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Wprowadzenie

Perspektywy wykorzystania biomasy drozdzy w zywieniu ludzi wynikajg z ich zdolnosci do
szybkiego wzrostu na r6znych substratach oraz wysokie] zawartosci wartosciowego biatka (1,2).
Jednak, obecnos$¢ materiatu $ciany komérkowej {3-6) oraz wysoka zawarto$¢ kwaséw nukleino-
wych (1,6) ograniczajg mozliwos¢ zwiekszenia spozycia tego biatka. Dzienne spozycie kwaséw
nukleinowych przez cziowieka w ilosci powyzej 2g podwyzsza poziom kwasu moczowego
w plazmie krwi, co sprzyja wytracaniu sie jego krysztatdw, i w nastepstwie akumulacji w stawach,
jest przyczyng podagry. Niedobo6r oksydazy kwasu moczowego uniemozliwia utlenianie tego
kwasu do rozpuszczalnej i ulegajacej wydaleniu allantoiny (7).

Zawarto$¢ kwaséw nukleinowych w biatku drozdzy obniza sie metodami chemicznymi
i enzymatycznymi (8,9). Najbardziej powszechna metoda otrzymywania biatka o niskim pozio-
mie kwasow nukleinowych polega na jego ekstrakcji stezonymi zasadami w podwyzszonej
temperaturze (60°C), a nastepnie wytrgceniu biatka w srodowisku kwasnym (10-13). Dziatanie
zasady na biatko powoduje jego denaturacje i degradacje, co pogarsza wartoS¢ odzywcza
i wtasciwosci funkcjonalne. Zmiany w biatku obejmujg racemizacje aminokwasoéw, /A-eliminacje,
sieciowanie niektérych aminokwasow oraz tworzenie sie potencjalnych zwigzkéw antyzywienio-
wych i rozktad reszt cystyny, seryny, fosfoseryny i treoniny do aminokwaséw nienasyconych,
np. dehydroalaniny (14-17), ktéra reagujac z r6znymi czynnikami nukleofilowymi (18-20) powo-
duje powstawanie nietypowych aminokwasow. Ponadto, zniszczenie niektérych aminokwaséw
oraz tworzenie sie lizynoalaniny pogarsza strawno$¢ biatka in vivo i in vitro (21,22).

Zastosowanie egzo- i endogennych rybonukleaz do obnizenia zawartosci kwaséw nukleino-
wych w biatku drozdzy ograniczajg m.in. daleko posunieta proteoliza biatka oraz wysokie ceny
preparatéw enzymatycznych (23). Reasumujac, nalezy stwierdzi¢, ze ze wzgledu na niekorzyst-
ny wptyw stezonych zasad na biatko istnieje potrzeba opracowania prostej, bezpiecznej i taniej
metody przemystowego oddzielania kwaséw nukleinowych od biatka drozdzy.

Interakcje biatka i kwaséw nukleinowych:
kompleks nukleoprotein

Wydzielanie biatka drozdzy w punkcie izoelektrycznym (pH 4,5), metoda termiczng (80°C,
pH 6) lub przez wysalanie powoduje réwnoczesng koprecypitacje kwasow nukleinowych (24)
wskazujac, ze sg one zasocjowane z biatkiem tworzac kompleks nukleoproteinowy, stabilizowa-
ny, wzglednie stabymi sitami hydrofobowymi, elektrostatycznymi oraz wigzaniami wodorowymi.
Wigzania jonowe wystepuja gtéwnie pomiedzy anionowymi grupami fosforanowymi kwasow
nukleinowych i kationowymi grupami podstawowych aminokwasoéw, np. c-NHs lizyny. W fagod-
nych warunkach, duza ilo$¢ takich stabych asocjacji zapewnia stabilnos¢ kompleksu. Zniszcze-
nie oddzialywan jonowych, np. poprzez modyfikacje anionowych grup RNA lub grup c-NHs w
biatku utatwia jego oddzielenie od kwaséw nukleinowych.
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Uwalnianie biatka z kompleksu nukleoprotein drozdzy

Sukcynilacja

Acylowanie wolnych grup aminowych w biatkach bezwodnikami kwasow cyklicznych desta-
bilizuje jego oligomery w nastepstwie dysocjacji podjednostek, szczego6lnie wtedy gdy ich struk-
tura czwartorzedowa jest stabilizowana oddziatywaniami jonowymi (25,26). Przypuszcza sie, ze
joddzialywania jonowe, warunkujgce m.in. stabilnos¢ kompleksu nukleoprotein drozdzy, sa
destabilizowane w analogiczny sposoéb.

