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BIALKA NASION ROSLIN STRACZKOWYCH

Wspélng cechg roslin strgczkowych jest obecnos¢ w ich nasionach
duzej ilosci bialka o stosunkowo wysokiej wartosci odzywczej [49, 75,
108]. Zawartos¢ bialka w nasionach tych roslin waha sie jednak w sze-
rokich granicach od 12 do 14% u niektoérych odmian fasoli do 40% i wie-
cej w nasionach soi i lubinu [49, 114, 169]. Skiad chemiczny tych nasion

podano w tabeli 1.
Tabela 1

Sktad chemiczny dojrzatych nasion bobu [wg 169]

Sucha masa: 90,939, §wiezej masy

Masa zarodka z liScieniami w nasieniu: 86,289/,
Masa okrywy nasiennej w nasieniu: 13,729,
Sklad chemiczny suchej masy nasion

Weglowodany . . . . . . . 56,679/,
heksozy 6 2w & B = o s 0,16
sacharoza e 4,02
skrobia T, 42,48
pektyny e e 1,69
hemicelulozy . . . . . . 6,66
celuloza C e e e 1,66

Zwigzki azotowe . . . . . . 35,809/,
nierozpuszczalne . . . . . 31,69
kwasorozpuszczalne i x s s 4,11

Ttuszeze . . . . . . . . 2,03%,

Kwasy organiczne . . . . . : 1,009/,

Popiot . . . . . . . . . 4,299/,
K,0O s ® & 3 #® & = 1,84
P,Os5 Ce e 1,95
MgO s & % = 1 2 & s 0,23
CaO e 0,07
nieokres§lone skladniki . 0,20

W kompleksie bialkowym omawianych nasion zdecydowanie domi-
nujg globuliny. W nasionach grochu soi i tubinu stanowig one okoto 60—
75% bialka ogélnego oraz w nasionach fasoli i bobiku 80—90% [114].
Na biatka rozpuszczalne w rozcienczonych roztworach zasad przypada
kilka lub kilkanascie procent bialka ogélnego [68]. Niektérzy autorzy,
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zgodnie z klasyfikacjg Osborne’a bialka te nazywajg blednie glutamina-
mi. Bialka te (tj. rozpuszczajgce sie w zasadach) naleza wediug innych
badaczy [69, 149] rowniez do typowych globulin wicilinopodobnych oraz
czeSciowo albumin. W komoérkach liscieni sg one trwale zwigzane z po-
lisacharydami, dlatego tez nie mogg by¢ w pelni wyekstrahowane jak
typowe globuliny z rozdrobnionych probek nasion za pomocg rozcien-
czonych roztworow soli obojetnych przy pH 7,0. Na globulinowy jednak
charakter tych bialek wskazujg badania immunoelektroforetyczne [43]
oraz analizy skladu aminokwasowego [68, 69].

Pozostale bialka nasion roslin straczkowych zaliczamy do albumin.
Ich zawarto$¢ w nasionach roéznych gatunkow jest bardzo zmienna i1 wa-
ha sie w granicach od 10 do 25% biatka ogoélnego [14, 49, 98, 99]. Bialka
te zlokalizowane sa glownie w osiach zarodkowych oraz w mniejsze]
mierze w liScieniach.

Albuminy

Dokladne okreSlenie terminu ,,albuminy” nasion strgczkowych napo-
tyka na znaczne trudno$ci. Jedni autorzy [105] sadza, ze s3 to bialka
ekstrahujace sie z maczki nasion za pomocg wody destylowanej. Inni
za$ badacze oddzielaja albuminy od globulin z ekstraktu solnego droga
dializy tego ekstraktu wobec wody destylowanej, nie zwracajac uwagi
na odczyn srodowiska w ktéorym zachodzi dializa.

Wspomniane metody wydzielenia albumin nie s3 w pelni zadowala-
jace, poniewaz za pomocg ekstrakcji wodnej mozna z liscieni przepro-
wadzi¢ do roztworu od 65 do 97% ich bialtka, wsrod ktorych zdecydowanie
przewazaja globuliny [68, 129]. Rowniez proces dializy ekstraktu solnego
przeprowadzony w pH 6,0—7,0 nie daje calkowicie gwarancji, ze w ta-
kich warunkach analizy wszystkie komponenty globulin wytrgcg sie¢ w
postaci osadu. Znaczna ich cze$¢ zwlaszcza biatka wicilinowe pozostang
wowezas w roztworze znadujacym sie nad osadem. W celu wiec doklad-
nego oddzielenia bialek albuminowych od globulinowych dialize biatek
rozpuszczonych w roztworze soli nalezy przeprowadza¢ wobec wody des-
tylowanej zakwaszonej do takich wartosci pH, ktére odpowiadajg pun-
ktom izoelektrycznym komponentéow globulinowych [131]. Po dializie
przeprowadzonej w wymienionych warunkach mozna mie¢ pewnos¢, ze
dializat (plyn znad osadu) zawiera albuminy zanieczyszczone minimalny-
mi ilo$ciami niskoczgsteczkowych globulin [128].

Otrzymane z licieni w omoéwiony wyzej sposoéb preparaty albumin
badano réznymi metodami, stosujagc m.in. ich chromatografie na hydro-
ksyloapatycie i DEAE-celulozie, sgczenie molekularne na sefadeksie
G-100 oraz elektroforetycznie [49, 68, 69, 150, 171].
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Calos¢ albumin nasion réznych gatunkow roslin strgczkowych (groch,
fasola, lubin, soja) wykazuje duzg heterogenicznos$¢ i daje sie rozdzieli¢
w toku elektroforezy na kilkanascie komponentéw [14, 49, 98, 99, 183,
171]. Poszczegoblne gatunki roslin roznig sie jednak miedzy soba zaréwno
obrazem elektroforetycznym, jak i ruchliwoscig elektroforetyczng kom-
ponentéw albuminowych. Liczba komponentéow albumin zalezy réwniez
od dojrzalosci nasion. W mlodych nasionach grochu frakcja albuminowa
sklada sie np. z oSmiu komponentéw, a w dojrzalych z szesnastu [49].

Metodg chromatografii kolumnowej na DEAE-celulozie i hydroksy-
loapatycie albuminy ogélne liscieni grcchu rozdzielono na 7—8 frakeji
[68]. Frakcje te nie s3 homogeniczne pod wzgledem elektroforetycznym,
skladajg sie one jeszcze zwykle z kilku komponentow. Charakterystycznag
wlasciwoscig chromatograficznych frakeji oraz elektroforetycznych kom-
ponentow jest obecno$¢ w nich znacznych ilosci weglowodanéw i kwa-
sow nukleinowych. Najwieksze iloSci wymienionych substancji niebial-
kowych zawierajg zasadowe, nieadsorbujgce sie na DEAE-celulozie al-
buminy [68].

Badania chromatograficzne w potgczeniu z analizg elektroforetyczng
wskazija na wyjgtkowsg zlozono$¢ ogoélnych albumin liScieni nie tylko
grochu, lecz takze innych gatunkéw rodziny motylkowatych [51, 67, 132,
133]. Stosunkowo trwale wigzanie sie komponentéw albumin z hydro-
filnymi weglowodanami i kwasami nukleinowymi sprawia, ze bialka te
sg dobrze rozpuszczalne w wodzie nawet w punkcie izoelektrycznym.
W tej sytuacji poddaje sie czasem w watpliwo$é istnienie albumin jako
cddzielnej grupy biatek liScieni nasion strgczkowych, sugerujgc ze sg to
réznorodne globuliny, ktérych rozpuszczalno$¢é w wodzie uwarunkowana
jest tworzeniem polgczen kompleksowych z weglowodanami i kwasami
nukleinowymi [68, 69]. Wiadomo jednak, ze wiele komponentéw albumin
zwierzecych oraz ziarniakéow réwniez ma charakter glikoproteidowy, to-
tez ich istnienie jest chyba realne.

W dostepnej literaturze naukowej brak jest blizszych danych doty-
czacych mas czgsteczkowych i struktury molekularnej bialek albumino-
wych nasion strgczkowych. Sumaryczne albuminy nasion tubinu zéltego
rozdzielono metoda sgczenia molekularnego na sefadeksie na osiem kom-
ponentow o réznych masach czgsteczkowych: 16000, 25000, 35000, 46000,
98000, 139000, 290000 i 483000 [98]. Biatka 16000—139000 stanowig 85%
ilosci albumin nasion lubinu. W liScieniach fasoli albuminy reprezento-
wane sg przez biatka o m.cz. od 10000 do 60000 daltonéw [98].

Albuminy pelnig w nasionach funkcje enzymatyczne i strukturalne
dlatego tez zapewne stanowig one dominujaca frakcije biatkowg mtodych
rozwijajgcych sie nasion [61].

Ekstrakty wodne i solne (zawierajg albuminy i globuliny) wielu ga-
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tunkéw nasion strgczkowych (i innych dwuliSciennych) zawierajg duze
ilosci substancji o aktywnos$ci hemaglutynacyjnej. Zwigzki te zwane lek-
tynami (lub aglutyninami) cechuje zdolno$é¢ do aglutynacji erytrocytéow
i komoérek nowotworowych. Lektyny wykryto m.in. w nasionach gro-
chu, soi, fasoli i-in. [91, 182]. Wiekszo$¢ lektyn z rodziny Papilionaceae
ma charakter glikoproteidow. Stanowig one 1—3% biatka ogdlnego nasion.

Frakcja albuminowa nasion strgczkowych zawiera rowniez znaczne
ilosci inhibitoréw biatkowych hamujgcych czynno$é katalityczng wielu
hydrolaz ro6znego pochodzenia [95, 124, 125]. Nie wyklucza sie réwniez

mozliwosci wystepowania inhibitoréw biatkowych w niektéorych kompo-
nentach globulin.

W ostatnich latach obserwuje sie duzy wzrost zainteresowania natu-
ralnymi inhibitorami enzymoéw hydrolitycznych (zwlaszcza proteaz), kto-
re sg wytwarzane przez organizmy ros$linne i zwierzece oraz drobno-
ustroje [127, 172]. Wsrod inhibitoréw proteaz najwieksze zaintereso-
wanie budzi bialkowy inhibitor trypsyny oraz w mniejszej mierze chy-
motrypsyny.

Naturalne inhibitory proteaz zlokalizowane sg glownie w nasionach,
bulwach, a rzadko w organach wegetatywnych ro$lin. Sg one rozpow-
szechnione u Papilionaceae, Gramineae i Solanaceae [115, 120, 127]. W
nasionach zawartos¢ tych inhibitorow jest szczegoélnie duza. Inhibitory
o dzialaniu antyproteolitycznym stanowig okolo 6% calosci bialek soi
[118] i 8—10% rozpuszczalnych w wodzie bialek jeczmienia [63]. Obecnosé
inhibitoréw bialtkowych stwierdzono takze w nasionach innych gatunkoéow
roslin motylkowatych, a mianowicie: w bobiku i bobie [106, 167], fasoli
zwyczajnej [116, 170], limenskiej [89], zlocistej [103], grochu zwyczaj-
nym [54], orzeszku ziemnym [55] i in.

W nasionach stragczkowych omawiane inhibitory zlokalizowane sg
glownie w peryferyjnych czesciach liscieni oraz w znacznie mniejsze]
ilosci w osiach zarodkowych [19, 179]. Na przykladzie nasion grochu
stwierdzono, ze aktywnos$¢ antyproteolityczng wykazuje cytoplazma pod-

stawowa komorek (54). Wspomniani badacze nie wykryli inhibitora w
tzw. cialach biatkowych.

Pod wzgledem budowy chemicznej inhibitory proteaz stanowig nisko-
czagsteczkowe biatka lub polipeptydy o masie czgsteczkowej wynoszgcej
od 8000 do 30000 daltonoéw [103, 120, 126, 167]. Czgsteczki niektorych
inhibitor6w trypsynowych skladaja sie z kilku (zwykle z dwéch lub
czterech) podjednostek o masie czgsteczkowej 8000—10000 [120].

