BIALKA

1. Wiasciwosci fizykochemiczne biatek

Biatka, czyli proteiny, sa podstawowymi sktadnikami strukturalnymi wszystkich organizmow
zywych, zarébwno zwierzecych, jak i roslinnych. Sg to zwigzki wielkoczasteczkowe, zbudowane z
aminokwasow potaczonych wigzaniem peptydowym. Biatka to wielkoczasteczkowe polipeptydy, ktorych
masa czasteczkowa jest wigksza niz 10000 daltonéw (Da). Peptydy o nizszej masie czasteczkowe]
nazywane sa oligopeptydami.

Sktad chemiczny i masa czasteczkowa to podstawowe parametry okreslajace kazdy zwiazek
chemiczny. Metoda analizy elementarnej ustalono, ze wszystkie biatka zawieraja wegiel, wodor, tlen, azot
oraz w mniejszych ilosciach fosfor i siarke. Czyste biatka sa w wigkszos$ci bez smaku i zapachu. Niewiele
biatek udalo sie¢ otrzyma¢ w stanie krystalicznym, w przewazajacej liczbie wydzielono je jako substancje

bezpostaciowe.

Tabela 1
Sklad elementarny bialek
Pierwiastek % Pierwiastek %
Wegiel 50-55 |Azot 12-19
Wodor 6-7  [Siarka 0,2-3
Tlen 20-23  |Fosfor 0-6

Srednia zawarto$¢ azotu w biatku wynosi 16%, co pozwala wyliczy¢ ilo$é biatka mnozac ilo$é azotu
przez liczbe 6,25 (=100/16). Metoda ta jest szeroko rozpowszechniona pomimo btedu, jaki zawiera,

bowiem nie caly azot ma pochodzenie biatkowe.
1.1. WladciwoS$ci amfoteryczne bialek

Natywne biatka globularne zachowuja si¢ w roztworze jak kwasy lub zasady, a ta ich wlasciwo$é
uwarunkowana jest przede wszystkim stosunkowo duza liczba jonizujacych grup reszt aminokwasowych.
Stan elektryczny czasteczki biatka zalezy wigc od pH $rodowiska. W $rodowisku kwasnym, na skutek
nadmiaru jonow wodorowych, dysocjacja grup kwasowych cofa sie, a czasteczka biatkowa jest kationem.
Natomiast w srodowisku zasadowym, gdy grupy zasadowe traca tadunek elektryczny, czasteczka biatka

jest anionem.

biatko”™ 2= H" = "bialko T=> H" + biatko

forma kationowa jon obojnaczy forma anionowa
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W biatkach mamy wigc do czynienia z dysocjacjg kwasowa i zasadows, przy czym stopien dysocjacji
i liczba tadunkéw zaleza od rodzaju aminokwasow zawartych w danej czgsteczce biatkowej i odczynu
srodowiska. Mozliwe jest wiec osiggnigcie takiego odczynu S$rodowiska, w ktorym nastepuje
zroéwnowazenie fadunkow dodatnich i ujemnych w czasteczce biatka. Takie stezenie jonow wodorowych,

przy ktorym czasteczka biatka staje si¢ jonem obojnaczym, nazywa si¢ punktem izoelektrycznym.

Tabela 2. pH punktu izoelektrycznego bialek wystepujacych w zywnoSci

Bialko pH Bialko pH
Pepsyna <11 Laktoglobulina 5,2
Albumina jaja 4,6 Hemoglobina 6,8
Kazeina 47 Mioglobina 7,0
Zelatyna 4,9 Protamina 12,0

Punkt izoelektryczny bialek jest wielkoscig charakterystyczng. W punkcie tym warto$¢ tadunku
elektrycznego biatka oraz jego przewodnictwo jest najmniejsze, ponadto biatka wykazujg réwniez
najmniejszg ruchliwos$¢ i w zwiazku z tym wiele z nich ulega wowczas wytrgceniu lub tez przejsciu z
postaci zolu w posta¢ zelu. W punkcie izoelektrycznym biatka cechuje tez najmniejsza lepkosc¢, zdolnosc¢
pecznienia i rozpuszcezalno$¢ oraz warto$¢ ciSnienia osmotycznego. Parametry te mozna wykorzystywaé
do rozdzielania biatek.

