ZAGADNIENIA DO CWICZEN LABORATORYJNYCH Z ENZYMOLOGII I CHEMII
BIALEK DLA STUDENTOW III ROKU BIOTECHNOLOGII MEDYCZNE]

Cwiczenie 1. SPEKTROFOTOMETRYCZNE OZNACZANIE STEZENIA BIALKA.

Charakterystyka spektralna biatka w zakresie Swiatla ultrafioletowego
Zasada metody

Obecnos¢ w biatkach aminokwaséw aromatycznych (tyrozyny i tryptofanu) oraz wigzan
peptydowych powoduje, Ze zwiagzki te absorbujg $wiatto ultrafioletowe. Wigzania peptydowe absorbuja
Swiatto w zakresie 210-230 nm, a aminokwasy aromatyczne $wiatto o dtugosci 280 nm. Obecnos¢
maksimum absorpcji w zakresie bliskiego ultrafioletu (okoto 280 nm) wynika z wtasciwosci
spektralnych przede wszystkim reszt tryptofanu oraz tyrozyny i w mniejszym stopniu fenyloalaniny.
Maksimum absorpcji w zakresie dalekiego ultrafioletu (ponizej 230 nm) to efekt wystepowania w
biatkach wigzan peptydowych. Intensywno$¢ absorbowania $wiatta w ultrafiolecie zalezy zaréwno od
sktadu aminokwasowego, jak i struktury biatka. Faldowanie istotnie wptywa na aktywnos$¢ optyczng
reszt aminokwasowych, dlatego kazde biatko posiada indywidualne widmo charakterystyczne dla
danego pH i sity jonowej. Poza charakterystycznymi maksimami absorpcji w ultrafiolecie biatka ztoZone
posiadajgce grupy chromoforowe posiadaja dodatkowe maksima absorpcji w zakresie $wiatta

widzialnego.

Wykonanie:

Sporzadzi¢ widmo dla 0,1% roztwordw albuminy surowicy bydlecej, owoalbuminy i cytochromu ¢ w
zakresie 220-300 nm wobec 0,9% NaCl.
Poréwnac charakterystyki spektralne badanych biatek.

Oznaczanie steZenia biatka metoda Bradforda

Zasada metody

Biekit brylantynowy (Coomassie Brilliant Blue G-250) wiaze sie z biatkami za pomocg wigzan jonowych
i hydrofobowych, reagujac gtéwnie z resztami Arg oraz w mniejszym stopniu z resztami His, Lys, Tyr,
Trp i Phe. Barwnik ten w Srodowisku kwasowym ma zabarwienie brunatne, natomiast jego kompleks z
biatkiem - niebieskie. Wigze sie z tym zmiana maksimum pochtaniania z 465 nm do 595 nm). Natezenie
barwy jest proporcjonalne do stezenia biatka w roztworze.

Zakres metody: 1-10 ug



Odczynniki:
- odczynnik Bradforda

- standardowy roztwor biatka: albumina o stezeniu 0,05 mg/ml

-0.9% NaCl

Wykonanie

1. Ze standardowego roztworu biatka o stezeniu 0,05 mg/ml przygotowac serie rozcieficzen do
wykonania krzywej kalibracyjnej w stezeniach: 1, 2, 4, 6, 8 i 10 pg/ml. Préby wzorcowe
rozcienczy¢ 0,9% NaCl, a koncowa objeto$¢ prob wzorcowych powinna wynosi¢ 0,5 ml.

2. Do probéwek o obj. 2 ml odmierzy¢ po 0,5 ml roztworu badanego biatka (préba badana), roztwordow
wzorcowych biatka o stezeniu 1-10 pg/ml (préby wzorcowe) oraz 0,9% NaCl (préba $lepa), a nastepnie
do kazdej doda¢ po 0,5 ml odczynnika Bradforda.

3. Proby wymieszac i inkubowac 5 minut w temp. pokojowe;j.

4. Odczyta¢ absorbancje prob badanych i prob wzorcowych wobec préby $Slepej przy A= 595 nm.

5. WyKkresli¢ krzywa wzorcowg i odczytaé wartosc¢ stezenia préoby badane;j.

Uwaga!
Barwnik Coomassie Brilliant Blue G-250 ma tendencje do przylegania do $cian kuwety, dlatego najlepiej

uzywac kuwet polistyrenowych.

Oznaczanie stezenia biatka metoda Lowrego
Instrukcja do oznaczania biatka metoda Lowrego jest dostepna w Skrypcie do ¢wiczen laboratoryjnych

z biochemii dla studentow Wydziatu Farmaceutycznego z Odziatem Medycyny Laboratoryjnej pod red.

L. Weglarz, str. 53-54.

Zagadnienia do ¢wiczenia:

e Struktura i wtasciwoSci wigzania peptydowego.

e Poziomy organizacji taficucha polipeptydowego w biatkach (wigzania chemiczne stabilizujace
struktury) - struktura I-, II-, IlI- i IV-rzedowa.

o Wiasciwosci fizykochemiczne biatek.

e Metody iloSciowego oznaczania biatek (metoda oznaczania w UV, metoda Bradforda, metoda
Lowrego).

Teoretyczne przygotowanie do zaje¢ laboratoryjnych wedlug powyzszych zagadnien umozliwia
podrecznik: SKRYPT DO CWICZEN LABORATORYJNYCH Z BIOCHEMII pod redakcjg prof. Ludmily
Weglarz



