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1. UVOD



Je¢am (Hordeum vulgare L.) je jednogodisnja biljka iz porodice trava. Koristi se pretezno kao
sto¢na hrana, a u posljednje vrijeme povecana je upotreba je€ma i u ljudskoj prehrani.
Sadrzaj proteina u zrnu jeéma je nizak i iznosi svega 8 — 15%, a izmedu svih funkcionalnih
svojstava proteina od najvecée vaznosti je topljivost zbog svog utjecaja na ostala svojstva kao
Sto su stabiliziranje emulzija i stvaranje pjene (Kinsella, 1976.; Vojdani, 1996.). Obic¢no je to i
prvo svojstvo koje se odreduje prilikom razvoja i testiranja proteina (Zayas, 1997.). Opce je
poznato da na topljivost Cistog proteina veliki utjecaj ima pH otopine te koncentracija soli
(Strelec, 2009.). Medutim, kako pH utjeCe na topljivost slozenog sustava sastavljenog od
brojnih proteina poput proteina ekstrahiranih iz zrna je¢ma ili drugih Zitarica nije potpuno

istrazeno.

Upravo je cilj ovog istraZzivanja bio ispitati utjecaj pH ekstrakcijskog otapala na koli¢inu
ekstrahiranih proteina kao i slobodnih amino skupina iz cjelovitog brasna jeCma Sest razlicitih
sorti. Dodatno je topljivost proteina je€ma ovisno o primijenjenom pH ispitana pomo¢u SDS-

PAGE.



2. TEORUSKI DIO



2.1. KEMIJSKI SASTAV ZRNA JECMA

JeCam pripada rodu Hordeum L. iz porodice trava Poaceae (Gramineae ili prave trave) koja
obuhvaca oko 350 razlicitih vrsta, a sam rod Hordeum sadrzi ih 32 (Australian Goverment,
2008.). Prema podacima USDA, NRSC Plant Database 11 je kultiviranih vrsta jec¢ma.
Najrasprostranjenija je Hordeum vulgare L. koja se intenzivno uzgaja kao stocna hrana. U
posljednjih nekoliko godina poveéana je upotreba je€ma i u ljudskoj prehrani s obzirom da je
poznato da sadrZi povedanu koncentraciju B-glukana koji pozitivho djeluje na snizenje

kolesterola (Newman i sur., 1989.), te regulira razinu glukoze u krvi (Cavallero i sur., 2002.).

Zrno je¢ma (Slika 1) sastoji se od embrija i endosperma koji su obavijeni aleuronskim slojem i
zastitnim ovojnicama (pljevicom, perikarpom i testom). Zastitne ovojnice predstavljaju
fizicku barijeru koja dijeli unutrasnjost zrna od vanjske okoline te tako sprjecavaju
kontaminaciju zrna mikrobnim i kemijskim agensima te reguliraju izlaz hranjivih tvari i vode

iz zrna (USDA, 2004.).

ENDOSPERM  STITIC (SCUTELLUM)
SA USNIM EPITELOM

ALEURONSKI SLOJ

EMBRIO

PLIEVICA

PERIKARP.
| TESTA

ZACETAK
KORIJENA

Slika 1 Uzduzni presjek zrna je¢ma (http://www.crc.dk/flab/the.htm)

Koli¢ina pojedinih sastojaka zrna jeCma varira ovisno o sorti, genotipu te primijenjenim agro-
ekoloskim mjerama, no unato¢ tome, sastav je viSe-manje konstantan (Tablica 1). Glavni
sastojak Cine ugljikohidrati i to oko 80%. Zrno sadrzi malu koliinu proteina (8 — 15%) te nizak

udio lipida i mineralnih tvari. Udio vode krece se od 12 do 15% (USDA, 2004.)


http://www.crc.dk/flab/the.htm

Tablica 1 Kemijski sastav suhe tvari zrna jecma (USDA, 2004.)

Sastojak suhe tvari zrna je€ma

Prosjecni sastav/ % na suhu tvar zrna

UKUPNI UGLJIKOHIDRATI
Skrob
Saharoza
Ostali monosaharidi
Arabinoksilani
R-glukani
Celuloza
UKUPNI PROTEINI
Albumini i globulini
Hordeini
Glutelini
Aminokiseline i peptidi
UKUPNI LIPIDI
Trigliceridi
Fosfo- i glikolipidi
Voskovi i steroli
MINERALNE TVARI

78 —83
51-67
1-2
1-2
4-8
2,5-6,0
2-5
8-15
1-4
3-6
3-6
0,5
2-3
05-1,3
05-1,3
0,1-0,2
1,9-2,5

2.2. PROTEINI JECMA

lako zrno je¢ma sadrzi malu koli¢inu proteina u usporedbi s ugljikohidratima, svega 8 — 15%,

njihova koli¢ina i sastav imaju velik utjecaj na industrijsku namjenu je¢éma (Shewry, 1993.).

Prema Osbornu (1895.) (Tablica 2) mozemo ih klasificirati u Cetiri grupe na osnovi njihove

topljivosti:
1. albumini (topljivi u vodi),
2. globulini (topljivi u otopinama soli),
3.
4,

prolamini (topljivi u vodeno-alkoholnom mediju) te

glutelini (topljivi u razblazenim otopinama kiselina ili luzina).

Albumini ¢ine 10 — 12% ukupnih proteina zrna. S obzirom na svoju funkciju pripadaju

metaboli¢kim i zastitnim proteinima. Glavninu albuminske frakcije ¢ine enzimi, dok ostatak

otpada na ostale metabolicke proteine te inhibitore enzima. Prvenstveno su lokalizirani u



zivim dijelovima zrna (embrij, aleuronski sloj), a manji dio se nalazi rasprSen u mrtvim
stanicama endosperma (Lasztity, 1999.). Molekularna masa im varira izmedu 10 000 i 70
000, iako veéinu cine niskomolekularni proteini. Albuminska frakcija sadrzi visok udio
glutaminske kiseline (+ glutamin), asparaginske kiseline (+ asparagin), glicina i alanina

(Preston i Kruger, 1986.).

Globulini ¢ine 2 — 18% ukupnih proteina zrna (Lasztity, 1999.). Glavninu cine skladisni
proteini, a manji dio pripada perifernim membranskim proteinima ili su enzimi. Skladisni tip
globulina pohranjen je u obliku proteinskog matriksa (7S i 11S globulini) i proteinskih
kristaloida (11S globulini) unutar proteinskih skladisnih vakuola (PSV) embrija, Stitica i
aleuronskog sloja (Miintzi sur., 2001.). Molekularna masa im varira izmedu 25 000 i 70 000.
Prema aminokiselinskom sastavu ova je frakcija slicna albuminskoj frakciji, s time da
posjeduje znatno veci udio arginina, a nizi udio asparaginske kiseline (+ asparagina) u odnosu

na albuminsku frakciju (Preston i Kruger, 1986.).

