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MALGORZATA PIECYK

FILTRACJA ZELOWA BIALEK AMORFICZNYCH
| KRYSTALICZNYCH Z NASION FASOLI PRZY UZYCIU HPLC

Streszczenie

W pracy poréwnywano udziat frakcji biatkowych w produktach posrednich (ekstrakcie
i supematancie) oraz produkcie koAcowym (wytragcony osad biatek), ktére otrzymywano podczas uzyski-
wania preparatow biatek amorficznych i krystalicznych. Preparaty bialek amorficznych otrzymano za
pomocg alkalicznej ekstrakcji i wytracenie biatek w punkcie izoelektrycznym. Preparaty biatek krysta-
licznych otrzymano przez wytracenie krysztatow (5°C, 18 h) z ekstraktéw kwasowych. Biatka amorficzne
i krystaliczne zbudowane sg z dwoéch gtéwnych frakcji odpowiadajacych faseolinie i leguminie. Ich udziat
wynosit odpowiednio 64% w preparacie amorficznym i 89% w preparacie krystalicznym. Frakcja o masie
czasteczkowej 101 kDa wystepujaca w ekstraktach biatkowych w duzych ilosciach (25-33%) nie byta
odzyskiwana w preparatach.

Wstep

Z nasion roslin strgczkowych mozna otrzymac preparaty wysokobiatkowe.
W zalezno$ci od uzytej metody izolacji uzyskuje sie biatka o réznej strukturze: amor-
ficznej lub krystalicznej, i o r6znych wasciwosciach funkcjonalnych [1, 12].

Szeroko stosowana jest procedura otrzymywania preparatow biatkowych przez
wytrgcenie biatek w punkcie izoelektrycznym (pH 4,4-4,6) z alkalicznych ekstraktéw
maki [11], Metoda ta daje biatka bezpostaciowe tzw. amorficzne.

Inng metodg jest izolacja wykorzystujgca zdolno$¢ tych biatek do tworzenia
krysztatéw w Srodowisku kwasnym. Wsrdd nasion roslin strgczkowych jedynie z na-
sion fasoli mozna otrzymac za pomocg prostych metod formy krystaliczne biatek. Wta-
Sciwos$¢ te wykazuje faseolina, gtowna frakcja biatek globulinowych fasoli. Glicynina,
gtéwne biatko nasion soi nie tworzy krysztatow. Trudno$¢ w otrzymaniu krystalicz-
nych form biatek nasion soi wynika z witasciwosci molekularnych, polimorfizmu
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i pierwszorzedowej struktury biatka [12]. Za pomocg genetycznej modyfikacji glicyni-
ny soi otrzymano biatka o strukturze krystalicznej [7],

Wykazano, ze biatka krystaliczne i amorficzne r6znig sie iloscig frakcji (rozdziaty
elektroforetyczne), strawnos$cig, zawarto$cig zwigzkéw biologicznie czynnych oraz
wiasciwosciami funkcjonalnymi [s, s, 9, 10],

Celem pracy byto zbadanie wptywu zastosowania dwéch roznych metod do
otrzymywania preparatow biatkowych z nasion fasoli, na udziat poszczeg6lnych frak-
cji w produkcie koncowym oraz w produktach posrednich uzyskiwanych podczas pro-
cesu technologicznego.

Materiat i metody badan

Material doswiadczalny stanowity nasiona fasoli biatej (Phaseolus vulgaris)
trzech odmian (Mela, Prosng, Wenta), ktére poddano obtuszczeniu iprzemiatowi. Z
maki otrzymywano:

m  preparaty biatek amorficznych - przez ekstrakcjg alkaliczng i wytrgcenie w pi 4,2
(rys. 1),

m preparaty biatek krystalicznych - przez w ekstrakcje w kwasie cytrynowym (0,03
M, pH 5,5) i krystalizacje przez 18 godzin w 5°C (rys. 2).

Rys. 1. Otrzymywanie biatek amorficznych.
Fig. 1 Procedure for obtention of amorphous protein preparation.



