Cwiczenie nr XVI

ROZPUSZCZALNOSC BIALEK

W WODZIE.

WYZNACZANIE PUNKTU IZOELEK-
TRYCZNEGO KAZEINY NA PODSTA-
WIE JEJ ROZPUSZCZALNOSCI

l. Cel éwiczenia

Celem ¢wiczenia jest poznanie rozpuszczalno$ci bialek wodzie jako funkcji pH

i wyznaczanie na tej podstawie ich punktu izoelektrycznego.
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Rozpuszczalnos$¢ biatek

lll. CzeS¢ teoretyczna

llIl. 1. Hierarchiczna budowa biatek

Biatko (proteina) — pojecie po raz pierwszy wprowadzone przez Jonsa Berze-
liusa w 1883 r. w celu podkreslenia znaczenia tej grupy zwigzkéw, z greckiego
(proteios) oznacza pierwszorzedny, o gldwnym znaczeniu. I rzeczywiscie biatka
stanowig najwazniejszg grupe zwigzkow biologicznie czynnych. Sg gtéwnym sktad-
nikiem skéry, migsni, Sciegien, nerwéw, tkanki tgcznej ponadto do tej grupy zwigz-
kéw zalicza sig¢ takie substancje jak enzymy, hormony, przeciwciala. Biatka moga
by¢ magazynowane w komorkach roslin, spetniajac funkcje zapasowe (gluten). Bial-
ka sg zbudowane z czgsteczek L - aminokwaséw o wzorze ogélnym R-CH(NH,)-
COOH i powstaja w wyniku polikondensacji tych L-aminokwaséw. Reakcja ta
zachodzi przy udziale wyspecjalizowanych komplekséw enzymatycznych — ryboso-
moéw, we wszystkich komoérkach organizméw zywych i jest okre§lana mianem trans-
lacji. Aminokwasy sa podstawowymi elementami biatek. Sktadajg si¢ z: grupy
aminowej, grupy karboksylowej, atomu wodoru oraz specyficznego dla kazdego
aminokwasu tancucha bocznego. Aminokwasy réznig si¢ jedynie tancuchami
bocznymi — reszta elementow pozostaje niezmieniona. Na tej podstawie aminokwasy
mozna podzieli¢ na zwigzki zawierajace:

a) alifatyczny tancuch boczny (glicyna, alanina, Walina, Leucyna,
Izoleucyna), w tym z drugorzedowa grupg aminowa (prolina),

b) alifatyczny tancuch boczny z grupg hydroksylowa (seryna, treonina),

c) aromatyczny tancuch boczny (fenyloalanina, tyrozyna, tryptofan),

d) zasadowy tancuch boczny (lizyna, arginina, histydyna),

e) kwasowy tancuch boczny (asparginian, glutaminian),

f) amidowy tancuch boczny (asparagina, glutamina),

g) atomy siarki w tancuchu bocznym (cysteina, metionina),

oraz nietypowe aminokwasy (pochodne) np. hydroksyprolina.

Glicyna (Gly)  Alanina (Ala) Walina (Val} Leucyna (Leu) Izoleucyna (He)
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Rys. 1. Aminokwasy z alifatycznym tancuchem bocznym.
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Wszystkie te elementy skupione sa wokot centralnego atomu wegla. Centralny
wegiel potgczony jest z czterema réznymi podstawnikami, co powoduje, Ze jest on
asymetryczny. Zwigzane jest to z dwoma mozliwymi ulozeniami grup otaczajacych
wegiel. Te dwie formy nazywa si¢ izomerami optycznymi. W przestrzeni tréjwymia-
rowej nie jest mozliwa zamiana ich w siebie bez zniszczenia struktury. Sg one
wzajemnymi odbiciami lustrzanymi, przy czym wszystkie aminokwasy w naturze
wystepuja w formie L. Jedynym aminokwasem, ktéry jest optycznie nieczynny jest
glicyna. W roztworze oboj¢tnym aminokwasy wystepuja w formie jonéw obojna-
czych, czyli grupa aminowa (NH,) posiada fadunek dodatni (NH;"), a grupa karbok-
sylowa (COOH) — ujemny (COO"). Gdy pH otoczenia ulegnie zmianie, zmienia si¢
tez stan jonizacji czasteczki aminokwasu. Wraz ze zmniejszeniem st¢zenia jonow
wodoru (wzrostem pH) zaczyna przewaza¢ forma o niezjonizowanej grupie NHo.
Gdy wzrasta st¢zenie jonéw wodoru (spadek pH), grupa aminowa ulega jonizacji
podczas, gdy grupa karboksylowa przyjmuje form¢ COOH. W biatkach wystepuje
zestaw 20 podstawowych aminokwaséw. Ten zestaw jest jednolity dla calego §wiata
ozywionego. Grupy boczne rézni¢ si¢ mogg: ksztaltem, wielkoscig, tadunkiem
elektrycznym, reaktywnoscig, zdolno$cig do tworzenia wigzan wodorowych i hydro-
fobowych.