Muhirad i wsp. (27) wykazali, ze w celu zmodyfikowania wigkszej liczby e-NH2 grup lizyny
wymagany jest nadmiar bezwodnika kwasu bursztynowego poniewaz reaguje on réwniez z inny-
mi grupami funkcjonalnymi w biatku, tj. resztami tyrozyny, histydyny i alifatycznych hydroksy-
kwasow (9, 27-30). W metodzie proponowanej przez wymienionych autoréw bezwodnik kwasu
bursztynowego dodaje sie do homogenatu drozdzy w sposéb ciagly, utrzymujgc kwasowos¢ na
poziomie pH 8,5 (schemat 1A).

W wyniku sukcynilacji biatka zwieksza sie jego elektroujemnos¢ i wzrasta zwigzane z tym
odpychanie elektrostatyczne pomiedzy wprowadzonymi grupami karboksylowymi i anionowymi
grupami fosforanowymi w kwasach nukleinowych. W nastepstwie tych zjawisk kompleks
nukleoprotein ulega destabilizacji. Nierozpuszczalny materia! Sciany komérkowej jest oddzielany
przez wirowanie, a kwasowo$¢ odwirowanego roztworu obnizana do pH 4,2 w celu wytrgcenia
biatka. Zmodyfikowanie 90% grup funkcjonalnych w biatku umozliwia zredukowanie w nim ilosci
kwasow nukleinowych o 95%. Stopier usuniecia kwaséw nukleinowych z biatka roénie wraz ze
wzrostem stopnia sukcynilacji.

W poroéwnaniu do biatka izolowanego w $Srodowisku zasadowym, biatko otrzymane oma-
wiang metoda charakteryzuje sie wyzszg zawartoscig poszczegdllnych aminokwaséw oraz
korzystnymi cechami funkcjonalnymi. Duzg wada tej metody jest powstawanie nieprzyswajalnej
przez organizm sukcynilolizyny (32,33). Modyfikowane tym sposobem biatko drozdzy nie moze
by¢ zatem gtéwnym Zrédiem biatka w diecie. Usuwanie grup sukcynilowanych z izolatu biatka
jest zwigzane ze stosowaniem drastycznych warunkow i pogarsza jego jakosc.

Modyfikacja odwracalna

Warunkiem stosowania w zywnosci biatek chemicznie modyfikowanych jest ich strawnosg,
nietoksyczno$¢ oraz dostepnos$¢ biologiczna zmodyfikowanych aminokwaséw. Bjarnason |
Carpenter (35) oraz Mauron (30) podaja, ze dostepno$¢ biologiczna acylowanej lizyny zalezy od
rodzaju grup acylujgcych. W poréwnaniu z biatkiem niemodyfikowanym, biatka acylowane obni-
zajg aktywnos$¢ wzrostu szczuréw (37). Usuwanie grup modyfikujgcych z izolatéw biatka
o zredukowanej ilosci kwasow nukleinowych jest zatem silnie uzasadnione wzgledami zywienio-
wymi. Mozliwo$¢ usuwania grup blokujacych istnieje w przypadku modyfikowania biatka za po-
moca odczynnika o dziataniu odwracalnym, nie powodujacym réwnoczesnie denaturacji biatka
lub pogorszenia jego podstawowych wiasciwosci biologicznych. Przyktadem takich odczynni-
kéw sg bezwodniki kwasu cytrakonowego i maleinowego, ktére zapewniajg otrzymanie jedno-
rodnych preparatéw biatka, zachowujgcego strukture i wkasciwosci biatka natywnego (34).

