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ХИМИЯ ПИЩИ

Лекция 5.

Денатурация белков. Нативная (естественная) конформация глобулярного белка может измениться под действием жестких физико-химических факторов среды. Эти изменения получили название денатурация (свертывание) белка.

Денатурация – характерное свойство белков, она заключается в нарушении нативной конформации белка (вторичной, третичной, четвертичной структур) с сохранением его первичной структуры.

Денатурация бывает обратимой и необратимой.

Обратимая денатурация называется высаливание. Если в раствор белков ввести нейтральную соль - (NH4)2S04, Na2S04, NaCl, то они выпадают в осадок; этот процесс осаждения белков получил название высаливания белков. Механизм высаливания состоит в том, что анионы и катионы соли имеют достаточно большие электростатические заряды,

они активно окружаются диполями воды (гидратируются). Возникает конкуренция за захват молекул воды между гидрофильными группами белковой молекулы и ионами соли.

Заряженные ионы с высокой электростатической силой снимают гидратную оболочку с поверхности белковой молекулы, которые без гидратных оболочек агрегируют и в конечном счете выпадают в осадок. Некоторые органические растворители (этанол,

ацетон, пропанол, изопропанол) также осаждают белки из водных растворов, поскольку их гидратная оболочка прочнее, чем у белков.

Высаливание нашло широкое применение при выделении и фракционировании различия в размерах гидратной оболочки: чем плотнее электрические заряды на поверхности белковой молекулы, тем больше потребуется нейтральной соли для осаждения данного белка. Таким образом, внося в раствор, содержащий смесь различных белков, порционно все более возрастающее количество нейтральной соли, разделяют белки на отдельные фракции. Наиболее часто употребляемой солью является сульфат аммония из-за его высокой растворимости в воде и отсутствия разрушающего действия на большинство белков, а на некоторые белки он оказывает даже стабилизирующее действие.

Чтобы не увеличивать объем, к белковому раствору добавляют твердую соль.

Рекомендуется делать выдержку не менее 15 мин, чтобы обеспечить хорошее разделение фракций при центрифугировании. После осаждения и отделения первой фракции белков продолжают добавление соли в раствор. Осадок растворяют в минимальном объеме воды или буферного раствора.

На фракционирование существенно влияет величина рН, которая должна быть близка к изоэлектрической точке белка (pI). Большое влияние оказывают сопутствующие







вещества, образующие с белками комплексы, поэтому в каждом конкретном случае количество добавляемой соли должно определяться экспериментально.

Выделение и фракционирование белков органическими растворителями применяют и как самостоятельную операцию, и при более глубокой очистке белка после фракционирования солью. Для быстрого выпадения белка и получения компактного осадка его раствор должен содержать небольшое количество электролита, желательно,

чтобы ион оказывал стабилизирующее действие на белок. Поскольку многие белки подвергаются денатурации при контакте с органическими растворителями,

фракционирование проводят при низких температурах, близких к температуре замерзания смеси растворителя с водой.

Типичным примером необратимой денатурации является свертывание яичного альбумина при варке яиц. При денатурации белок теряет свои нативные физические,

химические свойства и биологическую функцию. Полипептидная цепь при этом развертывается и превращается в беспорядочный, хаотический клубок.

При денатурации разрушается гидратная оболочка, маскировавшая гидрофобную часть глобулы; белок из гидрофильного состояния переходит в гидрофобное, в котором его молекулы могут оставаться в растворе только при наличии какого-либо стабилизирующего фактора, например электрического заряда. В противном случае при броуновском движении молекулы белка агрегируют и в виде хлопьев выпадают в осадок.

При денатурации изменяется оптическая активность белков, увеличивается реакционная способность химических групп, ранее расположенных внутри глобулы;

денатурированные белки дают более интенсивные цветные реакции. Повышается вязкость растворов белка, ИЭТ денатурированного белка сдвигается в щелочную сторону.

Факторы, вызывающие денатурацию белков, можно подразделить на физические и химические. К физическим факторам относятся нагревание, механическое перемешивание, ультразвук, ультрафиолетовые и ионизирующие лучи; к химическим -

кислоты, щелочи, соли тяжелых металлов, мочевина, таннин, трихлоруксусная кислота,

гуанидин.