Biorgc pod uwage wlasciwosci grupy bocznej, aminokwasy mozna podzieli¢
na: hydrofobowe i hydrofilowe, a w obrgbie tej grupy dodatkowo na kwasowe,
zasadowe i nienaladowane. Na podstawie kodu genetycznego sg syntetyzowane poli-
peptydy o Scisle okreslonej sekwencji aminokwaséw. W zalezno$ci od liczby amino-
kwaséw, mozna wyrézni¢ dipeptydy, tripeptydy, itd. Dla peptydéw utworzonych
z kilku do kilkunastu aminokwaséw stosuje si¢ ogdlng nazw¢ — oligopeptydy,
natomiast dla czasteczek zbudowanych z kilkudziesigciu (do ok. 100) aminokwaséw
— polipeptydy. Biatka to zwiazki wielkoczasteczkowe (makromolekularne), ktérych
pojedyncze tancuchy polipeptydowe moga dochodzi¢ do ponad 1000 czasteczek
aminokwaséw. Rodzaj i wzajemne powigzania aminokwaséw wchodzacych w skiad
tancucha polipeptydowego, decyduja o charakterze, funkcji i wlasciwos$ciach fizyko-
chemicznych czgsteczki. Zsyntetyzowany w komoérce tancuch biatkowy przypomina
unoszacg si¢ swobodnie w roztworze "nitke", ktéra moze przyja¢ dowolny ksztatt
(w biofizyce nazywa si¢ to kigbkiem statystycznym), ale ulega procesowi tzw.
Zwijania/rozwijania biatka (ang. protein folding/unfolding) tworzac mniej lub bar-
dziej sztywna struktur¢ przestrzenna, zwang strukturq lub konformacjg biatka
natywng. Tylko czasteczki, ktore ulegly zwinigciu do takiej struktury, mogg petni¢
wlasciwa danemu biatku role biochemiczng.

Ze wzgledu na skale przestrzenng peing strukture biatka mozna opisa¢ na czterech
poziomach:

e Struktura pierwszorzedowa biatka, zwana rOwniez struktura pierwotng - jest

okreslona przez sekwencje (kolejno$¢) aminokwaséw w tancuchu biatko-
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wym. Majg jg zaréwno polipeptydy, jak i biatka; utrzymujg ja wigzania
peptydowe — kowalencyjne)

e Struktura drugorzedowa biatka - s3 to lokalne struktury powstajace w wyni-
ku tworzenia si¢ wigzan wodorowych pomigdzy tlenem grupy -C=0, a wodo-
rem grupy -NH, dwdéch niezbyt odlegltych od siebie w tancuchu wigzan
peptydowych. Do struktur drugorzedowych zalicza si¢:

o  helise - gl. helise alfa (ang. a helix)

o beta nici tworzace "pofatldowane kartki" (ang. f- sheets)

o beta zakret (ang. turn)
Caly tancuch polipeptydowy sktada si¢ z regularnych uktadéw wigzah peptydowych,
a reszty aminokwasowe s3g skierowane w bok — uklad ten samoorganizuje si¢
w strukturg a -helisy — stabilizacja przez wigzania wodorowe; strukture ,,pofaldowa-
nej kartki” przybiera mniejszos¢ biatek. Biatko, ktére ma strukture a -helisy moze
przeksztatci¢ si¢ w strukture ,,pofatdowanej kartki”, polegajaca na zmianie uktadu
wigzan wodorowych. Za budowg struktury II-rzedowej odpowiadajg wigzania wodo-
rowe mi¢dzy wigzaniami peptydowymi. Wigzania wodorowe stabilizujace helise¢
o powstaja miedzy grupa karbonylowa jednego aminokwasu igrupa iminowa
aminokwasu umiejscowionego w lancuchu o trzy jednostki aminokwasowe
wczesniej.

e Struktura trzeciorzedowa biatka - wzajemne potozenie elementéw struktury
drugorzedowej stabilizowane przez oddzialywania reszt aminokwasowych
oraz tworzenie mostkow dwusiarczkowych -S-S-, powstajacych pomiedzy
dwiema resztami cysteiny, dwiema resztami metioniny lub tez jeden z metio-
niny drugi za$ z cysteiny w lancuchu. Jest to konformacja natywna, jezeli
zmieni¢ troche uklad tej przestrzeni, biatko praktycznie przestaje istniec;
jezeli zniszczymy mostki dwusiarczkowe, a nastepnie utlenimy grupy tiolo-
we, by stworzyly nowe mostki dwusiarczkowe, to mimo, Ze te mostki
powstang, bialko nie bedzie juz dziata¢; struktura ta stabilizowana jest wla-
$nie przez mostki siarczkowe, sg to wigzania silne, kowalencyjne, drugi typ
oddziatywan to oddziatywania Van der Waalsa. Innym rodzajem oddziaty-
wan sg “mostki solne* — jezeli aminokwas ma dodatkowa grupe aminowg
albo karboksylows, to w $rodowisku fizjologicznego pH organizmu amino-
kwasy zwykle sg zdysocjowane i te roznoimienne tadunki moga si¢ przycia-
gac.

e Struktura czwartorzgdowa biatka - przestrzenna budowa biatka zbudowane-
go z kilku tancuchéw polipeptydowych oraz zawierajacego w swojej budowie
jakas czes¢ nie bedaca czgscig biatka (np.: cukier lub barwnik) - np: hemoglo-
bina moze przybiera¢ czwartorzegdowa budowe biatka, gdyz poza kilkoma
tancuchami polipeptydowymi posiada jeszcze barwnik - hem.

Wedlug najnowszej klasyfikacji biatka majg tylko trzy rzedy budowy. Budowa
trzeciorzgdowa odpowiada trzeciorzedowej i czwartorzgdowej razem wedlug starej
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klasyfikacji. Powodem zmiany byly trudnosci w klasyfikacji struktur niektérych

biatek oraz brak czwartorzedowej innych. Dopuszcza si¢ stosowanie obu klasyfikacji
w okresie przejsciowym.

Struktura pierwszorzedowa
sakweancja aminockwasow

Struktura drgorzedowa
regularme podstruktury

% Struktura trzeciorzedowa
tréjwymiarowa struktura

Rys. 2. Hierarchiczna budowa biatek.

lll. 2. Podziat biatek

Biatka dzielimy ze wzgledu na ich budowe, wtasciwosci fizykochemiczne
oraz funkcje.