I1zolacja biatka o obnizonej zawartosci kwaséw nukieinowych

Sposo6b otrzymywania izolatu o obnizonej zawartosci kwasow nukleinowych jest zasadniczo
zgodny z opisanym poprzednio. Po odwirowaniu nierozpuszczalnego materiatu $ciany komor-
kowej do roztworu nukleoprotein drozdzy, wyekstrahowanych z komorek zdezintegrowanych
w $rodowisku pH 8,5-9,0 dodaje sie w niewielkich porcjach, przy ciaglym mieszaniu i utrzymy-
waniu pH roztworu na poziomie 8,0-8,5, bezwodnika kwasu cytrakonowego lub maleinowego.
Biatko oddziela sie przez wirowanie po uprzednim obnizeniu kwasowosci srodowiska do pH 4,2,
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Schemall

Sposéb oddzielania biatka i kwaséw nukleinowych: A - sukcynilacja, B - odwracalna modyfikacja,
C - sulfitoliza, D - fosforylacja

KOMPLEKS NUKLEOPROTEIN

Modyfikacja Modyfikacja Uwalnianie grup Fosforylacja
-NHg grup -NHg grup -SH (2M r-r siarczynu tlenochlorkiem
lizyny kwasem lizyny kwasem sodu, 10 min, temp. fosforu, pH 8-9,
bursztynowym cytrakonowym pokojowa) temp. 5-10°C

MODYFIKOWANE BIALKO
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a nastepnie rozpuszcza w wodzie o pH 8,5, dializuje wobec wody (pH 8,5) w temperaturze 5@C
i liofilizuje (schemat 1B).

Stopienn modyfikacji grup aminowych w biatku drozdzy maleje ze wzrostem stezenia bez-
iwodnika. Maksymalny stopiern modyfikacji biatka bezwodnikami kwasu cytrakonowego i malei-
nowego, przy identycznym stosunku molarnym bezwodnika i lizyny, wynosi odpowiednio 88
i 95%. Jednak, oddzielenie kwaséw nukleinowych od biatka drozdzy modyfikowanego bezwod-
nikiem kwasu cytrakonowego zachodzi fatwiej anizeli od biatka modyfikowanego bezwodnikiem
kwasu maleinowego i stopienn usuniecia kwasoéw nukleinowych z biatka zmodyfikowanego
w 50% wynosi odpowiednio 50 i 12% (31).

Deacylacja
Zasadnicza role w procesie deacylacji spelnia wigzanie podwdjne cis, orientujagce przes-
trzennie korncowa grupe karboksylowg i utatwiajgce atak nukleofilowy na wegiel amidowy:

C,:Ha O C,Ha O H
C-c-x C-c-ne
CH H CH H
CHa (0]
+ H.N -(B
” \ (/\) kwas cytrakonowy
CH O

Stopien descylacji biatka zwieksza sie wraz z obnizeniem kwasowos$ci $srodowiska. Deacy-
lacja catkowita nastepuje po 3 godzinach w srodowisku o pH 3 i 4 oraz po 5 godzinach w pH 5.
W Srodowisku o pH 6 szybkos$¢ procesu jest znacznie mniejsza i deacylacji, dopiero po dtuz-
szym czasie, ulega tylko 80% grup zmodyfikowanych.

Podczas deacylacji biatek, pH $Srodowiska obniza sie, zwlaszcza w zakresie pH 3,0-4,5.
W Srodowisku o niskim pH, uwolnione grupy aminowe, w odréznieniu od grup karboksylowych
ulegajg catkowitej protonacji. Dodatnio natadowane grupy aminowe nie wptywaja jednak na pH
[Srodowiska poniewaz hydroliza wigzania amidowego, tworzonego przez bezwodnik o strukturze
B-dienu, jest katalizowana jonami wodoru (38). Zjawisko wyjasniajg nastepujace reakcje;

CHa CHa
B)- NHCO - ¢ HXOH gy _ Nz + HOOC - C

mCOC - CH -00C - CH
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Po uwolnieniu protonu z kwasu cytrakonowego nastepuje protonacja grupy aminowej

CHa CHa
| N |
B)-NH2 + Hooc-cﬁ -------------------- 93\\/ NHa+'0OC- (”:
'0OO0C-CH 'OOC-CH

Spadek pH podczas decytrakonylacji prowadzonej w srddowisku o pH 3-4 mozna wyjasni¢
obnizeniem sie wartosci pKa wolnej grupy karboksylowej cytrakonylu w nastepstwie jego uwol-
nienia z biatka. W srodowisku o pH ponizej 5 wolne grupy karboksylowe cytrakonylu w modyfi-
kowanym biatku mogg wystepowa¢ w postaci sprotonowanej. Po deacylacji, wartos¢ pK# tych
grup karboksylowych obniza sie, co powoduje jonizacje i wytwarzanie protonow:

CH. CHa CHa

Bl- NHCO - C pH4 B~- NHa + ’COC - C jo”zacja .-qgc _ c § h*

HOOC - CH HOOC - CH "OOC - CH

W $rodowisku o pH 4 szybko$¢ deacylacji modyfikowanych biatek drozdzy zwieksza sie
wraz ze wzrostem temperatury. W temperaturze 50°C catkowita deacylacja nastepuje juz po 30
minutach. W nizszych temperaturach czas trwania procesu przediuza sie do powyzej 12 godzin.