Hordeini (prolamini) ¢ine 35 — 55% ukupnih proteina zrna (Melzer i Kleihofs, 1987.). Prema
funkciji spadaju u prave skladisne proteine. Mjesta skladiStenja su im proteinska tijela mrtvih
stanica endosperma unutar kojih tvore proteinski matriks sa ¢vrsto uklopljenim Skrobnim
zrncima (Preston i Kruger, 1986.). lako su hordeini topljivi u vodeno-alkoholnom mediju,
novija istraZivanja pokazuju da jedan dio ovih proteina nije topljiv u nativnom stanju. Ovi
polimerni proteini sadrze medumolekularne disulfidne mostove, redukcijom kojih nastaju
polipeptidi topljivi u vodeno-alkoholnom mediju. Molekulska masa hordeina varira izmedu
10 000 i 100 000 (Shewry i Halford, 2002.). Sadrze visok udio prolina i glutaminske kiseline
uglavnom u obliku glutamina, a karakterizira ih i nizak udio bazi¢nih aminokiselina (Preston i

Kruger, 1986.).

Glutelini ¢ine 30 — 40% ukupnih proteina zrna jeCma. Prema svojoj funkciji su metabolicki i
skladisni proteini. Obzirom na aminokiselini sastav nalaze se izmedu prolamina i globulina, a
sadrze visok udio glutaminske kiseline (+ glutamin) i prolina (Preston i Kruger, 1986.).
Istrazivanja su pokazala da ekstrakcijom u vodeno-alkoholnom mediju uz prisustvo
reduciraju¢eg agensa jedan maniji dio glutelinske frakcije biva rascijepan na podjedinice i

SDS-PAGE-om se detektira kao D-hordeinska frakcija (Lasztity, 1999.).



U novije vrijeme proteini zrna jeCma se klasificiraju na osnovi njihove funkcionalne vaznosti u
tri grupe: skladisni proteini, metabolic¢ki proteini i zastitni (protektivni) proteini (Shewry i
Halford, 2002.).

Tablica 2 Klasifikacija proteina jecma (Lasztity, 1999.; Preston i Kruger, 1986; Shewry i

Halford, 2002.)

Proteinska

. Topljivost proteina Funkcija proteina Lokalizacija
frakcija
Aleuronski sloj i
Topljivi u vodi Metabolicki proteini
embrio
Albumini
Aleuronski sloj,
Zastitni proteini
embrio, endosperm
. _ _ o o Aleuronski sloj i
Topljivi u otopinama soli  Metabolicki proteini )
embrio
Globulini
Aleuronski sloj,
Skladi$ni proteini
embrio i endosperm
. Topljivi u vodeno-
Hordeini 5
. alkoholnom mediju uz Skladisni proteini Endosperm
(prolamini) )
reducirajuci agens
Topljivi u razblazenim
Metabolicki proteini
otopinama kiselina i . o Endosperm
Glutelini . Skladisni proteini
luZina
o _ _ Aleuronski sloj,
Topljivi u otopinama soli )
embrio, endosperm
Topljivi u vodeno-
alkoholnom mediju uz
reducirajuci agens
(D-hordeini)

Topljivi u otopinama
deterdZenata i/ili

kaotropnih reagensa




2.3. TOPUIVOST PROTEINA

Proteini pokazuju odredena funkcionalna svojstva kao $to su topljivost, stabiliziranje emulzija
te stvaranje pjene. Izmedu svih svojstava upravo je topljivost najvaznija zbog svog znacajnog

utjecaja na ostala funkcionalna svojstva (Kinsella, 1976.; Vojdani, 1996.).

Topljivost proteina je funkcija dva tipa interakcija (Slika 2). To su interakcije protein-protein i
interakcije protein-otapalo. Pri tome se prvenstveno misli na topljivost proteina u vodenoj
sredini tako da se interakcije protein-otapalo odnose na vodikove veze dok su interakcije
izmedu proteinskih molekula ionske interakcije (Strelec, 2013.). Topljivost ée biti veca
ukoliko su i interakcije protein-otapalo vece. U slucaju jacih interakcija protein-protein tj.
veceg medusobnog privlaenja proteinskih molekula smanjuje se ukupna povrsina proteina

izloZzena otapalu te topljivost proteina opada (Strelec, 2009.).

g g Protem-otapalo

Slika 2 Topljivost proteina (Strelec, 2013.)

protem
pro ein

Topljivost proteina posljedica je sadrzaja i polozaja hidrofilnih i hidrofobnih aminokiselina u

proteinu. Uz navedeno, topljivost ovisi o jos nekoliko ¢imbenika:

e koncentraciji otopljenih soli (ionskoj jakosti),
e polarnosti otapala,
o pHi

e temperaturi (Strelec, 2009.).



2.3.1. Ovisnost topljivosti o pH

Proteini u vodenim otopinama sadrze odreden broj pozitivnih i/ili negativnih naboja $to ovisi
o pH otopine. Naime, bocni ogranci aminokiselina koje su sastavni dijelovi proteina
posjeduju sposobnost ionizacije. Tako pri kiselom pH proteinska molekula nosi pozitivan
naboj buduc¢i da su amino i karboksilne skupine bocnih ogranaka nedisocirane (Strelec,
2013.). Samim time i interakcije protein-otapalo su vece u odnosu na protein-protein
interakcije te je i topljivost proteina veca. Daljnjim povisenjem pH dolazi do disocijacije
karboksilnih skupina, te pri to€no odredenoj pH vrijednosti proteini posjeduju jednaku
koli¢inu pozitivnih i negativnih naboja tj. nalaze se u izoelektri¢noj tocki. Tada je topljivost
proteina najmanja (Slika 3). Povec¢avamo li i dalje pH otopine dolazi do disocijacije tiolne
skupine boc¢nih ogranaka cisteina, hidroksilne skupine boc¢nih ogranaka tirozina te amino
skupina bocnih ogranaka bazi¢énih aminokiselina. Proteinska molekula imati ¢e tada
negativan naboj i topljivost ¢e biti veca uslijed povecanja protein-otapalo interakcija.
Sumarno mozemo zakljuciti da je topljivost proteina najmanja u izoelektri¢noj tocki proteina

dok se povisenjem ili snizenjem pH otopine topljivost povecava (Strelec, 2013.).

topljivost

Slika 3 Ovisnost topljivosti proteina o pH otopine (Strelec, 2013.)