50 Matgorzata Piecyk

Rys. 2. Otrzymywanie biatek krystalicznych.
Fig. 2. Procedure for obtention of crystalline protein preparation.

Biatka rozdzielano metodg HPLC na kolumnie TSK G2000SW LKB (0,75 x 60
cm). Detekcjg prowadzono przy 2S0 nm (detektor UV SPD-6A Shimadzu). Stosowano
faze ruchomg bufor fosforanowy (0,1 M pH 7,0) i NaCl (0,5M) o przeptywie 0,5
ml/min. Do integracji pikow wykorzystano inegrator C-R6A Shimadzu. Do kalibracji
kolumny uzyto jako wzorcéw mas czgsteczkowych (firmy Pierce): cytochromu (12,5
kDa), chymotrypsynogenu (25 kDa), albuminy jaja (45 kDa), albuminy wotowej (67
kDa), katalazy (15S kDa), ferrytyny (240 kDa) i Blue Dekstranu (2000 kDa). W celu
zidentyfikowania globuliny 7S przeprowadzono rozdziat oczyszczonej faseoliny [4]
otrzymanej z nasion fasoli odmiany Wenta w INRA w Nantes we Francji.

Préobki do analizy przygotowywano wedtug schematu przedstawionego na rys. 3. i
4. Ekstrakt (E i E”) i supernatant (S i S’) po przesaczeniu przez filtr Supelco o $redni-
cy porow 40 pin, nanoszono na kolumne. Natomiast osad (O i O’) rozpuszczano w
buforze fosforanowym (0,1M, pH 7,0) i po przesaczeniu nanoszono na kolumng 20 pi
prébki.
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Wyniki i dyskusja

Na rys. 3. i 4. przedstawiono chromatogramy filtracji zelowej probek ekstraktu,
supematantu i osadu, ktére otrzymywano podczas alkalicznej i kwasowej izolacji biat-
ka z fasoli odmiany Mela. Kalibracja kolumny wykazata, ze nie mozna wyznaczy¢ mas
czasteczkowych pikéw 1 i 2. Na podstawie rozdziatu oczyszczonej faseoliny pik 2.
zidentyfikowano jako globuline 7S (150-180 kDa). Natomiast pik 1. zidentyfikowano
jako globuline 11 S (310—400 kDa) na podstawie danych literaturowych [3, 5] i biorgc
po uwage udziat procentowy tej frakcji biatkowej. Masy czgsteczkowe pozostatych
frakcji biatkowych obliczano z krzywej wzorcowej wykreslonej na podstawie czasow
retencji wzorcow [2],

Rys. 3. Chromatogram filtracji zelowej biatek ekstraktu (E), supematantu (S) i osadu (O) otrzymywa-
nych podczas krystalizacji biatek z fasoli odmiany Mela.

Fig. 3. Chromatograms of gel filtration of extracts (E), supernatants (S), and protein precipitates (O)
obtained by acid extraction from beans var. Mela.

Na podstawie uzyskanych wynikow udziatéw procentowych rozdzielonych frak-
cji (tab. 1) zaobserwowano, ze alkaliczny ekstrakt biatek zawierat trzy dominujace
frakcje —7S i 11S i frakcje o masie czasteczkowej 101 kDa, ktore stanowity okoto 50-
60% wszystkich biatek. W ekstrakcie biatek krystalicznych dominowata frakcja o ma-
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sie czgsteczkowej 101 kDa, ktora stanowita okoto 25%. Frakcje 7 S i 11S wystepowaty
w mniejszych iloSciach (18%).

Supernatant otrzymany po wytraceniu biatek w punkcie izoelektrycznym zawierat
trzy dominujace frakcje 101; 32,5 i 10,3 kDa, ktére stanowity okoto 60% wszystkich
biatek. Te same frakcje obecne byly w supematantach otrzymanych po wytraceniu

krysztatow biatek z roztworow kwasu cytrynowego, ale w mniejszych ilosciach (okoto
48%).

