступила в реакцію, ви-

значають титруванням тіосульфатом натрію, використовуючи як 
індикатор крохмаль. 

Матеріали та реактиви. Складчасті паперові фільтри, моло-
ко, 7 %-й розчин сульфату міді, 2 %-й розчин гідроксиду натрію, 
5 %-й розчин фториду натрію, 0,04 моль/л розчин йоду, 5 %-й 
розчин соляної кислоти, 0,05 моль/л розчин тіосульфату натрію, 
1 %-й розчин крохмалю. 

Обладнання. Скляні палички, градуйовані піпетки, колби мі-
рні (об'єм 50 мл), колби конічні з притертою пробкою (об'єм 
100 мл), лійки скляні, бюретки, крапельниці, годинник. 

 

Хід роботи: 
У дві мірні колби вносять по 5 мл розчину сульфату міді, 

по 5 мл розчину гідроксиду натрію та по 2,5 мл розчину фтори-
ду натрію. В одну з них (проба) додають 5 мл молока, в іншу 
(контроль) – 5 мл дистильованої води, перемішують, доливають 
дистильованої води до об'єму 50 мл і через 30 хв фільтрують. 
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Потім у конічні колби переносять по 20 мл фільтрату проби  
й контролю, вливають по 20 мл розчину йоду і, безперервно 
перемішуючи, по 10 мл розчину гідроксиду натрію. Колби рете-
льно закривають, через 20 хв до їхнього вмісту додають по 
10 мл розчину соляної кислоти, по 3 краплі розчину крохмалю  
і титрують розчином тіосульфату натрію до зникнення забарв-
лення, яке утворилося внаслідок додавання крохмалю. 

Масову концентрацію лактози в молоці, мг/мл, розраховують 
за формулою: 

 

0

1 2

( )А В f Q VС
V V

− × × ×
=

×
, 

 
де А і В – об'єм розчину тіосульфату натрію, витрачений на тит-
рування проби та контролю; 

f – коефіцієнт поправки на титр 0,05 моль/л розчину тіосуль-
фату натрію (0,97); 

Q – маса лактози (18,1 мг), еквівалентна 1 мл 0,05 моль/л 
розчину тіосульфату натрію; 

V0 – загальний об'єм проби; 
V1 і V2 – об'єми фільтрату та молока, узяті для дослідження. 
Розрахунок масової концентрації лактози в молоці та отри-

маний результат записують у зошит. 
 
 

КОНТРОЛЬНІ ЗАПИТАННЯ 
 
1. Які зв'язки формуються між моносахаридними одиницями 

у складі дисахаридів? 
2. Від чого залежить наявність у дисахаридів відновлювальних 

властивостей? 
3. Які дисахариди належать до невідновлюючих?  
4. Які методи застосовують для виявлення дисахаридів, що не ма-

ють відновлюючих властивостей? 
5. У чому полягає принцип методу визначення концентрації лакто-

зи в молоці? 
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4.3. СТРУКТУРА І ВЛАСТИВОСТІ 
ПОЛІСАХАРИДІВ 

 

4 . 3 . 1 .  С т р у к т у р а  
т а  к л а с и ф і к а ц і я  п о л і с а х а р и д і в  
Полісахариди або поліози є природними біополімерами, 

побудованими з великої кількості залишків моносахаридів та 
їхніх похідних. 

За моносахаридним складом полісахариди поділяють на  
гомополісахариди (або гомоглікани), які складаються з залишків 
моноз одного виду, і гетерополісахариди (або гетероглікани), 
молекули яких вміщують залишки різних моносахаридів. За ха-
рактером поліглікозидного ланцюга поліози можуть бути ліній-
ними і розгалуженими.  

Прикладами гомополісахаридів є рослинний полімер крох-
маль і глікоген тваринного походження із загальною фор- 
мулою (С6Н10О5)n. Крохмаль є сумішшю лінійного (амілози, 
10–30 %) та розгалуженого (амілопектину, 70–90 %) гомопо-
лісахаридів (рис. 4.5). 

 

Амілопектин 

КРОХМАЛЬ ГЛІКОГЕН 

Амілоза 

 
 

Рис. 4.5. Схематичне зображення 
молекул крохмалю і глікогену 

 
В амілозі та у лінійних ділянках амілопектину мономери 

глюкози сполучені α-1,4-зв'язками; у розгалуженнях амілопек-
тину формуються міжланцюгові α-1,6-зв'язки (рис. 4.6). 
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Рис. 4.6. α-1,4- та α-1,6-зв'язки в молекулах полісахаридів 

 
При частковому гідролізі крохмалю утворюються менші по-

лімери – декстрини, при повному – глюкоза. Молекула глікогену 
за структурою є близькою до амілопектину (рис. 4.5). При гід-
ролізі спочатку утворюються декстрини, надалі – мальтоза 
і глюкоза. Рослинний гомополісахарид целюлоза складається із 
β-глюкопіранозних мономерних одиниць, які лінійно поєднані 
між собою β-1,4-зв'язками. При частковому гідролізі целюлози 
утворюється дисахарид целобіоза; при повному – глюкоза.  
Ще одним прикладом рослинних гомополісахаридів є пектини 
(пектинові речовини), основою структури яких є полігалактуро-
нова (пектова) кислота, яка складається із залишків α-D-галак- 
туронової кислоти, об'єднаних 1,4-глікозидними зв'язками. 

Прикладами рослинних гетерополісахаридів є геміцелюлози 
(полімери молекул D-ксилози, сполучених β(1→4)-зв'язками, що 
можуть також містити залишки інших моносахаридів – арабіно-
зи, галактози, манози тощо) та камеді, які містять у своєму 
складі залишки моносахаридів (D-галактози, D-глюкози, L-ара- 
бінози, L-рамнози тощо) та уронових кислот і мають розгалуже-
ну будову. Найважливішими тваринними гетерополісахаридами 
є глікозаміноглікани, або мукополісахариди – нерозгалужені по-
лімери, побудовані із дисахаридних одиниць, які повторюються. 
До складу дисахаридної одиниці входять два компоненти, один 
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із яких є представником уронових кислот (глюкуронова або іду-
ронова), а другий – N-ацетилпохідним гексозамінів (глюкозамі-
ну чи галактозаміну) (табл. 4.2). 

 
 

Таблиця  4.2. Класи глікозаміногліканів 
та структура їхніх дисахаридних одиниць 

 

Глікозаміноглікани Склад дисахаридної одиниці 
Гіалуронова кислота D-глюкуронат + N-ацетилглюкозамін 
Хондроїтинсульфати D-глюкуронат + N-ацетилгалактозамінсульфат 
Дерматансульфати D-ідуронат + N-ацетилгалактозамінсульфат 
Кератансульфати D-галактоза + N-ацетилглюкозамінсульфат 
Гепарансульфати 
та гепарин 

D-глюкуронат (або D-ідуронат) + 
+ N-ацетилглюкозамінсульфат 

 

Найбільш вивченими глікозаміногліканами є гіалуронова  
кислота, хондроїтинсульфати, дерматансульфати, кератан-суль- 
фати, гепарансульфати, які входять до складу шкіри, сухо-
жиль, хрящів, суглобів, забезпечуючи механічну міцність та 
пружність органів, еластичність їхніх сполучень. Глікозаміноглі-
кан гепарин є природним антикоагулянтом. 

Ковалентні комплекси глікозаміногліканів сполучної тканини 
(гіалуронової кислоти, хондроїтинсульфатів тощо за виключен-
ням гепарину) із білками отримали назву протеогліканів – на 
відміну від справжніх глікопротеїнів, у них вуглеводна частина 
переважає над білковою. Білкові компоненти різних протеоглі-
канів (інша назва яких – корові білки) відрізняються між собою 
і поєднуються із глікозаміногліканами через залишки серину: 
наприклад, молекули хондроїтинсульфату приєднуються до  
"корового" білка зв'язком між серином та посередником – ксило-
зою, яка, не входячи до складу глікозаміноглікану, служить для 
його зв'язування із білком. Окремі протеоглікани, сполучаючись із 
гіалуронової кислотою, формують протеогліканові агрегати. 

 

4 . 3 . 2 .  В л а с т и в о с т і  п о л і с а х а р и д і в  
Глікозидні зв'язки, що сполучають залишки моноз у моле-

кулах полісахаридів, утворюються переважно по глікозидо-
глікозидному типу, через що в молекулах поліоз практично 
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немає вільних напівацетальних гідроксилів, і вони не мають 
відновних властивостей. Тому хімічні властивості полісаха-
ридів визначаються лише реакційною здатністю вільних 
спиртових гідроксилів. 
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Лабораторна робота № 4.6 
Виявлення полісахаридів 
 

Дослід 1. Реакції на виявлення глюканів 
Резервні полісахариди тканин рослин і тварин крохмаль і глі-

коген реагують з йодом з утворенням нестійких комплексних 
адсорбційних сполук синього (крохмаль) або червоно-бурого 
(глікоген) кольору, які знебарвлюються при нагріванні і знову 
забарвлюють розчини при охолодженні. Знебарвлення розчинів 
сполук глюканів з йодом спостерігається також при додаванні 
лугу. Зникнення забарвлення внаслідок нагрівання та додавання 
лугу зумовлене тим, що в утворенні комплексів бере участь мо-
лекулярний йод, а не йодид-іони. 

Матеріали та реактиви. Реактив Люголя (1 г йоду та 2 г йо-
диду калію розчиняють у 15 мл води й потім розводять водою 
до об'єму 300 мл), 0,1 %-ві розчини крохмалю та глікогену, 
10 %-й розчин гідроксиду натрію. 

Обладнання. Скляні палички, пробірки, піпетки градуйовані, 
крапельниці, штатив для пробірок, водяна баня. 

 

Хід роботи: 
У дві пробірки з 2 мл 0,1 %-х розчинів крохмалю і глікогену 

додають 1–2 краплі розчину Люголя, суміші в пробірках пере-
мішують і спостерігають утворення синього забарвлення розчи-
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ну крохмалю і червоно-бурого забарвлення розчину глікогену. 
Потім по 1 мл забарвлених розчинів із кожної пробірки перено-
сять у дві інші пробірки, які містять по 1 мл 10 %-го розчину 
гідроксиду натрію, і спостерігають зникнення забарвлення в 
кожній пробірці. При нагріванні на водяній бані забарвлених 
сумішей, що залишилися в пробірках, їхнє забарвлення також 
зникає і з'являється знову при охолодженні. 

Спостереження записують у зошит, роблять висновок. 
 
Дослід  2. Гідроліз крохмалю 
При нагріванні розчину крохмалю з мінеральними кислотами 

відбувається гідроліз крохмалю за схемою: 
 

(С6Н10О5)n → (C6H10O5)x → (С6Н10О5)y → (n-1)H2O → nС6Н12О6 
  Крохмаль     Декстрин       Олігосахариди                        Глюкоза  

 
При повному гідролізі крохмалю утворюється D-глюкоза, яку 

можна виявити специфічними реакціями. 
Матеріали та реактиви. Концентрована соляна кислота, 

1 %-й розчин крохмалю, 15 %-й розчин гідроксиду натрію, 
1 %-й розчин сульфату міді. 

Обладнання. Скляні палички, пробірки, піпетки градуйовані, 
крапельниці, штатив для пробірок, водяна баня, годинник. 

 

Хід роботи: 
У дві пробірки вносять по 5 мл 1 %-го розчину крохмалю. 

В одну з них додають 2–3 краплі концентрованої соляної кисло-
ти і кип'ятять на водяній бані протягом 15 хв. Інша пробірка – 
контрольна. Після охолодження в обох розчинах проводять 
реакцію Троммера (див. лабораторну роботу № 4.2, дослід 1): 
у пробірки додають по 2 мл розчину гідроксиду натрію та по 
5 крапель розчину сульфату міді і нагрівають. У пробірці з гід-
ролізованим крохмалем при нагріванні утворюється червоний 
осад геміоксиду міді (позитивна реакція Троммера), у другій 
(контрольній) пробірці реакція Троммера негативна. 

Спостереження записують у зошит, роблять висновок. 
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Дослід  3. Гідроліз клітковини 
Кислотний гідроліз клітковини, який перебігає значно пові-

льніше, ніж крохмалю, можна прискорити, якщо клітковину 
попередньо обробити 80 %-вим розчином сірчаної кислоти. 

Матеріали та реактиви. Вата (джерело клітковини), 3 %-й 
і 80 %-й розчини сірчаної кислоти, реактив Фелінга та Барфеда 
(див. лабораторна робота № 4.2, досліди 3 та 5). 

Обладнання. Скляні палички, пробірки, крапельниці, піпетки 
градуйовані, водяна баня, годинник. 

 

Хід роботи: 
Невеликий жмуток вати (клітковини) гідролізують у про-

бірці у 5 мл 3 %-го розчину H2SO4 кип'ятінням на водяній 
бані протягом 10 хв. Після нейтралізації вміст пробірки ді-
лять на дві частини.  

У другій пробірці таку ж кількість вати попередньо розчиня-
ють у 0,5 мл 80 %-го розчину H2SO4, розводять водою до 1 мл 
і кип'ятять на водяній бані 5 хв. Після нейтралізації суміш також 
поділяють на дві частини. 

З однією частиною сумішей, що містять оброблену і необро-
блену клітковину, проводять реакцію Фелінга: додають по 1 мл 
розчину Фелінга, перемішують і нагрівають на водяній бані до 
кипіння; з іншою – реакцію Барфеда: додають по 1 мл розчину 
Барфеда, перемішують і нагрівають до кипіння. 

Проби з попередньо обробленою клітковиною дають позитивні 
реакції Фелінга і Барфеда на присутність глюкози. У пробірках із 
необробленою клітковиною осад червоного кольору не утворюєть-
ся, що свідчить про негативні реакції Фелінга та Барфеда. 

Спостереження записують у зошит, роблять висновок. 
 

Дослід  4. Реакція на виявлення інуліну 
Молекули глюкофруктану інуліну містять залишки глюкози 

(3–6 %) і фруктози (94–77 %), які з'єднані β-(2→1)-глікозидними 
зв'язками, тому для інуліну характерною є реакція Селіванова. 

Матеріали та реактиви. 1 %-й розчин інуліну, 25 %-й роз-
чин соляної кислоти, резорцин. 

Обладнання. Штатив із пробірками, піпетки, водяна баня або 
пальник. 
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Хід роботи: 
У пробірку з 5 мл 1 %-го розчину інуліну додають 1 мл 25 %-го 

розчину соляної кислоти, кілька кристалів резорцину і нагріва-
ють до кипіння. Спостерігають червоне забарвлення. 

Спостереження записують у зошит, роблять висновок. 
 

Дослід  5. Якісна реакція на глікозаміноглікани 
(проба Беррі – Спінанджера) 
Глікозаміноглікани входять до складу протеогліканів, які є 

важливими компонентами сполучної тканини. Метод основа-
ний на реакції глікозаміногліканів із толуїдиновим синім у 
кислому середовищі, у результаті якої утворюється сполука 
червоного кольору. 

У сечі здорової людини виділяється 2,7–7,5 мг/добу кислих 
глікозаміногліканів (переважно хондроїтинсульфати). Збіль-
шення вмісту глікозаміногліканів у сечі до 30–80 мг/добу ха-
рактерне для деяких типів мукополісахаридозів – спадкових 
розладів, пов'язаних із недостатністю ферментів розщеплення 
глікозаміногліканів. 

Матеріали та реактиви. Толуїдиновий синій (0,04 %-й 
розчин в ацетатному буфері з рН 2,0), 10 %-й розчин ацетат-
ної кислоти. 

Обладнання. Фільтрувальний папір, мікропіпетки. 
 

Хід роботи: 
На смужку фільтрувального паперу на відстані 1 см один від 

одного наносять мікропіпеткою 0,005, 0,01 і 0,025 мл сечі, ви-
сушують папір при кімнатній температурі, а потім занурюють 
його в 0,04 %-й розчин толуїдинового синього на 1 хв. Вийма-
ють смужку паперу і відмивають реактив 10 %-м розчином аце-
татної кислоти. Якщо концентрація глікозаміногліканів у дослі-
джуваній сечі вища ніж 10 мг/100 мл, тоді з'являється червоне 
забарвлення на одній із нанесених плям. Негативну реакцію 
спостерігають у здорової дитини на другий тиждень життя, різ-
ко позитивна проба характерна для мукополісахаридозу. 

Спостереження записують у зошит, роблять висновок. 
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Дослід 6. Визначення вмісту гепарину в крові 
Гепарин – це єдиний із глікозаміногліканів, що не входить до 

складу протеогліканів або протеогліканових агрегатів сполучної 
тканини. Його основна функція – участь в антигоагуляційній 
системі, де він діє у комплексі з антитромбіном ІІІ, сприяючи 
його фіксації на поверхні ендотеліальних клітин. 

Метод ґрунтується на здатності толуїдинового синього 
зв'язувати вільний гепарин крові, що веде до скорочення тро-
мбінового часу. 

Матеріали та реактиви. Плазма, 0,1 %-й розчин толуїдино-
вого синього, розчин тромбіну (25 мг тромбіну на 1 мл 0,85 %-го 
розчину хлориду натрію), ізотонічний розчин хлориду натрію. 

Обладнання. Водяна баня, секундомір, відалівські пробірки. 
 

Хід роботи: 
У відалівську пробірку (контроль) відмірюють 0,05 мл ізото-

нічного розчину хлориду натрію і 0,1 мл досліджуваної плазми. 
Пробірку ставлять на водяну баню за температури 37 °С. Через 
30 с додають 0,1 мл тромбіну і фіксують час зсідання плазми. 

В іншу відалівську пробірку (дослід) вносять 0,05 мл толуї-
динового синього і також ставлять на водяну баню за темпера-
тури 37 °С. Через 30 с додають 0,1 мл розчину тромбіну і фік-
сують час зсідання крові.  

Різниця в часі зсідання плазми в першій і другій пробірках 
свідчить про кількість вільного гепарину (у нормі – 16–20 с). 
Цей показник знижується при інфаркті міокарда, порушеннях 
функцій печінки тощо. 

Розрахунок записують у зошит, роблять висновок. 
 
 

КОНТРОЛЬНІ ЗАПИТАННЯ 
 
1. За якими принципами класифікують полісахариди? 
2. Чи мають полісахариди відновлювальні властивості? 
3. На якому принципі базуються якісні реакції на глюкани? 
4. Які сполуки можуть утворюватися при гідролізі крохмалю? 
5. Яка реакція лежить в основі методу виявлення інуліну? 
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ТЕСТОВІ ЗАВДАННЯ ДО РОЗДІЛУ 4 
 
Завдання 1 
 

За яким принципом моносахариди поділяються на D- і L-форми: 
а) за кількістю атомів вуглецю; 
б) залежно від здатності обертати площину поляризованого 

світла ліворуч чи праворуч; 
в) за просторовою конфігурацією атомів біля хірального ато-

му вуглецю; 
г) залежно від наявності відновлювальних властивостей;  
д) залежно від здатності утворювати циклічні структури; 
е) за розміщенням гідроксилу відносно аномерного атома вуг-

лецю (С1), що з'являється при утворенні циклічних форм 
альдомоноз? 

 
Завдання 2 
 

За яким принципом моносахариди поділяються на α- і β-форми: 
а) за кількістю атомів вуглецю; 
б) залежно від здатності обертати площину поляризованого 

світла ліворуч чи праворуч; 
в) за просторовою конфігурацією атомів біля хірального 

атому вуглецю; 
г) залежно від наявності відновлювальних властивостей; 
д) залежно від здатності утворювати циклічні структури; 
е) за розміщенням гідроксилу відносно аномерного атома ву-

глецю (С1), що з'являється при утворенні циклічних форм 
альдомоноз? 

 
Завдання 3 
 

За яких умов утворюються уронові кислоти: 
а) окиснення первинної спиртової групи; 
б) окиснення альдегідної групи; 
в) окиснення і альдегідної, і первинної спиртової групи; 
г) відновлення первинної спиртової групи; 
д) відновлення альдегідної групи; 
е) відновлення і альдегідної, і первинної спиртової групи? 
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Завдання 4 
 

У яких із наступних якісних реакцій на гексози утворюється 
осад геміоксиду міді: 

а) біуретова реакція; 
б) реакція Тромера; 
в) реакція Ніландера; 
г) реакція з реактивом Фелінга; 
д) реакція Барфеда; 
е) реакція Селіванова? 
 
Завдання 5 
 

Які із перерахованих вуглеводів не мають відновлювальних 
властивостей: 

а) мальтоза; 
б) крохмаль; 
в) глюкоза; 
г) сахароза; 
д) трегалоза; 
є) лактоза? 
 
Завдання 6 
 

Які із перерахованих вуглеводів належать до глікозидо-
глюкозидів: 

а) мальтоза; 
б) целобіоза; 
в) глюкоза; 
г) сахароза; 
д) трегалоза; 
е) лактоза? 
 
Завдання 7 
 

Які сполуки можуть утворюватися при гідролізі крохмалю: 
а) мальтоза; 
б) фруктоза; 
в) глюкоза; 
г) сахароза; 
д) декстрини; 
е) лактоза? 
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Завдання 8 
 

Як називається сполука, що містить залишки глюкози (3–6 %) 
і фруктози (94–77 %), які з'єднані β-(2 → 1)-глікозидними 
зв'язками: 

а) декстрин; 
б) хітин; 
в) целлюлоза; 
г) сахароза; 
д) інулін; 
е) трегалоза? 
 
Завдання 9 
 

Які з наведених сполук можна визначити, застосовуючи реак-
цію Селіванова: 

а) глюкоза; 
б) фруктоза; 
в) галактоза; 
г) крохмаль; 
д) інулін; 
е) мальтоза? 
 
Завдання 10 
 

Для визначення вмісту якого моносахариду використовують 
дві спряжені ферментативні реакції, причому в ході першої з них 
утворюються глюконова кислота і пероксид водню, а друга реак-
ція потребує 4-амінофеназону й пероксидази та є індикаторною: 

а) глюкоза; 
б) фруктоза; 
в) галактоза; 
г) крохмаль; 
д) інулін; 
е) мальтоза? 
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Розділ 5. ЛІПІДИ 
 

5.1. НЕЙТРАЛЬНІ ЛІПІДИ 
 
5 . 1 . 1 .  З а г а л ь н і  в і д о м о с т і  
п р о  л і п і д и  
Ліпіди – це різноманітні за будовою природні органічні спо-

луки, яким притаманні гідрофобні властивості, зумовлені наяв-
ністю в їхніх молекулах залишків жирних кислот, спиртів і аль-
дегідів. Ліпіди є головними структурними компонентами 
біомембран клітин мікроорганізмів, рослин і тварин, а також 
виконують в організмі інші важливі функції. 

За хімічною будовою та властивостями всі ліпіди поділя-
ються на три групи: нейтральні ліпіди, фосфоліпіди, сфінго-
ліпіди. За альтернативною класифікацією, яка також викорис-
товується, ліпіди поділяються на прості (нейтральні жири 
(ацилгліцероли), воски, ефіри холестеролу), складні (фосфо-
ліпіди – гліцерофосфоліпіли й сфінгофосфоліпіди, та гліколі-
піди – гліцерогліколіпіди й сфінгогліколіпіди) та похідні лі-
підів (жирні кислоти, жовчні кислоти, стероїдні гормони, 
холекальциферол, ейкозаноїди). 

 
5 . 1 . 2 .  С т р у к т у р а  
й  ф у н к ц і ї  н е й т р а л ь н и х  л і п і д і в  
До нейтральних ліпідів, або жирів, відносять похідні гліце-

ролу та вищих жирних кислот, спиртів і альдегідів із загаль-
ною формулою: 
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Це триацилгліцероли, алкілацилгліцероли, нейтральні пла-
змалогени, діольні ліпіди, гліколіпіди та інші ліпіди, молеку-
ли яких не містять заряджених чи полярних функціональних 
груп. До цієї ж групи належать і ефіри холестеролу (рис. 5.1). 

Нейтральні ліпіди виконують в організмах ряд функцій, 
головною з яких безумовно є резервна, або енергетична (три-
ацилгліцероли). Завдяки гідрофобності жири, що синтезують-
ся рослинами, зберігаються в цитоплазмі їхніх клітин у формі 
дрібнодисперсних емульгованих маслянистих крапельок. 

 

 
 

Рис. 5.1. Структурна формула 
холестеролу 

 
В адипоцитах жирової тканини тварин синтезовані три-

ацилгліцероли заповнюють більшу частину цитоплазми. 
У жировій тканині, на долю якої в організмі дорослої люди-
ни середньої ваги припадає майже 15 % маси тіла, може аку 
мулюватися до 9–10 кг триацилгліцеролів. У разі повного 
окиснення такої кількості жиру звільнилося би більше 
350 000 кДж енергії. 

Крім енергетичної, нейтральні ліпіди виконують в органі-
змі тварин ще ряд важливих функцій: захисну, утворюючи 
амортизаційний і теплоізолюючий шар під шкірою та навколо 
внутрішніх органів; регуляторну (похідні холестеролу, вищих 
жирних кислот); метаболічну, забезпечуючи організми в разі 
потреби ендогенною водою (при окисненні 1 г жиру утворю-
ються 38,9 кДж енергії та 1 г Н2О). 
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Лабораторна робота № 5.1 
Вивчення властивостей жирів 
 
Більшість природних жирів – це складні суміші простих та 

змішаних триацилгліцеролів, що вміщують вищі жирні кислоти, 
спирти та альдегіди, які різняться між собою довжиною вугле-
водневого ланцюга, ступенем ненасиченості, характером розмі-
щення подвійних зв'язків, наявністю оксо- та гідроксигруп у 
молекулі. Жирні кислоти в природних жирах майже завжди ма-
ють парну кількість атомів карбону, найчастіше з 16 (пальміти-
нова кислота) та 18 атомами (стеаринова кислота). 

За наявністю або відсутністю подвійних (або потрійних) зв'я-
зків у молекулі жирні кислоти поділяють на ненасичені та наси-
чені. Залежно від кількості подвійних зв'язків у молекулах 
ненасичені жирні кислоти називають моно-, ди-, триєновими 
(полієновими). 

При температурі тіла ненасичені жирні кислоти є рідинами, 
насичені вищі жирні кислоти з числом атомів карбону від 12 до 
24 перебувають у твердому воскоподібному стані. 

Хімічні властивості триацилгліцеролів обумовлені властиво-
стями присутніх в їхніх молекулах вищих жирних кислот, аль-
дегідів та спиртів. 

 

Дослід 1. Вивчення розчинності жирів 
Усі жири нерозчинні у воді, але добре розчиняються в ба-

гатьох органічних розчинниках: діетиловому і петролейному 
ефірах, ацетоні, бензолі, хлороформі тощо. При інтенсивному 
змішуванні жирів із водою утворюються емульсії (тонкодис-
персний розподіл ліпідів у воді), стійкість яких обумовлена 
властивостями середовища. Присутність у воді емульгаторів – 
жовчних кислот, мила, карбонатів та ін. – підвищує стійкість 
емульсій. Це зумовлене тим, що поверхнево-активні частинки 
емульгаторів спрямовуються в поверхневий водяний шар, 
який оточує жирові краплинки, обволікають ці краплинки 
і перешкоджають їхньому злиттю. 

Матеріали та реактиви. Олія, спирт, бензол, хлороформ, 
1 %-й розчин Nа2СО3. 
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Обладнання. Штатив з пробірками, крапельниці, піпетки. 
 

Хід роботи: 
1. У чотири пробірки з притертими пробками наливають по 

0,5 мл рослинної олії і добавляють: у першу – 5 мл води, 
у другу – 5 мл етанолу, у третю – 5 мл бензолу, у четверту – 
5 мл хлороформу. Пробірки закривають пробками, інтенсивно 
струшують і спостерігають: у першій пробірці розподілення 
олії та води на два шари, у другій – утворення каламуті за-
вдяки недостатній розчинності олії у спирті, у третій і чет-
вертій – прозорі розчини. 

2. У дві хімічні пробірки, які містять по 0,5 мл олії, дода-
ють в одну 2 мл води, у другу – 2 мл 1 %-го розчину карбона-
ту натрію. Пробірки енергійно струшують і спостерігають 
утворення емульсій. Відмічають різницю стійкості емульсій 
у пробірках. 

Спостереження записують у зошит, роблять висновок. 
 

Дослід  2. Утворення мила 
При нагріванні з розчином лугу жири гідролізуються, утво-

рюючи гліцерол і мила: 
 

 
 

Матеріали та реактиви. Олія, 50 %-й спиртовий розчин 
KOH (NaOH). 

Обладнання. Колба об'ємом 50 мл, піпетки, газовий пальник. 
 

Хід роботи: 
У колбу вносять 1 мл рослинної олії, додають 20 мл 50 %-го 

спиртового розчину КОН, перемішують і кип'ятять протягом 
години. Після закінчення омилення суміш переливають у мір-
ний циліндр і доводять водою до об'єму 20 мл. Отриманий роз-
чин калієвого мила використовують для наступних реакцій. 
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Дослід  3. Утворення вільних жирних кислот 
З розчинами концентрованих мінеральних кислот, зокрема 

соляної й мила, утворюють вільні жирні кислоти: 
 

R−COOK + HCl → R−COOH + KCl  
 
Матеріали та реактиви. Розчин калієвого мила (отриманий 

у досліді 2), концентрована HC1. 
Обладнання. Пробірки, піпетки. 
 
Хід роботи: 
У пробірку наливають 2–3 мл розчину калієвого мила і 

додають 1 мл концентрованої соляної кислоти. Спостеріга-
ють за утворенням жирних кислот, які збираються у верх-
ньому шарі суміші. 

Спостереження записують у зошит, роблять висновок. 
 
Дослід 4. Утворення нерозчинних кальцієвих мил 
При взаємодії розчинів солей кальцію з розчинами мила 

утворюються нерозчинні кальцієві солі жирних кислот: 
 

 
 
Матеріали та реактиви. Розчин калієвого мила (отриманий 

у досліді 2), 5-й розчин СаСl2. 
Обладнання. Пробірки, піпетки. 
 
Хід роботи: 
У пробірку наливають 2–3 мл розчину калієвого мила, до-

дають 1 мл 5 %-го розчину хлориду кальцію і спостерігають 
за утворенням нерозчинного кальцієвого мила. 

Спостереження записують у зошит, роблять висновок. 
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Дослід  5. Виявлення гліцеролу в жирах 
Акролеїнова проба на гліцерол основана на утворенні при дегі-

дратації гліцеролу внаслідок нагрівання гліцеролу з гідросульфа-
том калію акролеїну (ненасиченого альдегіду етилового ряду): 

 

 
 
Матеріали та реактиви. Кристалічний гідросульфат калію, олія. 
Обладнання. Пробірки, крапельниці, газовий пальник, піпетки. 
 

Хід роботи: 
У пробірку вміщують кілька кристаликів КНSО4, наливають 

5 крапель олії, і нагрівають у полум'ї газового пальника. Під час 
нагрівання із пробірки виділяється біла пара акролеїну з харак-
терним запахом горілого сала, до якої вносять стрічку фільтру-
вального паперу, змоченого аміачним розчином нітрату срібла. 
Спостерігають почорніння паперу, що свідчить при присутність 
акрилового альдегіду. 

Спостереження записують у зошит, роблять висновок. 
 
Дослід 6. Визначення кислотного числа жиру 
Кислотністю жиру, або кислотним числом (КЧ), називається 

кількість міліграмів гідроксиду калію, яка необхідна для нейт-
ралізації вільних жирних кислот, що містяться в 1 г жиру. 

Матеріали та реактиви. Спирт, нейтралізований за фенолфта-
леїном, 0,1 н. розчин КОН, 0,1 %-й розчин фенолфталеїну, жир. 

Обладнання. Колби об'ємом 50 мл, піпетки, бюретки. 
 

Хід роботи: 
У колбу на 50 мл вносять 1 г жиру, наливають 5 мл етанолу, 

нейтралізованого за фенолфталеїном, добре перемішують до 
повного розчинення вільних жирних кислот і титрують 0,1 н. 
розчином гідроксиду калію до появи рожевого забарвлення роз-
чину, яке не зникає протягом 0,5−1 хв. 
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Кількість мг КОН, яка була витрачена на титрування вільних 
жирних кислот, що містяться в 1 г жиру, дорівнює: 

 
КЧ = А × f × Q/а, 

 
де А – об'єм 0,1 н. розчину КОН, витрачений на титрування до-
сліджуваного розчину; 

f – коефіцієнт поправки на титр 0,1 н. розчину КОН; 
Q – кількість КОН (5,61 г), еквівалентна 1 мл 0,1 н. роз-

чину КОН; 
а – наважка жиру, г. 
Розрахунок кислотного числа та отриманий результат запи-

сують у зошит. 
 

Дослід  7. Визначення числа омилення 
та ефірного числа жиру 
Числом омилення (ЧО) називається кількість міліграмів гід-

роксиду калію, яка необхідна для нейтралізації всіх жирних ки-
слот (і вільних, і тих, що входять до складу триацилгліцеролів), 
що містяться в 1 г жиру. 

Матеріали та реактиви. Жир, 0,1 %-й розчин фенолфталеїну, 
0,5 н. розчин НС1, 0,5 н. спиртовий розчин КОН. Для виготовлення 
цього реактиву 40 г КОН розчиняють у 30 мл води, залежно від 
концентрації спиртового розчину, беруть відповідну кількість во-
дяного розчину КОН і розводять перегнаним за наявності NаОН 
(на 100 г спирту 5 г NаОН) спиртом. Спирт із таким вмістом NаОН 
кип'ятять із зворотним холодильником протягом години, потім 
переганяють. Розчин відстоюють добу, фільтрують і зберігають 
у добре закоркованій склянці з темним склом. 

Обладнання. Колби об'ємом 50 мл, зворотний холодильник, 
водяна баня, піпетка, бюретки, крапельниці. 

 

Хід роботи: 
У дві колби на 50 мл вносять: 0,5 мл води (контрольна 

проба) і 0,5 г жиру (досліджувана проба). В обидві колби до-
дають по 15 мл 0,5 н. спиртового розчину гідроксиду калію 
і кип'ятять із зворотним холодильником на водяній бані про-
тягом 50 хв до повного омилення триацилгліцеролів. Потім 
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у колби додають по 10 крапель розчину фенолфталеїну й тит-
рують теплим 0,5 н. розчином НСl до зникнення рожевого 
забарвлення (до нейтральної реакції). 

Кількість мг КОН, яку було витрачено на нейтралізацію всіх жи-
рних кислот, що містяться в 1 г жиру, розраховують за формулою: 

 
ЧО = (В – А) × f × Q/а, 

 
де (В – А) – різниця даних титрування контрольної (В) і дослі-
джуваної (А) проб 0,5 н. розчином НСl, мл; 

f – коефіцієнт поправки на титр 0,5 н. розчину НСl; 
Q – кількість КОН (28,05 мг), еквівалентна 1 мл 0,5 н. роз-

чину КОН; 
а – наважка жиру, г. 
Ефірним числом (ЕЧ) називають кількість міліграмів гід-

роксиду калію, яка потрібна для нейтралізації жирних кис-
лот, що утворюються при омиленні 1 г жиру. Це число ви-
значають за різницею між числом омилення жиру та його 
кислотним числом: 

 
ЕЧ = ЧО – КЧ. 

 
За відомими значеннями ЕЧ жиру розраховують вміст гліце-

ролу, зважаючи на те, що для вивільнення однієї молекули глі-
церолу потрібно витратити три молекули гідроксиду калію. 

Кількість гліцеролу в жирі (G) у відсотках розраховують 
за формулою: 

 
G = 96,02 × ЕЧ × 100/56,11 × 3 × 1000, 

 
де 96,02 і 56,11 – молекулярні маси гліцеролу і калію гідроксиду 
відповідно. 

Розрахунки числа омилення й ефірного числа жиру, а також 
кількості гліцеролу в жирі та отримані результати записують 
у зошит. 

 

Дослід  8. Визначення йодного числа жиру 
Йодне число є кількісною характеристикою ненасиченості 

жиру. Йодним числом (ЙЧ) називають кількість грамів йоду, 

Ви
да
вн
ич
о-п
ол
ігр
аф
ічн
ий

 це
нт
р 

"Ки
ївс
ьки
й у
нів
ер
си
те
т".

 

Ве
рс
ія 
не

 дл
я д
ру
ку



 

 235 

яка може прореагувати з 100 г жиру. Визначення ЙЧ заснова-
но на реакції приєднання йоду за місцем подвійного зв'язку: 

 

 
 
Надлишок йоду відтитровують розчином тіосульфату натрію. 
Матеріали та реактиви. Жир, спиртовий розчин йоду 

(0,1 моль/л), 1 %-й розчин крохмалю, 0,1 н. розчин тіосульфату 
натрію Na2S2O3. 

Обладнання. Дві конічні колби об'ємом 50 мл, піпетки, бюретки. 
 
Хід роботи: 
У дві колби ємністю 50 мл вносять 0,2 мл води (контроль-

на проба) і 0,2 г жиру (досліджувана проба), доливають по 
10 мл спиртового розчину йоду, перемішують і залишають на 
15 хв. Далі проби титрують 0,1 н. розчином тіосульфату на-
трію спочатку до появи жовтуватого забарвлення, і потім, 
додавши 1 мл 1 %-го розчину крохмалю, титрують до зник-
нення синього забарвлення. 

Йодне число (г) розраховують за формулою: 
 

ЙЧ = (В – А) × f × Q × 100/а × 1000, 
 
де (В – А) – різниця даних титрування контрольної (В) і дослі-
джуваної (А) проб 0,1 н. розчином тіосульфату натрію, мл; 

f – коефіцієнт поправки на титр 0,1 н. розчину тіосульфату 
натрію; 

Q – кількість І2 (12,69 мг), яка еквівалентна 1 мл 0,1 н. роз-
чину Na2S2O3; 

100 – перерахунок на 100 г жиру; 
1000 – коефіцієнт переводу мг йоду в грами; 
а – наважка жиру, г. 
Розрахунок йодного числа та отриманий результат записують 

у зошит. 
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Лабораторна робота № 5.2 
Кількісне визначення вмісту триацилгліцеролів 
у крові ензиматичним колориметричним 
методом із застосуванням набору реактивів 

 
В основі методу лежить низка послідовних реакцій, у які 

вступають триацигліцероли сироватки крові за наявності роз-
чину відповідних ферментів: 

 

                              Ліпаза 
Триацилгліцероли    →    Гліцерол + Жирні кислоти 
 
                        Гліцерокіназа 
Гліцерол + АТФ    →    Гліцерол-3-фосфат + АДФ 
 
                         Гліцерофосфатоксидаза 
Гліцерол-3-фосфат + О2    →    Діоксіацетонфосфат + 2Н2О2 
 
                                                               Пероксидаза 

Н2О2 + 4-амінофеназон + 4-хлорфенол    →    Хінонімін + 4Н2О  
 

Концентрацію хіноніміну, інтенсивність забарвлення якого 
пропорційна концентрації триацилгліцеролів у досліджуваному 
зразку визначають фотометрично при довжині хвилі 505 нм. 
Нормальні рівні вмісту триацилгліцеролів у сироватці (плазмі) 
крові – (0,45–1,86) ммоль/л. 

Матеріали та реактиви. Сироватка крові, дистильована 
вода, розчин ферментів (рН = 7,5; містить PIPES (40 ммоль/л),  
4-хлорфенол (5 ммоль/л), MgSO4 (1 ммоль/л), 4-амінофеназон 
(0,5 ммоль/л), ліпазу (1500 МО/л), гліцерокіназу (200 МО/л), гліце- 
рофосфатоксидазу (1000 МО/л), пероксидазу (200 МО/л)), калібру-
вальний розчин, що відповідає концентрації (2,26 ± 0,10 ммоль/л) 
триацилгліцеролів. 

Обладнання. Штатив із пробірками, піпетки, термостат, годин-
ник, фотоелектроколориметр (довжина хвилі 505 (490–550) нм), 
кювети з довжиною оптичного шляху 10 мм. 

 

Хід роботи: 
Аналіз проводять згідно зі схемою, наведеною в табл. 5.1. 
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Т а б л и ц я  5.1. Схема проведення досліду 
по визначенню вмісту триацилгліцеролів 

у крові ензиматичним колориметричним методом 
 

Відміряти 
у пробірку, мл 

Досліджувана 
проба 

Калібрувальна 
проба 

Холоста 
проба 

Сироватка 0,01 – – 

Дистильована вода – – 0,01 

Калібрувальний розчин – 0,01 - 

Розчин ферментів 1,00 1,00 1,00 

 
Розчин у пробірці ретельно перемішують і витримують у 

термостаті при 37 °С протягом 10 хв. Вимірюють оптичну 
густину досліджуваної та калібрувальної проб проти холос-
тої проби. 

Розрахунок вмісту триацилгліцеролів (ммоль/л) здійснюють 
за формулою: 
 

Едосл 
Стриацилгліцер  =  × 2,26, 

Екалібр 
 
де Стриацилгліцер – вміст триацилгліцеролів у досліджуваній пробі, 
ммоль/л; 

2,26 – вміст триацилгліцеролів у калібрувальній пробі, 
ммоль/л; 

Едосл. – екстинція досліджуваної проби, од. екстинції; 
Екалібр – екстинція калібрувальної проби, од. екстинції. 
Розрахунок вмісту триацилгліцеролів у сироватці крові та 

отриманий результат записують у зошит. Порівнюють отри-
мане значення з фізіологічною нормою, роблять висновок. 
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Лабораторна робота № 5.3 
Виділення та ідентифікація холестеролу 
з мозку щурів 
 
Для препаративного виділення холестеролу звичайно вико-

ристовують мозок тварин, який значно багатший на холестерол 
порівняно з іншими тканинами. 

 
Дослід 1. Отримання хлороформного екстракту 
холестеролу з мозку щура 
Матеріали та реактиви. Мозкова тканина щура, гіпс 

(СаSО4), хлороформ, фільтри. 
Обладнання. Фарфорова ступка з товкачиком, скляні пали-

чки, предметні скельця, скальпель, сухі пробірки, лійки, су-
шильна шафа. 

 

Хід роботи: 
5 г мозку щура ретельно розтирають із 10 г гіпсу (СаSО4) у 

порцеляновій ступці до утворення гомогенної маси, котру ви-
сушують у вигляді тонкого шару при 60оС у сушильній шафі. 
Суху гомогенну масу зшкрібають у суху ступку і подрібнюють. 
Отриманий тканинний порошок переносять до пробірки з при-
тертою пробкою і екстрагують 5 мл хлороформу протягом 10 хв, 
періодично струшуючи пробірку. Хлороформний екстракт філь-
трують через складчастий паперовий фільтр; фільтрат викорис-
товують для якісних реакцій на холестерол. 

 
Дослід  2. Якісні реакції на холестерол 
Якісне виявлення холестеролу ґрунтується на реакціях його 

дегідратації і дегідрування у присутності сірчаної кислоти. 
Матеріали та реактиви. Хлороформний розчин холестеро-

лу, отриманий у досліді 1, концентрована сірчана кислота, оцто-
вий ангідрид. 

