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lll. Czes¢ teoretyczna

lll.1. Funkcje i zastosowanie biatek

Biatka stanowig grupe makroczasteczkowych zwigzkéw polipeptydowych o
bardzo skomplikowanej budowie i specyficznych wlasciwosciach. Odgrywaja wazng
role w procesach zyciowych - czynno$ciach i budowie komoérki. Sg gtéwnym
materialem budulcowym skoéry, mieg$ni, S$ciggien, nerwéw 1 krwi a ponadto
enzymow, przeciwcial i wielu hormonéw. Biatka pelnig funkcje strukturalng
(kolagen, elastyna) oraz katalityczng jako enzymy, w obecno$ci ktérych reakcje
przebiegaja w optymalnych warunkach znacznie szybciej niz gdyby zachodzity w
inny sposéb. Odpowiedzialne sg za transport elektronéw podczas oddychania i
fotosyntezy, a takze produktéw metabolicznych i gazéw (albuminy). Na przyklad
hemoglobina transportuje tlen w krwinkach czerwonych a mioglobina w mig$niach.
Zelazo jest przenoszone w osoczu krwi przez transferyne, a przechowywane w
watrobie, w kompleksie z innym biatkiem - ferrytyng. Stanowig réwniez swoistego
rodzaju ochrong komorek przed cialami obcymi (immunoglobuliny) oraz regulacyjng
(kulmudulina). Odpowiadajg za regulacj¢ genowg (histony) i hormonalng (insulina)
oraz za prawidlowe dziatanie migsni (aktyna, miozyna).

Rozwdj biotechnologii i metod optycznych spowodowat intensywny wzrost
zainteresowania oddzialywaniem bialek z organicznymi i nieorganicznymi cialami
stalymi. Szczegdélnego znaczenia nabraly w ostatnich latach badania zjawiska
adsorpcji protein w uktadach ciecz/ciato state. Badania dowiodly, Zze adsorpcja biatek
wywoluje szereg probleméw zdrowotnych: kardiologiczne, stomatologiczne,
urologiczne itp. Z drugiej strony wtasciwosci fizykochemiczne ,biologicznie”
modyfikowanych powierzchni (BioSS — Biological Surface Science) pozwalaja na
zastosowanie ich jako biomaterialéw, biosensoréw i biochipéw w diagnostyce, m.in.
do kontroli stezenia glukozy we krwi w celu regulowania poziomu insuliny w
przypadku pacjentéw chorych na cukrzyce¢ oraz wykonywania innych testow
serologicznych i w bioelektronice [2].

W ostatniej dekadzie XX wieku nastgpit gwaltowny rozwdj metod
chromatograficznych zwigzany z aplikacja tych technik do rozdziatu biatek oraz
mieszanin zwigzkéw chemicznych stosowanych w rolnictwie, farmacji i innych
galeziach przemystu. Stosowane w farmacji leki stanowig czesto mieszaning
enancjomerdw, z ktérych tylko jeden jest aktywny biologicznie [3]. Przyktadem leku
bedacego mieszaning enancjomeréw byt talidomid. Enancjomer R ma dziatanie
uspokajajace, ale enancjomer S wykazuje dziatanie teratogenne. Jego obecno$¢ w
leku powodowata niedorozwdéj konczyn u dzieci, spowodowany stosowaniem przez
ich matki talidomidu w czasie cigzy jako leku uspokajajacego. Enancjomery to
zwigzki o identycznych wilasciwosciach fizykochemicznych, lecz r6znych

.,



B12-Chemia fizyczna w uktadach biologicznych

konfiguracjach podstawnikéw przy asymetrycznym atomie w czgsteczce. Nie mozna
ich rozdzieli¢ prostymi metodami fizykochemicznymi, dlatego poszukuje si¢ nowych
chiralnych faz stacjonarnych, aby poprawi¢ selektywnos¢ rozdziatu oraz skrécic czas
analizy. Aktualnie w chromatografii cieczowej trwajg prace nad syntezg oraz opisem
chiralnych witasciwosci adsorbentéw organicznych (polimery) i nieorganicznych z
immobilizowanym biatkiem. W skutek oddzialywan polarnych i hydrofobowych
czesci biatek z probka, tworza sie¢ kompleksy, w wyniku czego nastepuje rozdziat
enancjomeréw. Rozdzial jest wypadkowa wszystkich efektow zwigzanych z faza
stacjonarng, na ktérej znajduje si¢ substancja aktywna, w tym takze metody
immobilizacji stacjonarnej, sktadu i wlasciwosci fazy ruchomej jak rdéwniez
warunkow rozdziatu temperatury i pH.

111.2. Budowa biatek

Biatka stanowig wielkoczgsteczkowe kopolimery zbudowane z réznych
L-aminokwaséw, zwigzanych ze sobg wigzaniami peptydowymi (rys. 1). Wigzanie
peptydowe jest wigzaniem kowalencyjnym powstajagcym pomiedzy grupami
a-aminowg oraz o-karboksylowa sasiednich aminokwaséw. Wigzania w tancuchu
peptydowym (V¥ i 0) wykazujg szczegdlng zdolnos¢ do rotacji.