Wiekszo$¢ inhibitoréw proteaz nasion latwo rozpuszcza sie w wodzie
lub rozcienczonych kwasach. Prawie wszystkie inhibitory sg odporne na
dzialanie czynnikow denaturacyjnych. Sg one odporne na dzialanie pod-
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wyzszone]j temperatury, wytrzymujgc nawet krotkotrwale gotowanie w
roztworze wodnym bez utraty aktywnosci. Wazng ich wlasciwoscig jest
takze wysoka odpornos$¢ na hydrolize enzymatyczna. Wyjgtkowa stabil-
nos¢ inhibitorow bialkowych jest spowodowana stosunkowo sztywna
strukturg przestrzenng czasteczki, utrzymywang przez mostki dwusiarcz-
kowe. Inhibitory te zawierajg duze ilosci cystyny, ktérej poziom w nie-
ktorych przypadkach moze osiggnaé¢ wartosé 17—20% [103]. Zniszczenie
wigzan dwusiarczkowych powoduje inaktywacje inhibitora.

Najlepiej dotychczas poznano inhibitory proteaz nasion soi. Sposréd
nich dokladnie scharakteryzowano dwa: inhibitor wyodrebniony przez
Kunitza [90] oraz inhibitor Bowmana-Birka [18, 19, 25].

Inhibitor Kunitza jest biatkiem globularnym (m.cz. 22000: 181 ami-
nokwasow), skladajagcym sie z jednego lancucha polipeptydowego utrzy-
mywanego w przestrzeni tylko za pomocg dwoéch wigzan dwusiarczko-
wych [72—T74]. Omawiany inhibitor ma dwa niezalezne centra reaktywne
antytrypsynowe (Arg-Ileu) oraz antychymotrypsynowe (Met-Ileu). Inhi-
bitor ten nie wykazuje struktury helikalnej.

Inhibitor Bowmana-Birka zbudowany jest réwniez z pojedynczego lan-
cucha polipeptydowanego o masie czgsteczkowej wynoszacej 8000 [109—
—111]. Jego strukture trzeciorzedowa stabilizujg liczne wigzania dwu-
siarczkowe co sprawia, ze bialka te charakteryzuja sie zwartoscia struk-
tury, sztywno$cig i sa wyjatkowo odporne na dzialanie czynnikéw dena-
turujgcych i enzymoéw proteolitycznych. W obrebie czasteczki tego inhi-
bitora wykryto dwa centra reaktywne. Za pomocg jednego z nich (Lys-
-Ser) inhibitor wigze sie z trypsynag, natomiast za pomoca drugiego
tworzy kompleksowe polgczenie z chymotrypsyns.

Obecnie ustalono réwniez strukture pierwszorzedows inhibitorow wy-
stepujacych w nasionach fasoli limenskiej [154], orzeszka ziemnego [55]
1 ziarnie kukurydzy [55]. Inhibitory biatkowe o wysokiej zawartosci cys-
teiny otrzymane z nasion réznych gatunkéw nasion straczkowych wyka-
zujg analogie w ich strukturze pierwszorzedowej.

Inhibitor IV wydzielony z fasoli limenskiej ma zblizona budowe do
sojowego inhibitora Bowmana-Birka [154]. Dane o inhibitorach enzymoéw
broteolitycznych sugerujg istnienie ogélnego ich modelu majgce czesto
charakter poliwalentny, tzn. ze okre$lony inhibitor moze hamowaé czyn-
nos¢ proteolityczng wielu réznych proteaz. Na przyklad inhibitory bial-
kowe wyodrebnione z nasion bobu (oznaczone symbolami BBPI-1 i 2) wy-
kazujg malg specyficznosé wobec licznych proteaz [167]. Inaktywujg one
aktywno$¢ proteolityczng: trypsyny, chymotrypsyny, pronazy, papainy
1 trombiny.

Ekstrakty bialkowe otrzymane z nasion okre$lonego gatunku zawie-
rajg zwykle do$¢ liczne inhibitory proteaz réznigce sie masami czgstecz-
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kowymi, warto$ciami punktéow izoelektrycznych, skladem aminokwaso-
wym, strukturg pierwszorzedowsg, budowg centrow reaktywnych itp.
|120]. Moga to by¢ izoinhibitory, co wykazano np. w nasionach fasoli
ztocistej [170] i bobu [167]. Duzg heterogeniczno$¢ inhibitorow nasion
fasoli zwyczajnej okreslcno metodg ogniskowania izoelektrycznego [116].
Warto podkresli¢, ze sklad inhibitorow biatkowych zalezy w pewnej mie-
rze od stanu fizjologicznego nasienia. Pusztai [116] na przyklad obserwo-
wal w czasie kielkowania nasion fasoli zanikanie ,starych” inhibitordéw
trypsynowych i synteze nowych.

Dzialanie inhibicyjne bialkowych inhibitoréw z nasion polega na two-
rzeniu nieaktywnych komplekséw z proteazami zwierzecymi (trypsyns,
chymotrypsyna) bakteryjnymi oraz prawdopodobnie z wlasnymi, endo-
gennymi proteazami. W formowaniu kompleksu enzym-inhibitor bierze
bezposrednio udzial centrum aktywne enzymu oraz centrum reak-
tywne inhibitora. Przy wyzszych stezeniach inhibitora reaguje on takze
z innym obszarem czgsteczki enzymu. Najwazniejszym skiadnikiem cen-
trum reaktywnego inhibitora trypsynowego jest arginina lub lizyna. Za-
klada sie, ze podczas tworzenia omawianego kompleksu jedna z wymie-
nionych reszt aminokwasowych inhibitora wigze sie estrowo z resztg
seryny, znajdujacej sie w centrum katalitycznym enzymu. Blizsze dane
dotyczace mechanizmu dzialania inhibitorow bialkowych mozna znalezc
w wielu pracach przeglgdowych [103, 120, 126, 172].

Od wielu lat w badaniach nad naturalnymi inhibitorami biatkowymi
proteaz nasion ograniczono sie prawie wylacznie do okresienia ich sfruk-
tury chemicznej i wyjasnienia mechanizmu dziatania. Powszechnos¢ wy-
stepowania tych zwigzkéw w nasionach, ziarniakach 1 bulwach skiero-
wala zainteresowania niektéorych badaczy w strone badan ich funkcji
biologicznych [115, 116, 126, 136, 180].

Funkcja biologiczna inhibitoréw bialkowych zostala dotychczas naj-
stabiej poznana, a proby jej wyjasnienia napotykaja czesto na duze trud-
nosci, poniewaz wyniki eksperymentéow dotyczgcych tego zagadnienia sg
niejednokrotnie sprzeczne z sobg. Nie mniej coraz Smielej wysuwana
jest koncepcja, zgodnie z ktérg gléwnym zadaniem inhibitorow biatko-
wych jest udzial w regulacji aktywnosci enzymoéw znajdujgcych sie w
tych samych tkankach i organach roslin.

Biosynteza inhibitoréw bialkowych dokonuje sie podczas rozwoju na-
sion [19, 62, 115] i zawsze wyprzedza ona nagromadzenie si¢ w tych or-
ganach bialek zapasowych. Mozna wiec przypuszczaé, ze glowng funkcjg
tych inhibitoréw jest ochrona bialek zapasowych odkladajgcych sie w
nasionach przed proteolizg. Podczas kietkowania nasicn i ziarna obser-
wowano natomiast w wielu przypadkach szybkie zanikanie aktywnosci
inhibitoréw, czemu towarzyszyl wzrost aktywnosci enzymoéw proteoli-
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tycznych [115, 126, 136, 180]. Nalezy wiec sgdzi¢, ze cze3¢ proteaz uwal-
nia sie spod wplywu inhibitora, ktory w procesie kietkowania ulega de-
gradacji [136, 180].

Nie zawsze jednak wzrcst aktywnosci enzymow proteolitycznych w
kietkujgcych nasionach zwigzany jest z zanikaniem w mnich inhibitoréw
biatkowych [103, 116, 136]. Pcdczas kietkowania na przyklad nasion soi
obserwuje sie w nich ponowny wzrost ilo$ci inhibitoré6w trypsyny (z 2
mg/g do 3,6 mg/g nasion) [116]. Mozna przypuszczaé, ze w tym przy-
padku niektére komponenty inhibitora byly syntetyzowane, inne za$
ulegaly degradacji; w sumie jednak synteza przewazala nad ich zanika-
niem. Innym zjawiskiem trudnym do wyjasnienia jest fakt, ze proteoliza
biatek zapasowych zachodzi w cialach bialkowych, zas inhibitor wystepu-
je w plazmie podstawowej [54].

Do obecnej chwili wykryto bardzo mato inhibitorow wykazujgcych
zdolnos¢ do hamowania aktywnosci endogennych proteaz [103, 115, 120,
180]. W albuminach nasion Vigna unguiculata wykryto obecnos¢ inhibi-
tora o aktywnosci antytrypsynowej, ktory ponadto mial zdolnos¢ hamo-
wania aktywnosci kazeolitycznej endogennej proteazy [124, 125]. Zdecy-
dowana wiekszo$¢ biatkowych inhibitoréw roslin hamuje silnie aktywnosé
trypsyny i chymotrypsyny, a takze aktywnosé¢ innych inhibitoréw tryp-
syno- i chymotrypsynopodobnych pochodzenia zwierzecego i bakteryj-
nego, w malym za$ stopniu i znacznie rzadziej hamuje dzialalno$é¢ endo-
gennych proteaz.

Wystepowanie znacznych ilo$ci inhibitoréw trypsynowych i chymo-
trypsynowych w nasionach moze wywiera¢ ujemny wplyw na ich war-
tos¢ pokarmowa, co wykazano na przykladzie nasion soi. Przypuszcza
sig, ze toksyczno$¢ inhibitoréw nasion strgczkowych (zwlaszcza przy diu-
gim, jednostronnym skarmianiu) polega na czeSciowej inaktywacji en-
zymow proteolitycznych przewodu pokarmowego.

Podsumowujgc powyzsze rozwazania mozna przyja¢, ze inhibitory
0 aktywnosci antyproteolitycznej pelnig nastepujgce funkcje biologiczne:
a) regulujg natezenie proteolizy w tkankach nasienia, b) stanowia biatka
zapasowe, c) chronig czgsciowo nasienie przed ujemnym wplywem pro-
teaz pochodzenia mikrobiologicznego i zwierzecego [120, 126, 136, 168,
180].

Globuliny

Ekstrakcja i frakcjonowanie

Do badan globulin nalezy uzywaé¢ $wiezo zebrane, dojrzale morfo-
logicznie, powietrznie suche nasiona. Stanowia one probe odniesienia
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w analizie innych materialow, np. nasion przechowywanych, kietkujg-
cych, dojrzewajgcych itp. Przed ekstrakcja bialek nalezy z nasion usungc
okrywy nasienne poniewaz zlokalizowane w nich barwniki i fenole utrud-
niaja wyodrebnianie substancji biatkowych. Ekstrakcji biatek z powietrz-
nie suchych nasion dokonuje sie dopiero po ich dokladnym zmieleniu
i czesto po odtluszczeniu. W niektérych przypadkach pomija sig¢ proces
odtluszczania rozdrobnionego materiatu [53].

Dosé czesto biatka nasion roslin strgczkowych frakcjonuje sie metoda
Danielssona [34] w licznych modyfikacjach. Basha i Beevers (14) opie-
rajac sie na wspomnianej metodzie izolowali i frakcjonowali biatka lis-
cieni nasion grochu w nizej opisany sposob. LiScienie homogenizowano
w zimnym 1M NaCl, 20mM buforze fosforanowym (sodowym) o pH 7.
Proces ekstrakcji bialek powtarzano trzykrotnie. Z polgczonych super-
natantéw (nadsaczéw) bialka wytrgcano siarczanem amonowym dopre-
wadzajac jego stezenie do 70—80". Nastepnie osad biatek po rozpusz-
czeniu go w 0,2M NaCl, 5mM buforze fosforanowym (sodowym) o pH 7
poddano dializie wobec wody destylowanej. W toku dializy biatka glo-
bulinowe wytracajg sie, natomiast albuminy pozostajg w stanie rozpusz-
czonym (w nadsgczu).