Jezeli mieszaning bialek umiesci si¢ w polu elektrycznym, to zaleznie od stanu elektrycznego dane
biatko bedzie porusza¢ si¢ w strong anody lub katody lub tez zostanie na starcie. Metoda ta nazywa sig
elektroforezg. Jezeli ruch biatek odbywa si¢ w nosniku, na przyktad na bibule, méwimy wowczas o

elektroforezie bibulowej. Elektroforeza przebiega¢ moze réwniez w zelach.
1.2. Hydratacja

Niektore biatka sg w wodzie rozpuszczalne, inne w rozcienczonych roztworach soli, a jeszcze inne w
roztworach kwasow lub zasad. Wreszcie sg biatka nierozpuszczalne i do takich naleza skleroproteiny.
Jednak niewiele z nich tworzy w wodzie roztwory rzeczywiste. Wigkszos¢ w wodzie najpierw pecznieje, a
nastepnie tworzy roztwory koloidalne. Zjawiska takie sa mozliwe dzigki hydratacji. Mianem hydratacji
okresla si¢ przytaczanie dipolowych czasteczek wody przez polarne, czyli hydrofilowe grupy. Do grup o
charakterze hydrofilowym w biatku nalezg grupy:

—COOH, -COO~, -NH,, -NH} , ~OH, -O—, H,N-C-NH-, -SH.
i
NH

W wyniku oddziatywania grup hydrofilowych, ktoére ulegaja orientacji na zewnatrz czastki bialka,
nastgpuje otaczanie czastek biatka przez dipole wody. W efekcie tych oddziatywan czasteczka biatka
tworzy najczesciej podwojny ptaszcz hydratacyjny.

Stopien hydratacji biatka zalezy od jego rodzaju, pH s$rodowiska, obecnosci innych substancji

wigzacych wode oraz od temperatury. Hydratacja jest procesem odwracalnym; jej odwrotnos¢ nosi nazwe
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dehydratacji. Dehydratacja wymaga zazwyczaj dostarczania energii, stad tez nie zawsze jest mozliwe
catkowite usunigcie wody hydratacyjnej z biatek. Procesy hydratacyjne i dehydratacyjne szczegodlnie
czesto wystepuja w produktach spozywczych. Dotyczy to na przyklad przygotowania ciasta chlebowego,
suszenia mleka, pecznienia nasion roslin stragczkowych.

Jezeli proces rozpuszczania biatka prowadzi si¢ w niewielkiej ilosci wody, to wowczas biatko
wchtania wodg i tworzy zel. Proces ten okresla si¢ jako pecznienie. Czastki biatka hydratowane tworzg jak
gdyby rodzaj sieci, w ktorej zamykana jest mechanicznie woda. Ci$nienie powstajace podczas pgcznienia

jest bardzo duze.
1.3. Koagulacja i denaturacja bialek

Jezeli stopien dyspersji uktadu koloidalnego ulegnie zmniejszeniu, to zachodzi wowczas zjawisko
okreslane mianem koagulacji. Najogélniej polega ono na przejSciu zolu w zel. Koagulacje moga
powodowac¢ najczesciej zmiany tadunku elektrycznego lub dehydratacje. Moze ja takze wywolaé
ogrzewanie biatka, chociaz nalezy pamictaé, ze sg biatka, ktore ogrzewane nie ulegaja koagulacji, migdzy
innymi zelatyna. W pewnych okreslonych sytuacjach koagulacja moze by¢ odwracalna, na przyktad
powtorne przejscie zelu w zol przez rozcienczanie. Koagulacji w zasadzie nie towarzysza zmiany W
strukturze wtornej biatek (czyli struktury drugo-, trzecio- i czwartorzedowej). Szczegdlnym przypadkiem
koagulacji jest wysolenie. Jest to przeprowadzenie zolu w zel przy zastosowaniu roztworéw soli
krystalicznych bezposrednio do zolu biatka. Zjawisko to jest zwigzane z odwodnieniem czastki biatka.
Jony soli sa o wiele bardziej przyciagane przez dipole wody anizeli biatka. Sole powoduja, ze biatko traci

ptaszcz hydratacyjny i nastepuje obnizenie rozpuszczalnosci, w efekcie biatko wypada z roztworu.