1. Ze wzgledu na budowe biatka dzielimy na: A) proste (proteiny) - czasteczki
zbudowane s3 wylgcznie z lancuchéw polipeptydowych, np. albumina;

B) ztozone (proteidy) - czasteczki zwieraja nie tylko tancuchy polipeptydowe,
ale takze sktadniki niepeptydowe, np.: jony metalu, np. hemoglobina.

A) Bialka proste:
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Skleroproteiny=- -= Histony

Prolaminv

Albuminy

Biatka rozpuszczalne w wodzie i rozcienczonych roztworach soli. Szeroko rozpo-
wszechnione w przyrodzie: znajdujg si¢ w surowicy krwi, w limfie, mleku, jajach,
mig¢$niach krggowcéw (mioalbumina, miogen), w nasionach roslin stragczkowych
(legumina w grochu) i zb6z (leukosina w jeczmieniu, Zycie i pszenicy).

Globuliny

Biatka nierozpuszczalne w czystej wodzie, ale rozpuszczaja si¢ w rozcienczonych
roztworach soli obojetnych. Bardzo tatwo ulegaja Scigciu (denaturacji). Do biatek
tych naleza globuliny surowicy krwi, globulina mleka, fibrynogen osocza, miozyn
migéni, tyreoglobulina (hormon tarczycy), tuberyna (z ziemniakéw). Do globulin
naleza tez ciata odpornosciowe (immunoglobuliny).

Gluteliny

Rozpuszczalne w rozcienczonych roztworach kwaséw i zasad, a nierozpuszczalne
w wodzie i roztworach soli. Zawierajg znaczne ilo$ci aminokwasu - kwasu gluta-
minowego i glutaminy oraz proliny. Wyst¢puja w nasionach roslin dwulisciennych,
ale w najwigkszych ilosciach w ziarnach zb6z (glutelina w pszenicy).

Prolaminy
Prolaminy zwane tez sg gliadynami. Rozpuszczaja si¢ w 70-80% alkoholi.
Wystepuja wytacznie w ziarnach zbdz.

Skleroproteiny

Wystepuja tylko w organizmach zwierzgcych, gtéwnie w tkankach podporowych
i ochraniajacych. Nalezg tu przede wszystkim biatka tkanki tacznej (kolagen,
elastyna), wtoséw 1 czesci zrogowociatych (keratyna). Nie rozpuszczaja si¢ ani
w wodzie, ani w rozcienczonych roztworach kwasow i tugéw. Skleroproteiny sg
odporne na dziatanie enzymoéw proteolitycznych przewodu pokarmowego ludzi.

Histony

Zasadowe biatka jader komoérkowych, w ktérych wystepuja w polgczeniach
z kwasami nukleinowymi, tworzac nukleoproteidy. Histony sa dobrze rozpusz-
czalne w wodzie i w rozcienczonych roztworach kwasow.
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Protaminy

Biatka silnie zasadowe. Wystepuja w plemnikach ryb, gdzie tworza potaczenia
z kwasami nukleinowymi. Nie zawierajg aminokwasow siarkowych (metionina,
cysteina), sg dobrze rozpuszczalne w roztworach kwaséw.

B) Biatka ztozone:

Glikogroteidg;-_ ) Metaloproteidy

Chromoproteidy

Ztozone z bialek prostych i grupy prostetycznej - barwnika. Naleza tu hemoprotei-
dy (hemoglobina, mioglobina, cytochromy, katalaza, peroksydaza) zawierajace
uktad hemowy oraz flawoproteidy.

Fosfoproteidy
Zawierajg okoto 1% fosforu w postaci reszt kwasu fosforowego. Do tych biatek
naleza: kazeina mleka, witelina z6ttka jaj, ichtulina ikry ryb.

Nukleoproteidy

Sktadajg si¢ z biatek zasadowych i kwaséw nukleinowych. Rybonukleoproteidy sg
zlokalizowane przede wszystkim w cytoplazmie: w rybosomach, mikrosomach
i mitochondriach, w niewielkich ilosciach takze w jadrach komérkowych, a poza
jadrem tylko w mitochondriach. Wirusy sg zbudowane prawie wylacznie z nukleo-
proteidow.

Lipoproteidy
Potaczenia biatek z ttuszczami prostymi lub ztozonymi, sterydami. Lipoproteidy sg
nosnikami cholesterolu (LDL, HDL, VLDL).

Glikoproteidy
Grupe prostetyczng stanowia cukry, nalezag tu min mukopolisacharydy ($lina).
Glikoproteidy wystepuja tez w substancji ocznej i ptynie torebek stawowych.
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Metaloproteidy
Zawierajg jako grupe prostetyczng atomy metalu (miedz, cynk, Zelazo, wapn,
magnez). Atomy metalu stanowig grupe czynng wielu enzymow.

2. Podziat ze wzgledu na powigzanie budowy z funkcjg: A) czg¢s¢ funkcjonalna —
zawierajaca centrum katalityczne reakcji, B) czg$¢ strukturalna — najczesciej hydro-
fobowa, kotwiczaca biatko w btonie lipidowe;.

3. Podziat ze wzgledu na rozpuszczalnosé w wodzie: A) hydrofobowe (nierozpusz-
czalne, fibrylarne) - wystepuja najczesciej w btonach komérkowych, B) hydrofilowe
(rozpuszczalne, globularne) - wystgpuja najczesciej w cytoplazmie.

4. Podziat ze wzgledu na petniong funkcje: A) enzymy — receptory, B) zapasowe —
strukturalne, C) transportujace - przeciwciata (biatka ochronne), D) kurczliwe —
regulatorowe, E) hormony, F) toksyny.

