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CWICZENIE 8

Wiasciwosci elektrolityczne i buforowe wodnych
roztworow aminokwasow

Podstawowe pojecia: aminokwasy, hydroliza, jonizacja, jon obojnaczy,
amfotery, elektrolit, protoliza, pH, stata dysocjacji, punkt izoelektryczny,
sprzezona zasada, roztwor buforowy, pK, pojemnos$¢ buforowa.

Wstep

Aminokwasy sa to kwasy karboksylowe zawierajace w czasteczce grupe
aminowgq; w czasteczce proliny i hydroksyproliny obecna jest grupa iminowa. W
aminokwasach, otrzymanych przez hydrolize biatek, grupa aminowa wystepuje
zawsze W pozycji a, tzn. jest polaczona z tym samym atomem wegla, przy
ktérym znajduje sie grupa karboksylowa. Ogolny wzoér aminokwaséw mozna
przedstawi¢ nastepujaco: RCH(NH>)COOH. a-Atom wegla w aminokwasach
jest asymetryczny, a wystepujace w przyrodzie aminokwasy naleza w ogromnej
wiekszosci do szeregu konfiguracyjnego L.

Oprocz wymienionych juz grup funkcyjnych, w czasteczkach aminokwasow
moga wystepowac jeszcze i inne grupy, np. —OH, —SH, grupa indolowa lub
dodatkowa grupa karboksylowa albo aminowa. Wedlug obecnosci réznych grup
funkcyjnych w lancuchu bocznym mozna podzieli¢ aminokwasy na cztery
zasadnicze typy: 1) aminokwasy z apolarnym lancuchem bocznym -R, 2)
aminokwasy z lancuchem bocznym —R zawierajacym nie ulegajaca jonizacji w
roztworze wodnym grupe polarng (-OH, —SH), 3) aminokwasy z dodatkowa
grupa karboksylowa, 4) a minokwasy z dodatkowa grupa aminowa. Pierwsze
dwa typy naleza do aminokwas6w obojetnych.

Celem ¢wiczenia jest zbadanie wlasciwosci buforowych wodnego roztworu
alaniny, CH;CH(INH,)COOH, bedacej aminokwasem obojetnym 1-go typu.
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Teoria

Zarowno grupa karboksylowa, jak i aminowa aminokwasow latwo ulegaja
jonizacji. Pierwsza odszczepia proton H® i przeksztalca sie w anion
karboksylanowy, a druga przylacza proton, przeksztalcajac sie w kation
amoniowy. W ten spos6b powstaja dwubiegunowe jony obojnacze zwierajace
zaré6wno dodatni, jak i ujemny tadunek:

RCH(NH;")COO" (1)

Zgodnie z teoria protonowa obojnacze jony aminokwasowe sa typowymi
amfoterami. Ich grupy amoniowe —NHj;" s3 kwasowymi protonodawcami, a
grupy karboksylanowe —COQ~ zasadowymi protonobiorcami.

Obojnaczy jon aminokwasu jednoaminojednokarboksylowego jest stabym
elektrolitem i w roztworze wodnym w niewielkim stopniu ulega protolizie,
jednak na tyle duzym, by pH roztworu wyraznie roéznito sie od pH wody. Grupa
amoniowa -NH;" jest silniejszy kwasem (K, = ok. 10®) niz grupa
karboksylanowa —COO™ zasada (K, = ok. 10™), zatem w roztworze wodnym
tego typu aminokwasu ustala sie rbwnowaga protolityczna:

“NH,CH(R)COO™ + H,0 :7 NH,CH(R)COO" + H,0" )

i dzieki powstatym jonom H;O" pH roztworu jest mniejsze od 7. W obecnosci
mocnego kwasu rownowaga protolityczna reakcji opisanej rownaniem (2) jest
przesunieta w lewo, a ponadto zachodzi reakcja zgodnie z rownaniem:

*NH;CH(R)COO + H;0' 7 “NH,;CH(R)COOH + H,0  (3)

Przy odpowiednim stezeniu mocnego kwasu, roztwor bedzie zawieraé duzy
nadmiar jonéw obojnaczych oraz niewielkie, ale réwne sobie iloSci anionéw,
NH.CH(R)COO, i kationéw, ‘NH;CH(R)COOH. pH takiego roztworu okresla
sie jako punkt izoelektryczny danego aminokwasu (pI). W tym punkcie
czasteczki aminokwasow nie migruja w polu elektrycznym. W roztworach o
pH< pI czasteczki aminokwaséw przemieszczaja sie do katody, natomiast w
roztworach o pH > pI — wedrujq do anody. Wartosci liczbowe pI aminokwasow
jednoaminojednokarboksylowych zawieraja sie w granicach od 5 do 6, nie
rdzniq sie wiec zbytnio od pH czystej wody i dlatego tez aminokwasy tego typu
nazywane sa obojetnymi.

