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Badanie obecnosci wigzan peptydowych w biatkach
(reakcja biuretowa)

Glutation to przyktad tripeptydu, ktéry daje pozytywny wynik testu biuretowego.
Zrédto: GroMar Sp. z 0.0., licencja: CC BY-SA 3.0.

Biatka to gtowne sktadniki zywnoSci. Sg one niezbednymi elementami dla prawidlowego
funkcjonowania catego organizmu. Zawarto$c biatka w produktach spozywczych jest
jednym z czynnikow okreslajacych ich wartos¢ odzywcza. Wskazane dzienne spozycie
danego sktadnika stanowi warunek zachowania dobrego stanu zdrowia. Informacje o ilosci
biatek w danym produkcie mozna znaleZ¢ na etykiecie produktu. Okreslenie zawartosci
sktadnikow odzywczych w zywnosSci wykonuje si¢ poprzez proste testy chemiczne

w laboratorium. Czy wiesz jak?

Twoje cele

» Scharakteryzujesz reakcje charakterystyczne dla biatek.
» Opiszesz sposob zachodzenia reakcji biuretoweji ksantoproteinowe;j.
» Zaprojektujesz doswiadczenie na wykrycie wigzania peptydowego w probkach

pozywienia.




Przeczytaj

Istnieje wiele testow chemicznych pozwalajacych na wykrycie obecnosci biatka

w pozywieniu. Mozna je podzieli¢ na dwa rodzaje: testy jakosciowe i iloSciowe. Testy

ilosciowe okreslaja ilo$¢ biatka w badanej probce - odpowiadajg na pytanie ,,ile?”.
Natomiast testy jakoSciowe okreslaja wystepowanie lub brak biatek w zywnosci.

Metoda biuretowa

Ta metoda pozwala na wykrycie wigzania amidowego (peptydowego) w biatkach.
Warunkiem koniecznym do zaj$cia reakcji jest wystepowanie co najmniej dwoch

wigzan peptydowych, czyli w reakcji tej nie mozemy wykry¢:

e aminokwasow (ktore nie zawierajg wigzania peptydowego),

o dipeptydow (ktore zawierajga jedno wigzanie peptydowe).

Metoda wzieta swojg nazwe od biuretu — dimeru mocznika, ktory jest najprostszym

zwigzkiem dajacym pozytywny wynik.
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Wzor strukturalny biuretu - dimeru mocznika z zaznaczonymi na pomaranczowo wigzaniami

amidowymi (peptydowymi).
Zrédto: GroMar Sp. z 0.0., licencja: CC BY-SA 3.0.

Wiazania peptydowe reagujg z jonami miedzi(II) w roztworze o odczynie zasadowym.
W tym celu do roztworu biatka mozna dodac¢ siarczan(VI) miedzi(Il) (CuSOy)
z wodorotlenkiem sodu (NaOH) lub wodorotlenkiem potasu (KOH).

-

BIALKO BIALKO + CuSQO, + NaOH

Schemat reakcji biuretowej. Po dodaniu odczynnikow powstaje zwigzek kompleksowy z jonami

miedzi(II) i grupami amidowymi (peptydowymi).



Zrédto: GroMar Sp. z 0.0., licencja: CC BY-SA 3.0.
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Wzor strukturalny kompleksu peptydu z jonem miedzi(Il) z zaznaczonymi na pomarafnczowo

wigzaniami donorowo-akceptorowymi
Zrédto: GroMar Sp. z 0.0., licencja: CC BY-SA 3.0.

Wigzanie donorowo-akceptorowe to rodzaj wigzania chemicznego, w ktorym wigzgca

para elektronowa pochodzi tylko od jednego atomu (w tym przypadku azotu —N).

Wyrdznia sie:

e donora - dawce wolnej pary elektronowej - w tym przypadku jest to atom azotu
z grupy —NH;

e akceptora - jon metalu bedacy biorca pary elektronowej - jon miedzi (Cu®").
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Reakcja biuretowa. Im wigksza intensywnosc¢ fioletowej barwy roztworu, tym wigksza ilo$¢ wigzan
peptydowych w badanej probie
Zrédto: GroMar Sp. z 0.0., licencja: CC BY-SA 3.0.

