CWICZENIE Il - BIALKA

Celem ¢wiczenia jest zapoznanie si¢ z wlasciwosciami fizykochemicznymi biatek i ich
reakcjami charakterystycznymi.

Odczynniki:

- wodny 1% roztwor siarczanu(V1) miedzi(ll),
- 10% wodny roztwor wodorotlenku sodu

- stezony kwas azotowy(V),

- 20% wodny roztwor wodorotlenku sodu,

- wodny 0,5% roztwor octanu otowiu(Il),

- wodny 20% roztwo6r wodorotlenku sodu,

- alkohol n-propylowy,

- chlorek sodu krystaliczny,

- wodny 5% roztwor siarczanu(VI) miedzi(ll),
- wodny 3% roztwor azotanu(V) srebra(l),

- stezony kwas chlorowodorowy (kwas solny),
- stezony kwas siarkowy(VI),

- wodny 3% roztwor kwasu trichlorooctowego,
- wodny 20% roztwor kwasu sulfosalicylowego,
- 10% wodny roztwor taniny,

- sproszkowany siarczan(VIl) magnezu,

- kwas octowy 1%,

- 1 mol/dm® kwas octowy.

Sprzet laboratoryjny:

- statyw na probowki,

- probowki,

- uchwyt do probowek,

- palnik gazowy z we¢zem,
- bagietki szklane 20 cm,

1. Reakcje charakterystyczne bialek
1.1. Reakcja biuretowa

Wykonanie:

A. Do probowki wla¢ ok. 1 cm? roztworu badanej probki i dodac ok. 2 em® 10% roztworu
wodorotlenku sodowego oraz 2 krople 1% roztworu siarczanu(V1) miedzi(ll).

B. Zawarto$¢ probowki zmieszac.

Wynik:
Fioletowoczerwone zabarwienie mieszaniny w proboéwce §wiadczy o obecnosci substancji
biatkowe;.

Uwaga
W sprawozdaniu napisa¢ rOwnania przebiegajacych reakcji.



1.2. Reakcja ksantoproteinowa

Wykonanie:

A. Do probowki wla¢ ok. 1 cm® roztworu badanej probki i doda¢ 6 kropli stezonego
kwasu azotowego(V). Wydziela si¢ osad denaturowanego biatka.
B. Mieszaning ostroznie ogrza¢ w plomieniu palnika.

C. Zawartos¢ probowki ochtodzi¢ w strumieniu zimnej wody i doda¢ ok. 2 cm® 20%
roztworu wodorotlenku sodu.

Wynik:
Zblte zabarwienie pojawiajace si¢ podczas czynnosci B, ktére po dodaniu wodorotlenku
sodu (p.C) przechodzi w pomaranczowe, §wiadczy o obecnosci substancji biatkowe;j.

Uwaga
W sprawozdaniu napisa¢ roOwnania przebiegajacych reakcji.

1.3. Reakcja z solami olowiu

Wykonanie:

A. Do probowki wla¢ ok. 1 cm® 0,5% roztworu octanu otowiu(Il) i dodawa¢ kroplami
20% roztwor wodorotlenku sodu, az do rozpuszczenia si¢ wytraconego poczatkowo
osadu. Nastepnie dodac 6 kropel roztworu badanej prébki.

B. Zawarto$¢ probowki ostroznie ogrza¢ w ptomieniu palnika.

Wynik:
Czarne lub ciemne zabarwienie zawartos$ci proboéwki $wiadczy o obecnosci biatka w
probcee.

Uwaga
W sprawozdaniu napisa¢ rbwnania przebiegajacych reakcji.

2. Denaturacja bialek

2.1.Denaturacja bialka alkoholem

Wykonanie:

A. Do probowki wla¢ ok. 1 cm? roztworu badanej probki, doda¢ szczypte soli 1
wymiesza¢ przez wstrzasanie.

B. Do probowki stopniowo dolewaé 4 cm? alkoholu n-propylowego i silnie wstrzasac, a
nastgpnie odstawi¢ na 15 minut.

Wynik:
Witracenie si¢ osadu $wiadczy o obecnos$ci biatka w probce.

2.2.Denaturacja bialka solami metali ciezkich

Wykonanie:

A. Do kazdej z trzech proboéwek wla¢ od 2 do 3 cm™ roztworu badanej probki.
B. Do pierwszej probowki dodawac kroplami roztwodr octanu otowiu(Il).

3



C. Po wytraceniu si¢ osadu w pierwszej probéwce doda¢ nadmiar octanu otowiu(Il).
Osad powinien si¢ rozpuscic.

D. Do drugiej probowki dodawa¢ kroplami roztwor siarczanu(V1) miedzi(ll).

E. Po wytraceniu si¢ osadu w drugiej probéwce doda¢ nadmiar roztworu siarczanu(VI)
miedzi(II).Osad powinien si¢ rozpuscic.

F. Do trzeciej probowki dodac¢ roztwor azotanu(V) srebra(l).

Wynik:
Wiytracenie si¢ osadu denaturowanego biatka $wiadczy o jego obecnosci w badanej
probcee.

2.3.Denaturacja bialka mocnymi kwasami nieorganicznymi

Wykonanie:

A. Do trzech probowek wlaé po ok. 1 cm® stezonych kwaséw, do probowki nr 1: kwasu

chlorowodorowego, nr 2: kwasu siarkowego(V1), nr 3: kwasu azotowego(V).

