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Kolorymetryczne oznaczanie białek metoda biuretową 

 

 

Wstęp 

Metoda polega na oznaczaniu natężenia barwy, powstałej w wyniku wytworzenia związków kompleksowych białek z 
jonami miedzi (II) w środowisku zasadowym, z maksimum absorpcji przy 540 nm. 

Intensywność barwy w reakcji biuretowej jest proporcjonalna do liczby wiązań peptydowych. Zależność ta jest 
wykorzystywana do ilościowego oznaczania białek. Czułość metody – 0,1 mg/cm3, zakres 0,1-15 mg/cm3. 

Metoda biuretowa nie nadaje się do oznaczania białek w obecności soli amonowych, gdyż jon amonowy daje również 
barwne kompleksy z jonami miedzi (II). W reakcji przeszkadza także siarczan (VI) magnezu, ponieważ wytrącają się trudno 
rozpuszczalny wodorotlenek magnezu maskujący właściwą barwę. 

 

Metodyka 

Odczynniki: 

1. Rozwór standardowy albumin – 10 mg/cm3 w 0,9 % NaCl.  
a. z dokładnością do 0,1 mg odważyć albuminy bydlęcej odpowiednią do użytej kolby miarowej, zapisać 

naważkę _______,____ mg, 
b. przenieść do kolby miarowej i uzupełnić „do kreski” 0,9 % NaCl. Łagodnie mieszać, nie dopuścić do 

spienienia! 
2. Odczynnik biuretowy: 1.5 g CuSO4 x 5H2O, 6,0 g winianu sodowo-potasowego rozpuścić w 500 cm3 wody 

destylowanej w kolbie miarowej na 1 dm3. Następnie małymi porcjami, stale mieszając, dodać 300 cm3 10% NaOH 
i uzupełnić do objętości 1 dm3 wodą destylowaną. Dodać 2 g KI. Odczynnik jest stabilny w temperaturze 
pokojowej przez co najmniej 6 miesięcy. 

 

Wykonanie krzywej standardowej 

W probówkach przygotować roztwory zgodnie z tabelą, przygotować każdy punkt pomiarowy w 3 powtórzeniach: 

Nr probówki 1 2 3 4 5 6 

Stężenie albuminy [mg/cm3] 2 4 6 8 10 0 

Roztwór standardowy [cm3] 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 - 

 

Strona 2 z 4 

 

Nr probówki 1 2 3 4 5 6 

Woda destylowana [cm3] 0,4 0,3 0,2 0,1 - 0,5 

Odczynnik biuretowy [cm3] 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 

A540 nm 

A1       

A2       

A3       

Aśrednia       

 

Równolegle wykonać pomiar w próbach surowicy (nieznanych). Przed przygotowaniem odpowiednich prób surowicę 
rozcieńczyć 10x, a następnie postępować zgodnie z tabelą, zapisać wyniki.  

Nr próby A B C D E F 

Rozcieńczenie X20 X20 X20 X10 X10 X10 

Roztwór surowicy [cm3] rozcieńczony 10x 0,25 0,25 0,25 0,5 0,5 0,5 

Woda destylowana [cm3] 0,25 0,25 0,25 - - - 

Odczynnik biuretowy [cm3] 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 

A540 nm       

 

Po upływie 30 minut zmierzyć absorbancję przy długości fali 540 nm w jednorazowych kuwetach plastikowych. Pomiar 
wykonać względem próby zerowej niezawierającej białka (probówka 6, tabela 1). Zapisać wyniki w tabeli. 

 

Opracowanie wyników 

Na podstawie otrzymanych wyników obliczyć średnie z pomiarów, obliczyć odchylenie standardowe pomiarów. Na 
wykresie zależności absorbancji od stężenia próbek umieścić wszystkie punkty pomiarowe, wartość średnią oraz 
odchylenie standardowe dla wartości średniej. 

Wykreślić krzywą kalibracyjną (ze wszystkich punktów pomiarowych), do obliczeń przyjąć wartość średnią punktów 
pomiarowych: 

- uwzględniając tylko punkty pomiarowe 

- wymuszając punkt (0,0) 

- dla każdej krzywej wyznaczyć równie (umieścić na wykresie) 

Obliczyć stężenie próbek nieznanych: 

- dla każdej z otrzymanych krzywych niezależnie 

- obliczyć błąd oznaczenia w przypadku każdej krzywej. 
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Metoda Bradforda 

 

 

Wstęp 

W metodzie tej wykorzystano zdolność wiązania barwnika Coomassie Brilliant Blue G-250 z białkiem. Wiązanie to ma 
charakter oddziaływań elektrostatycznych. Błękit brylantowy Coomassie G-250 w kwaśnym środowisku ma zabarwienie 
brunatne, które po reakcji z białkiem zmienia się na błękitne. Wiąże się z tym zmiana maksimum absorpcji z 465 nm na 
595 nm. Natężenie barwy jest proporcjonalne do zawartości białka w roztworze. Czułość metody wynosi 20 µg/cm3 (0,02 
mg/cm3), zakres 20 – 1200 µg/cm3. 

