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Utjecaj pH ekstrakcije na elektroforetski profil aloumina i
globulina je€ma

Sazetak

Cilj ovog rada bio je ispitati utjecaj pH ekstrakcije na raspored i intenzitet proteinskih vrpci
albumina i globulina je€ma analizom elektroferograma dobivenih nakon provedene
poliakrilamid gel elektroforeze u prisutnosti natrijeva dodecil-sulfata. Rezultati su pokazali
da je topljivost proteina je€ma ovisna o primijenjenom pH. U rasponu pH od 3 do 5
topljivost proteina jeCma je najmanja, a porastom pH iznad 6 topljivost proteina jeCma
znacajno raste. Usporedba poloZaja proteinskih vrpci u elektroferogramima pokazuje da

se u rasponu pH od 3 do 5 ekstrahiraju albumini, a iznad pH 6 albumini i globulini.

Klju€ne rije€i: albumini, globulini, je€am, pH ekstrakcije, SDS-PAGE



Electrophoretic Patterns of Barley Aloumins and Globulins as
Affected by Extraction pH

SUMMARY

Influence of extraction pH on barley albumins and globulins solubility was investigated by
SDS-PAGE of proteins extracted from three barley varieties. Obtained electropherograms
were analysed on intensity, position, absence and/or presence of protein bands. Results
showed high dependence of barley protein solubility on applied extraction pH. The lowest
barley protein solubility was found in the pH range from 3 to 5. The increase of pH above
6 caused significant increase in protein solubility. Analysis of obtained protein patterns
shows that at pH range from 3 to 5 dominate albumins, while albumins and globulins at

pH's above 6.

Key words: albumins, barley, extraction pH, globulins, SDS-PAGE
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1.UVOD

Albumini i globulini €ine malu, ali metaboli¢ki znaCajnu skupinu proteina jecma.
Metaboli¢ki znacaj ove skupine proteina se prije svega ogleda u €injenici da u nju spada
glavnina enzima (Koehler-Wieser, 2013.). U ukupnim proteinima jema albumini su
zastupljeni od 10 do 12 %, a globulini od 2 do 18 % (Lasztity, 1999.).

Elektroforetska istrazivanja Streleca i suradnika (2012.) pokazuju da se radi o
heterogenoj skupini proteina sa rasponom molekulskih masa od svega nekoliko kDa pa
Cak do 220 kDa, i rasponom izoelektricnih toCaka od 3-11, s tim da glavnina albumina i

globulina posjeduje pl od 3-5.

Ova se skupina proteina iz usitnjenog zrna je€ma ili bradna jeCma prema klasi¢noj
Osbornovoj klasifikaciji (1895.) ekstrahira u dva stupnja. U prvom stupnju ekstrakcije se
ekstrahiraju albumini pomocu vode, a u drugom stupnju se ekstrahiraju globulini pomocu
0,5 M NaCl. Medutim, u novije vrijeme umjesto zasebne ekstrakcije obje se grupe
proteina (tzv. albuminsko/globulinska frakcija) ekstrahiraju pomocu Tris-HCI pufera pH
8,0 ili 8,9 (Strelec i sur., 2012). Stovise, kako u ovu skupinu proteina pripada glavnina
enzima, to se zbog analize i stabilnosti enzima primjenjuju puferi razliitog pH Sto
dugoro€no rezultira razli€itim informacijama o koncentraciji ekstrahiranih proteina
(Strelec, 2004; Strelec, 2007.). Da postoje znacCajne razlike u koli€ini ekstrahiranih
proteina (albumina i globulina) primjenom razli¢itog pH pokazali su i Yalcin i Celik (2007.)
u slu€aju jeCma, te Strelec kako u slu€aju jeCma (Strelec, 2004.), tako i u slu€aju pSenice
(Strelec, 2007.). Medutim, usporedna analiza rasporeda i intenziteta proteinskih vrpci u

ovisnosti o primjenjenom pH ekstrakcije ne postoji u dostupnoj literaturi.

