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Poréwnawcza analiza bialek pszenicy, zyta i dwoch odmian pszenzyta
Tyrs5 1 Tygq. IIL. Zawartosé tryptofanu i tyrozyny w gliadynach i gluteninach
oraz N-koncowe aminokwasy frakecji gliadynowej
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A Comparative Analysis of the Proteins of Wheat, Rye and Triticale Ty and Ty,
ITI. Content of Tryptophan and Tyrosine in Gliadines and Glutenines and N-End
Amino Acids of Gliadine Fraction R

Dotychczasowe badania struktury gliadyn i glutenin dotyczyly gtéwnie sktadu
jako$ciowego i ilo§ciowego aminckwasOw. Bietz i Rothfus (2) przeprowadzill
hydrolize enzymatyczng gliadyn i glutenin za pomocg pepsyny, a nastepnie okreSlili
sekwencje aminokwasowg otrzymanych peptydéw., Wyzej omawiane badania wyka-
zaly pewne réznice w strukturze I-rzedowej biatek gliadyn i glutenin. Hydroliza
kwa$na bialek prowadzi do czeSciowego lub catkowitego rozlozenia sie niektérych
aminokwaséw. Po 24-godzinnej hydrolizie w 6 N HCl prawie catkowicie ulega roz-
tozeniu tryptofan (4). Kwa$na hydroliza niszczy rdéwniez cze§ciowo tyrozyne (6).
Rozkladem tryptofanu podczas hydrolizy kwa$nej zajmowala sie rO6wniez Opieh-
ska i wsp. (5). Biorge pod uwage caltkowity rozklad tryptofanu i czeSciowy rozklad
tyrozyny w czasie hydrolizy kwa$nej biatek, w niniejszej pracy te aminokwasy
w bialkach gliadyn i glutenin oznaczano metoda spektrofotomefryczng wg Bea-
vana i{| Holidaya (1). Poza tym w gliadynach i gluteninach izolowanych z glu-
tenu pszenicy, zyta i dwoéch odmian pszenzyta oznaczano N-koncowe aminokwasy

taficuchéw polipeptydowych,

MATERIAL I METODY

Do badafi stosowano gliadyny i gluteniny wyizolowane z glutenu maki zyta, psze-
nicy i dwéch odmian pszeniyta. Uzyto zestaw wzorcowych DNS-aminokwaséw fir-
my Koch-Light — Anglia, tryptofan i tyrozyna firmy BDH Chemicals Ltd. Poole
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Anglia, 5-dwumetyloamino-1-naftalenosulfochlorek (DNS-Cl) firmy Serva — Szwaj-
caria. Do chromatografii cienkowarstwowej pochodnych N-koficowych aminokwasoéw
stosowano ptytki DC-Plastikfolien Kieselgel 60 o grubofci Zelu 0,2 mm. N-koncowe
aminokwasy oznaczano metodag dansylacji wg Gross i Labouesse (4). DNS-
-pochodne aminokwas6w rozdzielano metodg chromatografii cienkowarstwowej tech-
nikg wstepujgca, stosujae uklad rozpuszeczalnikéw: benzen—pirydyna—kwas octowy
{80:20:2). IloSciowyg zawarto§é tryptofanu i tyrozyny oznaczano metodg spektrofoto-
metryczng podang przez Beavana i Holidaya (1).

BADANIA WLASNE

Ilosciowe oznaczanie tryptofanu i tyrozyny w bialkach metodg B e a-
vana i Holidaya (1) oparte jest na pomiarze absorbancji zasado-
wych roztworéw bialek przy dwadch dlugosciach fal: 280 nm i 294,4 nm,
ktérym to wartosciom odpowiadajg punkty przeciecia sie krzywych ab-
sorbcji tryptofanu i tyrozyny. Korzystajge ze wzoru (1) i (2) obliczono
zawartos¢ tryptofanu i tyrozyny w M/g biatka.
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gdzie K=—12i; K — stata absorbancji przy danej dlugosci fali, C — ste-
c

zenie bialka w g/l, | — grubo$¢ warstwy mierzonego roztworu, D — ab-
sorbancja mierzona przy dlugosciach fal 280 nm i 294,4 nm, E — molowy
wspolczynnik ekstynkeji dla tryptofanu i tyrozyny.

