Количественное определение белка биуретовым методом  

Определение концентрации белка проводят при изучении, выделении и очистке белков; в промышленности в процессе получения ферментов, пищевых белков, белковых лекарственных препаратов.
Существует много различных методов количественного определения белков. Среди них широкое распространение получили колориметрические методы, основанные на способности белков давать окрашенные комплексы с рядом реактивов (цветные реакции). Среди этих методов наиболее распространены биуретовый метод и его модификация (метод Лоури).
Цель работы
Освоить работу фотоэлектроколориметра (ФЭК). Научиться строить стандартные калибровочные кривые. Определить содержание белка в пробе с неизвестной концентрацией.
Принцип метода
Биуретовый метод основан на образовании окрашенного в фиолетовый цвет комплексного соединения азота, входящего в состав пептидных связей белка, с ионами двухвалентной меди в щелочной среде (биуретовая реакция). Интенсивность развивающейся окраски раствора прямо пропорциональна концентрации белка и определяется фотометрически. Для количественного определения белка измеряют интенсивность окраски стандартных растворов белка с известной концентрацией (величину оптической плотности Д.т). По полученным данным строят график зависимости оптической плотности окрашенных растворов от концентрации в них белка (стандартную калибровочную кривую). На оси ординат всегда откладывают величину О как функцию от задаваемых значений.
Измеряют оптическую плотность Вх окрашенного раствора с неизвестной концентрацией белка и по стандартной кривой определяют в нем концентрацию белка. В качестве стандартного раствора белка обычно используют раствор сывороточного альбумина.
Ход работы
1. Приготовьте биуретовый реактив из исходного концентрата (медь сернокислая - 120 ммоль/л, калий йодистый - 300 ммоль/л, калий - натрий виннокислый - 320 ммоль/л, гидроксид натрия - 3 моль/л) и разведите его перед работой непосредственно перед работой в соотношении 1:19.
2. Приготовьте растворы трех концентраций:
- 0 мг/мл;
- 20 мг/мл;
- 30 мг/мл.
3. В три пробирки внесите растворы в соответствии с таблицей 4.3, перемешайте и инкубируйте в течение 30 мин при комнатной температуре.
Таблица 4.3 – Этапы количественного определения белка
	Реактивы и этапы
	Контроль
	Стандартный раствор белка
	Раствор неизвестного белка, мг/мл

	

	

	0 мг/мл
	20 мг/мл
	30 мг/мл
	


	Раствор  яичного альбумина, мл
	-
	0,2
	0,2
	0,2
	0,2

	Н2О, мл
	0,2
	-
	-
	-
	-

	Биуретовый реактив, мл
	5
	5
	5
	5
	5



4. Проведите фотоэлектроколориметрию против Н2О при длине волны = 545 нм и толщине кюветы 1 см и определите величину оптической плотности Д.т для каждого раствора.
5. Постройте калибровочную кривую зависимости оптической плотности окрашенных растворов от концентрации в них белка. На оси ординат всегда откладывают величину О как функцию от задаваемых значений.
6. Измерьте оптическую плотность раствора с неизвестной концентрацией белка и по стандартной кривой и определите в нем концентрацию белка.
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