Oddzielony od albumin osad globulin traktuje sie z kolei 0,2M NaCl
w 5mM buforze fosforanowym o pH 4,5 celem ich dalszego frakcjono-
wania (14). W tym przypadku rozpuszczeniu ulegajg tylko wiciliny, za$
leguminy pozostaja w osadzie. Nierozpuszczalno$é legumin wynika z fak-
tu, ze punkt izoelektryczny tych bialek przypada na pH 4,5—4,7.

Rozpuszczalno$é¢é komponentéw biatek globulinowych nasion niekt6-
rych gatunkéw roslin (fasola, groch, soja) w znacznym stopniu zalezy
od temperatury [34, 45]. Wlasciwo$¢ te wykorzystano jako podstawe dla
cpracowania metody ich frakcjonowania [129]. Przy obnizeniu tempera-
tury roztworu globulin do 0—2°C cze$¢ bialek wytrgca sie. Komponenty
globulin nie rozpuszczajgce sie w zimnym roztworze nazywamy Kkrio-
globulinami. W opisany sposéb wydzielono z nasion soi komponent 115
oraz globuline 7S z nasion fasoli [129]. Warto doda¢, ze za pomocg wody
destylowanej o okreslonym pH (dla nasion fasoli 6,55) mozna z niekto-
rych nasion straczkowych wyekstrahowac¢ 95% bialek [129].

Bialka globulinowe mozna réwniez frakcjonowa¢ na zasadzie ich roz-
puszczalno$ci w roztworach soli o roéznej koncentracji [143]. Wprowa-
dzajagc np. do ekstraktu globulin otrzymanego (w wyniku traktowania
rozdrobnionych nasion roztworem: 0,5M NaCl-0,25M kwas askorbinowy,
pH 2,3) z nasion fasoli, okre§long ilo$¢ wody, spowedujemy wytrgcenie
sie cze$ci biatek, ktére okreSlamy jako tzw. frakcje G1 [144, 183]. Glo-
buliny pozostajagce woéwczas w stanie rozpuszczonym reprezentujg frak-
cje G2. Wsérdd badaczy tego zagadnienia nie ma jednak zgodnosci pogla-
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dow, do jakiego typu globulin (7S czy 11S) zaliczy¢ frakce Gl. Zdaniem
Derbyshire’a i in. [37] obie frakcje globulin (G1 i G2) sg biatkami typu
7S. Z przeprowadzonych przez Przybylska i in. [183] badan nad biatkami
nasion réznych form grochu wynika, ze obrazy elektroforetyczne frakcji
bialkowej G2 S$cisle odpowiadajg obrazom elektroforetycznym frakcji
albuminowe].

Opisane wyzej metody frakcjonowania globulin nie prowadza do cat-
kowitego oddzielenia legumin od wicilin. Zwykle leguminy zanieczysz-
czone sg wicilinami. Dlatego tez stosuje sie rézne dodatkowe metody
oczyszczania wspomnianych typow globulin [64, 66, 77—84]. Glowne glo-
buliny (7 i 11S) nasion soi mozna rozfrakcjonowa¢ za pomocg proste]
metody, opartej na odmiennej rozpuszczalnosci tych bialek w rozcien-
czonym tris buforze o pH 6,6 [155]. Opracowanie tej metody stanowi
znaczny postep w badaniach globulin soi, poniewaz uzyskane w ten spo-
s6b globuliny 7S sg pozbawione domieszek globulin 11S. Szczegdlty oma-
wianej metody przedstawia rys. 1.

Odttyszczona mqczka soi
Ekstrakgja buforem tris- HCI
w ciggu | godz, wirowanie
Caty ekstrakt
! Obnizenie odczynu ekstraktu
L] 2NHC( do pH™66

Dializa wobec buforu tris-HCl
pry 2-3°C, 3 godz, wirowanie

)

2
Rys. 1. Schemat przed-

stawiajgcy w za-
rysie  procedure
izolowania globu-

Osad Supernatant
Nieoczyszczona frakga 11'S Nieoczyszczona frakeja 7S

Doprowadzenie pH do 4.8 lin 7S z nasion

Wirowanie soi. 1:63 mM bu-

{ 1 for tris-HCl za-
Osad Supernatant wierajgcy 10 mM

Dyspersja w wodzie .
Zwiekszenie pH do 7 podczas mieszania

f-merkaptoetanol,
pH 17,8; 2:63mM

Liofilizacja bufor tris-HCI

zawierajacy 10
mM f-merkapto-

Nieoczysiczona frakcjia 7 §

0c;yszczanie na

sefarozie 6 8 etanol, pH 6,
t . 2--3°
Oczyszczona frakcja 7S le;;l)p C (wg

Sgczenie molekularne na sefadeksie jest malo przydatng metodg do
rozdzielania legumin od wicilin [84]. Procedura ta natomiast moze by¢
stosowana do usuwania z ekstraktu globulin bialek o niskich masach
czgsteczkowych oraz zanieczyszczen niebiatkowych. Sgczenie molekular-
ne na zelach sefadeksowych i agarozowych moze by¢ réwniez przydatne
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do oczyszczania globulin rozdzielonych uprzednio inng metodg [37, 155].
Bardziej efektywng metodg rozdzialu biatek 7S i 11S jest ich chroma-
tografia na hydroksyloapatycie [68, 69, 80, 130].

Od niedawna czynione sg préby nad wprowadzeniem chromatografii
powinowactwa do frakcjonowania i oczyszczania globulin nasion roslin
strgczkowych. W tym przypadku rozdzial bialek zachodzi na zasadzie
roznego powinowactwa miedzy tymi bialkami a okreslonymi substan-
cjami (zwanymi afinantami), unieruchomionymi w fazie stalej czyli nos-
niku. Afinantem moze by¢ substancja wysokoczgsteczkowa (np. biatko
lub kwasy nukleinowe) lub niskoczgsteczkowa (substrat enzymu) wyka-
zujgca wysokie powinowactwo do izolowanego bialka. Funkcje wysoko-
czgsteczkowego nosnika wigzgcego kowalencyjnie afinant pelni zwykle
agaroza (preparat firmy Pharmacia pod nazwg Sepharose). Za pomocg
tej metody udalo sie oddzieli¢ B-konglycinine od konglycininy v (kom-
ponenty globuliny 7S nasion soi; 37) oraz wyizolowa¢ globuline G1 z na-
sion fasoli [142].

Do preparacji i frakcjonowania globulin stosuje si¢ dos¢ czesto me-
tode chromatografii jonowymiennej, uzywajgc do tego celu DEAE-ce-
lulozy i DEAE-sefadeksow [31, 40, 68, 69, 130, 155]. Metoda ta daje naj-
lepsze rezultaty, jesli jest stosowana w koncowej fazie oczyszczania glo-
bulin [37]. Chromatografia jonowymienna jest ro6wniez wykorzystywana
do ustalenia budowy podjednostkowej komponentéow globulin [38].

Ultrawirowanie w gradiencie stezen sacharozy jest cennym sposobem
otrzymywania matych ilo$ci wzglednie czystych preparatow globulin 11S
[40, 53, 97]. Homogenicznos¢ preparatow globuliny otrzymywanych roéz-
nymi metodami sprawdza sie zwykle elektroforetycznie (w tym czesto
immunoelektroforetycznie), ultrawirowaniem oraz przez oznaczenie N-kon-

cowych aminokwasow. W tym ostatnim przypadku nalezy bra¢ pod uwa-
ge strukture czwartorzedowg globulin.

Zasady charakterystyki globulin

Jednym z podstawowych kryteri6w oceny globulin jest wyznaczenie
wspotczynnikéw (czyli stalych) sedymentacji. Podczas ultrawirowania
(przy 100000—200000 g) bialek o rdéznych masach czgsteczkowych, roz-
dzielajg sie one na podfrakcje okreslane tzw. stalg sedymentacji wyra-
zang w Jednostkach Svedberga (S). Ogélne globuliny nasion strgczko-
wych poddane ultrawirowaniu rozdzielajg sie zwykle na trzy gtéwne
podfrakcje (czyli grupy bialek o zblizonych masach czgsteczkowych), kto-
rych stale sedymentacji przyjmujg wartosci zblizone do 2S, 7S i 11S.

Omawiang metodg sprawdza sie rowniez stopien oczyszczema prepara-
tow globulinowych [86, 87].
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Dalsza charakterystyka globulin obejmuje wyznaczenie punktéow izo-
elektrycznych, badanie skladu podjednostkowego (np. droga elektrofo-
rezy w obecnosci SDS), okreslenie sktadu chemicznego (np. skladu amino-
kwasowego, zawarto$ci weglowodandw itp.) oraz proby oznaczenia struk-
tury pierwszo- drugo- i trzeciorzedowej. W badaniach bialek globuli-
nowych szczegoélnie duzg uwage przywigzuje sie obecnie do okreslenia
ich skladu podjednostkowego. Blizszej charakterystyce poddaje sie réw-
niez same podjednostki.

Wstepnym etapem prowadzacym do ustalenia struktury czwartorze-
dowej jest wywolanie dysocjacji natywnych globulin. Cel ten osigga sie
czesto (lecz nie zawsze) przez zmiane [37, 38, 80, 81, 143] pH. Ponadto
dysocjacje globulin wywotujg tzw. czynniki dysocjujgce jak np.: mocz-
nik, formamid, chlorek guanidyny, detergenty, merkaptoetanol oraz dwu-
tiotreitol. Dwa ostatnie zwigzki chemiczne powodujg rozrywanie kowa-
lencyjnych wigzan dwusiarczkowych, za$ pozostate dziatajg destruk-
cyjnie na wigzania wodorowe. Wigzania dwusiarczkowe nie zawsze sg
umieszczone na powierzchni czasteczki biatka, dlatego tez przeprowa-
dzajgc dysocjacje bialka nalezy najpierw do tego roztworu wprowadzié
czynnik rozrywajgcy wigzania wodorowe. Calkowite rozerwanie wigzan
wodorowych osigga sie przy stosunkowo duzym stezeniu czynnikéw dy-
socjujacych; dla mocznika wynosi ono 6M, dla chlorku guanidyny 4M.
Innym czynnikiem dysocjujgcym jest siarczan dodecylu sodowego (SDS).
Detergent ten lgczac sie z biatkiem formuje dwa rodzaje komplekséow
roznigeych sie stabilnoscig [119]. Wazng czynnoscig zabezpieczajgcg pod-
jednostki przed reasocjacjg jest blokowanie wolnych grup SH, np. po-
przez karboksymetylacje. Tego rodzaju modyfikacja moze jednak utrud-
nia¢ badanie fizycznych i biologicznych wlasciwosci bialek.

Zdysocjowane na podjednostki globuliny (11S i 7S) mozna z kolei
frakcjonowaé za pomoca roznych metod: chromatografii jonowymiennej
na DEAE- i CM-celulozie [161, 175], sgczenia molekularnego na sefadek-
sle [45], elektroforezy zelowej [175] oraz ogniskowania izoelektrycznego
[27]. Nalezy jednak pamietaé¢, ze elektroforeza podjednostek biatkowych
Przeprowadzana zwlaszcza w obecnos$ci mocznika moze dawaé bledne wy-
niki. Jest to spowodowane dwojakim dzialaniem czynnikéw dysocju-
Jacych a szczegélnie mocznika na globuliny (np. 118).