2.3.2. Ovisnost topljivosti o koncentraciji soli

Sol utjece na topljivost proteina ovisno o koncentraciji (Slika 4). Dodatkom soli u otopinu
proteina dolazi do disocijacije soli te se nastali ioni veZu se za kisele i bazi¢ne skupine bocnih
ogranaka aminokiselina na povrsini proteina ionskim vezama te se time povecava
hidrofilnost proteinske molekule. Ona jace privla¢i molekule vode tj. pojacavaju se protein-

otapalo interakcije a samim time povecava se i topljivost proteina (Strelec, 2009.).

topljivost

[sol]

Slika 4 Ovisnost topljivosti proteina o koncentraciji soli u otopini (Strelec, 2013.)

Povecavanjem koncentracije soli u otopini ioni soli nastavit ¢e se vezat za povrsinu proteina
sve dok protein kod odredene koncentracije soli ne postigne maksimalnu topljivost odnosno
dok na svim nabojima na povrsini proteina ne budu vezani ioni soli. Nakon toga, daljnjim
poveéanjem koncentracije soli u otopini, ioni soli najprije privlace slobodne molekule vode iz
otopine za vlastitu hidrataciju, a zatim kao jaci elektroliti pocinju privlaciti i molekule vode iz
hidratacijskog ovoja proteina te i sa same povrsine proteinske molekule. Dolazi do smanjenja
protein-otapalo interakcija i povecanja protein-protein interakcija tj. topljivost proteina se
smanjuje. U slucaju kad topljivost proteina padne ispod njegove koncentracije u otopini,

dolazi do taloZenja proteina (Strelec, 2009.).
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3. MATERUALI | METODE



3.1. ZADATAK

Zadatak ovog rada bio je ispitati utjecaj pH ekstrakcijskog otapala na koli¢inu proteina i
peptida, te koli¢inu slobodnih amino skupina ekstrahiranih iz cjelovitog brasna je¢ma.

Dodatno je utjecaj pH ekstrakcijskog otapala na koli¢inu proteina ispitan pomoc¢u SDS-PAGE.

3.2. UZORCI | KEMIKALUJE

Uzorci jeéma iz Zetve 2013. godine Sest razlicitih sorti: Vanessa, Prestige, Barun, Zlatko,

Scarlett i Mombasa, ispitani su u ovom istraZivanju.

Natrijev fosfat, govedi serumski albumin (BSA), ditiotreitol i natrijev tetraborat dobavljeni su
od Sigma-Aldrich (Steinheim, Njemacka), Bradfordov reagens dobavljen od Biorada
(Njemacka), n-butanol, klorovodi¢na kiselina (HCI), metanol, trikloroctena kiselina (TCA),
natrijev hidroksid, o-fosfatna kiselina, ledena octena kiselina i borna kiselina od Kemike
(Zagreb, Hrvatska), dok su akrilamid, bis-akrilamid, tris(hidroksimetillaminometan (Tris),
natrijev dodecil-sulfat (SDS), amonijev persulfat (APS), glicin, glicerol i Phast Gel Blue R-350

dobavljeni od Amersham Biosciences (Uppsala, Svedska).

3.3. PRIPREMA UZORAKA

Svih Sest uzoraka jeCma (Vanessa, Prestige, Barun, Zlatko, Scarlett i Mombasa) izmljeveno je
u mlinu tipa IKA LABORTECHNIK: MF 10 basic (IKA — WERKE, GMBH & CO. KG, D-79219

Staufen, Njemacka). Dobiveno cjelovito brasno je¢ma koristeno je u daljnjim analizama.

3.4. EKSTRAKCIJA PROTEINA | PEPTIDA

Brasno odredene sorte (1,5 g) pomijeSano je sa 7,5 mL: a) hladnog Britton-Robinsonova
pufera odredenog pH (pH 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 te 11), b) Milli Q vode ili c) 0,5 M NaCl.
Suspenzije su homogenizirane vorteksiranjem tijekom 30 sekundi te je ekstrakcija pri +4 °C
provedena tijekom jednog sata uz vorteksiranje 30 sekundi nakon svakih deset minuta. Po
isteku vremena ekstrakti su izbistreni centrifugiranjem pri 15000 g i temperaturi +4 °C
tilekom 10 minuta. Dobiveni ekstrakti odvojeni su od taloga dekantiranjem te koristeni za
odredivanje koncentracije proteina, koli¢ine slobodnih amino skupina, elektroforetska

razdvajanja, te pripremu TCA supernatanta.
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TCA supernatanti pripremljeni su prema sljedeéoj proceduri: 2 mL pripremljenog ekstrakta
pomijesano je sa 2 mL 10% TCA. Suspenzije su homogenizirane vorteksiranjem te su proteini
istaloZzeni tijekom 10 minuta pri +4 °C. Po isteku vremena TCA supernatanti su izbistreni
centrifugiranjem pri 15000 g i temperaturi +4 °C tijekom 10 minuta. Dobiveni supernatanti
odvojeni su od taloga dekantiranjem te koristeni za odredivanje koncentracije proteina i

slobodnih amino skupina.

Stupnjevita ekstrakcija proteina provedena je na sljedeéi nacin: nakon ekstrakcije s Milli Q
vodom prema gore navedenoj proceduri, dobiveni talozi su nakon centrifugiranja podvrgnuti
ekstrakciji pomoc¢u 0,5 M NaCl. Tako dobiveni ekstrakti koriSteni su za odredivanje
koncentracije proteina, koli¢ine slobodnih amino skupina, elektroforetska razdvajanja, te

pripremu TCA supernatanta.

3.5. ODREDIVANJE KONCENTRACHE PROTEINA

Odredivanje koli¢ine proteina u ekstraktima i TCA supernatantima provedeno je metodom
po Bradfordici (1976.). Metoda se temelji na nespecificnom vezanju anionskog oblika boje
Coomassie Briliant Blue G-250 za bazi¢ne i aromatske bocne ogranke proteina (Slika 5).
Posljedica toga je stvaranje kompleksa protein-boja koji u kiselom mediju pokazuje

apsorpcijski maksimum pri 595 nm (Strelec, 2009.).

Slika 5 Princip odredivanja koli¢ine proteina metodom po Bradfordici (Strelec, 2009.)
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Ekstraktu (20 uL) je dodano 80 pL Milli Q vode i 2 mL Bradfordovog reagensa te je smjesa
ostavljena stajati pri sobnoj temperaturi tijekom pet minuta. Intenzitet razvijene boje mjeren
je spektrofotometrom pri 595 nm uz slijepu probu, koja je umjesto ekstrakta sadrzavala
pufer za ekstrakciju. Kod mjerenja koncentracije proteina u TCA supernatantima postupak je
bio isti, izuzev $to je uzorku (100 pL) samo dodano 2 mL Bradfordovog reagensa, a u slucaju

slijepe probe koristena je smjesa TCA/pufer za ekstrakciju u odnosu 1:1.

Koli¢ina proteina prisutna u ekstraktima i TCA supernatantima preracunata je na osnovu
bazdarne krivulje pripravljene pomocu poznatih koncentracija govedeg serumskog albumina

(BSA).