Обладнання. Штатив із пробірками, фарфорова чашка, піпет-
ки, крапельниці. 
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Хід роботи: 
А. Реакція Шиффа: у пробірку з 1 мл хлороформного екстра-

кту обережно по стінці додають 1 мл концентрованої сірчаної 
кислоти і на межі розподілу фаз спостерігають утворення чер-
воного кільця. 

Б. Реакція Сальковського: у пробірку з 0,5 мл хлороформ-
ного екстракту добавляють 0,5 мл концентрованої Н2SО4, 
струшують і після розшаровування фаз відмічають пурпурно-
червоне забарвлення верхньої хлороформної фази, а також 
темно-червоне (із зеленою флуоресценцією) забарвлення ни-
жнього шару сірчаної кислоти. 

В. Реакція Ліберман – Бурхарда: у пробірку з 1 мл хлорофор-
много екстракту добавляють 2 мл оцтового ангідриду і 2 краплі 
концентрованої сірчаної кислоти, суміш старанно струшують 
і спостерігають зміну забарвлення вмісту пробірки від червоно-
го через фіолетове і синє до зеленого. 

Спостереження записують у зошит, роблять висновок. 
 
Лабораторна робота № 5.4 
Визначення вмісту холестеролу 
в сироватці крові ферментативним методом 
з використанням набору 
для клінічної діагностики. 
 
Ефіри холестеролу за дії ферменту холестеролестерази гідро-

лізуються до вільного холестеролу і вищих жирних кислот.  
Холестерол за дії ферменту холестеролоксидази і кисню окис-
нюється з виділенням пероксиду водню, який вступає в реакцію 
з 4-амінофеназоном за участю пероксидази з утворенням сполуки 
бузкового або червоно-рожевого кольору. Нормальний вміст холе-
стеролу в сироватці крові є віко- і статезалежним і коливається 
в межах від 3,21–5,64 ммоль/л (20 років) до 4,09–7,10 ммоль/л 
(70 років) для чоловіків та від 3,16–5,59 ммоль/л (20 років) до 
4,43–7,85 ммоль/л (70 років) для жінок. 

Матеріали та реактиви. Сироватка крові, ензимний реагент 
(містить холестеролестеразу (150 ± 15 Е/л, холестеролоксидаза 
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(100 ± 10 Е/л), пероксидаза (5,0 ± 0,5 КЕ/л), 4-амінофеназон 
(0,300 ± 0,015 ммоль/л), фенол (30,0 ± 1,5 ммоль/л), Трис 
(30,0 ± 1,5 ммоль/л), стабілізатори, активатори), калібрувальний 
розчин холестеролу – 5,17 ммоль/л. 

Обладнання. Штатив із пробірками, піпетки, термостат, го-
динник, фотоелектроколориметр (довжина хвилі 500–550 нм), 
кювети з довжиною оптичного шляху 10 мм. 

 

Хід роботи: 
Дослідження проводять відповідно до схеми, наведеній у 

табл. 5.2. 
 

Таблиця  5.2. Схема проведення досліду по визначенню 
вмісту холестеролу в сироватці крові ферментативним методом 

 

Відміряти 
у пробірку, мл 

Досліджувана 
проба 

Калібрувальна 
проба 

Холоста 
проба 

Ензимний реагент 1,00 1,00 1,00 

Сироватка крові 0,01 – – 

Калібрувальний розчин 
холестеролу – 0,01 – 

Дистильована вода  – – 0,01 

Ретельно перемішують і витримують 10 хв у термостаті при 37 °С 
 
Вимірюють оптичну густину досліджуваної проби (Едосл) 

і калібрувальної проби (Екалібр) проти холостої проби при дов-
жині хвилі 500–550 нм. Забарвлення розчинів стабільне протя-
гом 60 хв за умови запобігання прямого сонячного світла.  

Розрахунок концентрації холестеролу у пробі (С, ммоль/л) 
здійснюють за формулою: 

 
С = (Едосл / Екалібр) × 5,17, 

 
де 5,17 – концентрація холестеролу у калібрувальній пробі, 
ммоль/л. 
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Розрахунок вмісту холестеролу у сироватці крові та отрима-
ний результат записують у зошит. Порівнюють отримане зна-
чення із фізіологічною нормою, роблять висновок. 

 
 

КОНТРОЛЬНІ ЗАПИТАННЯ 
 

1. Навести приклади реакцій гідролізу жирів з утворенням розчин-
них і нерозчинних калієвих мил. 

2. Дати характеристику таких показників стану жиру, як кислотне 
число, число омилення, ефірне число і йодне число. 

3. У чому полягає принцип визначення йодного числа жиру? 
4. На яких реакціях ґрунтується якісне виявлення холестеролу? 
5. У чому полягає принцип кількісного визначення вмісту холестеро-

лу в сироватці крові з використанням ферментативного методу? 
 
 

5.2. ФОСФОЛІПІДИ 
 
5 . 2 . 1 .  С т р у к т у р а  ф о с ф о г л і ц е р о л і п і д і в  
Фосфоліпіди за типом спирту, що входить до їхнього складу, 

поділяються на фосфогліцероліпіди (або фосфогліцериди) та фо-
сфосфінголіпіди (які детальніше буде розглянуто в підрозд. 5.3.2). 
Молекули фосфогліцероліпідів також є похідними гліцеролу, які 
крім гідрофобних радикалів жирних кислот містять ще й гідро-
фільні компоненти – залишки фосфорної кислоти, аміноспиртів 
і амінокислот із загальною формулою: 

 

 
 
Гідрофільними замісниками "Х" у молекулах фосфогліцеро-

ліпідів можуть бути залишки аміноспиртів етаноламіну і холіну, 
амінокислот серину і треоніну, спиртів гліцеролу та інозитолу. 
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5 . 2 . 2 .  К л а с и ф і к а ц і я  
ф о с ф о г л і ц е р о л і п і д і в  
За будовою гідрофільного компоненту фосфогліцероліпіди 

поділяють на кілька підкласів, основні з них наведено в табл. 5.3. 
 
 

Таблиця  5.3. Основні представники фосфогліцероліпідів 
та будова їхнього гідрофільного компоненту 

 

Фосфогліцероліпіди Гідрофільний компонент 

Фосфатидилхоліни 
(лецитини) 
 

 
Фосфатидилетаноламіни 
(кефаліни) 
 

                      

Фосфатидилсерини 

                      
 

Фосфатидилтреоніни 

                      
 

Фосфатидилгліцериди 
                      
 

Дифосфатидилгліцериди

 
 

Фосфоінозитиди 
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Наявність заряджених або полярних груп обумовлює можли-
вість взаємодії молекул фосфогліцероліпідів з водними розчи-
нами солей. Для фосфогліцеридів характерною є здатність до 
термотропних переходів між поліморфними формами, що має 
важливе значення для ліпід-білкових, ліпід-ліпідних взаємодій у 
ліпід-білкових комплексах біомембран. 

У клітинах організмів фосфогліцероліпіди виконують голо-
вним чином структурну функцію, утворюючи разом із холесте-
ролом ліпідні бішари клітинних мембран. 

 
Лабораторна робота № 5.5 
Виділення і фракціонування фосфоліпідів 
яєчного жовтка 
 
Фосфоліпіди екстрагують із жовтків сумішшю хлороформ-

метанол і хроматографують у тонкому шарі кремнієвої кислоти. 
Матеріали та реактиви. Яєчний жовток, суміші хлороформ-

метанол (2:1), хлороформ, стандарти фосфоліпідів у хлороформі 
(1 мг/мл), розчинник – суміш "хлороформ – метанол – вода" 
(80:25:3), кристалічний йод. 

Обладнання. Колба на 10–25 мл, піпетки, пробірки, водяна 
баня, пластинки з тонким шаром кремнієвої кислоти для хро-
матографії, хроматографічна камера, попередньо насичена 
парою розчинника. Хроматографічні пластинки виготовляють 
наступним чином: на чисті, сухі скляні пластинки розміром 
20 × 10 см наносять суспензію кремнієвої кислоти (~5 г), яку 
розрівнюють за допомогою аплікатора, утворюючи шар тов-
щиною 0,3–0,5 мм. Після цього пластинку висушують при 
кімнатній температурі і перед дослідом активують у сушиль-
ній шафі при 105 ºС протягом 60 хв. 

 

Хід роботи: 
У колбу на 10–25 мл вносять 0,5 г яєчного жовтка, додають 

5 мл суміші хлороформ-метанол (2:1) і екстрагують протягом 
10 хв. Екстракт фільтрують до пробірки Тунберга і випаровують 
у вакуумі або на водяній бані при 60–65 оС. 
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Сухий осад ліпідів розчиняють у 0,05 мл хлороформу і по 
0,02 мл ліпідного екстракту наносять на пластинку з тонким 
шаром кремнієвої кислоти. Поруч з аліквотами екстракту нано-
сять 0,05 мл проби стандартів фосфоліпідів у хлороформі 
(1 мг/мл). Пластинку з нанесеними пробами хроматографують у 
системі хлороформ–метанол–вода (80:25:3) у хроматографічній 
камері, попередньо насиченій парою розчинника. Хроматогра-
фію закінчують, коли фронт розчинника пройде 15–17 см від 
лінії старту, потім пластинку виймають із камери і висушують 
на повітрі. Хроматограму проявляють у парі йоду. Для цього 
стакан з кількома кристалами йоду накривають склом і ставлять 
на водяну баню (t 60 °С). Через кілька хвилин у стакан при кім-
натній температурі на 3−5 хв вносять пластинку. Ліпіди вияв-
ляються у вигляді жовтих і жовто-коричневих плям. 

Ідентифікацію плям проводять за допомогою стандартів фо-
сфоліпідів. 

Замальовують хроматографу в зошит, вимірюють Rf ліпідних 
плям із екстракту жовтка й фосфоліпідів-стандартів, роблять 
висновок щодо наявності в екстракті жовтка різних фосфоліпі-
дів (детальніше про хроматографічне розділення сумішей ліпідів 
див. лабораторну роботу № 5.8). 

 
Лабораторна робота № 5.6 
Визначення загального вмісту фосфоліпідів 
у сироватці крові 
 
Фосфоліпіди осаджуються ТХО разом із білками сироватки. 

В отриманому осаді після його мінералізації визначають вміст 
фосфору, який із молібденовою кислотою утворює фосфорно-
молібденову кислоту. Остання відновлюється аскорбіновою 
кислотою до комплексу синього кольору, інтенсивність забар-
влення пропорційна концентрації фосфору (детальніше про 
методи визначення вмісту неорганічного фосфору в біологічно-
му матеріалі див. лабораторну роботу № 1.2). На частку фосфо-
ру припадає 4 % усередненої молекулярної маси фосфоліпідів 
(0,10–0,15 г/л). Тому загальний вміст фосфоліпідів визначають, 
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перемноживши отриманий результат масової концентрації ліпі-
дного фосфору на 25. 

Матеріали та реактиви. Сироватка крові, 10 %-й розчин 
ТХО, 56 %-й розчин перхлоратної кислоти (НСlО4), розчин мо-
лібдату амонію, 1 %-й розчин аскорбінової кислоти, стандарт-
ний розчин дигідрогенфосфату калію (0,05 мг у 1 мл). 

Обладнання. Центрифужні пробірки, центрифуга, водяна ба-
ня, піпетки, мікропіпетки, пробірки, фотоелектроколориметр. 

 

Хід роботи: 
У центрифужну пробірку наливають 0,2 мл сироватки кро-

ві та 2 мл дистильованої води. Додають 3 мл розчину ТХО 
і через 1–2 хв центрифугують протягом 5 хв за швидкості 
2000–3000 об/хв. Надосадову рідину зливають, не струшуючи 
пробірку. До осаду, який містить ліпопротеїни, додають 1 мл 
56 %-го розчину перхлоратної кислоти і нагрівають на кипля-
чій водяній бані до знебарвлення розчину (20–30 хв). Після 
закінчення мінералізації у пробірку наливають 5 мл води, 
1 мл молібдату амонію і 1 мл 1 %-го розчину аскорбінової 
кислоти, перемішують. 

Одночасно реакцію проводять зі стандартним розчином 
фосфору. До 1 мл стандартного розчину (0,05 мг/мл) додають 
5 мл води, 1 мл молібдату амонію та 1 мл 1 %-го розчину аскор-
бінової кислоти, перемішують. Через 15–20 хв розчини колори-
метрують на ФЕК, використовуючи червоний світлофільтр 
і кювети завтовшки 10 мм проти води. 

Розрахунок проводять за формулою: 
                                                                               Едосл × 0,05 
Заг. вміст фосфоліпідів сироватки (мг/мл) = _________________ × 25, 
                                                                                Естанд × 0,2 
де Едосл – екстинція досліджуваної проби, 

Естанд – екстинція стандартного розчину; 
0,05 – вміст фосфору в стандартному розчині, мг/мл; 
0,2 – об'єм взятої для досліду сироватки; 
25 – перерахунок на загальний вміст фосфоліпідів. 
Розрахунок загального вмісту фосфоліпідів у сироватці крові 

та отриманий результат записують у зошит. Порівнюють отри-
мане значення із фізіологічною нормою, роблять висновок. 

Ви
да
вн
ич
о-п
ол
ігр
аф
ічн
ий

 це
нт
р 

"Ки
ївс
ьки
й у
нів
ер
си
те
т".

 

Ве
рс
ія 
не

 дл
я д
ру
ку



 

 246 

КОНТРОЛЬНІ ЗАПИТАННЯ 
 
1. Які сполуки належать до фосфоліпідів? 
2. Охарактеризувати метод, за яким можна розділити та ідентифі-

кувати окремі компоненти суміші фосфоліпідів. 
3. У чому полягає принцип кількісного визначення загального вміс-

ту фосфоліпідів у сироватці крові? 
4. З якою метою при кількісному визначенні загального вмісту фо-

сфоліпідів у сироватці крові використовують ТХО, перхлоратну 
кислоту і молібдат амонію? 

5. Які функції виконують фосфоліпіди в організмі? 
 
 

5.3. СФІНГОЛІПІДИ 
 
5 . 3 . 1 .  О с о б л и в о с т і  с т р у к т у р и  
с ф і н г о л і п і д і в  
Для сфінголіпідів характерною є присутність у молекулах так 

званих сфінгозинових основ, найчастіше аміноспирту сфінгозину: 
 

 
 
Структурною основою сфінголіпідів є N-ацильні похідні  

сфінгозину – цераміди: 
 

 
 
Первинна спиртова група у сфінголіпідах може бути заміще-

на фосфатидилетаноламіном, фосфатидилхоліном, моно- або 
олігосахаридом. За хімічною будовою замісника сфінголіпіди 
поділяють на дві основні групи: фосфосфінголіпіди (сфінгоміє-
ліни) і глікосфінголіпіди. 
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5 . 3 . 2 .  Ф о с ф о с ф і н г о л і п і д и  
( с ф і н г о м і є л і н и )  
У молекулах сфінгомієлінів замісниками первинного 

гідроксилу звичайно є фосфатидилетаноламін або фосфати- 
дилхолін, завдяки чому за властивостями вони дуже близькі 
до фосфоліпідів: 

 

 
 
Сфінгомієліни – найпоширеніші у природі сфінголіпіди, 

які присутні в більшості клітинних мембран тварин, особливо 
у складі мієлінових оболонок нервових клітин. 

 
5 . 3 . 3 .  Г л і к о с ф і н г о л і п і д и  
Глікосфінголіпіди також входять до складу плазматичних 

мембран різних за типом клітин, де беруть участь у міжклітин-
них взаємодіях, формуванні імунного статусу клітин тощо. 

За хімічною природою вуглеводного компоненту глікосфін-
голіпіди класифікують на цереброзиди, церамідолігогексозиди, 
сульфатиди, глобозиди, гематозиди і гангліозиди. Узагальнену 
структуру найпростішого глікосфінголіпіду – цереброзиду – 
наведено на рис. 5.2. 

 

 
 

Рис. 5.2. Узагальнена структура цереброзиду 
 

Ви
да
вн
ич
о-п
ол
ігр
аф
ічн
ий

 це
нт
р 

"Ки
ївс
ьки
й у
нів
ер
си
те
т".

 

Ве
рс
ія 
не

 дл
я д
ру
ку



 

 248 

Лабораторна робота № 5.7 
Визначення загальних ліпідів 
у сироватці крові з використанням набору 
для клінічної діагностики 
 
Продукти розпаду ненасичених жирних кислот, що утворю-

ються після кислотного гідролізу ліпідів, взаємодіють з фосфор-
нованіліновим реактивом з утворенням забарвлених комплексів, 
що мають максимум поглинання при довжині хвилі 530 нм. 

Нормальні величини даного показника становлять 4–8 г/л. 
Матеріали та реактиви. Фосфорнованіліновий реагент, що 

містить 10 мМ розчин ваніліну і 11,5 М розчин ортофосфорної 
кислоти, калібрувальний розчин ліпідів (8,0 г/л), сірчана кислота 
з концентрацією не менше 95 %, свіжа сироватка або плазма 
крові (гемоліз недопустимий). 

Обладнання. Штатив із пробірками, піпетки, кипляча водяна 
баня, годинник, фотоелектроколориметр (довжина хвилі 530 нм), 
кювети з довжиною оптичного шляху 10 мм.  

 

Хід роботи: 
Аналіз проводять відповідно зі схемою, наведеною в табл. 5.4. 
 

Таблиця  5.4. Схема проведення досліду 
з визначення вмісту загальних ліпідів у сироватці крові 

 

Відміряти у пробірку, мл Досліджувана
проба 

Калібрувальна 
проба 

Холоста 
проба 

Сироватка крові 0,01 – – 
Сірчана кислота 1,00 1,00 1,00 
Калібратор ліпідів – 0,01 – 

Змішують та розігрівають на киплячій водяній бані 10 хв. 
охолоджують пробірки 5 хв холодною водою 

Фосфорнованіліновий реагент 2,00 2,00 2,00 
Змішують, інкубують 25 хв при температурі 20–25 °С у темряві 

 

Вимірюють оптичну густину досліджуваної проби (Едосл) і калі-
брувальної проби (Екалібр) проти холостої проби при довжині хвилі 
530 нм. Забарвлення розчинів стабільне протягом 25 хв у темряві. 
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Розрахунок концентрації загальних ліпідів у пробі (С, г/л) 
здійснюють за формулою: 

 

С = (Едосл /Екалібр ) × 8,0, 
 

де 8,0 – концентрація загальних ліпідів у калібрувальній пробі, г/л. 
Розрахунок вмісту загальних ліпідів у сироватці крові та 

отриманий результат записують у зошит. Порівнюють отримане 
значення із фізіологічною нормою, роблять висновок. 

 
Лабораторна робота № 5.8 
Розділення ліпідів методом тонкошарової 
хроматографії на пластинках Silufol 
 

Метод ґрунтується на здатності рідкої фази, що просува-
ється по шару адсорбенту за рахунок капілярних сил, перемі-
щувати з різними швидкостями компоненти суміші, яку роз-
діляють. Розташування плям сполук, які фракціонують, 
відповідає коефіцієнту розділення Rf, що визначається спів-
відношенням відстаней, пройдених від старту сполукою та 
фронтом розчинника (значення Rf завжди менше одиниці). 
Ліпіди сироватки на хроматограмі розташовуються за змен-
шенням значення Rf: ефіри холестеролу > триацилгліце- 
роли > жирні кислоти > холестерол > фосфоліпіди. 

Матеріали та реактиви. Сироватка крові, суміш хлороформу 
й метанолу (1:1), розчинник – суміш н-гексану, ефіру та оцтової 
кислоти (80:20:1), кристалічний йод, пластинки Silufol, фільтри. 

Обладнання. Хроматографічна камера, хроматографічні плас-
тинки, водяна баня, газовий пальник, термостати з температу-
рою 50 і 100 °С, піпетки, мікропіпетки, пробірки, лійки, стакан. 

 

Хід роботи: 
Для отримання ліпідного екстракту до 1 мл сироватки додають 

10 мл суміші хлороформу та метанолу й інкубують протягом 5 хв 
при t 50 °С. Після інкубації суміш фільтрують, а потім випаровують. 
Сухий залишок розчиняють у 1 мл суміші хлороформу та метанолу. 

Для хроматографії використовують комерційні пластинки 
(20 × 10 см) Silufol. На пластинку на відстані 2 см від нижнього краю 
(лінія старту) за допомогою мікропіпетки або автосамплера наносять 
краплю (≈ 0,005 мл) ліпідного екстракту (рис. 5.3) і здійснюють роз-
ділення висхідним способом у розчиннику до відстані 10 см. 
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Після цього хроматографічну пластинку виймають із каме-
ри, висушують під витяжкою і виявляють результати розподі-
лення у парах йоду. Для цього стакан із кількома кристалами 
йоду накривають склом і ставлять на водяну баню (t 60 °С). 
Через кілька хвилин у стакан при кімнатній температурі на 
3−5 хв вносять пластинку. Ліпіди виявляються у вигляді жов-
тих і жовто-коричневих плям на білому або слабко-жовтому 
фоні пластинки. 

Надалі за допомогою лінійки визначають відстані, які прой-
шли розчинник (фронт розчинника, hf), і компоненти ліпідного 
екстракту (h1, h2, h3, h4, h5), і для кожного ліпідного компоненту 
обчислюють коефіцієнт розподілу Rf за формулою: 

 
Rf = h/hf, 

 
де h – відстань, яку пройшов компонент ліпідного екстракту  
(h1, h2, h3, h4, h5); 

hf – відстань, яку пройшов розчинник. 
 

  
 
 
   • 

  
 
 
   • 

  
 
 
   •   
 
 
   • 

  
 
 
   • 

   Старт 

Фронт 
розчинника 

    h1 

    h2 

    h3 

    h4 

    h5 

    hf 

Ліпідний екстракт 

 
 

Ліпідний екстракт 

   
 
  2 см 

  
 
 
   • 

 
 
   • 

 
Рис. 5.3. Схема проведення хроматографічного розділення 

ліпідного екстракту 
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Отримані дані заносять до табл. 5.5. 
Знаючи, що ліпіди сироватки на хроматограмі розташову-

ються за зменшенням значення Rf: ефіри холестеролу > три-
ацилгліцероли > жирні кислоти > холестерол > фосфоліпіди, 
роблять висновок про відповідність плям компонентів ліпід-
ного екстракту певним ліпідним фракціям і заповнюють пра-
ву колонку таблиці. 

 
Т а б л и ц я  5.5. Значення коефіцієнтів 
розподілу для амінокислот-стандартів 
і амінокислот-компонентів суміші, 

отримані при проведенні хроматографії 
 

Номер компонента 
ліпідного екстракту 

(відлік від лінії старту) 
H Rf Назва ліпіду 

1. h1 = Rf1 =  

2. h2 = Rf2 =  

3. h3 = Rf3 =  

4. h4 = Rf4 =  

5. h5 = Rf5 =  

 
 

КОНТРОЛЬНІ ЗАПИТАННЯ 
 
1. Які сполуки належать до глікосфінголіпідів? 
2. Що таке церамід? 
3. У чому полягає принцип визначення вмісту загальних ліпідів 

у сироватці крові? 
4. Як визначити коефіцієнт розділення Rf при розділенні сумі-

ші ліпідів методом тонкошарової хроматографії на пластин-
ках Silufol? 

5. Як ідентифікувати ліпідні плями на хроматограмі при викорис-
танні методу тонкошарової хроматографії? 
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ТЕСТОВІ ЗАВДАННЯ ДО РОЗДІЛУ 5 
 
Завдання 1 
 

Підберіть до кожного ліпіду та їхніх похідних відповідну 
функцію: 

1) триацилгліцероли; 
2) жирні кислоти; 
3) сфінгомієліни; 
4) простагландини; 
5) таурохолева кислота; 
6) вітамін Е; 
7) вітамін К: 

а) джерело енергії, структурні компоненти інших ліпідів; 
б) запасна форма джерела енергії; 
в) структурний компонент мембран; 
г) регулятори тонусу гладкої мускулатури; 
д) антигеморагічний фактор; 
е) емульгатор; 
ж) антиоксидант. 

 

Завдання 2 
 

До якої групи ліпідів та їхніх похідних належать перераховані 
ліпіди: 

1) лецитини; 
2) фосфатидилінозитоли; 
3) триацилгліцероли; 
4) простагландини; 
5) сфінгомієліни; 
6) вітамін D3; 
7) таурохолева кислота: 

а) жири; 
б) фосфоліпіди; 
в) похідні холестеролу; 
г) похідні арахідонової кислоти? 
 

Завдання 3 
 

Які компоненти з наведених містить у своєму складі сфінго-
мієлін: 

а) гліцерол; 
б) сфінгозин; 
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в) етаноламін; 
г) холін; 
д) залишок фосфорної кислоти; 
е) глюкоза; 
ж) залишок жирної кислоти? 
 

Завдання 4 
 

Які компоненти з наведених, що містяться у складі лецитину, 
надають цій сполуці гідрофільних властивостей: 

а) залишок жирної кислоти; 
б) сфінгозин; 
в) етаноламін; 
г) холін; 
д) залишок фосфорної кислоти; 
е) глюкоза? 
 

Завдання 5 
 

Які сполуки з наведених належать до фосфогліцероліпідів: 
а) сфінгомієліни; 
б)сфінгозин; 
в) церамід; 
г) фосфатидилхоліни; 
д) триацилгліцероли; 
е) цереброзиди; 
ж) фосфатидальхоліни? 
 

Завдання 6 
 

У складі яких сполук наявний церамід: 
а) сфінгомієліни; 
б) сфінгозин; 
в) гангліозиди; 
г) фосфатидилхоліни; 
д) триацилгліцероли; 
е) цереброзиди; 
ж) фосфатидальхоліни; 
з) сульфатиди? 
 

Завдання 7 
 

Які з наведених жирних кислот за температури тіла є рідинами: 
а) арахідонова; 

Ви
да
вн
ич
о-п
ол
ігр
аф
ічн
ий

 це
нт
р 

"Ки
ївс
ьки
й у
нів
ер
си
те
т".

 

Ве
рс
ія 
не

 дл
я д
ру
ку



 

 254 

б) пальмітинова; 
в) стеаринова; 
г) олеїнова; 
д) лінолева; 
е) масляна; 
ж) лауринова? 
 

Завдання 8 
 

Який компонент у складі ліпідів дозволяє виявити акролеїно-
ва проба: 

а) гліцерол; 
б) сфінгозин; 
в) етаноламін; 
г) холін; 
д) залишок фосфорної кислоти; 
е) глюкоза; 
ж) залишок жирної кислоти? 
 

Завдання 9 
 

Кількість міліграмів гідроксиду калію, яка необхідна для нейт-
ралізації вільних жирних кислот, що містяться в 1 г жиру – це: 

а) йодне число жиру; 
б) число омилення жиру; 
в) пероксидне число жиру; 
г) кислотне число жиру; 
д) ефірне число жиру. 
 

Завдання 10 
 

Для кількісного визначення яких ліпідів необхідний молібдат 
амонію: 

а) церамід; 
б) холестерол; 
в) фосфатидилетаноламіни; 
г) фосфатидилхоліни; 
д) гангліозиди; 
є) сфінгомієліни; 
ж) сульфатиди? 
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Розділ 6. БІОЛОГІЧНІ МЕМБРАНИ 
 

6.1. СТРУКТУРА Й ФУНКЦІЇ 
БІОЛОГІЧНИХ МЕМБРАН 

 
6 . 1 . 1 .  Ф у н к ц і ї  б і о л о г і ч н и х  м е м б р а н  
 

Таблиця  6.1. Функції мембран клітинних органел 
 

Назва Фізіологічні функції 

Плазматична 
мембрана 

Дифузійний бар'єр, транспорт речовин, електрич-
на збудливість, взаємодія з гормонами та ін. 
регуляторними молекулами за участю рецепторів, 
міжклітинні взаємодії 

Ядерна мембрана Зберігання генетичної інформації 
(оточення ядерного матеріалу) 

Гранулярний 
Ендоплазматичний 
ретикулум 

Біосинтез секреторних, лізосомальних і мембран-
них білків (за участю рибосом) і транспорт їх 
у різні субкомпартменти клітини 

Гладенький ендопла-
зматичний ретикулум 

Синтез ліпідів, транспорт іонів, знешкодження 
токсичних речовин 

Аппарат Гольджі 

Посттрансляційні модифікації синтезованих 
в ендоплазматичному ретикулумі білків, 
секреція та збереження білків та біологічно 
активних речовин, утворення проферментів, 
полісахаридів, ліпопротеїнів, слизу 

Лізосоми 
Лізис білків, ліпідів, вуглеводів 
та нуклеїнових кислот за участю лізосомальних 
гідролітичних ферментів 

Пероксисоми Утворення й перетворення пероксиду водню, 
метаболізм нуклеїнових кислот 

Фагосоми 
Захоплення з оточуючого середовища шляхом 
замикання плазматичної мембрани часток 
діаметром більше ніж 1 мкм 

Піносоми Поглинання речовин діаметром менше ніж 1 мкм 

Облямовані везикули Транспорт речовин у клітину та із клітини 
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Біологічні мембрани є невід'ємною складовою кожної клі-
тини, вони визначають структурну організацію та функціо-
нування її органел. Мембрани виконують цілий ряд функцій 
(табл. 6.1): відокремлюють внутрішньоклітинний вміст від 
навколишнього середовища, забезпечують компартменталі-
зацію клітини (поділяють її на відсіки), регулюють транспорт 
речовин у клітину та органели, обумовлюють існування між-
клітинних контактів, забезпечують проведення зовнішніх 
сигналів всередину клітини, переробку інформації, форму-
вання та передачу нервових імпульсів, перетворення різних 
форм енергії та ін. 

До органел, які мають мембранну структуру, належать ен-
доплазматичний ретикулум, апарат Гольджі, ядро, мітохонд-
рії, лізосоми та пероксисоми. 

 
6 . 1 . 2 .  Х і м і ч н и й  с к л а д  
б і о л о г і ч н и х  м е м б р а н  
Біологічні мембрани складаються із ліпідів, білків і вугле-

водів, а також можуть містити нуклеїнові кислоти, поліа- 
міни, неорганічні іони й воду. Серед ліпідів мембран міс-
тяться нейтральні ліпіди (похідні холестеролу), фосфоліпіди 
(фосфатидилетаноламіни, фосфатидилсерини, фосфатидил-
холіни, фосфатидилінозитоли, кардіоліпіни) та сфінголіпіди 
(похідні церамідів та фосфорної кислоти – сфінгомієліни, 
гліколіпіди – похідні церамідів і моно- або олігосахаридів – 
цереброзиди, сульфатиди, гангліозиди). Приклади структури 
деяких ліпідів біологічних мембран наведено на рис. 6.1. 

Жирнокислотний склад ліпідів біомембран представлений 
насиченими (від лауринової до ліногліцеринової) та ненаси-
ченими (пальмітоолеїновою, олеїновою, лінолевою, лінолено-
вою, арахідоновою) кислотами. 

Молекули мембранних ліпідів побудовані за єдиним пла-
ном, вони утворюють моно- або бішарові структури, що є 
стабільними у водному середовищі (рис. 6.2). Полярні ліпіди 
утворюють моношари на поверхні водних розчинів, причому 
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гідрофобні ланцюги жирних кислот звернені у повітря, 
а гідрофільні частини молекул занурені у водну фазу. У вод-
них розчинах ліпіди утворюють міцели та ліпосоми: гідро-
фобні жирнокислотні ланцюги взаємодіють між собою та 
експонуються всередину структури, а гідрофільні "голівки" 
утворюють іонні зв'язки та спрямовуються у водне середо-
вище, що їх оточує. 
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Рис. 6.1. Приклади структури ліпідів біологічних мембран: 

А – фосфатидилхолін; Б – цереброзид А; 
В – кардіоліпін (1 – гідрофобний "хвіст", 

2 – гідрофільна "голівка") 
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Повітря 

Вода

 
 

Рис. 6.2. Організація молекул ліпідів 
у водних розчинах 

 
6 . 1 . 3 .  Р і д и н н о - м о з а ї ч н а  м о д е л ь  
с т р у к т у р и  б і о л о г і ч н и х  м е м б р а н  
У 1972 р. С. Сінгером і Дж. Ніколсоном була запропонова-

на рідинно-мозаїчна модель будови біологічної мембрани. 
Згідно з цією моделлю (рис. 6.3), мембранні ліпіди утворю-
ють бімолекулярний шар і здатні до сегментарної та оберта-
льної рухливості, латеральної дифузії й меншою мірою – до 
"фліп-флоп" переходів (тобто переходів із одного моношару 
до іншого). 

Білки мембран також є дуже лабільними, і їхня рухливість 
визначається не лише їхніми власними характеристиками, але 
й станом ліпідів. У бішар вбудовані інтегральні білки, які 
мають амфіфільну будову: їхні неполярні домени, що містять 
гідрофобні амінокислотні залишки, контактують з гідрофоб-
ними ліпідними шарами, а полярні частини контактують 
з водою за рахунок гідрофільних залишків. 
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Рис. 6.3. Рідинно-мозаїчна 
модель мембрани 

 
Білки прикріплюються до мембрани різними способами: 
1) шляхом зв'язування з іншими білками, зануреними у лі-

підний бішар (F1-субодиниця Н+-АТФази); 
2) сполученням із поверхнею ліпідного бішару за рахунок 

електростатичних сил (основний білок мієліну) чи гідрофоб-
них взаємодій (фосфоліпази); 

3) за допомогою гідрофобного "якоря", який може бути 
представлений послідовністю неполярних амінокислотних 
залишків (цитохром b5) або ковалентно приєднаними до біл-
ків неполярними сполуками – жирною кислотою, залишком 
ізопрену або фосфоліпідом глікозилфосфатидилінозитолом; 

Інтегральні (трансмембранні) білки можуть перетинати 
мембрану один раз (глікофорин) або декілька разів (лактозо-
пермеаза, бактеріородопсин). 

Позаклітинні частини мембранних білків найчастіше міс-
тять залишки вуглеводів. За таким типом побудовані мем-
бранні рецептори, які забезпечують упізнавання під час фун-
кціонування імунних клітин, регулюють активність іонних 
каналів тощо. Деякі білки у мембранах утворюють олігомерні 

Ви
да
вн
ич
о-п
ол
ігр
аф
ічн
ий

 це
нт
р 

"Ки
ївс
ьки
й у
нів
ер
си
те
т".

 

Ве
рс
ія 
не

 дл
я д
ру
ку



 

 260 

ансамблі, функціональна активність яких залежить від фазо-
вого стану ліпідного бішару. 

Таким чином, рідинно-мозаїчна модель (рідинна – бо її лі-
піди перебувають у рідкому стані, а мозаїчна – бо білки не 
займають усієї площі, а ніби вкраплені в ліпідний матрикс – 
мозаїка) постулює, що основною матрицею мембран є по-
двійний ліпідний шар із фосфоліпідів, холесторолу і гліколі-
підів, у який занурені білки з різною ферментативною та ін-
шими активностями. 

Важливою особливістю мембрани є асиметрія бішару – 
нерівномірний розподіл білків, ліпідів і вуглеводів в обох мо-
ношарах мембрани. Завдяки цьому забезпечується вектор-
ність мембранних процесів, ефективність міжклітинних взає-
модій, різноманітні види рухливості мембрани (утворення 
зморшок, вигинів, мембранних пухирців). 

Протягом останніх років рідинно-мозаїчна модель будови 
мембрани підлягала модифікації. Було виявлено, що не всі 
мембранні білки здатні вільно дифундувати у ліпідному бі-
шарі. Отримано дані про існування мембранних рафтів – ди-
намічних асоціатів ліпідів, які внаслідок високого вмісту хо-
лестеролу є більш щільно упакованими. 

 

6 . 1 . 4 .  М о д е л ь н і  м е м б р а н н і  с и с т е м и  
Набули широкого застосування штучні мембрани, які до-

зволяють моделювати різноманітні процеси, що проходять у 
мембранах. Також розповсюдженими у біохімічних і біофізич-
них дослідженнях є моношари на межі розподілу фаз електро-
літ/повітря, бішарові ліпідні мембрани та ліпосоми – замкнені 
двошарові мембранні пухирці, побудовані з амфіпатичних ре-
човин (переважно фосфоліпідів), у які можна включати різно-
манітні хімічні сполуки (рис. 6.4). Ліпосоми застосовуються не 
тільки в наукових дослідженнях (для вивчення механізмів 
мембранного транспорту, фазових переходів ліпідів бішару, 
характеристики мембранних білків), а й у фармакології, меди-
цині й косметології для спрямованої доставки включених у них 
лікарських засобів до клітин-мішеней. 
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Фрагмент бішарової 
ліпідної мембрани 

Полярні групи 
фосфоліпідів 

Радикали
жирних 
кислот 

Фосфоліпідна
везикула 

(ліпосома) 

Водний розчин 
речовини 

 
 

Рис. 6.4. Схема організації фосфоліпідної ліпосоми 

 
Лабораторна робота № 6.1 
Виділення клітин із різних органів тварин 
 

Дослід  1. Виділення лімфоїдних клітин 
із тимусу і селезінки щурів 
Для роботи з мембранами насамперед необхідно виділити  

із біологічних тканин клітини. Існує багато методів ізолювання 
клітин з різних джерел. Даний метод базується на виділенні лі-
мфоїдних клітин із суспензії органів тварин шляхом центрифу-
гування на градієнті фікол-вірографіну. 

Матеріали та реактиви. Тимус і селезінка тварини, три-
пановий синій, рідкий азот. Буфер для виділення – готу- 
ють розчин наступного складу: 120 мМ NaCl, 5 мМ КCl, 
3 мМ Na2HPO4, 5 мМ HEPES, 10 мМ глюкоза, 4 мМ NaHCO3, 
доводять рН до 7,4. Після чого додають по 1 мл 1,2 мМ СаСl2 
і 1 мМ МgSO4). Фікол-вірографін готують таким чином: 4,5 г 
"Ficoll-400" розчиняють у 50 мл гарячої дистильованої води, 
додають 20 мл 65 %-го розчину йодаміду (N-метилглюка- 
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мінової солі 3-ацетамідометил-5-ацетамідо-2,4,6-трийодбен- 
зойної кислоти), суміш перемішують до утворення прозорого 
розчину. Вимірюють густину розчину в рефрактометрі. Кін-
цевий об'єм фіколу (100 мл) доводять поступово, досягаючи 
густини 1,077 г/ см3 

Обладнання. Штатив із пробірками, піпетки, склянки, ваги, 
чашки Петрі, пінцет, товкачик і нейлонова тканина для отри-
мання суспензії клітин, рефрактометр, центрифужні пробірки, 
центрифуга (1,5 тис. об./хв), годинник, камера Горяєва, опти-
чний мікроскоп. 

 

Хід роботи: 
Тварин декапітують, видалять селезінку і тимус, органи 

переносять у пробірки чи склянки з налитим у них буфером 
виділення. 

В и д і л е н н я  л і м ф о ц и т і в  
1. Селезінки зважують (по 450–600 мг), наважки вносять 

у чашки Петрі з налитими в них 10 мл буфера виділення. 
2. Органи дезінтегрують пінцетами без використання ферме-

нтів і перетирають крізь чотири шари нейлонової тканини в бу-
ферне середовище, отримуючи суспензію клітин. 

3. Суспензію клітин переносять у пробірки й доводять до 
об'єму 10 мл буфером виділення, відстоюють протягом 10 хв 
(для позбавлення від сторонніх часток), осад відкидають. 

4. Суспензію клітин вносять у інші мірні пробірки, доводять 
об'єм до 10 мл буфером виділення. 

5. Фракцію лімфоїдних клітин, яка складається в основному 
із малих і середніх лімфоцитів, виділяють із надосадової рі-
дини центрифугуванням у градієнті фікол-вірографіну (гус-
тина 1,077 г/см3). Для цього в товстостінні центрифужні пробір-
ки вносять 5 мл клітинної суспезії й обережно підшаровують 
2,5 мл розчину фікол-вірографіну. 

6. Проби центрифугують при 1,5 тис. об./хв протягом 40 хв; 
фракцію лімфоїдних клітин, що утворюється на межі між фікол-
вірографіном та суспензією клітин селезінки, збирають і пере-
носять у інші пробірки. 
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7. Отримані лімфоцити відмивають від фікол-вірографіну – 
доводять об'єм до 10 мл указаним вище буфером (буфер виді-
лення), центрифугують при 1,5 тис. об./хв протягом 10 хв, 
осад ресуспендують у 10 мл буфера і знову відмивають, як 
зазначено вище. 

8. Осад ресуспендують у 1 мл буфера виділення і підрахо-
вують клітини у камері Горяєва після забарвлення трипано-
вим синім. 

9. Проби заморожують в рідкому азоті. 
 

В и д і л е н н я  т и м о ц и т і в  
1. Тимуси перетирають крізь чотири шари нейлонової тка-

нини в буферне середовище вищевказаного складу (буфер 
виділення). 

2. Суспензію клітин доводять до об'єму 10 мл буфером виді-
лення та відстоюють протягом 10 хв. 

3. Центрифугують при 1,5 тис. об./хв протягом 10 хв 
4. Осад ресуспендують у 1 мл буфера виділення і підрахо-

вують клітини в камері Горяєва після забарвлення трипано-
вим синім. 

5. Проби заморожують у рідкому азоті. 
 

Дослід 2. Виділення гладеньких м'язових клітин 
Метод дозволяє отримати клітини гладеньких м'язів, які 

будуть зберігати свою структуру і властивості (скоротливу 
активність). 

Матеріали та реактиви. Тканина тварини, трипсин, ко-
лагеназа, трипановий синій, ЕГТО (0,3–0,5 мг/л), АТФ, соє-
вий інгібітор трипсину (3 мг/мл). Розчин І є модифікованим 
розчином Хенкса: 137 мМ NaCl, 5 мМ KCl, 1,1 мМ Na2HPO4, 
0,4 мМ K2HPO4, 0,4 мМ NaHCO3, 5,5 мМ глюкози, іони Ca2+ 
і Mg2+ відсутні. Розчин ІІ складається з 137 мМ NaCl, 
5 мМ KCl, 4,0 мМ NaHCO3, 5,5 мМ глюкози, 5,0 мМ CaCl2. 
Розчини готують на трис-HCl буфері (рН = 7,3 при 37 оС). 

Обладнання. Штатив із пробірками, піпетки, склянки, чашки 
Петрі, пінцет, ножиці, бюкс із магнітом, термостат із магнітною 
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мішалкою, центрифужні стакани, центрифуга (1000 об./хв), го-
динник, оптичний мікроскоп з фазово-контрастним пристроєм 
(збільшення 80–100). 