Powstajacy zwigzek kompleksowy ma fioletowa barwe, a jego intensywnosc jest
wprost proporcjonalna do iloSci wigzan peptydowych w badanej probce. Jest to
reakcja kolorymetryczna. To znaczy, ze jezeli w roztworze obecne sg zwigzki
zawierajace bliskie wigzania amidowe (peptydowe), to roztwor zmienia barwe

z niebieskiej na fioletowg. Jest to spowodowane powstawaniem anionowych
zwigzkéw kompleksowych, w ktérych jon Cu?" jest kompleksowany przez minimum
dwie grupy peptydowe. W przypadku wystepowania dimerow aminokwasow,

w ktorych jest tylko jedno wigzanie peptydowe, uklad zabarwia si¢ na rézowo. Wolne
aminokwasy nie zmieniajg barwy roztworu. Test moze by¢ stosowany zarowno

w analizie jakoSciowej, jak i iloSciowej. W tym drugim przypadku wykorzystuje si¢
liniowg zalezno$¢ zmiany barwy od stezenia protein, a w rzeczywistosci od liczby
podwojnych wigzan peptydowych. W oznaczeniu przeszkadzaja: sole amonowe (daja
barwne kompleksy z jonami miedzi) oraz siarczan(VI) magnezu (przechodzi

w nierozpuszczalny wodorotlenek magnezu, ktory maskuje wiasciwg barwe).

W ten sposOb mozna obliczy¢ stezenie
biatka w badanym roztworze. Zmianeg
zabarwienia okres$la si¢ za pomocyg
spektrofotometru, ktory mierzy ilo$¢
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Swiatla pobieranego przez probke. Na
ilustracji po lewej stronie jest
przedstawiony spektrofotometr do

pomiaru barwy.

Zdjecie spektrofotometru
Zrédto: Dr. Reiner Diiren, licencja: CC BY-SA 3.0.

Ciekawostka

Reakcje biuretowg opisal w 1857 roku Gustaw Piotrowski, polski fizjolog i rektor
Uniwersytetu Jagiellonskiego w Krakowie. Od jego nazwiska nazywana byla

odczynem Piotrowskiego.

Reakcja biuretowa jest powszechnie wykorzystywana w laboratoriach
diagnostycznych. Za jej pomoca okresla si¢ obecnos¢ biatek w ptynach ustrojowych,
np. krwi. Ponadto mozna rowniez zbada¢ wystepowanie protein w moczu, dzigki

czemu mozna sie dowiedzie¢ o nieprawidtowym dzialaniu nerek.

Istniejg rozne metody, ktore umozliwiajg wykrycie konkretnych aminokwaséw w dane;j
probce. Przykladowo: te, ktore w swojej budowie posiadajg siarke - daja pozytywny
wynik reakcji cystynowej. Nie sg to jednak reakcje charakterystyczne jedynie dla biatek.
Liczne testy chemiczne wykonywane w laboratoriach okres$lajg rodzaj oraz ilos¢ biatek
w pozywieniu. Wykorzystuje si¢ je przy produkcji zywnosci. Takie informacje miedzy

innymi utatwiaja planowanie zroéznicowanych positkow.

Stownik

testy jakosciowe




metody badawcze, ktore nie okreslaja parametrow liczbowych, tylko sposob

zachodzenia zjawisk, ich przyczyny lub skutki

testy ilosciowe

metody badawcze okresSlajace parametry liczbowe badanych zjawisk

zwigzek kompleksowy

zwigzek chemiczny, ktory sktada sie z atomu lub jonu centralnego oraz

otaczajacych go ligandow, zwiazanych ze soba za pomoca wigzania

koordynacyjnego

pierscien aromatyczny

cykliczny weglowodor aromatyczny

wigzania amidowe (peptydowe)

wigzania wystepujace pomiedzy grupa aminowg —NHo> a grupa karbonylowa
—COOH w biatkach

wigzanie donorowo-akceptorowe

wigzanie chemiczne, w ktorym wolna para elektronowa pochodzi tylko od jednego

atomu. Wyroéznia si¢ dawce pary elektronowe;j i jej biorce

Bibliografia
Doonan S., Zawadzki Z., Biatka i peptydy, Warszawa 2008.

Klyszejko-Stefanowicz L., Cwiczenia z biochemii, 2003,

Stryer L., BergJ. M., Tymoczko J. L., Molekularny wzor zycia. Czesc 1.
Biochemia, Warszawa 2009, wyd. 4.



Wirtualne laboratorium - S




Laboratorium 1

Jak sprawdzi¢, czy w biatku jajka kurzego znajduja sie wigzania amidowe (peptydowe)?
Przeprowadz eksperyment w laboratorium chemicznym. W formularzu zapisz problem
badawczy, zweryfikuj hipoteze, uzupetnij obserwacje i wyniki, a nastepnie sformutu;j

whioski.

Reakcja otrzymywania wodorotlenku miedzi(II)
Reakcja biatka jaja kurzego ze Swiezo strgconym wodorotlenkiem miedzi(II)
Reakcja biatka jaja kurzego z 20% roztworem wodorotlenku potasu

Reakcja biatka jaja kurzego z 20% roztworem siarcznu(VI) miedzi(II)

Szafa laboratoryjna

Zrédto: GroMar Sp. z 0.0., licencja: CC BY-SA 3.0.