3.6. ODREDIVANIJE SLOBODNIH AMINO SKUPINA

Koli¢ina slobodnih amino skupina odredivana je pomodéu o-ftaldialdehid metode prema

Nielsenu i sur. (2001.).

+HS-R1 fi-Ff1
CHO c
TN
+H,NR, — N-R 2
aN-R5 2 + 2H,0
CHO >
CH

Slika 6 OPA reakcija (Nielsen i sur., 2001.)

OPA reagens je pripremljen neposredno prije koriStenja na sljedeéi nacin: 80 mg o-
ftaldialdehida otopljeno je u 2 mL metanola i zatim dodano u 50 mL 0,1 M natrijevog
tetraborata. Ovoj su otopini potom dodani 100 mg ditiotreitola, 5 mL 20% natrijeva dodecil-

sulfata i reagens je nadopunjen destiliranom vodom do 100 mL.

Koli¢ina ukupnih amino skupina odredena je na sljedeéi nacin: 20 pL uzorka pomijesano je sa
80 plL Na-fosfatnog pufera i 1 mL OPA reagensa u kiveti. Smjesa je promuckana inverzijom i
nakon 2 min odredena je apsorbancija pri 340 nm. Mjerenje je provedeno u 3 paralele uz
slijepu probu koja je sadrzavala 80 uL Na-fosfatnog pufera, 20 plL pufera za ekstrakciju i 1 mL
OPA reagensa. U svrhu dobivanja pravovaljanih rezultata provedeno je i mjerenje
apsorbancije kontrole ekstrakta koja se sastojala od 20 plL uzorka, 80 pL Na-fosfatnog pufera

i 1 mL 0,1 M tetraborata. Apsorbancija kontrole ekstrakata oduzeta je od vrijednosti
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apsorbancije ekstrakata uz OPA reagens te je koliCina slobodnih amino skupina izraCunata na
osnovi bazdarne krivulje pripremljene sa poznatim koncentracijama aminokiselina valin, lizin

i glutaminska kiselina.

3.7. SDS-PAGE

Razdvajanje proteina prema relativnoj molekulskoj masi provedeno je gel-elektroforezom u
prisutnosti natrijeva dodecil-sulfata tj. SDS-PAGE (eng. SodiumDodecyl Sulfate
PolyAcrylamide Gel Electrophoresis). Koristen je vertikalni sustav za elektroforezu Hoefer SE
600 Ruby. Elektroforeza je provodena paralelno u dva gela dimenzija: 160 x 180 x 1,5 mm.
Gelovi su se sastojali od dva dijela: 40 mm gela za sabijanje (5% T, 2,6% C, 0,1% (w/v) SDS,
125 mM Tris-HCI pufer pH 6,8) i 140 mm gela za razdjeljivanje (10% T, 2,6% C, 0,1% (w/v)
SDS, 375 mM Tris-HCI pufer pH 8,9). Uzorci i standardi proteina su nanosSeni u utore gela i
elektroforeza je provodena oko 3 h i 30 minuta tj. dok fronta boje bromfenol modrila nije
stigla do ruba ploce. Uvjeti elektroforeze za dva gela istovremeno su bili: napon 600 V i
jakost struje 60 mA te temperatura 15 °C. Pufer za elektroforezu bio je sastava: 25 mM Tris,
192 mM glicin, 0,1% (w/v) SDS, pH 8,3. Po zavrsetku elektroforeze gelovi su fiksirani
uranjanjem u 10% otopinu trikloroctene kiseline (TCA) tijekom 60 minuta, te je potom
uslijedilo bojanje u otopini za bojanje (0,1% PhastGel Blue R u 30% metanolu i 10% octenoj
kiselini) tijekom noci na orbitalnoj tresilici. Nakon bojanja, gelovi su odbojani otopinom za
odbojavanje (metanol:ledena octena kiselina:destilirana voda u omjeru 3:1:6) i to uz 4
izmjene otopine za odbojavanje nakon svakih 20 minuta, a po isteku odbojavanja gelovi su

dokumentirani fotografiranjem kako bi se mogli koristiti u obradi rezultata.

3.8. STATISTICKA ANALIZA

Srednje vrijednosti i standardne devijacije ispitivanih parametara neovisnih ekstrakcija
izraCunate su pomocu programa Statistica (Stat Soft, SAD). Graficki prikazi utjecaja pH na

ekstraktibilnost izradeni su pomocu programa Excel (Microsoft, Hrvatska).
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4. REZULTATI | RASPRAVA



Cilj ovog rada bio je ispitati utjecaj pH ekstrakcijskog otapala na koli¢inu proteina i peptida,

te koli¢inu slobodnih amino skupina ekstrahiranih iz cjelovitog brasna Sest sorti jeCcma.

4.1. UTJECAJ pH NA KOLICINU EKSTRAHIRANIH PROTEINA | PEPTIDA

Koli¢ina proteina u ekstraktima i TCA supernatantima pripravljenih iz cjelovitog brasna
ispitivanih sorti je¢ma odredena je metodom po Bradfordici (1976.). Analiza ekstrakata
pokazala je znacajan utjecaj pH na koli¢inu ekstrahiranih proteina (Slika 7). Naime, porastom
pH ekstrakcijskog otapala doslo je do znacdajnog povisenja koli¢ine ekstrahiranih proteina.
Tako je pri pH 3 ekstrahirano najmanje proteina (oko 5 mg/g zrna), a maksimalne koli¢ine
ekstrahiranih proteina postignute su pri pH 11. Pri ovom pH koli¢ina proteina se ovisno o
ispitivanoj sorti kretala u rasponu od 17,1 do 22,2 mg/g zrna, znaci bila je gotovo

Cetverostruko visa nego pri pH 3.
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Slika 7 Utjecaj pH ekstrakcijskog otapala na koli¢inu proteina ekstrahiranih iz cjelovita brasna
je¢ma