 

Хід роботи: 
1. У тварини беруть тканину (taeniacoli  морської свинки), 

промивають розчином І (4 оС), розрізають на шматочки розмі-
ром 0,5–1 мм і протягом 1–1,5 год витримують при кімнатній 
температурі в розчині І, до якого доданий ЕГТО (0,3–0,5 мг/л). 
ЕГТО діє як релаксант і ефективно "готує" тканину до наступної 
дії колагенази. Шматочки тканини переносять у бюкс із магні-
том, що міститься в ньому, і заливають 5–10 мл свіжовиготов-
леного розчину трипсину (на розчині І, концентрація 1 мг/мл). 
Бюкс розміщують у термостаті (36 оС) на магнітну мішалку при 
обертанні магніту із швидкістю 50–60 об/хв. 

2. Через 1 год реакцію зупиняють соєвим інгібітором 
трипсину (3 мг/мл). Потім розчин трипсину замінюють роз- 
чином колагенази (0,4–0,5 мг/мл, виготовленим на розчині ІІ, 
у якому містяться іони Ca2+, які активують колагеназу). Через 
30–40 хв клітинну суспензію осаджують центрифугуванням 
(1000 об/хв) і осад, що складається з ізольованих клітин, ре-
суспендують у розчині І. 

3. Перед тим, як використовувати ізольовані клітини, необхідно 
впевнитися, що процедура ізолювання не змінила їхню структуру 
та властивості. Для цього виділяють наступні критерії: 

а) цілісність плазматичної мембрани; 
б) спонтанна і викликана фізіологічно активними речовинами 

скоротлива активність; 
в) збереження клітинами ультраструктурних особливостей 

інтактної гладенької м'язової тканини; 
г) спонтанна скоротлива активність ізольованих клітин дослі-

джується в полі зору оптичного мікроскопа з фазово-контрастним 
пристроєм при збільшенні 80–100. Зазвичай вона спостерігається 
в 1–2 % випадків. 

 
Дослід  3. Визначення цілісності клітинної мембрани 
Для подальшого використання ізольованих клітин з метою до-

слідження біологічних мембран  необхідно встановити, чи збері-

Ви
да
вн
ич
о-п
ол
ігр
аф
ічн
ий

 це
нт
р 

"Ки
ївс
ьки
й у
нів
ер
си
те
т".

 

Ве
рс
ія 
не

 дл
я д
ру
ку



 

 265 

гають клітини в процесі виділення свою біологічну активність. 
Важливо, щоб отримані клітини мали непошкоджену плазматич-
ну мембрану, її цілісність можна перевірити за допомогою забар-
влювання трипановим синім. Клітини з ушкодженими мембрана-
ми мають синє забарвлення при розгляданні їх під світловим 
мікроскопом, оскільки барвник надходить всередину них. 

Матеріали та реактиви. Суспензія клітин, отримана у до-
слідах 1, 2 лабораторної роботи № 6.1, 0,4 %-й трипановий си-
ній, 80 мкл буфера виділення (див. лабораторну роботу № 6.1, 
дослід 1). 

Обладнання. Штатив із пробірками, піпетки, камера Горяєва, 
оптичний мікроскоп. 

 

Хід роботи: 
До суспендованих клітин (20 мкл) додають 100 мкл 0,4 %-го 

трипанового синього та 80 мкл буфера виділення (див. дослід 1). 
Суміш наносять на камеру Горяєва, і препарати розглядають під 
мікроскопом. Живі клітини трипановий синій не забарвлює, 
оскільки він не здатний проходити крізь їхню мембрану. Наяв-
ність синього забарвлення свідчить пошкодження плазматичної 
мембрани і, як наслідок, про загибель клітин. 

 

Дослід  4. Руйнування клітинної мембрани ультразвуком 
Для отримання мембран клітинних органел із ізольованих 

клітин насамперед необхідно зруйнувати клітини без порушення 
структурної та функціональної організації мембран. Для руйну-
вання клітин і тканин розроблено численні методи: осмотичний 
шок, обробка ультразвуком, заморожування/відтаювання, гомо-
генізація. У даному підході руйнування клітин здійснюють за 
допомогою ультразвукового дезінтегратора. 

Матеріали та реактиви. Суспензія клітин, отримана у до-
слідах 1, 2 лабораторної роботи № 6.1, 0,4 %-й трипановий 
синій, 80 мкл буфера виділення (див. лабораторну роботу 
№ 6.1, дослід 1). 

Обладнання. Штатив із пробірками, піпетки, ультразвуковий 
дезінтегратор УЗДН-1 (частота 22 кГц), камера Горяєва, оптич-
ний мікроскоп. 
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Хід роботи: 
Клітинну суспензію піддають ультразвуковій обробці протя-

гом 1 і 3 хв на частоті 22 кГц ультразвуковим дезінтегратором 
УЗДН-1. До суспензії додають трипановий синій і визначають 
забарвлення клітин під мікроскопом. 

 
Лабораторна робота № 6.2  
Виділення різних субклітинних фракцій 
 
З метою одержання різних біологічних мембран проводять 

розділення субклітинних компонентів. Оскільки вони мають 
різні розміри й вагу, під час центрифугування вони осідають з 
різними швидкостями. Це дозволяє вибірково осаджувати стру-
ктурні елементи клітин без порушення їхньої структури та без 
втрати біологічних властивостей. Для цього застосовують метод 
диференційного центрифугування у градієнті густини (напри-
клад, сахарози), за допомогою якого можна отримати ядра, мі-
тохондрії, мікросоми й плазматичні мембрани. У процесі ульт-
рацентрифугування гомогенатів клітин і тканин фрагменти 
мембран рухаються під дією відцентрової сили й розподіляють-
ся вздовж центрифужної пробірки. 

Речовина, що використовується для приготування градієнта, 
має бути легко розчинною у воді, фізіологічно нешкідливою та 
хімічно інертною; її розчин має бути нев'язким, прозорим у ви-
димій ділянці спектра; також вона повинна створювати низький 
осмотичний тиск. Більшості цих вимог задовольняє сахароза. 

Для розділення субклітинних компонентів варіюють швид-
кість і час центрифугування. Це дозволяє отримати три фракції: 

 

• ядерну (містить найбільші за розміром органели); 
• мітохондріальну (містить органели середнього розміру); 
• мікросомальну (містить найменші органели). 
 

Потім фракцію цих органел нашаровують на градієнт густи-
ни й центрифугують відповідно до густини і швидкості їхньої 
седиментації протягом різних проміжків часу. 

Отже, основні компоненти клітини осаджують у наступній 
послідовності: цілі клітини та їхні фрагменти, ядра, мітохондрії, 
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лізосоми, мікротільця, мікросоми (переважно фрагменти гладе-
нького та шорсткого ендоплазматичних ретикулумів, плазмати-
чна мембрана тощо), окремі компоненти мембранних структур. 

 

Дослід  1. Виділення мітохондрій із печінки щурів 
Процес виділення мітохондрій складається з чотирьох етапів: 
1) гомогенізація; 
2) відокремлення мітохондріальної фракції методом дифере-

нційного центрифугування; 
3) очищення отриманої фракції шляхом повторного про-

мивання; 
4) визначення чистоти та якості отриманого препарату. 
Даний метод ґрунтується на диференційному центрифугу-

ванні й подальшому субфракціонуванні отриманого матеріалу в 
градієнті густини сахарози. Оскільки мітохондрії легко пошко-
джуються внаслідок осмотичного шоку в гіпотонічному розчині, 
для їх виділення використовують 0,3–0,6 М сахарозу, а ізотоніч-
ність середовища виділення забезпечується завдяки введенню 
трис-буфера або хелатуючої речовини ЕДТО. 

Спочатку з гомогенату видаляють фракцію, що містить ядра 
та великі клітинні уламки (центрифугування при 2500–3000 g), 
а потім із надосадової рідини виділяють фракцію мітохондрій 
(центрифугування при 15000 g). 

Маркерними ферментами внутрішніх мембран мітохонд-
рій є ферменти-переносники електронів (сукцинатдегідроге-
наза, цитохромоксидаза). Для встановлення чистоти отриманої 
мітохондріальної фракції визначають їхню активність. Також за 
допомогою методу фазово-контрастної мікроскопії можна вста-
новити забруднення препарату ядрами, цілими клітинами та 
їхніми фрагментами. 

Матеріали та реактиви. Реактиви для визначення концен-
трації білка за Лоурі (див. лабораторну роботу № 2.8, дослід 1), 
реактив для перфузії печінки щурів (1 мМ розчин гідрокарбо-
нату натрію у 5 мМ розчині хлориду кальцію), середовище 
для визначення мітохондрій (0,5 М сахароза, 0,15 М калій-
фосфатний буфер при рН 7,05, 0,5 мМ ЕДТО, 1 %-й альбу-
мін), розчини для формування ступінчастого градієнта гус- 
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тини сахарози (7 мл 1,1 М сахарози, 15 мл 0,8 М сахарози, 
15 мл 0,5 М сахарози і 10 мл 0,3 М сахарози, готують на 
0,15 М калій-фосфатному буфері при рН 7,0, що містить 
5 мМ ЕДТО і 1 %-й альбумін), сироватковий альбумін бика, 
10 %-й розчин ТХО, 1 н. розчин NaOH. 

Обладнання. Препарувальний столик, ножиці, канюля, з'єд- 
нана з гумовою трубкою з воронкою для перфузії печінки, 
фільтрувальний папір, чашки Петрі, подрібнювач типу по-
ршневої м'ясорубки, ваги, гомогенізатор, подвійний шар 
тканини (або марлі, що складена в чотири рази) для вида-
лення фрагментів тканини, центрифужні стакани, центрифу-
га (2500–15 000 g), годинник, шприц або спеціальне присто-
сування для відбору фракцій. 

 

Хід роботи: 
1. Щурів декапітують, фіксують на препарувальному сто-

лику і розрізають черевну порожнину. За допомогою канюлі, 
що з'єднана з гумовою трубкою з воронкою, заповненою охо-
лодженим середовищем перфузованого розчину, печінку пер-
фузують 1 мМ розчином гідрокарбонату натрію у 5 мМ роз-
чині хлориду кальцію до повного видалення слідів крові 
у рідині, що витікає з печінки. Печінку видаляють, вирізають 
ділянки сполучної тканини і після просушування на фільтру-
вальному папері подрібнюють матеріал ножицями і пропус-
кають крізь подрібнювач типу поршневої м'ясорубки. Отри-
ману масу зважують і змішують із п'ятикратним (за масою) 
надлишком середовища виділення (0,5 М сахароза, 0,15 М ка- 
лій-фосфатний буфер при рН 7,05, 0,5 мМ ЕДТО, 1 %-й аль-
бумін). Матеріал гомогенізують шляхом багаторазового пе-
ремішування тефлонового товкача зверху вниз і навпаки. 

2. Отриманий гомогенат віджимають крізь подвійний шар 
тканини (або марлі, що складена в чотири рази) для видалення 
фрагментів тканини і центрифугують при 2500–3000 g протя-
гом 10 хв. Осад, що містить залишки ядер та уламки клітин, від-
кидають. Надосадову рідину центрифугують при 15 000 g 15 хв. 
Осад промивають середовищем виділення й центрифугують 
повторно при 15 000 g 15 хв. 
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3. Для наступного очищення мітохондрій осад суспенду-
ють у 2 мл середовища виділення і наносять на ступінчас- 
тий градієнт густини сахарози, що складається з наступних 
шарів: 7 мл 1,1 М сахарози, 15 мл 0,8 М сахарози, 15 мл 0,5 М са- 
харози і 10 мл 0,3 М сахарози. Ці розчини готують на 0,15 М 
калій-фосфатному буфері при рН 7,0, що містить 5 мМ ЕДТО 
і 1 %-й альбумін. 

4. Мітохондрії, що містяться у шарах 0,5–0,8 М сахарози, від-
смоктують шприцом або спеціальним пристосуванням для від-
бору фракцій і осаджують при 15 000 g протягом 15 хв. 

У більшості випадків необхідно охарактеризувати отриманий 
матеріал або за сухою масою, або за вмістом білка. У першому 
випадку частину отримано фракції висушують і зважують на 
склі, маса якого визначена заздалегідь. У другому випадку кон-
центрацію білка у фракції мітохондрій визначають за методом 
Лоурі (див. лабораторну роботу № 2.8, дослід 1). 

 

Дослід 2. Виділення плазматичних мембран 
із клітин гладеньких м'язів 
Методи отримання плазматичних мембран є виключно різ-

номанітними. Ці структури були виділені з різних джерел: кори 
головного мозку щурів, ембріональних клітин миші, еритроци-
тів людини, клітин міокарда щура, клітин Hela, кишечнику, ле-
гень, нирок та нирок щура, лімфоцитів миші та теляти, плаценти 
людини, скелетних м'язів кроля, пухлинних клітин та ін.  

Методи виділення плазматичних мембран також базуються на 
седиментації у градієнті густини. Везикулярні фракції плазматич-
них мембран виділяють із осаду, отриманого при високих g, при-
чому такий осад звичайно містить й інші внутрішньоклітинні 
органели. Кількісний вміст домішок залежить від умов гомогені-
зації, швидкості, часу та від складу середовища центрифугування. 

При виділенні плазматичних мембран слід дотримуватись 
певних вимог, зокрема, ретельно підбирати й контролювати 
умови гомогенізації тканин і клітин. Під час гомогенізації може 
відбутися руйнування плазматичної мембрани й утворитися по-
лідисперсна суміш часток із зміненими фізичними та біохі- 
мічними властивостями, що значно ускладнює диференційне 
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центрифугування. Тому необхідно підібрати такий спосіб гомо-
генізації, що дозволяє отримати великі мембранні фрагменти, 
які осаджуються при низькій швидкості (разом з ядрами). 

Даний метод виділення плазматичних мембран базується на 
диференційному центрифугуванні гомогенату тканини кишеч-
нику кроля у градієнті густини сахарози, якому передує вида-
лення ядерної й мітохондріальної фракцій. 

Матеріали та реактиви. 0,25 М сахароза, 0,1 М ЕДТО, 
1 мМ дитіотреїтол, 5 мМ імідазол-НСl (рн = 7,2), 0,4 н. роз-
чин NaOH, 2 %-й розчин Na2CO3, 2 %-й розчин тартрату на-
трію, 1 %-й розчин CuSO4, реактив Фоліна, 10 %-й розчин 
гідроксиду натрію (не містить домішок карбонатів, для чого 
його готують шляхом розведення 75 %-го розчину гідрокси-
ду натрію, у якому карбонати нерозчинні, у прокип'яче- 
ній дистильованій воді, звільненій від СО2), сульфат 
міді CuSO4 × 5Н2О, тартрат натрію – калію (сегнетова сіль) 
КООС-СНОН-СНОН-СНОН-СООNa × 4Н2О, йодид калію. 

Обладнання. Льодяна баня, ваги, гомогенізатор, ножиці, скаль-
пель, стакан, центрифужні стакани, центрифуга (12 000–145 000 g), 
годинник, марля, шприц або спеціальне пристосування для 
відбору фракцій. 

 

Хід роботи: 
1. Усі операції під час виділення проводять при температурі 

1–4 оС. Виділені тонкі кишки кроля промивають холодною біди-
стильованою водою, очищають від сполучної тканини і зіскоб-
люють слизову. У дослідах використовують 50–60 г тканини від 
двох тварин. 

2. Очищену та нарізану на шматочки тканину (1–1,5 см) го-
могенізують за допомогою гомогенізатора протягом 35–45 с. 
Середовище гомогенізації містить: 0,25 М сахарози; 0,1 М ЕДТО; 
1 мМ дитіотреїтола (ДТТ); 5 мМ імідазола-НСl (рН = 7,2). Вихі-
дний об'єм гомогенату становить 350 мл. Об'єм гомогенату до-
водять середовищем гомогенізації до 550 мл і центрифугують 
при 12 000 g 20 хв. Надосадову рідину фільтрують крізь три ша-
ри марлі й центрифугують 10 хв при 38 000 g. 

3. Перші дві процедури дозволяють позбавитись фрагментів 
тканин, обривків клітин і великих органел (ядер, мітохондрій). 
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Супернатант після другого центрифугування фільтрують і центри- 
фугують 60 хв при 145 000 g. 

4. Отриманий осад ресуспендують у середовищі гомогеніза-
ції і центрифугують 120 хв при 95 000 g у ступінчастому (25 %, 
30 %, 40 %) градієнті густини сахарози, що містить 5 мМ іміда-
зол-НСl (рН = 7,2). Утворені білкові зони, локалізовані у верхніх 
шарах розчинів сахарози, відбирають, розводять у 20–25 разів 
середовищем гомогенізації і центрифугують з метою концент-
рування при 145 000 g протягом 60 хв (ротор РПУ-35). 

5. Супернатант відкидають, а осад ресуспендують у середовищі 
зберігання, що містить 25 % (за об'ємом) гліцерину, 0,2 мМ CaCl2, 
0,1 мМ ЕДТО, 5 мМ імідазолу-НСl (рН = 7,2) і зберігають при 
температурі від 0 до – 5оС. 

Зберігання в середовищі з гліцерином дає можливість не під-
давати фракцію плазматичних мембран згубному впливові про-
цесів заморожування/розморожування. При такому зберіганні 
ензиматичні активності плазматичних мембран не змінюються 
протягом тривалого часу. Кількісний вихід даної фракції визна-
чають за концентрацією білка. 

Найчастіше активність ферментів-маркерів плазматичної 
мембрани (5'-нукеотидази, Мg2+-АТФази, Na+, K+-АТФази та ін.) 
є максимальною у фракціях, отриманих на 35- і 30 %-му розчи-
нах сахарози. Виходячи з цього, для подальшої роботи є доціль-
ним вибирати фракцію плазматичної мембрани, отриману на 
30 %-му розчині сахарози. 

 

Дослід  3. Виділення плазматичних мембран 
із печінки мишей 
Плазматичні мембрани можна також виділити з печінки 

мишей С57BL/6J за допомогою метода центрифугування у 
градієнті густини сахарози. На всіх етапах процедури прово-
дять при температурі між 0 і 4 оС. Основним середовищем є 
0,001 М NaHCO3. Даний метод дозволяє одночасно обробити три 
проби по 10 г печінки. Застосування гіпотонічного розчину, по-
збавленого двовалентних катіонів, дозволяє руйнувати клітини 
з мінімальною фрагментацією їхніх оболонок, у результаті чого 
значно знижується число пухирців, що утворюються з мембран 
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і потрапляють у мікросомну фракцію. Руйнування клітин контро-
люють за допомогою фазово-контрастного мікроскопа. 

Матеріали та реактиви. Основне середовище (0,001 М NaHCO3); 
розчини сахарози (концентрація 69 ± 1 %; 42,3 ± 0,1 %; 50 ± 1 %); 
розчини сахарози для створення лінійного градієнта: (концент-
рація 27–3 %). 

Обладнання. Льодяна баня, ваги, гомогенізатор Даунса, но-
жиці, скальпель, стакан, скляні центрифужні стакани, центри-
фужні ваги, центрифуга (550–90 000 g), годинник, марля, шприц 
або спеціальне пристосування для відбору фракцій, фільтрува-
льний папір, рефрактометр, циліндр на 50 мл, скляні палички, 
пробірки S-25.1, шпатель, шприці ємністю 50 мл (для створення 
градієнта сахарози), маленькі пластмасові конічні пробірки з 
герметичними пробками. 

 

Хід роботи: 
1. Декапітують таку кількість мишей, що є достатньою для 

отримання 10 г печінки. Виділяють із печінки жовчний міхур 
(не пошкодивши його) і сполучну тканину. Печінку поміщають 
у стакан, охолоджений у льодяній бані, і подрібнюють ножицями. 

2. Поміщають 10 г подрібненої печінки у великий гомогені-
затор Даунса, додають 25 мл основного середовища. Гомогені-
зують тканину при 4оС енергійними рухами товкача. До гомоге-
нату додають 250 мл основного середовища (0,001 М NaHCO3) 
при 4 оС, перемішують протягом 2 хв і фільтрують спочатку 
крізь два, а потім крізь чотири шари марлі. 

3. Розподіляють гомогенат на дві частини між скляними 
центрифужними стаканами (заздалегідь не охолодженими) об'ємом 
на 250 мл і центрифугують протягом 10 хв при 1500 g, вико-
ристовуючи ротор з підвісними стаканами.  

4. Надосадову рідину обережно зливають, а осад видаляють 
із перевернутого стакану за допомогою фільтрувального паперу. 
Переносять осад у великий гомогенізатор Даунса. 

5. Гомогенізують осад трьома рухами товкача. 
6. Доводять вихідний розчин сахарози до концентрації 69 ± 1 % 

за допомогою рефрактометра. Наливають 11 мл розчину саха-
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рози в циліндр на 50 мл й охолоджують у склянці зі льодом. 
Додають цей розчин до гомогенату. Доводять об'єм до 20 мл 
водою (4 оС). Енергійно перемішують суспензію паличкою 
доти, поки не утвориться однорідна суміш. За допомогою ре-
фрактометру водою доводять концентрацію сахарози в гомо-
генаті до 44,0 ± 0,1 %. 

7. Переливають 20 мл гомогенату в пробірку S-25.1, зверху 
на гомогенат обережно нашаровують 10 мл сахарози з концент-
рацією 42,3 ± 0,1 % (концентрацію перевіряють за допомогою 
рефрактометра). 

8. Усі три пробірки врівноважують з точністю до ± 0,005 г, 
додаючи до них 42,3 %-ву сахарозу. 

9. Вставляють пробірки в попередньо охолоджений ба-
кет-ротор і центрифугують їх протягом 2 год зі швидкістю 
25 000 об./хв (90 000 gмакс). При роботі з пробірками необхідно 
бути обережним і не порушувати поверхню розподілу фаз з різ-
ною густиною. 

10. Видаляють масу, що міститься на поверхні, шпателем. 
Додають 8 мл основного середовища. Для збільшення щільності 
осаду центрифугують протягом 10 хв при 25 000 gмакс. 

11. Додають 1 мл основного середовища й ресуспендують 
осад. 

12. Поміщають на дно силіконізованої пробірки S-25.1 4,1 мл 
50 ± 1 %-вої сахарози. Зверху над цим шаром формують лінійний 
градієнт густини сахарози (27–3 %). Для створення градієнта 
використовують наступні розчини сахарози: важкий – 30 %, ле-
гкий – 0 % (по 20 мл у шприцах ємністю 50 мл). 

13. Зверху над градієнтом густини нашаровують ресуспендо-
ваний гомогенат (∼1,3 мл), центрифугують протягом 1 год при 
2000 об./хв (550 gмакс). 

14. За допомогою шприца відсмоктують матеріал, розта-
шований на поверхні розподілу фаз між нижнім шаром та 
верхнім градієнтом. Розводять його основним середовищем 
до 9,2 мл. Отриману суспензію розливають по 1,5 мл у 6 ма-
леньких пластмасових конічних пробірок з герметични- 
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ми пробками й центрифугують протягом 3 хв при 15 000 g, 
після чого надосадову рідину видаляють, а осад заморожу-
ють при –70 ºС. 

 
 

КОНТРОЛЬНІ ЗАПИТАННЯ 
 
1. Якими є особливості білкового і ліпідного складу біологічних 

мембран? 
2. Яким чином створюють штучні мембрани? 
3. Опишіть взаємодії, за допомогою яких білки прикріплюються 

до мембранного ліпідного бішару. 
4. На якому принципі базується виділення мембран клітинних 

органел? 
5. Якими методами можна зруйнувати плазматичну мембрану? 
 
 

6.2. ФУНКЦІЇ МЕМБРАННИХ БІЛКІВ. 
МАРКЕРНІ ФЕРМЕНТИ 

ПЛАЗМАТИЧНОЇ МЕМБРАНИ 
ТА ЕНДОМЕМБРАН 

 
6 . 2 . 1 .  М е м б р а н н і  ф е р м е н т и  
і  т р а н с п о р т н і  б і л к и .  
Т и п и  м е м б р а н н о г о  т р а н с п о р т у  
Існує цілий ряд мембранозв'язаних ферментів і білків-

переносників, які беруть участь у транспорті іонів та органічних 
молекул, у метаболізмі структурних складових мембрани, 
є компонентами електрон-транспортних ланцюгів, систем транс-
дукції сигналу та ін. 

Транспорт речовин крізь біологічні мембрани здійснюється або 
без витрат енергії за градієнтом концентрації (пасивний транс-
порт) або за рахунок енергії АТФ або інших макроергічних сполук 
проти градієнта концентрації (активний транспорт) (рис. 6.5). 
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Мембранний 
транспорт 

 

Фізична 
дифузія (A, B) 

 

Полегшена 
дифузія (C) 

 

Обмінна 
дифузія (D, E) 

Не спряжений (F) 

Спряжений (M, O) 

 

Без носія 
(безпосередній) 

 

З носієм 
(опосередкований) 

 

Пасивний 
транспорт 

 

Активний 
транспорт 

Ендоцитоз (Y) 

Екзоцитоз (X) 

 
 

Рис. 6.5. Транспорт речовин  
крізь біологічні мембрани 

 
До першого типу транспорту належить, зокрема, проста 

(фізична) дифузія речовин крізь ліпідний бішар мембрани та 
полегшена дифузія, яка відбувається за участю переносників 
(наприклад, високо специфічних транслоказ) або каналів. 
Якщо речовина переноситься крізь мембрану незалежно від 
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інших сполук, такий вид транспорту називається уніпорт; 
у випадку переносу речовини одночасно і односпрямовано 
з іншими – симпорт, а одночасно й і в протилежному напря-
мку – антипорт. 

Активний транспорт речовин може бути первинно-
активним (коли енергія безпосередньо витрачається на пере-
несення певного іона чи органічної речовини) або вторин- 
но-активним (у цьому випадку енергія необхідна для ство-
рення градієнта концентрації деякого іона (у ссавців – най- 
частіше натрію), і вже за створеним градієнтом системою 
котранспорту здійснюється перенесення іншого іона або 
органічної речовини). 

Системи активного транспорту іонів переважно є транспо-
ртними АТФазами (іонними насосами, або помпами); струк-
тури, що здійснюють первинно-активний транспорт органіч-
них сполук, належать до АТФ-зв'язувальних касетних 
транспортерів (АВС-транспортерів). 

Прикладом АТФаз є уабаїн-чутлива Na+,K+-ATФаза (АТФ-фос- 
фогідролаза, КФ 3.6.1.37). Вона виконує функцію Na+,K+-на- 
сосу: проти електрохімічного градієнта три іони Na+ виво-
дяться з клітини, а всередину її надходять два іони K+, що 
супроводжується гідролізом однієї молекули АТФ: 

 
     3 Na+  →назовні

 3 Na+; 2 K+  →всередину
 2 K+; АТФ4– → АДФ3– 

 

Е + АТФ  →←
++ 22 ,NaMg

 E1Ф  →
+2,MgADP

 E2Ф  →
+KADP,

 E2 + Ф → E + AДФ 
 

Це забезпечує підтримання електрохімічного потенціалу 
на мембрані (близько 90 мВ), за рахунок якого забезпечу- 
ються процеси вторинно-активного транспорту, збудження, 
осморегуляції та регулюються міжклітинні взаємодії, а також 
створюються умови для регуляції окремих стадій клітин- 
ного циклу. Перенесення натрію у позаклітинне середо- 
вище інгібується серцевим глікозидом уабаїном (строфанти-
ном G) (рис. 6.6). 
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Рис. 6.6. Структурна формула уабаїну 

 
Са2+-ATФаза саркоплазматичного ретикулуму (КФ 3.6.1.38.) 

забезпечує закачування кальцію із цитоплазми всередину СР, 
утворюючи більш ніж 1000-кратний градієнт концентрації 
Са2+ (рис. 6.6). 

 

Везикула саркоплазматичного  ретикулуму 

Са2+-АТФаза 

2Са2+ 

АТФ

АДФ+Фн

2Са2+ 

 

 
Рис. 6.6. Схематичне зображення везикули 

саркоплазматичного ретикулуму 
із вбудованою в неї молекулою Са2+-АТФази 
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За рахунок роботи цієї ATФази (кальцієвого насосу) відбува-
ється поглинання Са2+ саркоплазматичним ретикулумом при 
розслабленні м'язу. При цьому концентрація вільного кальцію в 
цитозолі зменшується в декілька тисяч разів до величини поряд-
ку 10–7М, і на мембрані формується градієнт Са2+. При гідролізі 
однієї молекули АТФ Са2+-АТФаза переносить два іони Са2+ 
з оточуючого середовища всередину везикул СР.  

Прикладом структур, які здійснюють вторинно-активний 
транспорт, є Na+, глюкозо-котранспортер ентероцитів, Na+, К+, 
2 Cl−-котранспортер клітин ниркових канальців, Na+, таурохо-
лат-котранспортер гепатоцитів, а також транспортні системи, 
що здійснюють наповнення синаптичних міхурців нейромедіа-
торами (в цьому випадку спостерігається котранспорт не з іона-
ми натрію, а з протонами). 

 

6 . 2 . 2 .  М а р к е р н і  ф е р м е н т и  
п л а з м а т и ч н о ї  м е м б р а н и  
т а  е н д о м е м б р а н  
Мембрана кожної органели має характерний спектр маркерних 

ферментів, визначення активностей яких використовують для оцін-
ки чистоти виділених мембранних фракцій. Маркерні ферменти є 
типовими інтегральними білками, специфічними для певного виду 
мембран; вони беруть участь у біохімічних процесах, властивих цим 
мембранам; їхня активність є достатньо високою. Прикладами 
маркерних ферментів є аденілатциклаза, 5'-нуклеотидаза та Na+, 
K+-ATФаза (маркери плазматичних мембран), Ca2+-ATФаза (мар-
кер саркоплазматичного ретикулуму), Н+-ATФаза, цитохромоксида-
за, сукцинатдегідрогеназа, НАДН-дегідрогеназа (маркери внут-
рішньої мітохондріальної мембрани). 

На сьогодні розроблено цілий ряд методів очищення та 
аналізу мембранозв'язаних ферментів, що дає змогу з'ясувати 
роль біомембран у процесах клітинного метаболізму. Вивчен-
ня біологічних мембран має вирішальне значення не тільки в 
науковому плані для вирішення багатьох проблем сучасної 
біохімії, а й у практичному аспекті: від медицини до широко-
масштабного виробництва. 
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Лабораторна робота № 6.3 
Визначення активності маркерних ферментів 
біологічних мембран як метод оцінки 
чистоти виділених фракцій 
 
Для кожної біомембрани з урахуванням її функціональної 

"спеціалізації" властивий певний набір ферментів, які нази-
ваються маркерними або векторними. Вимірюючи активність 
цих ферментів, можна оцінити чистоту виділеного мембран-
ного препарату. За результатами цього будується таблиця 
розподілу активностей маркерних ферментів. Вона дозволяє 
оцінити розподіл та активність цих субклітинних маркерів, 
ступінь збагачення ними відповідних субклітинних фракцій 
порівняно з вихідним гомогенатом тканини й забруднення 
іншими клітинними компонентами. Чим вище збагачення да-
ного мембранного препарату ферментним маркером (що фік-
сується за збільшенням його активності відносно вихідного 
гомогенату), тим більш гомогенним є отриманий препарат. 
Активність маркерних ферментів вимірюють якнайшвидше 
після виділення мембранної фракції, при цьому препарат не 
заморожують і зберігають за температури 4оС. 

 
Дослід  1. Визначення кількості неорганічного фосфору 
за методом Фіске – Суббароу 
Визначення активності деяких маркерних ферментів біомемб-

ран (Na+,K+-АТФази, Ca2+,Mg2+-АТФази, 5'-нуклеотидази) базу-
ється на вимірюванні кількості неорганічного фосфору (Фн), який 
відщеплюється ними від субстрату (АТФ, АМФ) під час про-
ходження реакції. Кількість Фн визначають спектрофотомет-
рично за методом Фіске – Суббароу. Для проведення реакції 
виявлення неорганічного фосфору використовують молібде-
нову кислоту, яка в результаті взаємодії з ним відновлюється 
й утворює сполуку, забарвлену в синій колір. З використан-
ням розчину KH2PO4 будують калібрувальний графік, за яким 
визначають концентрацію неорганічного фосфору у пробі. 
Детальний опис методу Фіске-Суббароу, а також його моди-
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фікація при застосуванні набору реактивів наведено у лабора-
торній роботі № 1.2. 

Матеріали та реактиви. Висушений в ексикаторі KH2PO4, 
реактив 1 (10 %-ва аскорбінова кислота, яку готують безпосе-
редньо перед дослідом), реактив 2 (0,42 %-й молібденовокис-
лий амоній у 1 н. H2SO4), реакційна суміш (джерело Фн). 

Обладнання. Штатив із пробірками, піпетки, водяна баня або 
термостат, годинник, фотоколориметр (або спектрофотометр; 
довжина хвилі 680 нм), кювети завтовшки 5 або 10 мм. 

 

Хід роботи: 
Побудова калібрувального графіка. Зважують 3 мг висушено-

го в ексикаторі KH2PO4 і розчинять у 100 мл дистильованої во-
ди, 1 мл такого розчину містить 30 мкг Фн. У пробірки вносять 
розчин KH2PO4 (концентрація 40 мкг/мл) таким чином, щоб 
1 мл проби містив 5; 10; 15; 20; 25; 30 мкг солі. Об'єм проби до-
водять дистильованою водою до 0,9 мл. 

 

концентрація Рн, мкг / мл
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Рис. 6.7. Калібрувальний графік для визначення кількості 

неорганічного фосфору за методом Фіске – Суббароу 
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До проб вносять 2,1 мл реактиву 3 та інкубують на водяній 
бані для розвитку забарвлення протягом 30 хв за температури 
37 оС. Реактив 3 містить 1 мл реактиву 1 і 6 мл реактиву 2. 
Вимірюють величину оптичної густини при 820 нм на спект-
рофотометрі чи фотоелектроколориметрі проти контролю, 
що містить воду замість розчину KH2PO4 та реактив 3. Бу-
дують калібрувальний графік залежності Е820 від концентра-
ції Фн (мкг/мл) (рис. 6.7). 

Для вимірювання кількості неорганічного фосфору при ви-
значенні активності маркерних ферментів у пробірку вносять 
0,9 мл реакційної суміші (джерело Фн) та 2,1 мл реактиву 3. Ін-
кубують 30 хв за температури 37 ºС і визначають оптичну гус-
тину при 680 нм. 

 

Дослід  2. Визначення активності Na+,K+-ATФази 
плазматичних мембран 
Na+,K+-ATФаза (АТР-фосфогідролаза, КФ 3.6.1.37) є маркер-

ним ферментом плазматичних мембран. Вона виконує функ-
цію Na+, K+-насосу: проти електрохімічного градієнта три 
іони Na+ виводяться з клітини, а всередину її надходять два 
іони K+, що супроводжується гідролізом однієї молекули АТФ: 

 

3 Na+  →назовні
 3 Na+; 2 K+  →всередину

 2 K+; АТФ4–→ АДФ3– 

Е + АТФ  →←
++ 22 ,NaMg

 E1Ф  →
+2,MgADP

 E2Ф  →
+KADP,

 E2 + Ф →  E + AДФ
 

Оскільки цей фермент інгібується серцевим глікозидом уаба-
їном (строфантином G) (рис. 6.5), використовуючи останній, 
можна визначити активність цього фермента, вимірюючи 
АТФазну активність у середовищі без інгібітору та віднімаючи 
від неї значення активності в присутності цієї сполуки. АТФазна 
активність виражається в кількості неорганічного фосфору, від-
щепленого від АТФ за одиницю часу. 

Матеріали та реактиви. Мембранний препарат, інкубаційне 
середовище (містить такі реагенти: 5 мМ АТФ; 5 мМ MgCl2; 
100 мМ NaCl; 20 мМ КСl; 0,25 мМ ЕГТО; 50 мМ трис-HCl, 
рН 7,0), інкубаційне середовище, що містить уабаїн (або стро-
фантин) у концентрації 0,1–1 мМ, 10 %-ва ТХО, реактиви для 
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визначення вмісту неорганічного фосфору за методом Фіске – 
Суббароу (див. лабораторну роботу № 6.3, дослід 1) 

Обладнання. Штатив із пробірками, піпетки, водяна баня 
або термостат, центрифужні пробірки, центрифуга (2000 об./хв), 
годинник, фотоколориметр (або спектрофотометр; довжина 
хвилі 680 нм), кювети завтовшки 5 або 10 мм. 

 

Хід роботи: 
1. У досліджувані проби (3 пробірки) розливають по 0,9 мл 

інкубаційного середовища (у контрольні по 1 мл), що містить 
такі реагенти: 5 мМ АТФ; 5 мМ MgCl2; 100 мМ NaCl; 20 мМ КСl; 
0,25 мМ ЕГТО; 50 мМ трис-HCl, рН 7,0. 

2. Паралельно розливають по 0,9 мл інкубаційного середови-
ща, що містить уабаїн (чи строфантин) у концентрації 0,1–1 мМ. 

3. Пробірки ставлять на водяну баню, створюють температу-
ру 37 °С і, дотримуючись послідовності, додають білок: 0,1 мл 
із розчину з вихідною концентрацією 500–1000 мкг на 1 мл. 

4. Інкубують 10 хв при 37 °С, а потім  зупиняють реакцію до-
даванням в усі пробірки по 1 мл холодної 10 %-вої ТХО. 

5. Для осадження  білка проби центрифугують 5–10 хв при 
2000 об/хв. 

6. Вміст неорганічного фосфору визначають за методом Фіс-
ке – Суббароу (див. дослід 1): у пробірки відбирають по 0,9 мл 
надосадової рідини, додають 2,1 мл реактиву 3, інкубують 30 хв 
за температури 37 °С. 

7. Проби колориметрують при 680 нм проти проби, що не мі-
стить білка. 

8. Розрахунок активності ферменту проводять за формулою: 
 

А = 1000 1000
31

Е
К j t

∆ × ×
× × ×

= 
( )

ннмольФ
хв×мг білка

, (1) 

 
де ∆Е – зміна екстинкції; 

1000 – перерахунок на мг білка; 
К – калібрувальний коефіцієнт; 
31 – молекулярна маса фосфору; 
j – кількість білка у пробі (50–100 мкг); 
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1000 – перерахунок на нмоль Фн; 
t – час інкубації (хв). 
Калібрувальний коефіцієнт (К) розраховують за калібруваль-

ним графіком для визначення Фн за методом Фіске – Суббароу 
(див. дослід 1): 

 

c
ЕK = , (2) 

 
де Е –екстинкція, 

с – концентрація Фн. 
Віднімаючи від загальної АТФазної активності активність 

у середовищі, що містить уабаїн, отримують значення активнос-
ті маркерного ферменту – уабаїнзалежної Na+, K+-АТФази. 

Наприклад: ∆Е1 загальної Mg2+, Na+, K+-АТФазної активності – 
0,840; ∆Е2 Mg2+-АТФази (у присутності уабаїну) – 0,750; 
К = 0,04; j =50 мкг; t = 10 хв. 

 

А = [ ] 6
1 2 10

0,04 31 50 10
Е Е∆ − ∆ ×
× × ×

 = 
60,09 10

0,04 31 50 10
×

× × ×
 = 143,8 

( )
ннмоль Ф

хв мг білка⋅
. 

 
Розрахунок активності уабаїнзалежної Na+, K+-АТФази плаз-

матичної мембрани та отриманий результат записують у зошит. 
 

Дослід  3. Визначення активності Са2+,Мg2+-ATФази 
плазматичних мембран 
Ca2+,Mg2+-АТФаза є іншим маркерним ферментом плазмати-

чних мембран, що здійснює транспорт іонів Са2+ проти градієн-
та їхньої концентрації з клітини у міжклітинний простір, вико-
ристовуючи енергію гідролізу АТФ. Як для прямої, так і 
для зворотної реакції необхідні іони Mg2+. У прямій Са2+,  
Мg2+-АТФазній реакції магній бере участь у вигляді хелатного 
комплексу Mg2+-ATФ2-, що є справжнім субстратом реакції, або 
як ефектор, що безпосередньо зв'язується з білком.  

Для визначення активності Ca2+, Mg2+-АТФази встановлюють 
кількість неорганічного фосфору, що вивільнюється під час реа-
кції ферментативного гідролізу АТФ. Як інгібітор використову-
ється ванадат натрію, з яким паралельно інкубують проби та 

Ви
да
вн
ич
о-п
ол
ігр
аф
ічн
ий

 це
нт
р 

"Ки
ївс
ьки
й у
нів
ер
си
те
т".

 

Ве
рс
ія 
не

 дл
я д
ру
ку



 

 284 

віднімають отримані значення активності від таких, отриманих 
за відсутності інгібітору. 

Матеріали та реактиви. Мембранний препарат, інкуба-
ційне середовище (містить такі реагенти: 50 мМ трис-НСl, 
рН 7,6; 100 мМ КС1, 5 мМ  NaN3, 0,1 мМ МgCl2 (для проб, 
у які не вносять ванадату натрію; для проб, у які додають вана-
дат натрію, середовище інкубації містить також 50 мкМ СаCl2 
та 10 мМ ЕГТО), 1,4 мМ Na3VO4, АТФ (3 мг на 10 мл Н2О), 
10 %-ва ТХО, реактиви для визначення вмісту неорганічного 
фосфору за методом Фіске – Суббароу (див. лабораторну ро-
боту № 6.3, дослід 1). 

Обладнання. Штатив із пробірками, піпетки, водяна баня 
або термостат, центрифужні пробірки, центрифуга (3000 об./хв), 
годинник, фотоколориметр (або спектрофотометр; довжина 
хвилі 680 нм), кювети завтовшки 5 або 10 мм. 

 

Хід роботи: 
1. Активність як Са2+-, так і Mg2+-АТФази визначають у се-

редовищі інкубації (об'єм – 1 мл), що містить 50 мМ трис-НСl, 
рН 7,6; 100 мМ КС1, 5 мМ NaN3, 0,1 мМ МgCl2 (для проб, 
у які не вносять ванадату натрію). Для проб, у які додають вана-
дат натрію, середовище інкубації містить також 50 мкМ СаCl2 
та 10 мМ ЕГТО. 

2. Вносять білок мембранного препарату (50 мкг). 
3. Паралельно до проб вносять Na3VO4 у концентрації 1,4 мМ. 
4. Реакцію починають, додаючи АТФ, розчин якого готують 

перед використанням (3 мг на 10 мл Н2О). 
5. Проби інкубують 30 хв за температури 37 °С. 
6. Реакцію зупиняють, додаючи 1 мл 10 %-вої ТХО. 
7. Білок осаджують центрифугуванням при 3000 об./хв про-

тягом 10 хв. 
8. У надосадовій рідині визначають вміст неорганічного фос-

фору  за методом Фіске – Суббароу (див. дослід 1). 
9. Активність Са2+, Mg2+-АТФази розраховують за форму-

лою (1) як різницю між загальною АТФазною активністю і ак-
тивністю Mg2+-АТФази (швидкість гідролізу АТФ у середовищі 
без кальцію з додаванням 1,4 мМ Na3VO4). 
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Розрахунок активності ванадатзалежної Ca2+,Mg2+-АТФази 
плазматичної мембрани та отриманий результат записують 
у зошит. 