Zaletami tej metody są: prostota, szybkość oznaczeń oraz duża czułość, jak 
również mała wrażliwość na obecność różnych związków 
przeszkadzających. Oznaczenia można wykonywać w obecności 
powszechnie stosowanych buforów, EDTA, Mg2+, związków tiolowych 
(merkaptoetanol o stężeniu 1 mol/dm3), sacharozy i glicerolu. 

Wadą metody są różnice w wiązaniu barwników przez różne białka. Prócz 
tego niektóre detergenty, takie jak sól sodowa siarczanu dodecylu (SDS) czy 
Triton X-100 dają w połączeniu z barwnikiem dodatkowy zakłócający kolor. 
Związki te przeszkadzają w uzyskaniu miarodajnych wyników. Zakłócenia 
wynikające przez niewielką ilość detergentu można wyeliminować używając 
odpowiednich prób kontrolnych. 

 

 

Metodyka 

Odczynniki 

1. Roztwór podstawowy barwnika: 100 mg Coomassie Brilliant Blue G-250 rozpuścić w 50 cm3 95% etanolu, dodać 
100 cm3 85% kwasu ortofosforowego i objętość mieszaniny uzupełnić woda destylowaną do 200 cm3. Roztwór 
podstawowy przechowywany w temperaturze 2-8°C, w butelce z ciemnego szkła jest trwały przez co najmniej 
miesiąc.  

2. Roztwór roboczy barwnika: przed użyciem 1 objętość roztworu podstawowego rozcieńczyć 4 objętościami wody 
destylowanej. Roztwór roboczy przechowywany w temperaturze 2-8°C, w butelce z ciemnego szkła jest trwały 
przez maksymalnie 2 tygodnie. 

3. Roztwór standardowy albumin: 100 µg/cm3 (0,5 mg/cm3) w 0,9 % NaCl. 

 

W probówkach przygotować roztwory zgodnie z tabelą: 

Nr próby 1 2 3 4 5 6 

Stężenie albuminy [µg/cm3] 20 40 60 80 100 0 

Roztwór standardowy [cm3] 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 - 

Woda destylowana [cm3] 0,4 0,3 0,2 0,1 - 0,5 
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Odczynnik roboczy [cm3] 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 

A595 nm 

A1       

A2       

Aśrednia       
 

Równolegle wykonać pomiar w próbach surowicy (nieznanych). Przed przygotowaniem odpowiednich prób surowicę 
rozcieńczyć 1000x, a następnie postępować zgodnie z tabelą, zapisać wyniki.  

Nr próby A B C D E F 

Rozcieńczenie X2000 X2000 X2000 X1000 X1000 X1000 

Roztwór surowicy [cm3] 0,25 0,25 0,25 0,5 0,5 0,5 

Woda destylowana [cm3] 0,25 0,25 0,25 - - - 

Odczynnik roboczy [cm3] 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 

A595 nm       

 

Roztwory dokładnie wymieszać, unikając spienienia, a następnie po 15 minutach ale przed upływem 60 minut, wykonać 
pomiar wobec próby zerowej nie zawierającej białka (probówka 6, tabela 1) przy długości fali 595 nm. Zapisać wyniki w 
tabeli. 

 

Opracowanie wyników 

Na podstawie otrzymanych wyników obliczyć średnie z pomiarów, obliczyć odchylenie standardowe pomiarów. Na 
wykresie zależności absorbancji od stężenia próbek umieścić wszystkie punkty pomiarowe, wartość średnią oraz 
odchylenie standardowe dla wartości średniej. 

Wykreślić krzywą kalibracyjną (ze wszystkich punktów pomiarowych), do obliczeń przyjąć wartość średnią punktów 
pomiarowych: 

- uwzględniając tylko punkty pomiarowe 

- wymuszając punkt (0,0) 

- dla każdej krzywej wyznaczyć równie (umieścić na wykresie) 

Obliczyć stężenie próbek nieznanych: 

- dla każdej z otrzymanych krzywych niezależnie 

- obliczyć błąd oznaczenia w przypadku każdej krzywej. 

 

Porównać wyniki oznaczania stężenia prób nieznanych metodą biuretową oraz Bradford. 