Stoga je cilj ovoga rada bio ispitati utjecaj pH ekstrakcije na raspored i intenzitet
proteinskih vrpci albumina i globulina je€ma analizom elektroferograma dobivenih nakon
provedene poliakrilamid gel elektroforeze u prisutnosti natrijeva dodecil-sulfata. Ujedno
se htjelo ustanoviti pri kojem se pH ekstrahira viSe albumina, a pri kojem pH viSe
globulina. Stoga su uz ekstrakte proteina dobivene ekstrakcijom pri razliitim pH
vrijednostima, istovremeno analizirani i albumini ekstrahirani Milli Q vodom, globulini
ekstahirani iz taloga pomo¢u 0,5 M NaCl nakon ekstrakcije albumina, te

albuminsko/globulinska frakcija dobivena direktnom ekstrakcijom pomoc¢u 0,5 M NaCl.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. PROTEINI

Proteini su polimeri sastavljeni od velikog broja aminokiselina i uz lipide, ugljikohidrate i

nukleotide jedni su od osnovnih gradivnih jedinica organizma koje imaju najSarolikiji

spektar vaznih stani¢nih funkcija.

Glavne stani¢ne funkcije proteina jesu:

kretanje — opée je poznato da su aktin i miozin proteini odgovorni za kontrakciju
misica,

regulacija - neki proteini djeluju kao receptori na povrsini stanica i prenose informaciju
iz okoline u stanicu vezanjem specificnih molekula ¢ime dolazi do promjena u
staniénom funkcioniranju,

prijenos i transport — neki su proteini prijenosnici malih molekula i iona kroz membrane
ili ih transportiraju krvlju, kao $to proteini mioglobin i hemoglobin prenose kisik,
pohrana - neki proteini sluze za pohranu malih molekula ili iona, kao $to feritin sluzi za
pohranu Zeljeza u jetri,

enzimska kataliza - enzimi su proteini koji ubrzavaju biokemijske reakcije i djeluju kao
biokatalizatori u stanici,

mehanicka &vrsto¢a - neki proteini daju stanicama i tkivima &vrstoéu, kao sto protein
kolagen daje kozi i kostima veliku ¢vrstocu pri istezanju,

imunosna zastita - odredeni proteini (imunoglobulini) prepoznaju strane tvari u naSem
organizmu (bakterije, virusi), spajaju se s njima i ozna¢avaju ih za razgradnju,

odgovor na stres — neki proteini Stite stanicu od stresa, i tako postoje proteini
temperaturnog stresa koji se sintetiziraju u stanici pri poviSenim temperaturama i

omogucuju pravilno re-smatanje denaturiranih proteina (Strelec, 2013.).



2.2. UTJECAJ pH NA TOPLJIVOST PROTEINA

Proteini u vodenim otopinama posjeduju odredeni naboj preuzet od kiselih, bazi¢nih i
nekih polarnih aminokiselina, a ukupni naboj proteinskih molekula u izravnoj je ovisnosti
o pH. Pri niskom pH (kiselo podrucje) proteini se nalaze u obliku kationa, a naboj im
potjeCe od nedisociranih amino i karoksilnih skupina. Dodavanjem hidroksilnih iona u
otopinu proteina dolazi do disocijacije karboksilnih skupina, koje poprimaju negativan
naboj, te pri to€no odredenom pH proteini prema van djeluju nenabijeno, odnosno nalaze
se u izoelektricnoj tocki. Daljnjim dodavanjem hidroksilnih iona u otopinu dolazi do

disocijacije pozitivho nabijenih amino skupina te se proteini nalaze u obliku aniona.

Kako ukupni naboj proteinskih molekula ovisi o pH, tako je i topljivost proteina u izravnoj
ovisnosti o pH (Slika 1).

topljivost

Slika 1. Ovisnost topljivosti proteina o pH otopine (Strelec, 2013.)

U izoelektricnoj tocki, gdje protein djeluje prema van nenabijeno, topljivost proteina je
najmanja jer tada protein stvara najmanje vodikovih veza s molekulama vode, a
istovremeno se proteinske molekule tako orjentiraju da se pozitivhi naboj jedne
proteinske molekule spaja sa negativnim nabojem druge proteinske molekule,
pojaCavajuci elektrostatske interakcije izmedu proteinskin molekula. PoviSenjem ili
snizenjem pH povecava se topljivost proteina, tj. poveéava se broj pozitivno ili negativno
nabijenih potencijalnih mjesta za stvaranje vodikovih veza izmedu molekula vode i
proteinske molekule, §to nazivamo protein-otapalo interakcijama. Stovide, zbog istog
naboja na proteinima, elektrostatske interakcije izmedu proteinskih molekula postaju

odbojne, tj. slabe. Sve to uzrokuje poveéanu topljivost proteina. Naime, $to su jace
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interakcije izmedu proteina i otapala, a istovremeno slabije interakcije izmedu molekula
proteina, to je sama topljivost proteina vec¢a. Suprotno $to su jaCe interakcije izmedu
samih proteina (ionska interakcija), a slabije interakcije protein:otapalo, to je topljivost
proteina manja (Strelec, 2013.).