 

Дослід  4. Визначення активності 5'-нуклеотидази 
плазматичних мембран 
5'-нуклеотидаза (5'-АМФаза) належить до маркерних ферме-

нтів плазматичної мембрани, який каталізує реакцію гідролізу 
АМФ з вивільненням неорганічного фосфору, за кількістю якого 
можна визначити активність ферменту. 

Матеріали та реактиви. Мембранний препарат, інкубаційне 
середовище (містить такі реагенти: 0,05 мМ трис-НСl; 1 мМ MgCl2; 
4 мМ АМФ), 10 %-ва ТХО, реактиви для визначення вмісту не-
органічного фосфору за методом Фіске – Суббароу (див. лабо-
раторну роботу № 6.3, дослід 1). 

Обладнання. Штатив із пробірками, піпетки, водяна баня 
або термостат, центрифужні пробірки, центрифуга (3000 об./хв), 
годинник, фотоколориметр (або спектрофотометр; довжина 
хвилі 680 нм), кювети завтовшки 5 або 10 мм. 

 

Хід роботи: 
1. Готують інкубаційне середовище (10 мл), що містить 0,05 мМ 

трис-НСl; 1 мМ MgCl2; 4 мМ АМФ. 
2. Інкубаційне середовище розливають у пробірки по 0,9 мл, 

пробірка для контролю містить 1 мл інкубаційного середовища. 
3. Усі пробірки інкубують у термостаті 5–10 хв при 37 ºС. 
4. Ініціюють реакцію додаваннями білка мембранного препарату 

по 0,1 мл з розчину з вихідною концентрацією 500–1000 мкг/мл. 
5. Проби інкубують протягом 15 хв при 37 ºС. 
6. Реакцію зупиняють додаванням 1 мл холодної 10 %-вої ТХО. 
7. Осаджують білок центрифугуванням при 3000 об/хв протя-

гом 5 хв. 
8. Визначають вміст неорганічного фосфору за методом Фіс-

ке – Суббароу (див. дослід 1). 
9. Активність 5'-нуклеотидази розраховують за формулою (1) 

і виражають у молях Фн на 1 хв на 1 мг білка. 
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Наприклад: ∆Е1 = 0,120; ∆Е2 = 0,085; ∆Е3 = 0,120; ∆Есер. = 0,103; 
j = 50 мкг; t = 15 хв. 

 

А = 0,103 1000 1000
0,03 31 50 15

× ×
× × ×

 = 150,5 
( )

ннмоль Ф
хв мг білка⋅

.
 

 
Розрахунок активності 5'-нуклеотидази плазматичної мем-

брани та отриманий результат записують у зошит. 
 
Дослід  5. Визначення активності 
сукцинатдегідрогенази мітохондрій 
Сукцинатдегідрогеназа є маркерним ферментом внутрішньої 

мітохондріальної мембрани, міцно зв'язаним з ліпідним біша-
ром. Цей фермент є компонентом електронтранспортного лан-
цюга мітохондрій і використовує як кофермент ФАД, каталізу-
ючи реакцію окиснення бурштинової кислоти до фумарової: 

 
 

 

     ФАДН 2ФАД 

Бурштинова кислота    Фумарова кислота  
 
Визначення активності сукцинатдегідрогенази базується на 

реакції відновлення трьохвалентного заліза до двовалентного, 
як акцептор (А) використовується фериціанід калію (червона 
кров'яна сіль): 

 

Бурштинова кислота + А → Фумарова кислота + А × Н2, 
 

де А – [K3Fe(CN)6]; 
А × Н2 – [K4Fe(CN)6]. 
Як акцептори можуть використовуватися різні речовини, на-

приклад, 2,6-дихлорфеноліндофенол, цитохром с. 
Матеріали та реактиви. Суспензія мітохондрій, інкубаційне 

середовище (містить такі реагенти: 1 мл 0,1 М фосфатного бу-
фера (0,1 М КН2РО4), рН 7,8, 0,1 мл 0,1 М бурштинової кислоти, 
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рН 7,8, 0,1 мл 25 мМ ЕДТО, рН 7,8, 0,1 мл 150 мМ NaN3, 0,1 мл 
дистильованої води), 20 %-ва ТХО, 25 мМ [K3Fe(CN)6], 0,1 М 
фосфатний буфер. 

Обладнання. Штатив із пробірками, піпетки, термостат, 
центрифужні пробірки, центрифуга (2000 об./хв), годинник, 
льодяна баня, спектрофотометр (довжина хвилі 420 нм), кювети 
завтовшки 5 або 10 мм. 

 

Хід роботи: 
1. Використовують по дві пробірки: 1 – контроль, 2 – до-

сліджувана проба. В усі пробірки додають 1,4 мл інкубацій-
ного середовища, яке складається із 1 мл 0,1 М фосфатного 
буфера (0,1 М КН2РО4), рН 7,8, 0,1 мл 0,1 М бурштинової ки-
слоти, рН 7,8, 0,1 мл 25 мМ ЕДТО, рН 7,8, 0,1 мл 150 мМ NaN3, 
0,1 мл дистильованої води. 

2. В усі пробірки вносять по 0,5 мл суспензії мітохондрій. 
У контрольну пробірки перед внесенням мітохондрій додають 
2 мл 20 %-вої ТХО. 

3. Проби інкубують 5 хв при 30 ºС для інгібування цитохро-
моксидази. 

4. Додають 0,1 мл 25 мМ [K3Fe(CN)6]. 
5. Інкубують 15 хв при 30 оС. 
6. Додають 2 мл 20 %-вої ТХО і ставлять проби на льодяну 

водяну баню. Загальний об'єм проби становить 4 мл. 
7. Проби центрифугують при 2 тис. об/хв протягом 15 хв. 
8. Надосадову рідину спектрофотометрують при довжині 

хвилі 420 нм. Оптичним контролем є суміш 20 %-вої ТХО і 0,1 М 
фосфатного буфера у співвідношенні 1:1. 

Побудова калібрувального графіка. Для розрахунку актив-
ності сукцинатдегідрогенази будують калібрувальну криву 
вмісту фериціаніду калію у пробах. Для цього проводять всі 
вищевказані операції, використовуючи як джерело ферменту 
суспензію мітохондрій. 

Кількість фериціаніду калію розраховують за формулою: 
 

m = Еконтр – Едосл 
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де m – кількість фериціаніду калію, відновленого за час інкубації 
(1 моль сукцинату відновлює 2 моля фериціаніду); 
Еконтр – екстинкція контрольної проби; 
Едосл – екстинкція досліджуваної проби. 
Активність сукцинатдегідрогенази виражають у наномолях 

(нмоль) сукцинату/хв × 1 мг білка: 
 

А = 1000 × m / 2 × М × а × t, 
 
де m – кількість відновленого фериціаніду калію у пробі, мкг; 

а – вміст білка у пробі, мг; 
М – молекулярна маса фериціаніду калію; 
t – час інкубації, хв. 
Наприклад, активність сукцинатдегідрогенази в мітохондріях 

печінки – А = 10,1 ± 0,9 нмоль сукцинату/(хв × мг білка). 
Розрахунок активності сукцинатдегідрогенази мембрани мі-

тохондрій та отриманий результат записують у зошит. 
 
 

КОНТРОЛЬНІ ЗАПИТАННЯ 
 
1. Як може здійснюватися транспорт сполук через біологічні 

мембрани? 
2. Назвіть критерії відбору маркерних ферментів біологічних 

мембран. 
3. Наведіть приклади інгібіторів, що використовуються при до-

слідженні мембранозв'язних ферментів – іонних насосів. 
4. Назвіть маркерні ферменти внутрішньої мітохондріальної 

мембрани 
5. Активність якого маркерного ферменту визначають за реакцією 

відновлення фериціаніду калію? 
 
 

ТЕСТОВІ ЗАВДАННЯ ДО РОЗДІЛУ 6 
 
Завдання 1 
 

До маркерних ферментів плазматичної мембрани належить: 
а) глюкозо-6-фосфатаза; 
б) сукцинатдегідрогеназа; 
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в) гуанілатциклаза; 
г) кисла фосфатаза; 
д) Н+-АТФаза; 
є) каталаза. 
 
Завдання 2 
 

Маркерні ферменти – це: 
а) регуляторні ферменти, які функціонують у місцях перети-

ну метаболічних шляхів у клітині; 
б) алостеричні ферменти, які виконують ключову роль в ене-

ргетичному обміні; 
в) ферменти, при відсутності або зниженні активності яких 

виникають спадкові захворювання; 
г) ферменти з високою активністю, які локалізовані в мем-

бранах клітинних органел і є специфічними для певного 
виду мембран; 

д) ферменти, активність яких у клітині змінюється за дії  
гормонів. 

 
Завдання 3 
 

Прикладом мембранного транспорту за механізмом полегше-
ної дифузії є: 

а) робота Na+, K+-АТФази; 
б) обмін АДФ на АТФ крізь внутрішню мембрану мітохондрій; 
в) секреція гормонів; 
г) робота Н+-АТФази внутрішньої мембрани мітохондрій; 
д) транспорт глюкози та амінокислот. 
 
Завдання 4 
 

Виберіть твердження, яке вірно характеризує діяльність 
Na+, K+-ATФази: 

а) здійснює транспорт іонів крізь мембрану за електрохіміч-
ним градієнтом; 

б) переносить іони Na+ і K+ крізь мітохондріальну мембрану; 
в) забезпечує надходження двох іонів K+ у цитозоль та вихід 

із клітини трьох іонів Na+; 
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г) транспорт іонів крізь мембрану супроводжується утворен-
ням макроергічного зв'язку між неорганічним фосфатом 
та молекулою АДФ; 

д) здійснює транспорт речовин за механізмом симпорту. 
 
Завдання 5 
 

Ліпосоми – це: 
а) везикули, сформовані нейтральними ліпідами, із включе-

ними всередину розчинами лікарських препаратів; 
б) жирові включення у клітинах; 
в) ліпідні бішарові структури, що містять всередині водний 

розчин якоїсь речовини; 
г) ліпопротеїнові комплекси, які циркулюють у кров'яному 

руслі вищих хребетних; 
д) ендосоми. 
 
Завдання 6 
 

Виберіть твердження, які вірно характеризують ліпіди біо-
мембран: 

а) плинність ліпідного бішару мембрани зменшується зі 
збільшенням кількості ненасичених жирних кислот у 
складі ліпідів; 

б) у воді мембранні ліпіди утворюють сферичні міцели зі зве-
рненими назовні жирнокислотними ланцюгами; 

в) холестерол зменшує механічну пружність мембранного 
бішару; 

г) фосфоліпіди в бішарі мембрани мають симетричне розта-
шування; 

д) мембрані ліпіди можуть діяти як алостеричні регулятори, 
модулюючи активність мембранозв'язаних ферментів. 

 
Завдання 7 
 

Прикладом білка, що нековалентно прикріплюється до мем-
брани, утворюючи сіткоподібну структуру на її цитоплазматич-
ній поверхні, є: 

а) клатрин; 
б) спектрин; 
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в) бактеріородопсин; 
г) Ca2+, Mg2+-ATФаза; 
д) глікофорин. 
 
Завдання 8 
 

Яке із тверджень невірно пояснює роль детергентів у солюбі-
лізації та реконструкції мембранних білків: 

а) викликають розчинення мембран, деструктуруючи ліпід-
ний бішар; 

б) утворюють двошарові везикули, які копіюють ліпідне ото-
чення мембранних білків, що уможливлює вбудовування в 
них білків; 

в) можуть формувати мішані міцели, які містять ліпіди й де-
тергенти або білки й детергенти; 

г) підлягають видаленню на кінцевих стадіях реконструкції, 
що приводить до агрегації білків за рахунок гідрофобних 
ділянок та їхнього осадження? 

 
Завдання 9 
 

Укажіть, яку фракцію можна отримати при розділенні суб-
клітинних компонентів центрифугуванням при 4000 g: 

а) фрагменти ендоплазматичного ретикулуму; 
б) мітохондріальну; 
в) фракцію плазматичних мембран; 
г) ядерну; 
д) мікросомальну. 
 
Завдання 10 
 

За реакцією відновлення фериціаніду калію визначають 
активність маркерного ферменту: 

а) глюкозо-6-фосфатази; 
б) НАДН-дегідрогенази; 
в) сукцинатдегідрогенази; 
г) Н+, K+-АТФази; 
д) моноамінооксидази. 
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Розділ 7. НУКЛЕЇНОВІ КИСЛОТИ 
 

7.1. ХІМІЧНИЙ СКЛАД І СТРУКТУРА 
НУКЛЕЇНОВИХ КИСЛОТ 

 
7 . 1 . 1 .  З а г а л ь н і  в і д о м о с т і  
п р о  н у к л е ї н о в і  к и с л о т и  
Нуклеїнові кислоти (ДНК – дезоксирибонуклеїнова кислота, 

РНК – рибонуклеїнова кислота) є носіями спадковості, оскільки 
в їхніх молекулах закодована генетична інформація про струк-
туру білків організму. Під час реплікації з материнської ДНК 
утворюються комплементарні їй дочірні молекули ДНК, при 
транскрипції з послідовності ДНК за принципом комплемента-
рності синтезується РНК, а в результаті трансляції генетична 
інформація, зашифрована в послідовності кодонів матрич-
ної РНК, переводиться у відповідну послідовність амінокислот 
білка, який кодується даним геном. 

 
7 . 1 . 2 .  Х і м і ч н и й  с к л а д  
і  с т р у к т у р а  н у к л е ї н о в и х  к и с л о т  
ДНК і РНК є полімерами нуклеотидів, зв'язаних між собою 

фосфодіефірними зв'язками. Складовими компонентами кожно-
го нуклеотиду є азотисті основи. Вони бувають двох видів – 
похідні пурину (аденін (А) і гуанін (Г)) або похідні піримідину 
(цитозин (Ц), урацил (У), тимін (Т)) (рис. 7.1). 

Аденін, гуанін і цитозин містяться в обох типах нуклеїнових 
кислот, тимін – тільки в ДНК, а урацил – замість тиміну в РНК. 
Всі пуринові й піримідинові азотисті основи поглинають світло 
в ультрафіолетовій ділянці спектра з максимумом 260–280 нм. 
На цій властивості базуються методи кількісного визначення 
нуклеїнових кислот. 

Вуглеводний компонент нуклеїнових кислот представлений 
пентозою – рибозою (у РНК) і дезоксирибозою (у ДНК), яка пе-
ребуває у β-D-конфігурації. 
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Аденін 

Гуанін 

Пу рин 

  

Цитозин 

Урацил 

Тимін 

Піримідин 

 
Рис. 7.1. Структура азотистих основ нуклеїнових кислот 

 
Азотиста основа сполучена із пентозою N-глікозидним зв'яз-

ком, при цьому утворюється нуклеозид (рис. 7.2). 
 

 
 

 
Дезоксирибоза 

D-конфігурація 

N-глікозидний зв’язок
       (β-конфігурація) 

Дезоксирибонуклеозид Рибонуклеозид

Азотиста основа 

D-конфігурація

Рибоза  
 

Рис. 7.2. Структура рибо- та дезоксирибонуклеозидів 
 
Залежно від природи пентози нуклеозиди поділяються на ри-

бонуклеозиди (містять рибозу) і дезоксирибонуклеозиди (містять 
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дезоксирибозу). Фосфорнокислий ефір нуклеозиду називається 
нуклеотидом, у якому до вільної ОН-групи пентози приєднуєть-
ся залишок фосфорної кислоти (рис. 7.3). 

 

 
Аденозин-5’-монофосфат (АМФ) 

Аденозин-5’-дифосфат (АДФ) 

Аденозин-5’-трифосфат (АТФ)  
 

Рис. 7.3. Схема структури нуклеотидів 
 
Первинна структура нуклеїнових кислот є послідов-

ністю мононуклеотидів, які з'єднуються ковалентно, причому 
фосфодіефірні зв'язки утворюються між 3'-ОН-групою пентози 
одного нуклеотиду та 5'-ОН-групою пентози іншого (рис. 7.4). 

 
А 

 Ц 

  Т 

 

 

5' 
Р 3'

5' 
Р 

5' 
Р 3' 

5' 
Р 3'

ОН 

 
Рис. 7.4. Первинна структура нуклеїнових кислот 
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7 . 1 . 3 .  О с о б л и в о с т і  с т р у к т у р и  Д Н К  
і  Р Н К  
ДНК. Будь-яка молекула ДНК складається із чотирьох типів 

мононуклеотидів: дАМФ, дГМФ, дЦТФ, дТМФ. Для первинної 
структури ДНК є справедливими правила Чаргаффа: 

 

1) А + Г = Т = Ц; 
2) А + Ц = Г + Т; 
3) А = Т і Г = Ц. 
 

Вторинна структура ДНК за моделлю Д. Уотсона й 
Ф. Кріка (1953) утворюється за рахунок водневих зв'язків між 
комплементарними парами азотистих основ двох полінуклеоти-
дних ланцюгів: аденіном і тиміном (два зв'язки) та гуаніном 
і цитозином (три зв'язки) (рис. 7.5). 

 

3,4 нм 

Великий 
жолоб 

Малий 
жолоб 

Азотисті основи 

 
 
    Тимін 

Аденін 

 
    Гуанін 

    Цитозин 

 Пари основ 

 
 Цукрово-фосфатний каркас 

       3’ 
       5’ 

       3’      5’ 

 
Рис. 7.5. Схема подвійної спіралі ДНК 
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Два ланцюги молекули ДНК переплітаються один навколо 
одного в правозакручену подвійну спіраль (дуплекс), у якій 
комплементарні пари азотистих основ розташовані всередині 
спіралі й стабілізуються міжплощинними гідрофобними сте-
кінг-взаємодіями, а пентозофосфатний остов (гідрофільні 
залишки цукрів та іонізовані фосфатні групи) містяться на 
периферії. 

Третинна структура ДНК забезпечує упаковку її молекули 
з утворенням компактної структури. Така компактизація є 
можливою завдяки подальшому укладенню подвійної спіралі 
ДНК у суперспіраль. В еукаріотів ДНК упакована у хромосо-
ми, що складаються з дезоксирибонуклеопротеїну, який 
називається хроматином. Він є комплексом дволанцюго-
вої ДНК, білків гістонів (Н1, Н2А, Н2В, Н3 і Н4) і негусто- 
нових білків. При цьому гістони Н2А, Н2В, Н3 і Н4 (по дві 
молекули кожний) формують нуклеосомний кор, на який 
1,75 рази "намотується" фрагмент ДНК довжиною у 145 пар 
азотистих основ (рис. 7.6). 

Схему структури хроматину наведено на рис. 7.7. 
 

Нуклеосомний кор 
(8 молекул гістонів + ДНК 
довжиною 145 пар 
азотистих основ) 

Лінкерна 
ДНК 

 
 
 
    ДНК 

 

 
 
 ДНК 

   Н1 

 

А Б 
 

Рис. 7.6. Схема нуклеосомного кору (А) 
та локалізації гістону Н1 (Б) 
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Повністю 
конденсований 
хроматин 

Частково 
конденсований 
хроматин 

Неконденсований 
хроматин ДНК 

Гістон Н1 

Нуклеосома 

 
 

Рис. 7.7. Схематичне зображення структури хроматину 
з різним ступенем конденсації 

 
РНК. Є полімером рибонуклеотидмонофосфатів (АМФ, 

ГМФ, ЦМФ, УМФ), з'єднаних між собою 3′, 5′-фосфодіе- 
фірними зв'язками. Основна функція РНК полягає в залученні 
у трансляцію генетичної інформації, яка була закодована в 
ДНК, з утворенням білків. 

РНК у клітині буває декількох видів: матрична, або інфор-
маційна РНК (мРНК), транспортна РНК (тРНК), рибосомаль-
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на РНК (рРНК). У більшості клітин також містяться малі цито-
плазматичні РНК (мцРНК), а еукаріотичні клітини мають вели-
ку кількість малих ядерних РНК ((мяРНК або snRNA, від англ. 
small nuclear RNA), котрі беруть участь у сплайсингу попере-
дників РНК і асоційовані з білками у "сплайсосоми".  

РНК (переважно тРНК) містять багато модифікованих 
пуринових і  піримідинових азотистих основ: метильо-
ваних (5-метилцитозин, 1- і 2-метиладенін, 7-метилгуанін), сір-
ковмісних (2- і 6-тіоурацил), гідрованих (4,5-дигідроурацил) та ін. 

Більшість РНК є одноланцюговими і можуть утворювати 
внутрішньомолекулярні дволанцюгові ділянки зі спареними 
азотистими основами (аденін з урацилом, гуанін з цитозином), 
у результаті чого формуються петлі та "шпильки". 

Матрична або інформаційна РНК  (мРНК) переносить 
генетичну інформацію з ядра в цитоплазму і синтезується у ядрі 
у процесі транскрипції. 

Рибосомна РНК (рРНК) має найбільший вміст у клітині і є 
складовим компонентом рибосом – структур, які можна розгля-
дати як рибонуклеопротеїни. Ці РНК синтезуються у ядрі під 
час транскрипції, підлягають процесингу й асоціюють з рибосо-
мними білками. 

Транспортні РНК (тРНК) беруть участь у процесі синте-
зу білка (трансляції) як зв'язувальна ланка між нуклеїновими 
кислотами і білком. Вони мають форму листка конюшини і міс-
тять структурні елементи (петлі), які контактують з рибосомою, 
амінокислотою, ферментом аміноацил-тРНК-синтетазою та ко-
доном у мРНК. Молекула тРНК ковалентно зв'язується з певною 
амінокислотою та за рахунок водневих зв'язків взаємодіє з три-
плетом або кодоном (послідовністю з трьох нуклеотидів) 
у мРНК, який кодує дану амінокислоту. 

Таким чином, нуклеїнові кислоти мають складну структуру, 
що зумовлює їхні важливі функції для збереження, передачі 
та відтворення спадкової інформації. 

Методи дослідження структури нуклеїнових кислот є різно-
манітними: від якісних реакцій на їхні складові до таких висо-
кочутливих методів, як секвенування та полімеразна ланцюгова 
реакція. Вони використовуються не тільки в наукових дослі-
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дженнях, а й у клінічній практиці з метою діагностики захворю-
вань та контролю ефективності їхньої терапії. У цьому розділі 
наведено базові біохімічні методи, які дозволяють виділити ну-
клеїнові кислоти з біологічного матеріалу, виявити їхні складові 
компоненти та проаналізувати основні властивості цих молекул. 

 
Лабораторна робота № 7.1 
Виділення нуклеопротеїнів 
та нуклеїнових кислот 
із біологічного матеріалу 
 
Дослід  1. Виділення рибо- та дезоксирибонуклеопротеїнів 
із тваринних тканин і дріжджів 
Дезоксирибо- та рибонуклеопротеїни можна виділити з тва-

ринних тканин, використовуючи луги. Якщо розчиняти дезо-
ксирибонуклеопротеїни (ДНП) у лугах, їх можна осадити шля-
хом нейтралізації, а якщо розчиняти в розчинах солей, 
осадження можна здійснити після розведення розчину. Рибону-
клеопротеїни, що є також розчинними в лужних розчинах, оса-
джуються при додаванні неорганічних кислот (оцтової кислоти) 
в ізоелектричній точці. 

Матеріали та реактиви. Тканина (зобна залоза, селезінка, 
молоки риб); сухі дріжджі; 5 %-й розчин хлориду натрію, 
який містить 0,04 % тризаміщеного цитрату натрію, 0,2 %-й, 
0,4 %-й і 0,02 моль/л розчини NаОН, 5 %-й розчин оцтової 
кислоти; фільтри. 

Обладнання. Фарфорова ступка з товкачиком, скляні пали-
чки, центрифужні та звичайні пробірки, лійки, центрифуга. 

 

Хід роботи: 
Одержання дезоксирибонуклеопротеїнів:  
1. 0,5 г селезінки або іншої тканини (зобна залоза, селезінка, 

молоки риб, сухі дріжджі) подрібнюють у фарфоровій ступці 
з 100 мг скляного порошку та з 15 мл 5 %-го розчину NaCl (який 
містить 0,04 % тризаміщеного цитрату натрію) протягом 15 хв. 
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2. Суміш переносять у центрифужні пробірки й центрифугу-
ють 15 хв за 1000 g. У пробірку наливають 90 мл води й повіль-
но доливають центрифугат, перемішуючи вміст скляною палич-
кою. Дезоксирибонуклеопротеїни, які є нерозчинними у воді, 
випадають у осад у вигляді ниток. Нитки збирають на паличку 
або, якщо утвориться осад, фільтрують, переносять у чисту про-
бірку та розчиняють у 0,2 %-му розчині NaOH. 

О д е р ж а н н я  р и б о н у к л е о п р о т е ї н і в : .  
1. Наважку сухих дріжджів (10 г) ретельно розтирають у фа-

рфоровій ступці протягом 15 хв із 50 мл 0,4 %-го розчину NaOH, 
який додають невеликими порціями. 

2. Суміш центрифугують 10 хв при 2000 g, до центрифугату до-
ливають, помішуючи, 15–20 мл 5 %-го розчину оцтової кислоти. 
Для відокремлення осаду проби центрифугують, після цього отри-
маний осад розчиняють у 15–20 мл розчину NaOH (0,02 моль/л). 
Одержані розчини рибо- та дезоксирибонуклеопротеїнів викорис-
товують у якісних реакціях на виявлення їхніх складових компоне-
нтів (азотистих основ, вуглеводів, фосфорної кислоти та білків). 

 
Дослід  2. Виділення дезоксирибонуклеопротеїнів 
за методом Мирського та Поллістера 
Даний метод дозволяє отримати ДНК з тканин тварин за до-

помогою екстракції нуклеопротеїнів розчинами хлориду натрію. 
Після цього нуклеопротеїни можна осадити й отримати з них 
очищені нуклеїнові кислоти. Екстракцію ДНП і РНП проводять 
розчинами NaCl різної концентрації: 1,0 Μ і 0,14 відповідно. 

Матеріали та реактиви. Тканина, 0,14 Μ розчин хлориду 
натрію, 2 Μ розчин хлориду натрію, 1 Μ розчин NaCl, суміш 
хлороформ – етиловий спирт (4 : 1), 65 %-й і 95 %-й етанол, 
ефір, 10 %-ва ТХО. 

Обладнання. Колби, ступка, ножиці, електромішалка, годин-
ник, піпетки, мірний циліндр, ваги, льодяна баня, термостат, 
центрифужні пробірки, центрифуга (8000–10000 об./хв). 

 

Хід роботи: 
1. Тканину (наприклад, печінку) подрібнюють, ретельно 

промивають трьома об'ємами 0,14 Μ розчину хлориду натрію, 
перемішуючи на електромішалці протягом 1 хв, потім центри-
фугують при 8000 об/хв. Цю операцію повторюють, доки екст-
ракт не перестане осаджуватись ТХО. 
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2. Осад розмішують у 2,5 об'ємі 0,14 Μ розчину хлориду 
натрію відносно вихідної ваги тканини, додають рівний об'єм 
2 Μ розчину хлориду натрію і перемішують протягом 2–3 хв на 
електромішалці. В'язкий розчин перемішують на холоді протя-
гом кількох годин і центрифугують при 10000 об/ хв. 

3. Отриманий прозорий в'язкий розчин доливають до 
6 об'ємів холодної води, у результаті чого концентрація NaCl 
зменшується до 0,14 М. Нитковидний осад дезоксирибонук-
леопротеїну намотують на скляну паличку. Одержаний пре-
парат ДНП очищують, повторно розчиняючи в 1 Μ роз- 
чині NaCl і потім осаджуючи з 0,14 Μ розчином хлориду 
натрію. Такий розчин препарату в 1 Μ розчині хлориду на-
трію добре зберігається на холоді. 

 

Для того, щоб отримати препарат ДНП у сухому вигляді, осад про-
мивають послідовно 65 %-вим етиловим спиртом, гарячим 95 %-вим 
етиловим спиртом і ефіром, а потім висушують препарат при 106 °С. 

 

5. Для розщеплення дезоксирибонуклеопротеїну на білок і 
нуклеїнову кислоту проводять 7–8-кратне розмішуванням його в 
1,0 Μ розчині хлориду натрію із сумішшю хлороформ – етило-
вий спирт (4 : 1), щоразу протягом 5 год. При цьому нуклеїнова 
кислота залишається у розчині, а білковий компонент збираєть-
ся у вигляді осаду на межі фаз вода–хлороформ. Після сьомого 
розмішування нуклеїнова кислота практично звільнюється від 
білка. Із цього безбілкового розчину її осаджують 5-ма об'ємами 
спирту, промивають 65 % і 95 %-вим спиртом, потім ефіром 
і висушують у вакуумі. 

За допомогою цього методу можна отримати препарати 
високополімерної натрієвої солі ДНК. Метод є досить прос-
тим і тому широко застосовується з препаративною й аналі-
тичною метою. 

 
Дослід  3. Виділення РНК із дріжджів за Шантренном 
РНК можна отримати з різних об'єктів: дріжджів, вірусу тю-

тюнової мозаїки, печінки, підшлункової залози. При виділенні 
РНК із дріжджів за методом Шантренна проводять лужний гідро-
ліз дріжджів при 0 °С. РНК осаджується спиртом у кислому се-
редовищі, а для очищення препарату здійснюють переосадження. 
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Матеріали та реактиви. Пекарські дріжджі, 10 %-й розчин 
NaOH, оцтова кислота, 94 %-й етиловий спирт, концентрована 
соляна кислота, ефір, 2 %-й розчин NaOH, холодний ацетон. 

Обладнання. Колби, льодяна баня, полотно для фільтруван-
ня, годинник, піпетки, мірний циліндр, центрифужні пробірки, 
центрифуга, ексикатор. 

 

Хід роботи: 
1. Наважку пекарських дріжджів суспендують у 4 об'ємах во-

ди і охолоджують до 0 °С. Потім додають ще 2 об'єми попере-
дньо охолодженого до 0 °С 10 %-го розчину NaOH до кінцевої 
концентрації лугу 3,3 %. 

2. Розчин залишають на 1,5 год при 0 °С, доводять рН до 
6,5 оцтовою кислотою і фільтрують крізь полотно. Отриману 
прозору рідину, до якої додають етиловий спирт до концентра-
ції 4 %, фільтрують. При цьому утворюється прозорий фільтрат 
жовтого кольору із зеленуватою флуоресценцією. 

3. До фільтрату додають концентровану соляну кислоту до 
кислої реакції за конго, а потім повільно при перемішуванні до-
дають 4/5 об'єму 94 %-го етилового спирту. 

4. Розчин відстоюють 30 хв, при цьому утворюється білий 
осад. Більшу частину рідини зливають, а осад відокремлюють 
центрифугуванням, промивають двічі спиртом, ефіром і вису-
шують в ексикаторі над сірчаною кислотою. Таким чином отри-
мують рибонуклеїнову кислоту у вигляді білого порошку. Вихід 
становить 1,2 % від ваги взятих для роботи дріжджів. 

Даний метод дозволяє одержати нерозчинний препарат РНК. 
При виникненні необхідності таку РНК можна перевести в на-
трієву сіль, яка добре розчинна у воді. Для цього беруть певну 
наважку РНК, суспендують її у 50 об'ємах води і рН розчину 
доводять 2 %-вим розчином NaOH до 6,0. Якщо розчин каламут-
ний, його фільтрують, охолоджуючи до 0 °С, і додають 3 об'єми 
холодного ацетону. При цьому в осад випадає рибонуклеїнат 
натрію, його центрифугують, промивають ацетоном і висушу-
ють в ексикаторі. У такий спосіб препарати РНК, що є в прода-
жу, переводять у натрієву сіль. 
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Лабораторна робота № 7.2  
Виявлення складових компонентів 
у складі нуклеопротеїнів 
 
Якісний аналіз нуклеопротеїнів полягає у визначенні їхніх 

складових: білкової частини та компонентів нуклеїнової кислоти 
(азотистих основ, вуглеводів і фосфорної кислоти). Для вияв-
лення цих сполук існують специфічні кольорові реакції. 

 

Дослід  1. Виявлення вуглеводів 
у складі нуклеопротеїнів 
Вуглеводи у складі нуклеїнових кислот взаємодіють з такими 

сполуками: орцином (реакція на рибозу в рибонуклеопротеїнах), 
дифеніламіном, індолом і фуксинсірчаною кислотою (реакції на 
дезоксирибозу в дезоксирибонуклеопротеїнах). 

Матеріали та реактиви. Лужні розчини дезоксирибонуклео-
проіеїнів і рибонуклеопротеїнів, які одержують з різних тканин 
за допомогою методу, наведеного вище (див. лабораторна робо-
та № 7.1, дослід 1); орциновий реактив (який готують таким чи-
ном: 50 мл FеСl3 × 6Н2О розчиняють у 250 мл концентрова-
ної НСl і зберігають у ємності з темного скла, перед роботою 
додають орцин (4,76 мг на 1 мл розчину); дифеніламіновий реа-
ктив (1 г двічі перекристалізованого із 70 %-го спирту або пет-
ролейного ефіру дифеніламіну розчиняють у суміші 2,75 мг 
концентрованої сірчаної кислоти і 100 мл льодяної оцтової кис-
лоти); розчин фуксиносірчаної кислоти (який готують таким 
чином: 1 г основного фуксину розчиняють у 200 мл киплячої 
дистильованої води, струшують протягом 5 хв, охолоджують до 
температури 50оС, фільтрують, доливають 20 мл розчину соля-
ної кислоти (1 моль/л), охолоджують до температури 25 °C, вно-
сять 1 г метабісульфіту натрію або калію, залишають у темному 
місті на 14–24 год, потім додають 2 г активованого вугілля, 
струшують 1 хв, фільтрують і зберігають у темному місці за 
температури 0–4 °С); хлороформ; концентрована соляна кисло-
та; розчин соляної кислоти (1 моль/л), 0,04 %-й розчин індолу. 

Обладнання. Штатив із пробірками, центрифужні пробірки, 
піпетки, водяна баня, термостат (t 60 °С). 

Ви
да
вн
ич
о-п
ол
ігр
аф
ічн
ий

 це
нт
р 

"Ки
ївс
ьки
й у
нів
ер
си
те
т".

 

Ве
рс
ія 
не

 дл
я д
ру
ку



 

 304 

Хід роботи: 
У роботі використовують лужні розчини дезоксирибонукле-

опротеїнів і рибонуклеопротеїнів, які одержують із різних тка-
нин за допомогою методу, наведеного вище (див. лабораторна 
робота № 7.1, дослід 1). 

А. Реакція з орцином. Для проведення реакції до 1 мл розчи-
ну рибонуклеопротеїнів додають 1 мл орцинового реактиву, 
перемішують та інкубують на водяній бані (температура 100 °C) 
протягом 20 хв. Суміш охолоджують і розводять дистильованою 
водою до об'єму 4 мл. Утворюється синьо-зелене забарвлення, 
що свідчить про реакцію пентози з орциновим реактивом. Спо-
стереження записують у зошит, роблять висновок. 

Б. Реакція з індолом. До 2 мл розчину дезоксирибонуклеоп-
ротеїну додають 1 мл 0,04 %-го розчину індолу та 1 мл концент-
рованої соляної кислоти. Суміш перемішують, інкубують на 
водяній бані за температури 100 °C протягом 10 хв. Вона набу-
ває жовтогарячого забарвлення, після чого розчин охолоджують 
і доливають 4 мл хлороформу. Після знебарвлення розчину во-
дяний шар набуває жовтого кольору. Спостереження записують 
у зошит, роблять висновок. 

В. Реакція з дифеніламіном. У пробірку до 2 мл лужного розчи-
ну дезоксирибонуклеопротеїну додають 2 мл дифеніламінового 
реактиву. Суміш нагрівають на водяній бані за температури 100 °C 
протягом 15 хв. Під час нагрівання відбувається гідроліз дезокси-
рибонуклеопротеїнів, при цьому вивільнюється дезоксирибоза, яка 
реагує з дифеніламіном з утворенням синього забарвлення. У дру-
гій пробірці розчин рибонуклеопротеїну нагрівають із дифеніламі-
новим реактивом. Суміш забарвлюється в зелений колір. Спосте-
реження записують у зошит, роблять висновок. 

Г. Реакція з фуксинсірчаною кислотою. Для проведення реак-
ції у центрифужну пробірку до 0,5 мл розчину дезоксирибонук-
леопротеїну додають 2 мл розчину соляної кислоти, нагрітого до 
температури 60 °С, пробірку інкубують у термостаті за темпера-
тури 60 °С протягом 10 хв. Суміш охолоджують і центрифугують, 
кислоту зливають, а до осаду додають розчин фуксинсірчаної 
кислоти. Через деякий час розчин забарвлюється у фіолетовий 
колір. Спостереження записують у зошит, роблять висновок. 
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Дослід  2. Виявлення пуринових основ 
у складі нуклеопротеїнів 
Пуринові азотисті основи у складі нуклеїнових кислот вияв-

ляють за допомогою реакції утворення комплексу із солями срі-
бла, який випадає в осад. 

Матеріали та реактиви. Концентрований розчин аміаку; 
1 %-й розчин AgNO3, дріжджі, 10 %-й розчин сірчаної кислоти, 
дистильована вода. 

Обладнання. Колба, піпетки, пробірки, лійки, скляні трубки 
довжиною 25–30 см, газовий пальник. 

 

Хід роботи: 
У досліді використовують гідролізат нуклеопротеїнів, який 

отримують з дріжджів таким чином. У колбу з круглим дном 
для гідролізу поміщають 1 г пекарських дріжджів, доливають 
20 мл 10 %-го розчину сірчаної кислоти та 20 мл дистильованої 
води. Колбу закривають пробкою, у яку вставляють скляну тру-
бку (як холодильник) довжиною 20–30 см, кип'ятять під тягою 
протягом 1 год на асбестовій сітці при слабкому вогні. Після 
закінчення гідролізу рідину охолоджують, додають води до 
отримання початкового об'єму й фільтрують. 

Реакцію проводять таким чином: до 1 мл гідролізату додають 
концентрований розчин аміаку до виникнення лужного середо-
вища (за лакмусом) і 0,5 мл 1 %-го розчину AgNO3. Через 3–5 хв 
випадає пухкий осад срібних солей пуринових основ. Спостере-
ження записують у зошит, роблять висновок. 

 

Дослід 3. Виявлення фосфорної кислоти 
у складі нуклеопротеїнів 
Залишок фосфорної кислоти в нуклеопротеїнах виявляють за 

допомогою реакції з молібденовим реактивом, у якій утворюється 
осад фосфорної солі молібдату амонію, що має жовте забарвлення: 

 
   12(NH4)2МоО4 + Н3РО4 + 21HNO8 → 

→21NH4NO3 + (ΝΗ4)3ΡΟ4 × 12ΜοO3 × 6Η2O + 6Н2О  
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Матеріали та реактиви. Гідролізат нуклеопротеїнів дріж-
джів (спосіб виготовлення наведений у досліді 2); молібденовий 
реактив (7,5 г молібдату амонію розчиняють у 100 мл води 
і додають 100 мл 32 %-го розчину азотної кислоти з віднос-
ною щільністю 1,2). 

Обладнання. Пробірки, піпетки, газовий пальник. 
 

Хід роботи: 
У роботі використовують гідролізат нуклеопротеїнів дріж-

джів, спосіб отримання якого наведений у попередній роботі 
(див. лабораторну роботу № 7.2, дослід 2). 

До 1 мл гідролізату нуклеопротеїнів додають 1 мл моліб-
денового реактиву та кип'ятять. Рідина забарвлюється в ли-
монно-жовтий колір, при її охолодженні випадає кристалічний 
осад жовтого кольору, який зумовлений фосфорномолібде- 
новокислим амонієм. Спостереження записують у зошит, ро-
блять висновок. 

 
Дослід  4. Виявлення білків у складі нуклеопротеїнів 
Присутність білкового компоненту у нуклеопротеїнах визна-

чають за допомогою біуретової реакції. Вона базується на взає-
модії пептидних зв'язків у складі білкової молекули із сульфа-
том міді в лужному середовищі, у результаті якої утворюється 
комплексна сполука (див. лабораторну роботу № 2.2, дослід 1). 
Прояв забарвлення залежить від ступеня гідролізу білка: натив-
ний білок дає в цій реакції синьо-фіолетове забарвлення, а про-
дукти його розпаду (пептиди) – червоно-фіолетове. 

Матеріали та реактиви. Гідролізат нуклеопротеїнів дріж-
джів (спосіб виготовлення наведений у досліді 2), 10 %-й розчин 
гідроксиду натрію; 1 %-й розчин сульфату міді. 

Обладнання. Пробірки, піпетки, крапельниці. 
 

Хід роботи: 
Для проведення реакції використовують гідролізат нуклеоп-

ротеїнів дріжджів, який отримують за методом, описаним вище 
(лабораторна робота № 7.2, дослід 2). 
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У пробірку вносять 0,5 мл гідролізату нуклеопротеїнів, нейт-
ралізують (за лакмусом) розчином NaOH, потім додають 0,5 мл 
10 %-го розчину NaOH і 2–3 краплі 1 %-го розчину CuSO4, вміст 
пробірки перемішують. Утворюється забарвлення, яке доводить 
присутність у пробі поліпептидів, які утворюються в результаті 
гідролізу білкового компоненту нуклеопротеїнів. Спостережен-
ня записують у зошит, роблять висновок. 

 
Лабораторна робота № 7.3  
Кількісне визначення нуклеїнових кислот 
за фосфорним компонентом 

 
Методи кількісного визначення нуклеїнових кислот ґрунту-

ються на визначенні їхніх структурних компонентів: азотистих 
основ (за поглинанням в ультрафіолетовій зоні спектра), вугле-
водів (за допомогою характерних кольорових реакцій) і фосфо-
рної кислоти. 

Методи визначення нуклеїнових кислот за фосфорним ком-
понентом базуються на різній стабільності нуклеїнових кислот у 
лужному середовищі, що дає можливість розділити РНК і ДНК 
і провести їхнє кількісне визначення. 

Ці методи є найбільш надійними для оцінки кількості нуклеї-
нових кислот, тому що відсотковий уміст фосфору найменше 
залежить від нуклеотидного складу: для ДНК він становить 
9,8–10,1 %, для РНК – 9,1–9,6 %. При визначенні фосфору нук-
леїнових кислот у тканинах необхідно попередньо видалити 
вільні нуклеотиди, неорганічний фосфат, а також усі фосфоро-
вмісні сполуки ненуклеотидної природи, зокрема фосфоліпіди. 

