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S t r e s z c z e n i e 
 
Dokonano przegl� du nowoczesnych metod separacji i oczyszczania bia
ek przydatnych w badaniach i 

analizie � ywno� ci. Proces oczyszczania bia
ek obejmuje cztery g
ówne etapy: wybór � ród
a bia
ka, 
ekstrakcj�  bia
ka z materia
u biologicznego, oczyszczanie wyekstrahowanego bia
ka z wykorzystaniem 
technik chromatografii kolumnowej oraz jego przechowywanie do czasu analizy.  

Zawarto� �  bia
ka w materiale biologicznym i jego rozmieszczenie jest jednym z czynników 
decyduj� cych o wyborze � ród
a bia
ka. Znaczne ilo� ci bia
ek mo� na uzyska�  wykorzystuj� c techniki 
rekombinacji DNA, które prowadz�  do ich zwi� kszonej ekspresji w komórkach bakteryjnych. W 
przypadku izolacji bia
ek wewn� trzkomórkowych nale� y zastosowa�  dodatkowe zabiegi maj� ce na celu 
rozbicie zarówno tkanek, jak i komórek. Komórki znajduj� ce si�  w zawiesinie rozbija si�  za pomoc�  
szeregu metod. W przypadku bia
ek integralnych, zwi� zanych z b
on�  biologiczn� , b
ona biologiczna 
zostaje poddana dzia
aniu detergentu anionowego, takiego jak Tryton X-100, który nie denaturuje bia
ka i 
zapobiega jego inaktywacji. 

Przed przyst� pieniem do dalszego oczyszczania bia
ek nale� y okre� li�  ich przeznaczenie, wymagany 
stopie�  czysto� ci oraz aktywno� � . W zale� no� ci od przeznaczenia produkt finalny mo� e mie�  trzy stopnie 
czysto� ci: bardzo wysoki >99%, wysoki 95-99% oraz umiarkowany <95%. 

Techniki chromatograficzne s�  wykorzystywane do separacji makromoleku
 na podstawie takich 
parametrów, jak: wielko� �  i kszta
t, hydrofobowo� � , 
adunek powierzchniowy czy powinowactwo. 
Pierwsz�  z tych technik - s� czeniem molekularnym zwanym tak� e filtracj�  � elow�  - rozdziela si�  bia
ka 
na podstawie wielko� ci i kszta
tu ich cz� steczek. Separacja bia
ek za pomoc�  chromatografii 
jonowymiennej polega na wykorzystaniu ró� nic w 
adunku powierzchniowym cz� steczek bia
ka. W 
chromatografii oddzia
ywa�  hydrofobowych uwzgl� dnia si�  ró� nice w hydrofobowo�ci bia
ka, natomiast 
w chromatografii powinowactwa wykorzystuje si�  powinowactwo dwóch substancji, np. enzymu i 
substratu, z których jedna jest unieruchomiona na no�niku. 

Dyskutowano tak� e stopie�  czysto� ci bia
ka jako produktu finalnego w zale� no� ci od jego 
potencjalnego zastosowania. 

 
S
owa kluczowe: � ród
o bia
ka, wyodr� bnianie bia
ek, metody chromatograficzne, przechowywanie 
bia
ek 
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Wprowadzenie 

	 ywno� �  stanowi skomplikowan�  matryc�  zwi� zków chemicznych, cz� sto 
labilnych. Dla analityka badanie sk
adników � ywno� ci stwarza okre� lone trudno� ci i 
wymaga zastosowania albo specyficznych metod, albo bardzo dok
adnego 
wyodr� bnienia analizowanych zwi� zków w stanie mo� liwie niezmodyfikowanym, w 
szczególno� ci bia
ek.  

Sta
y post� p w zakresie rozwoju technik i metod separacji oraz oczyszczania 
bia
ek ma istotny wp
yw na wiele dziedzin nauki i przemys
u. Wymagany stopie�  
czysto� ci bia
ka jako produktu ko� cowego jest ró� ny w zale� no� ci od jego 
potencjalnych zastosowa� , np. wysoki stopie�  czysto� ci jest konieczny w przypadku 
zastosowa�  terapeutycznych i bada�  krystalograficznych, natomiast ni� szy w 
przypadku dodatków w przemy� le spo� ywczym [17]. 

Oczyszczanie bia
ek jest procesem, w którym wyró� nia si�  nast� puj� ce etapy: 
wybór � ród
a bia
ka, izolowanie i ekstrakcja bia
ka z wybranego materia
u 
biologicznego, oczyszczanie wyizolowanych bia
ek na drodze chromatografii 
kolumnowych, przechowywanie oczyszczonego bia
ka.  

Wybór  � ród
a bia
ka 

Po ustaleniu bia
ka docelowego dokonuje si�  wyboru � ród
a bia
ka. Materia
em 
wyj� ciowym mog�  by�  tkanki ro� linne, zwierz� ce, dro� d� e oraz bakterie. O wyborze 
materia
u biologicznego decyduje zarówno rozmieszczenie bia
ka, jak i jego zawarto� �  
w surowcu.  

Bia
ka wyst� puj� ce w materiale biologicznym mo� na podzieli�  na trzy grupy, w 
zale� no� ci od umiejscowienia: 
�  bia
ka rozpuszczalne, obecne w p
ynach ustrojowych; 
�  bia
ka wyst� puj� ce wewn� trz komórki: 

– w cytozolu; 
– w organellach komórkowych; 

�  bia
ka nierozpuszczalne lub po
� czone z cz� � ciami sta
ymi komórki: 
– bia
ka b
onowe; 
– bia
ka strukturalne. 
Znaczne ilo� ci bia
ek mo� na uzyska�  stosuj� c techniki rekombinacji DNA, które 

prowadz�  do ich zwi� kszonej ekspresji w komórkach bakteryjnych czy 
eukariotycznych. Ma to szczególne znaczenie w przypadku bia
ek rzadko 
wyst� puj� cych lub wyst� puj� cych w ma
ych ilo� ciach. 

Izolowanie i ekstrakcja bia
ka z wybranego mater ia
u biologicznego 

Kolejnym etapem, po ustaleniu odpowiedniego � ród
a, jest uwolnienie 
oczyszczanego bia
ka do roztworu. Ma to istotne znaczenie w przypadku bia
ek 
wyst� puj� cych np. w organellach komórkowych czy zwi� zanych z b
onami 
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biologicznymi. W przypadku izolacji tych bia
ek nale� y zastosowa�  dodatkowe zabiegi 
maj� ce na celu rozbicie zarówno tkanek, jak i komórek. Komórki znajduj� ce si�  w 
zawiesinie rozbija si�  za pomoc�  szeregu metod (tab.1).  