Тепловая денатурация является одним из характерных признаков белков, однако для различных белков температура денатурации различна. Многие белки, особенно животного происхождения, термолабильны. Их денатурация начинается уже при 40°С и быстро возрастает с повышением температуры. Однако известны белки, устойчивые к нагреванию, например трипсин, химотрипсин, некоторые белки мембран. Особенно устойчивы белки термофильных микроорганизмов. Сухие белки более устойчивы к






тепловой денатурации, чем белки в растворе, концентрированные белковые растворы -

чем разбавленные.

Денатурация не всегда приводит к коагуляции. Денатурированный белок при определенных условиях может оставаться в растворе. Например, при нагревании раствора белка с рН, далеким от ИЭТ, до 100°С белок не всегда коагулирует и выпадает в осадок. В

этом случае денатурация белка сопровождается потерей одного фактора стабилизации раствора белка - его гидрофильности, второй же фактор стабилизации - электрический заряд - сохраняется на денатурированном белке.

Иное дело при высаливании белков: молекулы белка агрегируют и коагулируют

(выпадают в осадок), но не денатурируются. Процесс высаливания носит обратимый характер и не затрагивает нативной конформации белка. Денатурация возникает при механическом перемешивании, сильном встряхивании белковых растворов.

Ультразвук вызывает денатурацию за счет механического воздействия и тепловых эффектов, выделения кислорода из воды и окислительной деградации, в частности,

разрушения ароматических колец. Ультрафиолетовые и γ-лучи поглощаются ароматическими кольцами, вызывая их деструкцию, образование радикалов и денатурацию белка.

Эффективными химическими агентами денатурации белков являются кислоты и щелочи. Многие белки денатурируют при значениях рН ниже 2 или выше 12. В этом случае денатурация является следствием ионизационных процессов, глубоко затрагивающих электростатические взаимодействия в белковой молекуле. При пограничных значениях рН нарушаются ион-ионные взаимодействия, например превращения -СОО- в -СООН при низких значениях рН и +H3N- в NH2 - при высоких;

также разрушаются солевые мостики, образованные катионами. При низких значениях рН положительно заряженные ионогенные группы вследствие электростатических сил отталкивания вызывают развертывание полипептидных цепей; при высоких значениях рН это развертывание происходит благодаря взаимному отталкиванию отрицательно заряженных групп. При нейтрализации растворов белок возвращается в амфотерное состояние, но укладка полипептидной цепи в большинстве случаев бывает иной, чем в нативном белке.

Соли тяжелых металлов, трихлоруксусная кислота, таннин уже в небольших концентрациях вызывают денатурацию белков, образуя с ними нерастворимые комплексы.

Однако некоторые химические соединения оказывают на белки защитное действие.

Денатурация замедляется концентрированными растворами глицерина, глюкозы и других










сахаров, что связано, видимо, с их адсорбцией на глобулах белков и образованием крупных гидрофильных комплексов.

Процесс термической денатурации белков играет большую роль в технологии пищевых продуктов. Формирование мякиша хлеба, варка сусла с хмелем, обработка свекловичной стружки горячей водой, бланшировка плодов и овощей, кипячение молока,

кулинарная обработка мясных и рыбных продуктов связаны с денатурацией белков.

Следует отметить, что денатурационные изменения на первых этапах могут иметь обратимый характер, когда дезагрегация пространственной структуры молекулы белка не зашла слишком далеко. Однако обычно вслед за обратимой стадией процесса наступают более глубокие изменения структуры, имеющие необратимый характер. Необратимая денатурация имеет место обычно у белков с большой молекулярной массой, поскольку полное восстановление каждой мельчайшей детали первоначальной структуры большой макромолекулы белка маловероятно. При использовании мягких методов денатурации

(температура 40-50°С, рН 3-4, малое время воздействия) в случае низкомолекулярных белков (молекулярная масса 15000-30000) возможна почти полная ренатурация, т. е.

возвращение к нативному состоянию с полным восстановлением в белке биологической активности. Однако в большинстве случаев денатурация является необратимым процессом, ренатурация же представляется как исключение.

Химические свойства белков. Пептиды, как и другие органические соединения,

вступают в химические реакции благодаря наличию в них функциональных групп, прежде всего амино- и карбоксильных из состава радикалов R. Многие из этих реакций легли в основу количественного и качественного анализа белков.

