CWICZENIE 7 - WYZNACZANIE PUNKTU IZOELEKTRYCZNEGO
WYBRANYCH BIALEK

CEL CWICZENIA

e (Celem ¢wiczenia jest otrzymywanie i wyznaczanie punktu izoelektrycznego kazeiny.

ZAGADNIENIA
e Bialko jako koloid (koloidy liofilowe, koloidy hydrofilowe, hydratacja, zol, zel,
peptyzacja, koagulacja).
e Efekt Tyndalla.
e Woysalanie biatka.
e Denaturacja biatka.
e  Wiasciwosci amfoteryczne.
e Punkt izoelektryczny.

e Wiasciwosci ochronne koloidéw hydrofilowych.

CZESC TEORETYCZNA

Biatka to biopolimery zbudowane z aminokwasow polaczonych ze sobg wigzaniami
peptydowymi. Zwiazki te na ogot sa dobrze rozpuszczalne w wodzie w efekcie czego tworza
roztwory koloidalne, czyli zole (roztwor koloidalny, w ktorym faza dyspersyjng jest ciecz),
w ktorych fazg dyspersyjng jest woda. Stabilnos$¢ takiego uktadu koloidalnego warunkowana
jest przez solwatacje, czyli otaczanie czasteczek fazy rozproszonej z czgsteczkami osrodka
dyspersyjnego. Ze wzgledu na duze powinowactwo do rozpuszczalnika, roztwory wodne biatka
zaliczane s3 do koloidéow liofilowych. W tym konkretnym przypadku, z uwagi na to, ze
rozpuszczalnikiem jest woda, to polipeptydy naleza do grupy koloidéw hydrofilowych.

Ze wzgledu na to, ze biatka to roztwory koloidalne, nalezy doda¢, ze wykazuja one efekt
Tyndalla. Zjawisko to polega na rozpraszaniu S$wiatta przez roztwor koloidalny
z wytworzeniem charakterystycznego stozka $wietlnego. Schemat zjawiska Tyndalla

zaprezentowano na rysunku 1.
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Rys. 1. Efekt Tyndalla

Biatka rozpuszczalne w wodzie wigza czasteczki wody, co nazywane jest hydratacja.
Poczatkowo, nastepuje pecznienie polipeptydow, a nastgpnie ich rozpuszczanie, co skutkuje
utworzeniem uktadéw koloidalnych. Biatka ulegaja procesom koagulacji i peptyzacji.
Koagulacja jest to przejscie zolu w zel (uktad dyspersyjny, w ktérym faza rozproszona tworzy
sieciowg, porowatg strukture przestrzenng wypetniong faza rozpraszajacg), a peptyzacja jest to
przejscie zelu w zol.

Na rozpuszczalno$¢ bialek ma rowniez wplyw stgzenie soli nieorganicznych. Ich mata
zawarto$¢ wplywa dodatnio na rozpuszczalno$¢ polipeptydow. Natomiast przy wiekszych
stezeniach nast¢puje uszkodzenie otoczki solwatacyjnej, co nie narusza struktury bialka, jest to
proces odwracalny i nosi nazwe¢ wysalania bialek. Do tego procesu wykorzystywane sg
roztwory soli, ktorych jony tworzg wodziany. Sole majace zdolno$¢ wigzania wody, konkuruja
z bialkiem o czasteczki wody odbierajac tym samym czasteczkom biatek ptaszcz wodny, co
z kolei obniza ich rozpuszczalno$¢ 1 prowadzi do wytracenia z roztworu. Stezenie soli
potrzebne do wysolenia biatka zalezy od wtasciwosci danego biatka i od pH srodowiska. Proces
wysolenia najtatwiej zachodzi w punkcie izoelektrycznym polipeptydu. Brak fadunkow
elektrycznych sprzyja taczeniu si¢ czasteczek w wigksze agregaty i wydzielaniu si¢ ich
z roztworu, w efekcie czego powstaje osad. Do wysalania stosowane sg sole metalu lekkiego
lub sole amonowe, na przyktad chlorek potasu, siarczan amonu. Schemat procesu wysalania

biatek zaprezentowano na rysunku 2.
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Rys. 2. Wysalanie biatka.

