OZNACZANIE ZAWARTOSCI KWASU SJALOWEGO W MATERIALE
BIOLOGICZNYM METODA SPEKTROFOTOMETRYCZNA

Metoda ta polega na tworzeniu barwnych zwigzkéw z rezorcynolem przez pochodne
kwasu sjalowego powstajgce po odwodnieniu przez stezone kwasy. Modyfikacja
polegajgca na utlenianiu kwasu sjalowego kwasem jodowym (VII) (nadjodowy)
powoduje, ze jest to metoda czuta i specyficzna, gdyz w reakc;ji tej nie biorg udziatu

inne zwigzki, takie jak lipidy, aminokwasy i pozostate cukry.

Celem ¢wiczenia jest oznaczenie catkowitej zawartosci kwasu sjalowego w materiale

biologicznym.

APARATURA:

Spektrofotometr UV-VIS

ODCZYNNIKI:

- kwas nadjodowy, rezorcynol, siarczan (VI) miedzi (ll), alkohol tert-butylowy, kwas
sjalowy, woda dejonizowana;

- 0,04M kwas jodowy (VII) otrzymany po rozpuszczeniu 0,45g kwasu nadjodowego w
100 ml wody dejonizowanej,

- odczynnik rezorcynolowy otrzymany w wyniku rozpuszczenia 0,6g rezorcynolu w
roztworze zawierajgcym 60ml 28% HCI, 1 ml 25mM CuSO4 i 39 ml wody destylowane;,
- 95% alkohol tert-butylowy,

- roztwor wzorcowy kwasu sjalowego o stezeniu 20 uymoli/10ml otrzymany poprzez

rozpuszczenie 6,2mg kwasu sjalowego w 10 ml wody dejonizowanej.

WYKONANIE CWICZENIA:

1. Do 250 pl roztworu badanego lub wzorcowego doda¢ 50ul 0,04M kwasu
nadjodowego.

2. Wymieszac¢ ostroznie i inkubowac¢ w tazni lodowej przez 35 min.



3. Po inkubaciji doda¢ 625ul odczynnika rezorcynolowego, wymieszac i pozostawi¢ w
tazni lodowej przez 5 minut, po czym ogrzewac¢ przez 15 minut w temperaturze
100°C.

4. Ochtodzi¢ pod biezgcg wodg i dodaé 625 pl alkoholu tert-butylowego i dobrze
wymieszac.

5. Nastepnie w celu stabilizacji barwy wstawi¢ do tazni wodnej o temperaturze 37°C,
po czym chtodzi¢ do temperatury pokojowej.

6. Dokonac¢ odczytu absorbancji przy dtugosci fali 630 nm. Wartos¢ absorbanciji jest
proporcjonalna do stezenia kwasu sjalowego w zakresie 0,012-0,2 ymole kwasu

sjalowego.

OPRACOWANIE WYNIKOW

1. Wyznaczy¢ krzywg wzorcowg w zakresie 0,012-0,2 ymole kwasu sjalowego.
2. Stezenie kwasu sjalowego w materiale biologicznym wyznaczyé na podstawie
sporzgdzonej krzywej wzorcowej i opisujgcego jg rownania.

3. Przeprowadzi¢ dyskusje otrzymanych wynikow.

WYMAGANIA:
Struktury chemiczne kwasu neuraminowego. Wystepowanie i funkcje biologiczne
kwaséw sjalowych w organizmie. Oznaczanie kwasu sjalowego zmodyfikowang

metodg rezorcynolowg.
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