5. Podziat biatek ze wzgledu na ksztatt czgsteczki: A) biatka fibrylarne — tworza
struktury widkniste, B) biatka globularne — tworzg ksztatty kuliste lub elipsoidalne.

lll. 3. Wtasciwosci fizykochemiczne biatek

Biatka nie posiadaja charakterystycznej dla siebie temperatury topnienia.
Przy ogrzewaniu w roztworze, a tym bardziej w stanie stalym, ulegaja, powyzej
pewnej temperatury, nieodwracalnej denaturacji (Scinanie si¢ widkien biatka) -
zmianie struktury, ktéra czyni biatko nieaktywnym biologicznie (codziennym przy-
ktadem takiej denaturacji jest smazenie lub gotowanie jajka). Jest to spowodowane
nieodwracalng utratg trzeciorz¢gdowej lub czwartorzgdowej budowy biatka. Z tej
przyczyny dla otrzymania suchej, ale niezdenaturowanej probki danego biatka,
stosuje si¢ metode liofilizacji, czyli odparowywania wody lub innych rozpuszczalni-
kéw z zamrozonej probki pod zmniejszonym cisnieniem. Denaturacja biatek moze
rowniez zachodzi¢ pod wptywem soli metali cigzkich, mocnych kwaséw i zasad,
niskoczasteczkowych alkoholi, aldehydéw oraz napromieniowania. Wyjatek
stanowig proste biatka, ktére moga ulega¢ takze procesowi odwrotnemu,
tzw. renaturacji - po usunieciu czynnika, ktory t¢ denaturacje wywotat. Niewielka
czg$¢ biatek ulega trwatej denaturacji pod wptywem zwickszonego stezenia soli
w roztworze, jednak proces wysalania jest w wigkszo$ci przypadkow w peni
odwracalny, dzigki czemu umozliwia izolowanie lub rozdzielanie biatek. Biatka sg
na ogoét rozpuszczalne w wodzie. Do bialek nierozpuszczalnych w wodzie naleza
tzw. biatka fibrylarne, wystepujace w skorze, §ciggnach, wtosach (kolagen, keratyna)
lub migs$niach (miozyna). Niektére z bialek moga rozpuszczac¢ si¢ w rozcienczonych
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kwasach lub zasadach, jeszcze inne w rozpuszczalnikach organicznych. Na rozpusz-
czalno$¢ bialek ma wplyw stezenie soli nieorganicznych w roztworze, przy czym
mate stezenie soli wptywa dodatnio na rozpuszczalnos$¢ biatek. Jednak przy wigk-
szym stezeniu nastepuje uszkodzenie otoczki solwatacyjnej, co powoduje wypadanie
biatek z roztworu. Proces ten nie narusza struktury biatka, wiec jest odwracalny
i nosi nazwe wysalania biatek. Biatka posiadaja zdolno$¢ wigzania czgsteczek wody.
Efekt ten nazywamy hydratacjq. Nawet po otrzymaniu prébki suchego biatka
zawiera ona zwigzane czasteczki wody. Biatka, ze wzgledu na obecnos¢ zasadowych
grup -NH; oraz kwasowych -COOH majg charakter obojnaczy - w zaleznosci od pH
roztworu bgda zachowywaly si¢ jak kwasy (w roztworze zasadowym) lub jak zasady
(w roztworze kwasnym). Dzigki temu biatka mogg pelni¢ role bufora stabilizujacego
pH, np. krwi. Réznica pH nie moze by¢ jednak znaczna, gdyz biatko moze ulec
denaturacji. Wypadkowy tadunek biatka zalezy od ilo$ci aminokwaséw kwasnych
i zasadowych w czasteczce.

1. Rozpuszczalnosé

Rozpuszczalno$¢ bialek w roztworach jest uzalezniona od wzajemnego stosunku
aminokwaséw hydrofobowych i hydrofilowych. Do nierozpuszczalnych w wodzie
naleza skleroproteiny tkanki facznej (rogi, paznokcie, wlosy) oraz biatka wchodzace
w sktad bton lipidowych (receptory btonowe). Przykladem rozpuszczalnych
w wodzie, sg biatka osocza krwi (globuliny). Wskutek duzych rozmiaréw czasteczek,
ich wodne roztwory wykazuja typowe wlasciwosci roztworéw koloidalnych.
O rozpuszczalnosci decyduje przede wszystkim zdolnos$¢ do hydratacji. Biatko
w stanie stalym zmieszane z matlg iloscia wody tworzy galaretowaty zel. W miare
dodawania rozpuszczalnika biatka rozpuszczajg si¢ bardziej i powstaje zol. Charakte-
ryzuje si¢ on wysoka lepkoscia, obnizonym napi¢ciem powierzchniowym, rozpra-
szaniem S$wiatla, tzw. efekt Tyndalla, aktywnoscig koloido-osmotyczng oraz
podatnos$cia na koagulacje, czyli zmian¢ zol-zel pod wplywem réznych czynnikéw.
Czynnikiem poprawiajagcym rozpuszczalno$¢ wigkszo$ci biatek sg niskie st¢zenia
soli, natomiast pod wptywem wysokich stezen soli, niektérych kwaséw, soli metali
ciezkich, rozpuszczalnikéw organicznych, a takze wysokiej temperatury (>50°C)
nastepuje ich wytracenie z roztworu.

2. Wilasciwosci kwasowo-zasadowe.

Biatka wykazuja wlasciwosci kwasowo-zasadowe, gdyz ich skladniki —
aminokwasy posiadajg grupy funkcyjne zdolne do jonizacji. Biatka ulegaja specy-
ficznym rekcjom uwarunkowanym obecnoscig réznych grup funkcyjnych amino-
kwasow.

lll. 4. Funkcje biatek
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Wiasciwosci funkcjonalne biatek mozna rozpatrywac jako:
a) wilasciwosci powierzchniowe, np. zdolnos¢ do tworzenia i stabilizowania emulsji
(powierzchnia miedzyfazowa olej/woda), zdolno$¢ do tworzenia i stabilizowania
piany (powierzchnia miedzyfazowa powietrze/woda) czy rozpuszczalnos¢ (oddzia-
tywania woda/biatko);
b) wilasciwosci hydrodynamiczne (oddzialywania miedzyczasteczkowe) np. zelifiku-
jace czy wlasciwosci tekstury oraz sensoryczne (smak i zapach).