Rys. 1. Schemat odciggania wody hydratacyjnej od biatka w procesie wysalania

Proces wysalania najtatwiej przebiega w poblizu punktu izoelektrycznego. Wysalanie biatek jest
procesem odwracalnym. Do wysolenia stosuje si¢ sole metali alkalicznych lub amonowe, przy czym
silniej wysalajg sole pierwiastkow wielowarto§ciowych niz jednowartosciowych. Niskie st¢zenia soli
zwigkszajg rozpuszczalno$¢ biatek. Natomiast do wysalania bialek stosuje si¢ stezone roztwory soli lub
tez sole krystaliczne.

Roézne kationy i rozne aniony maja rozmaita zdolno$¢ wysalania biatek z roztworu. Ich aktywno$¢

koagulacyjng mozna przedstawi¢ w nastepujacych szeregach:
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kationy: NH* > Li* > Na" > K" > Rb* > Cs*
M92+ > Ca2+ > Sr2+ > Ba2+
aniony: cytrynianowy > winiany > SO,** > CI'> CIO; > > CNS

Biatko otrzymane w wyniku wysolenia zachowuje swoje biologiczne wtasciwosci, dlatego metoda
wysalania znalazta zastosowanie do rozdzielania i oczyszczania bialek.

Denaturacja to proces utraty aktywnosci biologicznej biatek. Tak zmienione biatko nazywa si¢
zdenaturowanym. Podczas denaturacji ulega zniszczeniu struktura wtorna biatek (drugo-, trzecio- i
czwartorzedowa). Nie zmieniona pozostaje jedynie struktura pierwszorzegdowa. W wyniku denaturacji
obniza si¢ rozpuszczalno$¢, nastgpuje wzrost lepkosci i wzrost kata skrecenia plaszczyzny $wiatla
spolaryzowanego. Biatka zdenaturowanego nie mozna wydzieli¢ w postaci krystalicznej. Jest ono bardziej
podatne na dzialanie enzyméw proteolitycznych, a tym samym bardziej strawne.

Denaturacje wywotuja czynniki fizyczne: podwyzszona temperatura, promieniowanie ultrafioletowe i
rentgenowskie, silne wytrzgsanie, wysokie cisnienie oraz czynniki chemiczne, sole metali cigzkich, mocne
kwasy i zasady nieorganiczne, niektore kwasy organiczne, detergenty (m.in. roztwory siarczanu
dodecylu).

W poczatkowym etapie denaturacja moze mie¢ niekiedy charakter odwracalny: zjawisko to nazwano
renaturacja. Dochodzi do niej po usunigciu czynnika denaturujacego, kiedy to odtwarza si¢ struktura
natywna (rodzima). Znane sg tez przypadki odwrocenia denaturacji spowodowanej redukcja wigzan
disulfidowych. Na przyktad rybonukleaza, zbudowana ze 124 aminokwasoéw z 4 wigzaniami disulfi-
dowymi, po redukcji podlega ponownemu wytworzeniu wlasciwych wigzan i przywroceniu aktywnosci.

Denaturacja biatek wywoluje:
® zmnigjszenie rozpuszczalnos$ci w punkcie izoelektrycznym,
e utrate aktywnosci biologiczne;j,
e zwigkszenie aktywnosci odstonigtych grup chemicznych (grupy fenolowe, SH oraz S-S),
e wrzrost kata skrecenia ptaszczyzny $wiatta spolaryzowanego,
e zwickszenie podatnosci na dziatanie enzymow proteolitycznych.
Mechanizmy procesow koagulacji i denaturacji r6znia sig, nie nalezy wigc myli¢ tych zjawisk, chociaz
zdarza si¢, ze niekiedy koagulacje poprzedza denaturacja. Trzeba jednak pamigtaé, ze biatko