Pierwszym, zachodzacym z duzg szybkoscig procesem jest dysocjacja
biatka na podjednostki. Drugim zjawiskiem wywolanym przez wspom-
niane substancje sg zmiany konformacyjne podjednostek biatkowych
Zwigzane z rozfaldowywaniem sie lancuchéw polipeptydowych. Ten ostat-
ni proces zachodzi prawdopodobnie z niejednakowg szybkoscig u réz-
hych globulin (118). Réznice w denaturacji podjednostek mozna obser-

wowa¢ takze na przykladzie tych samych bialek, lecz otrzymanych od-
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miennymi metodami. W rezultacie tych zmian moga formowac sig¢ tzw.

,izomery konformacyjne” podjednostek roéznigce sie ruchliwoscig elek-
troforetyczng.

Ogodlna charakterystyka globulin roslin
strgczkowych

Jak juz zaznaczono, globuliny nasion strgczkowych poddane ultrawi-
rowaniu rozdzielajg sie na trzy grupy bialek, ktéorych stale sedymentacji
przyjmujg wartosci zblizone do 2S, 7S i 11S. Wsréd wymienionych typow
bialek pod wzgledem iloSciowym dominujg zwykle globuliny 11S, prze-
wyzszajac czesto dwu- lub trzykrotnie zawartos¢ w nasionach globulin
7S. Globuliny typu 2S wystepujg w nasionach strgczkowych w niewiel-
kiej iloSci. Oprécz wymienionych typow bialek w ekstraktach biatkowych
stwierdza sie obecno$é minimalnych ilosci innych rodzajow (3S, 9S i 15S,
18S) globulin [37]. Sg to prawdopodobnie produkty asocjacji bgdz dyso-
cjacji czesci gtownych globulin nasion.

Tabela 2

Wystepowanie biatek spokrewnionych immunologicznie z leguming
i wiciling Pisum sativum lub Vicia faba

Plemie Gatunek Literatura
Astragaleae Swainsonia stipularis 39
Fabeae * Cicer arientinum 39,71
Lathyrus odoratus 71
Lathyrus sativus 39,71
Pisum sativum 39,71
Vicia sativa 71
Vicia faba 39,71
Ononideae Ononis pubescens 39
Ononis serrata 39
Podalyrieae Daviesia mimosoides 39
Trifolieae * Medicago sativa 39
Melilotus alba : 39
Trifolium hirtum 39
Trifolium incarnatum 39,71

* wiciliny wykryto tylko w nasionach Fabeae i Trifolieae.
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Tabela 3

Wystepowanie globulin wicilino- i lcguminopodobnych (wg 37)

Globuliny leguminopodobne Globuliny wicilinopodobne
Gatunki masy wsp6iczynniki masy wspoétczynniki
czasteczkowe sedymenta- czgsteczkowe sedymenta-
(daltony) cji (Sy) (daltony) cji (Sy)

Motylkowate
Arachis hypogea 330000—396000 12,0—14,7 142000—190000 7,8—8,7
Dolichos lablab — 11,6—12,7 — 7,3
Genista tinctoric - 13,3 —_ 8,5
Glycine max 309000—380000 11,8—14,0 193000 7,9
Lathyrus odoratus — 12,0 — 7,6
L. sativus — 13,0 - 7,5
L. silvestris — 13,0 — 7,5
Lupinus albus 393000 12,3—12,6 204000 8,3
L. angustifolius 336000 11,6—13,) 181000 7,8
L. luteus — 11,5 — 7,4
L. polyphyllus — 122 - 8,7
Phaseolus aureus — 11,3 — 8,0
P. coccineus - 12,1 — 7,4
P. nanus — 10,1 — 6,6
P. vulgaris 340000 11,0—11,6 151000 6,8
Pisum sativum  330000—410000 12,1—13,7 — 8,1
Trifolium pratense — 11,2 — 9
Vicia faba 328000 11,5 150000 7,1
V. sativa 360000 12,9 190000 7,5
Vigna unguiculata 320000 11,2 = 7.3
Inne 'dwuliécienne
Beta vulgaris 250000 13,9
Brassica nopus — 12,0
B. nigra — 11,8
“annabis sativa 334000 13,2
Cucurbita maxima 340000 12,1
Gossypium

barbadense — 13,0
Helianthus

annuus 343000 11,9
Prunys cerasus 300000 —
P. domestica 300000 =
Ricinus communis 332000 12,9
Sinapis alba — 12,7

—_—
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Bialka zapasowe nasion ros$lin strgczkowych nalezg do dwoéch zasad-
niczych typéw i sg to globuliny 11S i 7S. Danielsson [34] nazwal takie
globuliny (11S i 7S) z liScieni grochu leguming i wiciling. Nazwy wici-
lina i legumina sg do$¢ czesto bezkrytycznie uzywane w publikacjach
naukowych. Badania immunochemiczne wskazujg, ze terminy te nalezy
stosowaé¢ glownie w odniesieniu do rodzajoéw roslin nalezacych do ple-
mion Fabeae (Vicieae) i Trifolieae (39, 71, tab. 2). Natomiast analogiczne
biatka nasion strgczkowych nie wykazujgce pokrewienstw immunologicz-
nych z leguming i wiciling nasion grochu lub wyki nalezy nazywa¢ glo-
bulinami wicilino- i leguminopodobnymi (tab. 3).

Biatka 11S (leguminy i leguminopodobne).

Masy czasteczkowe globulin 11S przyjmujg wartosci od 300000 do
400000 daltonow (tab. 3) a ich wspodlczynniki sedymentacji wahajg sie
czesto w granicach 10-12S.

Biatka typu 11S wystepujg nie tylko w nasionach roslin stragczkowych
(motylkowatych) lecz takze w nasionach wielu innych gatunkéw roslin
dwuliSciennych (tab. 3). W toku elektroforezy zelowej globuliny te za-
chowujg sie na ogo6t jako pojedyncze pasmo. Cechuje je wiec znaczna ho-
mogeniczno$é. Globuliny 11S pochodzace z réznych zrédel majg zblizony
sklad aminokwasowy (tab. 4). Z przytoczonej tabeli wynika, ze wszystkie
globuliny leguminopodobne zawierajg duze ilosci amidow (glutaminy 1
asparaginy). Wskazuje to na ich funkcje zapasowa. W wielu przypadkach
stwierdzono glikoproteidowg nature globulin 11S [11, 37, 40, 88, 96, 137].
Zawartos¢ weglowodanoéw jest na ogol mniejsza niz 1%. Sg to przewaznie
cukry obojetne [37, 96], chociaz w kilku przypadkach wykryto glukozo-
1 galaktozoamine.

Wszystkie dotychczas wyodrebnione globuliny 11S cechuje zlozona
czwartorzedowa struktura. W obecnosci substancji dysocjujgcych (mocz-
nika, chlorku guanidyny) lub przy ekstremalnych wartosciach pH (np.
ponizej 3), a niekiedy i przy obnizonej sile jonowej roztworu globuliny
ulegajg dysocjacji zgodnie ze schematem:

11S—>2-71S—>6:3S > 12:2S

Przytoczony schemat wskazuje, ze jedna czgsteczka biatka moze skla-
dac¢ sie z dwunastu podjednostek 2S; sg to pojedyncze polipeptydy o $red-
niej masie czgsteczkowej wynoszgcej okolo 30000 daltonow. Niektore da-
ne eksperymentalne zdajg sie potwierdza¢ takg koncepcje budowy globu-
lin [37, 161]. Istniejg rowniez dowody na to, ze struktura czwartorzedo-
wa globulin 11S jest bardziej zlozona niz to wyzej przedstawiono [32, 37].
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Podjednostki (2S) budujgce globuliny leguminopodobne roéznig sie
miedzy sobg wlasnosciami chemicznymi i fizycznymi. Ogolnie podzielono
je na dwie grupy: kwasne i zasadowe .Wystepuja one w omawianych glo-
bulinach raczej w rownowaznych ilosciach. Na przyklad leguminy nasion
wyki skladaja sie z sze$ciu podjednostek zasadowych i szeSciu kwasnych
[161]. Masy czasteczkowe podjednostek kwasnych (27000—37000) sg wiek-
sze niz zasadowych (20000—24000) [31, 38, 65]. Glicyna jest N-koncowym
aminokwasem podjednostek zasadowych wszystkich badanych glcbulin,
natomiast leucyna stanowi N-koncowy aminokwas podjednostek kwas-
nych.

Tabela 5

Sktad aminokwasowy (w Y%, mol) podjednostek kwasnych i zasadowych
niektérych slobulin 118S.

Gatunki
Glycine max (30) | Vicia faba (175) | Vicia sativa (163)
Aminokwasy .
kwaséne |[zasadowe| kwasne |zasadowe| kwa$ne |[zasadowe
Asp 12,6 13,8 13,0 11,6 12,1 12,6
Thr 3,4 4,3 3,1 4,2 2,8 4.4
Ser 5,9 7,0 6,5 6,9 6,5 6,5
Glu 24,5 15,4 22,1 10,2 20,9 9,5
Pro 7,0 5,5 5,5 4,7 5,4 5,1
Gly Tyl 6,6 7,8 6,0 7,6 6,2
Ala 3,8 7,4 3,8 9,8 49 9,2
1/2 Cys — — — — 1,0 0,9
Val 3,9 6,1 3,4 9,6 3,6 8,7
Met 0,5 0,9 0,7 0,5 0,7 0,5
Ile 4,1 4,4 4,5 3,5 5,0 4,0
Leu 5,7 9.0 6,5 10,9 6,3 10,2
Tyr 2.2 2,8 2,4 3,1 2,6 3,1
Phe 3,4 4.6 2,9 3,3 3,6 3,5
His 2,6 1,7 2,6 1,4 2,7 1,6
Lys 6,3 4,8 4.9 6,0 3,9 4,2

Arg 6,4 5,6 10,3 8,4 9,2 8,3

Tryptofanu nie oznaczono

Omowione wyzej oba typy podjednostek réznig sie miedzy sobg skla-
dem aminokwasowym. Podjednostki kwasne zawierajg wiecej kwasu glu-
taminowego (glutaminy) niz zasadowe, za$ zasadowe sg zasobniejsze w
alanine, waline i leucyne (tab. 5). Znaczne réznice wystepujg réwniez
w skladzie aminokwasowym w obrebie jednego rodzaju podjednostek,
wystepujgcych w globulinach nasion réznych gatunkéw. W jakim stop-
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niu réznice w skladzie podjednostek bialkowych zwigzane sg z ich hete-
rogeniczno$cig pokazg dopiero dalsze badania, obejmujgce ustalenie sek-
wencji aminokwasow itp.

Pod wplywem czynnikow dysocjujgcych (mocznika, chlorku guanidy-
ny) globuliny 11S ulegajg stosunkowo latwo degradacji. Wskazuje to,
ze ich struktura czwartorzedowa stabilizowana jest przez miedzyczgstecz-
kowe wigzania wodorowe [37]. Nie wyklucza sie jednak mozliwosci udzia-
lu mostkéw dwusiarczkowych w wigzaniu podjednostek (polipeptydoéw)
kwasnych z zasadowymi w obrebie czasteczki 11S. W rezultacie wigza-
nia dwusiarczkowe odpowiedzialne bylyby za formowanie podjednostek
posrednich (3S) stanowigcych integralne skladniki strukturalne natyw-
nych legumin [175]. Obecno$¢ miedzylancuchowych wigzan dwusiarczko-
wych stwierdzono w leguminie bobu [175], glycininie soi [30], arachinie
orzeszka ziemnego [139, 158]. Problem udzialu wigzan dwusiarczkowych
w formowaniu czwartorzedowej struktury biatek 11S pozostaje jednak
nadal nierozstrzygniety. Istnieje bowiem mozliwo$s¢ powstawania arte-
faktow, poniewaz czynniki dysocjujgce (mocznik i guanidyna) powodujg
zaré6wno rozpad natywnych globulin, jak i rozfaldowywanie lancuchow
polipeptydowych odstaniajgc ukryte w glebi czasteczki reaktywne grupy
SH, zdolne do tworzenia sztucznych agregatow biatkowych [173].