B. Do probéwek z kwasami wla¢ ostroznie po ok. 1 cm” badanej probki, tak aby ciecze
nie zmieszaly si¢. Sprawdzi¢, czy na granicy obu faz tworzy si¢ bialy pierscien
wytraconego biatka.

C. Kazda probowke ostroznie wstrzasnac.

Wynik:

Bialy pierScien, tworzacy si¢ na granicy zetknigcia obu cieczy po dodaniu roztworu
probki, $wiadczy o obecno$ci biatka w badanej probce. Po zmieszaniu obu warstw
wytracone, zdenaturowane biatko rozpuszcza si¢ w nadmiarze stezonego kwasu solnego i
siarkowego, nie rozpuszcza si¢ natomiast w nadmiarze kwasu azotowego.

2.4.Denaturacja bialka kwasami organicznymi

Wykonanie:

A. Do dwodch probéwek wlaé po 2-3 cm® roztworu badanej probki.

B. Do pierwsze] probowki z roztworem probki doda¢ 8 kropel roztworu kwasu
trichlorooctowego.

C. Do drugiej probowki z roztworem badanej probki wla¢ 8 kropel roztworu kwasu
sulfosalicylowego.

Wynik:
Wiytracenie si¢ osadu biatka §wiadczy o jego obecnosci w badanej probcee.

2.5.Denaturacja bialka taning

Wykonanie:

Do probowki wla¢ okoto 2 em® roztworu biatka i dodaé 1 em® odczynnika taninowego.
Obserwowac, czy pojawia si¢ zmetnienie lub osad.

Wynik:

Zmetnienie lub osad §wiadczy o obecno$ci biatka w roztworze. Taning wykorzystuje si¢
do oznaczania zawartos$ci biatka w roztworach bardzo rozcienczonych — ponizej 100 pg.
Metoda taninowa polega na spektrofotometrycznym oznaczeniu zmgtnienia.



2.6.Termiczna denaturacja bialka

Wykonanie:

A. Do probéwki wla¢ ok. 2 cm® roztworu badanej probki i ogrza¢ do temperatury
powyzej 6OOC, np. do wrzenia.

B. Do probowki wla¢ ok. 2 cm?® badanej probki oraz jedng krople 1% kwasu octowego i
nastgpnie ogrza¢ do temperatury powyzej 60°C, np. do wrzenia.

Wynik:
Wiytracanie si¢ osadu denaturowanego biatka swiadczy o jego obecnosci w badane;j
probee.

Uwaga
Dodatek kwasu octowego ma na celu doprowadzenie biatka do punktu izoelektrycznego,
w ktorym wytraca si¢ ono latwiej 1 petnie;.

3. Wysalanie bialka

3.1. Wysalanie bialka siarczanem(\V1) magnezu

Wykonanie:

A. Do probowki wla¢ ok. 3 cm® roztworu badanej probki, dodawa¢ matymi porcjami
staty siarczan(VI) magnezu az do stanu nasycenia, to jest do momentu, w ktorym
kolejna dodana porcja siarczanu(VI) magnezu juz si¢ nie rozpusci.

B. Jezeli nie wytracit si¢ osad, to doda¢ kilka kropel 1% kwasu octowego.

Wynik:
Wiytracenie si¢ osadu skoagulowanego biatka §wiadczy o jego obecnosci w badanej
probcee.

4. Wyznaczanie punktu izoelektrycznego bialek mleka

Bialko jest elektrolitem amfoterycznym. Umieszczajac biatko w roztworach o odpowiednich

stezeniach jonow H* dochodzi si¢ do takiego st¢zenia, w ktorym czasteczka biatka bedzie
elektrycznie obojetna. Takie pH nazywa si¢ punktem izoelektrycznym (pl). Biatko w punkcie
izoelektrycznym ma obnizong rozpuszczalno$¢ i wypada z roztworu.

Wykonanie:

W statywie umieszcza si¢ 9 suchych probowek. Do probowki 1 odmierzy¢ 3,2 cm® kwasu
octowego oraz 6,8 cm” wody destylowanej. Do pozostatych probdéwek wlaé po 5 cm®
wody destylowanej. Nastepnie 5 cm” roztworu z proboéwki 1 przenosi si¢ do proboéwki 2,
po wymieszaniu pobiera si¢ 5 cm” roztworu i przenosi do probowki 3 itd. Z ostatniej

probowki (9) odrzuca si¢ koncowe 5 cm®. W ten sposob uzyskujemy skale rozcienczen o
wartosciach pH:



Nr probowki

To$¢ cm®

1 mol/dm?
kwasu
octowego

1,6

0,8

0,4

0,2

0,1

0,05

0,025

0,012

0,006

pH

3,5

3,8

4,1

4,4

4,7

5,0

5,3

5,6

5,9

Osad

Przezroczystos¢
roztworu nad
osadem

Nastepnie do wszystkich probowek dodaje si¢ po 1 cm® mleka i miesza zawartosé
probowek. Odstawi¢ probowki na 30 minut, po czym zanotowac obserwacje dotyczace
nasilenia zmetnienia i ilo$¢ wytworzonego osadu. Wskaza¢ probowke, w ktorej pH

roztworu odpowiada punktowi izoelektrycznemu.