zdenaturowane moze pozostawa¢ w roztworze, natomiast wiele biatlek mozna wytraci¢ z roztworu bez ich

denaturacji.
1.4. Metody wytracania bialek
1.4.1. Wytracanie bialka etanolem

Rozpuszczalniki organiczne, takie jak alkohol etylowy lub aceton, odwadniajac biatko, powoduja jego

denaturacje. Jesli czas dziatania jest krotki i wytracenie nastepuje w obnizonej temperaturze (okoto 0°C),
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biatko nie ulega denaturacji. W temperaturze pokojowej i dhuzszym czasie biatko ulega denaturacji

spowodowanej ostabieniem oddziatywan hydrofobowych.
1.4.2. Wytracanie bialka za pomoca kationow

W srodowisku o pH wiekszym od punktu izoelektrycznego biatka staja si¢ anionami i reagujg z kationami,
tworzac z nimi potaczenia jonowe lub kompleksy. Powstajace sole dysocjuja w réznym stopniu, w
zaleznosci od jonu. Kationy metali alkalicznych daja sole bardzo dobrze dysocjujace i rozpuszczalne w
wodzie, natomiast kationy metali cigzkich tworza sole stabo dysocjujace i trudno rozpuszczalne. Do
wytracania biafek stosuje si¢ jony Zn®*, Hg®*, Fe**, Cu®*, Pb*. Reakcje te sa wykorzystywane do
wykrywania bialek w roztworach oraz do ich usuwania, jezeli przeszkadzaja w oznaczeniach innych

substancji, np. cukréw w produktach spozywczych
1.4.3.Wytrgacanie bialka za pomoca anionow

W $rodowisku o pH ponizej punktu izoelektrycznego biatka zdysocjowane w formie kationow wykazuja
zdolno$¢ do wigzania z anionami. Do wytracania bialek stosuje si¢ kwasy nieorganiczne i organiczne lub
ich sole, jak kwas fosfotomolibdenowy, fosforowolframowy, trichlorooctowy, sulfosalicylowy,
zelazocyjanek potasowy i inne. Niektore kwasy organiczne tworzg trwate nierozpuszczalne potaczenia z
biatkami i sa stosowane do odbiatczania ptynéw biologicznych, przerywania reakcji enzymatycznych itp.
Zwiazki te dodane w wiekszym stgzeniu denaturujg biatko. Reakcje z zelazocyjankiem potasu i taning sa

czulymi reakcjami pozwalajacymi na wykrywanie bialka w bardzo matych stezeniach.
1.4.4. Denaturacja bialka przez ogrzewanie

W podwyzszonej temperaturze nastepuje rozerwanie wigzan wodorowych, co prowadzi do nieodwracalnej
denaturacji biatka. Proces denaturacji przebiega w r6znych temperaturach w zalezno$ci od rodzaju biatka.
Niektore ulegaja denaturacji juz w temperaturze 40°C, inne dopiero po ogrzaniu do 100°C. Tylko nieliczne
biatka wytrzymuja krotkie gotowanie, na przyktad zelatyna czy rybonukleaza. Denaturowane termicznie

biatka wytracajg si¢ w punkcie izoelektrycznym.

2. Reakcje charakterystyczne bialek

Do wykrywania bialek w roéznych materiatach i artykutach zywnosciowych stuza reakcje
charakterystyczne, czyli tatwe do wykonania reakcje chemiczne, ktore zmiang barwy lub inng tatwo
dostrzegalng zmiang sygnalizuja obecno$¢ substancji biatkowej. Sg to przede wszystkim reakcje:

= biuretowa,

= ksantoproteinowa,

» z solami olowiu,

=  Millona.