Wiasciwoscei funkcjonalne biatek wynikajg bezposrednio ze specyficznych cech
ich czgsteczek: wielkosci, ksztattu, elastycznos$ci, podatnosci na denaturacje,
sekwencji aminokwaséw oraz ich hydrofilowosci i hydrofobowosci, tadunku i jego
rozmieszczenia, zdolno$ci adaptacji catej czasteczki lub jej domen sktadowych do
zmiennych warunkéw $rodowiskowych, charakteru wzajemnych interakcji bialek
z innymi sktadnikami np. Zywnosci, a takze najwazniejszych cech §rodowiska: pH,
temperatury, ciSnienia oraz sity jonowej. Na ksztaltowanie si¢ wlasciwosci funkcjo-
nalnych bialek w zywnoS$ci wptywa fakt tworzenia przez nie kompleksowych ukta-
déw z innymi sktadnikami zywno$ci [53]. Procesy technologiczne, jakim poddawane
sg surowce zywnosciowe, réwniez odgrywaja znaczaca role w ksztaltowaniu
wlasciwosci funkcjonalnych biatek wykorzystywanych w przemysle zywnos$ciowym.

Biatka odgrywaja réwniez zasadniczg role we wszystkich procesach biologicz-
nych:

a) biorg udziat w katalizowaniu wielu przemian w uktadach biologicznych - enzy-
my sg biatkami,

b) uczestniczq w transporcie wielu matych czgsteczek i jonow - np. 1 czasteczka
hemoglobiny przenoszaca 4 czasteczki tlenu,

c) stuzq jako przeciwciata oraz biorg udziat w przekazywaniu impulséow nerwowych
jako bialka receptorowe.

Biatka pelnig takze funkcje mechaniczno-strukturalng. Wszystkie biatka
zbudowane s3g z aminokwas6éw. Niektore biatka zawierajg nietypowe, rzadko
spotykane aminokwasy, ktére uzupelniajg ich podstawowy zestaw. Wiele aminokwa-
sow (zazwyczaj ponad 100) potaczonych ze sobg wigzaniami peptydowymi tworzy
tancuch polipeptydowy, w ktérym mozna wyrézni¢ dwa odmienne konce. Na
jednym koncu tancucha znajduje si¢ niezablokowana grupa aminowa
(tzw. N-koniec), na drugim niezablokowane grupa karboksylowa (C-koniec).

lll. 5. Punkt izoelektiryczny biatek
Punkt izoelektryczny (pI) — warto§¢ pH, przy ktérej populacja czasteczek

posiadajacych grupy funkcyjne mogace przyjmowac jednoczes$nie dodatni i ujemny
tadunek elektryczny (np. aminokwasy) zawiera S$rednio tyle samo tadunkéw
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dodatnich co ujemnych, na skutek czego tadunek catkowity calej populacji wynosi
zero. Stezenie jonu obojnaczego przyjmuje wtedy maksymalng warto$¢, a stezenia
form anionowej i kationowej majg jednakowe, minimalne stezenie. W przypadku
zwigzkéw stabo rozpuszczalnych wystepuja wtedy tez niezdysocjowane czasteczki.
Sytuacja taka moze mie¢ miejsce w dwdch przypadkach:

e W roztworze istniejg wylgcznie jony obojnacze (tzw. zwitterjony),

e w roztworze istnieje taka sama liczba anionéw i kationéw.
Punkt izoelektryczny jest oznaczany najczesciej w odniesieniu do biatek i amino-
kwaséw, metodami polarymetrycznymi, chromatograficznymi (ogniskowanie chro-
matograficzne, ang. chromatofocusing, CF) i elektroforetycznymi (ogniskowanie
izoelektryczne, ang. isoelectrofocusing, IEF). Ponadto istnieje mozliwo$¢ wyznacze-
nia wartosci teoretycznej dla bialek na podstawie rownania Hendersona-Hasselbacha.
Dla aminokwasu zawierajacego jedng grupe aminowg i jedng grupe karboksylowa
warto$¢ pl mozna obliczy¢ w prosty sposob na podstawie wartosci pKal i pKa2
danej czasteczki:
pK,1 + pK,2

2

W pH ponizej pl biatka majg tadunek dodatni, za§ powyzej ich tadunek jest ujemny.
Ma to duze znaczenie w czasie rozdzialu metodg elektroforezy. pH zelu elektrofore-
tycznego zalezy od uzytego buforu. Jezeli pH buforu jest wyzsze od pl biatka, to
bedzie ono migrowa¢ w kierunku anody (ujemny fadunek jest przyciggany do niej).
Z drugiej strony jesli pH buforu jest nizsze od pl bialka bedzie ono si¢ poruszac¢
w kierunku ujemnie naladowanej strony zelu. Biatko nie bgdzie migrowac jesli pH
buforu i pI danego biatka bedg sobie réwne.

pl =

W punkcie izoelektrycznym biatka wykazujg minimum rozpuszczalnosci, lepkosci i
ruchliwosci, a maksimum predkosci koagulacji.