2.3. PROTEINI JECMA | KLASIFIKACIJA PREMA TOPLJIVOSTI

Jeam je Zitarica koja botanicki gledano pripada porodici trava Poaceae. Pripada glavnoj
skupini zitarica, koju uz je€am c¢ine pSenica, kukuruz, riza, proso, zob i raz (Koehler-

Wieser, 2013.). Je€am se uzgaja za potrebe u industriji piva i slada te kao sto€na hrana.

Glavninu kemijskog sastava je€ma Cine ugljikohidrati (oko 80%), gdje svojim udjelom
dominira Skrob (55-65%). Je€am sadrzi i malu koli¢inu proteina (8-15%) te jo§ manju
koli¢inu lipida (0,5-1,5%).

Prema Osborne-ovoj klasifikaciji (1895.), proteini je€ma se mogu razvrstati u 4 skupine

na osnovi njihove topljivosti:

¢ albumini — topljivi u vodi,

¢ globulini — netopljivi u Cistoj vodi, ali topljivi u otopinama soli,

e hordeini (prolamini) — topljivi u vodeno-alkoholnom mediju (60-70% etanola) uz
reducirajuci agens,

e glutelini — netopljivi u vodi, otopinama soli i u vodeno-alkoholnom mediju, ali
topljivi u razblazenim otopinama kiselina ili luzina (Strelec, 2004; Koehler-Wieser,
2013.).

Prema funkcionalnoj vaznosti vecina albumina i globulina ubraja se u skupinu
metaboli¢kih proteina, a hordeini (prolamini) i glutelini pripadaju skupini skladisnih

proteina.

Mali dio proteina ne pripada niti jednoj skupini Osbornove klasifikacije prema topljivosti
jer ostaje neotopljen zajedno sa Skrobom te tvori lipo-proteinske membrane (Koehler-
Wieser, 2013.).



2.4. SDS-PAGE

Elektroforeza je proces razdjeljivanja proteina pod djelovanjem elektricnog polja i to
prema molekulskoj masi, naboju, izoelektricnoj tocki ili kombinaciji nekih od ova ftri
svojstva. Naj¢eSce se provodi u poliakrilamidnim gelovima, koji sluze za razdjeljivanje
proteina molekulske mase izmedu 1 000 i 200 000, a rjede u agaroznim gelovima, koji

sluze za razdjeljivanje proteina molekulske mase veée od 200 000.
Postoji nekoliko metoda za razdjeljivanje proteina u poliakrilamidnim gelovima:

e poliakrilamid gel elektroforeza (PAGE) u nativhim uvjetima, koja sluzi za
razdjeljivanje proteina na osnovi njihova naboja i veli¢ine (molekulske mase),

e PAGE u prisustvu natrijevog dodecil-sulfata (SDS-PAGE), u kojem se proteini
razdjeljuju samo na osnovi veli¢ine (molekulske mase),

o |zoelektri¢no fokusiranje u poliakrilamidnom gelu (PAGE-IEF), kojim se razdjeljuju
proteini na osnovi njihove izoelektri¢ne tocke te,

o Dvodimenzionalna elektroforeza (2-DE), kojom se razdjeljuju proteini na oshovi
dva svojstva (molekulske mase i izoelektricne tocke) u dvije dimenzije (Strelec,
2004.).

SDS-PAGE elektroforetska je metoda razdjeljivanja proteina na temelju njihove veli¢ine
(molekulske mase) u poliakrilamidnom gelu u prisutnosti natrijeva dodecil-sulfata (SDS).
Natrijev dodecil-sulfat (SDS) je anionski deterdzent koji denaturira i razmata molekule
proteina u Stapicasti oblik i donosi veliki negativan naboj proteinskim molekulama vezudéi
se svojim hidrofobnim dijelom na hidrofobne ogranke proteina, i izlazuci svoj negativni dio
otopini. Pomoc¢u koli¢ine naboja koji se nalazi na razmotanoj proteinskoj molekuli saznaje
se molekulska masa proteina jer je koli¢ina naboja proporcionalna molekulskoj masi
(Strelec, 2009.).