Izolat niezdenaturowanego biatka drozdzy, otrzymany proponowanag metoda, charakteryzuje
sie korzystnymi witasciwosciami funkcjonalnymi. Ponadto, proces trawienia biatka modyfikowa-
nego tym sposobem bedzie poprzedzony jego deacylacja w zotgdku z uwagi na istniejgce
w nim $rodowisko (pH, temperatura).

Fosforylacja

Modyfikacja biatka przez fosforytacje posiada wiele zalet, decydujacych o jej wyzszosci nad
innymi metodami chemicznymi. Fosfoproteiny wystepujg powszechnie w przyrodzie i wiele
z nich jest podstawowym skfadnikiem diety cziowieka (39-43). Biatka fosforytowane charaktery-
zujg sie lepszymi wtasciwosciami funkcjonalnymi w poréwnaniu z biatkami niemodyfikowanymi
(39, 41-44). Ponadto, fosforylacja jest metoda bardziej efektywng anizeli omoéwione juz metody
chemiczne. Przyjmuje sie, ze tylko 2% kwasu rybonukleinowego, ktéry jest zwigzany z biatkiem,
nie ulega oddysocjowaniu (45).

Wspomniano juz, ze w kompleksie nukleoprotein drozdzy, biatka i kwasy nukleinowe sg
zwigzane wzglednie stabymi silami niekowalentnymi, gtéwnie oddziatywaniami elektrostatyczny-
mi w rejonach hydrofobowych pomiedzy kationowymi e-NHa”, grupami lizyny w biatku i aniono-
wymi grupami fosforanowymi w kwasach nukleinowych (46,48). Fosforylacja biatek drozdzy po-
woduje wzrost elektroujemnos$ci czgsteczek biatka, a tym samym zmienia oddziatywania ele-
ktrostatyczne. Wprowadzenie dwoch ujemnych tadunkéw do grupy e-NH2 lizyny zwieksza
odpychanie elektrostatyczne pomiedzy dostarczong grupg fosforylowa i arrionowymi grupami
fosforanowymi w kwasach nukleinowych, co powoduje rozerwanie kompleksu nukleoprotein
i w Srodowisku o pH 4,0-4,2 utatwia oddzielenie biatka od kwaséw nukleinowych (schemat ID).

Uwalnianie kwasow nukleinowych z kompleksu nukleoprotein zwieksza sie ze wzrostem
stopnia modyfikacji e-NH2 grup lizyny. Z uwagi na to, ze grupy te sg wrazliwe na atak nukleofilo-
wy przy udziale POCI3, tylko wtedy gdy nie sg natadowane dodatnio, stopien modyfikacji reszt
lizyny zwigksza sie wraz z podwyzszeniem pH reakcji od 15 do 30%. W $rodowisku o pH 11,5
okoto 35% reszt lizyny ulega modyfikacji (44).
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Wplyw kwasowosci czynnej na stabilno$¢ wigzan fosforylowych w fosforylowanym biatku
drozdzy wskazuje, ze sg one bardziej labilne w srodowisku kwasnym anizeli zasadowym. Wigza-
nia fosforu z grupami hydroksylowymi reszt seryny lub treoniny sg bardziej stabilne (47,48), pod-
czas gdy wigzania fosforu z azotem sg labilne w srodowisku kwasnym i stabilne w Srodowisku
zasadowym (49,50). Wynika stad, ze wiekszo$¢ fosforu biatka drozdzy jest zwigzana z azotem
grup £-NH2.