Molowe wspélezynniki ekstynkeji dla tryptofanu i tyrozyny wyzna-
czono dosSwiadczalnie. W tym celu sporzgdzono roztwory tryptofanu
w 0,1 N NaOH o stezeniu 4,89-107¢ M/l i 2,44-107¢ M/l oraz dla tyro-
zyny 5,52+ 10+ M/1 i 2,76 - 10~¢ M/1. Korzystajac ze wzoru (3) obliczono
molowe wspélezynniki ekstynkciji.

D
E= 7. 3)

Wartosci wyznaczonych do$wiadczalnie molowych wspélczynnikéw eks-
tynkcji przy uzyciu spektrofotometru VSU-2P firmy Carl-Zeiss Jena wy-
wynosza: ET,ym =5340, Erry,0., =2180, a dla tyrozyny odpowiednio:
Eryr o 1536, Eryr 2044 =2330.

W celu okreslenia iloSciowej zawartosci tryptofanu i tyrozyny sporzg-
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dzono roztwory bialek gliadyn i glutenin zyta, pszenicy oraz dwoéch od-
mian pszenzyta w 0,1 N NaOH. Stezenie biatka utrzymywane w grani-
cach 30—50 mg/100 ml roztworu pozwalalo na to, aby mierzone war-
tosci absorbancji miescily sie w granicach 0,2—0,8. Uzyskane wyniki dla
gliadyn zestawiono w tab. 1, a dla glutenin w tab. 2.

Tab. 1. Procentowa zawarto$é tryptofanu i tyrozyny w gliadynach
Per cent content of tryptophan and tyrosine in gliadines

Stezenie
Gliadyny  bialka Eao Faoea TQY T;gR
mg/100 ml
Z 30 0,339 0,314 2,3 6,2
P 30 0,315 0,300 2,0 6.0
Tem 50 0,316 0,307 12 38
Toes 50 0,280 0,276 10 34

Tab. 2. Procentowa zawarto$é tryptofanu i tyrozyny w gluteninach
Per cent content of tryptophan and tyrosine in glutenines

Stezenie

Gluteniny  biatka Epo Espes T&Y T;gR
mg/100 ml
Z 40 0,451 0,416 2,3 6,1
P 40 0,281 0,320 1,0 5.2
- 40 0,282 0,279 1.3 43
Taoc 40 0,304 0,310 13 4,9

OZNACZANIE N-KONCOWYCH AMINOKWASOW W GLIADYNACH

Oznaczanie N-koncowych aminokwaséw dokonano wg postepowania
opisanego przez Gross i Labouesse (4). Gliadyny poddano reakcji
dansylacji przy pomocy DNS-Cl w Srodowisku zasadowym przy pH 8,2—
8,8. Biatko gliadyn w ilosci 2,5 mg (50 nM) rozpuszczono w 0,3 ml wo-
dy destylov‘vanej, dodano 200 mg mocznika i calo$¢ uzupelniono woda de-
stylowang do 0,5 ml. Do tego roztworu dodano 0,24 ml dwuetyloforma-
midu, a nastepnie 0,2 ml 0,4 M buforu fosforowego o pH 8,2. Nastepnie
wprowadzono do roztworu 0,1 ml 0,2 M roztworu DNS-Cl w acetonie.
Mieszanine reakcyjng pozostawiono na 2 godz. w temp. ok. 20°C. Po
tym czasie biatko wytrgcono 5 ml 10% kwasu tréjchlorooctowego, osad
przemywano dwa razy po 1 ml 1 N HCI, a nastepnie 2 razy 1 ml ace-
tonu. Przemyte bialko wysuszono, a nast¢pnie dodano 0,3 N HCI i pro-
wadzono hydrolize przez 12 godz. w 110°C. Hydrolizat zatezono do su-
cha, rozpuszczano w mieszaninie kwas octowy—aceton (2:3), a nastep-