В результате кипячения растворов белков в присутствии сильной кислоты или щелочи пептидные связи подвергаются гидролизу, в результате чего образуются свободные аминокислоты. Пептидные связи могут быть гидролизованы также под действием протеолитических ферментов:

Продуктами реакции под действием кислот или щелочей являются аминокислоты независимо от их набора и последовательности соединения. При использовании протеолитических ферментов расщепление пептидных связей происходит в соответствии со специфичностью конкретного фермента. Результатом такого гидролиза является смесь










аминокислот и пептидов. Способность пептидной связи к расщеплению с участием воды нашло широкое применение в пищевой технологии и практике качественного и количественного анализа белков. По типу гидролитического расщепления происходит превращение белков в желудочно-кишечном тракте в процессе пищеварения животных организмов.

Пептидная связь реагирует с солями меди в присутствии щелочи с образованием окрашенного биуретового комплекса:

Биуретовая реакция широко используется в лабораторной практике количественного

икачественного анализа белков.

Ванализе белков нашли применение и другие качественные реакции, например желтое окрашивание при нагревании с крепкой азотной кислотой, которое при последующем подщелачивании переходит в оранжевое. Такую реакцию дают белки и пептиды, содержащие в структуре циклические аминокислоты (фенилаланин, тирозин,

триптофан). Продукты реакции - нитропроизводные циклических аминокислот -

образуются по схеме

Эта реакция получила название ксантопротеиновой. При добавлении щелочей нитропроизводные циклических кислот переходят в соответствующие аммониевые соли.










Белки, содержащие в своей структуре тирозин, взаимодействуют с реактивом Миллона (раствор ртути в азотной кислоте, содержащей азотистую кислоту). При этом выпадает осадок коричнево-красного цвета:

1.12. Биологические функции белков

Та или иная белковая молекула имеет строго определенный аминокислотный состав,

специфические физико-химические свойства и строго определенную специфическую биологическую функцию в живой клетке, что обусловливает определенное целевое назначение белка и строжайшую молекулярную экономию в обмене веществ организма.

Строгая специфичность биологических функций белков явилась основой функционирования системы обмена веществ. Ни одна биологическая реакция в организме человека не протекает без прямого или косвенного участия белков. Поскольку обмен веществ в организме представляет собой совокупность огромного числа биохимических реакций и в этих реакциях, а также в организации различных надмолекулярных структур принимают участие белки, трудно дать исчерпывающее описание всех их биологических функций. Ниже представлены лишь главные из них.

Ферментативная (каталитическая) функция. Без нее не протекает ни одна биохимическая реакция в живой клетке. Ферменты - самый разнообразный по своей специфике функционированный тип белков. Синтез и распад веществ, регуляция химических процессов, перенос химических групп и электронов от одного вещества к другому осуществляется с помощью этих специфических белков. В настоящее время открыто около 3000 различных ферментов, каждый из которых служит катализатором определенной химической реакции. Например, α-амилаза, например, гидролизует крахмал

(важнейшая реакция в пищевой технологии); пепсин (важнейший фермент пищеварения)

гидролизует белки; цитохромоксидаза (важнейший фермент биоэнергетики живой клетки)

переносит электроны на кислород; аминотрансфераза (важнейший фермент в обмене белков) переносит аминогруппу от одного вещества к другому.







Гормональная функция. Обеспечивает регулирование обмена веществ внутри клетки и интеграцию обмена веществ в разных клетках целого организма, например, гормон инсулин регулирует углеводный, белковый, жировой обмены.

Транспортная функция. Осуществляет связывание и транспорт веществ между тканями и через мембраны. К таким белкам относятся липопротеины, переносящие липиды между тканями; миоглобин, переносящий кислород в мышечной ткани;

гемоглобин (источник свободной химической энергии), связывающий кислород воздуха при прохождении воздуха через легкие и доставляющий его к периферическим тканям,

где идет окисление компонентов пищи; пермеазы, связывающие глюкозу, аминокислоты и другие пищевые вещества и переносящие их через мембраны внутрь клеток.

Химико-механическая (сократительная) функция. Функция белков, преобразующая свободную химическую энергию в механическую работу. К этим белкам относятся белки мышечной ткани: миозин, содержащийся в нитях, закрепленных в элементарных мышечных волокнах - миофибриллах, и актин, содержащийся в движущихся миофибриллах. Эти два белка играют большую роль в последующем окоченении мышечной ткани после убоя животных.