Slican trend porasta ekstraktibilnosti proteina jeCma s poviSenjem pH ekstrakcijskog otapala

pronasli su Yalgin i Celik (2007.) koji su pripisali porast ekstraktibilnosti proteina udaljavanju

proteina od njihove izoelektricne tocke. Naime, navedeni autori navode da se izoelektricna

tocka proteina jeéma nalazi u podrucju oko pH 6, te se povecanje topljivosti proteina pri pH

vrijednostima visSim ili nizim od pH 6 moZe pripisati povecanju topljivosti proteina zbog
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udaljavanja od njihove izoelektricne tocke. Medutim, tvrdnja o izolelektri¢noj tocki proteina
je¢ma oko pH 6 je djelomi¢no u suprotnosti sa istraZzivanjima Streleca i sur. (2012.) koji su
primjenom izoelektricnog fokusiranja pokazali da glavnina proteina albuminsko-globulinske
frakcije je€ma posjeduje izoelektri¢nu toc¢ku u podrucju pH od 3 do 5. Upravo istraZivanja
Streleca i sur. (2012.) potvrduju rezultate ovog istrazivanja, bududi se u rasponu pH od 3 do 5
biljeZi blag porast ekstraktibilnosti proteina, nakon cega ekstaktibilnost proteina znacajno
raste. Naime, kako je topljivost proteina najmanja u izoelektricnoj tocki pri tim pH
vrijednostima ¢e se ekstrahirati i najmanja koli¢ina proteina. Daljnjim poveéanjem pH
otopine i udaljavanjem od izoelektricne tocke dolazi do povecanja interakcija izmedu
proteina i otapala Sto dovodi do povecéane topljivosti proteina (Strelec, 2009.). Glavni razlog
povecanju topljivosti proteina su disocijacija tiolne skupine bocnih ogranaka cisteina,
hidroksilne skupine bocénih ogranaka tirozina, te amino skupina bocnih ogranaka bazi¢nih
aminokiselina Sto dovodi do kidanja elektrostatskih interakcija izmedu boc¢nih ogranaka i

slijednog povecanja interakcija otapala i proteina.
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Slika 8 Utjecaj pH ekstrakcijskog otapala na koli¢inu peptida iz cjelovita brasna je¢ma

Kako bi se odredio utjecaj pH na ekstrakciju peptida, pripremljeni ekstrakti podvrgnuti su
taloZenju proteina pomoéu TCA, te su na takav nacin dobiveni TCA supernatanti koji su
sadrzavali male peptide. Odredivanje koli¢ine peptida u TCA supernatantima pomodu

Bradfordiine metode pokazalo je na prisustvo malih koli¢ina peptida (Slika 8). Ovisno o
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sorti, koli¢ina ekstrahiranih peptida kretala se od 0,4 do 1,1 g/mg zrna. Kao i u slucaju
proteina mogao se uociti znaCajan utjecaj pH na ekstraktibilnost peptida. Medutim, za
razliku od proteina najveéa koliina peptida ekstrahirana je upravo pri najnizim pH
vrijednostima (pH 3), dok se poveéanjem pH udio ekstrahiranih peptida smanjio, te poprimio
vise-manje ujednacenu koli¢inu nakon pH 6. Ovo upucuje da mali peptidi ekstrahirani iz
cjelovitog brasna jeCma sadrie poveéani udio bazi¢nih aminokiselina. Naime, pri pH 3-6
bocni ogranci bazi¢nih aminokiselina (His, Lys, Arg) posjeduju pozitivan naboj Sto utjece na
povecanu topljivost, a time i ekstraktibilnost. Stovise, blago sniZenje ekstraktibilnosti peptida
prema pH 6 upuduje na potencijalno visok udio histidina u peptidima, buduéi da bocni
ogranci histidina priblizavajuéi se pH vrijednosti od 6,8 postaju sve manje nabijeni, odnosno

gube naboj.
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Slika 9 Udio peptida u ukupnim proteinima (%)

Obzirom da je pri pH 3 zabiljezen najmanji udio ekstrahiranih proteina (Slika 7), a najveci
udio ekstrahiranih peptida (Slika 8), ispitan je utjecaj peptida na koli¢inu proteina
detektiranih Bradfordi¢inom metodom i to odredivanjem udjela peptida u ukupnim
proteinima (Slika 9). Rezultati analize su pokazali da pri najnizem pH peptidi ¢ine izmedu 14 i
18% od ukupne koliCine proteina. Porastom pH doprinos peptida ukupnim proteinima se

smanjio sukladno porastu koli¢ine ekstrahiranih proteina. Tako je pri pH 11 udio peptida u
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ukupnim proteinima iznosio od 3 do 4%. Ovo upuéuje da mali peptidi znac¢ajno doprinose

ukupnoj koli¢ini proteina pri pH 3-6.

Kako su proteini iz cjelovita brasna je€ma ekstrahirani Britton-Robinsonovim puferom koji u
svom sastavu ukljucuje soli kiselina i luZina, to je koli¢ina proteina ekstrahirana ovim
puferom usporedena sa koli¢inom proteina stupnjevito ekstrahiranih prema Osborneu
(1895.). Naime, prema Osborneu vodom se ekstrahiraju albumini, blagim otopinama soli
globulini, a blagim otopinama kiselina ili luzZina glutenini. Stoga, kako bi se ustanovilo koja se
frakcija proteina jeCma ekstrahira Britton-Robinsonovim puferom usporedena je koli¢ina
proteina ekstrahiranih ovim puferom sa koli¢inom albumina i globulina ekstrahiranih
stupnjevitom ekstrakcijom prema Osborneu koja je ukljucivala ekstrakciju albumina iz
cjelovita brasna jetma pomodu vode, a potom slijednu ekstrakciju sa 0,5 M otopinom

natrijeva klorida (Slika 10).
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Slika 10 Koli¢ina proteina ekstrahirana iz cjelovita brasna jeCma stupnjevitom ekstrakcijom

Koli¢ina proteina (albumina) ekstrahirana iz cjelovita brasna je¢cma pomocéu Milli Q vode
iznosila je oko 8 mg/g zrna, dok je koli¢ina proteina (globulina) dobivena naknadnom
ekstrakcijom pomocu 0,5 M NaCl bila nesto veca te iznosila oko 11 mg/g zrna, sto upucuje da
svih Sest sorti je€ma sadrze vecu koli¢inu globulina. Kada su ove dvije frakcije proteina
(albumini i globulini) sumirane koli¢inski, ukupna koli¢ina albumina i globulina ekstrahirana iz

cjelovita brasna jeCma iznosila je oko 20 mg/g zrna ovisno o ispitivanoj sorti je¢ma $to je u
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skladu i sa koli¢inom proteina dobivenom ekstrakcijom Britton-Robinsonovim puferom pri
pH 11. Iz navedenog se moZe zakljuciti da se Britton-Robinsonovim puferom iz brasna

cjelovita zrna je€ma ekstrahiraju albumini i globulini jeCma.