Obecno$¢ kwasowej grupy karboksylowej —COOH (K, = ok. 10%) w
laiicuchu bocznym aminokwaséw jednoaminodwukarboksylowych sprawia, zZe
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ich roztwory wodne wykazuja pH duzo mniejsze od 7. Przyczyna tego jest
protoliza obojnaczego jonu zachodzaca zgodnie z réwnaniem:

“NH;CH(RCOOH)COO™ + H,0 7 “NH;CH(RCOO)COO™ + H;0°  (4)

W obecnosci mocnego kwasu rownowaga reakcji (4) ulega przesunieciu w lewo
i réwnoczesnie zachodzi protoliza:

“NH,CH(RCOOH)COO™ + H,0" 7 “NH,CH(RCOOH)COOH + H,0  (5)

Dla tych aminokwaséw nalezy znacznie bardziej, niz w przypadku
aminokwasow jednoaminojednokarboksylowych, zwiekszy¢ stezenie mocnego
kwasu w roztworze, aby otrzyma¢ pH = pl aminokwasu. W rezultacie wartosci
liczbowe pI aminokwaséw jednoaminodwukarboksylowych sg w poblizu 3. W
konsekwencji, tego typu aminokwasy nosza nazwe kwasnych.

Aminokwasy dwuaminojednokarboksylowe dzieki obecnosci w tafcuchu
bocznym zasadowej grupy —NH, (K}, = ok. 10°) tworzg z wodg roztwory o pH >
7 zgodnie z protolityczng reakcjq przebiegajaca wedlug rownania:

“NH3;CH(RNH,)COO™ + H,0 *7 *NH,;CH(RNH;)COO + OH™  (6)

Aby sprowadzi¢ pH roztworu do punktu izoelektrycznego, nalezy przesuna¢ w
lewo réwnowage tej reakcji i zmniejszy¢ liczbe dodatnich grup amoniowych
poprzez dodanie mocnej zasady:

"NH;CH(RNH;")COO~ + 20H" 7 NH,CH(RNH,)COO™ + 2H,0 (7)

Tak wiec aminokwasy dwuaminojednokarboksylowe maja wartosci pI > 7 i sa
nazywane aminokwasami zasadowymi.

Wilasciwosci elektrolityczne aminokwaséw obojetnych mozna rozwazy¢ na
przykladzie réwnania (3) protolizy. Zgodnie z protonowa teoria kwasow
amfoteryczny jon dipolarny, "NH3;CH(R)COQ", jest zasadq sprzezonq ze stabym
kwasem, jakim jest kation "NH;CH(R)COOH. Zatem miareczkowany mocnym
kwasem roztwor aminokwasu staje sie mieszaning stabego kwasu i sprzezonej z
nim zasady, majaca wlasciwosci uktadu buforowego. pH ukladu buforowego jest
okreslone rownaniem:

[A ]
[HA]

pH =pKy, +log

(8)
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gdzie pKpa jest uyjemnym logarytmem statej dysocjacji stabego kwasu HA, [HA]
- jego molowym stezeniem, a [A”] — molowym stezeniem sprzezonej z nim
zasady.

Podstawiajac odpowiednie stezenia molowe kationéw aminokwasu (staby
kwas) oraz jonéw dipolarnych (sprzezona z nim zasada), zalezne od ilo$ci
dodawanego mocnego kwasu, otrzymuje sie wyrazenie opisujace zmiany pH
miareczkowanego roztworu aminokwasu:

[*NH,CH(R)COO™]

pH =pK, +log—
! [*NH,CH(R)COOH]

)

gdzie K; jest stala dysocjacji grupy karboksylowej tego aminokwasu. Poniewaz
warto$¢ pK; jest stata (zalezy tylko od temperatury), to zmiany pH
miareczkowanego roztworu sa zalezne jedynie od wartosci liczbowej drugiego
wyrazu prawej strony rownania (9). Na poczatku miareczkowania zdolnos¢
buforowania roztworu jest niewielka i nawet niezbyt duze ilo$ci dodawanego
mocnego kwasu powoduja znaczne zmiany wartosci pH. Latwo zauwazy¢, ze w
przypadku réwnosci stezen molowych jonéw dipolarnych i kationow,
['NH;CH(R)COO™] = ['NH;CH(R)COOH],:

["NH;CH(R)COO™] _
[*NH,CH(R)COOH]

log1 =0 (10)

i rownanie (9) przybiera posta¢ pH = pK;. Wtedy tez roztwor aminokwasu
wykazuje bardzo duza pojemnos¢ buforowq.

