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Garbniki i biatka w nasionach ro$lin uprawnych

Tannins and proteins in the seeds of agricultural crops

M. MALICKA, A. WILIMOWSKA, W. MEJBAUM-KATZENELLENBOGEN

W tej pracy do oznaczania garbnikéw zastosowano kolorymetryczna mikro-
metod¢ opracowana przez Mejbaum-Katzenellenbogen 1 Kudrewicz-
-Hubicka (1966). Do oznaczania garbnikéw i polihydroksyfenoli zastosowano
odczynnik zawierajacy alun amonowo-zelazowy, steZzony roztwor mocznika i 0,1 M
moderator octanowy o pH 4,7. Wazna cecha nowej metody jest jej swoisto$¢, ogra-
niczona do fenoli wielofunkcyjnych. Ponadto odczynnik Zelazowo-amonowy po-
zwala odrézni¢ pochodne galusowe od katechinowych, poniewaz z pochodnymi
galusowymi daje on zabarwienie fioletowe, a z katechinowymi zielone. Autorki
wprowadzily do identyfikacji garbnikéw kazeing, zamiast trudno dostgpnego, do-
tychczas stosowanego proszku skornego. Wazna cecha nowej metody jest zastoso-
wanie do ekstrakcji garbnikow st¢zonego roztworu mocznika. Mocznik powoduje
dysocjacje nierozpuszczalnych komplekséw biatkowo-garbnikowych, umozliwiajac
rownoczesnie ekstrakcje garbnikow i bialek z materialu roslinnego.

Celem naszej pracy bylo scharakteryzowanie nasion niektérych gatunkéw
roslin uprawnych, poprzez oznaczenie zawartosci garbnikow i bialek, w wyciagach
wodnych 1 mocznikowych. Zalozono, Zze wyciagi mocznikowe powinny stwarzac
najkorzystniejsze warunki do badan bialek i garbnikéw w materiale roslinnym tak
bogatym w biatko, jak nasiona wigkszosci roslin uprawnych.

MATERIAL I METODY

Nasiona przechowywano w magazynie Instytutu Hodowli i Aklimatyzacji
Roslin we Wroctawiu, w wilgotnosci 40—60 9, przez okres oSmiu miesigcy od daty
zbioru. Tabela 1 podaje zawarto$¢ wody i zywotnos¢ badanych nasion. Nieodttusz-
czone nasiona rozdrabniano w miynku noZzowym. Ze sproszkowanego materialu
sporzadzono wyciagi do wody i 509, roztworu mocznika w stosunku 1 : 251 1 : 50.
Proby przygodnie mieszano i po godzinnej ekstrakcji w temperaturze pokojowej
wirowano, supernatant zlewano. Okrywy nasienne i poszczegdlne czgsci mlodej
siewki rozdrabniano przez ucieranie w mozdzierzu, wyciagi z tych czesci sporza-
dzano podobnie jak z calych nasion.
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Tabela 1 — Table 1
Zawartos¢ wody i Zywotnos¢ nasion
Water content and germination of seeds
Rodzina Gatunek Woda Kietkowanie
Family Species W:fler Germf:'?atlon
/O S0
i Trifolium repens 10,4 84,2
| Koniczyna biala
: Phaseolus vulgaris
Papilionaceae | Fasola zwykla
Motylkowe | varietas:
| ’Saxa’ 12,4 96,2
| Bronowicka’ 11,8 95,2
. "Voorluk’ 12,0 50,3
| "Ksigzniczka Holenderska’ 12,8 97,2
Crambe abyssinica 6,3 82,0
Cruciferae . I S (N
Krzyzowe Brassica napus 6,3 97,2
| Rzepak
Polygonaceae | Polygonum fagopyrum 13,2 99,0
Rdestowate ! Gryka Pulawska
Cannabinaceae ' Cannabis sativa . 8,4 73,2
Konopiowate | Konopie siewne
Solanaceae I Lycopersicum esculentum 9,6 89,7
Psiankowate I Pomidor uprawny i
Liliaceae - Allium porrum 11,3 ! 90,2
Liliowate [

Por

Polihydroksyfenole i garbniki oznaczano kolorymetrycznie odczynnikiem zela-
zowo-amonowym wg Mejbaum-Katzenellenbogen i Kudrewicz-Hubickie]
(1966). Garbniki stracano kazeina w pH 4,7.