 

Дослід  1. Метод Шмідта й Таннгаузера 
Метод базується на розділенні РНК і ДНК шляхом гідролізу 

досліджуваного матеріалу слабким лугом, при якому відбува-
ється розщеплення РНК за 3',5'-фосфодіефірними зв'язками до 
мононуклеотидів (рис. 7.8). У цих умовах ДНК є стійкою до дії 
лугу, що уможливлює виділення її у вигляді осаду. 
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Рис. 7.8. Схема розщеплення РНК за дії слабкого лугу 
за 3',5'-фосфодіефірними зв'язками до мононуклеотидів 

 
Усі операції проводять швидко й на холоді, щоб уникнути 

ензиматичної і кислотної деструкції нуклеїнових кислот. 
Матеріали та реактиви. Наважка тканинного гомогенату, 

7 %-ва ТХО, 1 %-ва ТХО, етиловий спирт, ефір, суміш для екст-
рагування ліпідів (складається з рівних об'ємів метилового 
спирту й хлороформу), 1 н. розчин КOH, 6 н. розчин НСl, 
5 %-ва ТХО, реактиви для кількісного визначення вмісту фос-
фору методом Фіске – Субарроу (див. додаток 8 та лабораторну 
роботу № 1.2, розд. 1) і методом Делорі (див. додаток 9). 

Обладнання. Ваги, колба, пробірки, льодяна баня, фільтру-
вальний папір, лакмусовий папір, водяна баня, ступка з тов-
качиком, термостат, центрифужні пробірки, центрифуга, го-
динник, піпетки. 

 

Хід роботи: 
1. Наважку тканинного гомогенату (0,5–5,0 г) суспендують у 

20 об'ємах (відносно наважки) охолодженої 7 %-вої ТХО. Після 
20 хв відстоювання на холоду при постійному (або частому пе-
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ріодичному) помішуванні суміш фільтрують при відсмоктуванні 
через фільтрувальний папір. 

2. Осад промивають 1 %-вою ТХО, потім дистильованою во-
дою доти, поки фільтрат не перестане давати реакцію на лакмус, 
і, нарешті, етиловим спиртом й ефіром. Звільнений у такий 
спосіб від кислоторозчинного фосфору осад суспендують у 
30–40 об'ємах (за вагою тканини) суміші, що містить 75 об'ємів 
етилового спирту й 25 об'ємів ефіру, і кип'ятять кілька хвилин 
з повітряним холодильником. 

3. Після фільтрації й промивання ефіром висушений залишок 
розтирають у ступці й екстрагують ліпіди зі зворотним холодиль-
ником протягом 30 хв. Екстракцію проводять 30–40 об'ємами 
киплячої суміші, що складається з рівних об'ємів метилового 
спирту й хлороформу. Після фільтрування осаду й ретельного 
промивання ефіром його висушують у термостаті при 37 °С. 

4. Отриманий сухий порошок, позбавлений від ліпідів, пере-
носять у центрифужну пробірку, заливають точною кількістю 
1 н. розчину КOH (10 мл на 1 г свіжої тканини), закривають про-
бірку пробкою й інкубують суміш протягом 16–18 год при 
37 °С. Після видалення нерозчинених часток центрифугуванням 
певну частину гідролізату мінералізують і використовують для 
визначення сумарного фосфору нуклеїнових кислот (див. дода-
ток 8 та лабораторну роботу № 1.2, розд. 1). 

За описаних умов лужного гідролізу РНК розщеплюється до 
мононуклеотидів, тоді як дезоксирибонуклеїнова кислота прак-
тично залишається незмінною. 

5. Для відокремлення продуктів гідролізу РНК від ДНК до 
певної кількості лужного гідролізату додають 0,2 об'єми 6 н. 
розчину НСl й один об'єм 5 %-вої ТХО. За цих умов в осад ви-
падають білки і вся ДНК, а в кислому розчині залишаються фо-
сфоровмісні продукти гідролізу РНК і фосфопротеїни. 

6. Для визначення фосфору РНК з кислого фільтрату відби-
рають дві проби, одну з яких мінералізують і визначають вміст 
фосфору (РНК і фосфопротеїнів). В іншій пробі неорганічний 
фосфор, що відщепився від фосфопротеїнів під час лужного гід-
ролізу, осаджують за методом Делорі (див. додаток 9), промитий 
осад відокремлюють центрифугуванням і в центрифугаті визна-
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чають неорганічний фосфор (фосфор фосфопротеїнів). Різниця 
між загальним фосфором лужного гідролізату й загальним фос-
фором кислого розчину є фосфором ДНК. Різниця ж між загаль-
ним фосфором кислого розчину й неорганічним фосфором фос-
фопротеїнів дає уяву про фосфор РНК. Звичайно отримані 
результати виражають у вигляді фосфору нуклеїнових кислот. 
Можна перевести його на вміст цілої нуклеїнової кислоти, 
використовуючи певні коефіцієнти переводу: для ДНК – 10,1, 
для РНК – 10,6 (відсотковий вміст фосфору у відповідних нук-
леїнових кислотах). 

Розрахунки кількісного визначення ДНК і РНК за фосфорним 
компонентом та отримані результати записують у зошит. 

 
Лабораторна робота № 7.4  
Кількісне изначення нуклеїнових кислот 
за вуглеводним компонентом 
 
Дослід  1. Визначення вмісту ДНК 
з дифеніламіном за Діше 
Метод базується на реакції між дифеніламіном і дезоксири-

бозою, що відщеплюється від пуринових нуклеотидів у резуль-
таті кислотного гідролізу. N-глікозидний зв'язок у піримідино-
вих нуклеотидах при цьому не руйнується, унаслідок чого 
можна визначити лише близько половини вуглеводу, що вхо-
дить до складу ДНК; тому рекомендується як стандарт викорис-
товувати гідролізат ДНК, концентрацію якого попередньо ви-
значають спектрофотометричним методом. 

Матеріали та реактиви. Розчин ДНК (50–500 мкг/мл), станда-
ртний розчин ДНК (0,5 мг/мл), що містить від 50 до 500 мкг ДНК 
у пробі (для його отримання наважку комерційного препарату 
ДНК розчиняють у 0,5 н. НClО4 і нагрівають 15 хв при 70 °С; для 
визначення точної концентрації гідролізат розводять у 50 разів 
0,5 н. розчином НClО4 і вимірюють поглинання на спектрофото-
метрі), реактив Діше (1 г дифеніламіну, перекристалізованого із 
70 %-го етилового спирту, розчиняють у 100 мл льодяної оцтової 
кислоти і додають 2,75 мл концентрованої H2SO4). 
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Обладнання. Ваги, колба, пробірки, водяна баня, годинник, пі-
петки, мірний циліндр, фотоелектроколориметр або спектрофото-
метр (довжина хвилі 590 нм), кювети завтовшки 5 або 10 мм. 

 

Хід роботи: 
1. До розчину ДНК (50–500 мкг/мл) додають подвійний об'єм 

реактиву Діше. Суміш нагрівають протягом 10 хв на водяній 
бані при 90 °С й охолоджують.  

2. Одночасно проводять реакцію зі стандартним розчином 
ДНК (0,5 мг/мл), що містить від 50 до 500 мкг ДНК у пробі. 

Під час проведення досліду при нагріванні розвивається 
стійке синє забарвлення. Вимірюють поглинання розчинів на 
фотоелектроколориметрі при 590 нм. Вміст ДНК у тканині роз-
раховують за графіком, побудованим за стандартним розчином 
ДНК, з урахуванням всіх розведень. Виходячи із вмісту фосфату 
при спектрофотометричному визначенні перерахунковий коефі-
цієнт для ДНК становить 10,1, для РНК – 10,5. 

Розрахунки кількісного визначення ДНК за вуглеводним 
компонентом та отримані результати записують у зошит. 

 

Дослід  2. Визначення ДНК за методом Броді 
Цей метод дозволяє спектрофотометрично визначити кіль-

кість ДНК, оскільки інтенсивність забарвлення дезоксирибози 
ДНК із солянокислим цистеїном залежить від кількості ДНК 
у розчині. Цим методом можна визначити ДНК у розчинах, які 
містять від 1 до 10 мкг ДНК. 

Матеріали та реактиви. Розчин ДНК (1–10 мкг речовини), 
1 %-й розчин солянокислого цистеїну, концентрована H2SO4. 

Обладнання. Пробірки, піпетки, водяна баня, спектрофо-
тометр. 

 

Хід роботи: 
До 0,5 мл розчину ДНК, що містить 1–10 мкг нуклеїнової ки-

слоти, додають 0,05 мл 1 %-го розчину солянокислого цистеїну, 
суміш охолоджують протягом 10 хв у холодній воді. Потім до-
дають 5 мл охолодженої концентрованої сірчаної кислоти, пе-
ремішують і ставлять на водяну баню за температури 25 °С на 
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20 хв. Вимірюють оптичну густину розчину за довжини хвилі 
474 нм. Вміст ДНК розраховують за графіком, побудованим за 
стандартним розчином ДНК. Розрахунок вмісту ДНК і отрима-
ний результат записують у зошит. 

 
Дослід  3. Визначення вмісту РНК за Мейбаум 
Метод базується на реакції рибози, що входить до скла-

ду РНК, з орцином. При гідролізі РНК у присутності соляної 
кислоти формується похідне фурфуролу, яке утворює при 
нагріванні з орцином продукт зеленого кольору. Реакція не є 
високоспецифічною, оскільки забарвлені продукти утворю-
ють не тільки рибоза, а й дезоксирибоза, гексози, полісахари-
ди, а також деякі інші сполуки, однак чутливість реакції ри-
бози з орцином з є набагато вищою. 

Матеріали та реактиви. Розчин РНК (0,1 мг/мл; для його 
отримання розчиняють наважку комерційного препарату в 
0,5 н. HClО4 з наступним кип'ятінням протягом 15 хв і вимі-
рюванням поглинання на спектрофотометрі), 0,5 %-й розчин 
орцину (виготовлений на 0,1 %-му розчині FeCl3 у концент-
рованій НСl перед роботою). 

Обладнання. Ваги, колба, пробірки, піпетки, водяна баня, го-
динник, фотоелектроколориметр або спектрофотометр (довжина 
хвилі 670 нм), кювети завтовшки 5 або 10 мм. 

 

Хід роботи: 
У досліді використовують розчин РНК (0,1 мг/мл), який 

отримують, розчиняючи наважку комерційного препарату 
в 0,5 н. HClО4 з наступним кип'ятінням протягом 15 хв і вимі-
рюванням поглинання на спектрофотометрі. 

До 2 мл досліджуваного розчину, що містить від 10 до 
80 мкг РНК, додають 2 мл 0,5 %-го розчину орцину, перемі-
шують і нагрівають 20 хв на киплячій водяній бані. Проби 
охолоджують і вимірюють екстинкцію при 670 нм. Вміст РНК 
розраховують за графіком, побудованим за стандартним роз-
чином РНК. Розрахунок вмісту РНК і отриманий результат 
записують у зошит. 
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Лабораторна робота № 7.5 
Визначення нуклеїнових кислот 
за азотистими основами 
 
Вміст нуклеїнових кислот можна визначити не тільки за їх-

німи фосфорним і вуглеводним компонентами, а також за азоти-
стими основами. Пуринові й піримідинові основи нуклеїнових 
кислот поглинають світло в ультрафіолетовій зоні спектра з ма-
ксимумом у межах 260–280 нм. Кожній азотисті основі властиве 
певне значення максимуму поглинання, що використовується 
для їхнього кількісного диференційного визначення. Тому роз-
роблені методи кількісного визначення нуклеїнових кислот за 
азотистими компонентами є спектрофотометричними. Їхньою 
перевагою є висока чутливість і доступність виконання. Для 
проведення вимірювань спочатку екстрагують нуклеїнові кис-
лоти із тканин, а потім здійснюють їхній гідроліз. 

 

Дослід  1. Спектрофотометричне визначення 
сумарного вмісту нуклеїнових кислот 
за методом Спірина 
Метод А. С. Спірина полягає у визначенні сумарного вмісту 

нуклеїнових кислот, отриманих шляхом екстракції гарячою хло-
рною кислотою, потім вимірюється оптична густина екстрактів 
за довжин хвиль 270 і 290 нм. 

Матеріали та реактиви. Наважка тканини (100–200 мг), 
охолоджений 0,2 н. розчин хлорної кислоти, 0,5 н. роз-
чин НС1О4. 

Обладнання. Льодяна баня, піпетки, центрифужні пробір-
ки, центрифуга (3000 g), годинник, кипляча водяна баня, спе-
ктрофотометр (довжина хвилі 270 і 290 нм), кювети завтовш-
ки 5 або 10 мм. 

 

Хід роботи: 
1. Подрібнену на холоді наважку тканини (100–200 мг) по-

міщають у центрифужну пробірку з 5–10 мл охолодженого 0,2 н. 
розчину хлорної кислоти. Вміст пробірки ретельно перемішують, 
осад відокремлюють центрифугуванням на холоді при 3000 g 
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протягом 10 хв. Центрифугат відкидають, а осад повторно від-
мивають хлорною кислотою. Така попередня обробка матеріалу 
необхідна для видалення кислоторозчинних нуклеотидів. 

2. Після видалення центрифугату до осаду додають 5–10 мл 
0,5 н. розчину НС1О4, закривають пробірки пробками з повітря-
ним холодильником і нагрівають їх у киплячій водяній бані про-
тягом 30 хв. Ця процедура забезпечує кількісну екстракцію 
нуклеїнових кислот з досліджуваного матеріалу і їх кислотний 
гідроліз до розчинних фрагментів. 

3. Гідролізати охолоджують і центрифугують, осад піддають 
повторній екстракції 0,5 н. HClО4. Гідролізати об'єднують і ви-
значають поглинання на спектрофотометрі при 270 і 290 нм 
проти контрольного розчину 0,5 н. розчину HClO4. За необхід-
ності гідролізати розводять тим же розчином. 

Вміст фосфору нуклеїнових кислот в 1 мл досліджуваного 
розчину розраховують за формулою: 

 

270 290
Фн 0,19

Е ЕС −
= , 

 
де СФн – вміст фосфору нуклеїнових кислот (мкг), 

0,19 – значення екстинкції (Е270 –  Е290), що має гідролізат 
нуклеїнових кислот, що містить 1 мкг нуклеїнового фосфору 
в 1 мл розчину. 

При подальших розрахунках ураховують загальний об'єм гі-
дролізату й розведення. Для перерахунку кількості нуклеїнового 
фосфору (мкг) на кількість нуклеїнових кислот користуються 
середнім перерахунковим коефіцієнтом 10,3: 

 

НК Фн 10,3С С= × . 
 
Рекомендується проводити додаткове визначення оптичної 

густини при 260 нм; оптична густина при 260 та 270 нм не по-
винна відрізнятися більш ніж на ± 15 %. 

Розрахунки сумарного вмісту нуклеїнових кислот і отрима-
ний результат записують у зошит. 
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Лабораторна робота № 7.6 
Визначення залежності температури 
плавлення від нуклеотидного складу ДНК 
 
Нативна ДНК у вигляді двоспіральної молекули є тим більш 

стійкою до денатурації, чим більше в її складі міститься ком-
плементарних ГЦ-пар нуклеотидів. Це пов'язано з тим, що 
ГЦ-пари, стабілізовані трьома водневими зв'язками, є більш мі-
цними, ніж АТ-пари, котрі мають два водневі зв'язки. Темпера-
тура плавлення ДНК лінійно залежить від її нуклеотидного 
складу, тобто зростає пропорційно відносному вмісту Г + Ц. 

Матеріали та реактиви. Розчини ДНК (0,004 %-ві) з різним 
нуклеотидним складом, розчинником яких є 0,14 моль/л розчин 
хлориду натрію в 0,015 моль/л розчині цитрату натрію, 40 %-й 
розчин формальдегіду. 

Обладнання. Віскозиметр Оствальда, секундомір, термометр, 
скляні фільтри, водяна баня, баня з льодом, пробірки, піпетки. 

 

Хід роботи: 
А. Одержання денатурованих за різних температур 

препаратів ДНК. 
1. У вісім пробірок (№ 1–8) наливають по 5 мл 0,004 %-го 

розчину ДНК (розчинником є 0,14 моль/л розчин хлориду на-
трію в 0,015 моль/л розчині цитрату натрію). У нагріту до тем-
ператури 65 °С водяну баню ставлять пробірку № 2. Для вимі-
рювання температури у баню вміщують пробірку з 5 мл води 
і термометром. 

2. Вміст пробірки № 2 інкубують ще 3 хв, а потім додають 
0,2 мл 40 %-го розчину формальдегіду, що перешкоджає повто-
рному утворенню водневих зв'язків під час охолодження, інтен-
сивно струшують і залишають при кімнатній температурі. 

3. У нагріту до температури 70 °С водяну баню ставлять 
пробірку № 3. Після того, як температура у пробі досягне 
70 °С (для вимірювання температури користуються пробір-
кою з водою та термометром), її інкубують ще 3 хв за цієї 
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температури. Потім додають 0,2 мл розчину формальдегіду, 
перемішують і залишають при кімнатній температурі. 

4. Розчини ДНК решти пробірок частково денатурують таким 
же чином за температур 75, 80, 85 і 90 °С. Останню пробірку 
(№ 8) кип'ятять 10 хв на водяній бані, після чого додають розчин 
формальдегіду й залишають при кімнатній температурі. У про-
бірці № 1 міститься нативна ДНК. 

Б. Визначення в 'язкості розчинів частково денату-
рованої ДНК. 

1. Визначення в'язкості починають з дослідження розчинни-
ка (ηο). Для цього у віскозиметр наливають 5 мл розчинника, 
який містить 0,2 мл розчину формальдегіду. За допомогою гу-
мової трубки, надягнутої на кінець (2), розчинник затягують 
у ліву, розширену частину віскозиметра (рис. 7.9). 

 

2 

1 

 
 

Рис. 7.9. Віскозиметр Оствальда 
 
Користуючись секундоміром, вимірюють час витікання 

(сек.) розчинника з капіляру під дією власної маси. Показник 
в'язкості розчинника (ηο) визначають тричі й розраховують 
його середнє значення. 

Аналогічно – тричі – вимірюють в'язкість розчинів ДНК. Се-
реднє значення з трьох вимірювань кожного розчину викорис-
товують для розрахунку відносної в'язкості й записують. 
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Для розрахунків використовують формулу: 

B
η  = ДНК

0

η

η
, 

де 
B

η  – відносна в'язкість; 

ДНК
η  – в'язкість розчину ДНК; 

0
η  – в'язкість розчинника. 

 

2. Будують графік, на вісі абсцис відкладають температуру, 
за якої денатурували досліджувані розчини, а на вісі ординат – 
величину ηΒ. Знаходять точку перетину кривої й визначають Тпл. 
Кількість ГЦ-пар, %, у досліджуваному препараті ДНК розрахо-
вують за формулою: 

 
ГЦ = (Тпл – 69,3) × 2,44 

 
Розрахунки кількості ГЦ-пар і отриманий результат запису-

ють у зошит. 
 
 

КОНТРОЛЬНІ ЗАПИТАННЯ 
 
1. Яким методом осаджують рибонуклеопротеїни із суспензії тва-

ринної тканини? 
2. Укажіть реагенти, які використовують для видалення білкової 

частини з отриманих дезоксирибонуклеопротеїнів. 
3. Яким чином проводять якісний аналіз виділеного препа- 

рату ДНК? 
4. Які компоненти рибонуклеопротеїнів та дезоксирибонуклеопро-

теїнів визначають за допомогою реакції з орцином? 
5. На чому базується розділення РНК і ДНК у методі Шмідта 

й Таннгаузера? 
 
 

ТЕСТОВІ ЗАВДАННЯ ДО РОЗДІЛУ 7 
 
Завдання 1 
 

Сечова кислота є: 
а) похідним сечовини; 
б) похідним пурину; 
в) проміжним продуктом у циклі біосинтезу сечовини; 
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г) проміжним продуктом розпаду білків; 
д) проміжним продуктом розпаду піримідинових азотистих 

основ. 
 
Завдання 2 
 

Псевдоуридин – це нуклеозид, який складається із: 
а) 2-тіоурацилу, зв'язаного з дезоксирибозою N-глікозидним 

зв'язком; 
б) урацилу, зв'язаного з рибозою С-глікозидним зв'язком; 
в) 4,5-дигідроурацилу, зв'язаного з рибозою N-глікозидним 

зв'язком; 
г) урацилу, зв'язаного з дезоксирибозою N-глікозидним зв'язком; 
д) урацилу, зв'язаного з дезоксирибозою С-глікозидним зв'язком. 
 
Завдання 3 
 

Чому ДНК є більш стійкою до лужного гідролізу, ніж РНК: 
а) оскільки ДНК може утворювати стійкі комплекси з ме-

талами, що взаємодіють з її іонізованими фосфатними 
групами; 

б) тому що ДНК є дволанцюговою молекулою, структуру 
якої стабілізують водневі зв'язки між комплементарними 
парами азотистих основ; 

в) тому що ДНК містить модифіковані азотисті основі, які 
надають її молекулі стійкості; 

г) тому що залишки дезоксирибози в молекулі ДНК містять 
у положенні 2 водень замість ОН-групи; 

д) оскільки ДНК має більшу кількість негативно заряджених 
хімічних груп на периферії молекули? 

 
Завдання 4 
 

За рахунок чого нуклеїнові кислоти мають максимум поглинан-
ня в ультрафіолетовій зоні спектра за довжини хвилі 260–280 нм: 

а) наявності водневих зв'язків; 
б) наявності вуглеводного компоненту; 
в) наявності фосфодіефірних зв'язків; 
г) наявності азотистих основ; 
д) наявності фосфорної кислоти? 
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Завдання 5 
 

Між якими парами азотистих основ не можуть утворюватись 
водневі зв'язки: 

а) аденін – урацил; 
б) гуанін – урацил; 
в) тимін – 2-метиладенін; 
г) гуанін – 5-метилцитозин; 
д) 7-метиладенін – 4,5-дигідроурацил. 
 
Завдання 6 
 

Денатурація ДНК не відбувається за таких умов: 
а) при зниженні температури; 
б) при нагріванні; 
в) при дії сечовини; 
г) за лужних значень рН; 
д) при додаванні ацетону. 
 
Завдання 7 
 

Наслідками денатурації ДНК є: 
а) поява оптичної активності ДНК; 
б) гіперхромний ефект; 
в) збільшення в'язкості; 
г) гіпохромний ефект; 
д) зменшення щільності. 
 
Завдання 8 
 

Подвійну спіраль ДНК стабілізують такі взаємодії та зв'язки: 
а) N-глікозидні; 
б) фосфодіефірні; 
в) водневі; 
г) іонні; 
д) координаційні. 
 
Завдання 9 
 

Псевдоуридинова петля тРНК виконує таку функцію: 
а) взаємодіє з триплетом матричної мРНК; 
б) сприяє контакту мРНК із вільною амінокислотою; 
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в) використовується для зв'язування тРНК із ферментом амі-
ноацил-тРНК-синтетазою; 

г) зумовлює прикріплення поліпептидного ланцюга, що син-
тезується, до рибосоми; 

д) забезпечує зв'язування тРНК із рибосомою. 
 
Завдання 10 
 

Виберіть вірні твердження: 
а) методи виділення рибо- та дезоксирибонуклеопротеїнів із 

біологічних тканин базуються на їхньому розчиненні в кис-
лотах та осадженні шляхом нейтралізації в розчинах солей; 

б) вуглеводний компонент у складі як ДНК, так і РНК можна 
визначити за реакцією з орцином за утворенням синьо-
зеленого забарвлення; 

в) кількісне визначення нуклеїнових кислот проводять виключ-
но за поглинанням азотистих основ в ультрафіолетовій зоні 
спектра, вимірюючи оптичну густину при 270 і 290 нм; 

г) метод віскозиметрії дозволяє з високою точністю визначи-
ти молекулярну масу нуклеїнових кислот та їхній конфор-
маційний стан, оскільки розчини нуклеїнових кислот ма-
ють низьку в'язкість; 

д) методи визначення активності нуклеаз є спектрофотомет-
ричними й базуються на вимірюванні поглинання азотис-
тих основ у низькомолекулярних продуктах розпаду нук-
леїнових кислот. 
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Розділ 8. ВІТАМІНИ 
 

8.1. ЖИРОРОЗЧИННІ ВІТАМІНИ 
 

8 . 1 . 1 .  З а г а л ь н і  в і д о м о с т і  
п р о  в і т а м і н и  
Вітаміни – життєво важливі органічні сполуки, які необхід-

ні для людини і тварин у незначних кількостях та надходить із 
продуктами рослинного й тваринного походження. Більшість 
їх не синтезується в організмі людини (або частково синтезу-
ється мікрофлорою кишечника). Традиційно вітаміни поділя-
ють на водорозчинні та жиророзчинні. Добова потреба у віта-
мінах залежить від типу речовини, а також від віку, статі 
і фізіологічного стану організма (період вагітності й годівлі 
дитини, фізичні навантаження). Недостатнє або неповноцінне 
харчування (наприклад, незбалансована дієта в людей похило-
го віку, недостатнє харчування в алкоголіків, споживання на-
півфабрикатів) або порушення процесів засвоєння і викорис-
тання вітамінів можуть бути причиною різноманітних форм 
вітамінної недостатності та розвитку авітамінозу. Недостатнє 
надходження вітамінів з їжею – загальна проблема всіх розви-
нених країн, що виникла внаслідок зниження енерговитрат та, 
відповідно, зменшення загальної кількості їжі. 

Кожний вітамін, перед тим як реалізувати свої функції, має 
пройти певні шляхи за участю спеціальних транспортних, фер-
ментних та рецепторних білків. На сьогодні відома велика кіль-
кість білків, що беруть участь у всмоктуванні та транспорті ві-
тамінів, а також у перетворенні їх на активну форму. Більшість 
водорозчинних вітамінів є попередниками коферментів, які ви-
конують свої функції в обміні речовин у кооперації з відповід-
ними апоферментами. Активні метаболіти жиророзчинних віта-
мінів (А, Д) являють собою гормони. 

На сьогодні майже для кожного вітаміну розроблено набір 
методів і критеріїв, що дозволяють оцінити його обмін та за-
безпечення ним організму. Для цієї мети широко використо-
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вуються методи високоефективної рідинної хроматографії 
(ВЕРХ), радіоімунного аналізу, радіоконкурентного зв'язу-
вання та традиційні методи. 

 

8 . 1 . 2 .  В і т а м і н  А  
Вітамін А (ретинол) є попередником активних форм – рети-

налю та ретиноєвої кислоти (рис. 8.1). 
 

А1 

 
 

Рис. 8.1. Структурна формула ретинолу 
 

Ретинол утворюється при окисному розщепленні β-каро- 
тину, який є пігментом рослинного походження. Для β-каро- 
тину, а також деяких інших каротиноїдів, що не перетворю-
ються на вітамін А, характерна самостійна антиоксидантна 
активність. Ретиналь служить простетичною групою зорового 
білка родопсину, який бере участь у процесі фоторецепції. 
Ретиноєва кислота є гормональною формою вітаміну А, взає-
модія якої зі специфічними ядерними рецепторами в тканинах-
мішенях запускає синтез білкових факторів, що впливають на 
процеси проліферації та диференціювання епітеліальних тка-
нин. При недостатності вітаміну А розвиваються нічна ("куря-
ча") сліпота, ксерофтальмія (сухість рогової оболонки очей), 
спостерігається порушення росту. 

 

8 . 1 . 3 .  В і т а м і н  D  
Вітамін D (кальциферол) – це низка сполук, які утворюються 

під впливом ультрафіолетового випромінення із деяких ненаси-
чених стеринів. З ергостеролу утворюється ергокальциферол 
(вітамін D2), а з 7-дегідрохолестеролу, який присутній у шкірі 
людини і тварин – холекальциферол (вітамін D3) (рис. 8.2). При 
гідроксилюванні в печінці та нирках кальциферолу утворюється 
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активний метаболіт 1,25(ОН)2D (1,25-діоксихолекальциферол), 
який регулює на генетичному рівні біоситез білків, що відпові-
дають, зокрема, за всмоктування кальцію. 

 
D3 

 
 

Рис. 8.2. Структурна формула 
холекальциферолу 

 
Разом із двома іншими гормонами (паратгормоном і кальци-

тоніном) бере участь у регуляції обміну кальцію. Якщо УФ-опро- 
мінення шкіри недостатньо або вітаміну D немає в харчових 
продуктах, розвивається вітамінна недостатність і, як наслідок, 
рахіт у дітей, остеомаляція (розм'якшення кісток) у дорослих. 
В обох випадках порушується процес мінералізації (включення 
кальцію) кісткової тканини. 

 
8 . 1 . 4 .  В і т а м і н  Е  
Вітамін Е (токоферол) був відкритий як активна речовина, 

що запобігає безпліддю (рис. 8.3). Відомо декілька природних 
сполук, які мають вітамінну активність: α-, β-, γ-, δ-токо- 
фероли. За хімічною будовою токофероли є похідними токо-
лу і відрізняються за числом та розташуванням метильних 
груп у бензольному кільці. Такі сполуки є тільки в рослинах, 
особливо їх багато у проростках пшениці, рослинних оліях. 
Токофероли входять до системи антиоксидантного захисту 
організму від пошкоджуючої дії активних вільнорадикаль-
них форм кисню і є головними природними жиророзчинни-
ми антиоксидантами. 
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E 

 
 

Рис. 8.3. Структурна формула токоферолу 
 

8 . 1 . 5 .  В і т а м і н  К  
Вітамін К – загальна назва групи речовин, що включає філо-

хінон і спорідненні сполуки з модифікованим бічним ланцюгом 
(рис. 8.4). 

 

K 

 
 

Рис. 8.4. Структурна формула вітаміну К 
 

Недостатність вітаміну К спостерігається досить рідко, тому 
що ці речовини виробляються мікрофлорою кишечнику. Вітамін 
К бере участь у γ-карбоксилюванні залишків глутамінової кис-
лоти в молекулах неактивних попередників протромбіну та ін-
ших білків плазми крові, що важливо для нормалізації процесу 
згортання крові. Процес інгібується антагоністами вітаміну К 
(наприклад, похідними кумарину), які застосовуються як один із 
методів лікування тромбозів. 

 
Лабораторна робота № 8.1 
Якісне визначення 
жиророзчинних вітамінів. 
 

Дослід  1. Якісні реакції на вітамін А 
Хлороформний розчин вітаміну А або риб'ячого жиру з 

трихлороцтовою сурмою забарвлюється у специфічний синій 
колір. Вітамін А з концентрованою сірчаною кислотою в бен-
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зольному розчині утворює комплекс синього кольору, а із 
сульфатом заліза (ІІ) у кислому середовищі – сполуку черво-
но-рожевого кольору. 

Матеріали та реактиви. Хлороформний розчин трихлороц-
тової сурми (33 %-й), хлороформ, 0,05 %-й масляний розчин 
вітаміну А в хлороформі або розчин риб'ячого жиру в хлорофо-
рмі у співвідношенні 1 : 5, концентрована сірчана кислота, на-
сичена сульфатом заліза (II), льодяна оцтова кислота. 

Обладнання. Штатив із пробірками, крапельниця. 
 

Хід роботи: 
А .  Р е а к ц і я  і з  т р и х л о р о ц т о в о ю  с у р м о ю .  У суху 

пробірку до однієї-двох крапель 0,05 %-го розчину вітаміну А 
в хлороформі або розчину риб'ячого жиру в хлороформі дода-
ють чотири-п'ять крапель 33 %-го розчину трихлороцтової сур-
ми в хлороформі й перемішують. З'являється інтенсивне синє 
забарвлення. 

Б .  Р е а к ц і я  Д р у м м о н д а .  У пробірку до двох-трьох кра-
пель розчину вітаміну А додають 2–3 краплі концентрованої 
сірчаної кислоти. Вміст пробірки забарвлюється у синій колір, 
який через деякий час змінюється на фіолетовий та бурий. 

В .  Р е а к ц і я  і з  с у л ь ф а т о м  з а л і з а  ( І І ) .  У пробірку 
до двох-трьох крапель розчину риб'ячого жиру в хлороформі 
або масляного розчину вітаміну А в хлороформі доливають 
п'ять-десять крапель льодяної оцтової кислоти, насиченої 
сульфатом заліза (ІІ) і 1–2 краплі концентрованої сірчаної кис-
лоти. З'являється блакитне забарвлення, яке поступово перетво-
рюється на червоно-рожеве. Каротини в цій реакції мають зеле-
не забарвлення. 

Спостереження записують у зошит, роблять висновок. 
 

Дослід  2. Якісні реакції на вітамін D 
Вітамін D у хлороформному розчині з насиченим розчином 

хлориду сурми (V) утворює жовте забарвлення. Під час нагрі-
вання хлороформного розчину вітаміну D або риб'ячого жиру із 
сумішшю аніліну та концентрованої соляної кислоти розчин 
забарвлюється в зелено-блакитний колір. 

Ви
да
вн
ич
о-п
ол
ігр
аф
ічн
ий

 це
нт
р 

"Ки
ївс
ьки
й у
нів
ер
си
те
т".

 

Ве
рс
ія 
не

 дл
я д
ру
ку



 

 326 

Матеріали та реактиви. Насичений розчин SbCl5, хлоро-
формний розчин вітаміну D, хлороформ, аніліновий реактив – 
анілін із концентрованою НСl (15 : 1), розчин брому в хлоро-
формі (1 : 60). 

Обладнання. Штатив із пробірками, крапельниця, водяна баня 
 

Хід роботи: 
А. Реакція з хлоридом сурми (V). У суху пробірку до 

2 мл розчину вітаміну D у хлороформі доливають 0,2 мл насиче-
ного розчину SbCl5. Cпостерігають появу жовтого забарвлення. 

Б.  Реакція з аніліном. У суху пробірку вносять 1–2 крап-
лі риб'ячого жиру або розчину вітаміну D у хлороформі й дода-
ють 1 краплю анілінового реактиву (анілін і концентрована НСl, 
15 : 1). Після перемішування утворюється емульсія жовтого ко-
льору, під час нагрівання забарвлення змінюється на червоне. 
Через 1–2 хв емульсія розділяється на два шари. Нижній шар 
забарвлений в інтенсивний червоний колір. 

В .  Р е а к ц і я  з  б р о м о м .  У пробірку з 2–4 краплями розчи-
ну вітаміну D у хлороформі або риб'ячого жиру додають чоти-
ри-п'ять крапель розчину брому у хлороформі (1 : 60). Суміш 
у пробірці поступово забарвлюється в зелено-блакитний колір. 

Спостереження записують у зошит, роблять висновок. 
 
Дослід  3. Якісні реакції на вітамін К 
Спиртовий розчин вітаміну К у лужному середовищі з діети-

лмалоновим ефіром дає червоно-фіолетове забарвлення, а за 
наявності діетилдитіокарбонату за таких же умов утворюється 
сполука, забарвлена у блакитний колір. За наявності аніліну 
спиртовий розчин вітаміну К забарвлюється у червоний колір, 
що зумовлено утворенням 1-метил-2-феніламінонафтохінону. 

Матеріали та реактиви. Розчин діетилмалонового ефіру 
(1 %-й), 1 %-й розчин КОН, спиртовий розчин вітаміну К 
(0,04 мкг у мл), 5 %-й розчин діетилдитіокарбонату, 4 %-й 
спиртовий розчин NаОН, розчин аніліну, 0,05 %-й спиртовий 
розчин вікасола. 

Обладнання. Штатив з пробірками, піпетки, крапельниці. 

Ви
да
вн
ич
о-п
ол
ігр
аф
ічн
ий

 це
нт
р 

"Ки
ївс
ьки
й у
нів
ер
си
те
т".

 

Ве
рс
ія 
не

 дл
я д
ру
ку



 

 327 

Хід роботи: 
А. Реакція з діетилмалоновим ефіром. У пробірку до 

2 мл спиртового розчину вітаміну К (0,04 мкг у мл) додають 
0,5 мл 1 %-го розчину діетилмалонового ефіру та 0,1 мл 1 %-го 
розчину КОН. Утворюється червоно-фіолетове забарвлення. 

Б.  Реакція з діетилдитіокарбонатом. У пробірку до 
2 мл спиртового розчину вітаміну К додають 2 мл 5 %-го розчи-
ну діетилдитіокарбонату та 0,5 мл 4 %-го розчину NaОН в ета-
нолі. Розчин забарвлюється у блакитний колір. 

В. Реакція з аніліном. У пробірку з 1 мл 0,05 %-го спир-
тового розчину вікасолу додають 2 краплі аніліну. Після пере-
мішування вміст пробірки забарвлюється в червоний колір. 

Спостереження записують у зошит, роблять висновок. 
 
Дослід  4. Якісні реакції на вітамін Е 
Взаємодія α-токоферолу із концентрованою азотною кисло-

тою зумовлює забарвлення реакційної суміші в червоний колір. 
Це спричинено тим, що продукт окиснення α-токоферолу 
має хіноїдну структуру. Під час взаємодії з хлорним залізом (ІІІ) 
α-токоферол окиснюється до α-токоферилхінону – сполуки чер-
воного кольору. 

Матеріали та реактиви. Спиртовий розчин (0,1 %-й) α-токо- 
феролу, концентрована азотна кислота, 1 %-й розчин хлорного 
заліза (III). 

Обладнання. Штатив із пробірками, крапельниця, піпетки. 
 

Хід роботи: 
А. Реакція з азотною кислотою. У суху пробірку вно-

сять п'ять крапель 0,1 %-го спиртового розчину вітаміну Е, до-
дають 1 мл концентрованої HNO3 , інтенсивно перемішують 
і спостерігають поступову появу червоного забарвлення. 

Б.  Реакції  з  хлорним залізом. У суху пробірку вносять 
0,5 мл 0,1 %-го спиртового розчину α-токоферолу, потім 0,5 мл 
1 %-го розчину FeCl3 й інтенсивно перемішують. Спостерігають 
появу червоного забарвлення. 

Спостереження записують у зошит, роблять висновок. 
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Лабораторна робота № 8.2 
Кількісне визначення вітамінів 
 
Дослід 1. Кількісне визначення вітаміну А 
в риб'ячому жирі. 
В основу методу покладено колориметричне визначення 

інтенсивності забарвлення, яке утворюється в реакції вітаміну А 
з трихлористою сурмою за наявності оцтового ангідриду. 

Матеріали та реактиви. Хлороформний розчин риб'ячого 
жиру (2,5 мл риб'ячого жиру розчиняють у 25 мл хлороформу), 
оцтовий ангідрид, трихлориста сурма. 

Обладнання. Фотоелектроколориметр, кювети, піпетки, цілі-
ндри, колби. 

 
Хід роботи: 
У пробірку до 0,4 мл хлороформного розчину риб'ячого 

жиру додають 1–2 краплі оцтового ангідриду, щоби запобігти 
появі каламуті в розчині, і 4 мл розчину трихлористої сурми. 
Через 10 хв суміш фотометрують при λ = 620 нм (червоний 
фільтр), використовуючи розчин трихлористої сурми. 

Концетрацію вітаміну А в риб'ячому жирі визначають за 
калібрувальним графіком, де кожному значенню знайденої 
екстинкції відповідає вміст вітаміну А в 0,4 мл розчину. 

Для побудови калібрувального графіка використовують 
стандартний концентрат вітаміну А в риб'ячому жирі. Якщо 
вміст вітаміну А в 1 мл концентрату становить 500 одиниць 
(інтернаціональні одиниці), то для приготування початкового 
розчину 10 мл риб'ячого жиру розчиняють у 50 мл хлорофор-
му. В 1 мл такого розчину міститься 100 одиниць вітаміну А. 
Із цього розчину готують ще 5–6 розведень із таким розраху-
нком, щоб у 0,4 мл одержаних розчинів містилося від 20 до 
70 одиниць вітаміну А. Цю кількість (0,4 мл) стандартних 
розчинів обробляють трихлористою сурмою і визначають 
їхню оптичну густину. 
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Одержані значення оптичної густини використовують для по-
будови калібрувального графіка. Залежність оптичної густини роз-
чину вітаміну А від його концентрації визначають за формулою 

 

С = a × V/Q, 
 
де C – вміст вітаміну А в 1 мл риб'ячого жиру; 

a – кількість вітаміну А в 1 мл досліджуваного розчину 
(для одержання цієї величини необхідно знайдену за графіком 
кількість вітаміну А в 0,4 мл розчину розділити на 0,4); 

Q – узята у пробі кількість риб'ячого жиру, мл; 
V – загальний об'єм досліджуваного хлороформного розчину 

риб'ячого жиру, мл. 
Розрахунки вмісту вітаміну А в риб'ячому жирі й отриманий 

результат записують у зошит. 
 

Дослід  2. Кількісне визначення каротину в моркві 
Каротин екстрагується із продуктів органічними розчинни-

ками. При цьому він надає їм характерний жовто-оранжевий 
колір. Отриманий екстракт колориметрують, порівнюють зі ста-
ндартним розчином каротину та визначають його концентрацію. 

Матеріали та реактиви. Наважка моркви (1 г), ацетон, бен-
зин, безводний Na2SO4, стандартний розчин каротину (містить у 
1 мл розчинника 0,00203 мг каротину). 

Обладнання. Ступка з прожареним піском, товкачик, лійка 
для фільтрування, фільтрувальний папір, пробірки, шприц, капі-
ляр або спеціальне пристосування для відсмоктування нижнього 
шару ацетону, мірний циліндр, фотоелектроколориметр (для 
вимірювання екстинції при червоному світлофільтрі). 

 

Хід роботи: 
Наважку моркви (1 г) старанно розтирають у ступці з прожа-

реним піском. До проби додають 1–2 мл ацетону і продовжують 
розтирати до утворення однорідної маси. 

У лійку вставляють скляний стержень із розширеним кін-
цем. Із фільтрувального паперу вирізають диск діаметром 
трохи більшим за розширений кінець стержня. Його кладуть 
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на розширений кінець стержня в лійці та насипають сантиме-
тровий шар піску. Лійку вставляють у велику суху пробірку. 
Вміст ступки із розтертою морквою обережно зливають у 
приготовлену для фільтрування лійку. До осаду, що залишив-
ся у ступці, додають 2–3 мл ацетону і продовжують розтира-
ти. Ацетоновий екстракт знову зливають у лійку для фільтру-
вання. Цю процедуру повторюють ще кілька разів аж до 
повного знебарвлення доданого для екстрагування ацетону. 
Далі фільтрувальну лійку з піском промивають чистим ацето-
ном, поки ацетон, що витікає із неї, не знебарвиться. 

До отриманої ацетонової витяжки додають 5–10 мл бензи-
ну і 2–3 мл води. Пробірку закривають та перемішують її 
вміст. Після розшарування каротин переходить у верхній бен-
зиновий шар. Нижній шар ацетону з водою відсмоктують ка-
піляром у колбу. 

У пробірку з бензиновою витяжкою каротину всипають 1 г 
безводного Na2SO4. Вміст пробірки збовтують до того часу, по-
ки розчин не стане прозорим. Об'єм витяжки вимірюють чистим 
сухим циліндром. 

