Oznaczanie ilosciowe biatek - poréwnanie metod
Streszczenie

Réznorodnosé metod spektrofotometrycznych i wiedza na ich temat pozwala badaczowi
dobra¢ odpowiednig metode do pomiaru biatek uwzgledniajgc specyficznos¢ prébki i wyeliminowac
czynniki zaktdcajace pomiar. Artykut przedstawia najpopularniejszych siedem metod identyfikacji
biatek.

Stowa kluczowe: analiza jakosciowa i iloSciowa biatek, metody spektroskopowe identyfikujace
biatka, pomiar w ultrafiolecie, pomiar w ultrafiolecie wg Whitakera i Granuma, metoda Bradford,
metoda Lowry, metoda Bensadouna i Weinsteina, metoda biuretowa, oznaczanie BCA

Wprowadzenie

Znanych jest wiele metod badania obecnosci i ilosci biatek w prébkach, wiekszos$¢ z nich opiera
sie na spektrofotometrii, wykorzystujgcej specyficzne wtasnosci biatek. Metody réznig sie miedzy
sobg czutoscig, zakresem detekcji, a wptyw na wynik ma wiele substancji wystepujgcych dodatkowo
w badanych prébkach. Techniki wykonania poszczegdlnych metod sg proste, mimo to badacze
uzyskujg nie poprawny wyniki stosujgc jedng (czesto ,ulubiong”) metode do wszystkich probek.

Oznaczanie biatka metodg pomiaru absorbancji w ultrafiolecie [1]

Metoda ta polega na wykorzystaniu pochtaniania swiatta przy dtugosci fali A=280nm przez
aminokwasy aromatyczne np. tyrozyny i tryptofanu, ktére wystepujg w biatkach. Doswiadczenia
dowodzg, iz liczba aminokwasow odpowiadajgca za absorbancje przy tej dtugosci fali jest zblizona dla
wszystkich biatek enzymatycznych. Substancjami zaktécajgcymi sg kwasy nukleinowe, ktdrych
maksimum absorpcji jest zblizone A=260nm. W prébkach zawierajacych obie substancje stosuje sie
metode Warburga i Christiana, gdzie pomiary wykonuje sie pomiary przy obu dtugosciach a stosunek
obu wartosci absorbancji okresla sie literg F, ktéra jest mnoznikiem rzeczywistej wartosci absorbancji
przy 280nm (Rédwnanie 1, 2).
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Wartosci F sg state i odczytuje sie je z tabeli. Szczegéty metody zawarte sg w literaturze [2]

Warto$¢ iloczynu to stezenie biatka wyrazone w [mgxcm™]. Inny badacz (Kalckar) stwierdzit, iz
wiarygodniejszy wynik dostaje sie, gdy od wartos¢ wspdétczynnika F odejmuje sie od absorbancji
uzyskanej przy 280nm [3].
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Oznaczanie biatka metoda pomiaru absorbancji w ultrafiolecie wg Whitakera i Granuma [1]

Metoda ta polega na pomiarze absorbancji przy dwdch dtugosciach A=235nm i A=280nm, a
stezenie biatka wylicza sie z réwnania 4:
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Gdzie:

2,51 — jest rdznicg pomiedzy Srednimi wartosciami absorbancji przy A=235nm (3,89+0,59) i
A=280nm (1,38+0,62) dla 0,1% roztwordw biatek [4].

Metoda ta posiada wiele zalet: mozna stosowac jg bez uzycia wzorca, kwasy nukleinowe nie
przeszkadzajg przy pomiarach, na jednej prébie mozna wykona¢ pomiaru przy obu dtugosciach fali.
Nalezy jednak pamietaé, iz metoda ta nie jest czutg metods.

Metoda Bradford

Metoda Melanii M. Bradford wykorzystuje fakt wigzania biatka przez barwnik Coomassie
Brillant Blue (CBB) G-250. Pomiar odbywa sie przy A=595nm po zwigzaniu barwnika z biatkiem.
Natezenie barwy jest proporcjonalne do zawartosci biatka w roztworze. Metode stosuje sie do
detekcji biatka w zakresie 20-1200ug biatka/ml. Czuto$¢ metody wynosi 20 pg biatka/ml [5]. Wiecej
informacji na temat metody mozna znalez¢ w literaturze [6].