.. Budowa i wilasciwosci funkcjonalne biatek mleka
(kazeina)

Kazeina (sernik) jest biatkiem z mleka ssakdw. Jest ona najwazniejszym biatkiem
mleka. Stanowi ona okoto 3% ogdlnej ilosci biatek mleka. Jej zawartos¢ w mleku
waha si¢ najczesciej w granicach od 2,3 do 2,6%. Kazeina jest fosfoproteina, tzn.
w skladzie elementarnym oprocz wegla (53%), wodoru (7%), tlenu (22%), azotu
(15,65%) 1 siarki (0,85%) zawiera takze fosfor (0,85%), ktéry wystepuje tu w postaci
reszt orto- i pirofosforanowych, zwigzanych estrowo jako monoestry lub dwuestry -
w okreslonych miejscach czasteczek — gldwnie z aminokwasami seryng i treoning.
Kazeina jest takze glikoproteing, bo w tancuchu biatka wbudowywane sg tez reszty
cukrowe. Kazeina nie jest bialkiem jednorodnym. Stosujagc metody elektroforetycz-
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ne, w jej skladzie wyrézniono 20 frakcji r6znigcych si¢ zawartoscig fosforu, sktadem
aminokwasdw, masg czgsteczkowa, udzialem sacharydéw i innymi wtasciwosciami.
Do gtéwnych frakcji kazeiny naleza:

e 0-kazeiny (stracaja si¢ w obecnos$ci jonéw wapnia),

¢ [B-kazeiny,

¢ k-kazeiny (nie stracajg si¢ w obecnos$ci jondw wapnia)
¢ y-kazeiny bedace produktami hydrolizy B kazeiny.

W mleku kazeina wystepuje gtownie w postaci sferycznych, silnie porowatych
skupisk, zwanych micelami. Micele kazeinowe charakteryzuja si¢ znacznymi
rozmiarami ($rednica od 25 do 300 nm), dlatego w fazie wodnej mleka tworza
roztwor koloidalny (zol). Zostaja one uformowane z podjednostek sktadajacych sie¢
z monomeréw poszczegllnych frakcji kazeiny potaczonych ze sobg za pomoca
mostkow utworzonych przez jony wapniowe, fosforanowe, a takze cytrynianowe.
We wszystkich modelach przyjmuje si¢, ze wnetrze miceli stanowig monomery as, 3
i inne sladowe frakcje kazeinowe, za$ zewnetrzng powtoke — czasteczki k-kazeiny
zasocjowane z os- lub tez B-kazeing, przy czym czasteczki tych dwdch frakcji maja
by¢ zwrdcone na zewnatrz miceli (w kierunku frakcji k) tg czg¢scig tancucha polipep-
tydowego, ktora zawiera w przewadze aminokwasy kwasne. W strukturze micelarne;j
kazeiny szczegdlng role przypisuje si¢ glikoproteinie - k-kazeinie. Obecnos$¢ tylko
jednej grupy fosforanowej w jej czgsteczce czyni ja rozpuszczalng w obecnosci
jondw wapnia, a - sacharydowego fragmentu zlozonego z galaktozy, N-acetylo-
galaktozaminy i kwasu N-acetyloneuraminowego zwanego makropeptydem, decydu-
je o silnych wtasciwosciach hydrofilnych. Poza tym tgczgc si¢ z czgsteczkami innych
frakcji za pomoca wigzan jonowych i hydrofobowych nie ulega wytraceniu.
W $wiezym mleku (pH ok. 6.6) micele kazeinowe maja ujemny tadunek elektryczny
(przewaga zdysocjowanych grup kwasowych nad zasadowymi), co warunkuje
tworzenie si¢ warstw hydratacyjnych otaczajacych micele (wigzanie czgsteczek
wody). Warstwy hydratacyjne o jednoimiennych tadunkach elektrycznych wzajem-
nie si¢ odpychaja, stabilizujac roztwér koloidalny kazeiny.

W roztworze wodnym, przy odpowiednio wysokim stezeniu kazeina wystepuje
w postaci miceli i jej roztwory wykazuja zalezne od stezenia zmgtnienie. Poza tym
rozpuszczalno$¢ kazeiny jest Scisle zwigzana z pH. Migdzy rozpuszczalnoscia c,
(wyrazong w procentach) a pH wystepuje nastepujgca zaleznos¢:

log Cp _ PH 5y, — PH
100—cp D

Dla pH ponizej punktu izoelektrycznego pHsos tj. pH o rozpuszczalnosci 50% jest
3.9, a D =-0.36. Dla pH powyzej punktu izoelektrycznego, pHsos, = 5.4, a D = 0.31
do 0.32.
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IV. Czes¢ doswiadczalna

Aparatura i odczynniki

Aparatura:

- Mg¢tnosciomierz Hach 2100 AN IS,

- Mikrokomputerowy pH-metr CP-501,

- Elektroda zespolona,

- Mieszadto magnetyczne.

Sprzet:

- 10 buteleczek o pojemnosci 100 cm’,

- automatyczna biureta o pojemnosci 25 cm’,
- pipeta wielomiarowa o pojemnosci 5 cm’,
- kuwety do metno$ciomierza — 10 szt.,

- olej silikonowy do czyszczenia kuwet.

3. Odczynniki: roztwoér kazeiny o stezeniu 5 g/dm’ i pH 8-9, roztwér 0.02 M HCI,

AN

C.

1.

roztwoér 0.1 M HCI, roztwoér 0.02 M KOH.

. Program ¢wiczenia

Przygotowanie przyrzadéw do pomiaréw (kalibracja pH-metru).
Przygotowanie 10 roztworéw kazeiny o pH powyzej 4.8.
Pomiar pH i zmg¢tnienia dla tych roztworéw.

Przygotowanie 10 roztworéw kazeiny o pH powyzej 2.0.
Pomiar pH i zmetnienia dla tych roztworéw.

Opracowanie uzyskanych wynikow.