Структурная функция. Эту функцию выполняют белки, участвующие в построении различных мембран (плазматических, митохондриальных). К ним относятся также белки опорных и покровных тканей: коллаген - структурный элемент каркаса костной ткани,

хрящей, сухожилий, имеет высокую прочность на разрыв; кератин - структурная основа шерсти, волос, перьев, копыт, рогов; эластин – белок кожи, способный растягиваться в двух измерениях.

Защитная функция. Функцию выполняют белки, которые предохраняют организм от разрушения извне или способствуют выживанию при повреждении, например:

токсины, вырабатываемые растениями, защищают последние от поедания животными, а токсины насекомых (пчела) или некоторых позвоночных (жаба, ядовитые рыбы) защищают их от нападения врагов;

структурные белки, входя в состав оболочек вирусов, клеток и организмов, т. е.

кожи, шерсти, панциря, выполняют еще и функцию защиты от неблагоприятного воздействия внешней среды или от находящихся в ней организмов;

большая группа белков, защищающая поврежденные кровеносные сосуды путем свертывания крови и образования кровяного сгустка;

высшие позвоночные в ответ на проникновение в их организм чужеродных белков,

других высокомолекулярных соединений, вирусов, клеток, называемых антигенами,






способны синтезировать специальные белки иммунной защиты, называемые антителами,

которые с высокой специфичностью связываются с антигенами и нейтрализуют их;

некоторые клетки высших позвоночных в ответ на проникновение вирусов в организм способны в течение одних-двух суток синтезировать специальные белки,

называемые интерферонами, которые связываются со здоровыми клетками и защищают их от заражения вирусом.

Резервная функция. Использование белков в качестве запасных материалов для питания развивающихся клеток. К ним относятся проламины, глютелины - белки хлебных культур; альбумин - яичный белок, используемый для развития зародыша; казеин молока -

белок, используемый для кормления новорожденных млекопитающих. Резервные белки являются важнейшими компонентами растительной и животной пищи.

Специальные функции. Среди белков со специальными функциями следует выделить, например, рецепторные белки, обеспечивающие передачу импульсов между нервными клетками или передачу восприятия света; белки, предохраняющие кровь рыб,

обитающих в холодных морях, и некоторых земноводных животных от замерзания.

1.13. Классификация белков

В связи с огромным разнообразием белков, различием их физических, химических свойств и биологических функций классификация и номенклатура белков разработаны далеко не полностью; строго научная классификация белков пока отсутствует. Делались попытки классифицировать белки на основании их химического строения, по физико-

химическим свойствам, биологическим свойствам, по химическим и структурным признакам, по их функции в организме.

Однако такие односторонние подходы не могли дать исчерпывающую характеристику той или иной группы белков.

Систематизация и номенклатура белков, за исключением белков, обладающих ферментативной активностью, не существуют. Название белков дают по случайным признакам, учитывая преимущественно источник выделения или какие-либо особенности химического состава, конфигурации молекул. На сегодняшний день наиболее удачной следует считать классификацию по структурным признакам с определенным сочетанием характерных физико-химических свойств белков.

На основании такого подхода класс белковых веществ подразделяется на две большие группы: протеины (просто белки), в состав которых входят только остатки аминокислот, и протеиды (сложные белки) - соединение просто белка с каким-либо






веществом небелковой природы - простетической группы. Протеины и протеиды в свою очередь делятся на ряд подгрупп.

Протеины, или простые белки. К ней относятся альбумины, глобулины,

проламины, глютелины, гистоны, протамины, протеноиды. В основу классификации протеинов положены их растворимость в специфическом растворителе и некоторые химические признаки (основность, кислотность).

Альбумины и глобулины. В растительных и животных клетках эти белки всегда встречаются совместно, но отличаются по растворимости. Альбумины - это водорастворимые белки; хорошо изучены. Они встречаются во всех животных и растительных объектах. Альбумины обладают высокой гидрофильностью, выпадают из раствора при полном насыщении сульфатом аммония. Имеют сравнительно небольшую относительную молекулярную массу (15-70 тыс.), обладают кислотными свойствами

(ИЭТ 4,7) Из-за большого содержания глутаминовой кислоты имеют высокую адсорбционную способность, адсорбируют полярные и неполярные молекулы. При кипячении выпадают в осадок в виде сгустка денатурированного белка.