Metoda biuretowa [7]

Metoda ta  wykorzystuje obecnos¢ wigzan  peptydowychw  rozmaitych zwigzkach
organicznych, gtéwnie w biatkach i peptydach. Warunkiem koniecznym jest wystepowanie co
najmniej dwdch wigzan peptydowych bezposrednio obok siebie lub przedzielonych nie wiecej niz
jednym atomem wegla. Test biuretowy polega na dodaniu do analizowanej mieszaniny roztworu
silnej zasady oraz siarczanu miedzi(ll). Jezeli w roztworze obecne s3 zwigzki zawierajgce bliskie
wigzania peptydowe, to roztwdr zmienia barwe z niebieskiej na fioletowg (A=540nm). Jest to
spowodowane powstawaniem anionowych zwiazkéw kompleksowych, w ktérych jon Cu®'jest
kompleksowany przez minimum dwie grupy peptydowe (Rysunek 1). W przypadku
wystepowania dimeréw aminokwaséw, w ktorych wystepuje tylko jedno wigzanie peptydowe uktad
zabarwia sie na r6zowo. Wolne aminokwasy nie zmieniajg barwy roztworu.
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Rysunek 1 Kompleks biuretowy

Test moze by¢ stosowany zaréwno w analizie jakosciowej, jak iiloSciowej. W tym drugim
przypadku wykorzystuje sie liniowg zalezno$¢ zmiany barwy od stezenia protein, a w rzeczywistosci
od liczby podwdjnych wigzan peptydowych. Czutoéé metody 0,1 mgxcm™, zakres 0,1 — 15 mgxcm™.
Oznaczeniu przeszkadzaja: sole amonowe (dajg barwne kompleksy z jonami miedzi) oraz siarczan (VI)
magnezu (przechodzi w nierozpuszczalny wodorotlenek magnezu, ktéry maskuje wtasciwg barwe)



Metoda Lowry i wsp. [8]

W metodzie tej wykorzystuje sie dwie odrebne reakcje: reakcje aminokwaséw
aromatycznych z odczynnikiem Folina oraz reakcje jondw miedzi(ll) z wigzaniami peptydowymi
(reakcja biuretowa). W pierwszym etapie metody Lowry'ego zachodzi reakcja pomiedzy biatkiem
(doktadnie atomami azotu wigzania peptydowego) a siarczanem miedzi i cytrynianem sodu
w $rodowisku zasadowym, co prowadzi do powstania kompleksu miedzi (Cu®) i biatka. Skutkiem tego
jest redukcja jonédw miedzi do jonéw Cu®*. W kolejnym etapie, po dodaniu do mieszaniny reakcyjnej
odczynnika Folina-Ciocalteu (kompleksu kwaséw fosfomolibdenowego (Mo®) i fosfowolframowego
(W®)). Aminokwasy aromatyczne redukuja te jony do tzw. Btekitu molibdenowo-wolframowego, co
przejawia sie zmiang barwy roztworu na niebieskg. Zmiana barwy jest proporcjonalna do ilosci
komplekséw miedziowo-biatkowych. Zalety metody: niskie koszty, tatwos¢ wykonania pomiaru.
Metoda ta od wielu lat jest najczesciej spotykang procedurg okreslania zawartosci protein
W nieznanej probce. Pomiar wykonuje sie przy A=750nm, aby otrzymac wiarygodny wynik nalezy
stworzy¢ krzywa kalibracyjng. Do obliczen wykorzystuje sie tzw. Wspdtczynnik kalibracji, ktéry oblicza
sie na podstawie wzoru (Réwnanie 5):

biatka w prébie
W = ug p

Adlawzorca

Metoda Bensadouna i Weinsteina [9]

Metoda ta jest zmodyfikowanym oznaczeniem biatek metodg Lowrego, wykorzystuje réwniez
reakcje opisane powyzej, jednak do pomiaru przygotowuje sie prébke poprzez wytrgcenie biatka 5%
roztworem kwasu trichlorooctowego w obecnosci dezoksycholanu sodu co umozilwia pomiar biatka
przy poczatkowym jego zanieczyszczeniu zwigzkami: Triton, sacharoza, glicerol, tris, siarczan (VI)
amonu, fenole, glicyna, Tricine itp. Pomiar wykonuje sie przy 660nm rowniez uwzgledniajac
wspotczynnik kalibracji.

Oznaczanie ilosciowe biatka z kwasem bis-cynchoninowym (BCA)

Metoda ta jest kolejng modyfikacjg reakcji biuretowej. Kwas bicinchoninowy tworzy z jonami
miedziowymi stabilny kompleks, ktdry maksimum absorbancji posiada przy A=562 nm. Metoda ta ma
czutos$¢ i zakres poréwnywalny do metody Lowr’ego. Podobnie jak pozostate metody oparte na
reakcji biuretowej metoda ta wrazliwa jest na obecnos¢ zwigzkéw redukujgcych np. kwasu
askorbinowego. Zasadniczo polega na reakcji redukcji jonédw Cu** do Cu* w alkalicznym $rodowisku
poprzez sktadniki biatek (cysteina, tryptofan i inne).
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