Obstuga pH-metr CP-501

Wiaczy¢ pH-metr CP-501 do sieci i zalgczy¢ zasilanie przyrzadu za pomocg
klawisza ON/OFF (Rys. 3). Przy podtgczonym czujniku temperatury przyrzad
sam przelgcza si¢ na automatyczng kompensacje temperatury.

Wykona¢ kalibracj¢ elektrody z uzyciem roztworéw buforowych. Kalibracje
rozpoczyna si¢ od wyboru rozdzielczosci oraz metody kalibracji . W tym celu
w trybie pomiaru pH nacisng¢ klawisz MODE do momentu pojawienia si¢
napisu rES (resolution — rozdzielczo$¢). Klawiszami T lub | wybra¢ HI (high)
wysokg rozdzielczo$¢ pomiaru. Nastepnie przyciska¢ przycisk MODE do
momentu pojawienia sie symbolu P.CAL (punkty kalibracji) i klawiszami T lub
! wybra¢ w dolnym wierszu buFF (kalibracja w buforach). Po wykonaniu tych
operacji nacisna¢ klawisz pH.
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|
pH-METER
CP-501

TEM ON
— OFF

PRINT
!!

Rys. 3. Schemat pH-metru CP-501.

3. Wiozy¢ elektrode i czujnik temperatury do buforu o pH = 7 nie dotykajac $cianek
i dna naczynia, najlepiej stosowac statyw.

4. Temperature buforéw doprowadzi¢ do wartosci, dla ktérej wprowadzono wartosci
tych buforéw pH do pamigci przyrzadu.

5. Nacisng€ i przytrzymac klawisz CAL do momentu pojawienia si¢ na wy$wietlaczu
symbolu CAL. Dotychczasowe parametry kalibracji wybranej elektrody zostaja
w tym momencie skasowane, pod warto$cig pH pojawi si¢ symbol P z numerem
wykrytego buforu.

6. Odczeka¢ do momentu ustabilizowania wyniku. Po ustabilizowaniu wyniku
nacisng¢ krétko klawisz. Wynik zapulsuje, co poinformuje o zapamigtaniu

wartos$ci.

7. Po zakonczeniu kalibracji w pierwszym buforze nalezy opluka¢ elektrode oraz
czujnik temperatury w wodzie destylowanej i przystapi¢ do kalibracji w buforze
o pH = 4 powtarzajac czynno$ci opisane w pkt. 3 + 6, a po zakonczeniu wyjs¢
z funkcji kalibracji naciskajac klawisz pH.

8. Wykona¢ pomiar pH.

Bardzo doktadny pomiar wymaga dluzszego czasu oczekiwania na pelng
stabilizacje odczytu. Czas ten zalezy od rodzaju elektrody. Najszybciej reagujace
elektrody wymagaja odczekania ok. 10-15 sekund. Dla elektrod standardowych
petna stabilizacja odczytu nastgpuje po okresie oczekiwania ok. 1 minuty.
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D. Obstuga metnosciomierza

Metnosciomierz laboratoryjny HACH 2100AN IS jest nefelometrem umozliwia-
jacym pomiar $wiatla rozproszonego lub $wiatla ostabionego zgodnie
z migdzynarodowymi normami dotyczacymi pomiaru metnosci. Na Rys. 4 pokazano
plyte czotowa i tylng przyrzadu wraz z umiejscowieniem wszystkich przyciskow
sterujacych, wskaznikéw i innych elementéw operacyjnych mgtnosciomierza.

Kalibracja

Rozwigzania optyczne i elektroniczne zastosowane w metnosciomierzu 2100AN IS
zapewniajg dlugotrwalg stabilno$¢ i minimalizujg potrzebg czestego kalibrowania.
Wielodetektorowy uktad optyczny kompensuje zmienno$¢ wystepujaca w ukladzie
elektronicznym i optycznym pomiedzy kolejnymi kalibracjami.

Uwaga: O konieczno$ci kalibracji przyrzadu decyduje prowadzacy ¢wiczenia.

27

Rys. 4 Schemat metnosciomierza laboratoryjnego HACH 2100AN IS.
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1.

10.

Uruchomianie przyrzadu

W celu wlaczenia zasilania nalezy przy zamknigtej pokrywie kuwety pomia-
rowej nacisng¢ wiacznik I/O na tylnej $cianie przyrzadu. Przyrzad po wiacze-
niu jest od razu gotowy do pracy- nie jest potrzebne nagrzewanie przyrzadu.
Przygotowanie kuwety do pomiaru

Roztworem z buteleczki napetni¢ kuwete do gérnej kreski (ok. 30 cm’ roz-
tworu), trzymajac kuwete w jej gérnej czesci, nastepnie zakreci¢ nakretke
kuwety). Trzymajac kuwete za zakretke, przy pomocy Sciereczki pokry¢ ze-
wnetrzne $cianki kuwety olejem silikonowym w celu usunigcia plam i odci-
skow palcow.

Umiesci¢ pierwszg kuwet¢ w komorze pomiarowej przyrzadu, tak aby strzal-
ka na kuwecie znajdowata si¢ w linii prostej ze znaczkiem orientacyjnym
komory i zamkna¢ pokrywe.

Wiaczy¢ usrednianie sygnatu przez nacisnigcie przycisku SIGNAL AVG.
Wybrac¢ jednostke pomiarowg NTU przez naci$nigcie przycisku UNITS/Exit,
nacisng¢ przycisk ENTER, w celu zaktualizowania wskazan.

Odczytac i zanotowa¢ wynik pomiaru.

Kolejno umieszczaé nastgpne kuwety w komorze pomiarowej przyrzadu —
odczeka¢ chwile na wyswietlenie stabilnego wyniku pomiaru.