Czutos¢ tych reakcji charakterystycznych oraz metod wytraceniowych zalezy od rodzaju biatka
znajdujgcego si¢ w badanej probce oraz od wielu innych czynnikow. Mozna przyjac, ze za pomocy
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reakcji biuretowej mozna wykry¢ 10 mg biatka w 100 cm® roztworu, przez wytracenie stezonym kwasem
azotowym(V) - 2,5 mg biatka w 100 cm?® roztworu, przez wytracenie heksacyjanozelazianem(ll) potasu
(zelazocyjankiem potasu) albo kwasem sulfosalicylowym - 2 mg biatka w 100 cm® roztworu, a przez

zagotowanie w kwasie octowym w obecnosci soli - 1 mg biatka w 100 cm® roztworu.

2.1. Reakcja biuretowa

W alkalicznym $rodowisku w obecnos$ci soli miedzi biatka tworza fioletowo zabarwiony roztwor. Barwa

ta pochodzi od kompleksowego potaczenia miedzi z grupami peptydowymi -CO-NH-.

Barwa tworzacego si¢ zwigzku kompleksowego zalezy od dlugosci tancucha peptydowego: peptydy
zbudowane z dwoch reszt aminokwasowych, czyli dwupeptydy daja zabarwienie niebieskie, trojpeptydy -
fioletowe, a peptydy zawierajace wiecej niz trzy reszty aminokwasowe - czerwone. Reakcje biuretowa
daja oprocz biatek takze inne zwigzki zawierajace grupy -CO-NH-, jak np. biuret H,N-CO-NH-CO-NH,

(stad nazwa reakcji), amid kwasu asparaginowego, histydyna oraz zwigzki zawierajace grupy -CS-NH-.
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mocznik biuret kompleks z jonami Cu®*

(nadmiar)

2.2. Reakcja ksantoproteinowa

Wigkszo$¢ biatek podczas ogrzewania ze stgzonym kwasem azotowym(V) daje zotte zabarwienie, ktore
po dodaniu zasady lub amoniaku zmienia si¢ na pomaranczowe. Zotta barwa pochodzi od produktow
nitrowania wchodzacych w sktad biatka reszt aminokwasow aromatycznych (fenyloalaniny i tyrozyny)

oraz tryptofanu, zawierajacego rowniez pierscien benzenowy.

COOH COOH
HQC NH3+ H,C NH3+
+ 2HNO, + 2HO
ON NQ,
OH
tyrozyna nitrowa pochodna tyrozyny
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Reakcji ksantoproteinowej nie dajg te biatka, w ktdrych nie wystepujag trzy wymienione aminokwasy. Jest
to zatem jednocze$nie reakcja shuzgca do stwierdzania obecno$ci aminokwasow aromatycznych w
badanym biatku lub peptydzie. Reakcje ksantoproteinowa daja rowniez proste zwiazki aromatyczne, np.

fenole.
2.3.Reakcja z solami olowiu

Prawie wszystkie bialka zawieraja aminokwasy siarkowe (cysteing, cystyne, metioning), ktore podczas
ogrzewania z alkaliami i octanem otowiu odszczepiajg siarke pod postacig siarkowodoru. Siarkowodor
reagujac z octanem otowiu tworzy czarny osad siarczku otowiu. Jest to jednoczesnie reakcja pozwalajaca

stwierdzi¢ obecnos¢ aminokwasOw siarkowych w badanym biatku lub peptydzie.
H

I . )
HS—CH,—(C—CO0O™ + 20H ——
NH,
cysteina )
E— CH‘%_?I‘_C‘OO- + NH3 + HEO + S--
O

kwas pirogronowy
Pb>" + S —— LPbS

2.4.Reakcja Millona

Wiele biatek pod dziataniem odczynnika Millona barwi si¢ na czerwono. Odczynnik Millona jest
roztworem azotanu rtgci w stgzonym kwasie azotowym, zawierajacym nieco kwasu azotawego. Czerwone
zabarwienie pochodzi od produktow reakcji reszt tyrozyny z kwasem azotawym i rtecig. Reakcje Millona
daja zatem te biatka, ktore zawieraja reszte tyrozyny, a nie daja jej biatka, w ktorych nie ma tyrozyny, np.
zelatyna i protaminy. Jest to zatem jednocze$nie reakcja pozwalajaca stwierdzi¢ obecno$¢ reszt

tyrozynowych w badanym biatku lub peptydzie.
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