Jezeli wodny roztwér aminokwasu bedzie miareczkowany mocna zasada, to
bedzie zachodzi¢ reakcja zgodnie z rGwnaniem:

‘NH,CH(R)COO™ + OH :7 NH,CH(R)COO" + H,0 (11)

Jon dipolarny zgodnie ze swym amfoterycznym charakterem zachowuje sie w
tych warunkach jak staby kwas i przeksztalca sie w sprzezong zasade
NH,CH(R)COO™. Powstaje uklad buforowy, ktérego wiasciwosci sa opisane
réwnaniem:

[NH,CH(R)COO™]
[*NH,CH(R)COO™]

pH :pK2 +10g (12)



WEASCIWOSCI WODNYCH ROZTWOROW AMONIKWASOW 86

gdzie K, jest stalg dysocjacji grupy amoniowej —NH;". Powstaty uktad buforowy
ma najwieksza pojemnos$é w poblizu pH = pK,.

Krzywe miareczkowania aminokwaséw obojetnych 1)-go typu (alanina,
walina, leucyna, izoleucyna, fenyloalanina, prolina) oraz 2)-go typu (seryna,
metionina, tryptofan, hydroksyprolina), a takze glutaminy i asparaginy, maja
przebieg analogiczny, a nawet niekiedy niemal identyczny, poniewaz te
aminokwasy maja bardzo zblizone wartosci pKi, pK: i pl.

Czes¢ praktyczna

Metoda

Badanie wlasciwosci buforowych wodnego roztworu danego aminokwasu
polega na wyznaczeniu krzywej miareczkowania tego aminokwasu. W tym celu
mierzy sie pH roztworu aminokwasu w funkcji zaréwno iloSci milimoli
dodanego mocnego kwasu, jak i ilosci milimoli dodanej mocnej zasady. Ponadto
oblicza sie warto$ci logarytmow w réwnaniach: (9) — miareczkowanie mocnym
kwasem, i (12) — miareczkowanie mocna zasada, aby moc okreslic w jakich
przedzialach pH badany aminokwas tworzy uklady buforowe. W tych
przedzialach pH wartosci logarytméw sa bliskie zera i roztwor aminokwasu
wykazuje duza pojemnos¢ buforowa.

W ¢wiczeniu badanym aminokwasem jest alanina, NH.CH(CH3)COOH.

Odczynniki i aparatura

— alanina

— roztwor HCI o stezeniu 1,0 mol/dm?

— roztwor NaOH o stezeniu 1,0 mol/dm?

—  bufor wzorcowy o pH =4

— bufor wzorcowy o pH =7

— bufor wzorcowy o pH =9

— pH-metr z dolaczong elektroda kombinowanag

— mieszadlo magnetyczne z elementem mieszajagcym
— waga analityczna, topatka, naczynie stuzace do przygotowania nawazki
— 2 biurety o pojemnosci 10 cm?

— pipeta o pojemnosci 20 cm?

— 4 zlewki o pojemnosci 50 cm®

—  kolba miarowa o pojemnosci 50 cm?

— tryskawka
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Wykonanie éwiczenia

1. W kolbie miarowej o pojemnosci 50cm?® przygotowaé roztwor
alaniny o stezeniu 0,27 mol/dm®.

2. Wykalibrowa¢ pH-metr na bufory o pH 7 i 4.

3. Odmierzy¢ do zlewki 20 cm® roztworu alaniny i zmierzy¢ jego pH.

4. Miareczkowa¢ roztwor aminokwasu roztworem kwasu solnego w
nastepujacy sposob. Do roztworu alaniny dodawac¢ z biurety poczatkowo po
jednej kropli HCI. Po dodaniu kazdej porcji kwasu starannie miesza¢ roztwor i
mierzy¢ jego pH oraz odczytywa¢ odpowiadajaca mu objeto$¢ dodanego HCI
(Vua). Gdy zmiany pH pomiedzy kolejnymi odczytami beda nie wieksze niz
0,07 — 0,09 mierzy¢ pH roztworu po dodaniu kazdych dwoch kropli kwasu,
nastepnie po dodaniu kazdych trzech, czterech, itd. kropli HCI Ilos¢
dodawanych kropel kwasu zwieksza sie o jedna gdy wartos¢ pH rézni sie od
warto$ci pH z poprzedniego pomiaru o okoto 0,09. Miareczkowanie wykonuje
sie do momentu, w ktérym pH roztworu osiggnie wartos¢ okoto 1,6.

5. Odmierzy¢ do zlewki 20 cm® wody destylowanej (tzw. préba Slepa),
zmierzy¢ pH wody i miareczkowac ja roztworem kwasu solnego w sposob
opisany w poprzednim punkcie.