Problem badawczy:

Uzupetnij

Hipoteza:
Sprzet laboratoryjny i odczynniki chemiczne:

Uzupetnij

Instrukcja wykonania:

Uzupetnij

Obserwacje:



Uzupetnij

Wyniki i wnioski:

Uzupetnij



Sprawdz sie

Pokaz ¢wiczenia: O ) @

Cwiczenie 1

Woybierz i zaznacz reakcje, dzieki ktérej wykrywa sie obecnos$¢ wigzan amidowych
(peptydowych) biatka.

() Reakcja cystynowa.

() Metoda biuretowa.

() Proba ksantoproteinowa.

Cwiczenie 2

Zaznacz odczynniki wykorzystywane w metodzie biuretowe;j.

) HNO,

() CuSO4

(] NaOH




Cwiczenie 3

Zaznacz wzor strukturalny biuretu:

OH

NH,
HO

Zrédto: GroMar Sp. z 0.0., licencja: CC BY-SA 3.0.



Cwiczenie 4 C
Zaznacz wigzania peptydowe.
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Zrédto: GroMar Sp. z 0.0., licencja: CC BY-SA 3.0.

Cwiczenie 5 O
Zdecyduj, czy zdania sg prawdziwe, czy fatszywe.

Prawda Fatsz

Zwigzek kompleksowy w metodzie biuretowej powstaje
z jonami miedzi(III).

Biuret to trimer mocznika.
W metodzie biuretowej biatka barwig sie na fioletowo.

Intensywnos¢ zabarwienia jest odwrotnie proporcjonalna
doilosci biatka w prébce.

O OO
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Cwiczenie 6 O

Wymien odczynniki, ktére beda Ci potrzebne do przeprowadzenia reakcji biuretowej (podaj
nazwe oraz wzér sumaryczny zwigzkoéw chemicznych).

Odpowiedz zapisz w zeszycie, zréb zdjecie, a nastepnie umiesc je w wyznaczonym miejscu.

Zaloguj sie, aby doda¢ ilustracje.




Cwiczenie 7 ®

Narysuj schemat reakcji biuretowej. Podpisz, co znajduje sie w probéwkach i zanotuj barwe
ich zawartosci.

Odpowiedz zapisz w zeszycie do lekcji chemii, zrob zdjecie, a nastepnie umiesc je

W wyznaczonym polu.

Zaloguj sie, aby dodac ilustracje.




Cwiczenie 8 O

Zaprojektuj doswiadczenie na wykrycie biatka w pozywieniu. W tym celu masz do wyboru
nastepujace odczynniki: NaOH, CuSQOy, roztwor biatka, wode, zmielone mieso z kurczaka,
roztwor jajka kurzego, mleko sojowe. Pamietaj o prébie badawczej i probie kontrolnej.

Analiza doswiadczenia: Badanie obecnosci wigzan amidowych (peptydowych) w roztwérze

biatka, zmielonym miesie z kurczaka, roztworze jajka kurzego, mleku sojowym.

Problem badawczy:

Hipoteza:

Sprzet laboratoryjny i odczynniki chemiczne:

Instrukcja wykonania:

Obserwacje:




Wyniki i wnioski:




Dla nauczyciela

Scenariusz zajec

Autor: Justyna Mikotajczyk

Przedmiot: chemia

Temat: Badanie obecnosci wigzan peptydowych w biatkach (reakcja biuretowa)

Grupa docelowa: Il etap edukacyjny, liceum, technikum, zakres podstawowy i rozszerzony;
uczniowie Il etapu edukacyjnego - ksztalcenie w zakresie podstawowym i rozszerzonym

Podstawa programowa:
Zakres podstawowy
XIX. Biatka. Uczen:

4) projektuje i przeprowadza doswiadczenie pozwalajgce na identyfikacje biatek (reakcja
biuretowa i reakcja ksantoproteinowa).

Zakres rozszerzony
XIX. Biatka. Uczen:

4) projektuje i przeprowadza doswiadczenie pozwalajgce na identyfikacje biatek (reakcja
biuretowa i reakcja ksantoproteinowa).

Ksztaltowane kompetencje kluczowe:

kompetencije w zakresie rozumienia i tworzenia informacij;

kompetencje matematyczne oraz kompetencje w zakresie nauk przyrodniczych,
technologii i inzynierii;

kompetencje cyfrowe;
kompetencje osobiste, spoteczne i w zakresie umiejetnosci uczenia sie.

Cele operacyjne:
Uczen:

» charakteryzuje reakcje wykrywajace biatka;
o projektuje i przeprowadza do$wiadczenie na wykrywanie wigzan peptydowych;
» opisuje mechanizm reakcji biuretowe;j.