Obzirom da je analiza koli¢ine proteina stupnjevitom ekstrakcijom prema Osborneu pokazala
da se Britton-Robinsonovim puferom najvjerojatnije ekstrahiraju albumini i globulini,
ekstrakti dobiveni stupnjevitom ekstrakcijom podvrgnuti su taloZenju proteina pomoc¢u TCA
te je u tako dobivenim TCA supernatantima odredena koli¢ina peptida (Slika 11). Rezultati
analize su pokazali da se vodom ekstrahira oko 0,4 mg/g peptida, a pomocu 0,5 M NaCl oko
0,5 mg/g peptida. Suma koli¢ine peptida ekstrahirana stupnjevitom ekstrakcijom, bila je
priblizno jednaka kolicini peptida ekstrahiranih Britton-Robinsonovim puferom u rasponu
vrijednosti pH 3-5, Sto je dodatno potvrdilo da se Britton-Robinsonovim puferom

ekstrahiraju albumini i globulini je¢ma.

m Albumini
B Globulini

H Albumini + globulini

Koli¢ina peptida (mg/g zrna)

Slika 11 Koli¢ina peptida ekstrahirana iz cjelovita brasna jeCma stupnjevitom ekstrakcijom
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4.2. UTJECAJ pH NA KOLICINU SLOBODNIH AMINO SKUPINA

Osim $to sluZze kao pokazatelj koli¢ine aminokiselina i peptida, slobodne amino skupine
mogu posluZiti kao pokazatelj stupnja hidrolize proteina (Nielsen i sur., 2001.), procesa
umrezavanja proteina transglutaminazom (Huang i sur., 2010.), te kao pokazatelj stupnja
glikolizacije proteina (Bielikowicz i sur., 2010.). Kako bi se odredio utjecaj pH na
ekstraktibilnost slobodnih amino skupina u ekstraktima i TCA supernatantima dobivenim iz
cjelovita brasna jema provedeno je odredivanje koli¢ine slobodnih amino skupina o-

ftaldialdehid metodom prema Nielsenu i sur. (2001.).
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Slika 12 Utjecaj pH ekstrakcijskog otapala na koli¢inu slobodnih amino skupina u ekstraktima

cjelovitog brasna jeCma

Analiza ekstrakata pokazala je blagi utjecaj pH na koli¢inu ekstrahiranih slobodnih amino
skupina (Slika 12). Naime, porastom pH ekstrakcijskog otapala doslo je do blagog povisenja
koli¢ine slobodnih amino skupina. Najmanja koli¢ina slobodnih amino skupina ekstrahirana
je pri pH 3 iiznosila je od 0,7 do 1,4 mg/g zrna, a najvece koli¢ine postignute su pri pH 11 i
kretale su se u rasponu od 1,0 do 2,2 mg/g zrna ovisno o ispitivanoj sorti. Klju¢no je naglasiti
da je trend porasta slobodnih amino skupina slijedio trend porasta ekstrahiranih proteina,
Sto ne zacuduje buduéi se OPA metodom detektiraju i amino skupine bazi¢nih bocnih
ogranaka. Medutim, trend porasta slobodnih amino skupina je bio znatno blaZi nego trend

porasta koli¢ine ekstrahiranih proteina. Najvjerojatniji razlog tomu je znacajan utjecaj

22



slobodnih aminokiselina i malih peptida na detektiranu koli¢inu ukupnih amino skupina, kao i
smanjena koli¢ina bazi¢nih bocnih ogranaka u proteinima ekstrahiranim pri visim pH

vrijednostima $to se odrazilo na nesto slabiji trend porasta ukupnih amino skupina.

Kako bi se potvrdio znacajan utjecaj slobodnih aminokiselina i malih peptida na koli¢inu
detektiranih amino skupina, odredivanje slobodnih amino skupina provedeno je i u TCA
supernatantima. Rezultati analize (Slika 13) pokazali su da TCA supernatanti sadrZe znacajnu
koli¢inu slobodnih amino skupina te da po koli¢ini detektiranih skupina, izuzetno doprinose
kolicinama detektiranim u slucaju ekstrakata. Ovisno o sorti koli¢ina slobodnih amino
skupina kretala se u rasponu od 0,7 do 1,5 mg/g zrna. Medutim, gotovo ujednacena
koncentracija slobodnih amino skupina pri svim pH vrijednostima pokazala je da pH nema
gotovo nikakav utjecaj na povecanje ekstraktibilnosti slobodnih amino skupina u TCA
supernatantima. Time je i indirektno potvrdena pretpostavka da se blagi trend porasta
slobodnih amino skupina uocen u ekstraktima mozZe pripisati prije svega ekstrakciji proteina

sa snizenih udjelom bazi¢nih bo¢nih ogranaka pri visSim pH vrijednostima.
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Slika 13 Utjecaj pH ekstrakcijskog otapala na koli¢inu slobodnih amino skupina u TCA

supernatantima

Obzirom da je koli¢ina slobodnih amino skupina u TCA supernatantima bila vrlo slicna
koli¢inama izmjerenim u ekstraktima provedena je analiza doprinosa slobodnih amino

skupina u TCA supernatantima koli¢ini slobodnih amino skupina izmjerenim u ekstraktima
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(Slika 14). Rezultati su pokazali da u rasponu pH vrijednosti 3-5 glavnina amino skupina
detektiranih u ekstraktima zapravo potjeCe od amino skupina prisutnih u TCA
supernatantima. U navedenom pH podrucju amino skupine TCA supernatanta Cinile su 80 do
100% koli¢ine zabiljeZzene u ekstraktima. Daljnjim povisenjem pH u rasponu od 5-7 moze se
uoditi snizenje doprinosa slobodnih amino skupina TCA supernatanta koli¢ini amino skupina
u ekstraktima, koje se nakon pH 7, viSe-manje ustaljuje na 60-80% doprinosa. Sli¢an, ali
znatno nizi trend doprinosa uocen je analizom udjela peptida TCA supernatanta u ukupnim
proteinima ekstrakata (Slika 9). | u tom slucaju je uocen znacajan doprinos u podrucju pH od
3-5, i potom ustaljenje doprinosa porastom pH vrijednosti iznad 7. Ovo isto upucuje da mali
peptidi prisutni u TCA supernatantima znacajno doprinose koli¢ini slobodnih amino skupina
detektiranih u ekstraktima, Sto posebice dolazi do izraZzaja kada se razmotri da svega 4-5%
peptida prisutnih u ekstraktima doprinosi koli¢ini detektiranih amino skupina u iznosu od 60-

80%.

==\ anesa
=ll— Prestige

=== Barun

0,4 =>=Zlatko
== Scarlet

0,2 =@®=—Mombasa

Relativni udio slobodnih amino skupina

Slika 14 Relativni doprinos slobodnih amino skupina u TCA supernatantima koli¢ini slobodnih

amino skupina u ekstraktima

Obzirom da su rezultati stupnjevite ekstrakcije pokazali da se Britton-Robinsonovim puferom
ekstrahiraju albumini i globulini jeéma, provedena je analiza sadrZaja slobodnih amino
skupina u ovim ekstraktima, kao i njihovim pripadajuéim TCA supernatantima (Slika 15 i 16).