Biatka oznaczano turbidymetryczng mikrometoda taninowa wg Mejbaum-
-Katzenellenbogen (1955). Wyciagi rozcienczano 0,99, NaCl lub 0,1 N NaOH,
tak aby stgzenie mocznika w probie nie przekraczato 19, a zawarto$¢ biatka
100 pg/ml.

Swiezo sporzadzone wyciagi wodne lub mocznikowe poddawano elektroforezie
na bibule Schleicher-Schiill 2043a, w 0,1 M moderatorze octanowym o pH 4,7.
Elektroforogramy wywolywano przez spryskiwanie odczynnikiem Zelazowo-amono-
wym, uzywanym w oznaczeniach ilosciowych. Za wzorce stuzyly: pentadwugaloi-
loglukoza (tanina chifska), oczyszczana wg Armitage (1961) z preparatéw handlo-
wych w pH 6,8, pirokatechina i pirogallol, oczyszczane przez sublimacje oraz
kwas galusowy cz.d.a. Wzorce przechowywane byly w eksykatorze nad H,SO4.



Garbniki i biatka w nasionach 311
WYNIKI

Nasiona przedstawicieli kilku rodzin systematycznych, a mianowicie: motylko-
wych, rdestowatych, krzyzowych, liliowatych, konopiowatych i psiankowatych
przebadano na zawarto$¢ biatka i garbnikéw, w wyciggach wodnych i moczniko-
wych. Wyniki zebrano w tabeli 2.

We wszystkich przypadkach do wody ekstrahowano mniej biatek i polihydro-
ksyfenoli niz do mocznika. Sa to przypuszczalnie polihydroksyfenole pozbawione
wlasnosci garbujacych, lub garbniki, ktore nie tworza z dang frakcja biatlkowa nie-
rozpuszezalnych kompleksow biatkowo-garbnikowych. Wyciagi mocznikowe zawie-
raja calo$¢ materiatu biatkowego. Biatka ekstrahujace si¢ do wody odpowiadaja
frakcji albuminowej. Zaleznie od ilosci bialka catkowitego mozemy podzieli¢ prze-
badane rosliny na trzy grupy: nisko, srednio i wysokobiatkowa. W grupie nisko-
biatkowej znalazty si¢ nasiona koniczyny bialej oraz gryki ‘Putawskiej’. Thuszczowe
nasiona katranu, rzepaku, konopi, nasiona pomidora i trzech odmian fasoli naleza
do nasion bogatych w biatko. Nasiona pora i fasoli odmiany ‘Ksigzniczka Holen-
derska’, okazaly si¢ materialem $redniobiatkowym.

Innym kryterium odrézniajacym przebadane nasiona od siebie jest zawartosc
albumin. Nasiona z rodziny motylkowych cechuje wysoki poziom albumin. Frakcja
albuminowa stanowi tu okoto 40—60% biatek. Rzepak 1 pomidor maja nasiona
o $redniej zawartosci albumin. W nasionach pozostalych przebadanych gatunkéw
frakcja albuminowa stanowi stosunkowo maly procent.

Garbnikéw nie oznaczono, nawet po odtluszczaniu i zwigkszaniu nawazki,
w nasionach ro$lin oleistych: katranu i rzepaku z rodziny krzyzowych oraz konopi
z konopiowatych. Do grupy tej naleza réwniez nasiona pomidora i dwoch odmian
fasoli — ‘Voorluk® i ‘Ksigzniczki Holenderskiej’. Odmiany garbnikowe fasoli maja
okrywy nasienne barwne, odmiany bezgarbnikowe maja okrywy biale.

W grupie nasion garbnikowych znalazly si¢ nasiona koniczyny bialej i fasoli —
odmiany ‘Saxa ’ i ‘Bronowicka’ z rodziny motylkowych oraz nasiona gryki z rodziny
rdestowatych. Por zawiera sladowe iloéci garbnikéw. Z nasion, u ktérych stwierdzono
garbniki, woda ekstrahuje si¢ przecigtnie 55—65%, materialu ekstrahujacego sig¢
mocznikiem. Na pierwszym miegjscu w tabeli 2 znalazly si¢ nasiona koniczyny bialej
zawierajace 1,85 %, materialu oznaczajacego si¢ odczynnikiem zelazowo-amonowym.
Kazeina dodana do wyciagéow wodnych z nasion koniczyny w stosunku 1 : 5 (garb-
nik : kazeiny), wytraca 909 materialu oznaczajacego si¢ odczynnikiem zelazowo-
-amonowym.

