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Otrzymywanie krzywej wzorcowej heksoz

Cel ¢wiczenia: Wyznaczenie krzywej wzorcowej heksoz (glukozy-fruktozy) do badania aktywnosci
inwertazy.

Zasad metody: Grupy redukujace cukréw prostych uwolnionych podczas hydrolizy sacharozy przez
inwertazg ulegaja utlenieniu pod wptywem kwasu 3,5-dinitrosalicylowego (DNS). W trakcie ogrzewania
zachodzi reakcja oksydacyjno-redukcyjna migdzy cukrami redukujacymi i grupa nitrowa w pozycji 3
kwasu 3,5-dinitrosalicylowego. Po odpowiednim rozcienczeniu woda, absorbancj¢ mierzy si¢ przy 540
nm. Intensywnos$¢ zabarwienia powstajacych zwiazkdéw jest proporcjonalna do zawartosci cukrow w
probie.
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Odczynniki i materialy:

1. 1% kwas 3,5-dinitrosalicylowy (DNS) z 0,4 M NaOH i 1 M winianem sodowo-potasowym.
2. Roztwor wzorcowy glukozy-fruktozy o stezeniu 100 ug/ml (Roztwor A).

3. Laznia wodna (wrzaca).

4. Spektrofotometr.

Wykonanie:
Przygotowac¢ 7 ponumerowanych (0-6) probowek. Doda¢ nastgpujace odczynniki i doktadnie wymieszac:
nr proba Roztwér A woda destylowana DNS
0 odczynnikowa - 1ml 1ml
1 glukoza-fruktoza 100 pg 1ml - 1 ml
2 glukoza-fruktoza 80 pg 0,8 ml 0,2 ml 1ml
3 glukoza-fruktoza 60 pg 0,6 ml 0,4 ml 1ml
4 glukoza-fruktoza 40 ug 0,4 ml 0,6 mi 1ml
5 glukoza-fruktoza 20 ug 0,2 ml 0,8 mi 1ml
6 glukoza-fruktoza 10 ug 0,1 ml 0,9 mi 1ml

Préby inkubowaé 5 minut we wrzacej tazni wodnej. Po ochtodzeniu doda¢ 2,5 ml wody destylowanej i
odczyta¢ absorbancje prob wzorcowych wobec proby odczynnikowej przy dlugosci fali 540 nm, w
kuwecie o grubosci 1 cm. Z kazdej probowki przygotowac 2 kuwety, tak aby pomiaru dokona¢ w 2
powtorzeniach.
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Opracowanie wynikow:

Wyniki absorbancji zanotowaé w tabeli ponizej. Wykresli¢ krzywa zaleznosci absorbancji od zawartosci
heksoz (w pg) w probie. Krzywa wzorcowa zachowac na nastgpne ¢wiczenia.
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glukoza-fruktoza 100 pg

glukoza-fruktoza 80 pg

glukoza-fruktoza 60 pg

glukoza-fruktoza 40 pg

glukoza-fruktoza 20 ug
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glukoza-fruktoza 10 ug
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