Biatka typu wiciliny (7S5)

Globuliny zapasowe typu 7S sg znacznie slabiej poznane niz biatka
11S. Ta grupa bialek reprezentowana jest zwykle przez kilka kompo-
nentéw (96) o zblizonych wiasciwosciach chemicznych.

Wiciliny za pomocg metody immunologicznej wykryto w nasionach
ro$lin Fabeae (Vicieae) i Trifolieae (tab. 2). Obecno$¢ globulin typu wici-
lin stwierdzono réwniez w nasionach ro$lin nalezgcych do plemienia Ono-
nideae, Podalyrieae i Loteae. Natomiast globuliny wicilinopodobne wy-
kryto u znacznej liczby gatunkéw nasion roslin motylkowatych (tab. 3).

Preparaty omawianych globulin (Vicia faba, Phaseolus aureus, Glyci-
ne max) zawierajg znaczne ilosci (2—4,8%) cukrow obojetnych oraz hek-
sozoaminy (0,2—1,2%). Dane zamieszczone w tabeli 6, informujg, ze glo-
buliny 7S réznego pochodzenia zawierajg duze iloSci aminokwaséw dwu-
karboksylowych (i ich amidéw) oraz w wiekszosci przypadkéw minimal-
ne ilosci cysteiny i metioniny. W biatkach wicilinopodobnych lubinu nie
stwierdzono obecno$ci metioniny, za§ u wicilin wyki nie wykryto cys-
teiny.

Jak juz nadmieniono bialka 7S nasion strgczkowych cechuje wigksza
heterogeniczno$é niz globuliny 11S. Jednym z posrednich dowodoéw po-
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Tabela 6
Sktad aminokwasowy globulin 7S w g/16gN
Gatunki

. : . Phase- . - -

Aminokwasy Arachis | Glycine | Lupinus olus Pisum Vicia Vicia
hypogea| max luteus® lyylgaris *| sativum | faba sativa*

(36) (80) (44) 117) (22) (58) (140)
Asp 11,6 14,1 12,2 12,4 12,0 11,9 11,2
Thr 2,4 2,8 2,2 3,4 3,4 2,9 2,7
Ser 4,8 6,8 3,6 6,7 5,8 5,1 7,1
Glu 11,9 20,5 21,2 15,1 19,3 17,6 18,0
Pro 4,1 4,3 3,6 2,9 3,5 — 3,9
Gly 5,5 2,9 1,3 2,7 3,1 2,5 2,9
Ala 3,6 3,7 1,5 3,0 3,0 3,1 3,0

1/2 Cys 2,1 0,3 1.4 0,3 0,4 0,3 0
Val 4,5 5,1 2,9 5,2 4,6 4,3 3,7
Met 1,4 0,3 0 0,7 0,2 0,4 0,6
Ile 3,3 6,4 4,7 5,6 51 5,2 5,7
Leu 6,3 10,3 7,6 9,1 9,2 9,3 9,3
LY 3,6 3,6 6,2 3,5 3,0 3,8 4,0
Phe 4,6 7,4 5,6 6,6 6,2 6,8 5,8
His 2,4 1,7 1,7 2,6 2,1 2,4 2,7
Lys 3,7 7,0 3,5 5,6 7,9 8,1 8,1
Arg 11,6 8,8 13,5 5,0 7,3 7,8 10,7

Trp — 0,3 0 0,8 0,1 — 0

NH, 2,3 s 2,5 1,8 — — —

* w g/100 g bialka

twierdzajgcych niejednorodnos$¢ globulin 7S jest analiza N-koncowych
aminokwasow. W okreslonym preparacie wiciliny (lub globuliny wicili-
nopodobnej) wykrywa sie niekiedy do dziewieciu N-koncowych réznych
aminokwasow. U wiekszosci badanych bialek 7S lancuchy polipeptydowe
sg zakonczone resztami seryny, kwasu glutaminowego i asparaginowego.
Bardziej bezposrednim dowodem $wiadczgcym o heterogeniczno$ci oma-
wianych globulin jest rozdzial elektroforetyczny lub frakcjonowanie na
jonitach celulozowych oczyszczonych biatek 7S. W wyniku tej operacji
np. biatka wicilinopodobne soi rozdzielono na 3—5 komponentow [53, 155].

Bialka 7S podobnie jak globuliny 11S cechuje zlozona struktura
czwartorzedowa. W srodowisku kwasnym, w roztworach mocznika, chlor-
ku guanidyny i detergentow ulegaja one dysocjacji na podjednostki. Kon-
cowym produktem dysocjacji tych bialek sg zwykle podjednostki 2S
(m.cz.ok. 30000) za$ posrednim podjednostki 4S [161]. Biorgc pod uwage
maseg czgsteczkowg wiciliny (180000—200000) wyliczono, ze czasteczka
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tego biatka sklada sie z szeSciu podjednostek [165]. Przytoczone dane
dotyczgce liczby podjednostek w globulinach soi, nie zostaly jeszcze osta-
tecznie ustalone dla globulin 7S zawartych w nasionach innych gatun-
kéw roslin [37, 38, 96].

Podjednostki 2S stanowigce podstawowe elementy strukturalne biatek
7S nie s identyczne. Swiadczy o tym obecno$¢ w preparatach tych bia-
tek wielu réznych N-koncowych aminokwasow [12, 58, 80, 81]. Ponadto
zdysocjowane na podjednostki globuliny 7S rozdzielajg sie w wyniku
elektroforezy na kilka frakecji roéznigcych sie ruchliwoscig elektrofore-
tyczng oraz masami czgsteczkowymi [37, 38, 58, 96].

Obecnos¢ globulin o wspélezynniku sedymentacji zblizonym do 7S
stwierdzono w nasionach niektoérych gatunkéw roslin dwulisciennych nie
nalezgcych do rodziny motylkowatych. Sg to: Helianthus annuus [57],
Cucurbita maxima [104], Gossypium barbadense [122], Beta vulgaris [35]
1in. (tab. 7). Globuliny te (z wyjatkiem Gossypium) stanowig niewielkg
ilos¢ globulin wymienionych gatunkéw nasion ktérych podstawowymi
biatkami zapasowymi sg globuliny 12S [37]. Oba typy globulin wykazujg
zlozong strukture podjednostkowg analogiczng do globulin wystepujg-

cych w nasionach motylkowatych [16, 57].
Tabela 7

Wystepowanie i wspotczynniki sedymentacji globulin 2S (wg 37)

Wspoéiczynniki sedy-

Gatunki mentacji (Ss)
Motylkowate
Arachis hypogaea 2,0
Lupinus albus 2,7
Lupinus luteus 2,0
Glycine max 2,8
Phaseolus coccineus 4,3
P. vulgaris 4,9
Inne dwuliScienne
Beta vulgaris 1,2
Brassica hirta ) 1,8
- B, nigra 1,8
Helianthus annuus 1,7
Ricinus communis 1,6
Jednoli$cienne
Avena sativa 2,6
Festuca rubra 2,4
Hordeum wvulgare 2,5
Oryza sativa 1,6
Secale cereale 2,6
Triticum aestivum 2,9

Zea mays 2,6
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Globulina 8S (v-globulina) stanowi gléwng globuline zarodkow Hor-
deum wvulgare oraz Oryza sativa [24, 101]. Podobne biatka wykryto w
ziarniakach wielu innych gatunkéw nalezgcych do Gramineae natomiast
globulin 12S nie wykryto w ziarnie tych roslin. Wyjatek pod tym wzgle-
dem stanowig ziarniaki jeczmienia, pszenicy i ryzu, u ktérych bialka te
wystepujg w niewielkiej ilosci [37].

Pozostate globuliny naston roslin strqczkowych

Do podstawowych globulin nasion roslin strgczkowych nalezg niewat-
pliwie bialka 7S i1 11S. Czesto jednak leguminom towarzyszg niewielkie
ilosci bialek o wspoélczynnikach sedymentacji 15S 1 18S. Sg to prawdo-
podobnie produkty asocjacji bialek o mniejszych masach czgsteczkowych,
tworzgce sie podczas ekstrakcji i oczyszczania giéwnych globulin nasion.

Tabela 8
Sktad aminokwasowy (°, mol.) globulina 2S

Gatunki
Aminokwasy
Brassica nigra | Glycine max | Lupinus luteus| Oryza sativa

(93) (164) (44) (56)
Asp 2,1 15,4 10,0 3.2
Thr 3,1 4,4 1,4 1,9
Ser 4,6 5,9 6,2 10,8
Glu ' 17,1 9,7 35,5 22.6
Pro 19,5 6,2 2,9 4,9
Gly 6,6 9,1 3,8 8,5
Ala 6,2 4,7 1,9 5,6
Val 6,5 7,1 1,9 3,8
1/2 Cys §lady 1,0 8,1 4,5
Met §lady 0,6 0,5 4,6
Ile 4,5 9,4 3,8 1,3
Leu 9,4 1 11,5 6,0
Tyr 0,7 1,8 0,5 5,4
Phe 29 5,9 3,4 2,4
Lys 5,8 5,7 0,9 0,1
His 5,6 0,6 0,5 Slady
Arg 4,8 5,5 7,2 13,7
Trp — 1,7 — 0,6
NH, 16,8 13,2 31,2 12,8

Na przyklad w nasionach fasoli monomer (7,1S) w srodowisku o pH
powyzej 6,5 stanowi glowny pod wzgledem iloSciowym komponent glo-
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bulin [143]. Obnizenie natomiast pH do warto$ci ponizej 6,5 prowadzi
do wytworzenia tetramerycznej formy globuliny 7, 1S. W takim $rodo-
wisku dominuje wysokoczgsteczkowa globulina 18, 2S [142, 143].

Globuliny o malych masach czgsteczkowych (2S-4S) wykryto w na-
slonach wielu gatunkéw roslin strgczkowych [29, 37, 46, 86 i 161] oraz
innych dwuli$ciennych [15, 93] i jednoliciennych [56, 166] (tab. 7). Bial-
ka te wystepujg w nasionach w minimalnych ilosciach, stancwigc zaled-
wie kilka (niekiedy kilkanascie) procent ogélnej ilosci globulin.

Globuliny 2S pochodzgce z réznych zrédel znacznie sie réznia miedzy
sobg skladem aminokwasowym (tab. 8). Ponadto zawlerajg one duze ilosci
amidow i arganiny, co wskazuje miedzy innymi na ich funkcje zapasowe.
Niskoczgsteczkowe globuliny zostaly poznane znacznie slabie]j niz glo-
buliny 7S i 11S [37, 96].

- Globuliny nasion niektérych gatunkéw roslin strqczkowych

Dotychczas do$¢ dokladnie zbadano bialtka zapasowe nasion soi (Gly-
cine max). W wyniku ultrawirowania ekstraktu globulin (sila jonowa
roztworu 0,5 pH 7) otrzyma cztery grupy bialek o stalych sedymentacji:
2,28, 7,58, 11,8S i 15S [53, 86, 87, 156]. Globuliny 7,5 i 11,8S stanowig
Ponad 70% ogoélnej ilosci biatek nasion, przy czym dominujgca globuling
Jest glycinina (11,8S) [53, 61].

Glycinina w toku elektroforezy na zelu poliakryloamidowym, chro-
matografii na DEAE-sefadeksie zachowuje sie jako jednorodne biatko
[31, 53]. Badania immunologiczne réwniez potwierdzajg homoegeniczno$é
glycininy. Poddajgc nastepnie omawiang globuline dysocjacji w obec-
nosci mocznika lub chlorku guanidyny otrzymano mieszanine podjed-
Nostek typu 2S, ktére za pomocag elektroforezy rozdzielono na 6 kom-
bonentow [53]. W wyniku chromatografii jonowymiennej (DEAE-celu-
loza, Dowex AG1(x2)) zdysocjowang glycinine rozdzielonc na dwie grupy
Podjednostek (typu 2S), tj. kwasne i zasadowe [27, 38, 161]. Blizsze ba-
dania wykazaly, ze podjednostki kwasne reprezentowane se zasadniczo
Przez trzy rodzaje polipeptydéw réznigcych sie masami czgsteczkowymi
(34800, 37000 i 42000—45000) [9, 32, 38, 65]. Masy czasteczkowe podjed-
Nostek zasadowych wynosza: 19600, 22300 i 22500. Prawdopodobnie czg-
steczka glycininy (m.cz.ok. 360000) sklada sie z szesciu podjednostek
kwasnych i szesciu zasadowych [161].