 
Tabela 1 

Metody uwalniania bia
ek z materia
u biologicznego do roztworu  
Methods of extracting proteins from biological material and introducing them into a solution 
 

Metody uwalniania bia
ek 
Methods of extracting and introducing proteins 


 ród
o bia
ka 
Source of protein 

	 agodna 
Gentle method 

Liza komórki (szok osmotyczny) 
Cell lysis (osmotic shock) 

Erytrocyty, E.coli, oko
oplazmowe: bia
ka 
wewn� trzkomórkowe 

Erythrocytes, E.coli, periplasm: intrarcellural 
proteins 

Trawienie enzymatyczne 
Enzymatic digestion 

Bakterie: bia
ka wewn� trzkomórkowe 
Bacteria: intracellural proteins 

R� czna homogenizacja 
Manual homogenisation 

Tkanka w� troby 
Liver tissue 

Siekanie (mielenie) 
Mincing (grinding) 

Mi� � nie 
Muscles 

Umiarkowana 
Moderate method 

Homogenizator Blade’a 
Blade’s homogeniser 

Tkanka mi� � niowa, wi� kszo� �  tkanek ro� linnych i 
zwierz� cych 

Muscle tissue, the majority of animal and plant 
tissues 

Mielenie ze � cieraniem, np. piaskiem 
Grinding using abrasive materials, e.g. sand 

Bakterie, tkanki ro� linne 
Bacteria, plant tissues 

Energiczna 
Vigorous method 

Ultrad� wi� ki 
Ultrasonication 

Zawiesina komórek 
Cell suspension 

Homogenizator Manton-Gaulina 
Manton-Gaulin homogeniser 

Zawiesina komórek 
Cell suspension 

Prasa Frencha 
French press 

Bakterie, komórki ro� linne 
Bacteria, plant cells 

Precypitacja frakcyjna 
Fractional precipitation 

Lizat komórek, przeciwcia
a monoklonalne, bia
ka 
zewn� trzkomórkowe 

Cells lysate, monoclonal antibodies, extra-cellular 
proteins 


 ród
o: / Source: [17] 

Spo� ród metod fizycznych stosuje si�  najcz� � ciej homogenizacj� , sonikacj�  
(dzia
anie ultrad� wi� ków), b� d�  te�  dzia
anie wysokich ci� nie�  (prasa Frencha). Inn�  
metod�  rozbijania komórek jest tzw. „bomba azotowa”, wykorzystuj� ca gwa
town�  
dekompresj�  zawiesiny komórek nasyconej rozpuszczalnym gazem, najcz� � ciej 
azotem, pod wysokim ci� nieniem. Z innych metod mo� na wymieni�  ogrzewanie, 
dzia
anie zasadami czy detergentami oraz rozpuszczalnikami organicznymi. Inn�  
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prost�  metod�  rozbicia komórek i uwolnienia zawarto� ci cytoplazmy jest liza 
osmotyczna, polegaj� ca na rozerwaniu komórek na skutek dyfuzji wody z roztworu 
izotonicznego do bardziej st� � onego – cytozolu, wskutek czego dochodzi do 
p� cznienia i rozerwania komórki [7]. 

Dodatkowy etap oczyszczania stosuje si�  w przypadku bia
ek zwi� zanych z 
b
onami (rys 1).  

 
Rys. 1. Mechanizm uwalniania bia
ek b
onowych za pomoc�  detergentów. 
Fig. 1. Mechanism of releasing membrane proteins using detergents. 

 
Stanowi�  one w przybli� eniu 1/3 wszystkich bia
ek zakodowanych w genomie, 

jednak mniej ni�  1% ma poznan�  struktur� . Wysoko wydajna krystalografia zwi� ksza 
mo� liwo� ci poznania struktury tych bia
ek. Do celów krystalograficznych niezb� dne 
jest otrzymanie bia
ka o wysokim stopniu czysto� ci [12]. W przypadku bia
ek 
integralnych, zwi� zanych z hydrofobowym rdzeniem, b
ona biologiczna zostaje 
poddana dzia
aniu detergentu anionowego, takiego jak Tryton X-100, który nie 
denaturuje bia
ka i zapobiega jego inaktywacji. 

W wyniku dzia
ania detergentu dochodzi do uszkodzenia podwójnej warstwy 
lipidowej i uwolnienia do roztworu integralnych bia
ek b
onowych, które zostaj�  
okryte warstw�  cz� steczek detergentu, co zapobiega agregacji bia
ka. Wybór 
detergentu jest jednym z czynników maj� cym wp
yw na czysto� �  uzyskanego bia
ka. 
Istnieje wiele ró� nych detergentów w codziennym u� yciu w biochemii, ale kilka o 
dopiero co poznawanych w
a� ciwo� ciach. Mieszaniny detergentów s�  szczególnie 
przydatne, z niedenaturuj� cymi dodatkami, które cz� sto odgrywaj�  krytyczn�  rol�  w 
procesie oczyszczania [12]. Natomiast peryferyjne bia
ka b
onowe, które niezwi� zane 
s�  z rdzeniem hydrofobowym b
ony biologicznej, mo� na usun� �  bez dezintegracji 
dwuwarstwy lipidowej, przez przemywanie b
on roztworem o du� ej sile jonowej, np. 1 
M NaCl lub o wysokim pH, na skutek zerwania oddzia
ywa�  jonowych i wodorowych, 
przytrzymuj� cych bia
ka peryferyjne na powierzchni b
ony [2, 5, 7, 8, 13]. 
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Oczyszczanie wyizolowanych bia
ek na drodze chromatografii kolumnowych 

Przed przyst� pieniem do dalszego oczyszczania bia
ek nale� y okre� li�  ich 
przeznaczenie, wymagany stopie�  czysto� ci oraz aktywno� � . W zale� no� ci od 
przeznaczenia produkt finalny mo� e mie�  trzy stopnie czysto� ci: bardzo wysoki >99%, 
wysoki 95-99% oraz umiarkowany <95% (tab. 2). 