W celu okreslenia rozmieszczenia garbnikéw w nasieniu, wykonano badania
na obu odmianach garbnikowych fasoli. Wykazano, ze zarodek zawiera w liscieniach
sladowe ilosci garbnikow. Catosé materiatu oznaczajacego si¢ odczynnikiem Zelazo-
wo-amonowym zlokalizowana jest w okrywie nasiennej. Sa to garbniki katechinowe
1 galusowe gdyz z odczynnikiem Zelazowo-amonowym daja barwe mieszang nie-
biesko-zielona. Z danych przedstawionych w tabeli 3 wynika, ze okrywy obu od-
mian nie réznia si¢ zawartoscia garbnikow i bialek ekstrahujacych si¢ do mocznika
i wody. Mocznik ekstrahuje 3,7g garbnikow ze 100g okryw. Ekstrakcja woda daje
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Biatka i polihydroksyfenole w nasionach roslin uprawnych

Tabela 2 — Table 2

Proteins and polyhydroxyphenols in the seeds of agricultural plants

Biatka ekstrahujace si¢ do:
Proteins extracted with:

Polihydroksyfenole
ekstrahujace sie do:

Polyhydroxyphenols
extracted with:

Gatunek . — —
. mocznika | wody | mocznika | wody
Species |
water | water
‘ suchej masy | % suchej masy %
| of dry weight ‘ of dry weight
| gw0o0g | gooe |
Trifolium repens 6,35 65,8 . 1,17 63,2
| +0,92 +0,09
Polygonum fagopyrum 3,8 41,5 0,25 62,5
+0,35 +0,01
Phaseolus vulgaris 8,9 44,0 0,18 64,3
var. 'Bronowicka’ +0,83 +0,07
Phaseolus vulgaris 10,6 47,3 0,16 56,2
var. "Saxa’ +0,56 +0,02
Phaseolus vulgaris 9,3 46,0 0 —
var. 'Voorluk’ ' +0,82
Phaseolus vulgaris i 8,03 45,7 | 0 —
var. *Ksigzniczka Holenderska’ + 1,09 f
Allium porrum ‘ 2.9 17,4 | 0 —
| +0,23 ,
Crambe abyssinica ! 27 | 12,9 ! 0 -
i 02 |
= | ! —
Brassica napus [ 6,5 ! 32,2 0 —
+0,65 |
Lycopersicum esculentum 8,2 35,0 0 —-
+0,33
Cannabis sativa | 3,5 13,9 0 —
+0,33

Podane wyniki sa $rednia z dziesigciu oznaczen

The mean values of ten determinations were taken
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509 ilosci ekstrahujacej si¢ do mocznika. W okrywach steZenia bialek i garbnikow
sa prawie rowne, podczas gdy w calym nasieniu garbniki stanowia 1,3% w sto-
sunku do biatka. Frakcja albuminowa stanowi w okrywach fasoli odmiany Saxa
14,69, w okrywach odmiany ‘Bronowickiej” 189 bialka calkowitego. W calych

ot

nasionach frakcje te stanowily odpowiednio 53 i 449 biatka calkowitego.

Middle-start
srodek

Rys. 1. Elektroforeza bibutlowa garbnikow okryw
nasiennych fasoli

Paper electrophoresis of tannins from the seed
coats of beans A

A — wyciag, B — supernatant po wytraceniu garbnikow
kazeing, C — osad kazeinowo-garbnikowy po rozpuszczeniu
w moczniku, D — tanina chinska, E — pirokatechina 8
Elektroforeze przeprowadzono na bibule Schleicher — Schiill
2043a, w 0,1 M moderatorze octanowym o pH 4,7, przy
napigciu 200V, w czasie 4 godzin. Elektroforogramy wy-
wolywano odczynnikiem zelazowo-amonowym ¢
A — extract, B — supernatant after precipitation of the
tannins by casesine, C — cassine-tannins precipitate dissolved
in urea, D — chinese tannin, £ — pyrocatechin.