Drugim gléwnym komponentem bialek zapasowych nasion soi sg glo-
buliny 7S zwane takze f-konglycininami [86]. Przy obnizonej do 0,1 sile
Jonowej buforu o PH 7 formujg one dimery-9S [156]. Bialka te w wy-
niky elektroforezy lub chromatografii jonowymiennej rozdzielajg sie
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na pie¢ wyraznych komponentéw, wykazujgc znaczng heterogenicz-
nos¢ [155].

Preparaty f-konglycinin cechuje ziozona budowa podjednostkowa.
Biatka te pod wplywem mocznika lub chlorku guanidyny ulegajg dy-
socjacji (podobnie jak leguminy), ktérej koncowymi produktami sg po-
lipeptydy o stalej sedymentacji — 2S. Wsréd badaczy tego problemu
istniejg duze rozbieznosci dotyczgce mas czgsteczkowych podjednostek
zdysocjowanych globulin 7S (tab. 9). Podjednostki te nie sg zapewne jed-
norodne o czym Swiadczg wyniki badan elektroforetycznych [12, 58] oraz
obecnos¢ wielu N-koncowych aminokwasow [12, 82].

Tabela 9
Sktlad podjednostkowy globulin 7S
: Masy czasteczkowe g
Gatunki (x 10-3) Literatura
Glycine max 23, 51, 81 94
Lupinus angustifolius 20, 32, 56 20
Phaseolus vulgaris 23, 43, 47, 50, 56 37
Pisum sativum 23, 43, 56 37
Vicia faba 31, 33, 46, 56 173

Waintraub i Szutow [165] metodg ultrawirowania okreslili Srednig
mase czgsteczkowg podjednostek 2S nasion soi, ktora wynosi 330000 dal-
tonow. Biorgc pod uwage masy czgsteczkowe bialek 7S mozna przyjaé,
ze pojedyncze czgsteczki bialek wicilinopodobnych nasion soi zbudowane
sg z szeSciu podjednostek [161].

Z badan Koshiyama i Fukushima [85] wynika ponadto, ze lancuchy
polipeptydowe natywnych biatek soi (7,5S i 11,8S) formujg w okolo 35%
strukture faldowg oraz zaledwie w kilku procentach strukture helisy a.
Pozostale fragmenty lancuchéw polipeptydowych nie wykazujg regular-
nosci konformacyjnych, dzieki czemu cale polipeptydy mogg przybrac
posta¢ nieregularnych , klebkéw’”, tworzgc typowe biatka globularne.

Bialka zapasowe soi (glycinina oraz konglycininy B i y) majg charak-
ter glikoproteidowy [86, 88, 176]. Wsérod komponentéw weglowodanowych
B-glycininy zidentyfikowano: D-mannoze i N-ecytylo-D-glukozoamine.
Wystepowanie znacznych ilosci weglowodanow (do 5°%) w biatkach 7S
sol, sprawia ze mogg one by¢ ekstrahowane z probek nasion wodg desty-
lowang lub rozcienczonymi buforami [37, 156]. Oczyszczona globulina
11S (glycinina) zawiera mniej substancji weglowodanowych, ktére zbu-
dowane sg z glukozy (i glukozoaminy), ksylozy, arabinozy, mannozy,
galaktozy i niezidentyfikowanych wielu polisacharydéw [88].
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W nasionach fasoli zlocistej i zwyczajnej (Phaseolus aureus i Ph. vul-
garis) dominujgca globuling jest bialko wicilinopodobne, ktére stanowl
okoto 80% calkowitej ilosci globulin (70). Globuliny typu 7S u zbada-
nych kilku gatunkéw rodzaju Phaseolus skladaja si¢ z 2—4 komponen- |
tow [130, 133].

W nasionach fasoli zwyczajnej (Ph. vulgaris) globuliny wicilinopodob-
ne reprezentowane s przez dwie frakcje biatek (G1, G2). Globulina Gl
zwana takze glikoproteidem II jest bialkiem homogenicznym ([117 130].
Bialko to jako glowny komponent globulin wicilinopodobnych fasoli zwy-
czajnej (75%) (o masie czgsteczkowej 140000; S°, w = 7,6) wykazuje
zdolnoéé do odwracalnej dysocjacji przy zmniejszajgcych sie¢ wartos-
ciach pH [143, 144]. Omawiane bialko wystepuje w formie monometrycz-
nej przy pH powyzej 6,5; obnizenie odczynu $rodowiska powoduje przej-
Scie wiekszej czesci tej globuliny wicilinopodobnej w postac¢ tetramerycz-
na (18,2S-19S) [117, 143]. Glikoproteid II zawiera 5,5% weglowodanow,
jego punkt izoelektryczny przypada na pH 5,4. Globulina ta zbudowana
jest z trzech roznych, stwierdzonych elektroforycznie pod]ednostek —
53000, 47000 i 43000 [121, 142].

Druga frakcja bialek wicilinopodobnych (stanowigca okoto 25% globu-
lin typu 7S) nasion Ph. vulgaris o wspélczynniku sedymentacji 6,63
sklada sie z kilku komponentow, wsréd ktorych wykryto wiele substancji
biatkowych bedacych inhibitorami wzrostu. Wiele komponentow tej frak-
cji (G2) zawiera duze ilosci weglowodanow, a gilowny jej komponent
tzw. glikoproteid I wykazuje silng aktywnos$¢ hemaglutynacyjng [37].
Substancja ta nalezy do lektyn.

Biatka leguminopodobne Ph. vulgaris zostaly dotychczas stabo pozna-
ne [37]. Wystepuja one w omawianych nasionach w niewielkiej ilosci.
Niektére dane dotyczace ich wiasciwosci fizykochemicznych 1 skladu
aminokwasowego zawierajg tabele 3 1 4.

Bialka 8S i 11,3S fasoli zlocistej majg rowniez budowe czwartorze-
dowg [40]. Bialko wicilinopodobne sklada sie z trzech typow podjednos-
tek réznigcych sie masami czgsteczkowymi (56000, 40000 i 16500), na-
tomiast globulina leguminopodobna (11,3S) daje w warunkach dysocjacji
cztery rézne podjednostki (63500, 50000, 29500 i 24000). Omawiane dwa
typy globulin sg réowniez glikoproteidami, prawie catkowicie zlokalizo-
wanymi w cialach bialkowych liscieni [40]. Warto nadmieni¢, ze w niek-
torych gatunkach nasion Phaseolus preparaty globulin typu 11S nie s3
homogeniczne i skladajg sie zwykle z dwu komponentow [70, 130].

Wyekstrahowane z nasion lubinu (Lupinus angustifolius) globuliny
rozdzielono metods elektroforezy na paskach octanu celulozy na trzy
frakcje q-, B i y-konglutyny [20, 46, 47]. Sumaryczne globuliny stano-
Wigee '80—90% bialek nasion lubinu (L. angustifolius) sktadajg sie w
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okolo 40% z alfa, 50% z beta i 10% z gamma konglutyny [47]. Analo-

giczne frakcje globulin wystepujg w innych gatunkach nasion lubinu
[44, 59, 60, 98].

Wszystkie wymienione rodzaje konglutyn rozdzielono elektroforetycz-
nie w obecnosci SDS [20, 46, 47]. Konglutyna alfa (11,6S) sklada sie z 3-4
typéw podjednostek (o masach czgsteczkowych 55000—89000) niekonwa-
lencyjnie powigzanych ze sobg. Kazda taka podjednostka w obecnosci
merkaptoetanolu rozpada sie na komponenty (oo 20000) bedgce praw-
dopodobnie pojedynczymi polipeptydami. Sg one powiazane ze sobg most-
kami dwusiarczkowymi. Konglutyna beta (7,8S) nie jest biatkiem jed-
norodnym, skladajgc sie z wielu komponentow roéznigcych sie miedzy
sobg skladem podjednostkowym [96]. Globulina ta zbudowana jest z czte-
rech typow podjednostek, ktorych masy czasteczkowe wynoszg od 30000—
—60000.

Konglutyna gamma (10S) reprezentuje 10—25°% ogoélnych globulin
nasion réznych gatunkéw tubinu [37]. Globuline te cechuje znaczna he-
terogenicznosé [20]. Konglutyna v w obecno$ci nieredukujgcych czynni-
kéw dysocjujaeych rozpada sie na podjednostki o m.cz. 40000, natomiast
pod wplywem merkaptoetanolu na dwa typy polipeptydow (30000
i 17000). Globulina 10S rézni sie wyraznie skladem aminokwasowym od
pozostalych typoéw globulin (7,8S i 11,6S). Zawiera ona wielokrotnie wie-
cej metioniny i cysteiny oraz prawie dwukrotnie wiecej waliny i treoniny
niz globuliny wicilino- i leguminopodobne [47], (tab. 10). Oprécz wy-
mienionych podfrakcji globulin (7,88, 10S i 11,6S) w nasionach tubinu
stwierdzono niewielka ilos¢ kilku typow biatek globulinowych o innych
masach czgsteczkowych (98).

Tabela 10

Zawarto$é aminokwasow egzogennych w 9, mol. w trzech typach globulin nasion
lubinu waskolistnego (wg 47)

Aminokwas Konglutyna «a Konglutyna f3 Konglutyna vy ‘
|
Lys 2,81 3,96 4,10
Trp 0,73 0,08 0,70
Thr 3,86 3,10 6,32
1/2 Cys 0,59 0,30 2,91
Met 0,15 - §lady 1,02
Val 4,43 3,68 v 6,83
Ile 4,31 5,23 3,98

Phe ‘3,34 4,20 4,48
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Biatka nasion bobu — Vicia faba skladajg sie niemal wylgcznie z glo-
bulin, przy czym dominujgcg podfrakcjg jest legumina [97]. Podczas
elekroforezy na zelu poliakryloamidowym legumina zachowuje sie jako
komponent homogeniczny zawierajgcy duze ilosci kwasu glutaminowego
1 asparaginowego, gltéwnie w formie amidéw [11, 96]. Wedlug wspom-
nianych autoréw legumina bobu sktada sie z trzech réznych podjednos-
tek (potipeptydow): 20000—23000 (A), 42000 (B) i 56000 (C). W natywnej
leguminie (320000) wspomniane lancuchy polipeptydowe maja wystepo-
wa¢ w nastepujgcym stosunku molowym 6:3:1. Zgodnie z danymi Ba-
iley’a i Boultera [11] strukture czwartorzedowa omawianej globuliny
przedstawia wzoér: AyB,;C. Przytoczone wywody majg jednak szczuple
udokumentowanie eksperymentalne, poniewaz zostaly oparte wylgcznie
na badaniach elektroforetycznych (161).

Pézniejsze badania Wrighta [173] oraz Wrighta i Boultera [175] do-
wiodly, ze czgsteczka leguminy bobu sklada sie z sze$ciu podjednostek
zasadowych (20100, 20900 i 23800) i takiej samej liczby podjednostek
kwasnych (36200). N-koncowymi aminokwasami podjednostek kwasnych
$3: leucyna i treonina, zas zasadowych tylko glicyna. Obydwa typy pod-
Jednostek tj. kwasne i zasadowe polgczone sg ze sobg prawdopodobnie
za pomocg mostkow dwusiarczkowych, tworzgce tzw. podjednostki posred-
nie (3S). Podjednostki 3S lgczac sie wzajemnie wigzaniami wodorowymi
(a by¢ moze i jonowymi) formujg tzw. poélczgsteczki 7S, a nastepnie czg-
steczke 11S [37, 161], bedace wlasciwg leguming.