Odczytac i zanotowa¢ wynik pomiaru.

Powtarza¢ pkt. 8 1 9 dla wszystkich przygotowanych kuwet z roztworami.

Po zakonczeniu wykonywania ¢wiczenia kuwety doktadnie umyc¢ i wylaczy¢
przyrzad wytacznikiem I/O.

E. Sposob wykonania ¢wiczenia

1.
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Przygotowanie roztworow kazeiny o okreslonym pH.

Przygotowanie roztworéw kazeiny wykonujemy w dwoch etapach.

W pierwszym etapie przygotowujemy roztwory kazeiny o pH wyzszym niz
jej punkt izoelektryczny (powyzej 4.8). Do dziesigciu buteleczek (zaczynajac
od nr 1) odmierzamy z biurety kolejno od 47.5 do 43 cm’ (co 0.5 cm?) wody
destylowanej i do kazdej buteleczki dodajemy po 2 cm3 roztworu kazeiny.
Nastepnie dodajemy przy cigglym mieszaniu na mieszadle magnetycznym od
0.5 do 5 cm® (co 0.5 cm®) 0.02 M roztworu HCL. Dla tak przygotowanych
roztworéw wykonujemy kolejno pkt. 2 i 3.

W drugim etapie przygotowujemy roztwory kazeiny o pH nizszym niz jej
punkt izoelektryczny (powyzej 2.0). Do dziesieciu buteleczek (zaczynajac od
nr 1) odmierzamy z biurety kolejno od 45.5 do 41 cm’ (co 0.5 cm’) wody
destylowanej i do kazdej buteleczki dodajemy po 2 cm’ 0.1 M HCI i po
2 cm’® roztworu kazeiny przestrzegajac kolejnosci dodawania. Nastepnie do-
dajemy przy cigglym mieszaniu na mieszadle magnetycznym od 0.5 do 5 cm’
(co 0.5 cm’) 0.02 M roztworu KOH. Dla tak przygotowanych roztworéw wy-
konujemy kolejno pkt. 21 3.
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Pomiar pH

W kolejnych buteleczkach (zaczynajac od nr 1) umieszczamy elektrode
pH-metru i odczytujemy pH. Warto§¢ pH zapisujemy w odpowiedniej

kolumnie i wierszu przedstawionej ponizej tabeli.

Pomiar zmetnienia

Z kolejnych buteleczek (zaczynajac od nr 1) nalewamy do kuwet pomiaro-

wych metnosciomierza badany roztwor i po kolei wktadamy kuwety do celi
pomiarowej metno$ciomierza. Odczytujemy zmgtnienie (w jednostkach
NTU) i zapisujemy je w odpowiedniej kolumnie i wierszu przedstawionej

ponizej tabeli.

F. Opracowanie wynikow

1. Zmierzone wartosci pH oraz zmetnienia (%T) otrzymane dla poszczegdlnych

warto$ci pH umiesci¢ w tabeli:

Nr bute- Woda Roztwoér Roztwér Roztwér pH Zmetnienie
leczki [em’] Kazeiny HCI KOH [NTU]
[em’] [em’] 0.02M
[em’]
I etap 0.02M
1 47.5 2 0.5 -
2 47.0 2 1.0 -
3 46.5 2 1.5 -
4 46.0 2 2.0 -
5 45.5 2 2.5 -
6 45.0 2 3.0 -
7 44.5 2 3.5 -
8 44.0 2 4.0 -
9 43.5 2 4.5 -
10 43.0 2 5.0 -
II etap 0.1 M
1 45.5 2 2 0.5
2 45.0 2 2 1.0
3 44.5 2 2 1.5
4 44.0 2 2 2.0
5 43.5 2 2 2.5
6 43.0 2 2 3.0
7 42.5 2 2 3.5
8 42.0 2 2 4.0
9 41.5 2 2 4.5
10 41.0 2 2 5.0
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2. Na wykres nanie$¢ punkty logarytmu zmierzonego zmetnienia jako funkcji
zmierzonego pH. pH na osi odcigtych (X), a logarytm zme¢tnienia na osi rzgd-
nych (Y).

3. Wyznaczanie punktu izoelektrycznego kazeiny na podstawie uzyskanych
wynikéw pomiaru pH i zmetnienia.

4. Punkt izoelektryczny kazeiny mozna wyznaczy¢ jedng z ponizej opisanych
metod:

Metoda 1

Przy pomocy linijki dopasowujemy 2 linie proste do 2 zbioréw naniesionych
punktéw (lewego — dla wznoszacej si¢ galezi i prawego- dla galezi opadajace;j).
Wyznaczmy odcigta punktu, w ktérym obie proste przecinajg si¢. Punkt ten od-
powiada punktowi izoelektrycznemu kazeiny.

Metoda 2

Rysunek wykonujemy przy pomocy arkusza kalkulacyjnego Excel (lub innego),
tworzac 2 oddzielne serie pomiarowe dla galezi wznoszacej si¢ i opadajacej. Dla
obu galezi dodajemy lini¢ trendu w postaci linii prostej. Linie trendu przedtuza-
my do ich przecigcia. Wyznaczmy odcigta punktu, w ktérym obie proste przeci-
najg si¢. Punkt ten odpowiada punktowi izoelektrycznemu kazeiny.

Metoda 3

Rysunek wykonujemy przy pomocy arkusza kalkulacyjnego Excel (lub innego),
tworzac 1 seri¢ pomiarowg dla gatezi wznoszacej si¢ i opadajacej. Dla obu gate-
zi dodajemy lini¢ trendu w postaci wielomianu 2-go stopnia (paraboli). Wyzna-
czamy maksimum paraboli. Punkt ten odpowiada punktowi izoelektrycznemu
kazeiny.
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