Strategie nauczania:



asocjacyjna;
problemowa.

Metody i techniki nauczania:

eksperyment uczniowski;
dyskusja;

burza mozgow;

analiza tekstu Zrodlowego;
¢wiczenia laboratoryjne;

technika zdan podsumowujacych.

Formy pracy:

praca indywidualna;
praca w parach;
praca w grupach;
praca zbiorowa.

Srodki dydaktyczne:

komputery z gtoSnikami i dostepem do Internetu;
stuchawki;

rzutnik multimedialny;

zasoby multimedialne zawarte w e-materiale;
tablica interaktywna/tablica;

pisak /kreda;

aparat fotograficzny/telefon komorkowy.

Przebieg zajeé

Faza wstepna:

1.

Zaciekawienie i dyskusja. Nauczyciel zadaje uczniom pytania, np.: czy mozemy wykryc¢
wigzanie peptydowe w aminokwasach biatkowych i dipeptydach? Dlaczego? O czym
Swiadczy intensywnoS$¢ zabarwienia badanej probki?

. Rozpoznawanie wiedzy wyjSciowejuczniow. Burza mozgoéw wokot pojecia -wigzanie

peptydowe.

. Ustalenie celow lekcji. Nauczyciel podaje temat zaje¢ i wspolnie z uczniami ustala cele.
. Zasady BHP. Nauczyciel zapoznaje ucznioéw z kartami charakterystyk substancii, jakie

zostang uzyte w czasie lekc;i.

Faza realizacyjna:



1. Uczniowie analizujg tekst w e-materiale - metody wykrywania wigzan peptydowych
w zywnosci. Po samodzielnej pracy chetny lub wskazany uczen omawia metode
biuretowg, a inni uczniowie wyjasniajg pojecia: wigzanie donorowo-akceptorowe,
zwigzek kompleksowy.

2. Prowadzacy odsyla uczniow do medium bazowego w e-materiale (wirtualne
laboratorium). Uczniowie w parach przeprowadzaja reakcje biuretowe.

3. Eksperyment uczniowski. Nauczyciel dzieli uczniow np. na czteroosobowe grupy
naukowcow, w zalezno$ci od mozliwosci sali i jej wyposazenia. Grupy majg za zadanie
zaprojektowanie i wykonanie doSwiadczenia majgcego na celu wykrycie wigzan
peptydowych w produktach spozywczych. Projekt doswiadczenia uczniowie szkicuja
w kartach pracy, po czym liderzy grup omawiajg na forum propozycje grupy.
Nauczyciel analizuje propozycje uczniéw, ewentualnie koryguje btedy i na koniec
akceptuje. Podczas wykonywanych eksperymentow prowadzacy zajecia nadzoruje
przebieg pracy uczniow.

4. Uczniowie w kartach pracy formutujg pytanie badawcze, hipoteze i wnioski po
zakonczeniu eksperymentu. Po zakonczeniu pracy chetni uczniowie prezentuja efekty
pracy grup na forum. Nauczyciel kontroluje wypowiedzi uczniow.

5. Nauczyciel zadaje pytanie do dyskusiji: ,Jakie zastosowanie ma metoda biuretowa”?

Faza podsumowujaca:

1. Nauczyciel sprawdza wiedze uczniow, wykorzystujac pytania z e-materiatu, np.
polecenia do multimedium. Pyta:

» Co tojest reakcja charakterystyczna?
e Na czym polega proba biuretowa?
e O czym Swiadczy pozytywny wynik proby biuretowejw badanej probce?

3. Jako podsumowanie nauczyciel zadaje uczniom pytania, ktére gromadzg w swoim
portfolio:

e Przypomniatem /tam sobie, ze...
» Co byto dla mnie tatwe...

o Czego si¢ nauczylam/tem...

e Co sprawiato mi trudnosci ...

Praca domowa:
Uczniowie wykonuja ¢wiczenia interaktywne w e-materiale - ,Sprawdz si¢e”.
Wskazowki metodyczne opisujace rozne zastosowania multimedium:

Wirtualne laboratorium moze by¢ wykorzystane przez uczniow podczas przygotowywania
sie do lekciji, czy lekcji powtorzeniowe;j.



Materialy pomocnicze:

1. Polecenia podsumowujace (nauczyciel przed lekcja zapisuje je na niewielkich kartkach):

Co to jest reakcja charakterystyczna?

Na czym polega proba biuretowa?
O czym $wiadczy pozytywny wynik proby biuretowej w badanej probce?

2. Karta pracy ucznia:

Plik o rozmiarze 166.55 KB w jezyku polskim