O zaakceptowaniu okre� lonego stopnia czysto� ci decyduje równie�  rodzaj 
zanieczyszczenia, który pozosta
 w preparacie bia
kowym. Mog�  by�  tolerowane tylko 
te, które s�  nieszkodliwe. Gorzej, je� li wykazuj�  one aktywno� �  biologiczn�  i ich 
obecno� �  mo� e wi� za�  si�  z powa� nymi problemami zarówno w analityce, jak i 
zastosowaniach terapeutycznych. Dlatego wa� ne jest wczesne rozpoznanie rodzaju 
zanieczyszcze�  i stwierdzenie, które musz�  by�  bezwzgl� dnie usuni� te, a które mog�  
pozosta�  w preparacie na akceptowalnym poziomie. Wa� ne jest wczesne usuni� cie 
wszelkich czynników powoduj� cych straty bia
ka i obni� enie jego aktywno� ci 
biologicznej, np. proteazy [17]. 

 
Tabela 2 

Wymagany stopie�  czysto� ci preparatu bia
kowego w zale� no� ci od jego przeznaczenia. 
A required purity degree of a protein product depending on its application. 
 

Bardzo wysoki > 95% 

Extremely high degree > 95% 

Badania in vivo, zastosowania terapeutyczne 

In vivo studies, therapeutic application 

Wysoki 95 – 99% 

High degree 95 – 99% 

Krystalografia oraz wi� kszo� �  metod fizykochemicznych 

X-ray crystalography and the majority of physical & chemical 
characterisation methods 

Umiarkowany < 95% 

Moderate degree < 95% 

Antygen do produkcji przeciwcia
, sekwencjonowanie bia
ka od 
N-ko� ca 

Antigen to produce antibodies, N-terminal sequencing 


 ród
o: / Source: [17] 

 
W celu w
a� ciwego oczyszczania bia
ek obecnych w materiale biologicznym 

wa� na jest znajomo� �  w
a� ciwo� ci bia
ka docelowego oraz zanieczyszcze� , które 
nale� y usun� � . Dotyczy to zarówno technik separacji, jak i warunków oczyszczania, 
tak aby straty bia
ka spowodowane jego inaktywacj�  by
y mo� liwie najmniejsze. 
Warunkiem otrzymania bia
ka o wymaganej aktywno� ci biologicznej i niezmienionej 
strukturze jest zapewnienie warunków podobnych do naturalnych, jakie wyst� puj�  w 
materiale biologicznym. Pomimo du� ej ostro� no� ci stosowane procedury oczyszczania 
mog�  powodowa�  zmian�  warunków � rodowiskowych, co nierzadko ma negatywny 
wp
yw na stabilno� �  oczyszczanych bia
ek. Znajomo� �  parametrów � rodowiska 
krytycznych dla stabilno� ci bia
ka ma istotne znaczenie w zminimalizowaniu zmian 
podczas doboru buforów do ekstrakcji i przy dalszych etapach oczyszczania. Dotyczy 
to zw
aszcza takich parametrów, jak: pH, si
a jonowa, w
a� ciwo� ci redukuj� ce, 
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obecno� �  kofaktorów czy takich czynników fizycznych, jak czas, temperatura, 
ci� nienie [17]. Istnieje wiele zwi� zków, które maj�  stabilizuj� cy wp
yw na struktur�  
bia
ka. Zwi� zki redukuj� ce, takie jak ditiotreitol (DTT) czy b-merkaptoetanol 
zapobiegaj�  utlenianiu grup tiolowych, dzi� ki czemu chroni�  bia
ko przed zmianami 
konformacyjnymi czy utrat�  aktywno� ci enzymatycznej. Kolejnym wa� nym 
czynnikiem maj� cym wp
yw na stabilno� �  bia
ka i jego rozpuszczalno� �  jest pH 
� rodowiska. Je� li pH � rodowiska jest identyczne z punktem izoelektrycznym bia
ka, 
wówczas rozpuszczalno� �  bia
ka maleje i 
atwo ulega ono agregacji. Jednym z 
kluczowych parametrów, który nale� y bra�  pod uwag� , jest si
a jonowa � rodowiska. 
Niekorzystne st� � enie soli w buforze mo� e prowadzi�  do agregacji bia
ek. Przy sile 
jonowej w przedziale od zera do warto� ci fizjologicznych (0,15–0,2 M) niektóre bia
ka 
wykazuj�  tendencj�  do tworzenia precypitatów na skutek niewystarczaj� cych 

adunków powoduj� cych odpychanie si�  cz� steczek bia
ka. Natomiast, gdy st� � enie 
soli jest za wysokie, wówczas bia
ka ulegaj�  wysalaniu. Je� li bia
ko wykazuje 
stabilno� �  temperaturow� , to mo� na wykonywa�  wszelkie czynno� ci w ni� szej 
temperaturze [10]. Wa� na jest te�  wiedza o wra� liwo� ci na dzia
anie enzymów 
proteolitycznych, co ma wp
yw na podj� cie decyzji o usuni� ciu proteaz lub te�  dodatku 
inhibitorów. Równie wa� na jest znajomo� �  w
a� ciwo� ci maj� cych bezpo� redni wp
yw 
na dobór techniki separacji (tab. 3), takich jak: masa cz� steczkowa (s� czenie 
molekularne), 
adunek powierzchniowy bia
ka (w celu ustalenia warunków 
chromatografii jonowymiennej), powinowactwo (wybór ligandu do chromatografii 
powinowactwa), hydrofobowo� �  (wybór medium do chromatografii hydrofobowej) 
[10, 17]. 

Bardzo istotne jest opracowanie metod analitycznych umo� liwiaj� cych 
monitoring dobrze przeprowadzonego procesu oczyszczania bia
ka. Dotyczy to 
zarówno samego bia
ka, jak i metod identyfikacji krytycznych zanieczyszcze� . Ilo� �  
bia
ka oznacza si�  zwykle za pomoc�  metod Lowry’ego [14] czy Bradforda [3]. W 
eluacie bia
ko mo� e by�  mierzone na podstawie pomiaru absorbancji �wiat
a o 
d
ugo� ci fali 280 nm, absorbowanego przez tyrozyn� , tryptofan i fenyloalanin� . Z 
innych metod mo� na wyró� ni� : metody immunochemiczne, takie jak ELISA czy 
immunoblotting [20], metody elektroforetyczne, szczególne przydatne do okre� lania 
efektywno� ci oczyszczania (SDS-PAGE, NATIVE) czy metody chromatograficzne 
HPLC [16]. Ponadto, je� li oczyszczane bia
ko wykazuje aktywno� �  biologiczn� , 
wówczas ta jego w
a� ciwo� �  mo� e by�  wykorzystana do okre� lania stopnia czysto� ci. 

