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Изоэлектрическая точка белков
Электрический заряд белков, помимо их своеобразного строения, яв- ляется особенностью их свойств. В белковой молекуле содержатся две полярные группы: основная − NH2 и кислотная − COOH, которые и со- общают макромолекуле амфотерные свойства. Эти группы принадлежат концевым аминокислотам, т.е. находящимся на концах полипептидных цепочек, а также дикарбоновым и диаминовым аминокислотам, располо- женным в середине цепочки. Заряд белковой молекулы в нейтральной среде определяется соотношением количества свободных карбоксильных и аминных групп и степенью их диссоциации. Чем больше карбоксиль- ных групп, тем выше отрицательный заряд, и белок будет проявлять свой- ства слабой кислоты. Преобладание аминогрупп сообщает белку основ- ные свойства и положительный заряд. В кислой среде белок заряжается положительно:
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В щелочной среде белок заряжается отрицательно:
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Значение рН раствора белка, при котором белок находится в изоэлек- трическом состоянии, т.е. в состоянии, при котором число разноименных зарядов в белковой частице одинаковое и ее общий заряд равен нулю, на- зывается изоэлектрической точкой данного белка.
Большинство природных белков содержат значительные количества дикарбоновых кислот (глутаминовой и аспарагиновой) и, следовательно, относятся к кислым белкам. Существует и относительно небольшая группа основных белков с преобладанием свободных аминогрупп за счет повы- шенного содержания диаминовых кислот (лизина, аргинина, орнитина).

Изоэлектрическая точка (ИЭТ) кислых белков лежит в слабокислой, основ- ных − в слабощелочной среде.
В изоэлектрической точке растворы белков неустойчивы. Молекулы белка с одинаковым количеством положительных и отрицательных за- рядов легко выпадают в осадок. Значение рН, соответствующее изоэлек- трической точке, является характерным для каждого белка. Например, для желатина рН равно 4,7, для яичного альбумина – 4,71, зеина (кукурузного белка) – 6,2; у протаминов и гистонов изоэлектрическая точка лежит в сла- бощелочной среде.
Выпадение белка в осадок в изоэлектрической точке можно ускорить добавлением водоотнимающих веществ (спирта, ацетона, эфира) или тани- на. Одни из них (органические растворители) уменьшают степень гидрата- ции белковых макромолекул, разрушают их водные оболочки, другие, как, например, танин, образуют нерастворимые в воде соединения с азотистыми гетероциклическими группировками.
Реактивы: желатин, 0,5%-ный раствор; уксусная кислота, 0,1 н рас- твор; ацетат натрия, 0,1 н раствор; этиловый спирт, 96%-ный раствор; танин, 0,1%-ный раствор.
Ход работы. В пять пробирок наливают растворы уксусной кислоты и уксуснокислого натрия в количествах, указанных в таблице, после чего в каждую пробирку добавляют по 1 мл раствора желатина и хорошо переме- шивают, затем прибавляют по 4 мл этилового спирта (или по 1 мл раствора танина) и снова перемешивают. Через 5−10 минут просматривают все про- бирки и оценивают степень мутности смеси в каждой из них. рН наиболее мутной смеси соответствует изоэлектрической точке желатина. Результаты опыта записывают в таблицу.

Определение изоэлектрической точки белка

	№ пробирки
	Состав буферной смеси, мл
	
рН смеси
	0,5%-ный раствор желатина, мл
	
Этиловый спирт,
мл
	Степень мутности (по пяти- балльной системе)

	
	0,1 н СН3СООН
	0,1 н
CH 3COONа
	
	
	
	

	1
	1,8
	0,2
	3,8
	1
	4
	1

	2
	1,4
	0,6
	4,4
	1
	4
	3

	3
	1,0
	1,0
	4,7
	1
	4
	5

	4
	0,6
	1,4
	5,1
	1
	4
	4

	5
	0,2
	1,8
	5,7
	1
	4
	3




Для изучения структур и функций белков требуется выделение и очист- ка их с минимальным количеством примесей, а в идеале − до гомогенного состояния.
Реакции осаждения белков могут быть обратимыми и необратимыми. В первом случае белки не подвергаются глубоким изменениям, поэтому по- лучаемые осадки могут быть вновь растворены в первоначальном раство- рителе с сохранением своих нативных свойств. При необратимых реакциях белки подвергаются глубоким изменениям.
Белковая молекула в растворе удерживается двумя факторами: зарядом и гидратной оболочкой. Снятие заряда осуществляется путем подведения рН к изоэлектрической точке. Удаление гидратной оболочки производится водоотнимающими средствами (органические растворители, соли щелоч- ноземельных металлов в высокой концентрации), изменением температуры и др. Для осаждения белка необходимо устранить оба фактора устойчиво- сти белковой молекулы.
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