Типичным представителем подгруппы альбуминов является белок куриного яйца -

овальбумин, составляющий половину массы белков куриного яйца, он легко кристаллизуется и содержит все незаменимые аминокислоты.

Альбумин сыворотки крови составляет больше половины сывороточных белков,

относительная молекулярная масса 69000, выделен в кристаллическом состоянии.

Содержит все незаменимые аминокислоты, много лизина (13%) и лейцина (12%).

Лактальбумин содержится в молочной сыворотке, относительная молекулярная масса 16300, также получен в кристаллическом виде. При 100°С он сохраняет нативные свойства в течение 10 мин.

Небольшое количество альбуминов находится также в растениях - в зародышах пшеничного зерна - лейкозин, в семенах гороха - леумелин. Растительные альбумины представляют собой смеси ряда белков, отличающихся друг от друга по способности высаливаться при различных концентрациях соли.

Глобулины имеют большую молекулярную массу, чем альбумины. Нерастворимы в дистиллированной воде, растворимы в слабых солевых растворах; при извлечении глобулинов из различных объектов обычно используют теплый 2-10%-ный раствор хлорида натрия. Это слабогидратированные белки, поэтому они высаливаются уже из полунасыщенных растворов сульфата аммония. Многие глобулины получены в кристаллическом состоянии. Глобулины - слабокислые или нейтральные белки (ИЭТ лежит в интервале рН 6-7,3); в них аминокислот кислотного характера меньше, чем в






альбуминах. При электрофорезе происходит довольно четкое разделение альбуминов и глобулинов, поскольку они обладают разной подвижностью в электрическом поле:

альбумины быстрее движутся к аноду, чем глобулины. Фракция γ-глобулинов - это смесь различных иммуноглобулинов. Так, γ-глобулины человека содержат ориентировочно один

N-концевой остаток глутаминовой кислоты и один концевой остаток аспарагиновой кислоты на 1 молекулу с относительной молекулярной массой 10000, скорее всего, в такой молекуле две полипептидные цепи.

Глобулины составляют большую часть белков многих семян, особенно бобовых растений и масличных культур. Так, в семенах гороха и чечевицы содержится легумин,

фасоли - фазеолин, конопли -эдестин, соевых бобов - глицинии. Следует отметить β-

лактоглобулин молока, который остается в после удаления из молока казеина. Довольно легко кристаллизуется, молекулярная масса 38000.

Проламины и глютелины. Это запасные (резервные) белки, содержащиеся исключительно в растениях, особенно в семенах злаков (пшеница, рожь, ячмень).

Проламины растворяются в 60-70 %-ном этаноле. При гидролизе проламины образуют большое количество пролина (отсюда и название «проламины») и глутаминовой кислоты.

Наличием большого содержания пролина (неполярной аминокислоты) можно объяснить хорошую растворимость проламинов в этаноле. В проламинах мало лизина - незаменимой аминокислоты. Наиболее характерным проламином зерна пшеницы является глиадин; из зерна ячменя выделен гордеин, из овса - авенин.

Глютелины находятся, как правило, совместно с проламинами, не растворяются ни в солевых растворах, ни в спирте, но экстрагируются из размолотого зерна разбавленными кислотами или гидроксидами щелочных металлов; особенно легко переходят в раствор при действии 0,2%-ных растворов щелочей. Они также не являются гомогенными белками, а представляют собой смеси разных белков со сходными свойствами. Хорошо исследованы глютелин пшеницы - глютенин, риса -оризинин.

Протамины и гистоны. Протамины - низкомолекулярные белки (относительная молекулярная масса 4000-12000). Они обладают ярко выраженными основными свойствами из-за большого содержания аргинина (до двух третей от общего аминокислотного состава). ИЭТ протаминов лежит в щелочной зоне рН (10,5-13,5). В

клетках животных организмов протамины представлены в виде поликатионных белков.

Кроме аргинина, протамины содержат небольшое количество моноаминокислот и пролина, в них полностью отсутствуют цистеин и цистин, а также незаменимые аминокислоты метионин, триптофан, фенилаланин.
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