 
 
 
 

Tabela 3  
W
a� ciwo� ci bia
ka maj� ce wp
yw na dobór parametrów oczyszczania. 
Properties of proteins and their effect on the selection of  the purification process parameters. 
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Próba i w
a� ciwo� ci bia
ka docelowego 
Sample and properties of a target protein  

Wp
yw na strategi�  oczyszczania 
Type of the effect on the purification strategy 

Stabilno� �  temperaturowa 
Temperature stability 

Mo� liwo� �  pracy w ni� szej temperaturze 
It is possible to work at a lower temperature 

Stabilno� �  pH 
pH stability 

Wybór buforów do ekstrakcji i oczyszczania, ustalenie 
warunków chromatografii jonowymiennej, powinowactwa 

i odwróconej fazy 
Selecting buffers for extraction and purification, 

identifying conditions of the  ion exchange, affinity or 
reversed phase chromatography 

Wymagania dotycz� ce detergentów  
(zwykle niejonowych) 

Requirements referring to detergents  
(usually non-ion detergents) 

Wp
yw na stabilno� �  bia
ka, izolowanie bia
ek b
onowych 
Effect on the protein stability; separation of cell proteins 

St� � enie soli (si
a jonowa � rodowiska) 
Concentration rate of salts (ion strength) 

Ustalenie warunków precypitacji oraz warunków 
oddzia
ywa�  hydrofobowych 

Identifying precipitation conditions and conditions of the 
hydrophobic interaction chromatography  

Obecno� �  kofaktorów w celu zapewnienia 
stabilno� ci i aktywno� ci 

Presence of co-factors to ensure the stability 
and activity 

Wybór dodatków, pH, soli, buforów 
Selection of additives, pH, salts, and buffers 

Wra� liwo� �  na dzia
anie proteaz 
Protease sensitivity 

Usuni� cie proteaz lub dodatek inhibitorów 
Fast remowal of proteases or addition of inhibitors 

Wra� liwo� �  na jony metali 
Sensitivity to metal ions 

Dodatek zwi� zków chelatuj� cych do buforów (EDTA lub 
EGTA) 

Addition of EDTA or EGTA to buffers 

Wra� liwo� �  na utlenianie 
Redox sensitivity 

Dodatek reduktorów wi� za�  S-S (2-merkaptoetanol, DTT) 
Addition of bond reducing agents (2-merkaptoethanol, 

DTT) 
Masa cz� steczkowa 
Molecular weight 

Wybór medium do s� czenia molekularnego 
Selection of gel filtration media 

	 adunek powierzchniowy bia
ka 
Surface charge of the protein  

Ustalenie warunków chromatografii jonowymiennej 
Identifying and determining the ion exchange conditions 

Powinowactwo 
Bio-specific affinity 

Wybór ligandu do chromatografii powinowactwa 
Selecting a  ligand for the affinity chromatography 

Hydrofobowo� �  
Hydrophobicity 

Wybór medium do chromatografii oddzia
ywa�   
hydrofobowych 

Selecting a medium for the hydrophobic interaction  
chromatography 

 
Przy podejmowaniu decyzji odno�nie do oczyszczania bia
ka bardzo wa� ne jest 

zastosowanie procedury wykorzystuj� cej jak najmniejsz�  liczb�  technik, jednocze�nie 
zapewniaj� c�  uzyskanie produktu o wymaganym stopniu czysto� ci i wymaganej 
aktywno� ci. Wynika to m.in. z ryzyka utraty znacznych ilo� ci bia
ka oraz jego 
aktywno� ci na poszczególnych etapach oczyszczania, a tak� e istnieje mo� liwo� �  
znacznego wyd
u� enia czasu i tym samym zwi� kszenie kosztów finalnych ca
ego 
procesu oczyszczania. Przyk
adowo, je� li próba ma nisk�  si
�  jonow�  � rodowiska, 
wówczas w pierwszym etapie mo� e by�  oczyszczana przy zastosowaniu IEX (tab. 4).  

 



12 Mariusz Rosi� ski, Dorota Piasecka-Kwiatkowska, Jerzy R. Warchalewski 

Tabela 4 
Porównanie warunków pocz� tkowych i ko� cowych stosowanych technik  chromatograficznych. 
Comparison of the starting and closing conditions for the chromatographic techniques applied. 
 

Technika 

Technique 

Warunki pocz� tkowe 

Starting conditions 

Warunki ko� cowe 

Closing conditions 

Chromatografia jonowymienna 
(IEX) 

Ion exchange chromatography 

Niskie st� � enie soli, obj� to� �  
próby nielimitowana 

Low ionic strength, sample 
volume not limited 

Wysokie st� � enie soli lub zmiana 
pH, próba zag� szczona 

High ionic strength or pH change, 
concentrated sample 

Chromatografia oddzia
ywa�  
hydrofobowych (HIC) 

Hydrophobic interaction 
chromatography 

Wysokie st� � enie soli, obj� to� �  
próby nielimitowana 

High ionic strength, sample 
volume not limited 

Niskie st� � enie soli, próba 
zag� szczona, 

Low ionic strength, 

concentrated  sample 

Chromatografia powinowactwa 
(AC) 

Affinity chromatography 

Warunki charakterystyczne 
wi� zania do ligandu, obj� to� �  

próby nielimitowana 

Specific binding conditions, 
sample volume not limited 

Warunki charakterystyczne dla 
elucji, próba zag� szczona 

Specific elution conditions, 
concentrated sample 

S� czenie molekularne (GF) 

Gel filtration 

Ograniczona obj� to� �  próby <5% 
ca
kowitej obj� to� ci kolumny 

Limited sample volume <5% total 
column volume) 

Wymiana buforu, próba  
rozcie� czona 

Buffer exchange; diluted sample 


 ród
o: / Source: [17] 