Nakon zavrSetka elektroforeze (odjeljivanja) proteine je potrebno obojati jer inace
proteinske vrpce ne bi bile vidljive. Gelovi se bojaju Coomassie modrilom (Coomassie
Briliant Blue G-250 ili R-350) ili srebrom. Kada se razdijeljeni proteini u gelu obojaju
Coomassie modrilom, koji se vezu za aromatske i baziCne ogranke proteina, vidljivi su

kao tamnoplave vrpce (Strelec, 2009.).



3.MATERIJALI | METODE

3.1. ZADATAK RADA

Zadatak ovog rada bio je ispitati utjecaj pH ekstrakcije na raspored i intenzitet proteinskih
vrpci albumina i globulina tri sorte je€ma analizom elektroferograma dobivenih nakon

provedene poliakrilamid gel elektroforeze u prisutnosti natrijeva dodecil-sulfata.

3.2. UZORCI, KEMIKALIJE | REAGENSI

Ispitano je tri uzorka razli¢itin sorti jeCma (Scarlett, Prestige i Vanessa) iz zetve 2012.
godine. Akrilamid, bisakrilamid, niskomolekularni standardi proteina, Tris baza, natrijev
dodecil-sulfat (SDS), amonijev persulfat (APS), glicin i glicerol dobavljeni su od
proizvodada Pharmacia Biotech (Svedska). Kloridna kiselina i n-butanol dobavljeni su od
proizvodata Kemika Zagreb (Hrvatska), Bromphenol Blue od proizvodaca Merck
(Njemacka), a ditiotretitol (DTT) od proizvodaca Sigma (SAD).

3.3. EKSTRAKCIJA ALBUMINA | GLOBULINA JECMA

Brasno odredene sorte (1,5 g) pomijedano je sa 7,5 mL: a) hladnog Britton-Robinsonova
pufera odredenog pH (pH 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 te 11), b) Mili Q vode, c¢) 0,5 M NaCl ili je
d) provedena stupnjevita ekstrakcija u kojoj se u prvom koraku ekstrakcije koristila Milli Q
voda, a nakon odvajanja vodenog ekstrakta je preostali talog ekstrahiran pomoc¢u 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 tijekom 10 minuta. Dobiveni ekstrakti odvojeni su od taloga

dekantiranjem te koristeni za SDS-PAGE.



3.4. PRIPREMA UZORAKA ZA SDS-PAGE

U ekstrakte albumina i globulina jeéma (100 pL) dodano je 100 pL otopine za
denaturaciju proteina sastava: 125 mmol L™ Tris-HCI pH 6,8, 4 % (w/v) SDS, 20 % (v/Vv)
glicerol, 0,2 mol L DTT, 0,02 % (w/v) bromfenol modrilo. Pripremljena je otopina zatim
homogenizirana vorteksiranjem i izloZzena temperaturi od 100 °C u trajanju od 5 minuta u
termobloku, te su uzorci ohladeni na sobnu temperaturu i onda dodatno centrifugirani u
svrhu ukanjanja eventualno zaostalih aglomerata. Ovako pripremljeni supernatanti
koristeni su za SDS-PAGE.

3.5. SDS-PAGE ALBUMINA | GLOBULINA JECMA

3.5.1.PROVEDBA ELEKTROFOREZE

Razdvajanje proteina pomo¢u SDS-PAGE-a provedeno je vertikalnim sustavom za
elektroforezu — Hoefer SE 600 Ruby, s priredenim gelovima, dimenzija 160 x 180 x
1,5 mm, koji su se sastojali od 40 mm gela za sabijanje (5% T, 2,6 % C, 0,1 % (w/V)
SDS, 125 mmol L™ Tris-HCI pufer pH 6,8 ) i 140 mm gela za razdjeljivanje (10 % T,
2,6 % C, 0,1 % (w/v) SDS, 375 mmol L™ Tris-HCI pufer pH 8,9). Obradeni uzorci i
standardi proteina za odredivanje molekularne mase elektroforezom naneseni su u
utore gela (20 pL). Razdjeljivanje proteina provodeno je istovremeno u 2 gela uz
pufer za elektroforezu sastava: 25 mmol L™ Tris, 192 mmol L™ glicin, 0,1 % (w/v)
SDS, pH 8,3, pri 15°C, tijekom tri sata i Cetrdeset i pet minuta uz napon 600 V i
jakost struje 60 mA, odnosno dok je fronta boje bromfenol modrila stigla do ruba

ploce.