Rys. 1. Geometria wigzania peptydowego. [4,5]

Silne zrdéznicowanie tancuchéw bocznych powoduje wysokie ich
powinowactwo w stosunku do powierzchni mig¢dzyfazowych. Wynika ono z
charakteru grup funkcyjnych {aminowe - a (6 < pK, < 8) i € (8 < pK, <10,5),
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karboksylowe, tiolowe}, polarno$ci, rozmiaru oraz tadunku danej grupy. Grypy
aminowe lokalizuja si¢ na powierzchni makroczasteczek, sa czynnikami silnie
nukleofilowymi.

Do opisu struktury biatka Linderstorm-Lang wprowadzit okreslenia: struktura
pierwszorzgdowa, drugorzedowa i trzeciorzedowa. Strukture pierwszorzedowsg
biatka wyznaczajg liczba, rodzaj i1 kolejno$¢ aminokwaséw w tancuchu
polipeptydowym oraz mostkéw siarczkowych umieszczonych w  tancuchach.
Lancuchy takie mogg by¢ réznie usytuowane w przestrzeni, co stanowi strukture
wtorng biatka. W ramach struktury wtdérnej rozréznia si¢ jej trzy poziomy:
drugorzedowa, trzeciorzedowgq i czwartorzedowa.

Strukturg drugorzedowa biatka okresla si¢ regularne pofaldowanie
segmentéw lancucha polipeptydowego. Najczgsciej wystepujacymi sposobami po-
fatdowania biatka sg o helisa i stuktura 3. W przypominajacej cylinder o helisie
aminokwasy ustawiajg si¢ w taki sposdb, ze powstaje regularna struktura okreslana
jako spiralna (rys. 3a). Jednorodne grupy, tzn. wigzania peptydowe, znajduja si¢
wewnatrz helisy, natomiast boczne tancuchy reszt aminokwasowych, zawierajace
rézne grupy funkcyjne, skierowane sg na zewnatrz makroczasteczki, co umozliwia
im kontakt z czasteczkami w najblizszym otoczeniu. Tlen karbonylowy kazdego
wigzania peptydowego jest polaczony wigzaniem wodorowym z wodorem grupy
aminowej czwartego z kolei aminokwasu, przy czym wigzanie wodorowe przebiega
prawie roéwnolegle do osi helisy. Na jeden obrét o helisy przypada 3,5
aminokwaséw, co odpowiada 0,54 nm, natomiast odlegto$¢ miedzy dwoma
aminokwasami wzdluz osi o helisy wynosi 0,15 nm. Struktura spiralna powstaje
gléwnie dzigki alaninie, fenyloalaninie, asparaginie, glutaminie, histydynie, leucynie,
metioninie, tyrozynie i tryptofanowi. Walina i izoleucyna ze wzgledu na duze
rozmiary tancuchéw bocznych nie mogg uczestniczy¢ w formowaniu stabilnej
struktury o helisy. Seryna, treonina, prolina i hydroksyprolina zaktdcajg struktury
regularne helisy. Dwa pierwsze aminokwasy z powodu dodatkowych wigzan
wodorowych tworzonych przez ich grupy hydroksylowe. W przypadku proliny atom
azotu wbudowany jest w pierscien heterocykliczny, co wyklucza mozliwos$¢ obrotu
wokot wigzania wegiel-azot (C-N) oraz wytworzenia wewnatrzczasteczkowych
wigzan wodorowych. Obecno$¢ proliny jest powodem, ze tancuch moze ulec
przegigciu lub nawet utworzy¢ petle [6].

Drugim rodzajem konformacji fancuchéw polipeptydowych budujacych biatka
jest struktura B-warstw, zwana inaczej dywanowa lub harmonijkowa (rys. 2b). W
biatkach o typowej strukturze fatdowej tancuchy polipeptydowe sg ulozone obok
siebie rownolegle albo przeciwréwnolegle. W poréwnaniu jednak z konformacja
spiralng fancuchy sa znacznie rozciagni¢te, wobec czego nie mogg powstawac
wewnatrzczasteczkowe wigzania wodorowe. Taka konformacje biatka stabilizujg
poprzeczne mostki wodorowe wystepujace pomiedzy réwnolegle biegngcymi w
przestrzeni tancuchami polipeptydowymi. Nie wszystkie biatka maja budowe
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Srubowg. W obrgbie nawet okreslonego rodzaju biatka stwierdza si¢ obecno$¢ obu
typow struktury, ktére bywaja przedzielone obszarami nieuporzgdkowanymi, a
rotacje dodatkowo ograniczaja efekty zwigzane z pecznieniem tancuchéw bocznych.
Obliczenia teoretyczne wykazaly, ze konformacje uporzadkowanych struktur
drugorzgdowych (a-helisa, B-warstwa) stanowig 25% catkowitej liczby mozliwych
konformacji [8].

