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CWICZENIE 3
BIALKA

1. Fizyko-chemiczne wlasciwoSci bialek

A. Amfoteryczny charakter bialek

Podstawowym elementem strukturalnym biatek jest tancuch polipeptydowy zbudowany z czasteczek
aminokwasow polaczonych ze soba wigzaniem peptydowym wytwarzajacym si¢ w reakcji grupy
aminowej (—NH») jednego aminokwasu oraz karboksylowej (—COOH) drugiego aminokwasu. W
czasteczce biatka grupami zdolnymi do jonizacji pozostaja wiec tylko grupy —COOH aminokwasow
dikarboksylowych (kwas asparaginowy, kwas glutaminowy), grupy —NH, aminokwaséw zasadowych
(arginina, lizyna, histydyna), nieznaczna ilo$¢ tych grup na koncach tancuchow polipeptydowych oraz
grupa —OH tyrozyny, -SH cysteiny, reszta imidazolowa histydyny oraz guanidynowa argininy. Dzigki
temu bialka posiadajg charakter amfoteryczny. W roztworach wodnych wystepuja w formie
zjonizowanej. Stan elektryczny czasteczki biatka zalezy wigc od pH s$rodowiska. W $rodowisku
kwasnym, na skutek nadmiaru jonéw wodorowych, dysocjacja grup kwasowych cofa sie, a czasteczka
biatkowa jest kationem. Natomiast w §rodowisku zasadowym, gdy grupy zasadowe traca tadunek
elektryczny, czasteczka biatka jest anionem.
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W odczynie srodowiska (pH), w ktorym nastepuje zrownowazenie tadunkéw dodatnich i ujemnych w
czasteczce bialka staje si¢ ona jonem obojnaczym. Stezenie jonéw wodorowych przy ktorym to
nastgpuje nazywa sie punktem izoelektrycznym (pl). Wartos¢ pl jest wielko$cig charakterystyczng dla
danego biatka i moze przybiera¢ rozne wartos¢: pepsyna < 1,1; albumina jaja 4,6; kazeina 4,7; zelatyna
4,9; laktoglobulina 5,2; hemoglobina 6,8; mioglobina 7,0; protamina 12,0. W punkcie tym warto$¢
fadunku elektrycznego biatka oraz jego przewodnictwo jest najmniejsze, ponadto biatka wykazuja
rowniez najmniejsza ruchliwos$¢ i w zwiazku z tym wiele z nich ulega wowczas wytraceniu lub tez
przejéciu z postaci zolu w posta¢ zelu. W punkcie izoelektrycznym biatka cechuje tez najmniejsza
lepko$¢, zdolnos¢ pecznienia i rozpuszczalno$¢ oraz warto$¢ cisnienia osmotycznego. Parametry te
mozna wykorzystywac¢ do identyfikacji i rozdzielania biatek.

W $rodowisku o pH wigkszym od punktu izoelektrycznego (pH>pl) biatka staja si¢ anionami i reaguja
z kationami, tworzac z nimi potaczenia jonowe lub kompleksy. Powstajace sole dysocjujag w réoznym
stopniu, w zalezno$ci od jonu. W S$rodowisku o pH ponizej punktu izoelektrycznego biatka
zdysocjowane w formie kationdw wykazujg zdolno$¢ do wigzania z anionami.

Wykonanie

1. Przygotowa¢ dwie probowki. Do jednej nala¢ 2 ml wody destylowanej, a do drugiej 2 ml 0,5%
roztworu zelatyny. Do kazdej z nich doda¢ po 3 krople zieleni bromokrezolowej i kroplami z zakraplacza
0,01 N HCl az do uzyskania barwy zottej (pH ok. 3,0 ). Policzy¢ krople HCL.

2. Do jednej probowki nala¢ 2 ml wody destylowanej, a do drugiej 2 ml 0,5% roztworu Zelatyny.
Uzy¢ jako wskaznika btekitu tymolowego i miareczkowacé z zakraplacza liczac krople 0,01 N NaOH do
uzyskania barwy niebieskiej.

Liczba kropli HC1 w zieleni bromokrezolowej w wodzie:
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Liczba kropli HCI w zieleni bromokrezolowej w Zelatynie:
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Liczba kropli NaOH w bi¢kitu tymolowego w wodzie:
Liczba kropli NaOH w bitekitu tymolowego w zelatynie:

Porownaj wyniki z wykonanego do$wiadczenia i wyciagnij wnioski.

