3. HAFTA

KANTITATIF PROTEIN TAYINLERI
Kantitatif bitret reaksiyonu
Lowry yontemi

Bikinkoninik asit yontemi
Bradford yontemi
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Kantitatif bitiret reaksiyonu
20 mg/mL duyarlikta calisan bir yontemdir.

Alkali kosullarda Cu2+ iyonlarinin amonyum,aminoasitler,
peptidler, proteinler ve biluretler gibi amonyumlu bilesiklerle
mavi-mor renkli kompleks olusturmasi esasina dayanir.

Protein ve peptidlerde iki peptid bagi olusumuna katilan 4 azot
atomu ile bitret ayiracindan gelen Cu2+nin renkli kompleks
olusturmasi s6z konusudur. Olusan bu kompleks 540-560 nm
dalga boyunda azami absorbans verir.

Biliret bilesigi yapi olarak peptid bagina benzer bir maddedir
ve Cu2+iyonlar ile proteinlerin verdigi reaksiyona benzer bir
renkli kompleks olusturur. Bu nedenle kullanilan yonteme
Biliret Yontemi, kullanilan ¢ozeltiye de Biliret Ayiraci adi verilir.
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https://www.thermofisher.com/tr/en/home/life-science/protein-biology/protein-biology-learning-
center/protein-biology-resource-library/pierce-protein-methods/chemistry-protein-assays.html
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ey -~ yontemi

Alkali ortamda bakir iyonu (Cu+2 ) proteinlerdeki peptid
baglar ile bir kompleks olusturur ve bakir indirgenir.
Indirgenmis bakir ve proteinlerin yan zincirinde yer alan
tirozin, triptofan ve sistein aminoasitleri Folin-Fenol
reaktifini indirgeyerek renk olusumuna neden olur. Renk

siddeti protein konsantrasyonu ile dogru orantilidir ve 660
nm’de spektrofotometrik olarak 6lculir.
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Protein 7+ Protein-Cul+ . .
(Peptide bonds) + Cu ﬁ Complex + Folin-Ciocalteu

http://butterflyandbiotech.blogspot.com.tr/2013/10/lowry-assay-principle-and-procedure.html



ikinkoninik asit

* Diger protesn tayin tekniklerine nispeten yeni bir tekniktir.
* Rekatif olarak bikinkoninik asit (BAC) kullanilir.

* Bu yontem alkali ortamdaki bitret reaktifiyle indirgenen bakir katyonlarinin BCA ile
indirgenmesi esasina dayanir. Olusan renkli kompleks 562 nm’de o6lgulir.

yontemi
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http://www.qcbio.com/pierce/23221.htm
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Bradford yontemi

* Mavi renkli kompleksin tesekkilli icin kantitatif olarak tayin edilen protein
ornegindeki amino asit bilesimi (6zellikle arjinin gibi bazik amino asitler ve
aromatik amino asitler) muihimdir.Reaksiyon esasi, olusan renkli
kompleksin 595 nm dalga boyunda maksimum absorbans vermesidir.
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http://www.qcbio.com/pierce/23236.htm