W czasteczkach bialek wyr6zni¢ mozna réwniez element struktury zwany f-
zgieciem (rys. 2c¢). Na B-zgi¢cie sktadajg si¢ cztery reszty aminokwaséw, przy czym
druga reszta najczgséciej bywa prolina. Trzecig reszt¢ B-zgigcia stanowi bardzo czgsto
glicyna lub aspargina

Struktura trzeciorzgdowa dotyczy przestrzennego ulozenia aminokwasow
zarowno odleglych w sekwencji liniowej, jak i tych, ktére ze sobg sgsiaduja.
Koncowa struktura przestrzenna jest determinowana przez sekwencj¢ aminokwasow.
W przypadku rozpuszczalnych w wodzie biatek globularnych takich jak mioglobina,
silag odpowiedzialng za faldowanie si¢ tancucha polipeptydowego jest energetyczny
wymog oddzielenia niepolarnych aminokwaséw od hydrofilowego otoczenia przez
schowanie ich w hydrofobowym wnetrzu. Lancuch polipeptydowy falduje sig
spontanicznie w ten sposob, ze wiekszos$¢ jego hydrofobowych tancuchéw bocznych
zostaje skierowana do wnetrza powstajacej struktury, a wigkszo$¢ jego polarnych
tancuchéw bocznych znajduje si¢ na jej powierzchni. Biologicznie aktywna
(natywna) przestrzenna konformacja bialka jest utrzymywana nie tylko dzigki
oddziatywaniom hydrofobowym, ale takze przez sity elektrostatyczne, wigzania
wodorowe i kowalencyjne wigzania dwusiarczkowe. Sity elektrostatyczne obejmujg
wigzania jonowe miedzy przeciwstawnie natadowanymi grupami i liczne stabe
oddziatywania van der Waalsa miedzy $cisle upakowanymi alifatycznymi
tancuchami bocznymi we wnetrzu biatka [9,10].

Pojecie struktury czwartorzedowej wprowadzone przez J.D. Bernol okresla
stopien asocjacji lub polimeryzacji poszczegdlnych monomeréw biatkowych lub
tancuchéw polipeptydowych w wicksze zespoty, zazwyczaj oligomery. Ta struktura
jest utrwalana przede wszystkim przez wigzania disulfidowe, a takze przez
kleszczowe (chelatowe), tworzace si¢ z udzialem grup fenolowych, aminowych,
karboksylowych i za pos$rednictwem jonéw metali, oraz sitami van der Waalsa. Sg
znane przyktady przeksztatcania si¢ przez asocjacj¢ biatka nieaktywnego w aktywne,
np. fosforylazy b w fosforylaze a.
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Rys. 2. Struktury drugorzedowe biatek: a) a-helisa, b) B-warstwa, c) p-zgiecia . [7]

lll.3. Czynniki wptywajace na stabilnos¢ biatek

Skomplikowana a jednocze$nie bardzo delikatna struktura bialek zalezy od
wielu czynnikéw. Niektére z nich stabilizujg forme¢ natywng inne natomiast
destabilizujg strukture, powodujac denaturacje czgsteczek. Entalpia swobodna
przejs¢ formy natywnej w forme zdenaturowana jest funkcjg wielu zmiennych, ktorg
obrazuje réwnanie [11]:

AG =AGo +f (T ,P, ¢y pH, ...)
i ktérg mozna zapisa¢ poprzez parametry charakteryzujgce denaturacje w okreslonym
rozpuszczalniku [15]:

A

AC, 5 AB 5
AG =AG, = AS,(T =Ty) - o7 (T-T,) +AVo(p—Po)+7(p—Po) +

0

+AoAv( p— p T —T,) +czlony wyzszego rzedu

gdzie: T - temperatura, p - ci$nienie, cx - stgzenie wspolrozpuszczalnika, AGy, ASy-
zmiany entalpii swobodnej i entropii w odniesieniu do temperatury Ty i ci$nienia pg,

A A

T, p - aktualna temperatura i ciSnienie przejs¢, S ,a - réznica wspéiczynnikow

Scisliwosei ( B =pV) i « - rozszerzalnosci cieplnej (o =oV) stanu zdenaturowanego

i natywnego, AC,,- zmiany pojemnosci cieplnych.

—6-
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Rys. 3. Diagram fazowy stabilnosci bialek. Wnetrze elipsy wyznacza granice
istnienia formy biologicznie czynnej biatka. [12]

W przypadku, gdy AG=0 wykresy zaleznosci p = f(T) przedstawiajg diagramy
fazowe stabilnosci biatek (rys 3). W zalezno$ci od warunkéw biatka mogg ulegaé
denaturacji pod wptywem wysokich ci$nien (p), jak réwniez wysokich (h) oraz
niskich temperatur (c).