3.5.2.BOJANJE PROTEINA

Detekcija proteinskih vrpci provedena je pomodéu otopine boje Coomassie Brilliant
Blue R-350. Gel je prvo potoplien u 10% otopinu trikloroctene kiseline tijekom 45
minuta radi fiksiranja proteina u gelu, a potom su proteini bojani tijekom noc¢i u otopini
za bojanje. Otopina za bojanje pripremljena je mijeSanjem jednog dijela osnovne
otopine za bojanje s jednim dijelom 20% octene kiseline. Osnovna otopina za bojanje
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pripremljena je otapanjem jedne tablete PhastGel Blue R-350 u 80 mL destilirane
vode te mijeSanjem deset minuta nakon €ega je u otopinu dodano 120 mL metanola,

a otopina mijeSana 30 minuta.

Odbojavanje gela provedeno je pri +50°C u otopini za odbojavanje koja je sadrZavala
3 volumna udjela metanola, 1 volumni udio octene kiseline, te 6 volumnih udjela
destilirane vode. Postupak odbojavanja proveden je uz 3 izmjene otopine za
odbojavanje, odnosno dok nisu jasno uoCene tamnoplave proteinske vrpce u
bezbojnom gelu. Gel je prije dokumentiranja uronjen u 2-postotnu otopinu glicerola u

svrhu impregnacije.



4. REZULTATI | RASPRAVA

Kako je ve¢ navedeno, cilj je ovog zavrdnog rada bio ispitati utjecaj pH ekstrakcije na
raspored i intenzitet proteinskih vrpci albumina i globulina tri sorte je€ma analizom
elektroferograma dobivenih nakon provedene poliakrilamid gel elektroforeze u prisutnosti

natrijeva dodecil-sulfata.

4.1. UTJECAJ pH NA RASPORED PROTEINSKIH VRPCI
ALBUMINA | GLOBULINA JECMA PO PROVEDENOJ SDS-
PAGE

Razdjeljivanje albumina i globulina ispitivanih sorti jeéma provedeno je pomo¢u SDS-
PAGE, i to nanoSenjem istog volumena uzorka (20 pL) u utore gela. Na takav se nacin
moglo ustanoviti kolika se koli¢ina proteina ekstrahira pri toéno odredenom pH, kao i
ustanoviti koje se to proteinske vrpce ekstrahiraju pri toéno odredenom pH.

e . o . BTG oo 1

Mr/kDa

97

66

45

30

20,1

12 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 1415



Slika 2. SDS-PAGE albumina i globulina ekstrahiranih iz bradna je€ma sorte Scarlett. Linije 1, 2,
15 - niskomolekularni standardi proteina; Linije 3-14 (ekstrakti proteina); Linije 3-11 (ekstrakti
proteina u Brittom-Robinsonovom puferu, pH od 3 do 11), te linija 14 (ekstrakt proteina u Brittom-
Robinsonovom puferu, pH 3); Linijja 12 (albumini ekstrahirani Milli Q vodom); Linija 13
(albuminsko/globulinska frakcija ekstrahirana pomoéu 0,5 M NaCl);. Strelice pokazuju uolene
vizualne razlike topljivosti proteina ovisno o promjeni pH.

Na slici 2. vidljivo je da topljivost proteina sorte je€ma Scarlett raste s poviSenjem pH
(linifje 3-11) Sto se moze uoliti po poveéanom intenzitetu obojenja proteinskih vrpci
prisutnih pri svim pH vrijednostima, kao i po pojavi dodatnih proteinskih vrpci pri viSim pH
vrijednostima. 1zuzetak &ine proteinske vrpce molekulskih masa oko 21, 30 i 43 kDa, Ciji
se intenzitet promjenom pH ili ne mijenja ili slabo mijenja. Pri pH od 3 do 5 smanjena
topljivost proteina (linije 3-5) o€ito nije samo rezultat smanjenog intenziteta proteinskih
vrpci, nego i nedostatka proteinskih vrpci molekulske mase 97, 66 i 50 kDa. Sli¢an
nedostatak vrpci moze se uoditi i u slu¢aju albumina (linija 12) $to upucuje da se pri pH
vrijednostima od 3 do 5 ekstrahiraju prije svega albumini. Pri vis§im pH vrijednostima
pojavljuje se niz dodatnih proteinskih vrpci znatno jaCeg intenziteta (linije 7-11), a kada se
ove proteinske vrpce usporede sa albuminsko/globulinskom frakcijom ekstrahiranom
pomocu 0,5 M NacCl (linija 13), uoCava se vrlo velika sli¢nost §to navodi na zaklju¢ak da

se pri viSim pH vrijednostima ekstahiraju i albumini i globulini.