Zawartos¢ kwasow nukleinowych w fosforylowanym biatku drozdzy zalezy od stosunku wa-
gowego POCI3; biatko, i obniza sie od poczatkowej zawartosci 20% do 2,5% przy stosunku réw-
nym okoto 1. Dalsze obnizenie zawartosci kwaséw nukleinowych nie jest mozliwe nawet przy
wysokich stezeniach pPoci3 (44). llos¢ biatka fosforylowanego, otrzymanego przy r6znych pro-
porcjach pPociI3: biatko zwieksza sie ze wzrostem stezenia tlenochlorku fosforu. Istniejg dwie
przyczyny ograniczajgce stopien fosforylacji. Jedng z nich jest szybka hydroliza POCI3 w $rodo-
wisku o pH 7, powodujaca uwolnienie niereaktywnego jonu fosforanowego (44). W fosforylacji
grup -NH2, a by¢ moze réwniez -OH, uczestnicza posrednie produkty hydrolizy POCI3, ktére sg
bardzo reaktywne i posiadajg tatwo odtaczajacy sie chlor.

Konhcowy produkt hydrolizy - jon fosforanowy nie jest, jak wspomniano, aktywnym czynni-
kiem fosforylujgcym. Szybki rozktad PocCi3 do wolnego jonu fosforanowego, wyprzedzajacy
reakcje z biatkiem drozdzy, zmniejsza ilos¢ aktywnego czynnika fosforylujgcego i tym samym
ogranicza stopien fosforylacji biatka. Druga prawdopodobng przyczynag niepetnej fosforylacji
bialka sg przeszkody przestrzenne, ktére ograniczajg dostep czynnika fosforylujgcego do
niektérych reaktywnych grup biatka. Mozna tak przypuszcza¢ w zwigzku z tym, ze fosforylowane
biatka zachowujg w duzym stopniu swojg oryginalng strukture (43). Niemniej jednak, nie udaje
sie zwiekszy¢ stopnia fosforylacji ani obnizy¢ zawartosci RNA (44), dzialajgc na kompleks biatka
drozdzy mocznikiem (8M) lub solami chaotropowymi, ktére to czynniki powodujg rozwiniecie i
dezagregacje makroczagsteczek oraz dysocjacje kompleksu nukleoprotein.

Sulfitoliza

Sulfitolize zaproponowat Damodaran (51) jako prostg metode otrzymywania izolatéw biatka
0 niskiej zawartosci kwaséw nukleinowych. Zasada tej metody polega na konwersji grup
sulfhydryiowych i disiarczkowych w nukleoproteinach do pochodnych S-sulfonowych, z czym
sg zwigzane zmiany konformacji i wzrost elektroujemnosci biatka w kompleksie nukleoprotein
drozdzy, powodujacych jego destabilizacje i dysocjacje (schemat 1C) (51).

Rozczepienie wigzan disiarczkowych w nukleoproteinach drozdzy i przeksztalcenie grup
sulfhydryiowych do pochodnych wigzania dwusiarczkowe ulegajg rozczepieniu pod wptywem
siarczynu sodu wg reakcji (52)

RSSR 4 SO3™ RS + RSSO3

W drugim etapie, uwolnione w poprzedniej reakcji grupy sulfhydrylowe sg utleniane do
disiarczkéw przez czterotionian sodu wg reakcji (53)

RSSR - S03* RS" 4 RSSO

t
czterotionian sodu

Wynikiem reakcji kompleksu nukleoprotein drozdzy z siarczynem sodu (redukcja) i czterotio-
nianem (utlenianie) jest obnizenie zawartos$ci kwaséw nukleinowych w preparacie biatek, otrzy-
manym przez ich stragcenie w punkcie izoelektrycznym (pH 4,2). Dysocjujagce kwasy nukleinowe
charakteryzujg sie punktem izoelektrycznym w granicach pH 1,5-2,0 wobec czego podczas stra-
cania sulfonowanych biatek drozdzy przechodzg do roztworu.
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Stopien usuniecia kwaséw nukleinowych zalezy od stezenn NaaSOa i Na2S40e. Redukcja wia-
zan disiarczkowych za pomocg siarczynu sodu nie wystarcza do wzbudzenia dysocjacji nukle-
oprotein drozdzy. Pozadany efekt uzyskuje sie dopiero po ponownym utlenieniu wolnych grup
sulfhydrylowych za pomocga czterotionianu sodu lub innego utleniacza. Wyjasnienie tego zjawiska
jest trudne. Mozna przypuszczaé, ze zmiany strukturalne czasteczek biatka, spowodowane redukcjg
wigzan disiarczkowych sg niewystarczajgce i nie dochodzi do przerwania wewnatrzczasteczkowych
oddziatywan pomiedzy biatkami i kwasami nukleinowymi. Usuwanie nadmiaru siarczynu podczas
stragcania biatek w punkcie izoetektrycznym sprzyja ponownemu tworzeniu sie oryginalnej pary wia-
zan disiarczkowych wg reakcji: RSS03"+ “SR ir: RSSR + SOa™' i powoduje przywrécenie
pierwotnej etektroujemnosci biatka, a tym samym stabilizuje kompleks nukleoprotein. Dopiero
pod wptywem czterotionianu sodu, uwolnione w pierwszym etapie wiazania sutfhydrytowe
utleniajg sie do wigzan disiarczkowych, ktére w obecnosci nadmiaru siarczynu w ukladzie ule-
gaja redukgiji.