 
Po elucji z kolumny IEX próba znajduje si�  zwykle w buforze o wysokiej sile 

jonowej i w nast� pnym etapie mo� e by�  oczyszczana na kolumnie HIC (w razie potrzeby 
mo� na ustali�  pH oraz doda�  soli). I odwrotnie, je� li próba jest eluowana z kolumny HIC, 
wówczas ma wysokie st� � enie soli i niekiedy nale� y j�  rozcie� czy�  lub wymieni�  bufor 
do poziomu umo� liwiaj� cego zastosowanie IEX [17]. Kolejny przyk
ad, precypitacja 
siarczanem amonu stanowi cz� sto pierwszy etap klarowania i zag� szczania bia
ka i w tej 
sytuacji HIC, która przebiega w warunkach wysokiego st� � enia soli niezb� dnego do 
zwi� zania bia
ek w matrycy kolumny, stanowi idealn�  technik�  w pierwszym etapie 
oczyszczania. St� � enie soli oraz obj� to� �  ko� cowa próby zostanie znacznie zmniejszona 
po elucji z kolumny HIC. Rozcie� czanie frakcji lub szybka wymiana buforu, z 
zastosowaniem kolumienek do odsalania Sephadex G-25, przygotowuje próby do etapu 
oczyszczania na IEX lub AC. Z kolei technika s� czenia molekularnego jest szczególnie 
przydatna po technikach zag� szczaj� cych (IEX, HIC, AC), z uwagi na ograniczenia 
obj� to� ci nanoszonych prób [17]. 

Bardzo cz� sto frakcjonowanie bia
ek przeprowadza si�  stosuj� c zwi� zki 
chemiczne powoduj� ce precypitacj�  (tab. 5).  
 

Tabela 5  
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Przyk
ady stosowania zwi� zków chemicznych do precypitacji bia
ek. 
Examples of chemical compounds used in the protein precipitation process. 
 

Zwi� zek precypituj� cy 
Precipitation agent 

Rodzaj próby 
Sample type 

Komentarz 
Comment 

Siarczan amonu 
Ammonium sulphate 

>1mg bia
ka/ml, szczególnie  
immunoglobuliny 

>1mg /ml proteins, especially  
immunoglobulins 

Stabilizuje bia
ka, nie denaturuje, 
supernatant bezpo� renio  

kierowany na HIC 
Stabilizes proteins; no  

denaturation, supernatant can go 
directly to HIC 

Glikol polietylenowy 
Polyethylene glycol 

Bia
ka plazmy 
Plasma proteins 

Nie denaturuje bia
ka, supernatant 
bezpo� rednio kierowany do IEX 

lub AC. 
No protein denaturation; 

supernatant goes directly to IEX or 
to AC 

Aceton 
Acetone 

Precypitacja peptydów lub zag� szczanie 
bia
ek do elektroforezy 

Useful in the peptide precipitation or 
while concentrating proteins for the 

electrophoresis process 

Mo� e denaturowa�  bia
ka  
nieodwracalnie 

Can irreversibly denature protein  


 ród
o:/Source: [17] 

 
Najcz� � ciej stosuje si�  siarczan amonu, którego zalet�  jest to, � e zachowuje 

natywn�  struktur�  bia
ka. W technice tej wykorzystuje si�  fakt, � e w obecno� ci du� ego 
st� � enia soli rozpuszczalno� �  wi� kszo� ci bia
ek maleje. Przy odpowiednio du� ym 
st� � eniu soli bia
ko wypada z roztworu, czyli ulega precypitacji. Wielko� �  obszarów 
hydrofobowych w strukturach wysalanych bia
ek wp
ywa bezpo� rednio na 
zastosowanie niezb� dnego st� � enia soli. Bia
ka o wi� kszych obszarach hydrofobowych 
ulegaj�  wysalaniu szybciej ni�  te o mniejszych obszarach hydrofobowych. St� d te�  jest 
mo� liwe zastosowanie tej procedury do frakcjonowania mieszaniny bia
ek. Wysalanie 
stosuje si�  równie�  w pó� niejszych etapach procesu oczyszczania, aby zag� � ci�  
rozcie� czony roztwór bia
ka, poniewa�  bia
ko po precypitacji mo� e zosta�  ponownie 
rozpuszczone w mniejszej obj� to� ci buforu [17].  

Techniki chromatograficzne s�  wykorzystywane do separacji makromoleku
 na 
podstawie takich parametrów, jak: wielko� �  i kszta
t, hydrofobowo� � , 
adunek 
powierzchniowy czy powinowactwo [1]. 

S� czenie molekularne 

Stosuj� c s� czenie molekularne, zwane tak� e filtracj�  � elow� , rozdziela si�  bia
ka 
na podstawie wielko� ci i kszta
tu ich cz� steczek. W technice tej ma
a obj� to� �  próby, 
stanowi� ca < 5% obj� to� ci kolumny, jest nanoszona na szczyt kolumny, której 
wype
nienie stanowi�  porowate ziarna nierozpuszczalnego polimeru, takiego jak 
poliakryloamid. Ponadto stosuje si�  ziarna, których podstawowym sk
adnikiem jest 



14 Mariusz Rosi� ski, Dorota Piasecka-Kwiatkowska, Jerzy R. Warchalewski 

dekstran (Sephadex). Do syntezy ziaren � elu Sephadex stosuje si�  dekstran o � redniej 
masie cz� steczkowej 30–50·103 Da. Otrzymane ziarna maj�  zdolno� �  wi� zania wody w 
granicach 25 ml/ml. 	 ele serii G stosowane s�  do rozdzia
u substancji w � rodowisku 
wodnym i glicerolowym, natomiast w � rodowiskach polarnych stosuje si�  Sephadex 
LH-20. Innym zwi� zkiem do produkcji ziaren jest agaroza, a otrzymany zwi� zek – 
Sepharose – jest przeznaczony do rozdzielania cz� stek o masie powy� ej 100·104 Da 
[11]. Podczas rozdzia
u ma
e cz� steczki, takie jak jony, dyfunduj�  w g
� b � elu i 
poruszaj�  si�  wolniej w kolumnie, natomiast cz� steczki wi� ksze lub o wyd
u� onym 
kszta
cie wyp
ywaj�  z kolumny jako pierwsze (rys. 2). 

 
Rys. 2. Mechanizm separacji cz� steczek na podstawie wielko� ci i kszta
tu przy zastosowaniu s� czenia 

molekularnego. 
Fig. 2. Mechanism of separating molecules by their sizes and shapes in a gel filtration process. 