6. Wykalibrowa¢ pH-metr na bufory o pH 71i 9.

7. Odmierzy¢ do zlewki 20 cm® roztworu alaniny i zmierzy¢ jego pH.

8. Roztwér aminokwasu miareczkowa¢ roztworem wodorotlenku
sodowego do pH 11, wykonujac pomiary pH w ten sam sposdb, w jaki
przeprowadzono miareczkowanie kwasem (punkt 4.).

9. Odmierzy¢ do zlewki 20 cm® wody destylowanej (tzw. préba $lepa),
zmierzy¢ pH wody i miareczkowac ja roztworem NaOH w sposob opisany w
poprzednim punkcie.

10. Wyniki pomiaréw umies$ci¢ w tabelach: 11 2.

Tabela 1

Miareczkowanie wody Miareczkowanie roztworu alaniny

Vil [cm’] pH Vici [cm’] pH ¢; [mmole] | c/ci | log(cy/cr)

Via — objetos¢ dodanego HCI. Jest ona liczbowo réwna ilosci milimoli
dodanego HCI i (w przypadku miareczkowania roztworu alaniny) jest takze
liczbowo réwna ilo$ci milimoli kationu alaniny, "NH;CH(CH3)COOH, c;
(wyjasnic te zwiazki);




WEASCIWOSCI WODNYCH ROZTWOROW AMONIKWASOW 88

¢ — ilo$¢ milimoli jonu dipolowego alaniny, "NH;CH(CH3)COO", przy czym c;
= ¢p — €1 (wyjasnic¢ te réwnos¢), gdzie ¢, — poczatkowa ilos¢ milimoli alaniny w
roztworze z punktu 3.

Tabela 2

Miareczkowanie wody Miareczkowanie roztworu alaniny

Viveon [cm’] pH Vieon [cm?] pH c; [mmole] | cs/c; | log(cs/ca)

Vieon — objeto$¢ dodanego NaOH. Jest ona liczbowo réwna ilo$ci milimoli
dodanego NaOH i (w przypadku miareczkowania roztworu alaniny) jest takze
liczbowo réwna ilosci milimoli anionu alaniny, NH,CH(CH3)COO", c3 (wyjasnic¢
te zwiazki);

¢ — ilo$¢ milimoli jonu dipolowego alaniny, "NH;CH(CH3)COOQO", przy czym ¢,
= Cp — €3 (wyjasni¢ te réwnos¢), gdzie ¢, — poczatkowa ilos¢ milimoli alaniny w
roztworze z punktu 7.

Obliczenia

1. Obliczy¢ wartosci ¢i, c/c1 i log(ca/ci) (tabela 1) oraz wartosci ¢,
cs/cy i log(cs/cy) (tabela 2).

2. Wykresli¢ krzywa miareczkowania alaniny, czyli zalezno$¢
zmierzonego pH od ilosci milimoli zar6wno dodanego HCI jak i dodanego
NaOH. W tym celu zerowa ilos¢ milimoli (dodanego HCl i NaOH) nalezy
umies$ci¢ w potowie osi odcietych: na prawo od tego zerowego miejsca osi
odktadac ilosci milimoli dodanego NaOH, a na lewo — ilosci milimoli dodanego
HCI. Dla poréwnania, na ten sam wykres nalezy nanies¢ krzywa
miareczkowania wody.

3. Wykredli¢ zalezno$¢ pH od log(c./c:) dla HCI, oraz zalezno$¢ pH od
log(cs/c2) dla NaOH. Dla kazdej zaleznoSci przeprowadzi¢ prosta przez punkty
lezace w poblizu zerowych warto$ci logarytméw i obliczy¢ parametry tej
prostej. Wyznaczy¢ wartosci pK; oraz pK alaniny.

Dyskusja
1. Poda¢, czy przebiegi krzywych miareczkowania alaniny i wody r6znig
sie miedzy soba. W przypadku wystepowania réznic zinterpretowac je.
2. Wskaza¢, w jakich przedziatach pH alanina tworzy uklady buforowe.
3. Obliczy¢ pH roztworu alaniny (pK; = 2,34, pK, = 9,69) o stezeniu 0,1
mol/dm?, gdy wystepuje ona w formie:
a) chlorowodorku (kationu),
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b) jonu obojnaczego.
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Zagadnienia dodatkowe

Rownowagi kwasowo-zasadowe. Teoria Bronsteda kwasow i zasad. P6logniwa,
potencjal poétogniwa, rodzaje pologniw. Ogniwa elektrochemiczne, sita
elektromotoryczna. Potencjometryczny pomiar pH.
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