nie poddano chromatograficznemu rozdzialowi. DNS-pochodne N-kotico-
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wych aminckwasOow rozdzielano technika wstepujacg metoda chromato-
grafii cienkowarstwowej na plytkach DC-Plastikfolien Kieselgel 60 o gru-
bosci zelu 0,2 mm. Do rozwijania chromatograméw stosowano uktad roz-
puszczalnikéw benzen—pirydyna—kwas octowy (80:20:2). Rozdzial chro-
matograficzny DNS-pochodnych N-koncowych aminokwaséw gliadyn
analizowanych gatunkéw zboz przedstawia ryc. 1.
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Rye. 1. Rozdziat chromatograficzny DNS-
-pochodnych N-koficowych aminokwaséw
o © O 0o oo biatka gliadyn w ukladzie: benzen-piry-
z Z P Tns Togy Wz dyna—kwas octowy (80:20:2)
Chromatographic separation of DNS-deri-
vatives of N-end amino acids of gliadine
protein in the system: benzene—pyridine—

acetic acid (80:20:2)

OMOWIENIE WYNIKOW

Gliadyny i gluteniny, podobnie jak inne biatka roslinne, charakteryzuja
sie nisky zawartoscia aminokwaséw aromatycznych. Metoda spektrofoto-
metryczna Beavana i Holidaya (1) umozliwia oznaczenie trypto-
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fanu i tyrozyny w badanych biatkach. Jak wiadomo, aminokwasy te
czeSciowo lub calkowicie ulegaja roziozeniu podczas hydrolizy kwasnej
i nie mogg by¢ oznaczane iloSciowo w automatycznym analizatorze ami-
nokwasow metodg Steina i Moora (6). Gliadyny i gluteniny zyta
posiadaly najwyzsza zawartos¢ tryptofanu. Najmniej tego aminokwasu
zawieraly gliadyny dwoch odmian pszenzyta: Ty 1 Taq. Gliadyny psze-
nicy wykazywaly zblizong zawartos¢ tryptofanu do gliadyn Zyta, nato-
miast gluteniny pszenicy zawieraly o potowe mniej tego aminokwasu
niz gluteniny zyta. Zawartos¢ tryptofanu w gluteninach pszenzyta byla
zblizona do ilo$ci tego aminokwasu w gluteninach pszenicy.

Gliadyny zyta i pszenicy posiadajg o okolo 2 razy wiecej tyrozyny
niz analogiczne bialka pszenzyta. W gluteninach pszenzyta wystepuje
réwniez znacznie mniej tyrozyny niz w gluteninach pszenicy czy zyta.
Na podstawie dokonanej analizy N-koncowych aminokwaséw mozna wnio-
skowa¢ o duzej ztozonosci biatka gliadyn oraz odmiennosci gatunkowej.
Przeprowadzone badania wykazaly, ze frakcja gliadynowa w zaleznosci
od rodzaju zboza posiada kilka lancuchow polipeptydowych zakonczo-
nych réznymi lub takimi samymi N-koncowymi aminokwasami. Gliadyny
zyta skladajg sie co najmniej z pieciu, pszenicy — z czterech, a pszenzyta
Tors 1 Toey — z siedmiu lancuchow polipeptydowych zakonczonych rézny-
mi N-koncowymi aminokwasami. Przeprowadzone badania pozwolily na
okreslenie tylko minimalnej liczby lancuchow polipeptydowych. Liczba
fancuchow polipeptydowych moze by¢ wieksza niz liczba znalezionych
N-koncowych aminokwas6éw, poniewaz mogg wystepowa¢ lancuchy poli-
peptydowe zakonczone jednakowymi N-koncowymi aminokwasami. Na-
lezy podkresli¢, ze w gliadynach wszystkich analizowanych gatunkow
zboz wystepowaty 4 identyczne N-koncowe aminokwasy. Ponadto glia-
dyny zyta w poréwnaniu do gliadyn pszenicy posiadaly o jeden N-kon-
cowy aminokwas wiecej. Gliadyny dwoch odmian pszenzyta (Tar; i Taes)
posiadaly 5 N-konicowych aminokwaséw identycznych jak w pszenicy
i dodatkowo lizyne oraz alanine, tj. aminokwasy nie wystepujace jako
N-koncowe ani w zycie, ani w pszenicy.
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