W przeciwie� stwie do pozosta
ych technik chromatograficznych cz� steczki nie 
wi� � �  si�  z wype
niaczem kolumny, dlatego sk
ad buforu nie ma wp
ywu na rozdzia
. 
Zalet�  tej metody jest tak� e fakt, � e warunki rozdzia
u mog�  by�  dostosowane do 
rodzaju próby, a tak� e warunków wymaganych w kolejnych etapach oczyszczania, 
analizy czy przechowywania. 

Technika ta szczególnie nadaje si�  do oczyszczania bia
ek wra� liwych na zmiany 
pH czy wyst� powanie jonów metali. Sam rozdzia
 mo� e by�  prowadzony w obecno� ci 
niezb� dnych jonów, kofaktorów, detergentów, mocznika, przy wysokiej lub niskiej sile 
jonowej, a oczyszczone bia
ka mog�  znajdowa�  si�  w dowolnym buforze [6]. 

Chromatografia jonowymienna 

W chromatografii jonowymiennej rozdzia
 bia
ek uzale� niony jest od ich 
powierzchniowego 
adunku i polega na odwracalnej wymianie jonowej ze 
znajduj� cymi si�  w roztworze, obdarzonymi 
adunkiem przeciwnym, 
unieruchomionymi jonami wymieniacza jonowego. Pierwszym etapem jest kalibracja, 
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podczas której wymieniacz jonowy jest doprowadzany do warunków pocz� tkowych, 
dotyczy to pH oraz si
y jonowej � rodowiska, które zapewniaj�  wymian�  jonow�  
po� � danych cz� steczek z buforem inicjuj� cym. Na tym etapie grupy wymieniacza s�  
zwi� zane z przeciwjonami buforu startowego (zwykle Cl- lub Na+). W drugim etapie 
nast� puje naniesienie próby na kolumn�  oraz adsorpcja znajduj� cych si�  w roztworze 
cz� steczek o 
adunku przeciwnym do 
adunku grup wymieniacza. Obdarzone 

adunkiem cz� steczki bia
ka wypieraj�  zwi� zane z wymieniaczem przeciwjony i wi� � �  
si�  z nim odwracalnie. Niezwi� zane substancje mog�  by�  wymyte z kolumny za 
pomoc�  buforu startowego. Nast� pnie, zwi� zane bia
ka s�  usuwane z kolumny na 
drodze wymiany jonowej z buforem wymywaj� cym. Osi� ga si�  to zwykle przez 
zwi� kszenie si
y jonowej (wzrost st� � enia soli) buforu eluuj� cego lub przez zmian�  
jego pH. W przypadku zwi� kszania st� � enia soli desorpcja nast� puje wraz ze 
zwi� kszaniem gradientu soli, a zwi� zane cz� steczki s�  uwalniane z kolumny w 
zale� no� ci od si
y wi� zania z wymieniaczem (rys. 3). 

Najs
abiej zwi� zane substancje s�  eluowane jako pierwsze. Oprócz elucji 
gradientem NaCl, bia
ka mo� na wymywa�  zmieniaj� c pH buforu, co powoduje zmian�  
stanu jonizacji bocznych reszt aminokwasów, a co za tym idzie 
adunku bia
ka. Po 
zako� czonym rozdziale kolumn�  regeneruje si�  w celu usuni� cia z niej substancji 
niewymytych,  na drodze elucji buforem o wysokiej sile jonowej, a nast� pnie 
przeprowadza si�  kalibracj�  do warunków pocz� tkowych [17]. 

Do rozdzia
u bia
ek obdarzonych 
adunkiem ujemnym stosuje si�  kolumny 
zawieraj� ce dodatnio na
adowane grupy dietyloaminoetylowe (DEAE), takie jak 
DEAE-celuloza lub DEAE-Sephadex. Jest to typ chromatografii anionowymiennej. 
Natomiast do rozdzia
u bia
ek o 
adunku dodatnim stosuje si�  kolumny zawieraj� ce 
wype
nienie obdarzone 
adunkiem ujemnym grup karboksymetylowych (CM), np. 
CM-celuloza lub CM-Sephadex. Jest to typ chromatografii kationowymiennej [7, 9, 
11]. 
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Rys. 3. Przyk
ad rozdzia
u bia
ek za pomoc�  techniki chromatografii jonowymiennej w gradiencie soli. 
Fig. 3. Example of separating proteins with the use of ion exchange chromatography in a salt gradient. 
 

Chromatografia oddzia
ywa	  hydrofobowych 

Wa� n�  technik�  oczyszczania bia
ek, wykorzystuj� c�  ich hydrofobow�  natur� , 
cz� sto stosowan�  w po
� czeniu z chromatografi�  jonowymienn�  oraz s� czeniem 
molekularnym, jest chromatografia oddzia
ywa�  hydrofobowych.  

Technika chromatografii oddzia
ywa�  hydrofobowych rozdziela bia
ka na 
podstawie ró� nic w sile oddzia
ywania obszarów hydrofobowych bia
ka z jeszcze 
bardziej hydrofobowymi grupami ligandów, umocowanymi na powierzchni no�nika 
pozbawionego 
adunku elektrycznego. Wi� zanie bia
ka do no�nika hydrofobowego jest 
osi� gane przez stosowanie buforów o wysokiej sile jonowej � rodowiska, np. 1,5 M 
roztwór siarczanu amonu, a uwalnianie bia
ek nast� puje przez ich wymywanie buforem 
o zmniejszaj� cym si�  gradiencie soli [2, 12, 17, 19]. Mechanizm oczyszczania bia
ek 
za pomoc�  techniki chromatografii oddzia
ywa�  hydrofobowych przedstawiono na rys. 
4. Inny sposób elucji polega na zwi� kszeniu pH buforu czy dodatku komponentów 
wykazuj� cych silne powinowactwo do ligandu lub zwi� kszaj� ce hydrofilno� �  bia
ek, 
np. alkohole i aminy alifatyczne lub detergenty niejonowe. 
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Rys. 4. Oczyszczanie bia
ek za pomoc�  techniki chromatografii oddzia
ywa�  hydrofobowych. 
Fig. 4. The protein purification process with the use of hydrophobic interaction chromatography. 

 

Chromatografia powinowactwa 

Technik�  rozdzia
u wykorzystuj� c�  wzajemne powinowactwo dwóch substancji 
jest chromatografia powinowactwa. Umo� liwia ona rozdzia
 bia
ek na podstawie 
odwracalnej reakcji dwóch wykazuj� cych specyficzne powinowactwo substancji, z 
których jedna – ligand zwi� zana jest ze sta
ym no�nikiem. Dzi� ki tej technice mo� na 
oczyszcza�  nast� puj� ce substancje: enzym-substrat, enzym-inhibitor, przeciwcia
o-
antygen, hormon-receptor, kwasy nukleinowe-bia
ka [1, 4, 11, 15, 21]. Na rys. 5 
przedstawiono schemat oczyszczania bia
ek technik�  chromatografii powinowactwa. 