lll.3.1. Rozpuszczalnik i pH roztworu

Duzy wplyw na wlasciwosci i stabilno$¢ struktur drugorzedowych biatek ma
charakter rozpuszczalnika, w szczegdlnosci wody. Ze wzgledu na specyficzne
wlasciwosci (wysoka: stata dielektryczna, moment dipolowy oraz temperatura
wrzenia; maly moment bezwladnosci), woda bierze udzial w: katalizie
enzymatycznej, fatdowaniu] i stabilnosci konformacyjnej biatek], ich plastycznosci
(objetosci swobodnej i ruchliwosci)], a takze odgrywa wazng rol¢ w specyficznych
oddziatywaniach np. lekéw przeciwrakowych z DNA]. W $rodowisku wodnym
czasteczki biatek otoczone sg warstwg hydratacyjng rozpuszczalnika. Powstaje ona w
efekcie oddzialywan hydrofobowych, wigzan wodorowych, oddziatywan
elektrostatycznych typu dipol-dipol czgsteczek wody z grupami polarnymi (-OH,-
SH,-CONH,) lub zjonizowanymi grupami (-NH;",-COO") tancuchéw bocznych,
znajdujacych si¢ na powierzchni biatka oraz sit van der Waalsa. Trwalos¢ wigzan
wodorowych pomiedzy polarnymi/zjonizowanymi grupami biatek a czasteczkami
wody jest 5-10 razy wigksza niz w czystej cieczy [13]. Grubo$¢ powtoki
hydratacyjnej wynosi $rednio 4-8 AW wyniku oddzialywania nastepuje
uporzadkowanie czasteczek wody wobec niepolarnych skladnikéw zwigzane z
obnizeniem entropii oraz wzrostem entalpii swobodnej, co jest niekorzystne
termodynamicznie. W wyniku tego reszty hydrofobowe sa ukryte wewnatrz
czasteczek biatek a grupy hydrofilowe sg na powierzchni. Otoczka wodna chroni te

S
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czasteczki przed taczeniem si¢ w wicksze zespoty, a tym samym przed wytragcaniem
z roztworu. Jednocze$nie w roztworach wodnych istnieje tendencja do zmniejszania
kontaktu z grupami niepolarnymi co moze zachodzi¢ poprzez samorzutng agregacje.
Proces ten zwigzany jest ze zmniejszeniem entalpii swobodnej a tym samym jest
korzystny termodynamicznie. Proces hydratacji czasteczek biatek nie jest jeszcze do
konca wyjasniony. Obecnie wéréd badaczy przewaza poglad, ze czasteczki wody w
poblizu bialek ulegajg cigglym powolnym zmianom. Dynamika wody jest wynikiem
oddziatywania z grupami hydrofilowymi, jak réwniez hydrofobowymi. Czynniki
hydrofobowe powoduja lokalne zmiany w otaczajgcej warstwie.

W niektérych przypadkach w wyniku rozciggania czgsteczek biatek moze
doj$¢ do nieodwracalnej agregacji bialek. Reaktywno$¢ i ruchliwos¢ biatek rosnie w
miar¢ wzrostu stopnia wilgotnosci, w wyniku czego wzrasta prawdopodobienistwo
zajScia reakcji denaturacji, agregacji, utleniania, podziatu czy usuwania grup
amidowych (deamidacji). W warunkach przemystowych bialka produkowane sg
metodg liofizacji (suszenia sublimacyjnego przy zredukowanym cisnieniu- ,,freeze-
dried — lyophilized”), ktéra zapewnia minimalny poziom wody.

W obecnosci niektérych rozpuszczalnikéw organicznych czasteczki biatek
ulegajg denaturacji. Proces ten zwigzany jest z usuwaniem czasteczek wody z
warstwy hydratacyjnej, co powoduje zmian¢ zwartej globularnej struktury
trzeciorzgdowej bialek w nieaktywne biologicznie, nieuporzadkowane tancuchy
polipeptydowe. Badania zachowania lizozymu w obecnosci formamidu i
dimetyloformamidu (DMF), dimetylosulfotlenku (DMSO) wykazaty, ze polarne
rozpuszczalniki mogace tworzy¢ silne wigzania wodorowe z fragmentami biatka a
tym samym zastgpowaé wodg, zwykle powodujg denaturacje biatek. Alkohole
powoduja zmiany struktury trzeciorzgdowych biatek (np. B-laktaglobulin lub
cytochromu) bez makroskopowej zmiany struktur drugorzedowych, cho¢ metanol
powoduje denaturacje biatek. Stabilno$¢ biatlek w rozpuszczalnikach organicznych
mozna zwigkszy¢ poprzez tworzenie szczelnych warstw hydratacyjnych wokot
biatka poprzez: dodatek surfaktantu lub czynnikéw silnie hydrofilowych (np.
polimeréw).