Substrukture leguminy bobu badano réwniez technikg map pepty-
dowych [11]. Globulina ta sklada sie ze 140 sekwencji zawierajgcych li-
Zyng i arginineg, 14 sekwencji zawierajgcych cystyne i 3 sekwencji z obec-
noscig metioniny. Problem wystepowania cysteiny( cystyny) w legumi-
nach bobu jest kwestig dyskusyjng i by¢ moze $wiadczy o niedoskona-
tosci stosowanych metod [37]. Tak np. Millerd i in. [9, 6, 97] nie wykryli
tego aminokwasu w bialku leguminowym bobu.

Wicilina nasion Vicia faba nie jest bialkiem jednorodnym [12]. Zre-
dukowana vicilina rozdziela sie elektroforetycznie, w obecnosci SDS
ha cztery glowne komponenty (66000, 60000, 56000 i 36000). W biatku
tym wspomniani badacze wykryli cztery N-koncowe amonokwasy (le-
ucyne, treonine, seryne i lizyne) wystepujace w najwiekszym stezeniu.

Badania Wrighta i Boultera [174] oraz Wrighta [173] wskazuija, ze
Wicilina bobu sklada sie przynajmniej z dwoch zasadniczych komponen-
tow. Pierwszy w obecnosci czynnika dysocjujgcego rozpada sie na dwie
gtowne podjednostki: 55000 i 46000, za$ drugi komponent w wyniku
d.YSocjacji degraduje si¢ do podjednostek o wspoélnej masie czgsteczko-
Wej wynoszacej 43400 daltonéw.
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Tabela 11

Poréwnanie aktywno$ci enzymow hydrolitycznych (w jednostkach wmownych)
cial bialkowych i cytoplazmy nasion Phaseolus aureus (wg-32)

Aktywno$é enzymatyczna Aktywnos¢
enzymatyczna
- przypadajaca
Enzym ciata na ciala
bialkowe cytoplazma bl?ikgr’e
Aktywnos$é kazeolityczna 2,90 0,80 86
Karboksypeptydaza 3,90 0,60 95
a«-Mannozydaza 21,60 3,80 94
N-acetylo-f-glukozaminidaza 28,80 7,60 87
BAPNAaza* 0,01 0,37 2,5
Aminopeptydaza leucynowa 0,03 9,20 0,3
Endopeptydaza 0,13 — —
Globuliny 8,06 mg 0,73 mg —

* BAPNAaza — enzym o aktywno$ci trypsynopodobnej, katalizujgcy proces hydro-
lizy p-nitroanilidu benzoiloargininy (BAPNA)

Wright i Boulter [174] stwierdzili ponadto, ze podczas rozwoju na-
sion V. faba zmienia sie sklad podjednostkowy wiciliny. Obserwacja ta
jest dalszym dowodem potwierdzajgcym heterogenicznos¢ globulin 75
nasion bobu, a ponadto wskazuje, ze natezenie biosyntezy réznych kom-
ponentow wicilin przebiega z niejednakowg szybkosciag w okresie rozwo-
ju i dojrzewania nasion. Sklad podjednostkowy leguminy nie zmienia si€
natomiast podczas rozwoju nasion, co $wiadezy m.in. o homogeniczno$cl -
tej globuliny [174]. W okresie rozwoju nasion bobu intensywnos¢ syn-
iezy leguminy jest znacznie wyzsza niz wiciliny, dlatego tez w dojrza-
lych nasionach stosunek leguminy do wiciliny wynosi 4:1 (por. rys. 2;
[174])

Obie omawiane podfrakcje globulinowe nasion bobu tj. legumina i wi-
cilina zawierajg odpowiednio 0,1% i 0,5°0 weglowodanow.

W kompleksie bialkowym nasion grochu Pisum sativum zdecydowanie
dominujg globuliny, na ktore przypada ok. 85% sumy biatek [13]. Reszte
stanowia albuminy. Stosunek legumin do wicilin wynosi 3:1 [13]. Oma-
wiane typy globulin réznig sie wartoscia punktu izoelektrycznego, ktory
dla legumin przypada na pH ok. 4,5, za$§ dla wicilin wynosi 5,5 [37].
Wilasciwos¢ te wykorzystuje sie przy frakcjonowaniu globulin na wicili-
ne i legumine.

Wyizolowane z liScieni Pisum sativum leguminy zawierajg 1,25% cu-
krow obojetnych (glukozy i mannozy) i 0,1% glukozoaminy [13]. Globu-
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line te w obecnoséci dwutiotreitolu i SDS rozdzielono elektroforetycznie
na zelu akryloamidowym na trzy glowne i dwie sladowe podjednostki.
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Wiciliny grochu rozdzielono metodg chromatografii jonowymiennej
na DEAE-celulozie na dwa r6zne komponenty [37, 45]. Nieadsorbujaca
si¢ na DEAE-celulozie wicilina ma mniejsza mase czasteczkowg (15000)
oraz slabiej rozpuszcza sie w obnizonej temperaturze niz wicilina wig-
zaca sie z jonitem celulozowym (190000). Wicilina 190000 przy obnizonej
sile jonowej roztworu o pH 7 i 6,2 jest zdolna do asocjacji tworzgc glo-
buling 11S [37]. Wlasciwosci tej nie wykazuje wicilina o masie 150000.

Sumarycznej wicilinie liscieni grochu wykryto trzy zasadncze podjed-
nostki (56000, 43000 i 23000).

Podczas rozwoju i dojrzewania nasion grochu zmienia sie w pewnym
zakresie sklad podjednostkowy zaréwno wicilin, jak i leguminy [13, 96].

Obszerne badania przeprowadzono nad leguming nasion Vicia sativa
[161]. Bialko to w obecno$ci 4M mocznika lub chlorku guanidyny rozpa-
da si¢ na mieszanine podjednostek. Podjednostki biatkowe leguminy wy-
ki rozdzielona za pomoca chromatografii na DEAE-celulozie na trzy
frakcje odpowiadajace trzem frakcjom elektroforetycznym [162, 163].
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W wyniku rozdzialu chromatograficznego otrzymano jedng frakcje zasa-
dowag A (nieadsorbujgcg sie na kolumnie celulozowej) i dwie frakcje

kwasne — B i C. Wlasciwos$ci wyizolowanych podjednostek przedsta-
wiono nizej:

A B C
Masy czgsteczkowe 24300 37600 32600

N-koncowe aminokwasy Glicyna Leucyna Treonina

Z przytoczonych danych wynika, ze legumina nasion wyki sklada
sie z trzech typow podjednostek roéznigcych sie stalymi sedymentacj,
masami czgsteczkowymi, N-koncowymi aminokwasami, wiasciwosciami
elektroforetycznymi i chromatograficznymi. Omawiane grupy podjednos-
tek roznig sie takze wyraznie skladem aminokwasowym [161]. Na pod-
stawie tych badan proponowany model czwartorzedowej struktury legu-
miny nasion wyki mozna okre$lic wzorem A B,C,. Dysocjacja globuliny
11S wyki na podjednostki kwasne i zasadowe (25) przebiega w naste-
pujacy sposoéb [161].

AB,C, > 2-A;B,C —4-AB-+2-AC— 6-A+4-B+2-C
11S 7S 3S 25

Podsumowujgc obszerne badania obejmujgce globuliny nasion roslin
strgczkowych nalezy stwierdzi¢, ze bialka te w przeciwienstwie do albu-
min wykazujg na ogol malg heterogeniczno$¢. Globulina 11S wydaje sie
by¢ biatkiem jednorodnym, aczkolwiek znane sg nieliczne przypadki (np.
arachina orzeszka ziemnego) wskazujgce na jej niewielkg heterogenicz-
nos¢ [37]. Natomiast biatka 7S cechuje mala heterogenicznos¢, a ich struk-
tura czwartorzedowa stabilizowana jest zwykle przez niekowalencyjne
(wodorowe, jonowe) wigzania chemiczne.

Omoéwione wyzej globuliny (7 i 11S) nasion strgczkowych pelnig
gtownie funkcje zapasowe. Mozna zatem oczekiwaé, ze zlozono$¢ struk-
tury wtoérnej globulin wigze sie w pelnej mierze z ich rozpadem podczas
kielkowania nasion. Prawdopodobnie hydrolize bialek zapasowych po-
przedza ich rozpad na podjednostki. Obecno$¢ podjednostek globulin 115
stwierdzono w kielkujgcych nasionach soi [28] i gryki [17]. Jedng z przy-
czyn dysocjacji globulin zachodzgcej podczas kietkowania nasion jest
proces dezamidacji [151]. Dezamidacja globulin moze prowadzi¢ w wy-
niku zwigekszenia sie wolnych grup karboksylowych do oslabienia ich
czwartorzedowej struktury [161]. Przytoczone dane zdajg sie wskazywac
na istotne znaczenie struktury czwartorzedowej globulin w regulacji
proceséw hydrolizy bialek zapasowych nasion podczas kielkowania.
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Innym zagadnieniem wymagajacym wyjasnienia jest niejednorodnosé
Podjednostek wystepujacych w globulinach. Wspoldzialanie kwasnych
1 zasadowych podjednostek w biatkach 11S sprzyja zapewne stabilizacji
ich czwartorzedowej struktury. Trudniej natomiast zrozumieé¢ celowosé
istnienia w obrebie jednej czgsteczki globuliny kilku typéw podjednos-
tek kwasnych lub zasadowych. Zdaniem Bailey’a i Boultera [12] istnienie
roznorodnosci podjednostek w globulinach 11S moze by¢ pozyteczne dla
roSliny, poniewaz réwnolegly udzial kilku genow w biosyntezie bialek
Zapasowych moze przyspiesza¢ rozwo6j nasienia.

Wewngtrzkomérkowe rozmieszczenie biatek

Bialka zapasowe w odréznieniu od bialtek cytoplazmatycznvch odkla-
dajg sie w sferycznych strukturach (organellach) komérkowych zwanych
clalami bialkowymi (,,protein bodies”) lub ziarnami aleuronowymi [1—S8,
102]. Niektorzy autorzy termin ,ziarna aleuronowe” stosujg jedynie w
odniesieniu do drobnych struktur zlokalizowanych w zewnetrznej czesci
bielma, czyli w warstwie aleuronowej ziarniakéw [113], natomiasta cia-
tami bialkowymi nazywa sie drobne utwory wystepujgce glownie we-
Wnatrz liScieni i bielma. Obceno$é tych cial wykryto rowniez w zarod-
kach ziarniakéw i osiach zarodkowych nasion [1, 5, 96, 123]. Wiekszos$é
jednak autorow por. [76, 105] utozsamia lub laczy w jedna grupe obyd-
Wa rodzaje utworéw.

Omawiane struktury cechuje znaczny polimorfizm, co przejawia sie
W réznorodnosci form i rozmiaréw ciat biatkowych. W zaleznosci od ga-
‘tunku (a nawet tkanki) nasienia ich rozmiary wahajg sie od 1—20 um.
Najwieksze ciala biatkowe wykryto w nasionach ro$lin oleistych.

Prawie wszystkie badane ciala biatkowe otoczone sg pojedyncza blo-
ng lipidowo-biatkows. Ich wnetrze wypelnia nieprzezroczysta, bezpos-
taciowa substancja biatkowa (tzw. ,matriks”), w ktérej moga bvé po-
8razone rézne inkluzje: globoidy, krystaloidy i inne drobne struktury
3,7, 10, 178].

Podstawowym skladnikiem cial biatkowych sg substancje bialkowe,
ktorych zawartosé stanowi 70—97% ich suchej masy [98, 102, 141, 157].
Organelle te zawierajg ponadto: wolne aminokwasy, fityne, weglowoda-
iy (gtéwnie w formie sacharozy), fosfolipidy, fosforany, rozne kationy
linne substancje.