B. Strgcanie biatka kationami

Przygotowac¢ 9 probowek i podzieli¢ na trzy szeregi. Do pierwszego szeregu odmierzy¢ po 2 ml
roztworu albuminy o pH 4,7 (punkt izoelektryczny), do drugiego 2 ml albuminy o pH 8,0 (biatko
anionowe), a do trzeciego po 2 ml albuminy o pH 3,0 (biatko kationowe). Do pierwszych probéwek w
kazdym szeregu doda¢ krople 20% roztworu siarczanu (VI) miedzi (II), do nastgpnych 20% siarczanu
(VD cynku (II) i do ostatnich 10% roztworu siarczanu (VI) zelaza (II). Poniewaz stracone osady
rozpuszczaja si¢ w nadmiarze odczynnika doda¢ na poczatku po 1 kropli, a dopiero w razie potrzeby
wigcej.

A. Strgcanie biatka anionami
Kation biatkowy daje z pewnymi anionami kwasowymi nierozpuszczalne sole. Powtorzy¢ ¢wiczenie
poprzednie uzywajac zamiast kationow 1% roztwory zelazocyjanku potasu, kwasu pikrynowego i
wolframianu sodu. W jakim pH straca si¢ biatko anionami? Czy biatko w punkcie izoelektrycznym
reaguje z anionami i kationami?

Wyniki opisa¢ w tabeli:
20% siarczan | 20% siarczan | 20% siarczan 1% selazocy- 1% 1%
pH albumin (VD (VD) cynku (VI) zelaza 'a;)lek o taS}l,,l kwas wolframian
miedzi (II) (1D (1) J P pikrynowy sodu
4,7 - punkt
izoelektryczny

8,0 — biatko

anionowe
3,0 - biatko
kationowe

Odpowiedz na pytania?

W jakim pH straca si¢ biatko anionami, a w jakim kationami?

Czy biatko w punkcie izoelektrycznym reaguje z anionami i kationami? Uzasadnij odpowiedzi.

B. Strgcanie bialek

Proba Hellera

Wykonanie

Do 1 ml stezonego kwasu azotowego (V)wla¢ ostroznie po $ciankach probowki 1 ml roztworu biatka
tak, aby biatko nie mieszalo si¢ z kwasem.




Fundusze Europejskie Rzeczpospolita Dofinansowane przez :
dla Rozwoju Spotecznego - Polska Unie Europejska ot

Na granicy zetknigcia si¢ dwoch ptynéw powstaje biaty krazek zdenaturowanego i skoagulowanego
biatka nierozpuszczalnego w nadmiarze kwasu. Niekiedy pier§cien posiada zotte zabarwienie, co jest
wynikiem reakcji ksantoproteinowe;j.

Stezony kwas solny i siarkowy (V1) denaturuja biatko, ale nie wytracaja go, w odréznieniu od stezonego
kwasu azotowego (V). Dziatanie stgzonych kwasow powoduje rozerwanie wigzan jonowych i
niektorych wodorowych.

Porownaj powyzsza probe Hellera z dzialaniem stezonego kwasu solnego.

Opisz wyniki obydwu reakcji.

Reakcja ksantoproteinowa uwarunkowana jest obecnoscig w czgsteczce biatka aminokwasow
zawierajgcych pierscien aromatyczny (tryptofan, tyrozyna, fenyloalanina). Pod wplywem stezonego
HNO:3, zachodzi nitrowanie pierscienia benzenowego. W wyniku tej reakcji powstaje potgczenie nitrowe
o zottej barwie. Dodatnig probe ksantoproteinowq dajg rowniez inne zwiqzki aromatyczne (fenol,
benzen).

Wysalanie bialek

Stezone roztwory soli obojetnych (siarczan (VI) amonu, sodu lub magnezu) wysalajg biatka z roztworu.
Zjawisko to jest zwigzane z odwodnieniem czastki biatka. Jony soli sg o wiele bardziej przyciagane
przez dipole wody anizeli biatka. Sole powoduja, ze biatko traci ptaszcz hydratacyjny i nastepuje
obnizenie rozpuszczalnosci, w efekcie czego biatko wypada z roztworu. Jest to proces odwracalny. Po
obnizeniu stezenia soli (np. przez dodanie wody) mozna z powrotem rozpusci¢ wytracone biatko.
Wysalanie nie powoduje denaturacji biatka, po ponownym rozpuszczeniu wykazuje ono swoje rodzime
wlasciwosci.

Wykonanie

Do 2 ml rozcienczonego mleka doda¢ statego siarczanu amonu do catkowitego nasycenia. Wytragcony
osad bialka przesgczy¢. Potwierdzi¢ w przesaczu brak biatka proba Hellera.