Duzy wpltyw na stabilno$¢ oraz wilasciwosci bialek ma kwasowos¢
srodowiska (warto$¢ pH). W wyniku dziatania silnych kwaséw zmniejsza si¢ stopien
dysocjacji grup karboksylowych. Grupy te tracag wowczas tadunek elektryczny, co
jest przyczyna rozerwania wigzan jonowych przy jednoczesnej destrukcji wigzan
wodorowych. Mocne zasady zoboj¢tniajg grupy amoniowe w wyniku czego w
skrajnych przypadkach moze doj$¢ do fragmentacji tancucha peptydowego na skutek
zerwania wigzan peptydowych. Zmiany pH roztworéw wplywaja silnie na tadunek
czasteczek biatek. Zmienno$¢ konformacji zalezna od pH wynika z
nieréwnomiernego rozmieszczenia fadunkéw w czasteczce biatka, ktére powoduje
labilno$¢ wigzan jonowych. Dlatego nawet niewielkie zmiany pH, przez zmiang sity
wigzan jonowych zmieniajg strukture trzeciorzedowg czasteczek. Ma to szczegdlnie
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istotne znaczenie dla bialek biologicznie czynnych (np. enzymoéw), gdyz ich
aktywno$¢ zalezy Scisle od konformacji czasteczek. Istnieje taka warto$¢ pH, dla
ktérej tadunek powierzchniowy biatka jest zerowy (pI). W tabeli 2 przedstawiono
masy czasteczkowe i warto$ci odpowiadajace punktowi izoelektrycznemu niektérych
biatek.

Tabela 2. Masy czasteczkowe i wartosci punktéw izoelektrycznych wybranych

biatek. [14]

Biatko Masa czgsteczkowa Punkt

g/mol izoelektryczny
mioglobina 17 000 7
B-laktoglobulina 18000 - 36000 52
ovomukoidy 28 000 4,1
ovoglikoproteina 30 000 4,1
pepsyna 34 600 <1
kwas o;-glikoproteinowy 41 000 2,7
ovalbumina 45 000 4,7
HSA 66 000 4,7
BSA 66 466 4,7-4,9
conalbumina 70 000 - 78000 6,1-6,6
glukoamylaza 97 000 5
ferrytyna 450 000 4.4

Bardzo wazne dla rozpuszczalno$ci biatek jest stezenie elektrolitu. Czesto
konieczne jest utrzymanie pewnego stezenia soli, aby w roztworze utrzymac biatko o
znacznej asymetrii rozmieszczenia tadunku (np. albumina surowicy). Ten efekt
zwigkszenia rozpuszczalnosci biatka w wyniku dodania soli zwigzany jest z
agregacja lub asocjacjg czasteczek biatka. Jony soli gromadza si¢ na powierzchni
czasteczki biatka i silnie podwyzszajg stopien hydratacji, co powoduje podwyzszenie
rozpuszczalnosci. Zarowno kationy jak i aniony odgrywaja duza role w procesie
rozpuszczania bialek. Zostaty one sklasyfikowane w szereg Hofmeistera [15-17] :

Wzrost efektu wysalania

A

Aniony: PO,”, SO4*, CH;COO, CI', Br, NO3, ClO4, I', SCN°
Kationy: NH4*, Rb*, K*, Na*, Li*, Mg*, Ca®*, Ba*

»
>

Wzrost efektu rozpuszczania

Efekt wytracenia biatka na skutek dodania soli do roztworu (wysalanie)
zwigzany jest z odwodnieniem czgsteczki biatka, co jest wynikiem koniecznej
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hydratacji duzego nadmiaru elektrolitu. Poniewaz rézne biatka wytracaja si¢ przy
réznym st¢zeniu elektrolitu, metode wysalania zalicza si¢ do bardzo waznych metod
wstepnego rozdzielania mieszaniny bialek w tagodnych warunkach.

11l.3.2. Temperatura i cisnienie

Jedng z cech charakterystycznych biatek jest silna zaleznos$¢ struktury od

temperatury. Biatka ulegajg denaturacji termicznej zarowno w wysokich jak i niskich
temperaturach. W  wysokich temperaturach nastgpuje rozrywanie wigzan
wodorowych oraz hydrofobowych, co prowadzi do zmiany agregacji. Zmiany te
prowadzg do agregacji oraz wytracenia biatka (koagulacji). Proces ten zalezy od
rodzaju i zawarto$ci aminokwasOw w strukturze biatka. Termiczna stabilnos¢
aminokwasdéw tworzacych biatka zmienia si¢ w szeregu [18]: Val,
Leu>Ile>Tyr>Lys>His>Met>Thr>Ser>Trp>Asp, Glu, Arg, Cys (pelne nazwy
aminokwaséw zamieszczono w tabeli Z1w zalagczniku do skryptu B11).
Proces denaturacji albumin przebiega dwuetapowo. W pierwszym etapie ogrzewania
do okoto 65 °C (maksimum piku na termogramie DSC) nastepuje czesciowe
rozwijanie struktur spiralnych, a czasteczki przegrupowuja si¢ w struktury
~dywanowe” przy udziale wylacznie wigzan wodorowych. Powyzej temperatury
65°C stopniowo odstaniana jest grupa —SH (cys-34) [19], w wyniku czego mogg si¢
tworzy¢ mostki siarczkowe (S-S) pomi¢dzy monomerami, a sam proces jest
nieodwracalny. Proces ten w duzej mierze zalezy od czasu ogrzewania probki. W
zaleznos$ci od charakteru biatka procesy towarzyszace ogrzewaniu mogg zachodzic¢
wieloetapowo.