W chromatografii powinowactwa wyró� nia si�  nast� puj� ce etapy: kalibracja, 
adsorpcja bia
ka i elucja niezwi� zanego materia
u, zako� czenie wymywania 
niezwi� zanego materia
u, elucja zwi� zanych bia
ek, zako� czenie wymywania 
zwi� zanych bia
ek, kalibracja kolumny. 
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Rys. 5. Oczyszczanie bia
ek za pomoc�  techniki chromatografii powinowactwa. 
Fig.5. Protein purification with using affinity chromatography. 

 

Jedn�  z najskuteczniejszych technik oczyszczania bia
ek jest chromatografia 
immunopowinowactwa, wykorzystuj� ca unieruchomione przeciwcia
a. Wysokie 
powinowactwo przeciwcia
a do antygenu mo� e by�  wykorzystane do wysoce 
selektywnej adsorpcji bia
ek. W chromatografii immunopowinowactwa zastosowanie 
maj�  dwa rodzaje przeciwcia
: przeciwcia
a poliklonalne i przeciwcia
a monoklonalne. 
Przeciwcia
a poliklonalne, otrzymane w wyniku immunizacji zwierz� cia, s�  mieszanin�  
przeciwcia
 o ró� nej specyficzno�ci, wi� � � cych ró� ne epitopy antygenu [21]. 
Przeciwcia
a te s�  relatywnie 
atwe do otrzymania, jednak maj�  tak� e kilka wad. Ze 
wzgl� du na du� e zró� nicowanie przeciwcia
 pod wzgl� dem specyficzno�ci istnieje 
niebezpiecze� stwo wyst� pienia reakcji krzy� owej, czyli wi� zania bia
ek maj� cych 
identyczny lub zbli� ony strukturalnie epitop, co w konsekwencji uniemo� liwi
oby 
skuteczne oczyszczanie danego bia
ka. Ponadto, produkcja przeciwcia
 poliklonalnych 
nie jest powtarzalna ze wzgl� du na cechy osobnicze immunizowanych zwierz� t tego 
samego gatunku, co wi� � e si�  z dodatkowymi etapami usuwania niepo� � danych 
przeciwcia
. Poza tym trudno jest uzyska�  odpowiedni�  ilo� �  krwi – w zale� no�ci od 
gatunku zwierz� cia od kilku do kilkudziesi� ciu cm3. Natomiast przeciwcia
a 
monoklonalne, mimo � e ich otrzymanie jest znacznie dro� sze i bardziej z
o� one, maj�  
wiele zalet, dzi� ki którym doskonale nadaj�  si�  do oczyszczania bia
ek. Po pierwsze, do 
ich produkcji nie potrzeba antygenu o wysokim stopniu czysto�ci. Poza tym mog�  by�  
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otrzymywane potencjalnie w nieograniczonej ilo� ci oraz, co jest bardzo istotne, dzi� ki 
identycznej specyficzno�ci, tj. wi� zaniu tego samego epitopu z identyczn�  si
� , 
zapewniaj�  powtarzalno� �  procesu oczyszczania, dotycz� c�  zw
aszcza warunków 
wi� zania i elucji bia
ek [4]. 

Ze wzgl� du na si
�  oddzia
ywania mi� dzy antygenem i przeciwcia
em do� �  trudno 
jest wymy�  antygen z kolumny immunopowinowactwa. Jednak mo� na tego dokona�  
na kilka sposobów, np.: zastosowanie skrajnych warto� ci pH (3 lub 10), u� ycie 
zwi� zków denaturuj� cych (8 M mocznik lub 6 M chlorowodorek guanidyny) lub 
zwi� zków chaotropowych (3 M KSCN). Aczkolwiek nale� y liczy�  si�  z tym, � e elucja 
w tych warunkach prowadzi bardzo cz� sto do zmian strukturalnych bia
ka, co jest 
niepo� � dane, zw
aszcza w przypadku bia
ek wykazuj� cych aktywno� �  biologiczn� , np. 
enzymów [4]. 

Przechowywanie oczyszczonego bia
ka  

Warunki w jakich przechowuje si�  bia
ko maj�  istotny wp
yw na zachowanie jego 
niezmienionej struktury oraz aktywno� ci biologicznej przez ca
y okres 
przechowywania. Okres ten mo� e wynosi�  od kilku dni do ponad roku w zale� no� ci od 
natury bia
ka oraz warunków przechowywania. Czynnikami, które maj�  najwi� kszy 
wp
yw na stabilno� �  bia
ka podczas przechowywania s� : temperatura, czas 
przechowywania, czysto� �  preparatu. Porównanie warunków przechowywania 
przedstawiono w tab. 6. 

 
Tabela 6 

Porównanie warunków przechowywania bia
ek. 
Comparison of the protein storage conditions. 
 

Warunki  
przechowywania 

Storage conditions 

Roztwór w 
temp. 4°C 
Solution at 

4°C 

25-50% glicerol 
lub glikol 

etylenowy w 
temp. -20°C 

25-50% glycerol 
or ethylene 

glycol at -20°C 

Zamro� one w 
temp. od -20°C do 

–80°C lub w 
ciek
ym azocie 

Frozen at -20°C to    
-80°C or in liquid 

nitrogen 

Liofilizowane 
(zwykle zamro� one) 

Lyophilised 
(usually frozen) 