Analiza ukupnih amino skupina u ekstraktima (Slika 15) pokazala je da albuminska frakcija
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sadrzi trostruko vecu koli¢inu slobodnih amino skupina od globulinske. Naime, ovisno o sorti,
vodeni ekstrakti (albuminska frakcija) su sadrzavali izmedu 0,9 i 1,6 mg/g slobodnih amino
skupina, a slijedni ekstrakti pomoc¢u 0,5 M NaCl (globulinska frakcija) izmedu 0,4 i 0,8 mg/g
slobodnih amino skupina. Navedeno upuduje da je albuminska frakcija proteina znatno
bogatija slobodnim amino skupinama od globulinske, pogotovo ako se uzme u obzir da
rezultati analize proteina (Slika 10) pokazuju da se sekvencijalnom ekstrakcijom ekstrahira
veca koli¢ina globulina. Kada su obje frakcije sumirane ukupna koli¢ina slobodnih amino
skupina u ekstraktu kretala se izmedu 1,3 i 2,4 mg/g ovisno o sorti $to je bilo u skladu s
koli¢inom slobodnih amino skupina zabiljeZenom u ekstraktima dobivenim ekstrakcijom

pomocu Britton-Robinsonova pufera pH 11.

m Albumini
M Globulini

m Albumini + globulini

Slobodne amino skupine (mg/g zrna)

Slika 15 Kolicina slobodnih amino skupina u ekstraktima pripravljenim stupnjevitom

ekstrakcijom

Obzirom da su rezultati doprinosa slobodnih amino skupina u TCA supernatantima ukupnim
amino skupinama u ekstrakatima pripravljenih ekstrakcijom pomocu Britton-Robinsonova
pufera razli¢itog pH, pokazali znacajan doprinos komponenti supernatanta, provedena je i
analiza slobodnih amino skupina u TCA supernatantima sekvencijalnih ekstrakata (Slika 16).
Rezultati analize su ovisno o sorti pokazali da su vodeni ekstrakti (albuminska frakcija)
sadrzavali izmedu 0,7 i 1,5 mg/g slobodnih amino skupina, a slijedni ekstrakti pomocu 0,5 M

NaCl (globulinska frakcija) izmedu 0,2 i 0,4 mg/g slobodnih amino skupina, Sto je bilo
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sukladno zamije¢enom doprinosu albumina i globulina slobodnim amino skupinama u
ekstraktima (Slika 15). Stovie, doprinos malih peptida albuminske frakcije bio je ¢ak i vedi.
Naime mali peptidi albuminske frakcije sadrzavali su 3 do 5 puta vecu koli¢inu detektiranih
amino skupina od malih peptida globulinske frakcije. Kada su slobodne amino skupine u TCA
supernatantima sumirane, ukupna koli¢ina slobodnih amino skupina u TCA supernatantima
kretala se izmedu 0,9 i 2,0 mg/g ovisno o sorti, Sto se djelomicno slagalo sa rezultatima

ukupne koli¢ine slobodnih amino skupina prisutnih u sumi sekvencijalnih ekstrakata.

m Albumini
M Globulini

H Albumini + globulini

Slobodne amino skupine (mg/g zrna)

Slika 16 Koli¢ina slobodnih amino skupina u TCA supernatantima pripremljenim iz ekstrakata
albumina i globulina je¢ma

Tablica 3 Relativni doprinos slobodnih amino skupina u TCA supernatantima koli¢ini
slobodnih amino skupina u ekstraktima pripravljenim stupnjevitom ekstrakcijom

Vanessa | Prestige Barun Zlatko Scarlett | Mombasa

88,88% 95,37% 95,48% 87,58% 90,02% 78,89%
Albumini

69,61% 76,11% 71,33% 39,27% 52,45% 38,81%
Globulini

Obzirom da su uocene koli¢ine slobodnih amino skupina u TCA supernatantima bile priblizno

sliéne koli¢ini amino skupina detektiranih u sekvencijalnim ekstraktima izracunat je doprinos
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slobodnih amino skupina u TCA supernatantima kolicini slobodnih amino skupina izmjerenim
u ekstraktima (Tablica 3). Rezultati su pokazali da u albuminskoj frakciji glavnina amino
skupina detektiranih u ekstraktima potjece zapravo od amino skupina prisutnih u TCA
supernatantima i iznosi izmedu 80-95%, ovisno o sorti. U globulinskoj frakciji doprinos
slobodnih amino skupina u TCA supernatantima koli¢ini slobodnih amino skupina u

ekstraktima je nesto nizi i iznosi izmedu 39-76%, ovisno o sorti.
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4.3. ELEKTROFORETSKI PROFIL PROTEINA JECMA U OVISNOSTI O pH

Kako bi se dodatno potvrdila ovisnost ekstraktibilnosti proteina je€ma o primijenjenom pH
provedena je SDS-PAGE analiza ekstrakata za dvije sorte je¢ma, Vanessu i Prestige. Pri tome
je kljuéno naglasiti da je SDS-PAGE provedena uz dvije vrste nanoSenja uzorka. U prvom su
sluaju nanoseni isti volumeni uzoraka kako bi se ustanovila i potvrdila razlika u koli¢ini
ekstrahiranih proteina (Slike 17a i 18a), a u drugom su slucaju nanosene iste kolicine
proteina, kako bi se ustanovilo koje su to proteinske vrpce prije svega odgovorne za razlike u
kolicini ekstrahiranih proteina (Slike 17b i 18b). Uz navedeno, kako bi se ustanovilo i
potvrdilo da proteini ekstrahirani Britton-Robinsonovim puferom prije svega potjecu od
albumina i globulina je¢ma, na gelove su uz ekstrakte proteina dobivene ekstrakcijom
Britton-Robinsonovim puferom razli¢itog pH nanoseni i albumini je¢ma ekstrahirani Milli Q
vodom, globulini slijedno ekstrahirani pomo¢u 0,5 M natrijeva klorida, te
albuminsko/globulinska frakcija proteina direktno ekstrahirana pomoéu 0,5 M natrijeva

klorida.