Zimna denaturacja jest wynikiem oddzialywania niepolarnych grup biatek z
wodg [20]. Zachodzi ona w obszarze wysokiego cisnienia (>0,2 GPa). Zmniejszenie
temperatury powoduje rozwijanie natywnej struktury bialek w wyniku dzialania
niskich temperatur, a tym samym odstoni¢cia wewngtrznych grup niepolarnych. Z
obnizeniem temperatury zmniejsza si¢ potencjal termodynamiczny hydratacji, co
sprawia, ze proces ten jest korzystny termodynamicznie Zmiany te wynikaja z
ostabienia hydrofobowych oddziatywan, wzrostu wewngtrzpeptydowych oraz
bezposrednich oddzialywan pomigdzy woda, polarnymi i zjonizowanymi grupami
czasteczek biatek. Proces denaturacji w niskich temperaturach jest catkowicie
odwracalny w przeciwienstwie do wysokotemperaturowej denaturacji.

Delikatne struktury bialek ulegajg odksztatceniom pod wpltywem wysokich
ci$nien. Stan ten charakteryzuje si¢ zmniejszeniem objetosci w stosunku do formy
natywnej. W zakresie nizszych st¢zen oraz dostatecznych temperatur tworza si¢
przypadkowe zwoje. W wyniku kompresji czasteczek biatka czasteczki wody z
warstwy hydratacyjnej przenikaja do hydrofobowego rdzenia.
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lll.4. Metody ilosciowego oznaczania biatek

Historyczng metodg oznaczania zawartosci bialek byla metoda Kjeldahla
(1883). Polega ona na mineralizacji probki organicznej kwasem siarkowym wobec
katalizatora, destylacji uwolnionego amoniaku, a nast¢pnie zmiareczkowaniu go
roztworem kwasu solnego. Metoda ta ze wzgledu na znaczny czas analizy oraz
niszczenie probek zostata wyparta przez nowoczesne metody badawcze, do ktérych
zaliczy¢ mozna metody spektroskopowe [21].

lll.4.1. Spektroskopia UV-Vis

Jednymi z najcze$ciej stosowanych metod badawczych w analizie bialek sg
metody optyczne. Stosuje si¢ je do okreSlenia stezenia oraz zmian konformacyjnych
biatek. Zjawisko absorpcji promieniowania zwigzane jest z podwyzszeniem stanu
energetycznego pochtaniajagcych czastek. Absorpcja lub emisja promieniowania w
uktadach mikro odbywa si¢ w sposéb skwantowany, a warto$¢ energii wymienianej z
otoczeniem opisana jest rOwnaniem:

C
E=h-v=h-— “)
gdzie: E — zmiana energii czasteczki (atomu); /& — stata Plancka; v — czgsto$¢ drgan
promieniowania; ¢ - predkos¢ swiatla; 4 — dlugos¢ fali promieniowania.

Po krétkim czasie zycia czgsteczki w stanie wzbudzonym nastepuje czesto jej
powr6t do stanu podstawowego z towarzyszacg temu aktowi emisjg promieniowania
o dlugosci fali emitowanej niekoniecznie réwnej dlugosci promieniowania
zaabsorbowanego lub dezaktywacja czasteczki przez przejscie bezpromieniste.

Podstawa spektrofotometrii absorpcyjnej w badaniach roztworéw jest prawo
Bouguera-Lamberta-Beera  (Beera-Waltera), okreslajagce liniowa zaleznos¢
absorbancji od st¢zenia:

IO
A=log— =é&c'l 5)
It
gdzie: A - absorbancja, & - molowy wspétczynnik absorpcji, ¢ - stegzenie, [ - grubo$é¢
warstwy absorbujace;j.

Prawo to spehlione jest dla roztworéw rozcienczonych. W przypadku
stezonych roztworéw obserwuje si¢ odstgpstwa od liniowosci, wynikajgce z
naktadania si¢ przekrojow czynnych obiektow absorbujacych promieniowanie
badz w wyniku tworzenia si¢ asocjatoéw, polimeréw lub dodatkowych
oddziatywan.

Biatka absorbujg i emitujg promieniowanie w zakresie nadfioletu. W widmie
absorpcyjnym wyrdézni¢ mozna bardzo intensywne pasmo w zakresie 230-300 nm z
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maximum absorpcji (Ama.x) potozonym w poblizu A=280 nm oraz z minimalng
absorpcja w zakresie widzialnym. Pasmo to powstaje w wyniku dozwolonych przejs$c¢
elektronowych w obrebie wigzania peptydowego (silna absorpcja w poblizu 230 nm)
i dwusiarczkowego (maksimum przy 250 nm), a w szczegdlnosci z obecnosci w ich
czasteczkach aromatycznych aminokwaséw: tyrozyny, tryptofanu, fenyloalaniny
[22].