Opisz zmiany jakie zachodza pod wplywem soli i czy wykazano bialko w przesaczu.

Wyjasnij jaki proces nastapil i dlaczego?

C. llosciowe oznaczanie biatka reakcjq biuretowa

Ilosciowe oznaczanie bialka reakcjq biuretowa

Metoda krzywej wzorcowej jako sposdb oznaczenia ilo$ci badanych sktadnikow polega na
ustaleniu zalezno$ci pomiedzy stgzeniem oznaczonej substancji a absorbancjg (ekstynkcja).
Przygotowuje si¢ seri¢ roztwordw wzorcowych oznaczanej substancji o r6znych, znanych stezeniach i
dokonuje dla nich pomiaru absorbancji przy okreslonej dtugosci fali. Od ich warto$ci odejmuje si¢
warto$¢ absorbancji ,,proby Slepej” (proba zerowa bez badanej substancji). Na podstawie wartosci
stezenia wzorcowych roztworow albuminy i ich absorbancji wykresla si¢ krzywa wzorcowa.

Wykonanie
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Przygotowac roztwory do krzywej wzorcowej, proby zerowej oraz proby badanej. W obecnosci biatka
pojawi si¢ fioletowo-r6zowa barwa. Pomiaru wszystkich prob dokonywaé wobec proby zerowej na
spektrofotometrze Spekol przy dtugosci fali 630nm. Krzywa wykresli¢ w zeszycie ¢wiczen.

Przygotowanie krzywej wzorcowej

Przygotowa¢ 5 kolbek o pojemno$ci 100cm?, do ktorych kolejno nala¢ 1, 3, 5, 7 i 10 ml wzorcowego
roztworu biatka zawierajacego 1mg albuminy/cm® roztworu, uzupetié¢ do kreski woda destylowang.
Roztwory wzorcowe zawierajg kolejno 10, 30, 50, 70 i 100pg albuminy/ml. Nastgpnie przygotowaé 10
probowek (oznaczenie wykona¢ w dwoch powtdrzeniach), do ktorych odmierzy¢ po 1em?® roztworow
wzorcowych (z pierwszej kolbki do dwdch probowek, z drugiej do nastepnych dwoch itd.), doda¢ 2 ml
roztworu 6N NaOH (ostroznie zragce!) oraz 0,5 ml 0,5% roztworu siarczanu miedziowego. Wymieszac
1 odstawi¢ na pot godziny.

Proba zerowa

W prébie zerowej zamiast roztworu biatka stosuje si¢ 1ml wody destylowanej, pozostate odczynniki
bez zmian jak w probie wlasciwe;.

Wykonanie oznaczenia proby badanej

Do dwodch probéwek odmierzy¢ po 1mlbadanego roztworu biatka, doda¢ 2 ml roztworu 6N NaOH
(ostroznie zrace) oraz 0,5 ml 0,5% roztworu siarczanu miedziowego, wymiesza¢. Po pot godzinie
mierzy¢ wobec proby zerowej na aparacie Spekol przy dtugosci fali 630nm.

Na podstawie wyznaczonej krzywej wzorcowej obliczy¢ zawarto$¢ pg albuminy/ml w badanej probie.

Wykres krzywej wzorcowej (papier milimetrowy)

D. Wykrywanie biatka w slinie metodq biuretowq
W $linie obecnych jest wiele rodzajow biatek, w tym enzymy, takie jak amylaza $linowa i lizozym, a
takze biatka o dziataniu ochronnym jak laktoferyna i immunoglobuliny. Wystepuja w niej takze mucyny,
ktore nawilzajg pokarm, oraz histatyny. Niektore biatka moga by¢ markerami konkretnych schorzen. Na
przyktad, biatko S100B moze wskazywac na uszkodzenie mozgu, a inne biatka obecne w §linie moga
by¢ markerami raka jamy ustnej, szpiczaka mnogiego, czy procesow autoimmunologicznych.

Wykonanie

Przygotowac¢ 2 probowki. Do pierwszej odmierzy¢ 1 ml §liny, natomiast do drugiej 1 ml wody
destylowane;j.

Do obu probdéwek dodac po 2 krople 10% roztworu NaOH oraz po 2 krople 1% roztworu CuSO4.
Poréwna¢ zabarwienie roztworu w obu probowkach.

Wyniki zapisaé¢ w tabeli:

Zabarwienie po dodaniu
odczynnikow

$lina
woda destylowana
Wyciagna¢ wnioski:
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