Розчин колориметрують на ФЕКу при червоному світлофіль-
трі і порівнюють його екстинкцію зі стандартним розчином ка-
ротину, що містить в 1 мл розчинника 0,00203 мг каротину. 

Кількість каротину визначають за формулою: 
 

С2 = С1 × Е2 / Е1, 
 
де Е1 – екстинкція стандарту; 

Е2 – екстинкціякаротинової витяжки; 
С1 – концентрація стандартного розчину каротину; 
С2 – концентрація каротину у витяжці. 
Для визначення вмісту каротину в 1 г досліджуваної моркви 

необхідно отриману концентрацію каротину в зневодненій бен-
зиновій витяжці (С2) помножити на кількість мілілітрів витяжки. 
Якщо отримане число помножити на 100, отримаємо вміст каро-
тину в моркві у мг %. 

Розрахунки вмісту каротину в моркві й отриманий результат 
записують у зошит. 
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Дослід  3. Кількісне визначення вітаміну D 
Визначення базується на утворенні жовто-рожевого забар-

влення в реакції вітаміну D із трихлористою сурмою. Інтен-
сивність забарвлення пропорційна концентрації вітаміну D 
і визначається за допомогою фотоелектроколориметра. 

Матеріали та реактиви. Молочний жир, 96 %-й етиловий 
спирт, 50 %-й розчин гідрооксиду калію, хлороформ, 23 %-й 
розчин SbCl3 у хлороформі, діетиловий ефір, свіжовиготовлений 
сульфат натрію, ацетилхлорид, спиртовий розчин вітаміну D 
(10 мг кальциферолу розчиняють у 100 мл етанолу, що стано-
вить 400 000 одиниць вітаміну D). 

Обладнання. Фотоелектроколориметр, конічна колба з при-
тертою пробкою на 200 мл, розділювальні лійки, піпетки, во-
дяна баня. 

 

Хід роботи: 
У конічну колбу зі зворотним холодильником вносять 10 г 

молочного жиру, 40 мл етанолу та 8 мл розчину гідроксиду 
калію. Колбу розміщують на водяній бані, нагрівають до тем-
ператури 85–90 °С. Через 40–50 хв вміст колби переносять у 
розділювальну лійку та тричі екстрагують діетиловим ефіром 
(порціями 50, 25 і 25 мл). Одержаний ефірний екстракт пере-
носять у другу розділювальну лійку, додають 7 г сульфату 
натрію, чекають, поки розчин стає прозорим, фільтрують його 
та звільняються від ефіру на водяній бані. Сухий залишок 
розчинюють у 5 мл хлороформу. Потім до 1 мл цього розчину 
додають 3 краплі ацетилхлориду та 6 мл розчину SbCl3. Через 
5 хв інтенсивність забарвлення фіксують на фотоелектроко-
лориметрі за λ = 500 нм. Контрольний розчин – 1 мл хлоро-
форму, 6 мл розчину SbCl3 і 3 краплі ацетилхлориду. 

Концентрацію вітаміну D в досліджуваному розчині роз-
раховують за калібрувальним графіком. Для побудови гра-
фіка готують, використовуючи спиртовий розчин кальцифе-
ролу, кілька розчинів кальциферолу в хлороформі, які 
містять від 200 до 1000 одиниць вітаміну D, та проводять 
кольорову реакцію. 
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Масову концентрацію вітаміну D (одиниці на 1 г жиру) роз-
раховують за формулою: 
 

С = х × V × ρ / а, 
 
де х – кількість вітаміну D, узята за калібрувальною кривою 
(одиниці в 1 мл розчину);  

V – розбавлення, мл;  
а – маса жиру, г; 
ρ – щільність жиру, г/см3. 
Розрахунки вмісту вітаміну D у молочному жирі й отриманий 

результат записують у зошит. 
 
Дослід  4. Кількісне визначення вітаміну К 
Якщо змішати вітамін К із діетиловим ефіром у лужному се-

редовищі, це призведе до утворення кольорової сполуки, інтен-
сивність забарвлення якої визначають за допомогою фотоелект-
роколориметра. 

Матеріали та реактиви. Морква, діетиловий ефір, хлоро-
форм, карбонат натрію безводний, сульфат натрію безводний, 
1 %-й спиртовий діетиловий ефір, 1 %-й гідроксид калію, квар-
цовий пісок, стандартний розчин вітаміну К (0,04 мкг у 1 мл). 

Обладнання. Фотоелектроколориметр, водяна баня, лійка 
Бюхнера, колба Бунзена, ступка фарфорова з пестиком, колби 
мірні, піпетки, терка, пробірки, ваги. 

 

Хід роботи: 
Потерту моркву (10–15 г) ретельно розтирають у фарфоровій 

ступці з кварцовим піском і невеликою кількістю карбонату на-
трію. Потім у ступку додають 10 мл діетилового ефіру та знову 
розтирають. Гомогенат переносять у лійку Бюхнера, два рази 
зливаючи невеликими порціями ефір. Фільтрують і три рази 
промивають осад на фільтрі тим же екстрагентом. Ефірні витя-
жки з'єднують і висушують безводним сульфатом натрію. Після 
цього ефір випаровують на теплій водяній бані, а залишок роз-
чиняють у 5 мл хлороформу. До одержаного розчину додають 
1 мл спиртового розчину діетилового ефіру та 0,2 мл розчину 
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гідроксиду калію. Загальний об'єм доводять водою до 10 мл. 
Одночасно проводять визначення зі стандартним розчином ві-
таміну К. Забарвлений розчин колориметрують. 

Масу вітаміну К, мкг, у 1 г моркви розраховують за фор-
мулою: 

 
С = С0 × Едосл × V / Естанд × а, 

 
 

де С0 – масова концентрація стандартного розчину вітаміну К, 
мкг/мл; 

V – об'єм екстракту (10 мл); 
Едосл і Естанд  – екстинкція досліджуваного і стандартного розчинів; 
а – маса речовини, взятої для аналізу, г. 
Розрахунки вмісту вітаміну К у моркві й отриманий резуль-

тат записують у зошит. 
 
Дослід  5. Кількісне визначення вітаміну Е 
Під час взаємодії спиртового розчину α-токоферолу з концен-

трованою азотною кислотою суміш забарвлюється у червоний 
колір, інтенсивність якого пропорційна концентрації вітаміну Е 
і може бути визначена за допомогою фотоелектроколориметра. 

Матеріали та реактиви. Спиртовий (0,1 %-й) розчин ві-
таміну Е, 70 %-й розчин азотної кислоти, абсолютний етило-
вий спирт. 

Обладнання. Штатив із пробірками, колби, піпетки, водяна 
баня, фотоелектроколориметр. 

 

Хід роботи: 
У дві пробірки наливають по 2,5 мл спиртового розчину ві-

таміну Е, додають по 0,5 мл розчину азотної кислоти та ставлять 
на киплячу водяну баню на 3 хв. Потім пробірки охолоджують 
і залишають у темному місці на 15 хв. Об'єм рідини у кожній 
пробірці доводять абсолютним етанолом до 5 мл, перемішують 
і фотометрують за λ = 470 нм (синій світлофільтр). 

Концетрацію вітаміну Е у досліджуваному розчині визна-
чають за калібрувальним графіком, де кожному значенню 
знайденої екстинції відповідає певний вміст вітаміну Е 
в 1 мл розчину. 
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Для побудови калібрувального графіка використовують спир- 
товий препарат, який містить в 1 мл 100 г α-токоферолу. Із цією 
метою 0,5 мл такого препарату розчиняють абсолютним етано-
лом у колбі об'ємом 50 мл (у 1 мл міститься 1 мг препарату). 
У чотири пробірки наливають по 0,5, 1,0, 1,5, 2,0 мл цього розчи-
ну і доводять загальний об'єм рідини абсолютним етанолом до 
2,5 мл у кожній пробірці. 

За значенням оптичної густини розчинів, які мають різну кіль-
кість вітаміну Е, будують калібрувальний графік. По осі ординат 
відкладають екстинкції, по осі абсцис – відповідні концентрації 
вітаміну Е в 1 мл. 

Отриманий результат вмісту вітаміну Е у досліджуваному 
розчині записують у зошит. 

 
 

КОНТРОЛЬНІ ЗАПИТАННЯ 
 
1. Який вітамін бере участь у процесах зсідання крові? 
2. Який вітамін необхідний для нормального зору в сутінках? 
3. Яка біологічна роль вітаміну Е? 
4. У чому полягає принцип якісного визначення вітаміну Е? 
5. На яких реакціях ґрунтуються методи кількісного визначення 

вітамінів А і D? 
 
 

8.2. ВОДОРОЗЧИННІ ВІТАМІНИ 
 
8 . 2 . 1 .  В і т а м і н  В 1  
Вітамін В1 (тіамін) побудований із двох циклічних сис- 

тем – піримідинової і тіазолової, сполучених метиленовою 
групою (рис. 8.5). 

 
B1 

 
 

Рис. 8.5. Структурна формула вітаміну В1 
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Активною формою вітаміну В1 є тіамінпірофосфат (ТПФ, 
ТРР), що утворюється за участі АТФ-залежного ферменту тіамін-
пірофосфокікази. ТПФ входить до складу двох важливих фе-
рментних систем – піруват- та α-кетоглутаратдегідрогеназних 
комплексів, що каталізують окисне декарбоксилювання відпові-
дних кетокислот, а також у складі транскетолази бере участь 
у перенесенні глікольальдегідного радикалу від кетоцукрів на 
альдоцукри у реакції пентозомонофосфатного шляху. При недо-
статності вітаміну В1 розвивається хвороба бері-бері, ознаками 
якої є розлади нервової системи (поліневрити), серцево-судинні 
захворювання і м'язова атрофія. Нестача тіаміну у хворих на 
алкоголізм (основну частину енергії вони отримують зі спирт-
ними напоями, у яких немає цього вітаміну) викликає синдром 
Верніка-Корсакова (психози, проблеми з пам'яттю тощо). 

 
8 . 2 . 2 .  В і т а м і н  В 2  
В основі молекули вітаміну В2 (рибофлавіну) лежить гетеро-

циклічна сполука ізоалоксазин, до якої приєднаний спирт рибі-
тол (рис. 8.6). 

 
B2 

 
 

Рис. 8.6. Структурна формула вітаміну В2 
 
Рибофлавін служить структурним елементом флавінмононук-

леотиду (ФМН) і флавінаденіндинуклеотиду (ФАД), якіє про-
стетичними групами численних оксидоредуктаз (дегідрогеназ). 
Синтез ФМН та ФАД відбувається за участі АТФ та ферментів 
рибофлавінкінази та ФМН-аденілілтрансферази. 
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Специфічні захворювання, пов'язані з дефіцитом рибофла-
віну, що призводять до небезпечних наслідків, невідомі.  
Характерними є запальні процеси слизової оболонки язика, 
губ, епітелію шкіри тощо, а також кератити, запалення рогів-
ки, катаракта. 

 
8 . 2 . 3 .  Ф о л і є в а  к и с л о т а  
Фолієва кислота (вітамін Вс, фолацин) включає три структур-

них фрагменти: похідне птеридину, параамінобензойну кислоту 
і один або декілька залишків глутамінової кислоти (рис. 8.7). 

Продукт відновлення фолієвої кислоти – тетрагідрофолієва 
кислота (ТГФК) – входить до складу ферментів, що здійснюють 
перенесення одновуглецевих фрагментів (–СН3, –СН2–, –НСО 
та ін.), донорами яких виступають амінокислоти серин, гліцин, 
гістидин та деякі інші. Дефіцит фолієвої кислоти зустрічається 
досить часто. Першою ознакою дефіциту є порушення еритро-
поезу (мегалобластична анемія). При цьому гальмуються синтез 
нуклеопротеїнів і дозрівання клітин. 

 
Bc 

 
 

Рис. 8.7. Структурна формула вітаміну фолієвої кислоти 
(сірим фоном показано залишок параамінобензойної кислоти) 

 
На відміну від людини і тварин мікроорганізми спроможні 

синтезувати фолієву кислоту de novo. Тому ріст мікроорганізмів 
пригнічується сульфаніламідними препаратами, які як кон- 
курентні інгібітори блокують включення параамінобензойної 
кислоти в біосинтез фолієвої кислоти. У медичній практиці, зок-
рема, у терапії онкологічних захворювань, як препарати, що 
пригнічують синтез нуклеїнових кислот також використовують 
синтетичні антагоністи фолієвої кислоти. 
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8 . 2 . 4 .  Н і к о т и н о в а  к и с л о т а  
Вітамін В5 (вітамін РР, нікотинова кислота (ніацин) і ніко-

тинамід (ніацинамід)) необхідний для біосинтезу двох кофер-
ментів – нікотинамідаденіндинуклеотиду (НАД+) і нікотинамі-
даденіндинуклеотидфосфату (НАДФ+), які входять до складу 
великої кількості дегідрогеназ, що каталізують окисно-відновні 
реакції (рис. 8.8). 

У тваринних організмах нікотинова кислота може синтезува-
тися з триптофану, проте біосинтез йде з низьким виходом. За-
хворювання, пов'язане з дефіцитом ніацину, має назву пелагра 
(від "pellе agrа" – шершава шкіра) і проявляється "хворобою 
трьох "Д"" – ураженням шкіри (дерматити), травного тракту 
(діарея) та порушенням нервової діяльності (деменція). 

 

   

В5 

Нікотинова 
кислота 

Нікотинамід 
  

 
Рис. 8.8. Структурна формула 

нікотинової кислоти й нікотинаміду 

 
8 . 2 . 5 .  П а н т о т е н о в а  к и с л о т а  
Вітамін В3 (пантотенова кислота) є амідом α,γ-дигідрокси-

β,β-диметилмасляної кислоти (пантоєвої кислоти) і β-аланіну 
(рис. 8.9). 

 
В3 

 
 

Рис. 8.9. Структурна формула пантотенової кислоти 
(сірим фоном показано залишок β-аланіну) 
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Сполука необхідна для біосинтезу коферменту А (КоА), що 
бере участь в окисненні та синтезі вищих жирних кислот, біосин-
тезі нейтральних жирів, фосфоліпідів, стеролів, ацетилхоліну, 
гему тощо. Дефіцит вітаміну В3 зустрічається рідко, при цьому 
розвиваються дерматити, депігментація волосся, шерсті, алопеція. 

 
8 . 2 . 6 .  В і т а м і н  В 6  
Вітамін В6 – групова назва трьох похідних 3-оксипіридину: 

піридоксалю, піридоксину і піридоксаміну, які відрізняються за 
хімічною природою групи у четвертому положенні піридиново-
го ядра (рис. 8.10). 

Коферментні функції виконують фосфорильовані похідні пі-
ридоксалю та піридоксаміну, між якими відбувається взаємопе-
ретворення. 

 

    

В6 

Піридоксин                           Піридоксаль                        Піридоксамін  
 

Рис. 8.10. Структурні формули сполук, 
що належать до вітаміну В6 

 
Піридоксальфосфат та піридоксамінфосфат є найважливі-

шими коферментами в метаболізмі амінокислот. За їхньої участі 
проходять реакції трансамінування та декарбоксилювання амі-
нокислот. Піридоксальфосфат входить також до складу глікоге-
нфосфорилази, що бере участь у розщеплені глікогену. Дефіцит 
вітаміну В6 зустрічається рідко, найбільш повно вивчений у щу-
рів, де проявляється у вигляді специфічного дерматиту. 

 
8 . 2 . 7 .  В і т а м і н  В 1 2  
Вітамін В12 (кобаламіни) – комплексна сполука, у якій 

центральний атом кобальту зв'язаний з атомами азоту чотирьох 
відновлених пірольних кілець, що утворюють коринове ядро, 
і з атомом азоту 5,6-диметилбензімідазолу (рис. 8.11). 
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Цей вітамін синтезується лише в мікроорганізмах. З харчових 
продуктів він є у печінці, м'ясі, яйцях, молоці та цілком відсут-
ній у рослинній їжі. Вітамін засвоюється тільки за наявності 
ендогенного глікопротеїну, так званого внутрішнього чинника 
Касла, який зв'язує вітамін у шлунку та забезпечує його посадку 
на специфічну рецепторну ділянку апікальної мембрани ентеро-
циту. У крові кобаламін також зв'язується спеціальними білками 
транскобаламінами. В організмі людини і тварин вітамін В12 
депонується у печінці. 

Вітамінний дефіцит або порушення всмоктування вітаміну 
В12 призводять до розвитку перніційної анемії. 

Кобаламінові коферменти містять два типи лігандів: метил-
ьну групу та 5'-дезоксиаденозин. 

 

 
 

Рис. 8.11. Структурна формула вітаміну В12 

 

Метилкобаламін бере участь у реакціях трансметилюван- 
ня (зокрема, у реакції біосинтезу метіоніну із гомоцистеїну),  
а 5'-дезоксиаденозилкобаламін – у реакціях ізомеризації (напри-
клад, у конверсії метилмалоніл-КоА в сукциніл-КоА). 
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8 . 2 . 8 .  В і т а м і н  С  
Вітамін С (L-аскорбінова кислота) є γ-лактоном 2,3-дегідро- 

гулонової кислоти. Щоденне надходження аскорбінової кислоти 
необхідно людині, приматам і морським свинкам, оскільки в цих 
видів відсутній фермент гулонолактоноксидаза (КФ 1.1.3.8), 
який каталізує останню стадію перетворення глюкози нааско-
рбат. Аскорбінова кислота має здатність зворотно окисню- 
ватися до дегідроаскорбінової кислоти, утворюючи окисно-
відновну систему (рис. 8.12). 

Аскорбінова кислота як сильний відновник бере участь у ба-
гатьох реакціях. Із біохімічних процесів за участю аскорбінової 
кислоти варто згадати гідроксилювання проліну та лізину при 
синтезі колагену, деградацію тирозину та гемоглобіну, синтез 
катехоламінів і жовчних кислот. 

 

 
 

Рис. 8.12. Структурна формула аскорбінової кислоти 
та реакція її окиснення до дегідроаскорбінової кислоти 

 
Аскорбінову кислоту також відносять до вітамінів-анти- 

оксидантів. Добова потреба в аскорбіновій кислоті становить 60 мг, 
що не характерно для вітамінів. Дефіцит виявляється через декі-
лька місяців у формі цинги (скорбуту). Наслідком захворювання 
є атрофія сполучних тканин, розлад системи кровотворення, ви-
падання зубів. Джерелом вітаміну є свіжі фрукти та овочі. 

 
8 . 2 . 9 .  В і т а м і н  Н  
Вітамін Н (біотин) є в печінці, яєчному жовтку та інших харчо-

вих продуктах; крім того, він синтезується мікрофлорою кишечни-
ку. За структурою біотин – сполука, що складається із тіофену 
та імідазолу, до яких приєднана валеріанова кислота (рис. 8.13). 
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В організмі біотин утворює біотиніллізин, зв'язуючись через 
ε-аміногрупу залишку лізину з ферментами. Біотинові ферменти 
каналізують реакції карбоксилювання, спряжені з гідролізом 
АТФ, та транскарбоксилювання. 

 
Н 

 
 

Рис. 8.13. Структурна формула вітаміну Н 
 
Біотин із високою спорідненістю і специфічністю зв'язується з 

білком курячого яйця авідином, утворюючи нерозчинний у воді 
комплекс. Авідин при кип'ятінні денатурує, тому дефіцит вітаміну 
Н може наступити тільки при вживанні в їжу сирих яєць. 

 
Лабораторна робота № 8.3 
Якісні реакції на водорозчинні вітаміни 
 
Дослід  1. Реакція з діазореактивом на тіамін (вітамін В1) 
В основі методу лежить здатність тіамінув лужному середо-

вищі з діазореактивом утворювати сполуки оранжевого або чер-
воного кольору. 

Матеріали та реактиви. Розчин сульфанілової кислоти (1 %-й), 
5 %-й розчин нітрату натрію, 10 %-й розчин бікарбонату натрію, 
тіамін (5 %-й розчин). 

Обладнання. Штатив із пробірками, піпетки, шпатель. 
 

Хід роботи: 
У пробірку наливають 1 мл 1 %-го розчину сульфанілової 

кислоти і 1 мл 5 %-го розчину нітрату натрію (утворюється 
діазореактив). Потім вносять 0,5 мл 5 %-го розчину тіаміну і 
обережно по стінці пробірки додають 1 мл 10 %-го розчину 
бікарбонату натрію. На межі двох рідин утворюється кільце 
оранжевого або червоного кольору. 

Спостереження записують у зошит, роблять висновок. 
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Дослід  2. Реакція окиснення тіаміну в тіохром 
Тіамін у лужному середовищі під впливом K3Fe(CN)6 окис-

нюється у тіохром, який в ізобутиловому спирті дає інтенсивну 
синю флуоресценцію. 

Матеріали та реактиви. Розчин тіаміну (5 мкг у 1 мл), 1 %-й 
розчин K3Fe(CN)6, 30 %-й розчин NаОН, ізобутиловий спирт. 

Обладнання. Джерело ультрафіолетового випромінювання 
(флуороскоп), штатив із пробірками, піпетки. 

 

Хід роботи: 
До 1 мл розчину тіаміну (5 мкг у 1 мл) додають 2 мл суміші 

(1 мл 1 %-го розчину К3Fe(СN)6 і 1 мл 30 %го розчину NaОН), 
інтенсивно перемішують і залишають на 3 хв. Потім додають 
5 мл ізобутилового спирту і струшують протягом 2 хв. Ізобути-
ловий екстракт тіохрому в ультрафіолетовому промінні має ін-
тенсивну синю флуоресценцію. 

Спостереження записують у зошит, роблять висновок. 
 
Дослід  3. Реакція відновлення рибофлавіну (вітаміну В2) 
Відновлення рибофлавіну призводить до зміни жовтого заба-

рвлення на рожево-червоне, а потім до знебарвлення. 
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Матеріали та реактиви. Концентрована соляна кислота, ме-
талічний цинк, 0,025 %-й розчин вітаміну В2 (суспензія рибо-
флавіну у воді). 

Обладнання. Штатив із пробірками, піпетка. 
 

Хід роботи: 
У пробірку наливають 1 мл 0,025 %-го розчину рибофлавіну, 

0,5 мл концентрованої соляної кислоти і додають металічний 
цинк. Водень, що виділяється при взаємодії цинку з кислотою, 
реагує з рибофлавіном, відновлюючи його до лейкофлавіну. 

Спостереження записують у зошит, роблять висновок. 
 
Дослід  4. Реакція з ацетатом міді 
на нікотинамід (вітамін РР) 
При нагріванні вітаміну РР із розчином ацетату міді утворю-

ється поганорозчинний осад мідної солі нікотинової кислоти 
синього кольору. 

Матеріали та реактиви. Порошок вітаміну РР, 10 %-й роз-
чин оцтової кислоти, 5 %-й розчин ацетату міді. 

Обладнання. Штатив із пробірками, піпетки. 
 

Хід роботи: 
У пробірку вносять 5–10 мг вітаміну РР та розчиняють при 

нагріванні в 1–2 мл 10 %-го розчину оцтової кислоти. До нагрі-
того до кипіння розчину додають 1–2 мл 5 %-го розчину ацетату 
міді. Рідина стає каламутною та набуває блакитного кольору. 
Через деякий час випадає синій осад. 

Спостереження записують у зошит, роблять висновок. 
 
Дослід  5. Реакція з гідросульфітом натрію на вітамін РР 
Вітамін РР взаємодіє з гідросульфітом натрію, утворюючи 

сполуку жовтого кольору. 
Матеріали та реактиви. Порошок вітаміну РР, 10 %-й роз-

чин бікарбонату натрію, 5 %-й розчин гідросульфіту натрію (го-
тується перед реакцією). 

Обладнання. Штатив із пробірками, піпетки. 
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Хід роботи: 
У пробірку вносять 5–10 мг вітаміну РР, додають 1,5 мл 

10 %-го розчину гідрокарбонату натрію, перемішують і влива-
ють 1,5 мл щойно виготовленого 5 %-го розчину гідросульфіту 
натрію. Рідина забарвлюється в жовтий колір. 

Спостереження записують у зошит, роблять висновок. 
 
Дослід  6. Реакція на піридоксин (вітамін В6) 
із хлоридом заліза 
При взаємодії піридоксину з розчином хлориду заліза утво-

рюється комплексна сполука червоного кольору. 
Матеріали та реактиви. Водний розчин (1 %-й) вітаміну В6, 

1 -й розчин FeCl3. 
Обладнання. Штатив із пробірками, піпетки. 
 

Хід роботи: 
У пробірці перемішують 1 мл 1 %-го розчину піридоксину 

та 2 краплі 1 %-го розчину хлориду заліза (ІІІ). Рідина забарв-
люється в червоний колір. 

Спостереження записують у зошит, роблять висновок. 
 
Дослід  7. Відновлення метиленового синього 
та 2,6-дихлорфеноліндофенолу аскорбіновою кислотою 
Аскорбінова кислота (вітамін С) може легко вступати в окисно-

відновні реакції та відновлювати метиленовий синій і 2,6-дихлор- 
феноліндофенол, перетворюючи їх на безбарвні сполуки. 

Матеріали та реактиви. Розчин 2,6-діхлорфеноліндофенолу 
(0,1 %-й), 10 %-й розчин соляної кислоти, 0,1 %-й розчин аскор-
бінової кислоти (або 1 %-ва витяжка шипшини), 0,01 %-й роз-
чин метиленового синього, 10 %-й розчин Na2CO3. 

Обладнання. Штатив із пробірками, крапельниця, піпетки, 
термостат. 

 

Хід роботи: 
У першу пробірку наливають по 1 краплі 0,01 %-го розчину 

метиленового синього і 10 %-го розчину Nа2СО3 та додають 
5 крапель 1 %-вої витяжки шипшини або 5 крапель 0,1 %-го 
розчину аскорбінової кислоти. Залишають на деякий час у тер-
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мостаті при 37–40 °C. У другу пробірку вносять 0,5 мл 0,1 %-го 
розчину 2,6-дихлорфеноліндофенолу (синього кольору), 1–2 кра- 
плі 10 %-го розчину НСl і краплинами розчин аскорбінової кис-
лоти. Рідина в обох пробірках знебарвлюється. 

Спостереження записують у зошит, роблять висновок. 
 
Дослід  8. Відновлення K3Fe(CN)6 аскорбіновою кислотою 
Аскорбінова кислота відновлює K3Fe(CN)6 до K4Fe(CN)6, 

який, реагуючи зFeCl3, утворює сполуку синього кольору. 
Матеріали та реактиви. 0,1 %-й розчин аскорбінової кисло-

ти (або 1 %-ва витяжка шипшини), 1 %-й розчин K3Fe(CN)6, 
1 %-й розчин FeCl3. 

Обладнання. Штатив із пробірками, крапельниця, піпетки, 
термостат. 

 

Хід роботи: 
У дві пробірки вносять по 1–2 краплі 1 %-го розчину 

K3Fe(CN)6 і 1 %-го розчину FeCl3. В одну із пробірок додають 
5–10 крапель витяжки з шипшини або 0,1 %-го розчину аскорбі-
нової кислоти, а в другу – 5–10 крапель дистильованої води. 
Рідина в першій пробірці забарвлюється в синьо-зелений колір 
і випадає синій осад. У другій пробірці зелено-бура рідина не 
змінюється. 

Спостереження записують у зошит, роблять висновок. 
 
Лабораторна робота № 8.4 
Кількісні реакції на водорозчинні вітаміни 
 
Дослід 1. Визначення вмісту вітаміну В1 (тіаміну) 
у тканинах 
Принцип методу полягає у вивільненні зв'язаних форм тіа-

міну шляхом кислотного та ферментативного гідролізу, кіль-
кісному перетворенні тіаміну в тіохром та вимірюванні інтен-
сивності флуоресценції тіохрому за допомогою флуориметра, 
що забезпечує збудження при довжині хвилі 360–390 нм, 
флуоресценції – 400–450 нм. 
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Матеріали та реактиви. Тканина печінки або мозку (1 г), 
0,25 н. НСl (охолоджена), насичений водний розчин ацетату 
натрію, амілорізин (1 мг/мл), окиснювальна суміш (до 2 мл 1 %-го 
розчину червоної кров'яної солі (гексаціанофериту) додають 
10 мл 30 %-го розчину гідроксиду натрію і ретельно перемішу-
ють), 30 %-й розчин гідроксиду натрію, ізобутиловий спирт, 
основний стандартний розчин тіаміну (його готують з наважки 
0,1 г, яку вміщують у мірну колбу на 1 л, доводять до мітки дис-
тильованою водою, ретельно перемішують, після чого перено-
сять у склянку з темного скла з притертим корком, додають 
0,5 мл толуолу і зберігають не більше одного місяця), робочий 
розчин тіаміну (який готують розведенням основного стандарт-
ного розчину тіаміну безпосередньо перед роботою таким чи-
ном, щоб його концентрація складала 0,2 мкг/мл), толуол. 

Обладнання. Фарфорова ступка із кварцевим склом, товка-
чик, льодяна баня, колби, піпетки, кипляча водяна баня, годин-
ник, термостат, фільтрувальний папір, лійки для фільтрування, 
мірний циліндр, флуориметр, що забезпечує збудження при до-
вжині хвилі 360–390 нм, а флуоресценції – 400–450 нм, кювети 
для вимірювання інтенсивності флуоресценції. 

 

Хід роботи: 
1. Гідроліз. Наважку продукту або тканини визначають 

таким чином, щоб концентрація тіаміну в гідролізаті складала 
0,1–0,4 мкг/мл. 1 г тканини (печінка, мозок) швидко розтирають 
із кварцевим склом на холоді у фарфоровій ступці. Додають 
10 мл 0,25 н. НСl (охолодженої), ретельно перемішують і шви-
дко переносять у колбу. Гідроліз проводять на киплячій водя-
ній бані протягом 40 хв, періодично поміщуючи. Колбу охо-
лоджують до кімнатної температури і доводять рН до 4,5 наси- 
ченим водним розчином ацетату натрію. У гідролізат вносять 2 мл 
(1 мг у мл) амілорізину і вміщують у термостат на 14–16 год при 
37 °С. Гідролізат охолоджують і фільтрують. Вимірюють об'єм. 
Якщо необхідно перервати аналіз на 1–2 дні, гідролізат кип'ятять 
5 хв та зберігають у холодильнику в щільно закритій колбі. 

2. Окиснення тіаміну до тіохрому. Окиснювальну су-
міш готують безпосередньо перед роботою. До 2 мл 1 %-го роз-
чину червоної кров'яної солі (гексаціанофериту) додають 10 мл 
30 %-го розчину гідроксиду натрію і ретельно перемішують. 
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У дві конічні колби з притертим корком відміряють по 
5 мл гідролізату. В одну додають 1,2 мл окиснювальної сумі-
ші, а в другу – 1,2 мл 30 %-го розчину гідроксиду натрію 
(контроль). Колби енергійно струшують, додають по 10 мл 
ізобутилового спирту і знову струшують протягом 1 хв для 
видалення тіохрому. Водний та спиртовий шари розділяють 
відстоюванням у темному місці або центрифугують. Спирто-
вий шар (верхній) зливають у кювети для вимірювання інтен-
сивності флуоресценції. 

Паралельно проводять окиснення робочого стандартного 
розчину тіаміну. Основний стандартний розчин тіаміну готу-
ють з наважки 0,1 г, яку вміщують у мірну колбу на 1 л, дово-
дять до мітки дистильованою водою, ретельно перемішують. 
Переносять у склянку з темного скла з притертим корком, 
додають 0,5 мл толуолу і зберігають не більше одного місяця. 
Робочий розчин тіаміну готують розведенням основного без-
посередньо перед роботою таким чином, щоб концентрація 
складала 0,2 мкг/мл. 

Вміст тіаміну Х (мг на 100 г продукту) підраховують за 
формулою: 

 

досл контр

станд контр 1 1

( )
( ) 10

A А М V
X

В В М V
− × ×

=
− × × ×

, 

 
 
де Адосл і Аконтр – показання флуориметра для досліджуваної про-
би та контролю до проби; 

М – кількість тіаміну в стандартному розчині, взятому для 
окиснення, мкг; 

V – загальний об'єм гідролізату, мл; 
Встанд і Вконтр – показання флуориметра для стандартного роз-

чину тіаміну та контролю до стандартного розчину тіаміну; 
М1 – кількість продукту, що взяли для аналізу, г; 
V1 – об'єм зразка, щовзяли для окиснення до тіохрому; 
10 – перерахунок із мкг/г у мг/100 г продукту. 
Розрахунки вмісту тіаміну в пробі й отриманий результат 

записують у зошит. 
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Дослід 2. Виділення рибофлавінзв'язувального білка 
Рибофлавінзв'язувальний білок (РбЗБ) із курячого яйця має 

властивість вибірково та з високою спорідненістю (КД = 1–4 нм) 
в еквімолярному співвідношенні зв'язувати рибофлавін, що при-
зводить до втрати флуоресценції, характерної для вільного ри-
бофлавіну. Різниця між інтенсивністю флуоресценції зразка, що 
досліджується, до та після додавання РбЗБ дозволяє з високою 
чутливістю визначити концентрацію рибофлавіну. 

Матеріали та реактиви. 2–10 свіжих курячих яєць, сухий 
NaCl, 5 %-й водний розчин фенолу, 50 мМ трис-HCl-буфер із 
рН 7,5, 0,4 М NaCl, виготовлений на 50 мМ трис-HCl-буфері, 
рН 7,5, 6 мМ HCl. 

Обладнання. Ручний гомогенізатор, центрифужні пробірки, 
центрифуга (1500 g), годинник, вата, піпетки, мірний циліндр, 
прилад для діалізу, колонка (1,2 × 7 см) ДЕАЕ Sefadex A-50. 

 

Хід роботи: 
Білки 2–10 свіжих курячих яєць гомогенізують вручну до од-

норідної густини. Додають сухий NaCl до концентрації 20 % 
(вага/об'єм) при постійному перемішуванні; до отриманої су-
спензії приливають рівний об'єм 5 %-го водного розчину фенолу 
та центрифугують 10 хв 1500 g. Верхню плівку знімають ватою. 
Супернатант жовтого кольору діалізують 5 год проти 100 об'ємів 
дистильованої води (5–8 змін) та протягом ночі проти 20 об'ємів 
50 мМ трис-HCl-буфера, рН 7,5. Після центрифугування надоса-
довий розчин наносять на колонку (1,2 × 7 см) ДЕАЕ Sefadex A-50, 
врівноважену 50 мМ трис-HCl-буфера, рН 7,5. Колонку промива-
ють буфером доти, поки D280 не стає нижче 0,010. Флавопротеїн 
елюють 0,4 М NaCl, виготовленим на 50 мМ трис-HCl-буфері, 
рН 7,5. При елюції з колонки збирають яскраво забарвлені фракції. 

Відокремлення рибофлавіну від флавопротеїну проводять за 
допомогою діалізу проти 6 мМ HCl до повного знебарвлення 
діалізату. Отриману фракцію апопротеїна діалізують проти 
100 об'ємів дистильованої води протягом ночі і зберігають при –
20 оС протягом року. З білка 2 яєць отримують 30–40 мг апопро-
теїна. Кількість білка, необхідну для титрування рибофлавіну, 
підбирають для кожного зразка емпірично. 
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Дослід  3. Кількісне визначення рибофлавіну 
в біохімічних зразках за допомогою 
рибофлавінзв'язувального білка 
Вміст вітаміну В2, який міститься в крові, тканинах люди-

ни, тварин, у харчових продуктах у вигляді вільного рибо-
флавіну, ФАД і ФМН оцінюють, кількісно визначаючи суму 
вільного рибофлавіну та рибофлавіну, що утворився в ході 
кислотного або ферментативного гідролізу. В основі фізико-
хімічних методів його визначення лежить здатність рибофла-
віну до флюоресценції. 

Матеріали та реактиви. Наважка тканини (5–150 г), 0,1 н. НCl, 
насичений розчин оцтовокислого натрію, амілорізин ПХ-100, 
конц. НCl, 4 М КН2РО4, стандартний розчин рибофлавіну 
(1 мкг/мл), розчин РбЗБ. 

Обладнання. Кипляча водяна баня, годинник, термостат, мір-
ний циліндр, мірна колба, фільтрувальний папір, лійки для філь-
трування, 30 %-й NaOH, центрифужні пробірки, центрифуга, 
флуориметр для вимірювань при довжині хвилі збуджувального 
світла 465 нм, а світла, що випромінюється – 525 нм, кювети для 
вимірювання інтенсивності флуоресценції. 

 

Хід роботи: 
Кислотний та ферментативний гідроліз проводять на кипля-

чій водяній бані протягом 40 хв, додаючи до наважки (5–150 г) 
150 мл 0,1 н. НCl. Проби охолоджують до кімнатної температу-
ри, доводять значення рН до 4,5 насиченим розчином оцтовоки-
слого натрію. Потім додають 0,1 г амілорізину ПХ-100 на пробу 
та залишають у термостаті при 37 °С на 16–18 год. Гідролізат 
охолоджують до кімнатної температури, доводять об'єм до 
250 мл та фільтрують. 

Кислотний гідроліз молочних продуктів проводять за спро-
щеною схемою, додаючи до наважки продуктів концентрова-
ну НCl до рН 7,0 та витримуючи на киплячій водяній бані 40 хв. 
Після охолодження до кімнатної температури осаджують білки, 
додаючи краплинами 30 %-й NaOH до рН 6,5, а потім концент-
ровану НCl до рН 4,5. Вимірюють об'єм та центрифугують. Гід-
ролізати використовують для визначення рибофлавіну. 
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До 0,25–1,0 мл кислотного або кислотно-ферментативного 
гідролізату додають рівний об'єм 4 М КН2РО4 та дистильовану 
воду до 3 мл. Вимірюють флуоресценцію (А) при довжині хвилі 
збуджувального світла 465 нм, а світла, що випромінюється – 
525 нм, додають 100 мл стандартного розчину рибофлавіну з 
концентрацією 1 мкг/мл, вимірюють флуоресценцію (С), потім 
додають по 30 мкл розчину РбЗБ, перемішуючи та вимірюючи 
флуоресценцію після кожного додавання білка, доки вона не 
перестане знижуватися після двох добавок (В). Розрахунок кон-
центрації рибофлавіну (мл на 100 г продукту) проводять: 

 

1

( ) 0.1
( ) 10

A B VX
C A V a

′− × ×
=

′ − × × ×
, 

 

де С′ і В′ розраховують з урахуванням розведення при додаванні 
стандартного розчину рибофлавіну, множать С′ і В′ на відповід-
ні розведення; 

0,1 – кількість рибофлавіну, що внесена в кювету; 
V – вихідний об'єм гідролізату, мл; 
V1 – об'єм гідролізату, внесений у кювету, мл; 
А – наважка продукту, г; 
10 – коефіцієнт перерахунку в мг/100 г продукту. 
Розрахунки вмісту рибофлавіну в пробі й отриманий резуль-

тат записують у зошит. 
 
Дослід  4. Визначення рибофлавіну в сечі та сироватці крові 
Матеріали та реактиви. Сеча, сироватка крові, 50 мМ 

трис-НСl-буфер із рН 7,5, стандартний розчин рибофлавіну 
(2 мкг/мл), розчин РбЗБ, 10 % ТХО, центрифужні пробірки, 
центрифуга (3000 g), 4 М KH2PO4, стандартний розчин рибо-
флавіну (0,5 мкг/мл). 

Обладнання. Штатив із пробірками, піпетки, центрифужні 
пробірки, центрифуга (3000 g), флуориметр для вимірювань при 
довжині хвилі збуджувального світла 465 нм, а світла, що ви-
промінюється – 525 нм, кювети для вимірювання інтенсивності 
флуоресценції. 
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Хід роботи: 
Для титрування рибофлавіну у сечі за допомогою РбЗБ до 

0,1 мл сечі додають 3 мл 50 мМ трис-НСl-буфера, рН 7,5, ви-
мірюють флуоресценцію (А), додають 30 мкл стандартного 
розчину рибофлавіну з концентрацією 2 мкг/мл, вимірюють 
флуоресценцію (С). Потім додають по 30 мкл розчину РбЗБ, 
перемішують та вимірюють флуоресценцію після кожного дода-
вання білка. Додавання білка продовжують, доки флуоресценція 
перестає зменшуватися (В). Оскільки при додаванні стандарту 
рибофлавіну та РбЗБ об'єм у кюветі збільшується незначно, роз-
веденням нехтують. Розрахунок концентрації рибофлавіну 
в сечі проводять за формулою: 

 
( ) 0,02 31

( )
A BX

C A
− × ×

=
−

 (мкг/мл), 

 
де 31 – розведення сечі. 

Розрахунки вмісту рибофлавіну в сечі й отриманий результат 
записують у зошит. 

Для визначення концентрації рибофлавіну в сироватці крові до 
1 мл сироватки додають 100 мкл 10 % ТХО та центрифугують 
при 3000 g. До 0,6 мл центрифугата додають 0,2 мл 4 М KH2PO4 
та 2 мл дистильованої води, вимірюють флуоресценцію (А), до-
дають 30 мкл стандартного розчину рибофлавіну (0,5 мкг/мл), 
вимірюють флуоресценцію (С) і титрують РбЗБ як і у випадку 
із сечею. Результат і розрахунки записують у зошит. 

 
Дослід  5. Визначення вмісту рибофлавіну 
методом прямої флуориметрії 
Матеріали та реактиви. Наважка тканини, реактиви для 

отримання гідролізату (див. лабораторну роботу № 8.4, дослід 3), 
стандартний розчин рибофлавіну (1 мкг/мл), льодяна оцтова 
кислота, розчин перманганату калію (0,03 г/мл), розчин перок-
сиду водню (0,03 г/мл), гідросульфіт натрію. 

Обладнання. Обладнання, необхідне для отримання гідролі-
зату (див. лабораторну роботу № 8.4, дослід 3), флуориметричні 
пробірки, піпетки, годинник, флуориметр для вимірювань інтен-
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сивності флуоресценції за довжини хвилі збуджувального світла 
350–480 нм, а світла, що випромінюється – 475–650 нм. 

 

Хід роботи: 
Наважку продукту підбирають таким чином, щоб концентрація 

рибофлавіну в гідролізаті становила 0,04–0,20 мкг/мл. Гідролізат 
готують, як описано в досліді № 3. Одночасно аналогічним чином 
готують контрольну пробу на вміст рибофлавіну в амілорізині, 
використовуючи ті самі реактиви, але без досліджуваної проби. 

У дві флуориметричні пробірки наливають по 10 мл фільтра-
ту проби. В одну пробірку з пробою додають 1 мл стандартного 
розчину рибофлавіну (1 мкг/мл), у другу – 1 мл дистильованої 
води, у третю пробірку наливають 10 мл фільтрату контрольної 
проби, 1 мл дистильованої води. 

У всі пробірки додають по 1 мл льодяної оцтової кислоти й 
перемішують. Вносять по 0,5 мл розчину перманганату калію 
(0,03 г/мл), перемішують та залишають на 2 хв. Додають у кож-
ну пробірку по 0,5 мл розчину пероксиду водню (0,03 г/мл) та 
енергійно струшують для видалення надлишку кисню. 