Gotovo identi¢an trend promjena intenziteta i prisutnosti proteinskih vrpci moze se uoditi i
u slu€aju albumina i globulina sorte Prestige (Slika 3), te sorte Vanessa (Slika 4). | kod
ove dvije sorte je snizena topljivost proteina u rasponu pH od 3 do 5, uoCava se
nedostatak istih proteinskih vrpci, te topljivost raste s poviSenjem pH. Isto tako se uoCava
da se proteini ekstrahirani pri pH od 3 do 5 (Slika 3, linije 3-5; Slika 4; linije 4-6) mogu
pripisati albuminima (Slika 3, linija 2; Slika 4, linija 2), dok se proteini ekstrahirani pri viS§im
pH vrijednostima (Slika 3, linije 7-11; Slika 4; linijje 8-12) mogu pripisati albuminsko-
globulinskoj frakciji (Slika 3, linija 13; Slika 4, linija 14).

Stovige usporedbom rasporeda proteinskih vrpci albumina (Slika 3, linija 2; Slika 4, linija
2) i globulina (Slika 3, linija 12; slika 4, linija 13), sa albuminsko globulinskom frakcijom
(Slika 3, linijja 13; Slika 4, linijja 14) moze se uocCiti da albuminsko/globulinska frakcija
sadrzi sve proteinske vrpce sadrzane u albuminima i globulinima, $to dodatno potvrduje

da se pri viS§im pH vrijednostima ekstrakcije ekstrahiraju albumini i globulini jema.
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Slika 3. SDS-PAGE albumina i globulina ekstrahiranih iz brasna je€ma sorte Prestige. Linije 1, 14,
15 - niskomolekularni standardi proteina; Linija 2 (albumini ekstrahirani Milli Q vodom); Linije 3-13
(ekstrakti proteina); Linije 3-11 (ekstrakti proteina u Brittom-Robinsonovom puferu, pH od 3 do 11);
Linija 12 (globulini ekstrahirani iz taloga pomocéu 0,5 M NaCl nakon ekstrakcije Milli Q vodom);
Linija 13 (albuminsko/globulinska frakcija ekstrahirana pomoc¢u 0,5 M NaCl). Strelice pokazuju
uoCene vizualne razlike topljivosti proteina ovisno o promjeni pH.
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Slika 4. SDS-PAGE albumina i globulina ekstrahiranih iz brasna je€ma sorte Vanessa. Linije 1, 15
-niskomolekularni standardi proteina; Linije 2, 3 (albumini ekstrahirani Milli Q vodom); Linije 4-14
(ekstrakti proteina); Linije 4-12 (ekstrakti proteina u Brittom-Robinsonovom puferu, pH od 3 do 11);
Linija 13 (globulini ekstrahirani iz taloga pomo¢u 0,5 M NaCl nakon ekstrakcije Milli Q vodom);
Linija 14 (albuminsko/globulinska frakcija ekstrahirana pomoc¢u 0,5 M NaCl). Strelice pokazuju
uocene vizualne razlike topljivosti proteina ovisno o promjeni pH.

Iz svega gore navedenog moze se zakljuciti da:

e topljivost proteina jeCma raste s povecanjem pH ekstrakcije,
e se prirasponu pH od 3 do 5 iz bradna jeCma ekstrahiraju albumini,

e se pri pH vrijednostima od 6-11 iz braSna je€ma ekstrahiraju albumini i globulini.
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5.ZAKLJUCCI

Na osnovi rezultata istrazivanja mogu se donijeti sljedeci zakljucci:

1. Topljivost proteina jeéma raste s poveéanjem pH ekstrakcije.

2. Urasponu pH od 3 do 5 iz brasna je€ma se ekstrahiraju albumini.

3. Urasponu pH od 6-11 iz braSna je€ma se ekstrahiraju albumini i globulini.
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