4. Oznaczanie @tenia biatka metaglBradforda

Biatka nalea do podstawowych biopolimerow wchagych w sktad komorki. Zmiany @tenia
biatek kontroluj procesy metaboliczne komérki. Oznaczenigzestia biatka umdiwia réwniez
okreslenie wartdci energetycznej spgwczych produktéw biatkowych. Odczynnik Bradforda
uzywany jest do okrdenia stzenia biatka. Procedura oznaczeniezehia biatek wykorzystuje
zjawisko tworzenia sikompleksu pongdzy barwinkiem (Brilliant Blue G) a biatkami. Konghs
biatko-barwnik powoduje przesuwutie dtugaci fali odpowiadajcej maksimum absorpcji barwnika
z 465 do 595 nm. Warté absorbancji jest proporcjonalna dezsnia biatka. Jako wzorzec biatka
stosuje si albumirg bydleca. Liniowa zalenos¢ absorbancji od stenia ley w zakresie gtenia
biatka 0,1-1,4 mg/m

Odczynniki i sprzt:

Prébki biatka o nieznanymegieniu (np. mleko)
Roztwér wzorcowy biatka o gteniu 1 mg/m

Odczynnik Bradforda

1% roztwdr kwasu octowego

Probowki zwykte szklane oraz wirdbwkowe

Pipety miarowe automatyczne: 20-200raz 200-300Qul
Wiréwka

Kuwety pomiarowe plastikowe

Spektrofotometr UV-Vis

ykonanie déwiadczenia:
Do probowki wirowkowej z 10 mlekko ogrzanego mleka dodlaowoli, mieszajc, 4 m. 1%
kwasu octowego. Wydcony osad kazeiny odwirowagrzy 5000 RPM przez 5 min. Supernatant
wykorzysta& do ilosciowego oznaczenia sumarycznej zawanitglobulin i alobumin w mleku.
2. Roztwor wzorcowy biatka o znanymegéniu pocatkowym (1 mg/m) rozcieaczy¢ woda
destylowan w taki sposob, aby otrzymdgpo 0,1 m rozcieaiczonych roztwordéw wzorca o
stezeniach pokazanych w tabeli peej (kolumna 3).
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Nr probéwki  Obj etosé odczynnika Bradforda Objetosé roztworu biatka Stezenie roztworu biatka

1 2m 0,1 m (woda destylowana) 0 mg/m
2 2m 0,1 m (roztwér wzorca) 0,25 mgim
3 2m 0,1 m (roztwdr wzorca) 0,50 mgim
4 2m 0,1 m. (roztwdr wzorca) 0,75 mgim
5 2m 0,1 m (roztwér wzorca) 1,00 mgim
6 2m 0,1 m. (nieznana prébka) X mgim

3. W 6 suchych probéwkach und@¢ po 2 m. odczynnika Bradforda i dodgak najszybciej po
0,1 m. roztworu biatka zgodnie z opisem umieszczonym wWweliapowyej. Delikatnie
wymiesz& zawartd¢ kazdej probdwki i inkubowaw temperaturze pokojowej przez 20 min.

4. Po inkubacji, przy pomocy spektrofotometru UV-Vigmierzyt w kuwecie plastikowej
absorbangj probek przyA=595 nm. Kompleks biatko-barwnik jest trwaty przé@ minut.
Absorbancja poszczegélnych prébek powinn& bgnierzona w jak najkrotszych oesach
czasu. Kuwety mneidzy pomiarami mgna ptuk& metanolem. Kuwety myje gzanurzajc je na
kilka godzin w 0,1 M roztworze HCI.

5. Na podstawie uzyskanych wynikow, wykli€ krzywa wzorcows. Od wartdci absorbancji dla
kazdej probki naley odja¢ wartas¢ absorbancji probowki nr 1 (tylko odczynnik Bradfay. Z
krzywej odczytéa skzenie biatka w nieznanej probce (probowka nr 6). ik sumarycza
zawartd¢ globulin i alboumin w mileku.

Zakres materiatu:
Metody oznaczaniagtenia biatek, budowa i funkcje biatek,amanie peptydowe.