Інтенсивність флуоресценції вимірюють, використовуючи 
світлофільтри, що дають довжини хвиль збудження в області 
350–480 нм, флуоресценції – 475–650 нм. 

Після цього додають у кожну пробірку невеликими порціями 
(по 15–25 мг) гідросульфіт натрію, швидко перемішують та ви-
мірюють флуоресценцію. Операцію повторюють до встановлен-
ня найменшої інтенсивності флуоресценції. 

Вміст рибофлавіну Х (мг/100 г продукту) розраховують за 
формулою: 

 

1 1

1 1 2 1

[( ) ( )]
[( ) ( )] 10

A A C C V MX
B B A A V M

− − − × ×
=

− − − × × ×
, 

 
де А – флуоресценція досліджуваної проби; 

А1 – те ж після додавання гідросульфіту натрію; 
С – флуоресценція контрольної проби на реактив, 
С1 – те саме після додавання гідросульфіту натрію; 
В – флуоресценція досліджуваної пробизі стандартним роз-

чином рибофлавіну; 
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В1 – те саме із додаванням гідросульфіту натрію; 
V – загальний об'єм гідролізату, мг; 
V1 – об'єм гідролізату після окиснення, мл; 
V2 – об'єм гідролізату, взятий до окиснення, мл; 
М – маса доданого рибофлавіну, мкг; 
М1 – маса проби продукту, взята для аналізу, г; 
10 – перерахунок на мл/100 г. 
Розрахунки вмісту рибофлавіну в досліджуваній пробі й 

отриманий результат записують у зошит. 
 
Дослід  6. Визначення вмісту рибофлавіну 
люміфлавіновим методом 
Матеріали та реактиви. Наважка тканини, реактиви для 

отримання гідролізату (див. лабораторну роботу № 8.4, дослід 3), 
30 %-ва сірчана кислота, 3 %-й розчин перманганату калію, 
3 %-й розчин пероксиду водню, хлороформ, робочий стандарт-
ний розчин рибофлавіну (1 мкг/мл), 7 н. розчин гідроксиду на-
трію, льодяна оцтова кислота, безводний сульфат натрію. 

Обладнання. Обладнання, необхідне для отримання гідролі-
зату (див. лабораторну роботу № 8.4, дослід 3), піпетки, ділильні 
воронки, годинник, шприц, піпетка або інше пристосування для 
видалення шару хлороформу, конічні колби, дві лампи накалю-
вання по 100 Вт, настільний вентилятор, фільтрувальний папір, 
лійки для фільтрування, флуориметричні кювети, флуориметр 
для вимірювань інтенсивності флуоресценції за довжини хви-
лі збуджувального світла 350–480 нм, а світла, що випромі-
нюється – 475–650 нм. 

 

Хід роботи: 
Наважку продукту та гідролізат готують як описано в до-

сліді 3. До 100 мл фільтрату додають 2 мл розчину 30 %-вої 
сірчаної кислоти і краплинами 3 %-й розчин перманганату 
калію до отриманого малинового забарвлення. Надлишок пе-
рманганату видаляють, додаючи краплинами 3 %-й розчин 
пероксиду водню. Об'єми розчинів перманганату калію, сір-
чаної кислоти та пероксиду водню додають до початкового 
об'єму фільтрату, який був взятий для окиснення. Отриманий 
розчин переносять у ділильну воронку, додають 30–50 мл 
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хлороформу і струшують протягом 1 хв. Після розділення 
нижній шар (хлороформ) відкидають, а водну фазу викорис-
товують для подальшого визначення. 

Фотоліз проводять у конічних колбах з притертим корком. 
У дві колби наливають по 20 мл очищеного гідролізату, в одну 
з них додають 2 мл робочого стандартного розчину рибофлаві-
ну (1 мкг/мл). У третю наливають 20 мл контрольної проби. 
У всі колби додають по 4 мл 7 н. розчину гідроксиду натрію, 
закривають корком, перемішують та опромінюють їх світлом 
двох ламп накалювання по 100 Вт, кожна на відстані 30 см, 
протягом 40 хв. Для підтримання температури навколишнього 
повітря не вище 25 °С використовують настільний вентилятор. 
Після опромінення у всі колби додають по 4 мл льодяної оцто-
вої кислоти та 20 мл хлороформу, закривають корком і стру-
шують протягом 2 хв, не утворюючи емульсію. Колби зали-
шають на 10–15 хв для розшарування, після чого піпеткою 
відбирають 10–12 мл хлороформного розчину (нижній шар), 
який фільтрують через паперовий фільтр з безводним сульфа-
том натрію у флуориметричні кювети. 

Інтенсивність флуоресценції люміфлавіна вимірюють при 
світлофільтрах, які дають хвилі збудження в області 350–480 нм, 
флуоресценції – 475–650 нм. Контролем служить хлороформ. 

Вміст рибофлавіну Х (мг на 100 г продукту) розраховують 
за формулою: 

 

1

1 2 3

( )
( ) 10

A C M VX
B A M V V

− × ×
=

− × × × ×
, 

 

де A – показання флуориметра для досліджуваної проби; 
B – показання флуориметра для досліджуваної проби з дода-

ванням рибофлавіну; 
C – показання флуориметра для контрольної проби на реа-

ктиви; 
M – маса доданого рибофлавіну, мкг; 
M1 – маса проби взятої для аналізу, г; 
V – загальний об'єм гідролізату, мл; 
V1 – об'єм гідролізату після окиснення, мл; 
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V2 – об'єм гідролізату, що взяли для окиснення, мл; 
V3 – об'єм гідролізату , що взяли для опромінення, мл; 
10 – перерахунок у мг на 100 г. 
Розрахунки вмісту рибофлавіну в досліджуваній пробі й 

отриманий результат записують у зошит. 
 
Дослід  7. Визначення вмісту вітаміну РР 
(ніацину, нікотинаміду) 
Метод базується на реакції, що проходить у 2 стадії: взаємо-

дія піридинового кільця нікотинової кислоти з бромистим рода-
ном та утворення забарвленої сполуки, інтенсивність забарвлен-
ня якої прямо пропорційне масовій долі вітаміну і вимірюється 
за допомогою спектрофотометра. 

Матеріали та реактиви. Наважка тканини (6 г), 1 М H2SO4, 
спиртовий розчин фенолфталеїну, 1 М NaOH, 2,5 М сірчана ки-
слота, сірчанокислий цинк, етиловий або ізобутиловий спирт, 
4 М NaOH, 2,5 М H2SO4, стандартний розчин нікотинової кисло-
ти (2 мкг/мл), роданбромідний розчин (його готують, додаючи 
до 20 мл охолодженої на льоду бромної води краплями охоло-
джений розчин роданистого калію або роданистого амонію 
(0,1 г/мл) до повного знебарвлення бромної води, а потім – не-
великими порціями – 0,1–0,15 г вуглекислого кальцію до утво-
рення осаду вуглекислого кальцію і припинення виділення газу. 
Розчин фільтрують у склянку з притертим корком і залишають 
на льоду), розчин метолу. 

Обладнання. Мірні колби місткістю 100 та 50 мл, мірний ци-
ліндр, піпетки, водяна баня, льодяна баня, годинник, фільтрува-
льний папір, лійки для фільтрування, штатив із пробірками, ви-
тяжна шафа, бюретка, фотоелектроколориметр (довжина хвилі 
425 нм), кювети завтовшки 5 або 10 мм. 

 

Хід роботи: 
1. Кислотний гідроліз. Наважку продукту (6 г) переносять у 

мірну колбу місткістю 100 мл і приливають 75 мл 1 М H2SO4. 
Колбу витримують на водній бані протягом 90 хв при температу-
рі (90 ± 5) оС. Потім колбу охолоджують, доводять до мітки дис-
тильованою водою і фільтрують через складчастий фільтр. 
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25 мл фільтрату вносять до мірної колби на 50 мл, додають 
2 краплі спиртового розчину фенолфталеїну і приливають 
1 М NaOH до утворення слабо-рожевого забарвлення. Надлишок 
лугу нейтралізують 2,5 М сірчаною кислотою до знебарвлення. 

Розчин охолоджують до кімнатної температури, додають 
2 мл сірчанокислого цинку та для усунення піни – 1–2 краплі 
етилового або ізобутилового спирту. Додають, перемішуючи, 
краплинами 4 М NaOH до утворення густого осаду гідроксиду 
цинку та появи слабко-рожевого забарвлення. Надлишок лугу 
нейтралізують, додаючи краплинами 2,5 М H2SO4 до зникнення 
забарвлення. Суміш залишають на 10 хв, періодично перемішу-
ючи. Потім доводять до мітки дистильованою водою і фільтру-
ють. Фільтрат може зберігатися 3–5 днів при 6 °С. 

2. Кольорова реакція.  Для проведення реакції використо-
вують 8 пробірок. У чотири пробірки наливають по 5 мл фільт-
рату, у 3 – по 5 мл стандартного розчину нікотинової кислоти з 
концентрацією 2 мкг/мл, у восьму – 5 мл дистильованої води. 
Всі пробірки вміщують на водяну баню при 50 °С на 5 хв. Потім 
у дві пробірки з фільтратом (дослід), у всі пробірки зі стандарт-
ним розчином і з водою у витяжній шафі з бюретки додають по 
2 мл роданбромідного розчину. 

Усі пробірки закривають і, струшуючи, перемішують. У дві 
інші пробірки з фільтратом додають по 2 мл дистильованої води 
(контроль на присутність забарвлених і здатних реагувати з ме-
толом сполук). Усі пробірки залишають на водяній бані ще на 
10 хв. Охолоджують до 20 °С водою, переносять у темне місце, 
додають до кожної по 3 мл розчину метолу, перемішують стру-
шуючи і залишають на 60 хв у темному місці. 

Вміст усіх пробірок фільтрують і вимірюють оптичну густи-
ну при довжині хвилі 425 нм. 

Масову долю вітаміну (Х) розраховують: 
 

1 1

2 3 1 2 3

( )
( )

A A m V VX
A A m V V

− × ⋅ ×
=

− × × ×
, 

 
де А – значення оптичної густини досліджуваної проби; 

А1 – значення оптичної густини контролю на забарвлені 
речовини; 
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А2 – значення оптичної густини стандартного розчину ніко-
тинової кислоти; 

А3 – значення оптичної густини проби з водою; 
m – маса нікотинової кислоти у 5 мл стандартного роз- 

чину, мкг; 
m1 – маса продукту, взята для аналізу, г; 
V – об'єм фільтрату після гідролізу, мл; 
V1 – об'єм розчину після обробки сірчанокислим цинком, мл; 
V2 – об'єм гідролізату, взятий на обробку сірчанокислим цин-

ком, мл; 
V3 – об'єм розчину, взятий для проведення кольорової реакції, мл. 
Розрахунки вмісту вітаміну РР у досліджуваній пробі й отри- 

маний результат записують у зошит. 
 

Дослід  8. Визначення вмісту 
1-метилнікотинаміду в сечі 
Як показник забезпечення організму ніацином досліджують 

екскрецію із сечею натще 1-метилнікотинаміду, що є одним з 
основних продуктів обміну вітаміну. Даний метаболіт при взіє-
модії з ацетоном у лужному середовищі утворює речовину, яка 
має здатність до флуоресценції. 

Матеріали та реактиви. Профільтрована сеча, льодяна оц-
това кислота, активоване вугілля, стандартний розчин 1-метил- 
нікотинаміду, ацетон, 6 н. NаОН, 20 %-й КН2РО4. 

Обладнання. Мірні пробірки, піпетки, фільтрувальний папір, 
лійки для фільтрування, штатив із пробірками, кипляча водяна 
баня, годинник, льодяна баня, флуориметр для вимірювань інте-
нсивності флуоресценції за довжини хвилі збуджувального світ-
ла 360 нм, а світла, що випромінюється – 460 нм. 

 

Хід роботи: 
У мірну пробірку з притертим корком наливають 1 мл про-

фільтрованої сечі, додають 0,2 мл льодяної оцтової кислоти та 
доводять об'єм до 10 мл дистильованою водою. Перемішують, 
вносять 100 мкг активованого вугілля, енергійно струшують 
10 разів і швидко фільтрують. Беруть 4 пробірки з притертим 
корком. У першу (дослід) та другу (контроль) наливають по 
1 мл фільтрату, у третю (стандарт) – 0,2 мл робочого розчину 
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та 0,8 мл води, у четверту (контроль до стандарту) – 1 мл дис-
тильованої води. У першу, третю та четверту пробірки дода-
ють по 0,5 мл ацетону, у другу – 0,5 мл води. У всі пробірки 
швидко наливають по 0,2 мл 6 н. NаОН, струшують, уміщу-
ють у киплячу водяну баню на 2 хв, а потім швидко пере- 
носять у лід. Після охолодження додають по 1 мл 20 %-го 
КН2РО4 і доводять об'єм до 10 мл. Вимірюють інтенсивність 
флуоресценції при довжині хвилі збудження 360 нм та флуо-
ресценції – 460 нм. Розрохунок проводять згідно з формулою: 

 

досл контр1 1

станд контр

(Ф Ф ) 10
(Ф Ф ) 1000 137,2

V m
X

− × ⋅ ×
=

− × ×
 

 
де Фдосл і Фконтр1 – показання флуориметра для досліджуваної 
та контрольної проб; 

10 – розведення сечі; 
V – добова кількість сечі; 
m – вміст 1-метилнікотинаміду в стандартному розчині, мкг; 
Фстанд і Фконтр2 – показання флуориметра для стандарту і конт-

ролю для стандарту; 
1000 – переведення мкг у мг; 
137,5 – молекулярна маса 1-метилнікотинаміду. 
Розрахунки вмісту 1-метилнікотинаміду в сечі й отриманий 

результат записують у зошит. 
 
Дослід  9. Визначення 4-піридоксилової кислоти в сечі 
Продуктом обміну вітаміну В6 в організмі людини є 4-піридок- 

силова кислота. Розчин лактону піридоксилової кислоти має 
синю флуоресценцію в ультрафіолетових променях. 

Матеріали та реактиви. Сеча, підкислена 50 %-вою оцто-
вою кислотою та профільтрована, тетраборат натрію, 0,1 н. роз-
чин соляної кислоти,, універсальний індикатор, стандартний 
розчин лактону 4-піридоксилової кислоти. 

Обладнання. Флуориметр, водяна баня, пробірки з притерти-
ми пробками, які мають позначки 5 і 10 мл, піпетки, чашка для 
випарювання об'ємом 5 мл. 
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У дві пробірки з притертим корком наливають по 1 мл про-
фільтрованої сечі, підкисленої оцтовою кислотою. Об'єм до-
водять до 10 мл 0,1 н. розчином соляної кислоти. Досліджу-
вану пробірку закривають корком і на 15 хв ставлять на 
киплячу водяну баню, контрольну пробірку залишають при 
кімнатній температурі. Після охолодження досліджуваної 
проби з кожної пробірки відбирають по 0,5 мл розчину в мір-
ні пробірки, додають по 0,5 г тетраборату натрію та доводять 
об'єм до 10 мл дистильованою водою. Після розчинення тет-
раборату натрію універсальним індикатором контролюють 
величину рН до слабколужного. 

Для порівняння флуоресценції готують стандартний розчин. 
10 мг лактону піридоксилової кислоти розчиняють у 25 мл 0,1 н. 
розчину НСl. Перед визначенням готують робочий розчин шля-
хом розведення стандартного у 10 разів 0,1 н. НСl (в 1 мл отри-
маного розчину міститься 0,4 мкг лактону). Беруть 1 мл робочо-
го розчину, доливають 9 мл дистильованої води і додають 
0,5 г тетраборату натрію (рН контролюють за універсальним 
індикатором). На флуориметрі вимірюють інтенсивність флуо-
ресценції при довжині хвилі 450 нм досліджуваної, контрольної 
та стандартної проб. Кількість 4-піридоксилової кислоти розра-
ховують за формулою: 

 

досл контр

станд

( )Е Е С а k V
X

Е
− × × × ×

= , 

 
де Едосл, Еконтр, Естанд – інтенсивність флуоресценції відповідно 
досліджуваної, контрольної та стандартної проби; 

С – вміст лактону піридоксилової кислоти у стандартній 
пробі (0,04 мкг/мл); 

a – розведення сечі (200); 
k – коефіціент перерахунку кількості лактону в кількість пі-

ридоксилової кислоти (1,109); 
V – загальний обєм сечі, мл. 
Розрахунки вмісту 4-піридоксилової кислоти в сечі й отри-

маний результат записують у зошит. 
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Дослід  10. Кількісне визначення вітаміну С у продуктах 
Метод грунтується на здатності аскорбінової кислоти окисню-

ватися до дегідроаскорбінової при взаємодії з 2,6-дихлорфенол- 
індофенолом, який у кислому середовищі набуває рожево-
червоного забарвлення. 

Матеріали та реактиви. Соляна кислота (2 %-й розчин), на-
трієва сіль 2,6-дихлорфеноліндофенолу (0,0005 н. розчин, моле-
кулярна маса – 290, грам-еквівалент – 145), харчові продукти  
(капуста, шипшина, картопля, хвоя). 

Обладнання. Фарфорова ступка з пестиком, колби, мікро-
бюретка, склянка для титрування, піпетки, лійка, ваги, квар-
цевий пісок. 

 

Хід роботи: 
У фарфоровій ступці 1 г харчового продукту ретельно розти-

рають із кварцевим піском, додають 9 мл 2 %-го розчину соля-
ної кислоти, залишають на 10 хв і фільтрують. Для визначення 
відбирають у колбу 3 мл фільтрату і титрують 0,0005 н. розчи-
ном 2,6-дихлорфеноліндофенолу до появи рожевого забарвлен-
ня, яке зберігається протягом 30 с. Масову концентрацію аскор-
бінової кислоти розраховують за формулою: 

 

1

0,088 A VC
V а
× ×

=
×

, 

 
де 0,088 – коефіцієнт для переведення у масові одиниці 
(1 мл 0,0005 н. розчину 2,6-дихлорфеноліндофенолу відповідає 
0,0088 мг аскорбінової кислоти); 

А – кількість 2,6-дихлорфеноліндофенолу, витрачена на тит-
рування, мл; 

V – загальна кількість екстракту, мл; 
V1 – об'єм екстракту, що було взято для титрування, мл; 
а – кількість продукту. 
Розрахунки вмісту аскорбінової кислоти в досліджуваній 

пробі й отриманий результат записують у зошит. 
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Дослід  11. Визначення вітаміну С у сечі 
Матеріали та реактиви. Профільтрована сеча, 0,0005 н. роз-

чин 2,6-дихлорфеноліндофенолу, 5 %-й розчин оцтової кислоти. 
Обладнання. Штатив із пробірками, піпетки, бюретка для 

титрування. 
 

Хід роботи: 
2 мл профільтрованої сечі титрують 0,0005 н. розчином 

2,6-дихлорфеноліндофенолу до стійкого рожевого забарвлення. 
Якщо забарвлення самої сечі заважає титруванню, сечу розво-
дять у 2–5 разів 5 %-вим розчином оцтової кислоти. Для конт-
ролю титрують такий же об'єм 5 %-го розчину оцтової кислоти. 
Вміст аскорбінової кислоти (мг), виділеної з сечею за добу, роз-
раховують за формулою: 

 

1

0,088 ( )A B T VC
V

× − × ×
= , 

 
де (А – В) – різниця між кількістю 2,6-дихлорфеноліндофенолу, 
витраченої на титрування досліджуваної та контрольної проб, мл; 

V – загальний об'єм сечі, зібраної за добу, мл; 
V1 – кількість сечі, узятої для титрування, мл; 
Т – поправка на титр розчину індикатора. 
Розрахунки вмісту вітаміну С у сечі й отриманий результат 

записують у зошит. 
 
 

КОНТРОЛЬНІ ЗАПИТАННЯ 
 
1. Який вітамін та в якій формі бере участь в обміні кальцію 

та фосфатів? 
2. Коферментні форми яких вітамінів залучаються в реакції транс-

амінування і декарбоксилювання амінокислот? 
3. Структура якого вітаміну характеризується наявністю похід-

ного птеридину та залишків параамінобензойної та глутаміно-
вої кислот? 

4. У чому подібність і відміна у функціях коферментних форм ні-
котинової кислоти та рибофлавіну? 

5. При авітамінозі якого вітаміну порушуються процеси гідроксилю-
вання проліну та лізину при перетворенні про колагену на колаген? 
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8.3. ВІТАМІНОПОДІБНІ РЕЧОВИНИ 
 
Це різноманітні хімічні сполуки, що мають вітамінні власти-

вості, але частково синтезуються в організмі й іноді входять до 
складу тканин. 

 
8 . 3 . 1 .  І н о з и т о л  
Інозитол (мезоінозитол, міоінозитол). Цей шестиатомний 

циклічний спирт, похідне циклогексану, дуже поширений 
у тваринному й рослинному світі (рис. 8.14). 

 

 
 

Рис. 8.14. Структурна формула інозитолу 
 
Найчастіше він входить до складу рослин у вигляді фосфор- 

них ефірів – фітину, утворюється в результаті циклізації моле-
кули глюкози. Фітин є сумішшю кальцієвих і магнієвих солей 
гексофосфорного ефіру інозитолу. Із дев'яти можливих стерео-
ізомерів інозитолу біологічну активність має мезоінозитол – 
препарат, виділений уперше із м'язів. Інозитол необхідний 
для росту мікроорганізмів, для нормального розвитку й жит-
тєдіяльності тварин. У людини недостатність інозитолу прак-
тично не спостерігається. В організмі людини і тварин інози-
тол використовується для синтезу фосфогліцеридів, а саме – 
фосфатидилінозитолу, має сильний ліпотропний ефект. 

 
8 . 3 . 2 .  В і т а м і н  Р  
Вітамін Р (біофлавоноїди, поліфеноли) – це група речовин, 

яка має у своєму складі дифенілпропановий вуглецевий "кістяк" 
хромону або флавону (рис. 8.15). 
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СН3 

 
 

Рис. 8.15. Структурна формула цитрину 
 

Характерною рисою їхньої структури є наявність подвійних 
зв'язків, а також кето- і гідроксигруп у циклах і залишки цукрів. 
До них належать катехіни, лейкоантоціани, флавонони, флаво-
ноли (наприклад, рутин), антоціани. Представником флавононів 
є гесперидин (цитрин), який отримують із цедри цитрусових. 
Рутин одержують із листів гречки, катехін – із листів чаю. 

Найважливішою біологічною властивістю цих сполук є здат-
ність підтримувати еластичність і стійкість капілярів, зменшува-
ти їхню проникність. Сполуки з Р-вітамінною активністю широ-
ко поширені в природі й зустрічаються в тих самих продуктах, 
що й вітамін С. Один із шляхів їхнього впливу на судинну сис-
тему – через ендокринні залози. Поліфеноли можуть захищати 
від окиснення адреналін, який стимулює роботу гіпофіза, кот-
рий, у свою чергу, збуджує секрецію кортикостероїдів. Інший 
вид капіляростійкої дії вітаміну Р полягає у його інгібуванні 
активності гіалуронідази. При цьому накопичується гіалуронова 
кислота, необхідна для скріплення сполучної тканини й зміц-
нення стінок судин. 

 

8 . 3 . 3 .  В і т а м і н  U  
Вітамін U (метилметіонін) – активна форма метіоніну 

(рис. 8.16). 
 

 
 

Рис. 8.16. Структурна формула 
метилметіоніну 
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У великих кількостях міститься в соках сирих овочів, особ-
ливо в капусті. Зі спаржі й свіжих томатів отриманий кристаліч-
ний препарат, який у тисячу разів активніше капустяного соку. 

Метилметіонін має стимулюючу дію при ушкодженні слизових 
оболонок шлунково-кишкового тракту. Цей ефект, ймовірно, обу-
мовлений тим, що метилметіонін є активним донором метильних 
груп; він також бере участь у синтезі холіну й креатину. 

 
8 . 3 . 4 .  В і т а м і н  В 1 3  
Вітамін В13 (оротова кислота) – похідне піримідину (рис. 8.17). 

Ця сполука здатна підсилювати ріст мікроорганізмів і вищих тва-
рин. У птахів і ссавців оротова кислота синтезується з аспарагіно-
вої кислоти і карбамоїлфосфату при синтезі нуклеїнових кислот. 

 

 
 

Рис. 8.17. Структурна формула 
оротової кислоти 

 

При введенні ззовні оротова кислота підсилює анаболічні проце-
си і завдяки цьому стимулює ріст рослин і тварин. Оротат калію 
застосовують при хворобах печінки, серця, при деяких видах анемії. 

 
8 . 3 . 5 .  В і т а м і н  В 1 5  
Вітамін В15 (пангамова кислота) – це складний ефір α-глюко- 

нової кислоти і диметилгліцину (рис. 8.18). 
 

 
 

Рис. 8.18. Структурна формула пангамової кислоти 
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Пангамова кислота поліпшує ліпідний обмін, запобігає жи-
ровій інфільтрації печінки. Вона також сприяє синтезу креати-
нфосфату, активізує окисні процеси в організмі, здійснює де-
токсикуючу дію при отруєннях хлорорганічними сполуками, 
антибіотиками тетрациклінового ряду, алкоголем, наркотиками. 

 
Лабораторна робота № 8.5 
Кількісне визначення вітаміну Р 
у чаї за методом Левенталя 
 
Метод ґрунтується на здатності рутину окиснюватися перма-

нганатом калію. Як індикотор використовують індігокармін, 
який вступає в реакцію з KMnO4 і змінює при цьому колір. 

Матеріали та реактиви. Чай або готовий екстракт, розчин 
перманганату калію (0,01 моль/л), індикатор індігокармін. 

Обладнання. Мікропіпетка, піпетки, склянки або колбочки. 
 

Хід роботи: 
100 мг чаю заливають 50 мл гарячої дистильованої води та 

кип'ятять протягом 5 хв. Екстракт охолоджують до кімнатної 
температури, відбирають 10 мл і переносять у колбу, куди при-
ливають 10 мл дистильованої води та 5 крапель індігокарміну 
(1 г індігокарміну розчиняють у 50 мл концентрованої сірчаної 
кислоти, доводять об'єм водою до 1 л та фільтрують). Уміст кол-
би, що має синій колір, титрують, інтенсивно перемішуючи, 
розчином перманганату калію (0,01 моль/л) до появи стійкого 
жовтого забарвлення. Паралельно проводять контрольну пробу, 
беручи замість екстракту чаю воду. Розрахунок вмісту вітаміну 
Р проводять за формулою: 

 

1

2

A V kX
V P
× ×

=
×

, 

 
де А – різниця кількісті 0,01 М розчину КМnО4, що була вико-
ристана для титрування досліджуваної та контрольної проб, мл; 

V1 – загальний об'єм екстракту, мл; 
V2 – об'єм екстракту, що взято для титрування, мл; 
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k – стандартний коефіцієнт 3,2 (1 мл 0,01 М розчину перман-
ганату калія окиснює 3,2 мкг рутину); 

Р – кількість сухої речовини, що взято для аналізу, г. 
Розрахунки вмісту вітаміну Р у чаї й отриманий результат 

записують у зошит. 
 
 

КОНТРОЛЬНІ ЗАПИТАННЯ 
 
1. Яка біологічна роль пангамової та оротової кислот? 
2. Яка вітаміноподібна сполука є донором метильних груп і бере 

участь у синтезі холіну й креатину? 
3. Яка вітаміноподібна сполука виявляє властивості, подібні до ві-

таміну С? 
4. Який принцип кількісного визначення вітаміну Р? 
5.  Яка вітаміноподібна сполука за структурою є шестиатомним ци-

клічним спиртом? 
 
 

ТЕСТОВІ ЗАВДАННЯ ДО РОЗДІЛУ 8 
 
Завдання 1 

 

Оберіть вірне визначення основних причин гіповітамінозів: 
1) недостатня кількість вітамінів у їжі; 
2) порушення всмоктування у шлунково-кишковому тракті; 
3) порушення взаємодії ферментів із коферментами, що є по-

хідними певних вітамінів; 
4) вроджені дефекти ферментів, що беруть участь у перетво-

ренні вітамінів; 
5) дія структурних аналогів вітамінів (антивітаміни). 
 
Завдання 2 
 

Які з перерахованих вітамінів є водорозчинними: 
1) токоферол; 
2) філохінон; 
3) піридоксин; 
4) фолієва кислота; 
5) кобаламін; 
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6) біофлавоноїди; 
7) ретинол; 
8) біотин? 
 
Завдання 3 
 

Оберіть жиророзчинні вітаміни: 
1) тіамін; 
2) нікотинова кислота; 
3) ретинол; 
4) холекальциферол; 
5) пантотенова кислота; 
6) токоферол; 
7) кобаламін; 
8) філохінон; 
9) фолієва кислота. 
 
Завдання 4 
 

Оберіть відповідність вітамінів (літери) та їхніх біологічних 
функцій (цифри): 

1) усі форми вітаміну використовуються в організмі для син-
тезу коферментів: піридоксальфосфату та піридоксамін-
фосфату; 

2) вітамін служить субстратом для синтезу коферментів, які 
беруть участь у реакціях перенесення одновуглецевих ра-
дикалів різного ступеня окиснення: метильних, оксимети-
льних, формільних тощо; 

3) стабілізує міжклітинний матрикс сполучної тканини 
та зменшує проникність капілярів, володіє гіпотензив-
ною дією; 

4) становить фотохімічну основу зорових процесів; 
5) вітамін є попередником біологічно активної речовини 

кальцитріолу, що виконує гормональну функцію регуляції 
обміну Са2+ і фосфатів: 
а) фолієва кислота; 
б) вітамін В6; 
в) вітамін А; 
г) вітамін D3; 
д) вітамін Р. 
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Завдання 5 
 

Оберіть відповідність вітамінів (літери) та характерні ознаки 
авітамонозів (цифри): 

а) ретинол; 
б) кальциферол; 
в) вітамін К; 
г) фолієва кислота; 
д) біотин; 
е) пантотенова кислота. 

1) розвиток дистрофічних змін залоз внутрішньої секреції 
(наприклад, надниркових залоз), порушення діяльності 
нервової системи (неврози, паралічі), депігментація тощо; 

2) дерматити, які супроводжуються посиленням діяльності 
сальних залоз; 

3) порушення кроветворення (анемія, лейкопенія); 
4) порушення зору ("куряча сліпота"), кератоз епітеліальних 

клітин; 
5) порушення системи згортання крові; 
6) розвиток рахіту. 
 
Завдання 6 
 

Знайдіть відповідність вітамінів (літери) та продуктів, що є 
їхнім джерелом (цифри): 

1) широко розповсюджений у продуктах рослинного похо-
дження (оболонка зерен хлібних злаків, рис, бобові тощо); 

2) міститься у продуктах тваринного походження – печін-
ка, нирки, яйця, молоко, дріжджі; у рослинах – шпинат, 
пшениця; 

3) тварини і рослини не здатні синтезувати цей вітамін. Цей 
вітамін синтезується мікроорганізмами, бактеріями, акти-
номіцетами та синьозеленими водоростями. Тканини, що 
багаті на цей вітамін – печінка та нирки; 

4) джерелом вітаміну є свіжі фрукти, овочі, зелень; 
5) багато вітаміну у тваринних продуктах – печінці великої 

рогатої худоби і свиней, яєчному жовтку, молоці, особли-
во багато в риб'ячому жирі; 
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6) джерелом цього вітаміну є рослинні олії, салат, капуста, 
насіння злаків, яєчний жовток: 
а) токофероли; 
б) ретинол; 
в) аскорбінова кислота; 
г) тіамін; 
д) рибофлавін; 
е) кобаламін. 

 
Завдання 7 
 

Оберіть положення, які вірно характеризують вітамін В12: 
1) структура вітаміну включає піримідинове та тіазолове 

кільця, які з'єднані метиловим містком; 
2) був отриманий у кристалічному вигляді з печінки в 1948 р.; 
3) вітамін, який вміщує метал кобальт; 
4) добова потреба в цьому вітаміні дуже мала 1–2 мкг; 
5) вітамін є вихідною сполукою при утворенні двох кофер-

ментів: метилкобаламіну в цитоплазмі та дезоксиаденозилкоба-
ламіну в мітохондріях; 

6) основна ознака авітамінозу – макроцитарна анемія. 
 
Завдання 8 
 

Оберіть положення, які вірно характеризують вітаміни групи 
D (кальцифероли): 

1) група хімічно споріднених сполук, які належать до похід-
них стеринів; 

2) у дітей і молодих тварин при авітамінозі спостерігається 
затримка росту кісток, кератоз епітеліальних клітин; 

3) білі кристали, маслянисті на дотик, добре розчинні у воді; 
4) найбільша кількість вміщується в риб'ячому жирі; 
5) при авітамінозі розвивається рахіт; 
6) надлишок вітаміну призводить до відкладення солей 

кальцію у тканині легень, нирок, серці, стінках судин та 
до розвитку остеопорозів із частими переломами кісток. 
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Завдання 9 
 

Оберіть положення, які вірно характеризують водорозчин-
ні вітаміни: 

1) до водорозчинних вітамінів належать вітаміни групи В: 
біотин, ретинол тощо; 

2) містяться тільки в рослинній їжі; 
3) вітаміни у великій кількості містяться у пшеничних і рисо-

вих висівках та дріжджах; 
4) добре розчиняються у воді; 
5) більшість вітамінів цієї групи входять до складу коферме-

нтів певних ферментів. 
 
Завдання 10 
 

Нестача вітаміну К приводить до: 
1) порушень у процесах зсідання крові; 
2) рахіту; 
3) "курячої сліпоти"; 
4) анемії; 
5) синдрому Верніке – Корсакова у людини. 
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Розділ 9. ТЕХНІКА БЕЗПЕКИ 
ТА ПРОТИПОЖЕЖНІ ЗАХОДИ 
В БІОХІМІЧНІЙ ЛАБОРАТОРІЇ 

 
Точність і достовірність біохімічних досліджень залежить, 

звичайно, від високоточних сучасних приладів, спеціальних 
реактивів з відповідним ступенем кваліфікації очищення то-
що. Однак існує багато чинників, які також значною мірою 
можуть вплинути на результати досліджень. Це, насамперед, 
якість підготовки посуду, правильність і точність відмірю-
вання об'ємів і відважування реактивів, дбайливе ставлення 
до приладів та вміле користування ними, правильність оброб-
ки одержаного експериментального матеріалу та ін. Треба 
чітко усвідомлювати, що в основі техніки лабораторних робіт 
лежать певні наукові принципи. 

Дослідник, який працює в біохімічній лабораторії, має бути 
максимально уважним, акуратним і відповідальним. Будь-яке 
порушення основних вимог щодо проведення досліджень може 
призвести до викривлення результатів, для одержання яких було 
витрачено багато праці, часу і коштів. 

Практичні роботи з біохімії проводяться в спеціалізованих 
лабораторіях. Залежно від характеру та об'єму роботи біохімічні 
лабораторії можуть мати різне обладнання, але обов'язково по-
винні задовольняти санітарно-гігієнічним вимогам. Стіни лабо-
раторії мають бути облицьовані кахелем або наполовину зафар-
бовані олійною фарбою, а підлога – застелена лінолеумом. 
Лабораторія повинна мати припливно-витяжну або, на крайній 
випадок, витяжну вентиляцію, протипожежне обладнання (пін-
ний та вуглекислотний вогнегасники, ящик із піском, просякнуту 
вогнезахисною речовиною ковдру), засоби індивідуального захи-
сту (окуляри, гумові рукавиці, протигази або респіратори), апте-
чку для надання першої допомоги при різних травмах. Лаборато-
рія повинна бути забезпечена гарячою та холодною водою, 
електроенергією, природним газом. У спеціально відведеному 
місці під витяжкою обов'язково встановлюють окремі ємності для 
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зливання залишків кислот, лугів, органічних рідин, а також лотки 
для складання використаного посуду. У лабораторії робочим 
місцем є хімічний стіл, який повинен бути покритий кахель-
ною плиткою або кислототривким пластиком 

Крім основного приміщення, у кожній лабораторії повинні 
бути допоміжні кімнати – мийна, вагова, апаратна і підсобна. 

Робота в біохімічній лабораторії пов'язана з певними не-
безпечними та шкідливими факторами. Вона проводиться, як 
правило, з малою кількістю хімічних речовин, що знижує не-
безпеку і можливість нещасних випадків, але не виключає їх 
повністю. Категорично забороняється в лабораторії вживати 
їжу, пити воду з хімічного посуду, палити, користуватися ко-
сметикою. Забороняється пробувати на смак будь-які речови-
ни, а також використовувати їх у роботі, якщо на посуді,  
де вони зберігаються, немає написів. 

Виконуючий роботу повинен знати правила техніки безпе-
ки і протипожежні заходи, а також місцезнаходження аптечки 
з медикаментами та засобів пожежегасіння; вміти надати пе-
ршу допомогу при різних травмах. Необхідно знати властиво-
сті використовуваних речовин і тих, що утворилися внаслідок 
реакцій, і додержуватись правил безпеки при роботі з ними. 
При виконанні роботи обов'язково слід дотримуватись вказі-
вок щодо використання всіх необхідних індивідуальних засо-
бів захисту. Особливу увагу і обережність треба проявляти 
при роботі зі скляними приладами та посудом. Якщо, напри-
клад, необхідно вставити в скляну трубку термометр або пі-
петку в шланг чи корок, їх попередньо змочують водою або 
змащують гліцерином, а потім прокручують при слабкому 
натискуванні; руки при цьому обмотують ганчіркою. 

У біохімічних дослідженнях скляний посуд є найужива-
нішим, хоча часто його замінюють посудом з інших матеріа-
лів, зокрема з полімерів. Скло належить до крихких матеріа-
лів. Основна кількість нещасних випадків під час роботи зі 
скляним посудом кваліфікується як мікротравми й легкі тра-
вми. У першу чергу такими є порізи та опіки рук при необ-
ережному поводженні з нагрітим до високої температури 
скляним посудом. 
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Необхідно суворо стежити за тим, щоб марка скла відпові-
дала характеру здійснюваної роботи – нагрівання можна про-
водити тільки в термостійкому посуді, а роботи під вакуумом 
або при підвищеному тискові – тільки в спеціально для цього 
призначених скляних приладах. При проведенні подібних ро-
біт не можна користуватися скляним посудом, який має на-
віть ледь помітні дефекти. 

Пробірки з розчином слід нагрівати поступово, безперерв-
но обертаючи їх і час від часу струшуючи. При цьому пробір-
ки повинні знаходитися в нахиленому положенні для того, 
щоб бризки розчину вдарялися об стінки та не вихлюпувалися 
назовні. У жодному разі не можна нагрівати рідини в закупо-
реному посуді, який не має сполучення з атмосферою. Не мо-
жна нахилятися над посудом із рідиною, що підігрівається, 
спрямовувати отвір такого посуду на себе або інших працю-
ючих. Узагалі при нагріванні хімічного скляного посуду тре-
ба уникати різких змін температури, а також нерівномірного 
його нагрівання в різних частинах. Крім того, нагрівати скля-
ний посуд слід тільки на азбестовій сітці або азбестовому 
картоні й у жодному разі – на полум'ї. 

Скляний посуд великих розмірів і скляні прилади перено-
сять тільки обома руками. Великі (більше 5 л) сулії з рідиною 
необхідно переносити вдвох у спеціальних кошиках або ящи-
ках з ручками. Забороняється піднімати сулії за шийку. Роботу 
з їдкими, отруйними або з різким запахом речовинами слід 
проводити у витяжній шафі. Визначати запах речовин треба 
обережно, спрямовуючи пару до себе легким рухом долоні й не 
вдихаючи повітря на повні груди. Затягувати їдкі рідини в піпе-
тку треба тільки за допомогою гумової груші або спеціальних 
пристроїв і в жодному разі не робити це ротом. 

Забороняється виливати в раковину залишки кислот, лугів, лег-
козаймистих та горючих рідин, викидати туди тверді речовини 
(папір, пісок, сірники тощо). 

З метою безпеки забороняється працювати одному в при-
міщенні лабораторії, а також залишати без нагляду працюю-
чі лабораторні пристрої, газові пальники та ввімкнуті елект-
роприлади. 
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Не дозволяється зберігати в приміщенні лабораторії вогнене-
безпечні речовини масою більше 1 кг кожної та 3–4 кг загаль-
ною масою. 

При використанні легкозаймистих рідин (ефіри, спирти, бен-
зин, бензол, ацетон) необхідно стежити за тим, щоб на відстані 
до 2 м не було відкритого вогню. Нагрівати легкозаймисті ріди-
ни слід тільки на банях, заповнених відповідними теплоносія-
ми. Забороняється нагрівати рідинні бані на відкритому вогні 
(запалені пальники, сірники тощо), а також на джерелах тепла з 
нерегульованим тепловим потоком. Зберігати легкозаймисті рі-
дини слід у товстостінних склянках у місцях, віддалених від від-
критого вогню і джерел тепла, у ящиках викладених азбестом і з 
написом "Вогненебезпечні речовини". Ці реактиви повинні бути 
надійно закупорені. Горючі матеріали слід зберігати на відстані 
1 м від електрощитів, електророзеток і електрокабелів, від сві-
тильників – не менше 0,5 м, від приладів опалення – на 0,25 м. 

Усі працівники повинні вміти користуватися наявними вог-
негасниками, внутрішніми пожежними кранами та іншими пер-
винними засобами пожежегасіння та знати місце, де їх роміще-
но. При виникненні пожежі слід негайно повідомити викладача, 
пожежну охорону. У разі необхідності вжити заходів з евакуації 
людей і розпочати гасіння пожежі наявними засобами, організу-
вати зустріч пожежних підрозділів. Якщо у приміщенні виникла 
локальна пожежа, то вогонь слід швидко накрити протипожеж-
ною ковдрою (шматком азбестової тканини). Якщо рідина (ефір, 
бензин тощо), що спалахнула, розтеклася, її гасять піском, якщо 
ж загорілися розчинні у воді речовини (спирти, ацетон тощо), їх 
гасять водою. Людину, на якій зайнявся одяг, швидко й щільно 
закутують у протипожежну ковдру, щоб загасити полум'я. Вугле-
кислотними вогнегасниками необхідно користуватися обережно, 
щоб від різкого перепаду температури не потріскалися скляні 
частини приладів і скляний посуд. 

У сучасних біохімічних дослідженнях використовується велика 
кількість електроприладів різної потужності. Необхідний рівень 
електробезпеки може бути досягнутий лише при проведенні ком-
плексу заходів, спрямованих на удосконалення засобів із захисту, 
підвищення надійності електрообладнання, глибоке засвоєння пра-
цівниками правил безпечної роботи з електроприладами. 
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Працюючи з електроприладами, необхідно постійно пере-
віряти стан заземлення, надійність ізоляції, своєчасно прово-
дити профілактику пошкоджень. Усі струмопровідні частини 
приладів незалежно від напруги, під якою вони перебувають, 
мають бути захищені. 