Elecirophoresis was carried out on Schleicher-Schiill paper b

2043a, in 0,1 M acetate buffer pH 4,7. Potential gradient

200V, 4 hours. The strips were stained with the
ferric.ammonium reagent. £

Ekstrakty wodne i mocznikowe z okryw nasiennych fasoli poddawano elektro-
forezie bibutowej w moderatorze octanowym o pH 4,7 przed i po wytraceniu garb-
nikéw kazeina. Okrywy nasienne obu odmian wykazuja obecnos¢ dwoch frakeji:
frakcji o ruchliwosdci pentadwugaloiloglukozy, ktéra stanowi 60%; i frakcji o ruchli-

Tabela 3 — Table 3

Bialka i garbniki okryw nasiennych garbnikowych odmian fasoli
Proteins and tannins in the seed coats of tannin cotaining beans

Biatka ekstrahujace sie do: Polihydroksyfenole ekstrahujace sig do:

Proteins extracted with: Polyhydroxyphenols extracted with:
Odmiana | mocznika Ir wody mocznika wody .
Variety | urea | water | urea water |
Swieze] masy ! % _ $wiezej masy I %
air dry weight [ air dry weight
g/100 g | g/100 g
‘Saxa’ 4,1 ‘ 0,6 14,6 3,7 ‘ 1,96 53
"Bronowicka’ 4,7 | 0,85 18,0 3,7 ‘ 1,5 4
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wosci pirokatechiny stanowiacej 409, — poddanego elektroforezie materiatu (ry-
sunek 1). Juz przy pigciokrotnym nadmiarze kazeiny w stosunku do garbnikéw,
wytraca si¢ catkowicie z wyciagéw wodnych frakcja o ruchliwodci taniny chinskie;.
W miare zwigkszania iloSci kazeiny wytraca sie rowniez frakcja o ruchliwosci piro-
katechiny.

W nastgpnym etapie pracy badano zachowanie si¢ fenoli wielofunkcyjnych
w czasie kietkowania nasion odmiany garbnikowej i bergarbnikowej fasoli. Stwier-
dzono, ze zawarto$¢ garbnikéw w okrywach nasiennych odmiany Saxa nie ulega
wyraznym zmianom w czasie kietkowania nasion. Wykazano natomiast, ze sub-
stancje oznaczajace si¢ odczynnikiem Zelazowo-amonowym pojawiaja si¢ w czasie
kietkowania zaréwno u bezgarbnikowych odmian fasoli (ksigzniczka Holenderska),
jak i u garbnikowych (Saxa). Sa to zwiazki o charakterze katechin, gdyz zabarwienie,
z odczynnikiem zelazowo-amonowym jest zielone. Najwigcej polihydroksyfenoli
edyz okoto 0,1% $wiezej masy zawieraja listki mlodej siewki. Korzonki i todyga
siewki nie zawieraja polihydroksyfenoli, nie zjawiaja si¢ one réwniez w okrywie
nasiennej nasion kietkujacych odmiany bezgarbnikowej.

DYSKUSJA

W tej pracy zerwano z tradycyjna metoda, jaka jest ekstrakcja garbnikow ace-
tonem i zastosowano roztwory mocznika. Ekstrakcja mocznikiem przebiega szybko
i z bardzo dobra wydajno$cia. Ma ona specjalne znaczenie analityczne, gdyz poz-
wala uzyska¢ material nadajacy si¢ do mikroanalitycznych oznaczen garbnikow,
nawet w obecnosci bialek. Roztwory mocznika w odréznieniu od acetonu stanowia
ponadto bardzo dobry rozpuszczalnik dla bialek stabo rozpuszczalnych w wodzie
i solach.