Rezultati analize pokazali su postojanje znacajnih razlika u koli¢ini ekstrahiranih proteina u
ovisnosti o primijenjenom pH (Slike 17a i 18a). Pri niZim pH vrijednostima ekstrahirano je
znatno manje proteina nego pri visSim pH, Sto je vidljivo iz snizenih intenziteta proteinskih
vrpci, a u skladu sa prije uofenim trendom porasta koli¢ine ekstrahiranih proteina s
povisenjem pH (Slika 7). Naime, pri niskom pH ekstrakcijskog otapala (pH 3-5) moze se uoditi
da je glavnina proteinskih vrpci vrlo slabog intenziteta (Slika 173, linije 4-6, Slika 18a, linije 3-
5). lzuzetak cCine proteinske vrpce molekulskih masa 25, 30 i 45 kDa ¢diji se intenzitet
promjenom pH ili ne mijenja ili slabo mijenja (Slike 17a i 18a), Sto upucuje da ovi proteini
dominiraju u ekstraktima niskog pH i Cine glavninu proteina detektiranih Bradfordi¢inom
metodom. PoviSenjem pH dolazi do znacajnog povecanja intenziteta glavnine proteinskih
vrpci $to ukazuje na veéu koli¢inu ekstrahiranih proteina pri tim pH vrijednostima. Stovide
neke proteinske vrpce molekulskin masa 14.4, 55 i 97 kDa nevidljive pri niskim pH
vrijednostima (Slike 17a i 18a, oznaceno strelicama) uocavaju se pri visSim pH vrijednostima,
$to upucuje na znacdajnu ovisnost ekstraktibilnosti/topljivosti proteina o primijenjenom pH.
Ovaj trend porasta ekstraktibilnosti proteina jeéma s povisenjem pH ekstrakcijskog otapala

uocen kod odredivanja kolicine proteina (Slika 7) i potvrden pomocéu SDS-PAGE (Slike 17a i
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18a) je i ocCekivan obzirom na rezultate Streleca i suradnika (2012.) koji su pomodu IEF
pokazali da glavnina proteina albuminsko/globulinske frakcije je¢ma posjeduje izoelektri¢nu
tocku u podrucju pH od 3 do 5. Obzirom da je topljivost proteina najmanja u izoelektri¢noj
tocki (Strelec, 2013.) moZe se ocekivati da ¢e se upravo u podrucju pH od 3 do 5 ekstrahirati
najmanja koli¢ina proteina. Ovo je upravo i uoceno. Naime, u podruéju pH od 3 do 5 je
ustanovljena najmanja topljivost/ekstraktibilnost proteina (Slika 7) koja se ujedno isto tako
mogla uoditi i slabim intenzitetom proteinskih vrpci (Slike 17a i 18a). Udaljavanjem od
izoelektricne tocke odnosno ekstrakcijom pri visim pH vrijednostima ekstrahirana je i veca
koli¢ina proteina (Slike 17a i 18a) 5to je opet u skladu sa Cinjenicom da se topljivost proteina

povedava iznad izoelektri¢ne tocke.
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Slika 17 SDS-PAGE u 10% T gelu albumina/globulina ekstrahiranih iz zrna je¢ma sorte
Vanessa pomodu pufera razlic¢ite pH vrijednosti, vode ili otopine 0,5 M NaCl. Stupci:
niskomolekularni standardi proteina (1, 15); Milli Q voda (2, 3); pH 3-pH 11 (4-12);
sekvencijalno ekstrahirani proteini pomocu 0,5 M NaCl nakon ekstrakcije Milli Q vodom (13);
direktno ekstrahirani proteini pomoc¢u 0,5 M NacCl (14). Strelice pokazuju razlike izmedu
proteinskih vrpci pri razli¢itim pH vrijednostima. 17a) Nanesen jednak volumen uzoraka (20
pL). 17b) Nanesena jednaka koli¢ina proteina (20 ug).

Osim navedenog, rezultati SDS-PAGE (Slike 17a i 18a) su pokazali da se proteini ekstrahirani

Britton-Robinsonovim puferom razli¢itog pH prije svega mogu pripisati albuminima i

globulinima jeCma. Naime, detaljna analiza rasporeda proteinskih vrpci ekstrakata Britton-

Robinsonovim puferom razli¢éitog pH (Slika 17a, linije 4-12; Slika 18a, linije 3-11), sa
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rasporedom proteinskih vrpci albumina (Slika 17a, linije 2 i 3; Slika 18a, linija 2), globulina
(Slika 174, linija 13; Slika 18a, linija 12) i albuminsko/globulinske frakcije (Slika 17a, linija 14;
Slika 18a, linija 13) pokazuje da proteinske vrpce prisutne u albuminskoj, globulinskoj ili
albuminsko/globulinskoj frakciji pojavljuju u rasporedu proteinskih vrpci ekstrakata proteina
Britton-Robinsonova pufera i to ovisno o primijenjenom pH. Naravno, moguée prisustvo
gluteninskih proteinskih vrpci se ne moZe u potpunosti iskljuciti, pogotovo ukoliko se ove
vrpce po molekulskoj masi poklapaju sa molekulskom masom albumina ili globulina jeCma.
Naime, bududi su glutenini topljivi u razblazenih kiselinama i luzinama (Osborne, 1895.)
postoji moguénost da se i mala koli¢éina ovih proteina ekstrahira pomodéu Britton-

Robinsonova pufera.
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Slika 18 SDS-PAGE u 10% T gelu albumina/globulina ekstrahiranih iz zrna je¢ma sorte
Prestige pomocdu pufera razli¢ite pH vrijednosti, vode ili otopine NaCl. Stupci:
niskomolekularni standardi proteina (1, 14, 15); Milli Q voda (2); pH 3-pH 11 (3-11);
sekvencijalno ekstrahirani proteini pomoéu 0,5 M NaCl nakon ekstrakcije Milli Q vodom (12);
direktno ekstrahirani proteini pomocu 0,5 M NaCl (13). Strelice pokazuju razlike izmedu
proteina pri razli¢itim pH vrijednostima. 18a) Nanesen jednak volumen uzoraka (20 uL). 18b)
Nanesena jednaka koli¢ina proteina (20 pg).

Osim pripadnosti proteina ekstrahiranih Britton-Robinsonovim puferom bilo albuminima ili
globulinima je€ma, mogla se i uociti ovisnost ekstraktibilnosti odredenih vrpci albumina i

globulina o primijenjenom pH ekstrakcijskog otapala. Tako se pri rasponu pH od 3 do 5 moze
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uociti slaba ili gotovo nikakva topljivost albumina molekulske mase oko 97 kDa, i globulina

molekulske mase oko 50 kDa (Slika 173, linije 4-6; Slika 18a, linije 3-5).

Gore navedeno je dodatno potvrdeno nanosenjem jednake koli¢ine proteina u utore gela

(Slika 17 b i Slika 18 b).
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5. ZAKLJUCCI



Na osnovu dobivenih eksperimentalnih podataka mozZe se zakljuciti sljedeée:

pH pufera znacajno utjece na koli¢inu ekstrahiranih proteina iz cjelovitog brasna
je€ma.

PoviSenjem pH ekstrakcijskog otapala u rasponu od 3-11 koli¢ina detektiranih
proteina naraste Cetverostruko.

Cjelovito brasno je¢ma sadrzi oko 4% malih peptida.

pH pufera utjece na koli¢inu ekstrahiranih slobodnih amino skupina.

Glavnina slobodnih amino skupina (60-80%) odredenih u ekstraktima brasna potice
od malih peptida i slobodnih aminokiselina.

SDS-PAGE analiza ekstrakata pokazuje da proteini ekstrahirani Britton-Robinsonovim

puferom razli¢itog pH predstavljaju albumine i globuline je¢ma
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