3.2.2. Определение изоэлектрической точки альбумина

Введение.  Одной из важнейших характеристик белковой молекулы является изоэлектрическая точка. Изоэлектрической точкой белка называется значение рН, при котором суммарный заряд молекулы равен нулю. Полипептиды являются полиэлектролитами, так как мономерные звенья их – аминокислотные остатки могут иметь боковые радикалы, несущие ионогенные группировки –СООН, -NН2, -ОН, -SH имидазольные, гуанидиновые. Величина, характеризующая диссоциацию этих группировок, рК, у каждой ионогенной группы своя. Поэтому при изменении рН раствора белка диссоциация одних групп будет подавляться, а других увеличиваться.

Диссоциация карбоксильных групп сообщает молекуле белка отрицательный заряд, а ионизация аминогрупп – положительный. Следовательно, при изменении рН суммарный заряд белковой молекулы изменяется. При некотором значении рН количество отрицательных и положительных зарядов на белковой молекуле будут равны друг другу, а суммарный заряд окажется равным нулю. Это и есть изоэлектрическая точка.

Изменение заряда белковой молекулы можно зарегистрировать различными методами. Например, скорость движения молекул в электрическом поле зависит от величины заряда молекулы. Следовательно, значение рН, при котором электрофоретическая подвижность данного белка равна нулю, соответствует изоэлектрической точке. Наличие заряда у молекул белка препятствует их агрегациям, так как одноименные заряды отталкиваются. Если же суммарный заряд молекулы равен нулю, то отталкивание будет минимальным. Это приведет к слипанию молекул. Агрегация молекул может быть зарегистрирована по светорассеянию раствора.

При увеличении размера частиц интенсивность рассеяния света увеличивается, а при диссоциации агрегатов на мономеры – уменьшается. Это позволяет измерять изоэлектрическую точку по зависимости оптической плотности раствора белка от рН. Увеличение светорассеяния означает увеличение оптической плотности раствора.

Для выполнения работы необходимо приготовить раствор белка и прибавляя порции раствора щелочи или кислоты измерять с помощью рН-метра рН раствора и с помощью фотоэлектроколориметра оптическую плотность. Затем нужно построить зависимость оптической плотности раствора от рН. Максимум оптической плотности соответствует изоэлектрической точке.

Необходимое оборудование: рН-метр, ФЭК, кюветы, микропипетки, стаканчик на 50-100 мл,  стеклянная палочка, фильтровальная бумага, воронка, мерная колба на 100 мл.

Реактивы: сывороточный альбумин быка, дистиллированная вода.

Ход работы

В мерной колбе на 100 мл приготавливают раствор белка концентрацией 2 мг/мл. В стаканчик на 50 мл налить 20 мл раствора белка.

Измеряют рН раствора белка. Затем порциями по 5 мл микропипеткой добавляют к раствору белка раствор 0,1 н NаОН, перемешивают и определяют рН и оптическую плотность на длине волны 590 нм. Титруют раствор белка до рН 8,0.