- W cialach biatkowych nasion ro$lin dwuliSciennych substancje bial-
OWe reprezentowane sy gléwnie przez globuliny oraz niewielkie ilo$ci
albumin., We frakcji albuminowej tych organelli zlokalizowane Sg nie-
ktére enzymy hydrolityczne [14, 33, 52, 141].

g
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Na podstawie obrazu z mikroskopu $wietlnego i elektronowego mozna
ciala bialkowe orientacyjnie podzielic na kilka typow. Do najbardziej
rozpowszechnionych nalezg tzw. ,zlozone” ciala bialkowe. Zawierajg one
dwa typy inkluzji: globoidy i krystaloidy. W pojedyncze] organelli wy-
stepuje zwykle jeden duzy krystaloid i kilka globoidow (rys. 3). Glow-
nym skladnikiem globoidow jest fityna wystepujgca w formie soli wa-
pniowo-magnezowej, stanowigc 70—80% ich suchej masy (145). Przypusz-
cza sie, ze cze§é fityny wigze sie z bialkami fermujac kompleksy bial-
kowo-fitynowe [146].

2 !
2
3 Rys. 3. Schemat budowy cial bialkowych nasion
arbuza: a — osiowa cze$§¢ zarodka, b —
, liscienie; 1-globoid, 2-strefa amorficzna,
’ 6
a

3-krystaloid (wg 5)

Drugim rodzajem inkluzji wystepujacych w matriks zlozonych cial
bialkowych sa krystaloidy. Wyraznie sformowane krystaloidy bialkowe
(cbok globoidéw) obserwowano w cialach bialkowych nasion racznika,
dyni, konopi i arbuza. Analiza chemiczna wyizolowanych z cial biatko-
wych krystaloidow wykazala, ze sg one zbudowane wylacznie z globulin
typu 11S. Na przyklad krystaloidy cial biatkowych konopi zbudowane sa
z gléwnego.bial'ka zapasowego nasion-edystyny (m.cz. 334000; 13, 25) [7].
Rowniez krystaloidy nasion racznika [159, 178] oraz dyni [141] majg
charakter globulinowy, wykazujac zlozong strukture podjednostkowa.
Derbyshire i in. [37] zaliczaja je do bialek leguminopodobnych. Globu-
lina krystaloidu rgcznika (332000; 12,9S) w obecnosci SDS rozpada si€
na podjednostki o masie czgsteczkowej 50000—65000 [159, 178]. Dalsze
traktowanie merkaptoetanolem powoduje rozpad tego biatka (65000) na
mniejsze podjednostki: 15800 i 32000 [159]. Tak wiec w krystaloidach
zlozonych cial biatkowych zlokalizowane sg biatka zapasowe nasion dyni,
konopi rgcznika i arbuza.

Amorficzna czes$é zlozonych cial bialkowych reprezentowana jest przez
bialka rozpuszczalne w wodzie — albuminy. Skiadajg sie one z duze]
liczby komponentow [5, 141]. Szczegélowym badaniom poddano albu-
miny cial biatkowych nasion rgcznika. Gléwnymi ich komponentami s3
bialka niskoczasteczkowe: 12500 i 10300 [159]. Ponadto albuminy ma-
triks zawierajg niewielkie iloéci glikoproteidow, wsréd ktoérych ziden-
tyfikowano dwie lektyny: fitohemaglutynine (12000) oraz rycyneg (65000)
[178].

W zasobnych w biatka liscieniach wielu gatunkéw Leguminosae wy-
stepuja zwykle homogeniczne, pozbawione inkluzji ciata bialkowe. Jed-
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nak w liscieniach grochu, lubinu i kilku innych gatunkach roélin mo-
tylkowatych wykryto obok prostych, zlozone ciala biatkowe zawierajgce
globoidy [6, 42, 98].

Fityne wykryto w ciatach bialkowych soi [157], tubinu [98, 146], bo-
bu [100].

Bialka jako gléwny skladnik cial bialtkowych stanowia w licieniach
wielu gatunkoéw roslin strgczkowych 80—90% suchej masy tych orga-
nelli [76, 96, 141]. Obecnie wiadomo, ze 60—80° biatek nasiona zlokali-
zowana jest w cialach bialkowych w tym wiekszo$é lub prawie wszyst-
kie biatka zapasowe [141, 177].

Zdecydowana wiekszo$é bialek zawartych w omawianych strukturach
nasion roslin strgczkowych i innych dwuliSciennych ma charakter glo-
bulin [37, 76, 92, 160]. Na przykiad substancje bialtkowe cial biatkowych
nasion tubinu zoéttego w 71% skladajg sie z globulin, 23% albumin i in-
nych nierozpuszczalnych biatek [96].

Globuliny 7 i 11S wykryto w ciatach biatkowych soi [29, 83], orzesz-
ka ziemnego [37], tubinu [96], bobu [100] i fasoli [40, 50].

Frakcja albuminowa ciat bialkowych (nasion straczkowych i innych
dwuli$ciennych) zawiera wiele enzymow hydrolitycznych (tab. 11). Sg to
®nzymy proteolityczne: proteinazy, amino- i karboksypeptydazy oraz fo-
sfatazy i niektoére glikozydazy [8, 52, 54, 76, 98, 100, 112, 141, 147 176].

W zwigzku z wystepowaniem w ciatach bialkowych enzymoéw hydro-
litycznych, niektorzy autorzy sadza, ze organelle te, oprocz gromadzenia
biatek zapasowych, spemiajg rowniez aktywng role w trawieniu we-
Wwngtrzkomérkowym przypominajgc tym lizosomy zwierzece. Poglad ten
nie ma jednak obecnie dostatecznego uzasadnienia eksperymentalnego.
Izoclowane np. ciata bialkowe z suchych nasion fasoli (Ph. vulgaris) i in-
Nych gatunkéw przeprowadzajg hydrolize wlasnych bialek w ograniczo-
Nym zakresie [2, 4, 52, 141, 146, 147]. Aktywna hydrolize biatek zapa-
Sowych zgromadzonych w cialach bialkowych obserwuje sie dopiero pod-
€zas kietkowania [52]. Interpretacja tego faktu moze byé¢ dwojaka: nie-
ktore enzymy proteolityczne w okresie kielkowania przenikajg z cyto-
plazmy do cial biatkowych lub tez aktywowane sa one wowczas w obre-
bie samych organelli.

Wartosé odzywcza nasion

Nasiona ro$lin stragczkowych grubonasiennych sg znacznie bardziej
Zasobne w bialka niz ziarno zb6z. Przy sprzyjajacych warunkach klima-
tyCZrlo'-g'leb'owych dajg one prawie dwukrotnie wyzszy plon bialka w
POréwnaniu z roslinami zbozowymi [21, 152, 153]. Duza na ogo6t war-
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tos¢ pokarmowa nasion roslin strgczkowych spowodowana jest znacz-
nym udzialem w ich bialkach albumin o zréwnowazonym skladzie ami-
nokwaséw egzogennych.

Przy wartosci odzywczej bialek mleka przyjetej za 100 wartos¢ bia-
tek nasion wiekszosci omawianych roslin osigga 75—85 [114]. Wartosc¢
odzywcza biatek nasion grochu [107] i tubinu [98] jest prawie taka sama
jak nasion soi i zbliza sie do 100 [114, 134]. Wedlug Szczygla i Wysokin-
skiej [148] wartos¢ biologiczna bialek nasion strgczkowych jest nizsza od
przytoczone] wyze;j.

W bialkach nasion ro$lin strgczkowych znajdujg sie prawie wszystkie
aminokwasy egzogenne w ilosci zblizonej do ich zawartosci w pelnowar-
tosciowych produktach zwierzecych. Rozpatrujgc sklad aminokwasowy
omawianych bialek nalezy stwierdzi¢, ze zawierajg one prawie dwa razy
wiecej lizyny niz ziarniaki zbo6z, natomiast mniej metioniny. Warto nad-
mieni¢, ze pod wzgledem zawartosci lizyny i metioniny bialka grochu
nie ustepujg soi (tab. 12).

Tabela 12

Zawarto$é egzogennych aminokwaséow w biatku nasion i ziarna
(w g na 100 g biatka) wg (184)

Ami o — Ku st Zalecana norma dobowa
no- |° oo |Kury-| Zyto | 15 | Soja |Groch|Mleko dla czlowieka

kwas dza _ ‘ w g (148)
Lys 2,8 2.3 4,1 6,3 6,8 6,3 8,1 1,6

Leu 6,4 15,0 6,1 8,0 6,6 7,0 11,8 2,2

Ile 3,4 6,4 3,4 3,6 6,0 5,5 6,5 1,4

Val 4,2 5,3 1,8 4,4 53 5,5 6,2 1,6

Met 1,5 3,1 1,8 0,6 1,6 14 22 2,2

Thr 2,6 3,7 3,2 3,6 3,9 3,9 4,8 1,0

Phe 3,9 5,0 3,2 4,2 5,3 5,0 46 2.2

Trp 1,1 0,6 1,0 — 1,4 0,8 1,4 0,5

Najbardziej zréwnowazony sklad aminokwaséw egzogennych maja
albuminy [107]. Nalezy wiec przyja¢, ze im wiecej tych substancji za-
wierajg nasiona, tym wiekszg majg warto$¢ pokarmowg. Na przyktad
nasiona grochu (P. sativum) mogg zawiera¢ do 25" albumin [49, 181].

U wielu gatunkéw nasion ro$lin strgczkowych do tzw. aminokwasow
»,deficytowych” nalezy przede wszystkim metionina, a nastepnie cyste-
ina oraz niekiedy walina, leucyna i tryptofan [23, 24, 41, 75]. Warto
jednak doda¢, ze oznaczenia iloSciowe niektorych aminokwasow egzo-
gennych (metionina, cysteina i tryptofan) wystepujgcych w bialkach w
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minimalnych ilo$ciach sg czesto malo dokladne [37], dlatego tez dane
dotyczace ich zawarto$ci w biatkach nasion sg sprzeczne. Prowadzone sg
obecnie prace eksperymentalne majgce na celu udoskonalenie metod
oznaczenia aminokwasow siarkowych w bialkach nasion ros$lin strgcz-
kowych [24].

Poszczego6lne rodzaje bialek globulinowych nasion strgczkowych roz-
nig sie czesto znacznie skltadem aminokwasowym (tab. 4 i 6). Biatka glo-
bulinowe typu 7S wystepujace w nasionach grochu, soi, bobu, fasoli sg
znacznie ubozsze w aminokwasy siarkowe niz globuliny 11S [22, 24, 31,
80, 117, 138].

Wyrazne réznice w skladzie aminokwasowym trzech typow globulin
obserwuje sie roOwniez na przykladzie nasion lubinu (tab. 10). Najuboz-
sza w aminokwasy siarkowe i tryptofan jest konglutyna beta, najko-
rzystniejszy natomiast sklad aminokwaséw egzogennych (w tym siar-
kowych) ma konglutyna gamma (tab. 10). Ta ostatnia globulina stanowi
Jednak zaledwie 10—25% calo$ci globulin nasion lubinu [47]. W pracach
hodowlanych nad lubinem dazy sie wiec do otrzymania odmian o na-
sionach, w ktoérych dominowaly by konglutyna alfa i gamma [47].

Zawarto$¢ metioniny i cysteiny w nasionach tubinu, bobu, fasoli oraz
soi moze byé w pewnym zakresie rgeulowana poziomem nawozenia
zwigzkami siarki [20, 47]. Innym (chyba lepszym) sposocbem poprawienia
Jakosci biatek nasion strgczkowych jest prowadzenie prac hodowlanych
majgcych na celu wyselekcjonowanie linii o korzystnym skladzie frakeji
globulin w nasionach [24]. Wiadomo, ze wartos¢ stosunku globulin 11S
do 7S w nasionach zalezy bowiem nie tylko od gatunku lecz takze od
odmiany roslin.
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