Lucrarea de laborator 3
BIOCHIMIE
Experienta 1. Reactia biuretului asupra legaturii peptidice.

Principiul reactiei:

Denumirea provine de la biuret. Solutia puternic alcalind (NaOH) hidrolizeaza peptidele pina la
fragmente ce contin legituri peptidice dupa care aceste grupiri interactioneazi cu ionii de Cu?*
din sulfatul de cupru de culoare albastra, formind complexe colorate de la rosu la violet. Este
necesara prezenta a cel putin trei resturi aminoacidice.
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Fig. 1 Biuret Fig. 2 Principiul reactiei
Mod de lucru:

In doua eprubete cu cite 10 picaturi de solutie | si II ce contin peptide se adauga cite 5 picaturi
solutie NaOH 10% s cite 1 picatura de CuSOs 1%. Se agita.

Concluzie:
Solutia din eprubeta I se coloreazi in /nu se coloreazi, si contine
, 1ar solutia din eprubeta II se coloreaza in /
nu se coloreaza si contine
Solutia din eprubeta nu se coloreaza deoarece
Un exemplu de dipeptida este:
15p

Experienta 2. Reactia Fol asupra aminoacizilor ce contin sulf.

Principiul reactiei:

Prin incalzirea solutiilor proteice in mediu puternic alcalin cu plumbit, lichidul se coloreaza in
brun sau negru. Reactia este conditionata de prezenta in proteina a aminoacizilor ce contin sulf,
care sub influenta alcaliilor se distrug cu formare de sulfura de sodiu:



Plumbitul se formeaza la interactiunea acetatului de plumb cu baza alcalina:
Pb(CH3COO0)2+2NaOH » Pb(ONa)2+2CH3COOH
Sulfura de sodiu reactioneazd cu plumbitul, formind sulfura de plumb de culoare brund sau
neagra:

Na,S+Pb(ONa)2+2H,O — PbS| + 4NaOH

Mod de lucru:

In 2 eprubete se iau cite 10 picaturi de solutie: I — albus de ou, II — proteina vegetala si se adauga
cite 5 picaturi solutie de NaOH 10% si cite o picatura solutie de Pb(CH3COO)2 0,5%. Printr-o
incalzire indelungata lichidul devine brun si se depune un precipitat brun sau negru de sulfura de
plumb.

Concluzie:
Coloratia intensa a solutiei de atestd, cd aceastd proteind este
bogati / siaraca in aminoacizii iar cea slaba a solutiei de

ca in aceasta proteina acesti aminoacizi sunt in cantitate mare / mica.

Exemple de aminoacizi ce contin sulf sunt 1. si 2.
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Experienta 3. Electroforeza ADN in gel de agaroza.

Principiul metodei.

Electroforeza in geluri de agaroza reprezintd metoda standard de analiza a acizilor nucleici.
Deplasarea moleculelor se face in prezenta unui curent electric. Mobilitatea electroforetica este
influentatd de urmatorii factori: concentratia de agaroza, conformatia moleculei de ADN
(monocatenar, bicatenar sau superrasucit), masa moleculard a moleculei, prezenta compusului
fluorescent in gel, tamponul utilizat, tipul de agaroza si voltajul aplicat.
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Fig. 3 Tehnica de separare a acizilor nucleici prin electroforeza orizontala

Tehnica se foloseste pentru determinarea puritatii ADN, verificarea existentei produsilor rezultati
in urma PCR-ului si a lungimii acestor produse sau la analiza fragmentelor rezultate dupa
clivarea enzimatica (cu ajutorul enzimelor de restrictie) a ADN-ului.



Benzile sunt vizualizate cu compusi fluorescenti (bromura de etidiu sau SYBR Green) prin
iradiere cu lumina UV. Pentru facilitarea estimarilor cantitative exista colectii de polimeri
,marcheri de masa moleculara” utilizati pentru etalonarea separarilor.

Probleme:

a) Prin electroforeza in gel de agaroza cu concentratia 1,5% au fost analizate produsele reactiei
PCR cu utilizarea primerilor GSU 1491-1495. La finalizarea migrarii moleculele de ADN au
fost vizualizate cu ajutorul unui transiluminator UV fiind obtinutd imaginea de mai jos.
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Fig. 4. Imaginea gelului de agaroza

Concluzie: Lungimea fragmentului de ADN marcat in desen cu cifra 1 este de pb.
10 p.

b) B-lactoglobulina este una dintre cele mai importante proteine din laptele mamiferelor. Pana
acum au fost descoperite 11 variante genetice care codificd forme diferite ale proteinei [3-
lactoglobulind, expresia acestora influentand calitatea laptelui: Variantele A si B prezintd cel
mai mare interes, deoarece au fost asociate cu performantele de productie a laptelui si de
asemenea cu procesarea eficientd si calitatea acestuia. Exemplarele homozigote BB
furnizeaza un lapte bogat in grasime si in proteine, foarte valoros in procesul de fabricare a
branzeturilor, in timp ce exemplarele homozigote AA dau lapte cu un procent mic de
grasime, dar in cantitate mai mare.

Pentru identificarea alelelor A si B ale genei care codifica B-lactoglobulina la bovine, a fost
extras ADN genomic de la 4 vaci din ferma X, produsul PCR al genei, cu marimea de 262
pb, a fost supus digestiei cu enzima de restrictie Hae III care recunoaste situsul palindromic
format din patru nucleotide GG|CC. Alela A prezinta doua benzi de 153 si 109 pb deoarece



la nivelul fragmentului amplificat exista un situs de restrictie Hae III. Alela B prezinta trei
benzi de 109, 79 si respectiv 74 pb datoritd prezentei mutatiei punctiforme (T/C) care
genereazd un nou situs de restrictie. Dacd se foloseste separarea prin electroforeza in gel de
agaroza standard, benzile de 79 si 74 pb migreaza impreuna, si nu pot fi clar separate si
evidentiate.

In rezultatul electroforezei fragmentelor de restrictie a fost obtinuti urmétoarea imagine:

Fig. 5 Electroforeza produsilor de restrictie. 1 — martor negativ; 2-5 —probele cercetate; 6 —
fragment care nu a fost supus restrictiei; 7 — marcher de masa molecularad 50 bp (Promega).

Tn imaginea de mai sus:

genotipul AA corespunde probei cu nr.
genotipul BB corespunde probei cu nr.
genotipul AB corespunde probei cu nr.

Care genotip este cel mai optim din punct de vedere economic? De ce?
Raspuns: deoarece

Ce sfat veti oferi fermierului In cauza vizavi de strategia reproducerii bovinelor in ferma sa?
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