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Hydrolazy - peptydazy 
pepsyna i trypsyna.  

Ilościowe oznaczanie białka metodą biuretową 
 

 

Zadanie 1. 

Ilościowe oznaczanie białka metodą biuretową-wykreślanie 

krzywej wzorcowej 

 

Przygotowanie krzywej wzorcowej. 

Przygotować różne rozcieńczenia wzorcowego roztworu białka 

zgodnie z danymi w tabeli. 

 

Nr 

probówki 

Kazeina 

(1 mg/cm3) 

Woda 

Destylowana 
Stężenie Absorbancja 

0 - 1 cm
3
 - 0,000 

1 1,0 cm
3 

- 1%  

2 0,8 cm
3 

0,2 cm
3 

0,8%  

3 0,6 cm
3 

0,4 cm
3 

0,6%  

4 0,4 cm
3 

0,6 cm
3 

0,4%  

5 0,2 cm
3 

0,8 cm
3 

0,2%  

 

 

 Do każdej probówki dodać po 4 cm
3 

odczynnika miedziowego 

i pozostawić w temperaturze pokojowej na 20-25 min. Potem mierzyć 

absorbancję wobec próby 0 (zero odczynnikowa zwana też ślepą) 

przy długości fali 545 min. 

 

Wykreślić krzywą zależności stężenia kazeiny od wartości 

absorbancji. 

 

Zadanie 2 

 Celem zadania jest badanie aktywności pepsyny w różnych 

warunkach  

pH. 

 

Wykonanie oznaczenia 

Do probówek oznaczonych 1, 2, 3, 4 odmierzyć po 2 cm
3
 pepsyny. 

Probówkę nr 4  ogrzać nad palnikiem (inaktywacja pepsyny). 

Do pozostałych probówek dodać: 

 1 -  2 cm3 0,2 mol/dm3 HCl 

 2 -  2 cm3 1 mol/dm3 CH3COOH 

 3 -  2 cm3buforu o pH 7,2  
Następnie do wszystkich 4 probówek dodać niewielką ilość 

włóknika. Próby wstawić do łaźni wodnej o temp. 37°C. 
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Po godzinnej inkubacji obejrzeć próby. 

Podać nr probówki, w której białko uległo strawieniu? 

 

Zadanie 3 

    Celem zadania jest badanie aktywności trypsyny 

 

Wykonanie oznaczenia 

Do 3 probówek wirówkowych oznaczonych 1, 2, 3 odmierzyć po 

1 cm
3
 30% TCA.  

W oddzielnej probówce „A” przygotować układ inkubacyjny 

składający się z 4 cm
3
 1% kazeiny w 0,1 mol/dm

3
 NaHCO3 oraz 1 cm

3
 

trypsyny. Zawartość zmieszać. Po tej czynności natychmiast pobrać 

1 cm
3
 tej mieszaniny do probówki wirówkowej oznaczonej nr 1. 

Pozostałość mieszaniny w probówce „A” inkubować przez 10 min. 

w temp. 37° C. Po 10 min. pobrać po 1 cm
3
 tej mieszaniny do 

probówek wirówkowych nr 2 i 3. Próby 1, 2, 3 odstawić na 10 min. 

a następnie wirować 15 min. z użyciem siły 2 000 x g. 

Po wirowaniu supernatant wylać. 

Do osadu dodać 1 cm
3
 1 mol/dm

3
 NaOH, a po rozpuszczeniu się 

osadu, dodać 4 cm
3
 odczynnika miedziowego. Zawartość  pozostawić 

w temp. pokojowej na około 20 min. W tym czasie przygotować próbę  

„ślepą” ( „O” -  

odczynnikową) – 4 cm
3
 odczynnika miedziowego i 1 cm

3
 wody dest. 

Odczytać absorbancję prób 1, 2, 3  wobec próby „ślepej” przy 

długości fali 540 nm.  

 Zawartość białka w badanym roztworze odczytać z krzywej 

wzorcowej. 

 