Roztwory albumin sg zwigzkami bezbarwnymi i nie wykazujg naturalnej
absorpcji w zakresie swiatta widzialnego. Dodatek substancji barwnych reagujacych
z czasteczkami badz elementami struktury powoduje generacje pasma z maksimum
w $wietle widzialnym. Opracowano wiele metod kolorymetrycznych iloSciowego
oznaczania bialek w $wietle widzialnym. Najstarszg z nich jest metoda biuretowa
(nazwa pochodzi od najprostszego zwigzku, ktory ulega tej reakcji biuretu
NH,CONHCONH,). Polega ona na dodaniu do roztworéw protein jonéw miedzi (II)
(najczesciej siarczanu lub fosforanu) oraz NaOH lub KOH. W wyniku reakcji
powstaje fioletowy zwigzek kompleksowy, w ktérym jony miedzi chelatowane sg
przez grupy peptydowe biatek [23]. Maksimum absorpcji zmienia si¢ w zakresie
540-560 nm, a pomiary dokonywane sg przy dlugosci fali 550 nm. W przypadku
wystgpowania tylko pojedynczego wigzania peptydowego roztwory zabarwiajg si¢
r6zowo. Metode tg wykorzystuje si¢ do oznaczen ilosciowych (1-6 mg biatka /ml)
oraz jakosciowych bialek. Jej wadg jest niska czulo$¢ a zaleta niezalezno$¢ od sktadu
aminokwasow.

Bardziej czulymi metodami opartymi na  kompleksotwdrczych
wlasciwosciach jondw miedzi sg metody: Lowrego [24] oraz BCA. Pierwsza z nich
jest zmodyfikowang metoda biuretowa. Najpierw w srodowisku alkalicznym jony
miedzi (II) reaguja z wigzaniami amidowymi, w wyniku czego tworzg si¢ jony Cu(l).
W drugim etapie nastgpuje redukcja czynnika Folin-Ciocalteau (kwasu
fosfomolibdeno-fosfowolframianowego) przez reszty tyrozyny i tryptofanu do
niebieskiego heteropolimolibdenianu z maksimum absorpcji w Am.=750 nm. Metoda
ta stosowana jest do oznaczania bialek w zakresie stezen 0,1 — 1,5 mg/ml. Ze
wzgledu na waski zakres stosowanego pH (pH=10-10,5) oraz zakidcenia ze strony
m. in.: niektdrych detergentéw, cukréw oraz sktadnikow buforéw, metode uzywa si¢
w formie zmodyfikowane;.

Innym rozwigzaniem, b¢dacym modyfikacja metody biuretowej, jest metoda
z zastosowaniem kwasu bis-cynchoninowego (BCA) [25]. W wyniku powstania
kompleksu nastepuje zmiana zabarwienia z zielonego na intensywnie fioletowy z
maksimum absorpcji w 560 nm (schemat 3). Zaletg tej metody jest stabilno$¢ w
zakresie st¢zenia 0,1 — 2 mg/ml oraz mozliwo$¢ pomiaréw w obecno$ci detergentdw,
cukréw oraz lipidow.
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OH

biatko + Cu** Cu”

Cu"+2BCA

Schemat 1. Podstawowe reakcje przebiegajgce w metodzie oznaczania biatek z
uzyciem kwasu bis-cynchoninowego (BCA).

Do dnia dzisiejszego powstalo wiele metod z wykorzystaniem barwnikéw
organicznych. Najbardziej popularna jest metoda Bradforda [26]. Stosuje si¢ w niej
barwnik Coomassie Brilliant Blue G-250 (rys. 4), ktéry w $rodowisku kwasu
fosforowego tworzy niebieski kompleks z biatkami, wykazujagcy maksimum
absorpcji przy 595 nm. Podobnie jak przy innych wcze$niejszych oznaczeniach w
metodzie tej nie mozna oznacza¢ detergentdw oraz nalezy zwraca¢ baczng uwage na
substancje interferujace.

Rys. 4. Biekit brylantowy G 250.

Metoda pomiaréw absorpcji UV-VIS znalazla szerokie zastosowanie w
praktyce do okreslania stgzenia w roztworze oraz okreslenia ilosci przereagowanej
albuminy. Zastosowano ja m. in. do wyznaczania izoterm adsorpcji-desorpcji biatek.
Stezenie powierzchniowe I' zaadsorbowanego biatka oblicza si¢ z zaleznoSci:
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— V() '(C() B Cl) (6)

m

rl
dla procesu adsorpcji, oraz réwnania dla desorpcji:

(V()_Vl+V2)'C2_(V0_V1)'C1 (7)

m

r,=T, -

gdzie: Cy i Vy —stezenie i objetos¢ roztworu wyjsciowego albuminy, C; — stezenie
roztworu po adsorpcji, C, — stgzenie roztworu po desorpcji, V; — objetosc
roztworu po adsorpcji pobrana do okreslenia st¢zenia, V, — obje¢to$¢ roztworu
buforowego uzytego do desorpcji, m — masa adsorbentu, I'; — stopienn pokrycia
powierzchni biatkiem po adsorpcji, ['; - stopien pokrycia powierzchni biatkiem
po desorpcji. Metode t¢ wykorzystano réwniez do okre$lania mechanizméw oraz
parametrow reakcji kompleksowania (oddzialywania) bialek z jonami metali
wielowartosciowych.
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IV. Czes¢ doswiadczalna

. Aparatura i odczynniki

. Aparatura:

— pipety miarowe o pojemnosci 10 cm’ — 2 szt.

