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Streszczenie

Różnorodność metod spektrofotometrycznych i wiedza na ich temat pozwala badaczowi dobrać
odpowiednią metodę do pomiaru białek uwzględniając specyficzność próbki i wyeliminować czynniki
zakłócające pomiar. Artykuł przedstawia najpopularniejszych siedem metod identyfikacji białek.

Wprowadzenie

Znanych jest wiele metod badania obecności i ilości białek w próbkach, większość z nich opiera się
na spektrofotometrii, wykorzystującej specyficzne własności białek. Metody różnią się między sobą
czułością, zakresem detekcji, a wpływ na wynik ma wiele substancji występujących dodatkowo
w badanych próbkach. Techniki wykonania poszczególnych metod są proste, mimo to badacze
uzyskują nie poprawny wyniki stosując jedną (często „ulubioną”) metodę do wszystkich próbek.

Oznaczanie białka metodą pomiaru absorbancji w ultrafiolecie [1]

 Metoda ta polega na wykorzystaniu pochłaniania światła przy długości fali λ=280nm przez
aminokwasy aromatyczne np. tyrozyny i tryptofanu, które występują w białkach. Doświadczenia
dowodzą, iż liczba aminokwasów odpowiadająca za absorbancję przy tej długości fali jest zbliżona
dla wszystkich białek enzymatycznych. Substancjami zakłócającymi są kwasy nukleinowe, których
maksimum absorpcji jest zbliżone λ=260nm. W próbkach zawierających obie substancje stosuje się
metodę Warburga i Christiana, gdzie pomiary wykonuje się pomiary przy obu długościach a stosunek
obu wartości absorbancji określa się literą F, która jest mnożnikiem rzeczywistej wartości
absorbancji przy 280nm (Równanie 1, 2).

Cały artykuł do pobrania poniżej:
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