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BIALEK

1. CEL DOSWIADCZENIA

Zapoznanie si¢ z metoda wyznaczania punktu izoelektrycznego kazeiny opartej na pomiarze
zmgtnienia roztworow metoda turbidymetryczng w buforze octanowym o réznym pH.

2. TEORIA

* Elektrolity amfoteryczne i ich dysocjacja

*  Wiasnosci elektryczne roztworéw koloidalnych. Wtasnosci optyczne koloidow.
* Koagulacja koloidow pod wplywem elektrolitow.

* Zasada dziatania spektrofotometru

* pH i wplyw kwasowosci na dysocjacje

Amfolitami nazywamy substancje wykazujace zaré6wno wlasciwosci zasadowe jak i kwasowe.
Typowymi przedstawicielami tych zwiazkow sa aminokwasy i biatka. Na skutek jednoczesnej
obecnosci grup zasadowych oraz kwasowych, zwiazki te mogg dysocjowaé, jako kwasy i jako zasady.
W roztworach silnie kwasnych istnieja pod postacia kationow np. +NH;RCOOH a w roztworach
zasadowych, jako aniony, np. NH,-R-COO". Przy posrednich warto$ciach pH dominujaca forma
jonowa w roztworze sa amfijony, czyli jony dwubiegunowe, np. 'NH;- R-COO". Czasteczka biatka
zawiera wiele grup kwasowych i zasadowych, ktorych jonizacja (a tym samym réwniez catkowity
fadunek czasteczki), zmienia si¢ wraz ze zmiang pH S$rodowiska. Przy okreslonej wartosci pH
sumaryczny tadunek czasteczki amfijonu moze wynosi¢ zero, dzigki rownej liczbie zjonizowanych
grup kwasowych i zasadowych. Warto$¢ pH odpowiadajaca temu stanowi amfijonu nazywamy jego
punktem izoelektrycznym. Jednocze$nie jest to takie pH roztworu, przy ktéorym stgzenie molowe
formy kationowej jest réwne stgzeniu molowemu formy anionowej. Roztwor kazeiny, tak jak
roztwory innych bialek jest trwaly tylko wtedy, kiedy czasteczki koloidu maja tadunek elektryczny
rézny od zera. W poblizu punktu izoelektrycznego jego zmgtnienie silnie wzrasta na skutek
wystepowania koagulacji spowodowanej utratg tadunku czasteczek koloidalnych oraz obecnoscig soli.
W punkcie izoelektrycznym koagulacja osigga swoje maksimum.

3. MATERIALY, ODCZYNNIKI, URZADZENIA:

Spektrofotometr

2 kuwety polistyrenowe

1% r-r kazeiny w 1 M octanie sodu
1 M kwas octowy

Woda destylowana

Waga

12 falkonéw

Pipeta Pasteura

Pipeta 100-1000 pl

Pipeta szklana 25 ml

Gruszka do pipety

Koncowki do pipety (niebieskie)
pH-metr

Elektroda ELMETRON EPS-1
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4. PRZEBIEG DOSWIADCZENIA

a) Wilaczanie spektrofotometru:
Wilaczy¢ spektrofotometr przelacznikiem znajdujacym si¢ z boku obudowy. Nastepnie
odczeka¢ co najmniej 15 minut na rozgrzanie si¢ lampy. W tym czasie przygotowac roztwory
do pomiaréw zgodnie z punktami b-d.
UWAGA! Podczas inicjalizacji spektrofotometru nie podnosi¢ pokrywy komory pomiarowej!
Jesli spektrofotometr jest wlaczony nalezy si¢ upewnié czy byl wlaczony, przez co najmniej
15min.

b) Na wadze elektronicznej do pustego falkonu odwazy¢ 3,0g 1% r-r kazeiny w 1 M octanie
sodu. Wynik zapisa¢ w zeszycie laboratoryjnym. Nastgpnie r-r rozcienczy¢ woda
destylowana do 30,0g. Wynik zapisaé. Roztwor wymieszaé. Obliczy¢ stezenie octanu amonu
i kazeiny w otrzymanym roztworze.

¢) W falkonach przygotowac¢ po 40 ml 0,1 M i 0,01 M roztworu kwasu octowego korzystajac z
dostepnego 1,0 M kwasu octowego. Przed przystapieniem do wykonania tej czgsci, nalezy
skonsultowa¢ obliczenia z prowadzacym.

d) Przygotowanie roztworow do pomiaréw zmetnienia:

Do ponumerowanych falkonéw wlewamy za pomoca pipet (szklanej lub automatyczne;j)
wodg destylowang i kwas octowy w ilo$ciach podanych w tabelce, a nastepnie do kazdego
falkonu po 2 ml uprzednio przygotowanego roztworu biatka. Roztwor mieszamy i po 3 min.
pobieramy 3 ml do kuwety polistyrenowej i mierzymy jego zmetnienie (patrz punkt d).
Roéwnolegle dokonujemy pomiaru pH roztworéw. Wyniki notujemy w zeszycie
laboratoryjnym.

Tabela 1. Przygotowanie roztworéw do pomiaréw zmetnienia i pH.

Nr 1 2 3 4 5 6 7 8 9

H,0O [ml] 16,8 15,5 17,5 17,0 16,0 14,0 10,0 2,0 14,8

0.01 M CH;COOH 12 |25 |- ; ] - ] ] ]

0.1 M CH;COOH - - 0,5 1,0 2,0 4,0 8,0 16,0 -

1 M CH;COOH - - - - - - - - 3,2

Karenina w

CH;COONa 20 (20 |20 20 |20 [20 |20 [20 |20

Absorbancja

Transmitancja

*

pH roztworu
k3k

* wpisa¢ warto$¢ odczytang z pH-metru
** wpisa¢ warto$¢ obliczong z rdownania Hendersona-Hasellbacha

e) Pomiar zmg¢tnienia:

1. Wstawi¢ do komory pomiarowej spektrofotometru kuwete napetniona 3 ml wody
destylowanej — jest to probka referencyjna, nastgpnie zamkna¢ pokrywe.

2. Nastawi¢ dlugo$¢ fali na 500 nm. postepujac zgodnie z instrukcja obstugi urzadzenia.
Zmierzy¢ w ten sposob probe slepa w trybie absorbancja.

3. Wlozy¢ kuwete napetniona 3 ml roztworu biatka, zamkna¢ pokrywe pomiarowa,
nastepnie dokonaé pomiaru.

4. Calo$¢ powtorzy¢ dla trybu transmitancji.
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5. PRZEDSTAWIENIE WYNIKOW:

1.

2.

Opracowatl:

W tabeli przedstawié: stezenia kwasu octowego, octanu sodu i biatka oraz odczytane
warto$ci absorbancja i transmitancji i odpowiadajace im wartosci pH.

Obliczy¢ pH roztwordéw buforowych w poszczegdlnych probowkach wykorzystujac
réwnanie Hendersona-Hasellbacha:

H = pK. +1 [CH;C007]
PH = PRa ™ 9 [, co0H]
gdzie: pK, = - log K,, Ka jest stata dysocjacji kwasu octowego. W obliczeniach nalezy
réwniez uwzgledni¢ stezenie octanu sodu dodanego z kazeina.
Sporzadzi¢ wykres absorbancji [a.u.] w funkcji pH roztworu.
Z wykresow wyznaczy¢ punkt izoelektryczny mierzonego biatka.

mgr. inz. Jan Procek




