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Kwasy nukleinowe

Zadanie 1. Ekstrakcja RNA z drozdzy

Celem zadania jest wyekstrahowanie RNA z komdérek drozdzowych
i identyfikacja poszczegdlnych skltadnikéw nukleotydu.

Homogenizacja drozdzy i ekstrakcja kwasu RNA. Odwazy¢ 5 g,
przeniesé Jje do mozdzierza. Doda¢ réwna ilosé pyiru szklanego
homogenizowaé¢, rozcierajac zawartosé pistlem przez okolo 5 min.
Nastepnie doda¢ do otrzymanej mieszaniny 2,5 cm?® 2 mol/dm? NaCl i
rozciera¢ ja dalej przez okolo 3 min.

Uzyskana zawiesine przenies$é¢ do szklanej diugiej probdwki i
wytrzasa¢ intensywnie przez 10 min.

Homogenna mieszanine wstawi¢ do tazni wodnej o temp. 90°C na
7 min., ciagle mieszajac bagietka. Po upitywie tego czasu probdwke
ochtodzié¢ ostroznie pod biezZzaca woda 1 przela¢ jej zawartosé do
probdéwki wirdwkowe7.

Wirowa¢ w wirdwce laboratoryjnej przez 15 min.

Otrzymany supernatant przela¢ do probdéwki wirdwkowej 1
dodawa¢ do niego kroplami 60% kwas chlorowy (VII) w objetos$ci 3
cm3. Odstawi¢ na 15 min. Po tym czasie zawartos$¢ probdéwki wirowacd
w wirdwce laboratoryjnej przez 15 min.

Supernatant odrzucié¢, a otrzymany osad RNA rozpusécié w 6 cm?
wody destylowanej 1 przela¢ do diugiej probdwki.

Hydroliza otrzymanego RNA. Do rozpuszczonego osadu powoli
dodawa¢ 3 cm?® 5 mol/dm3 H»S0s 1 odstawi¢ na 30 min. W otrzymanym
hydrolizacie wykona¢ préby na obecno$é pentoz, fosforu i =zasad
azotowych.

Zadanie 2. Oznaczanie poszczegdélnych skitadnikéw RNA

Celem zadania Jjest oznaczanie poszczegdlnych sktadnikéw
nukleotydu dla potwierdzenia sktadu RNA. Wyniki zanotowaé¢ w
tabeli.

Wykrywanie pentoz. Do 1 cm® kwasnego hydrolizatu z zadania 1
doda¢ 1 cm?® odczynnika Tollensa ewentualnie Biala. Prdbe ostroznie
ogrza¢ nad palnikiem.

W celu wykrycia pozostatych sktadnikéw hydrolizat
zobojetnié, dodajac ok. 2 cm® 2 mol/dm3 NHs.aq.
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Wykrywanie fosforu. Do 1 cm® zasadowego hydrolizatu dodawacd
0,5 cm3 stez. HNO3 i 1 cm® molibdenianu amonu. Ogrzaé¢ ostroznie
nad palnikiem az do =zagotowania mieszaniny 1 utrzymywaé Ja w
stanie wrzenia przez okoito 3 min.

Wyrywanie zasad azotowych. Do 2cm?® zasadowego hydrolizatu
doda¢ 5 kropli 0,1 mol/dm3® AgNOs przy stalym mieszaniu. Nastepnie
doda¢ okoto 1 cm® 2 mol/dm® NHs.aqg. Zasady purynowe tworza
nierozpuszczalne w roztworze amoniaku sole srebrowe 1 wytracaja
sie.

Prdéba Wynik

Wykrywanie pentoz

Wykrywanie fosforu

Wyrywanie zasad purynowych
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