У лабораторії можна одночасно вмикати таку кількість при-
ладів, сумарна потужність яких не перевищує потужності елек-
тромережі або її відгалужень. 

Забороняється влаштовувати тимчасові електромережі, за-
стосовувати саморобні некалібровані запобіжники, прокладати 
електромережу всупереч протипожежним нормам і правилам, 
використовувати саморобні подовжувачі та ті, які не відповіда-
ють експлуатації для даних електроприладів. Використовувати 
побутові електрокип'ятильники, чайники можна тільки у спеціа-
льно відведених та обладнаних для цього приміщеннях. Заборо-
няється залишати без нагляду увімкнуті в електромережу ком-
п'ютери, кондиціонери, лічильники, сушильні шафи тощо. 

При гасінні полум'я пінним вогнегасником необхідно вимк-
нути електричний струм в усіх приміщеннях за допомогою зага-
льного рубильника. До розмикання електричного ланцюга 
забороняється торкатися голими руками (без гумових рука-
виць тощо) оголених частин тіла потерпілого. 

При роботі з вакуумними пристроями, у яких використову-
ються водоструминні або масляні насоси (вакуум-ексикатори, 
вакуумне фільтрування тощо) вакуумний посуд обов'язково слід 
загорнути в ганчірку. Очі слід захистити окулярами або маскою, 
котру знімають тільки після охолодження приладу і впуску  
в нього повітря. 

Необхідно ретельно стежити за станом газопровідної системи 
(сполучні муфти, крани) і не допускати несправностей. Після 
закінчення роботи всі крани треба закривати. У разі виявлення 
у приміщенні запаху газу, приміщення слід негайно провітрити, 
утворюючи в ньому протяг. При цьому не можна запалювати 
вогонь або вмикати (чи вимикати) електричний струм. Для по-
шуку місця витоку газу треба користуватись мильною піною. 

У разі використання стисненого або скрапленого газу насам-
перед необхідно пересвідчитись, що балон і редуктор знахо-

Ви
да
вн
ич
о-п
ол
ігр
аф
ічн
ий

 це
нт
р 

"Ки
ївс
ьки
й у
нів
ер
си
те
т".

 

Ве
рс
ія 
не

 дл
я д
ру
ку



 

 376 

дяться у справному стані і що термін придатності балона не за-
кінчився. Балони треба оберігати від поштовхів, механічних по-
шкоджень та нагріву. Балони вміщуються у ящики, які знахо-
дяться поза приміщенням, а газ підводиться в лабораторію 
спеціальним трубопроводом. 

При роботі з лужними металами, карбідом кальцію та де-
якими іншими речовинами в присутності води може статися 
вибух. Зважаючи на це, треба працювати в захисних окулярах 
або масці, користуватися тільки сухим інструментом за цілкови-
тої відсутності води. 

Дуже небезпечним є необережне поводження з кислотами 
й лугами. Навіть слабкі кислоти (наприклад, оцтова) за високих 
концентрацій здатні спричинити хімічні опіки. Потрапляння 
розчинів кислот або лугів в очі може призвести до ураження 
рогівки та втрати зору. Особливо небезпечні луги та аміак.  
Тому всі роботи з кислотами й лугами проводяться у витяжній 
шафі, надягнувши захисні окуляри та гумові рукавиці, а при 
переливанні кислот із великої ємності в малу слід надягати гу-
мовий фартух і використовувати сифон або спеціальний штатив 
із нахилом. Для розведення кислоту вливають тоненьким стру-
менем у воду при постійному перемішуванні, оскільки таким 
чином не допускають перегріву. Нейтралізацію кислот або лугів 
необхідно проводити тільки після розведення цих речовин. 

При подрібненні твердих лугів великі грудки загортають  
у щільну тканину і розбивають молотком, а маленькі розтира-
ють у ступці, яку закривають ганчіркою. Причому цю роботу 
виконують у головному уборі, оскільки випадкове потрапляння 
твердого лугу у волосся може залишитись поза увагою і згодом 
спричинити його випадання. 

Деякі органічні сполуки – ароматичні (анілін), аліфатичні 
аміни, ароматичні вуглеводні (бензол, толуол, діоксан тощо), 
похідні галогенних вуглеводневих сполук (хлорбензол, чотири-
хлористий вуглець та ін.) – токсичні, тому з цими речовинами 
слід поводитися обережно, запобігати потраплянню їх на шкіру 
та в очі й не вдихати їхньої пари. Пара бензилхлориду і бензаль-
дегіду, а також деякі інші речовини виявляють подразнювальну 
дію на слизові оболонки очей і верхніх дихальних шляхів. Ети-
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ленгліколь може всмоктуватися крізь шкіру і є особливо небез-
печним при пероральному надходженні до організму. 

У біохімічній лабораторії слід працювати в халаті з бавовня-
ної тканини. 

 

Перша допомога при травмах і отруєннях. У лабораторії опі-
ки можуть бути спричинені вогнем, парою, гарячими або роз-
жареними речовинами, лугами, кислотами, а також речовинами, 
які мають дуже низьку температуру (рідкий кисень, рідка вугле-
кислота, рідкий азот тощо). 

При термічних опіках не дозволяється змочувати обпечене міс-
це водою. У жодному разі не можна проривати утворені пухирі та 
перев'язувати опік бинтом. На обпечені місця накладають складе-
ний декілька разів бинт або марлю, змочену 3 %-вим розчином 
перманганату калію, 5 %-вим розчином таніну, етиловим спиртом 
або змащену спеціальним кремом від опіків. При складніших опі-
ках слід накладати стерильну пов'язку і звернутися до лікаря. 

При потраплянні кислоти (сірчаної, соляної, азотної, фосфор-
ної) уражене місце промивають спочатку великою кількістю про-
точної води, потім 3–5 %-вим розчином гідрокарбонату натрію або 
10 %-вим розчином вуглекислого амонію і знову промивають во-
дою. При опіках лугами після промивання великою кількістю води 
шкіру змочують 2–3 %-вим розчином оцтової кислоти або 1–2 %-
вим розчином соляної кислоти і потім знову промивають водою. 

При опіках порожнини рота (або очей) лугами необхідно пропо-
лоскати (промити) великою кількістю води, а потім прополоскати 
(промити) 3 %-вим розчином оцтової кислоти або 2 %-вим розчином 
борної кислоти. При ураженні слизової оболонки рота або очей кис-
лотою їх обробляють 3–5 %-вим розчином гідрокарбонату натрію. 

У разі потрапляння кислоти в дихальні шляхи треба дихати 
розпиленим за допомогою пульверизатора 10 %-вим розчином 
гідрокарбонату натрію, а при потраплянні лугу – розпиленим 
3 %-вим розчином оцтової кислоти. 

Якщо на тіло потрапили органічні речовини, які нерозчинні у 
воді, їх змивають великою кількістю розчинника цієї речовини, 
а потім промивають етиловим спиртом і змащують кремом. При 
опіках рідким фенолом необхідно розтирати уражене місце глі-
церином доти, поки не відновиться нормальний колір шкіри. 
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Після цього шкіру промивають водою і накладають на уражене 
місце серветку або марлевий тампон, змочений гліцерином. 

При ударах для зменшення болю і запобігання підшкірного 
крововиливу біля забитого місця накладають стискаючу пов'язку, 
а поверх неї – лід. 

При ураженні тканин (пораненні), особливо при порізах би-
тим скляним лабораторним посудом, рану насамперед очищають 
від уламків скла стерильним пінцетом або стерильною марлею, 
зупиняють кровотечу, очищають поверхню шкіри навколо рани 
від бруду і обробляють краї рани антисептиком (наприклад, 
розчином йоду). При раптовому виникненні кровотечі заливають 
рану (безпосередньо) 3 %-вим розчином пероксиду водню або 
водним розчином хлориду заліза (III), а потім накладають сте-
рильну серветку або марлевий тампон (ватою в даному випадку 
користуватися не слід, щоб її волокна не потрапили в рану) 
і щільно забинтовують, після чого потерпілого відправляють до 
медичної установи. У разі суттєвіших уражень і сильної кро-
вотечі накладають стискаючу пов'язку (джгут) вище рани для 
припинення кровотечі, накривають рану стерильним перев'язу-
вальним матеріалом і викликають лікаря. 

При пораненнях із одночасним ураженням кислотою або лу-
гом ретельно очищається рана від скалок, промивають її відпо-
відно 3 %-вим розчином оцтової кислоти або 3–5 %-вим розчи-
ном гідрокарбонату натрію, потім обробляють краї рани 
антисептиком і забинтовують стерильним бинтом або марлею. 

При отруєннях газом потерпілого треба негайно вивести на 
свіже повітря, напоїти великою кількістю молока (в деяких ви-
падках слід напоїти його кавою) і надати спокій. 

При електротравмах потерпілому до прибуття лікаря, забез-
печують повний спокій і надходження свіжого повітря. Потерпі-
лий не повинен робити зайвих рухів. Якщо порушене дихання 
і серцева діяльність, необхідно негайно вдатись до штучного 
дихання та непрямого масажу серця і не припиняти ці операції 
до повного відновлення функцій або до прибуття медичних 
працівників. Штучне дихання роблять тільки в тому випадку, 
якщо людина дихає не ритмічно або не дихає взагалі. 
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ДОДАТКИ 
 
 

Додаток 1 
 
 
 

СПІВВІДНОШЕННЯ ОДИНИЦЬ ВИМІРУ 
 

Фізичні 
величини Одиниці виміру 

Довжина 

1 см = 10–2 м = 10 мм = 104 мкм = 107 нм = 108 Å = 0,3937 дюйма 
1нм = 10–9 м = 10–6 мм = 10–3 мкм = 1 мілімікрон (мµ) 
1 мкм = 10–6м = 10–3 мм = 1000 нм = 1 мікрон (µ) 
1Å = 10–10 м = 10–8 см = 10–4 мкм = 10–1 нм 

Маса 
1 г = 10–3 кг = 10–3 мг = 106 мкг = 3,527 ⋅ 10–2 унцій 
1 Дальтон (Д) = 1,661 ⋅ 10–24 г, що дорівнює ½ маси 
атому вуглецю (12С) 

Об'єм 

1 см3 = 10–6 м3 = 103 мм3 = 6,1 ⋅ 10–2 дюйм3 = 3,53 ⋅ 10–5 фут3 
1 мкл = 1 мм3 = 10–9 м3 
1 мл = 1 см3 = 10–3 л = 103 мкл 
1 л = 1 дм3 = 10–3 м3 

Температура К = С + 273,15 

Енергія 1 Дж = 107 ерг = 0,239 кал = 1 Вт ⋅ с 

Тиск 1торр = 1 мм рт. ст. (0 °С) = 1,333 ⋅ 102 Н/м2 = 1,316 ⋅ 10–3 атм.
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Додаток 2 
 

ПРИГОТУВАННЯ РОЗЧИНІВ 
НЕОРГАНІЧНИХ КИСЛОТ І ЛУГІВ 

 

Концентрація 

К
ис

ло
та

 

Моль/л % 
(мас.) Г

ус
ти

на
 

г/
см

3  

Спосіб виготовлення 

HNO3 

15,7 (конц.) 
  6 
  2 
  0,1 

69,8 
31,6 
11,8 
  0,36

1,42 
1,195 
1,067 
1,00 

 
385 мл HNO3 (конц.) розвести до 1 л 
128 мл HNO3 (конц.) розвести до 1 л 
6,5 мл перегнаної HNO3 (конц.) розвес-
ти до 1 л 

H2SO4 

18,0 (конц.) 
  2 
    
  0,05 

95,6 
17,5 
 
  0,49

1,84 
1,123 
 
1,00 

 
112 мл H2SO4 (конц.) влити в 0,5 л Н2О, 
охолодити, розвести до 1 л 
а) 2,8 мл H2SO4 (конц.) влити в 0,5 л Н2О, 
охолодити, розвести до 1 л 
б) 25 мл H2SO4 (4 н.) розвести до 1 л 

HCl 

12,14 (конц.) 
 6 
 2 
 0,1 

37,23
20,0 
  7,05
  0,36

1,19 
1,100 
 
1,00 

 
494 мл HCl (конц.) розвести до 1 л 
164 мл HCl (конц.) розвести до 1 л 
8,23 мл HCl (конц.) розвести до 1 л 

KOH 

 6 
 2 
 0,1 

26,9 
10,3 
  0,56

1,26 
1,09 
1,00 

340 г KOH розчинити в Н2О та розвес-
ти до 1 л 
112 г KOH розчинити в Н2О та розвес-
ти до 1 л 
5,6 г KOH розчинити в Н2О та розвес-
ти до 1 л 

NaOH 

 6 
 2 

19,7 
  7,4 

1,22 
1,08 

240 г NaOH розчинити в Н2О, охоло-
дити та розвести до 1 л 
80 г NaOH розчинити в Н2О, охолоди-
ти та розвести до 1 л 
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Додаток 3 
 

РОЗЧИННІСТЬ ДЕЯКИХ СОЛЕЙ 
У ВОДІ ЗА РІЗНИХ ТЕМПЕРАТУР 

(у грамах безводної речовини на 100 г води) 
 

Температура, °С 

Назва солі 
0 20 50 100 

Хлористий натрій (NaCl) 35,7 36,0 37,0 39,8 
Хлористий калій (КС1) 27,6 34,0 42,6 56,7 
Азотнокислий калій (KNO3) 13,3 31,6 85,5 246 
Хлористий амоній (NH4C1) 29,4 37,2 50,4 77,3 
Азотнокисле срібло (AgNO3) 122 222 455 952 
Сірчанокисла мідь (CuSO4 5H2O) 14,3 20,7 33,3 75,4 

 
Додаток 4  

 
КОНЦЕНТРАЦІЯ І ГУСТИНА 

КОНЦЕНТРОВАНИХ КИСЛОТ 
 

Речовина М 

К
он

це
нт

ра
ці

я,
 

%
 Молярна 

концентрація, 
М/л 

К
іл

ьк
іс

ть
 

ки
сл

от
и,

 
не

об
хі

дн
ої

 д
ля

  
пр

иг
от

ув
ан

ня
 

1л
 1

М
 р

оз
чи

ну
, 

мл
 

Гу
ст

ин
а,

 
г/

 с
м

3 

Оцтова 
кислота 60,05 99,6          17,4  57,5    1,05 

Мурашина 
кислота 46,03     90; 

    98 
23,6; 
25,9 

  42,4; 
 38,5 

   1,205; 
   1,22 

Соляна 
кислота 36,46     36 11,6  85,9    1,18 

Азотна 
кислота 63,01     70 15,7  63,7    1,42 

Хлорна 
кислота 100,46     60; 

    72 
   9,2; 
12,2 

108,8; 
 82,1 

   1,54; 
   1,70 

Фосфорна 
кислота 98,0     85 14,7 67,8    1,70 

Сірчана 
кислота 98,07     98 18,3 54,5 1,835 
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Додаток 5 
 

БУФЕРНІ РОЗЧИНИ 
 
1. Розчини за Кларком – Лабсом, рН 1,0 ÷ 2,2 (25 °С). 
Склад: 25 мл 0,2 М КСl (14,919 г/л) + Х мл 0,2 М НСl; 
розвести Н2О до 100 мл. 
 

рН HCl, мл Буферна ємність рН HCl, мл Буферна ємність 

1,00 67,0 0,310 1,70 13,0 0,060 
1,10 52,8 0,240 1,80 10,2 0,049 
1,20 42,5 0,190 1,90       8,1 0,037 
1,30 33,6 0,160 2,00       6,5 0,030 
1,40 26,6 0,130 2,10       5,1 0,026 
1,50 20,7 0,100 2,20       3,9 0,022 
1,60 16,2 0,077    

 
2. Буферні розчини на основі гліцин-НСl, рН 2,2 ÷ 3,6 (25 °С). 
Гліцин C2H5NO2; M 75,07. 
Склад: 25 мл 0,2 М гліцину (15,01 г/л) + X мл 0,2 М НСl; 
розвести Н2О до 100 мл. 
 

рН  НС1, мл рН  НС1, мл 
2,2 22,0 3,0 5,7 
2,4 16,2 3,2 4,1 
2,6 12,1 3,4 3,2 
2,8   8,4 3,6 2,5 

 
3. Буферні розчини на основі системи "цитринова кис-

лота – цитрат натрію", рН 3,0 ÷ 6,2 (25 °С). 
Моногідрат цитринової кислоти С6Н8О7⋅Н2О; М 210,14;  

0,1 М розчин містить 21,01 г/л. 
Дигідрат тринатрієвої солі цитринової кислоти C6H5O7Na3 × 2H2O; 

М 294,12; 0,1 М розчин містить 29,41 г/л. 
Склад: X мл 0,1 М цитринової кислоти + Y мл 0,1 М тринатрі-

євої солі цитринової кислоти. 

Ви
да
вн
ич
о-п
ол
ігр
аф
ічн
ий

 це
нт
р 

"Ки
ївс
ьки
й у
нів
ер
си
те
т".

 

Ве
рс
ія 
не

 дл
я д
ру
ку



 

 383 

рН 
0,

1 
М

 ц
ит

ри
но

ва
 

ки
сл

от
а,

 
мл

 

0,
1 

М
 т

ри
на

тр
ієв

а 
сіл

ь 
ци

тр
ин

ов
ої

 к
ис

ло
ти

, 
мл

 

рН 

0,
1 

М
 ц

ит
ри

но
ва

 
ки

сл
от

а,
 м

л 

0,
1 

М
 т

ри
на

тр
ієв

а 
сіл

ь 
ци

тр
ин

ов
ої

 к
ис

ло
ти

, 
мл

 

3,0 82,0 18,0 4,8 40,0 60,0 
3,2 77,5 22,5 5,0 35,0 65,0 
3,4 73,0 27,0 5,2 30,5 69,5 
3,6 68,5 31,5 5,4 25,2 74,5 
3,8 63,5 36,5 5,6 21,0 79,0 
4,0 59,0 41,0 5,8 16,0 84,0 
4,2 54,0 46,0 6,0 11,5 88,5 
4,4 49,5 50,5 6,2   8,0 92,0 
4,6 44,5 55,5    

 
4. Буферні розчини на основі системи "ацетат натрію – 

оцтова кислота", рН 3,7 ÷ 5,6 (18 °С). 
Тригідрат ацетату натрію CH3CООNa × 3Н2О, М 136,09;  

0,2 М розчин містить 27,22 г/л. 
Склад: X мл 0,2 М CH3CООNa + Y мл 0,2 М СН3СООН. 
 

рН 

0,
2 

М
 C

H
3C

O
O

N
a,

 
мл

 

0,
2 

М
 C

H
3C

O
O

H
, 

мл
 

рН 

0,
2 

М
 C

H
3C

O
O

N
a,

  
мл

 

0,
2 

М
 C

H
3C

O
O

H
,  

мл
 

3,7 10,0 90,0 4,8 59,0 41,0 
3,8 12,0 88,0 5,0 70,0 30,0 
4,0 18,0 82,0 5,2 79,0 21,0 
4,2 26,5 73,5 5,4 86,0 14,0 
4,4 37,0 63,0 5,6 91,0   9,0 
4,6 49,0 51,0    
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5. Буферні розчини на основі системи "кислий малеат  
натрію" – NaOH; рН 5,2 ÷ 6,8 (25 °С). 

Кислий малеат натрію NaHC4H2O4 × 3H2O; M 192,11; 0,2 М роз-
чин одержується розчиненням 23,2 г малеїнової кислоти в Н2О, 
додаванням 200 мл 1 M NaOH і розчиненням Н2О до 1 л. 

Склад: 25 мл 0,2 М NaH-малеату + X мл 0,1 M NaOH; 
розвести Н2О до 100 мл. 
 

рН 0,1М NaOH, мл рН 0,1 М NaOH, мл  

5,2   7,2 6,2 33,0 
5,4 10,5 6,4 38,0 
5,6 15,3 6,6 41,6 
5,8 20,8 6,8 44,0 
6,0 26,9   

 
6. Буферні розчини на основі системи "трис (гідроксиме-

тил) амінометан – малеат"; рН 5,4 ÷ 8,4 (23 °С). 
Склад: 25 мл 0,2 М трис-малеату (на 1 л розчину 24,2 г трис + 

+ 23,2 мл малеїнової кислоти) + X мл 0,2 М NaOH; 
розвести Н2О до 100 мл. 
 

рН 0,2 М NaOH, мл рН 0,2 М NaOH, мл 

5,4   5,40 7,0 24,00 
5,6   7,75 7,2 25,50 
5,8 10,25 7,4 27,00 
6,0 13,00 7,6 29,00 
6,2 15,75 7,8 31,75 
6,4 18,50 8,0 34,50 
6,6 21,25 8,2 37,50 
6,8 22,50 8,4 40,50 

 

7. Буферні розчини на основі системи "2-(ІМ-морфоліно)-
етансульфонова кислота (MES) – NaOH", рН 5,4 ÷ 6,8. 
Склад: 25 мл 0,1 М MES (19,523 г/л) + X мл 0,1 М NaOH; 
розвести Н2О до 50 мл. 
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0,1 М NaOH, мл 0,1 М NaOH, мл 
рН 

21 °С 37 °С 
рН 

21 °С 37 °С 

5,4 – 4,4 6,2 10,3 12,0 
5,6 4,6 5,7 6,4 12,9 14,9 
5,8 6,2 7,3 6,6 15,3 16,9 
6,0 8,0 9,4 6,8 17,4 – 

 
8. Розчини за Кларком – Лабсом, рН 5,9 ÷ 8,0 (25 °С). 
Склад: 50 мл 0,1 М КН2РO4 (13,60 г/л) + X мл 0,1 M NaOH; 
розвести Н2O до 100 мл. 
 

pН  0,1 М NaOH, мл pН 0,1 М NaOH, мл 

5,90   4,6 7,00 29,1 
6,00   5,6 7,10 32,1 
6,10   6,8 7,20 34,7 
6,20   8,1 7,30 37,0 
6,30   9,7 7,40 39,1 
6,40 11,6 7,50 40,9 
6,50 13,9 7,60 42,4 
6,60 16,4 7,70 43,5 
6,70 19,3 7,80 44,5 
6,80 22,4 7,90 45,3 
6,90 25,9 8,00 46,1 

 
9. Буферні розчини на основі системи "бікарбонат 

натрію – 5 %СО2", рН 6,0 ÷ 8,0 (37 °С). 
 

рН 

Концентрація NaHCO3 (М 84,02)
у рівновазі з газовою фазою, 

яка містить 5 % СО 2, 
моль/л 

рН 

Концентрація NaHCO3 (М 84,02) 
у рівновазі з газовою фазою, 

яка містить 5 % СО2, 
моль/л 

6,0 5,86 × 10–4 7,2 9,29 × 10–3 
6,2 9,29 × 10–4 7,4 1,47 × 10–2 
6,4 1,47 × 10–3 7,6 2,33 × 10–2 
6,6 2,33 × 10–3 7,8 3,70 × 10–2 
6,8 3,70 × 10–3 8,0 5,86 × 10–2 
7,0 5,86 × 10–3   
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1. Буферні розчини на основі системи "імідазол (гліокса-
лін) – НСl", рН 6,2 ÷ 7,8 (25 °С). 

Імідазол C3H4N2; M 68,08. 
Склад: 25 мл 0,2 М імідазолу (13,62 г/л) + X мл 0,2 М НСl; 
розвести Н2О до 100 мл. 
 

рН 0,2 М НС1, мл рН  0,2 М НС1, мл 

6,2 21,45 7,2 9,30 
6,4 19,90 7,4 6,80 
6,6 17,75 7,6 4,65 
6,8 15,20 7,8 3,00 
7,0 12,15   

 
11. Буферні розчини на основі системи "2,4,6-триметил- 

піридин (2,4,6-колідин) – НСl", рН 6,4 ÷ 8,3. 
2,4,6-триметилпіридин C8H11N; M 121,18. 
Склад: 25 мл 0,2 М 2,4,6-триметилпіридину (24,24 г/л) +  

+ X мл 0,2 М НСl; 
розвести Н2О до 100 мл. 
 

рН рН 

23 °С 37 °С 
0,2 М НС1, 

мл 230C 37 °С 
0,2 М НС1, 

мл 

6,4 6,4 22,50 7,5 7,4 11,25 
6,6 6,5 21,25 7,6 7,5 10,00 
6,8 6,7 20,00 7,7 7,6   8,75 
6,9 6,8 18,75 7,8 7,7   7,50 
7,0 6,9 17,50 7,9 7,8   6,25 
7,1 7,0 16,25 8,0 7,9   5,00 
7,2 7,1 15,00 8,2 8,1   3,75 
7,3 7,2 13,75 8,3 8,3   2,50 
7,4 7,3 12,50    

 
12. Буферні розчини на основі системи "морфолінопропан-

сульфонова кислота (MOPS) – KOH", pH 6,6 ÷ 7,8. 
Склад 25 мл 0,1 М MOPS (20,93 г/л) + Х мл 0,1 M КОН; 
розвести Н2О до 50 мл. 
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0,1 М КOH, мл 0,1 М КOH, мл 
рН 

22 °С 37 °С 
рН 

22 °С 37 °С  

6,4 –   5,8 7,2 11,5 16,4 
6,6 4,8   7,8 7,4 15,0 19,3 
6,8 6,7 10,1 7,6 18,0 21,8 
7,0 8,7 13,0 7,8 20,6 – 

 
13. Буферні розчини на основі системи "трис (гідроксиме-

тил)амінометан) – НСl", рН 7,1 ÷ 8,9 (25 °С). 
C4H11NО3; М 121,14. 
Склад: 50 мл 0,1 М триса (12,114 г/л) + X мл 0,1 М НСl; 
розвести Н2О до 100 мл. 
 

pН 0,1 М НСl, мл pН 0,1 М НСl, мл 

7,10 45,7 8,10 26,2 
7,20 44,7 8,20 22,9 
7,30 43,4 8,30 19,9 
7,40 42,0 8,40 17,2 
7,50 40,3 8,50 14,7 
7,60 38,5 8,60 12,4 
7,70 36,6 8,70 10,3 
7,80 34,5 8,80   8,5 
7,90 32,0 8,90   7,0 
8,00 29,2   

 
14. Буферні розчини на основі системи "N-2-пдроксіетил- 

піперазин-N'-етансульфонова кислота (HEPES) – NaOH", 
рН 7,2 ÷ 8,2. 

Склад: 25 мл 0,1 М HEPES (23,83г/л) + X мл 0,1 М NaOH; 
розвести Н2О до 50 мл. 
 

0,1 М NaOH, мл 0,1 М NaOH, мл 
рН 

21 °С 37 °С 
рН 

21 °С 37 °С 
7,0 –   7,4 7,8 13,7 17,1 
7,2   6,6   9,9 8,0 16,3 19,5 
7,4   8,7 12,3 8,2 18,8  
7,6 11,2 14,6    
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15. Буферні розчини на основі системи "N, N-біс(2-гідрок- 
симетил)гліцин (BICINE) – NaOH", pH 7,9 ÷ 8,9 (22 °С). 

Склад: 25 мл 0,1 М BICINE (16,317г/л) + X мл 0,1 М NaOH; 
розвести Н2О до 50 мл. 
 

0,1 М NaOH, мл 0,1 M NaOH, мл рН 
22 °С 37 °С 

рН 
22 °С 37 °С 

7,7    6,5 8,5 12,7 17,0 
7,9   5,7   8,6 8,7 15,8 19,4 
8,1   7,8 11,0 8,9 18,3  
8,3 10,0 13,9    

 

16. Розчини за Кларком – Лабсом, рН 8,0 ÷ 10,2 (25 °С). 
Склад: 50 мл 0,1 М КСl + Н3ВО3 (на 1 л розчину 7,455г КСl + 

+ 6,184 г Н3ВО3) + X мл 0,1 М NaOH; 
розвести Н2О до 100 мл. 
 

рН 0,1 М NaOH, мл рН 0,1 М NaOН, мл 
8,00   3,9   9,20 26,4 
8,10   4,9   9,30 29,3 
8,20   6,0   9,40 32,1 
8,30   7,2   9,50 34,6 
8,40   8,6   9,60 36,9 
8,50 10,1   9,70 38,9 
8,60 11,8   9,80 40,6 
8,70 13,7   9,90 42,2 
8,80 15,8 10,00 43,7 
8,90 18,1 10,10 45,0 
9,00 20,8 10,20 46,2 
9,10 23,6   

 

17. Буферні розчини на основі системи "гліцин – NaOH", 
рН 8,6 ÷ 10,6 (25 °С). 
Гліцин C2H5NO2; M 75,07. 
Склад: 25 мл 0,2 М гліцину (15,01 г/л) + X мл 0,2 M NaOH; 
розвести Н2О до 100 мл. 
 

рН 0,2 M NaOH, мл рН 0,2 M NaOH, мл 
8,6 2,00   9,6 11,20 
8,8 3,00   9,8 13,60 
9,0 4,40 10,0 16,00 
9,2 6,00 10,4 19,30 
9,4 8,40 10,6 22,75 
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18. Буферні розчини на основі системи "карбонат натрію – 
бікарбонат натрію", рН 9,2 ÷ 10,8. 

Na2CO3 × 10H2O; M 286,2; 0,1 М розчин містить 28,62 г/л. 
NaHCO3; M 84,0; 0,1 М розчин містить 8,40 г/л. 
Склад: X мл 0,1 М Na2CO3 + Y мл 0,1 М NaHCO3. 
 

рН 

20 °С 37 °С 
0,l M Na2CO3, мл 0,1 M NaHCO3, мл 

  9,2   8,8 10 90 
  9,4   9,1 20 80 
  9,5   9,4 30 70 
  9,8   9,5 40 60 
  9,9   9,7 50 50 
10,1   9,9 60 40 
10,3 10,1 70 30 
10,5 10,3 80 20 
10,8 10,6 90 10 

 
19. Буферні розчини на основі системи "борат – NaOH", 
рН 9,3 ÷ 10,7 (25 °С). 
Склад: 50 мл 0,025 М Na2B4O7 × 10H2O (9,525 г/л) + 

+ X мл 0,1 M NaOH; розвести Н2О до 100 мл. 
 

pH 0,l M NaOH, мл 

  9,30   3,6 
  9,40   6,2 
  9,50   8,8 
  9,60 11,1 
  9,70 13,1 
  9,80 15,0 
  9,90 16,7 
10,00 18,3 
10,10 19,5 
10,20 20,5 
10,30 21,3 
10,40 22,1 
10,50 22,7 
10,60 23,3 
10,70 23,8 
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20. Буферні розчини на основі системи "карбонат – NaOH", 
рН 9,7 ÷ 10,9 (25 °С). 

Склад: 50 мл 0,05 М NaHCO3(4,20 г/л) + X мл 0,1 М NaOH; 
розвести Н2Одо 100 мл. 
 

рН 0,l M NaOH, мл 

  9,70   6,2 
  9,80   7,6 
  8,90   9,1 
10,00 10,7 
10,10 12,2 
10,20 13,8 
10,30 15,2 
10,40 16,5 
10,50 17,8 
10,60 19,1 
10,70 20,2 
10,80 21,2 
10,90 22,0 

 
21. Буферні розчини на основі системи "фосфат – NaOH",  
рН 11,0 ÷ 11,9 (25 °С). 
Склад: 50 мл 0,05 М Na2HPO4 (7,10 г/л) + X мл 0,1 М NaOH; 
розвести Н2О до 100 мл. 
 

pН 0,1М NaOH, мл 

11,00   4,1 
11,10   5,1 
11,20   6,3 
11,30   7,6 
11,40   9,1 
11,50 11,1 
11,60 13,5 
11,70 16,2 
11,80 19,4 
11,90 23,0 
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22. Буферні розчини на основі системи "гідроксид на-
трію – хлорид калію", рН 12,0 ÷ 13,0 (25 °С). 

Склад: 25 мл 0,2 М KCl (14,91 г/л) + X мл 0,2 М NаОН; 
розвести H2О до 100 мл. 
 

pH 0,2M NaOH, мл 

12,00   6,0 
12,10   8,0 
12,20 10,2 
12,30 12,8 
12,40 16,2 
12,50 20,4 
12,60 25,6 
12,70 32,2 
12,80 41,2 
12,90 53,0 
13,00 66,0 

 
 

Додаток 6  
 

РОЗЧИНИ ДЛЯ ПРОВЕДЕННЯ 
НАТИВНОГО ЕЛЕКТРОФОРЕЗУ 

В КИСЛИХ УМОВАХ 
 

Розчин А (60 % акриламіду, 0,4 % бісакриламіду); 
На 100 мл – 60 г акриламіду 

0,4 г NN'-метиленбісакриламіду 
39,6 г Н2О. 

 
Розчин Б (43,2 % оцтова кислота, 4 % ТЕМЕД); 
На 100 мл – 43,2 мл оцтової кислоти 

4 мл ТЕМЕДа 
52,8 мл Н2О. 

 
Розчин В (0,4 % персульфат натрію в 10 М сечовині) 
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Готують 10 М розчин сечовини: 
60 г сечовини розчиняють у 50 мл Н2О. Після розчинення до-

водять об'єм розчину до 100 мл. 
40 мг персульфату натрію розчиняють у 10 мл 10 М розчині 

сечовини. 
Розчини А та Б зберігаються за 0 °С, перед використанням 

нагрівають до кімнатної температури. Розчин В необхідно готу-
вати кожного разу новий. 

Розчин для зразків: 
4,8 г сечовини розчиняють у 5 мл деіонізованої води, для кра-

щого розчинення підігрівають розчин на водяній бані до розчинен-
ня сечовини. Після розчинення сечовини додають 1,08 мл концен-
трованої оцтової кислоти та доводять об'єм розчину до 10 мл. 

 
РОЗЧИНИ ДЛЯ ПРОВЕДЕННЯ ДИСК-ЕЛЕКТРОФОРЕЗУ 

В СИСТЕМІ ЛЕМЛІ 
 

Розподільний буфер: 
На 250 мл – 22,7 г трис(гідроксиметил)амінометан 

0,5 г ДСН 
1 мл ТЕМЕД 
рН 8,8 (доводять 2,8М HCl) 

 

Концентрувальний буфер: 
На 100 мл – 3,03 г трис(гідроксиметил)амінометан 

0,2 г ДСН 
0,4 мл ТЕМЕД 
рН 6,8 (доводять 2,8 М HCl) 

 

Розчин Акриламіду (40 %): 
На 100 мл – 40 г Акриламіду 

1,08 г NN'-метиленбісакриламіду 
59 г Н2О 

 

Електродний буфер: 
Трис(гідроксиметил)амінометан – 6 г/л 
Гліцин – 28,8 г/л 
ДСН – 1 г/л 
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Усі розчини фільтрувати! 
 
Розчин персульфату амонію/натрію (1,5 %): 
150 мг персульфату амонію/натрію розчиняють у 10 мл Н2О. 
 
Світло та тепло інактивують розчин! 
 
Фіксатор для електрофореграмм: 
10 % концентрованої оцтової кислоти, 25 % ізопропанолу, 

65 % Н2О. 
 
Барвник для електрофореграмм: 
2,5 г барвника (Куммасі G, R) послідовно розчиняють у 10 мл 

етанолу, 15 мл ізопропанолу, 10 мл концентрованої оцтової кис-
лоти. Після додавання кожного розчинника ретельно перемішу-
ють 20–30 хв. Після цього об'єм розчину доводять до 100 мл. 

 
Буфер для приготування електрофоретичних зразків: 
До 1 мл електродного буфера додають 9 мл деіонізованої во-

ди. До розчину додають 0,2 г ДСН, 0,5 г сахарози, 10 крапель 
розчину бромфенолового синього (до появи стійкого фіолетово-
го забарвлення). Після додавання усіх компонентів, буфер рете-
льно прогрівають на водяній бані при температурі 85–90 °С. 

 
ПОЛІАКРИЛАМІДНІ ГЕЛІ 

ДЛЯ ЭЛЕКТРОФОРЕЗУ В СИСТЕМІ ЛЕМЛІ 
(НА ПЛАСТИНКУ 10 × 10 СМ) 

 

Розподільний гель 
 

Т % 
Cкладові, мл 

5 6 7 8 10 12 15 18 

Розподільний буфер  6  6  6  6  6  6 6 6 

Н2О 4,20 3,90 3,65 3,40 2,85 2,28 1,40 0,50

Розчин акриламіду  1,5  1,8  2,1  2,4  3,0  3,6 4,5  5,4 

Розчин персульфату 0,30 0,30 0,25 0,20 0,15 0,12 0,10 0,10 
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Концентрувальний гель (4 %) 
 

Концентрувальний буфер – 2 мл 
Н2О  – 1,4 мл 
Розчин акриламіду – 0,4 мл 
Розчин персульфату – 0,2 мл 
 

Додаток 7  
 

ВИГОТОВЛЕННЯ РЕАКТИВУ ФОЛІНА 
ДЛЯ ВИЗНАЧЕННЯ ВМІСТУ БІЛКА МЕТОДОМ ЛОУРІ 
 
Фосфорно-вольфрамовий натрій (20 г) і фосфорно-молібде- 

новий натрій (5 г) розчиняють у 140 мл дистильованої води, до-
дають 10 мл 80 %-го розчину ортофосфорної кислоти та 20 мл 
концентрованої соляної кислоти. Одержану суміш кип'ятять 
у колбі зі зворотним холодильником Лібіха протягом 10 год. По-
тім додають 30 г сульфату літію, 10 мл дистильованої води, 
2–3 краплі брому й без зворотного холодильника кип'ятять у ви-
тяжній шафі для видалення брому. Розчин охолоджують, його 
об'єм доводять дистильованою водою до 200 мл і фільтрують. 
Перед роботою суміш розводять удвічі дистильованою водою. 

 
Додаток 8  

 
МЕТОД КIЛЬКIСНОГО ВИЗНАЧЕННЯ ФОСФОРУ 

ЗА ФІСКЕ I СУББАРОУ 
 

Метод грунтується на властивостi фосфорної кислоти та її 
солей у кислому середовищi при наявностi розчину молiбдату 
амонiю утворювати фосфомолiбдат амонiю, який пiд дiєю того 
чи iншого вiдновника перетворюється на забарвлену в синiй 
колiр сполуку, інтенсивнiсть забарвлення якої прямо про-
порцiйна вмiсту фосфатiв. 

Матеріали та реактиви. Тканина або її безбілковий фільт-
рат, концентрована сірчана кислота, фенолфталеїн, 10 %-й роз-
чин їдкого натру, 0,2 %-й розчин аскорбiнової кислоти, висуше-
ний в ексикаторі КН2РО4, молiбденовий реактив (2,5 %-й розчин 
молiбдату амонiю у 5 н. розчинi сiрчаної кислоти – 1,2 г чистого 
молiбдату амонiю розчиняють у 250 мл води, фільтрують і змі-
шують iз 250 мл 10 моль/л розчину сiрчаної кислоти). 
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Обладнання. Фарфорова ступка, мiрнi пробiрки мiсткiстю 
10 мл, піпетки, годинник, фотоелектроколориметр (довжина 
хвилі 680 нм), кювети завтовшки 5 мм або 10 мм. 

 

Хід роботи: 
100–200 мг тканини або 1–2 мл її безбiлкового фiльтрату 

попередньо мiнералiзують (спалюють при наявностi певного 
об'єму концентрованої сірчаної кислоти). Мiнералiзат доводять 
до певного об'єму водою. Алiквотну його частину  переносять 
у мiрнi пробiрки мiсткiстю 10 мл, нейтралізують за фенолфтале-
їном 10 %-вим розчином їдкого натру i додають 1,25 мл 
молiбденового реактиву. Потiм до сумiшi додають 0,5 мл 0,2 %-го 
розчину аскорбiнової кислоти (відновник, готують безпосеред-
ньо перед роботою) i доводять водою до 10 мл. Перемiшують 
i через 10–20 хв фотоелектроколориметрують із червоним 
свiтлофiльтром проти контролю, що містить замість мінераліза-
ту дистильовану воду. Вмiст фосфору в дослiджуванiй пробi 
розраховують за заздалегiдь побудованою стандартною кривою. 

Для побудови калібрувальної кривої готують стандартні 
розчини, що містять 2–25 мкг фосфору. Для цього зважують 
0,1099 г КН2РО4, висушеного в ексикаторі, і розчиняють у 
100 мл води. 1 мл такого розчину містить 250 мкг неорганічного 
фосфору. Розливають розчин у пробірки таким чином, щоб 
у 1 мл містилося (у мгк) 2,5; 5; 7,5; 10; 15; 20; 25. 

Надалі у мірні пробірки об'ємом 10 мл наливають стандартні 
розчини в кількості, що відповідає об'єму мінералізату, внесено-
го в досліджувану пробу, й додають всі потрібні для кольорової 
реакції реактиви. Одночасно готують контрольну пробу. Вміст 
пробірок перемішують і через 10–20 хв фотометрують проти 
контролю. Потім будують калібрувальну криву залежності екс-
тинцій від концентрації фосфору у стандартних розчинах: 

Принцип методу. За цим методом неорганічний фосфор оса-
джують у вигляді неорганічної кальцієвої солі з наступним 
кiлькiсним визначенням фосфору в осадi. 

Матеріали та реактиви. Досліджуємий розчин, концентро-
ваний розчин амiаку, 2,5 %-й розчин хлориду кальцію, 0,5 %-ва 
водна суспензія MgCO3, 2 %-й розчин амiаку, насичений фосфа-
том кальцію, 60 %-й розчин хлорної кислоти, молібденовий реа-
ктив (див. Додаток 8), 
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Додаток 9  
 

Метод Делорі 
 

Обладнання. Центрифужні пробірки, піпетки, годинник, льодя-
на баня, центрифуга, фільтрувальний папір, фотоелектроколори-
метр (довжина хвилі 680 нм), кювети завтовшки 5 мм або 10 мм. 

 

Хід роботи: 
У центрифужнiй пробiрцi певний об'єм дослiджуваного роз-

чину нейтралізують концентрованим розчином амiаку i додають 
ще надлишок 0,2 мл. До лужного розчину добавляють 1 мл 
2,5 %-го розчину хлориду кальцiю і 1 мл 0,5 %-вої водної су-
спензії MgCO3, перемiшують i залишають протягом 30 хв на 
холодi. Пiсля цього пробу центрифугують, надосадову рiдину 
зливають, а осад підсушують у перевернутих догори дном 
центрифужних пробiрках на фiльтрувальному паперi. Потiм 
осад промивають 5 мл 2 %-го розчину амiаку, насиченого фос-
фатом кальцiю, центрифугують і знову пiдсушують, як описано 
вище. Осад розчиняють у 1,1 мл 60 %-го розчину хлорної кисло-
ти, додають 10 мл води, отримують фосфомолiбдатний забарв-
лений комплекс, як описано в додатку 8, об'єм доводять водою 
до 15 мл i через 20–30 хв фотоелектроколориметрують. 
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