Rys. 4. Chromatogram filtracji zelowej biatek ekstraktu (E’), supematantu (S’) i osadu (O’) otrzymy-
wanych podczas izolacji alkalicznej biatek z fasoli odmiany Mela.

Fig. 4. Chromatograms of gel filtration of extracts (E’), supernatants (S’), and protein precipitates (O’)
obtained by alkaline extraction from beans var. Mela.

W biatkach amorficznych dominowata frakcja 7 S, ktdra stanowita okoto 40-50%
wszystkich biatek. W mniejszej ilosci obecna byta frakcja 11S (ok. 14%). Poréwnujac
biatka amorficzne z ekstraktem zaobserwowano zwiekszenie sie udziatu frakcji nisko-
czasteczkowych (w zakresie 11,5-21,5 kDa) z 14% do 35% w biatku amorficznym
oraz brak frakcji o masie czasteczkowej 101 kDa.

W biatkach krystalicznych dominowata réwniez frakcja o masie czgsteczkowej
7S, ale jej udziat byt wiekszy niz w biatkach amorficznych i stanowit 78%. Frakcja
11S stanowita 11%. W porownaniu z biatkami amorficznymi mniej byto frakcji nisko-
czasteczkowych (okoto 10%).
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Tabela 1

Udziat frakcji biatkowych (jako procent catkowitej ilosci biatka rozdzielanego) w ekstrakcie, supematan-
cie i osadzie otrzymanych z fasoli odmiany Mela.

Proportion of each fraction (As percent of total protein fractionated) in extracts, precipitates and super-
natants obtained from beans var. Mela.

Masa Biatka krystaliczne Biatka amorficzne
czaste- Crystalline protein Amorphous protein
Nr frakcji a y P P P
. czkowa
Fraction no. Ekstrakt Osad Ekstrakt Osad
MW Supernatant . Supernatant L
KDa Extract Precipitate Extract Precipitate
1 10 75 12 21 0,5 14
2 8 nw* 77 18 15 41
3 101 27,5 29,5 nw 34 nw
26,5%*
4 54 nw nw nw nw nw
5 32,5 8,5 8,5 0,5 8,5 12
6 21 1 nw 2 nw 7
7 18 2 2 nw 1 55 nw
8 16,2 7 6 nw 2,5 ’ 55
9 13,6 9 2 4,5
14,5 3,5 17
10 12,3 5 3 55
11 11,5 3 4 1 1 5 nw
12 1 3,5 15 nw 4,5
13 10,3 14,5 18,5 5 10,5 24,5 5
14 8,7 2 3 nw 1 3,5 1
15 7,6 2 2,5 1 15 3,5 nw

*nie wykryto / non detected
** piki nierozdzielone / non-separated peaks.

Whioski

Biatka krystaliczne w 89 % zbudowane sa z frakcji 7S i 11S.

2. Biatka amorficzne zbudowane sg réwniez z faseoliny i leguminy, ale ich udziatjest
mniejszy (64%), wiecej jest frakcji o niskich masach czgsteczkowych.

3. Frakcja o masie czgsteczkowej 101 kDa wystepujagca w duzej ilosci w ekstrakcie
biatek krystalicznych (okoto 25-30%) nie jest obecna w preparacie biatkowym.
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FRACTIONATION BY GEL FILTRATION HPLC OF CRYSTALLINE AND AMORPHOUS

PROTEINS FROM PHASEOLUS BEANS

Summary

The fractions of crystalline and amorphous protein preparations from Phaseolus beans were com-

pared. The crystalline proteins were obtained by precipitating the crystals (5°C, 18 h) from acid extracts.
The amorphous forms were obtained by isoelectric precipitation of proteins from alkaline extracts. Protein
precipitates, supernatants and extracts were fractionated by gel filtration HPLC. Crystalline and amor-
phous proteins contained two main fractions corresponding to phaseolin and legumin. These fractions
represented approximately 64% (amorphous forms) and 89% (crystalline forms) of the total proteins
fractionated. The fraction (average MW =101 kDa) was present in protein extracts in large amount (20-
33%) was not recovered in precipitates proteins. |||



