WYZNACZANIE PUNKTU IZOELEKTRYCZNEGO ROZTWORU KOLOIDALNEGO ZELATYNY

Biatka naleza do naturalnych zwigzkéw wielkoczasteczkowych (biopolimeréw), ktérych
podstawowymi jednostkami budulcowymi sg aminokwasy potaczone wigzaniami peptydowymi.
W wyniku kondensacji grupy karboksylowej jednego aminokwasu z grupg aminowa drugiego
powstaje wigzanie peptydowe —CO—NH-—, stanowigce podstawowy element struktury
pierwszorzedowej biatek. Makroczasteczki biatek moga przyjmowaé ztozone struktury przestrzenne
(drugorzedowa, trzeciorzedowg i czwartorzedowa), stabilizowane m.in. przez wigzania

wodorowe, oddziatywania elektrostatyczne, oddziatywania hydrofobowe oraz mostki disiarczkowe.

Obecnosé licznych grup polarnych w czasteczce biatka zaréwno w szkielecie peptydowym
(wigzania —CO—NH-), jak i w faAcuchach bocznych aminokwaséw (np. —NH,, —COOH, —OH,
—SH) sprawia, ze biatka tatwo oddziatujg z czasteczkami wody. Prowadzi to do intensywne;j
hydratacji oraz powstawania otoczki hydratacyjnej wokét makroczagsteczek. W konsekwencji
roztwory biatek wykazujg wtasciwoséci charakterystyczne dla uktadéw koloidalnych, takich jak

zdolno$é do rozpraszania $wiatta (efekt Tyndalla) czy stosunkowo duza stabilno$é dyspers;ji.

Szczegdlnie istotng cecha biatek, wynikajaca z budowy ich jednostek strukturalnych, jest ich
amfoteryczny charakter. Obecno$é jednoczesnie grup kwasowych (—COOH) i zasadowych (—NH,)
powoduje, ze biatka mogg zaréwno oddawaé, jak i przyjmowaé protony. Wiasciwosci te zaleza
bezposrednio od pH $rodowiska, w ktérym znajduje sie biatko. W roztworach o odczynie
zasadowym dochodzi do dysocjacji grup karboksylowych, w wyniku czego czasteczka biatka
uzyskuje tadunek ujemny. Natomiast w $rodowisku kwasnym grupy aminowe ulegaja protonowaniu,

co prowadzi do powstania dodatnio natadowanych form biatka.
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Zmienno$¢ fadunku elektrycznego czasteczek biatkowych w funkcji pH ma kluczowe znaczenie
dla ich wtasciwosci fizykochemicznych, takich jak rozpuszczalno$é, stabilno$é koloidalna czy
zdolno$é¢ do migracji w polu elekirycznym (elektroforeza). Istnieje jednak szczegélna wartosé pH,
przy ktérej catkowity tadunek czasteczki biatka wynosi zero. W tym stanie liczba fadunkéw
dodatnich réwnowazy liczbe fadunkéw ujemnych, a czasteczka wystepuje gtéwnie w postaci jonu

obojnaczego (zwitterjonu). Wartoéé ta nazywana jest punktem izoelektrycznym (pl) biatka.

W  punkcie izoelekirycznym oddziatywania elekirostatyczne pomiedzy czasteczkami sa
minimalne, co prowadzi do zmniejszenia stabilnosci uktadu koloidalnego. W efekcie obserwuje
sie tendencje do agregacji czagsteczek biatka i ich wytracania z roztworu. Proces ten okreslany jest
jako koagulacja i polega na przejsciu uktadu zolu (ukfadu koloidalnego) w zel, czyli faze bardziej
uporzadkowang i mniej zdyspergowana. Zjawisko odwrotne, polegajace na ponownym przejéciu

zelu w zol, nosi nazwe peptyzacji.

Potozenie punktu izoelekirycznego jest charakterystyczne dla danego biatka i zalezy od jego
sktadu aminokwasowego, a w szczegdlnosci od liczby i rodzaju reszt kwasowych i zasadowych.
Przyktadowo, dla pepsyny pl wynosi okoto 1,0, dla albuminy jaja kurzego okoto 4,6, dla kazeiny
okoto 4,7, dla globulin mleka okoto 5,2, dla hemoglobiny okofo 6,8, natomiast dla trypsyny okoto
10,5. Tak duze zréznicowanie wynika z rdznej proporcji grup zdolnych do dysocjacji

w poszczegdlnych biatkach.

