4. Oznaczanie stezenia biatka metoda Bradforda

Biatka nalezg do podstawowych biopolimerow wchodzacych w sktad komoérki. Zmiany stezenia
biatek kontrolujg procesy metaboliczne komorki. Oznaczenie st¢zenia biatka umozliwia réwniez
okreslenie wartosci energetycznej spozywczych produktow biatkowych. Odczynnik Bradforda
uzywany jest do okreslenia stezenia biatka. Procedura oznaczenia st¢zenia bialek wykorzystuje
zjawisko tworzenia si¢ kompleksu pomiedzy barwinkiem (Brilliant Blue G) a biatkami. Kompleks
biatko-barwnik powoduje przesunigcie dlugosci fali odpowiadajgcej maksimum absorpcji barwnika
z 465 do 595 nm. Wartos¢ absorbancji jest proporcjonalna do stezenia biatka. Jako wzorzec biatka
stosuje si¢ albumine bydleca. Liniowa zalezno$¢ absorbancji od stezenia lezy w zakresie st¢zenia
biatka 0,1-1,4 mg/mL.

Odczynniki i sprzet:

Probki biatka o nieznanym stezeniu (np. mleko)

Roztwor wzorcowy biatka o stgzeniu 1 mg/mL

Odczynnik Bradforda

1% roztwor kwasu octowego

Proboéwki zwykte szklane oraz wirowkowe

Pipety miarowe automatyczne: 20-200 ul oraz 200-3000 pl
Wiréwka

Kuwety pomiarowe plastikowe

Spektrofotometr UV-Vis
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Wykonanie doswiadczenia:

1. Do probowki wiréwkowej z 5 mL lekko ogrzanego mleka doda¢ powoli, mieszajac, 2 mL 1%
kwasu octowego. Wytracony osad kazeiny odwirowa¢ przy 5000 RPM przez 5 min. Supernatant
wykorzysta¢ do iloSciowego oznaczenia sumarycznej zawartosci globulin i albumin w mleku.

2. Roztwoér wzorcowy biatka o znanym stezeniu poczatkowym (1 mg/mL) rozcienczy¢ woda
destylowang w taki sposob, aby otrzymac¢ po 0,1 mL rozcienczonych roztworéw wzorca 0
stezeniach pokazanych w tabeli ponizej (kolumna 4).

Nr probowki  Objetos¢ odczynnika Bradforda  Objeto$¢ roztworu bialtka Stezenie roztworu biatka

1 0,5mL 0,1 mL (woda destylowana) 0 mg/mL
2 0,5 mL 0,1 mL (roztwor wzorca) 0,25 mg/mL
3 0,5 mL 0,1 mL (roztwor wzorca) 0,50 mg/mL
4 0,5 mL 0,1 mL (roztwor wzorca) 0,75 mg/mL
5 0,5 mL 0,1 mL (roztwor wzorca) 1,00 mg/mL
6 0,5 mL 0,1 mL (nieznana probka) X mg/mL

3. W 6 suchych probowkach umiesci¢ po 0,5 mL odczynnika Bradforda i doda¢ jak najszybciej po
0,1 mL roztworu biatka zgodnie z opisem umieszczonym w tabeli powyzej. Delikatnie
wymieszac¢ zawarto$¢ kazdej probowki i inkubowaé w temperaturze pokojowej przez 20 min.

4. Po inkubacji, przy pomocy spektrofotometru UV-Vis (lub czytnika ptytek), zmierzy¢ na ptytce
absorbancje probek przy A=595 nm (lub 620 nm). Nanosi¢ 200 pL roztworu do studzienki.
Kazde rozcienczenie nanie$¢ 2-krotnie na ptytke. Kompleks biatko-barwnik jest trwaty przez 60
minut. Ptytki nalezy ptuka¢ alkoholem.

5. Na podstawie uzyskanych wynikoéw, wykresli¢ krzywg wzorcowa. Od warto$ci absorbancji dla
kazdej probki nalezy odja¢ warto$¢ absorbancji proboéwki nr 1 (tylko odczynnik Bradforda). Z
krzywej odczyta¢ stezenie biatka w nieznanej probce (proboéwka nr 6). Okresli¢c sumaryczng
zawarto$¢ globulin 1 albumin w mleku.

Zakres materiatu:

Metody oznaczania st¢zenia biatek, budowa i funkcje biatek, wigzanie peptydowe, aminokwasy
(wzory, skroty jednoliterowe i trzyliterowe); podziat biatek: fibrylarne, globularne, proste, ztozone,
struktury przestrzenne biatek i oddziatywania, ktore je stabilizuja; Spektrometria UV-Vis