Procesy redukcji i utleniania mozna wiec kontynuowaé w zaleznos$ci od stezenia siarczynu
i czterotionianu w Srodowisku. Przeksztatcajgc coraz wieksza liczbe grup sulfhydrylowych w po-
chodne S-sulfonowe mozna zmieni¢ konformacje biatka i wzbudzac¢ dysocjacje kompleksu
nukleoprotein, ktorej sprzyja réwniez wzrost fadunku ujemnego netto w biatku sulfonowanym
wskutek sit odpychania elektrostatycznego (51).

Stopien usunigcia kwaséw nukleinowych zalezy od stezenia nukleoprotein w roztworze i ma-
leje wraz ze wzrostem stezenia w zakresie 0-2,5%. Wzrost stezenia nukleoprotein powyzej
warto$ci granicznej nie zmienia stopnia usuniecia kwasoéw nukleinowych. Przypuszcza sie, ze to
widoczne obnizenie efektywnosci procesu moze by¢ spowodowane zaréwno mato wydajng re-
dukcjg i konwersjg wigzan disiarczkowych w pochodne niespecyficznych oddziatywan po-
miedzy biatkami i kwasami nukleinowymi.

Przewaga tej metody nad omawianymi polega na tym, ze biologiczna dostepnos$¢ amino-
kwasow egzogennych w sulfonowanym bialku drozdzy nie ulega pogorszeniu. W zwigzku z
kontrowersyjnymi pogladami na temat stosowania sulfitbw w zywnosci (54) nalezy stwierdzi¢-, ze
zaréwno siarczyn jak i czterotionian sodu sag catkowicie usuwane w procesie otrzymywania izo-
latu biatka. Ponadto, czterotionian sodu mozna zastgpi¢ innym utleniaczem. Biatko S-sulfono-
wane, jak sie wydaje, jest bezpieczne w zywieniu ludzi réwniez i dlatego, ze przeksztalceniu
w pochodne S-sulfonowe ulega tylko niewielka ilos¢ grup disiarczkowych, a proces desulfono-
wania mozna przeprowadzi¢ w srodowisku kwasnym (53).

Modyfikacja solami chaotropowymi

Przyjmuje sie, ze oddziatywania pomiedzy kwasami nukleinowymi i biatkami drozdzy sa
zdominowane przez sity hydrofobowe (55). Sity te zalezg od struktury warstwy wodnej tworzgcej
sie wokot rejonéw hydrofobowych i jej zniszczenie ostabia oddziatywania hydrofobowe (57). Do
czynnikbw zmieniajgcych strukture warstwy wodnej wokét reszt hydrofobowych nalezg m.in. so-
le chaotropowe i liotropowe (57,58).

SposOb otrzymywania izolatu biatek drozdzy o obnizonej zawartosci kwasoéw nukleinowych
przedstawiono na schemacie 2.

Zawartos¢ RNA w izolacie bialek drozdzy maleje wraz ze wzrostem stezenia soli. Przy
niskich stezeniach soli, skutecznos¢ ich dziatania uklada sie wedlug nastepujacej kolejnosci;
Cr < Br* < ClO4" = CI3CCOO" (58). Nadchloran sodu w stezeniu 0,5 M usuwa z kompleksu
nukleoprotein okoto 80% poczatkowej zawartosci RNA, podczas gdy NaCl i NaBr usuwajg tylko
odpowiednio 10 i 25%. W stezeniach powyzej 0,5 M NaCl04 i CACCOONa dzialajg mniej efek-
tywnie, natomiast wptyw NaCl i NaBr na zmniejszenie zawartosci kwasow nukleinowych utrzy-
muje sie w zakresie stezer do 1 M.
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Schemata