Warto podkreslié, ze punkt izoelekiryczny odnosi sie do catej populacji czasteczek
w roziworze. Oznacza to, ze $redni tadunek uktadu jest réwny zeru, choé poszczegdlne czasteczki
moga istnie¢ w réznych formach jonowych. W zaleznosci od warunkéw mozna wyrdznié dwa
idealizowane przypadki: uktad, w ktérym dominujg wytacznie jony obojnacze, oraz uktad, w ktérym
wystepujg w réwnych ilosciach formy kationowe i anionowe. W obu sytuacjach $redni tadunek

uktadu wynosi zero.

Zalezno$¢ wilasciwosci biatek od pH mozna rozpatrywaé réwniez w kontekscie réwnowag
kwasowo-zasadowych poszczegdlnych grup funkcyjnych. Przy niskich warto$ciach pH grupy
karboksylowe pozostajg w formie niezjonizowanej (—COOH), natomiast grupy aminowe wystepuja

gtéwnie jako jony amoniowe (—NH3*). W miare wzrostu pH nastepuje stopniowa deprotonacja



grup karboksylowych, a przy wysokim pH réwniez grup aminowych. W efekcie catkowity tadunek

czasteczki zmienia sie¢ od dodatniego, poprzez zerowy (pl), az do ujemnego.

Jednag z metod wyznaczania punkiu izoelekirycznego biatek jest analiza ich rozpuszczalnosci
w funkcji pH. W poblizu pl rozpuszczalno$é biatka osigga minimum, co wynika ze zmniejszonego
odpychania elektrostatycznego miedzy czasteczkami i zwiekszonej sktonnosci do agregacji.
W praktyce stosuje sie uktady buforowe o réznym pH i obserwuje stopief wytragcania biatka, co

pozwala na przyblizone okreslenie wartosci pl.

Znajomos$¢ wlasciwosci kwasowo-zasadowych biatek oraz ich punktu izoelekirycznego ma duze
znaczenie praktyczne. Wykorzystuje sie je m.in. w technikach rozdzielczych, takich jak
elektroforeza czy chromatografia jonowymienna, a takze w procesach technologicznych
zwigzanych z oczyszczaniem i izolacjg biatek. Ponadio kontrola pH jest kluczowa w uktadach

biologicznych, gdzie niewielkie zmiany odczynu moga prowadzié do istotnych zmian struktury i

funkcji biatek.

Efekt Tyndalla jest zjawiskiem optycznym polegajagcym na rozpraszaniu $wiatta przez czastki
koloidalne obecne w os$rodku dyspersyjnym. W wyniku tego zjawiska wigzka $wiatta przechodzaca

przez uktad koloidalny staje sie widoczna jako jasny stozek lub ,,smuga $wietlna”.
Zjawisko to jest charakterystyczne dla:
= uktaddéw koloidalnych (np. roztwordw biatek, zelatyny),
= zawiesin drobnoczasteczkowych,

natomiast nie wystepuje w roztworach rzeczywistych, gdzie czastki (molekuly, jony) sg zbyt

mate, aby skutecznie rozpraszaé $wiatto.

Rozpraszanie $wiatta wynika z oddziatywania fali elekiromagnetycznej z czgstkami o rozmiarach

poréwnywalnych z dtugoscia fali $wiatta (ok. 1-1000 nm).
Pole elektryczne fali $wietlnej powoduje:
» polaryzacje czastek koloidalnych,

= powstanie indukowanego momentu dipolowego,



*  witdrng emisje promieniowania (rozproszenie $wiatta).

Mozna to zapisaé schematycznie:

gdzie:

p - moment dipolowy indukowany,

o - polaryzowalno$é czastki,

E - natezenie pola elekirycznego.
Intensywnos¢ rozpraszania:

Dla matych czastek (rozpraszanie Rayleigha) intensywnos$¢ $wiatta rozproszonego mozna

opisaé zaleznoscia:

gdzie:

» | -intensywno$¢ $wiatta rozproszonego,

» - dlugosé fali $wiatta.
Czyli krétsze fale (niebieskie) rozpraszaja silniej niz diuzsze (czerwone).

Efekt Tyndalla a typ ukfadu:

Typ uktadu Rozmiar czastek Efekt Tyndalla
Roztwér wlasciwy <1nm brak
Koloid 1-1000 nm obecny
Zawiesina > 1000 nm silny