— pipety miarowe: 2 i 5 cm’

— kolbki miarowe 10 cm® — 6 szt.; 100 cm’ — 1 szt.
— probéwki wirnikowe 10 cm® — 20 szt.

— probéwki szklane 10 cm® — 6 szt.

— spektrofotometr UV-Vis

— kuwety plastikowe — 2 szt.

— wiréwka MPW -251

. Odczynniki:

-5 g/dm3 roztwor kazeiny w 0,1 M CH3;COONa;
- 1Mi0,1 M CH3COONa;

— 1 M CH3COOH

— odczynnik biuretowy

B. Wykonanie pomiarow

— Do suchych probéwek odmierzy¢ podane w tabeli 3 odpowiednie ilosci 1 M
CH3COONa oraz 1 M CH3COOH. Do kazdej z probéwek doda¢ po 4 cm’
roztworu kazeiny, wymieszac i pozostawi¢ na 5 minut.

Tabela 3. Skiadniki poszczegbinych roztwordw do pomiaru punktu
izoelektrycznego kazeiny.
Nr CH;COOH (1M) | CH3COONa(1M) kazeina
CHI3 CI’Il3 CI’Il3
1 4 0 4
2 3,6 0,4 4
3 3,2 0,8 4
4 2.8 1,2 4
5 2,4 1,6 4
6 2 2 4
7 1,6 2,4 4
8 1,2 2,8 4
9 0,8 32 4
10 0,4 3,6 4
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— Roztwory przenie$¢ do probéwek wiréwkowych i odwirowaé wytrgcony osad
biatka przez 20 minut przy predkosci obrotow 10 tys. (ulozenie probéwek w
wirbwce musi by¢ symetryczne, nie wolno otwieraé pokrywy w czasie
wirowania).

— Po odwirowaniu z kazdej probéwki pobraé 2 cm’ przenies¢ do czystych
probéwek i dodaé po 4 cm® odczynnika biuretowego. Wymieszaé i pozostawi¢ na
30 min.

— Zmierzy¢ absorbancje poszczegdlnych roztworéw przy dlugosci fali 530 nm.
Spektrofotometr zerujemy na odno$nik sporzadzony przez zmieszanie 2 cm’
wody destylowanej i 4 cm® odczynnika biuretowego. Wyniki zamiesci¢ w tabeli 4.

Tabela 4. Pomiary spektrofotometryczne roztworéw kazeiny.

Nr Absorbancja Stezenie biatka pH
A g/dm3 roztworu
1
2
3
4
5
6
7
8
9
10

C. Sporzadzenie krzywej kalibracyjnej

— W tym celu nalezy przygotowac seri¢ roztworéw biatka w kolbkach miarowych
o objetosci 10 cm’ i stezeniach podanych w tabeli 5, przez rozcienczanie roztworu
podstawowego (5 g/dm’ kazeiny w 0,1 M CH;COONa).

Tabela 5. Krzywa kalibracyjna.

Nr Stezenie kazeiny Absorbancja
g/dm’
1 0,5
2 1
3 2
4 3
5 4
6 5
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— Z kazdej kolbki pobra¢ 2 cm’ roztworu, przenies¢ do czystych probéwek i
dodaé po 4 cm® odczynnika biuretowego. Wymiesza¢ i pozostawi¢ na 30 min.

— Zmierzy¢ absorbancje dla poszczegdlnych roztworéw przy dtugosci fali 530 nm
stosujgc ten sam odno$nik do zerowania spektrofotometru. Wyniki zamies$ci¢ w
tabeli 6.

D. Opracowanie wynikéw

— Sporzadzi¢ wykres krzywej kalibracyjnej. Wyznaczy¢ parametry réwnania
prostej metodg najmniejszych kwadratow. Na podstawie krzywej kalibracyjnej
okresli¢ stezenia biatka w roztworze po wytraceniu.

— Obliczy¢ pH roztworéw buforowych w poszczegdlnych probéwkach
wykorzystujgc rownanie (8):

pH = pK, + log [ CH3COO')/[CH3;COOH] 8)

Stata dysocjacji kwasu octowego w temp. 25 °C wynosi K,=0,00001753.
W obliczeniach nalezy uwzgledni¢ stezenie octanu sodu dodawanego z kazeina.
— Sporzadzi¢ wykres zaleznosci Chiatka = f (PHroztworn) 1 Okresli¢ warto$¢ pH
odpowiadajaca punktowi izoelektrycznemu kazeiny.

Tabela 6.

Nr Absorbancja stezenie

AN N AW =
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