Sposob otrzymywania koncentratu i izolatu biatka drozdzy o niskiej zawartosci kwaséw nukleinowych

trzy zastosowaniu nadchloranu sodu
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3-krotne przemywanie
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Zmniejszenie zawartosci RNA pod wpltywem soli chaotropowych nie zalezy od zawartosci te-
go kwasu co sugeruje, ze przy okreslonym stezeniu soli, wolny i zwigzany z biatkiem RNA po-
zostajg w rownowadze termodynamicznej, a stata tej rownowagi jest funkcjg stezenia soli i anio-
nu. Powtdrne dziatanie na kompleks nukleoprotein 0,5 M roztworem NaCl04 powoduje zmniej-
szenie w nim zawartosci RNA do 10% ilosci poczatkowej, wskazujgc, ze ciggta ekstrakcja
nukleoprotein nadchloranem sodu mogtaby doprowadzi¢ do catkowitego usuniecia tego kwasu.

W obecnosci NaCl04 stopien dysocjacji RNA z kompleksu nukleoprotein zalezy od tempera-
tury. W temperaturze 5°C ilos¢ usunietego RNA wynosi tylko 20% usuwanego w temperaturze
250C. Sugerowatoby to, ze stabilno$¢ kompleksu nukleoprotein jest uwarunkowana przez kilka
mechanizmoéw. Reakcje asocjacji zachodzace wylacznie pod wplywem sit hydrofobowych sg
mato wrazliwe na zmiany temperatury poniewaz sity tego rodzaju wywotujg przede wszystkim
zmiane entropii ukladu (56,59). Natomiast, interakcje przy udziale wigzan wodorowych charakte-
ryzujg sie znacznymi zmianami entalpii, a tym samym sg wrazliwe na zmiany temperatury (60).
Wiazania wodorowe sg bardziej stabilne w niskich temperaturach. Istnienie potencjalnych wigzan
wodorowych pomiedzy RNA i biatkiem moze by¢ zatem przyczyng stabego oddysocjowania
RNA z kompleksu nukleoprotein pod wptywem NaCl04 w niskich temperaturach.

Przedstawiona metoda jest prosta i nie wymaga stosowania specyficznych odczynnikéw.
Nadchloran sodu wydaje sie idealny do tego celu i to zaréwno pod wzgledem bezpieczenstwa
jak i efektywnosci dziatania. Mogg by¢ réwniez stosowane inne sole chaotropowe, np. NaBr,
NaNOa, NaSCN, Nal i ClaCCOONa. Adaptacja tego procesu do przemystowej produkcji biatka
ze zrédet mikrobiologicznych nie wymagataby dodatkowych naktadéw. Ponadto, w celu obnize-
nia kosztéw produkcji sole mozna odzyskiwac i wielokrotnie stosowac.

Podsumowanie

Chemiczna modyfikacja e-NH2 grup lizyny jako metoda usuwania kwaséw nukleinowych
z kompleksu nukleoprotein drozdzy pozwala obnizy¢ w znacznym stopniu ich zawarto$¢, a
jednoczesnie nie zmienia sktadu aminokwasowego biatka mikrobiologicznego. Badania wska-
Zujg rowniez, ze uzyskuje sie poprawe niektorych wtasciwosci funkcjonalnych biatka, takich jak:
rozpuszczalnos¢, zdolnos¢ wigzania wody, lepkos¢ oraz zdolnosci emulsyjne i pianotworcze.
Niemniej jednak, wykorzystanie modyfikowanych bialek drozdzy w zywieniu ludzi wymagatoby
przeprowadzenia doswiadczen zywieniowych w celu okreslenia ich strawnosci, wchtanialnosci
i biologicznej dostepnosci aminokwasow.
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Chemical modification of yeast protein

Summary

Several chemical methods i.e. succinylation, phoshorylation, sulfitolysis as well as cyclic anhydrides of
/9-diene structure (cis double bond) and chaotropic salts modifications for the reduction of nucleic acids in
yeast protein isolates have been discussed. The mechanism of dissociation of yeast nucleoproteins and
the effectiveness of the methods of the separation of nucleic acids for the isolation of yeast proteins in an
undenatured form have also been presented. Besides, the acceptability and biological value of such
chemically modified proteins have been considered.
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