Pod wpltywem wielu czynnikéw fizycznych i chemicznych, na przyktad wysokiej
temperatury, soli metali cigzkich oraz stezonych roztworéow kwaséw i zasad, polipeptydy
wytracaja si¢ w sposob nieodwracalny. Zjawisko to nazywane jest denaturacja. Podczas tego
procesu nastepuje nieodwracalne zniszczenie struktury II-, ITI- 1 IV-rzgdowej biatka. Powoduje
to utrate aktywnos$ci biologicznej lub innej indywidualnej cechy charakterystycznej przy
zachowaniu struktury pierwszorzedowej polipeptydu. Podczas denaturacji destrukcji ulegaja
wigzania wodorowe, a w obecnosci odczynnikoéw redukujacych zniszczone zostajg wigzania
disulfidowe. Podczas procesu denaturacji zachodza zmiany rozpuszczalno$ci 1 przesuni¢cie
punktu izoelektrycznego. Czesto zachodza takze procesy agregacji i wytracania, co jest
zwigzane ze zmianami stopnia hydratacji i rozpuszczalnosci bialek. Do najwazniejszych
fizycznych metod denaturacji nalezy zaliczy¢: silne mieszanie, wytrzasanie, naswietlanie
promieniowaniem nadfioletowym, rentgenowskim 1 jonizujgcym lub dziatanie ultradzwickami.
Natomiast denaturacja chemiczna zachodzi pod wplywem zwigzkéw, ktore sg zdolne do
rozerwania wigzan wodorowych. Do tego typu substancji nalezy zaliczy¢: kwasy, zasady, jony
metali cigzkich (np. sole miedzi, rteci, baru, kadmu, olowiu), organiczne aniony, mocznik,
amidy kwasowe, detergenty, fenol, chloroform oraz rozpuszczalniki mieszajgce si¢ z woda

takie jak alkohol, aceton.



Biatka wykazuja whasciwosci amfoteryczne. W zaleznos$ci od pH roztworu zachowuja
si¢ jak kwasy lub zasady. Jest to uwarunkowane obecno$cig grup polarnych z tadunkiem
elektrycznym w tancuchach bocznych niektorych aminokwaséw. Grupy aminowe wigza
kationy wodorowe obecne w roztworze zapobiegajac zakwaszeniu, a protony odlgczane
w trakcie dysocjacji grup karboksylowych zobojetniajg jony hydroksylowe zapobiegajac jego
alkalizacji. Ta wlasciwo$¢ biatek ma istotne znaczenie w utrzymaniu rownowagi kwasowo-
zasadowej tkanek i ptynéw ustrojowych. Wtasciwosci kwasowe nadajg biatku gtownie grupy
karboksylowe reszt kwasow asparaginowego 1 glutaminowego, ktore dysocjuja uwalniajac
protony i tworzac ujemnie naladowane grupy —COO-. Srodowisko zasadowe korzystnie
wptywa na dysocjacje grup karboksylowych i przechodzenie polipeptydéw w forme anionow3.
Wilasciwosci zasadowe biatka pochodza od obecnosci grup aminowych reszt lizyny, grupy
guanidynowej reszt argininy 1 pierscieni imidazolowe reszt histydyny. W zwiazku z tym, moga
one wigzaé protony nadajac czasteczce biatka tadunek dodatni. Srodowisko kwasne sprzyja
wigzaniu protonOw przez wyzej wymienione grupy iprzechodzeniu polipeptydu w forme
kationow3.

Jak juz wspomniano, podstawowe struktury aminokwaséw budujacych tancuch
polipeptydowy zwieraja rozne grupy funkcyjne, zaréwno o charakterze kwasowym, jak
i zasadowym. Dlatego tez, w zaleznosci od pH roztworu, w jakim si¢ znajduja, catosciowo,
moga mie¢ tadunek ujemny lub dodatni. Ladunek molekut biatka w roztworze o okres§lonym
stezeniu jonow wodorowych zalezy od ilosciowego stosunku aminokwasow zasadowych do
aminokwasow kwasowych. Od sumarycznego tadunku czasteczki zalezy z kolei jej stabilno$¢
w §rodowisku o ré6znym pH. W roztworach o niskim pH (duze st¢zenie jonow wodorowych)
czasteczka biatka ma tadunek dodatni, a w roztworach o wysokim pH (mate st¢zenie jonow
wodorowych) czasteczka biatka ma fadunek ujemny. Szczegdlnym przypadkiem jest wartos¢
pH, przy ktérym sumaryczny tadunek molekuty biatka wynosi zero i nosi nazwe punktu
izoelektrycznego pl. W punkcie izoelektrycznym biatko nie wykazuje ruchliwo$ci
elektroforetycznej oraz charakteryzuje si¢ najnizsza rozpuszczalnosciag w wodzie.

