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Kolorymetryczne oznaczanie biatek metoda biuretowg

Wstep

Metoda polega na oznaczaniu natezenia barwy, powstatej w wyniku wytworzenia zwigzkéw kompleksowych biatek z
jonami miedzi (1) w Srodowisku zasadowym, z maksimum absorpcji przy 540 nm.

Intensywno$¢ barwy w reakcji biuretowej jest proporcjonalna do liczby wigzan peptydowych. Zalezno$¢ ta jest
wykorzystywana do iloéciowego oznaczania biatek. Czutoé¢ metody — 0,1 mg/cm?, zakres 0,1-15 mg/cm?>.

Metoda biuretowa nie nadaje sie do oznaczania biatek w obecnosci soli amonowych, gdyz jon amonowy daje réwniez
barwne kompleksy z jonami miedzi (). W reakcji przeszkadza takze siarczan (VI) magnezu, poniewaz wytracajg sie trudno
rozpuszczalny wodorotlenek magnezu maskujacy wtasciwg barwe.

Metodyka
Odczynniki:

1. Rozwor standardowy albumin — 10 mg/cm® w 0,9 % NaCl.
a. z doktadnoscig do 0,1 mg odwazy¢ albuminy bydlecej odpowiednig do uzytej kolby miarowej, zapisaé
nawazke mg,
b. przenies¢ do kolby miarowej i uzupetni¢ ,,do kreski” 0,9 % NaCl. tagodnie miesza¢, nie dopusci¢ do
spienienial
2. Odczynnik biuretowy: 1.5 g CuSO, x 5H,0, 6,0 g winianu sodowo-potasowego rozpusci¢é w 500 cm® wody
destylowanej w kolbie miarowej na 1 dm®. Nastepnie matymi porcjami, stale mieszajac, doda¢ 300 cm® 10% NaOH
i uzupetni¢ do objetosci 1 dm® woda destylowana. Doda¢ 2 g KI. Odczynnik jest stabilny w temperaturze
pokojowej przez co najmniej 6 miesiecy.

Wykonanie krzywej standardowej

W probdéwkach przygotowac roztwory zgodnie z tabelg, przygotowac kazdy punkt pomiarowy w 3 powtdrzeniach:

Nr probowki 1 2 3 4 5 6
Stezenie albuminy [mg/cm’] 2 4 6 8 10 0
Roztwor standardowy [cma] 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 -
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Nr probowki 1 2 3 4 5 6
Woda destylowana [cms] 0,4 0,3 0,2 0,1 - 0,5
Odczynnik biuretowy [cm’] 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0
Ay
A,
A540 nm
A;
Aérednia

Réwnolegle wykonaé pomiar w prébach surowicy (nieznanych). Przed przygotowaniem odpowiednich préb surowice
rozcienczy¢ 10x, a nastepnie postepowac zgodnie z tabelg, zapisa¢ wyniki.

Nr préby A B C D E F
Rozcienczenie x20 x20 x20 x10 x10 x10
Roztwor surowicy [cms] rozcleficzony 10x 0,25 0,25 0,25 0,5 0,5 0,5
Woda destylowana [cms] 0,25 0,25 0,25 - - -
Odczynnik biuretowy [cm®] 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0
A540 nm

Po uptywie 30 minut zmierzy¢ absorbancje przy dtugosci fali 540 nm w jednorazowych kuwetach plastikowych. Pomiar
wykonaé wzgledem proby zerowej niezawierajacej biatka (probdwka 6, tabela 1). Zapisa¢ wyniki w tabeli.

Opracowanie wynikow

Na podstawie otrzymanych wynikéw obliczyé Srednie z pomiardw, obliczyé odchylenie standardowe pomiaréw. Na
wykresie zaleznosci absorbancji od stezenia probek umiesci¢ wszystkie punkty pomiarowe, wartos¢ s$rednig oraz
odchylenie standardowe dla wartosci $rednie;j.

Wykresli¢ krzywa kalibracyjna (ze wszystkich punktéw pomiarowych), do obliczen przyjg¢ wartos¢ srednig punktow
pomiarowych:

- uwzgledniajac tylko punkty pomiarowe

- wymuszajac punkt (0,0)

- dla kazdej krzywej wyznaczy¢ réwnie (umiescic¢ na wykresie)
Obliczy¢ stezenie prébek nieznanych:

- dla kazdej z otrzymanych krzywych niezaleznie

- obliczy¢ btad oznaczenia w przypadku kazdej krzywej.
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Metoda Bradforda Odczynnik roboczy [cm®] 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0
A,
A595nm AZ
WStQP Aérednia
W metodzie tej wykorzystano zdolno$¢ wigzania barwnika Coomassie Brilliant Blue G-250 z biatkiem. Wigzanie to ma
charakter oddziatywan elektrostatycznych. Btekit brylantowy Coomassie G-250 w kwasnym srodowisku ma zabarwienie Réwnolegle wykonaé pomiar w prébach surowicy (nieznanych). Przed przygotowaniem odpowiednich préb surowice
brunatne, ktére po reakcji z biatkiem zmienia sie na btekitne. Wigze sie z tym zmiana maksimum absorpcji z 465 nm na rozcienczy¢ 1000x, a nastepnie postepowac zgodnie z tabelg, zapisa¢ wyniki.
595 nm. Natezenie barwy jest proporcjonalne do zawartosci biatka w roztworze. Czuto$é metody wynosi 20 ug/cm? (0,02 _
3 3 Nr préby A B C D E F
mg/cm®), zakres 20 — 1200 pg/cm”.
Zaletami tej metody s3: prostota, szybkos¢ oznaczen oraz duza czuto$é, jak Na' e x2000 x2000 x2000 x1000 x1000 x1000
réwniez  mata  wrazliwo$¢ na  obecno$¢  réinych  zwigzkéw o Roztwér surowicy [cm?] 025 025 025 05 05 05
. . - ., .. | PN ’ ’ ’ 0 1 'y
przeszkadzajacych.  Oznaczenia mozna wykonywa¢ w  obecnosci o0=s=0 o CHy -
powszechnie stosowanych buforéw, EDTA, Mg”, zwigzkéw tiolowych Woda destylowana [cm’] 0,25 0,25 0,25 - - -
. . 3 e
(merkaptoetanol o stezeniu 1 mol/dm?®), sacharozy i glicerolu. Odczynnik roboczy [cm’] 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0
Wada metody sg réznice w wigzaniu barwnikéw przez rézne biatka. Procz HC N Chy NH A
tego niektore detergenty, takie jak sol sodowa siarczanu dodecylu (SDS) czy \@[ /©/ sasnm
Triton X-100 dajg w potaczeniu z barwnikiem dodatkowy zaktécajacy kolor. o c
Zwigzki te przeszkadzajg w uzyskaniu miarodajnych wynikéw. Zaktocenia - - Roztwory doktadnie wymiesza¢, unikajgc spienienia, a nastepnie po 15 minutach ale przed uptywem 60 minut, wykona¢
wynikajace przez niewielkg ilos¢ detergentu mozna wyeliminowac uzywajac pomiar wobec préby zerowej nie zawierajacej biatka (probdwka 6, tabela 1) przy dtugosci fali 595 nm. Zapisa¢ wyniki w
odpowiednich préb kontrolnych. tabeli.
N.
CHs
Opracowanie wynikow
Metodyka Na podstawie otrzymanych wynikéw obliczy¢é $rednie z pomiardw, obliczyé odchylenie standardowe pomiaréw. Na
Odczynniki wykresie zaleznosci absorbancji od stezenia probek umiesci¢ wszystkie punkty pomiarowe, wartos¢ srednig oraz

odchylenie standardowe dla wartosci $rednie;j.

1. Roztwdr podstawowy barwnika: 100 mg Coomassie Brilliant Blue G-250 rozpusci¢ w 50 cm® 95% etanolu, doda¢
Wykresli¢ krzywa kalibracyjna (ze wszystkich punktéw pomiarowych), do obliczen przyjg¢ wartos¢ srednig punktow

100 cm’® 85% kwasu ortofosforowego i objeto$¢ mieszaniny uzupeti¢ woda destylowang do 200 cm®. Roztwér
pomiarowych:

podstawowy przechowywany w temperaturze 2-8°C, w butelce z ciemnego szkfa jest trwaty przez co najmniej
miesigc. - uwzgledniajac tylko punkty pomiarowe
2. Roztwor roboczy barwnika: przed uzyciem 1 objetos¢ roztworu podstawowego rozciericzy¢ 4 objetosciami wody

destylowanej. Roztwér roboczy przechowywany w temperaturze 2-8°C, w butelce z ciemnego szkta jest trwaty - wymuszajac punkt (0,0)

przez maksymalnie 2 tygodnie. - dla kazdej krzywej wyznaczy¢ réwnie (umiesci¢ na wykresie)
3. Roztwér standardowy albumin: 100 pug/cm? (0,5 mg/cm?®) w 0,9 % NaCl.
Obliczy¢ stezenie probek nieznanych:

- dla kazdej z otrzymanych krzywych niezaleznie
W probdéwkach przygotowac roztwory zgodnie z tabela:

- obliczy¢ btad oznaczenia w przypadku kazdej krzywej.

Nr préby 1 2 3 4 5 6
Stezenie albuminy [pg/cm’] 20 40 60 80 100 0
Poréwnac¢ wyniki oznaczania stezenia préb nieznanych metodg biuretowa oraz Bradford.
Roztwor standardowy [cma] 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 -
Woda destylowana [cm’] 0,4 0,3 0,2 0,1 - 0,5
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