Czas przechowywania 
Storage period 

1 miesi� c 
1 month 

1 rok 
1 year 

Kilka lat 
Several years 

Kilka lat 
Several years 

Wymagania dotycz� ce 
sterylno� ci lub dodatku 

substancji anytbakteryjnych 
Requirements with regard to 

sterile conditions or 
antibacterial agents added 

Tak 
Yes 

Zwykle tak 
Usually yes 

Nie 
No 

Nie 
No 

Rozmra� anie próby 
Defrosting of the sample 

Wiele razy 
Many times 

Wiele razy 
Many times 

Jeden raz 
Once 

Jeden raz 
Once 


 ród
o: / Source: [18]  
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Bia
ka do czasu wykonania analiz powinny by�  przechowywane w temperaturze 
poni� ej 4°C w czystych, autoklawowanych szklanych pojemnikach lub probówkach 
polipropylenowych. Przechowywanie w temperaturze pokojowej prowadzi bardzo 
cz� sto do degradacji i obni� enia aktywno� ci biologicznej bia
ka, g
ównie na skutek 
obecno� ci drobnoustrojów. Natomiast w temp. 4°C bia
ka mo� na przechowywa�  od 
jednego dnia do kilku tygodni. Obni� enie temp. do przedzia
u od -20°C do -80°C 
wyd
u� a okres przechowywania bia
ka nawet do kilku lat. W tym przypadku nale� y 
unika�  rozmra� ania i ponownego zamra� ania preparatu, poniewa�  prowadzi to do 
obni� enia stabilno� ci bia
ka, a w rezultacie do obni� enia jego aktywno� ci. Dlatego 
preparat bia
ka przeznaczony do zamro� enia nale� y przechowywa�  w ma
ych porcjach, 
które nie b� d�  ponownie zamra� ane [18]. 

Na stabilno� �  bia
ka wp
ywa równie�  st� � enie bia
ka w preparacie. Bia
ko o 
st� � eniu poni� ej 1 mg/ml jest bardziej podatne na inaktywacj�  i straty ze wzgl� du na 
niski poziom wi� zania do � cianek naczynia, w którym jest przechowywane [18]. 
Dlatego najlepszym sposobem jest przechowywanie bia
ka w bardziej skoncentrowanej 
formie albo dodanie bia
ka stabilizuj� cego, takiego jak oczyszczona albumina serum 
krwi bydl� cej (BSA) do ko� cowego st� � enia 10–15 mg/ml, co pozwoli ochroni�  
przechowywane bia
ko przed stratami. 

Wiele sk
adników mo� e mie�  wp
yw na okres przechowywania bia
ka [18], np.: 
– substancje krioochronne, takie jak glicerol lub glikol etylenowy w st� � eniu 25–

50%, pomagaj�  stabilizowa�  bia
ko przez zapobieganie tworzeniu si�  kryszta
ów 
lodu, który niszczy struktur�  bia
ka przechowywanego w temp. -20°C i ni� szej; 

– inhibitory proteaz, które zapobiegaj�  degradacji proteolitycznej bia
ka; 
– substancje antybakteryjne, takie jak azydek sodu (NaN3) w st� � eniu 0,02-0,05% 

hamuj�  wzrost mikroorganizmów; 
– zwi� zki chelatuj� ce w st� � eniu 1–5 mM zapobiegaj�  utlenianiu grup –SH 

indukowanemu przez metale; 
– zwi� zki redukuj� ce, takie jak DTT, czy 2-merkaptoetanol w st� � eniu 1–5 mM 

zapobiegaj�  utlenianiu cysteiny, stabilizuj� c tym samym struktur�  przestrzenn�  
bia
ka. 

Podsumowanie 

Wyizolowanie bia
ka z zachowaniem jego aktywno� ci biologicznej i struktury 
natywnej jest zadaniem trudnym, wynikaj� cym z konieczno� ci zapewnienia warunków 
zbli� onych do naturalnych podczas samego procesu oczyszczania i przechowywania. 
Ograniczenie, tam gdzie to jest mo� liwe, liczby etapów oczyszczania sprzyja 
zmniejszeniu strat oczyszczanego bia
ka. Dlatego te�  stosowane metody powinny by�  
starannie dobrane i na tyle 
agodne, aby zminimalizowa�  degradacj�  cz� steczek bia
ka, 
a ponadto powinny charakteryzowa�  si�  bardzo wysok�  specyficzno� ci�  rozdzielcz�  
bia
ek wyst� puj� cych w materiale biologicznym, co pozwala na wysoki stopie�  ich 
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oczyszczenia. Ma to du� e znaczenie zarówno w badaniach, jak i w analityce � ywno� ci, 
a tak� e w poznaniu ich w
a� ciwo� ci funkcjonalnych, szczególnie w przypadku bia
ek 
stosowanych jako dodatki do � ywno� ci.  
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THE REVIEW OF PROTEIN SEPARATION AND PURIFICATION METHODS APPEARING 
USEFUL IN RESEARCH AND FOOD ANALYSIS 

 
S u m m a r y 

 
In this paper, some up-to-date methods of protein separation and purification appearing useful in 

research and food analysis were reviewed. The protein purification process includes four major phases: 
selecting a source of protein, isolating and extracting protein from the biological material, purifying the 
extracted protein using a column chromatography technique, and, finally, storing the protein obtained 
until it is taken for further analysis. 

The content of protein in a biological material and its distribution is one of the factors determining the 
protein source to be selected. It is possible to win considerable amounts of proteins by employing a DNA 
recombination technique leading to their increased expression in bacterial cells. When isolating 
intracellular proteins, it is necessary to utilize additional measures in order to destroy both the tissues and 
the cells. The cells present in a suspension are destroyed using several methods. With regard to integral 
protein bound to a biological membrane, an anionic detergent, for example Tryton X-100, is applied to 
such a biological membrane since this anionic detergent does not cause the denaturation of protein, and it 
prevents inactivation of the proteins. 

Prior to starting the purification process of proteins, it is necessary to determine the application of the 
final proteins to be obtained, the required degree of their purity, and their activity. Depending on its 
applications, the final protein product can have three degrees of purity: very high > 99%, high, ranging 
between 95 and 99%, and moderate < 95%.  

Chromatographic techniques are employed to separate macromolecules on the basis of such 
parameters like: size and shape, hydrophobicity, surface net charge, or affinity. The first of those 
techniques is molecular sieving chromatography, also known as a gel filtration. If this technique is 
applied, macromolecules are separated according to their sizes and shapes. The other technique is ion 
exchange chromatography and with it, proteins are separated according to differences in the surface net 
charge of protein macromolecules. While applying the hydrophobic interaction chromatography, the 
separation of proteins is based on differences in the protein hydrophobicity, whereas the affinity 
chromatography utilizes the affinity of two substances, for example an enzyme and a substrate, and one of 
these two substances is carrier-bound, thus, immobilized. 

In the paper, the purity degree of protein as a final product was discussed with regard to the potential 
application of such a protein product. 
 
Key words: source protein, protein isolation, chromatographic methods, storage of proteins �  
 