Jak wiadomo, koloidy hydrofilowe chronig koloidy hydrofobowe przed wytragceniem
przez elektrolity. Takie dziatanie wykazujg rowniez biatka, co ma duze znaczenie biologiczne.
Dzigki temu zwigzki stabo rozpuszczalne lub nierozpuszczalne znajdujace si¢ w ptynach
ustrojowych, na przyktad kwas moczowy, barwniki zolciowe i fosforany wapnia, sa
utrzymywane przez koloidy w stanie delikatnej zawiesiny. Niewystarczajace ochronne
dziatanie koloidéw prawdopodobnie moze by¢ przyczyng tworzenia si¢ w organizmie

cztowieka kamieni nerkowych 1 zotciowych.



APARATURA I ODCZYNNIKI
e 9 zlewek o pojemnosci 25 cm?
e 2 zlewki pojemnosci 100 cm®
e 2 kolby stozkowe 100 cm?
e cylinder miarowy o pojemnosci 25 cm?

e wkraplacz

e pipety
o lejek
e saczek

e papierek lakmusowy

e waga laboratoryjna,

e termometr

e mleko $wieze

e kwas octowy o stezeniu: 0,01 mol/dm?, 0,1 mol/dm?, 1 mol/dm? i 2 mol/dm?
e 0,5% roztwor kazeiny w 0,1 mol/dm? octanie sodu

e zasada sodowa o stezeniu 1 mol/dm?

WYKONANIE CWICZENIA

Wytracenie kazeiny

Do zlewki o pojemnosci 100 ml wla¢ 25 ml mleka, doda¢ 25 ml wody redesylowanej
o temperaturze 38 °C. Nastepnie, porcjami tagodnie mieszajac, wkrapla¢ 1 ml 2M kwasu
octowego. Catos$¢ pozostawi¢ na 10 minut, po czy zdekantowa¢ ciecz znad osadu przez lejek
z saczkiem bibulowym do drugiej kolby. Osad osuszy¢ miedzy kartkami bibuty i pozostawic¢

do przygotowania roztworu kazeiny.

Przygotowanie roztworu kazeiny

Do zlewki o pojemnosci 100 ml odwazy¢ 1 g wytraconej kazeiny i doda¢ 50 ml wody
redestylowanej ogrzanej do temperatury 40 °C oraz 4 ml 1M roztworu NaOH. Po rozpuszczeniu
kazeiny roztwor zobojetni¢ wobec papierka lakmusowego dodajac 4 ml 1M roztworu kwasu
octowego.

Wyznaczanie punktu izoelektrycznego kazeiny

3

Do 9 zlewek o pojemnosci 25 cm’ odmierzy¢ podane w tabeli objetosci kwasu octowego

1 wody. Nastepnie, kroplami doda¢ po 1 ml 0,5% roztworu kazeiny w 0,1M roztworu octanu



sodu. Po kazdej kropli zamiesza¢ zawartos¢ zlewki. Cato$¢ pozostawi¢ na 40 minut. Po tym

czasie odczyta¢ wyniki oznaczajac brak zmetnienia (-) lub rézne stopnie zmetnienia (+, ++,

+++). Punktowi izoelektrycznemu kazeiny odpowiada pH, przy ktérym wystepuje najbardziej

obfity osad.
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OPRACOWANIE WYNIKOW

Znajac sktad mieszaniny obliczy¢ pH kazdej proby na podstawie wzoru:

pH = —log[H™]

—log

Kikw Ckw

(1

gdzie: Kiw — 1,85-10° [mol/dm®], ckw — stezenie CH;COOH [mol/dm?], csli — stezenie

CH3COONa [mol/dm?]. Obliczone wartoéci pH wpisaé do tabeli.

Na postawie obliczen pH, poda¢ wartos¢ punktu izoelektrycznego kazeiny.

Poréwnac¢ otrzymang warto$¢ punktu izoelektrycznego kazeiny z danymi literaturowymi.
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