Dla lepszej charakterystyki badanych nasion zastosowano do ekstrakcji bialek
i garbnikdéw zaréwno roztwory mocznika jak i wode. Przekonano sig, Ze nasiona
roznia sie miedzy soba zawarto$cia bialek catkowitych, albumin i garbnikow, za-
leznie od jednostki systematycznej lub grupy uzytkowej, ktéra reprezentuja. Wspol-
na cecha dla nasion roélin oleistych jest brak garbnikow, duze stgZenie biatek i mala
procentowo zawarto$¢ albumin. Rodzina ro$lin motylkowych, za wyjatkiem odmian
fasoli z bezbarwnymi okrywami, posiada nasiona garbnikowe, o nizszej zawartosci
biatka w poréwnaniu do poprzedniej grupy. Biatka nasion rodziny motylkowych
charakteryzuja sie najwyzsza zawartoscia albumin, ktore stanowia 40609, bialek
catkowitych.

Garbniki w nasionach, jak to wykazano w przypadku nasion fasoli zlokalizo-
wane sa w okrywach nasiennych. Nierenstein (1934) podaje, Ze garbniki okryw
nasiennych sa uwazane za wydzielnicze, gdyz nie biora udzialu w metaboliZzmie
i towarzysza pigmentom. Pomimo, ze wykryto garbniki tylko w okrywach fasoli
o kolorowych lupinach, uwazamy ten poglad za dyskusyjny, gdyz stezenie garbni-
kéw w okrywie nasiennej doréwnuje stezeniu biatka. Mejbaum-Katzenellenbogen
(1959), twierdzi, ze garbniki tworza z biatkami trwate, nieodwracalne polaczenia,
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tylko wtedy, gdy wystepuja w stosunku do biatka w duzym nadmiarze, jak to ma
miejsce np. w korze drzew. Biatko wysycone garbnikiem ulega nieodwracalnym
zmianom i traci swoje wlasnosci biologiczne. Natomiast w przypadku, gdy stezenie
garbnika jest rowne lub mniejsze od ilosci biatka, jak to ma miejsce w nasionach,
garbniki tworza z biatkiem odwracalne, nierozpuszczalne kompleksy, ktore tatwo
dysocjuja wraz ze zmiana pH $rodowiska. Biatka w kompleksach tego typu z taning
zachowuja wlasnoséci biologiczne i fizykochemiczne.

Mozna wigc przypuszczac, ze garbniki petnia okreslone funkcje w nasieniu,
a ich rola jest uzasadniona biologicznie. Rola ta moZe polega¢ na ochronie bialek
biologicznie czynnych, przed szkodliwymi czynnikami otoczenia. Znane whasnosci
antyseptyczne garbnikow potwierdza fakt, Zze nasiona garbnikowych odmian fasoli
nie wykazaly nawet $ladu zaatakowania przez szkodnika, oraz zachowaly dobra
zywotno$¢, nawet po dlugim okresie przechowywania w magazynie. W tym samym
czasie nasiona odmian bergabnikowych fasoli zostaly zaatakowane przez stron-
kowca Bruhus obtectus i stracity zywotnosc.

Nierenstein (1934) podaje, ze wg. Sachsa garbniki w nasionach pojawiaja si¢
w czasie kietkowania. W naszej pracy potwierdzono obserwacje Sachsa. Garbniki
istotnie pojawiaja si¢ w czasie kietkowania nasion fasoli, zaréwno u odmiany garb-
nikowej jak i bezgarbnikowej. Najwigcej garbnikéw zawieraja pierwsze listki
miodej siewki. Sa to wylacznie garbniki katechinowe, ktére z odczynnikiem Zzela-
zowo-amonowym daja zabarwienie zielone. W czasie kietkowania ulegaja zniszcze-
niu wraz z okrywa nasienna garbniki okryw, pojawiaja si¢ natomiast garbniki
w poszczegolnych czesciach miodej siewki. By¢ moze obecnos¢ odpowiedniej ilosci
garbnikéw w okrywie nasiennej jest rownoznaczna ze zdolnoscig nasion do kiel-
kowania, czyli ich dojrzatoscia.

Serdecznie dzigkujemy Pani mgr Janinie Schneider i wspolpracownikom Zakladu Biologii
i Przechowalnictwa Nasion, za udostgpnienic nam materialu oraz wykonanie analiz zawartosci
wody i zywotnosci nasion.
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SUMMARY

In this paper new colorimetric micromethod for determination of tannin was applied. This
method is very useful for the estimation of even small amounts of tannin in a presence of protein.

The protein and tannin content in seeds of various agricultural crops was studied. Water and
urea were used for the extraction of tannin and protein from plant material.

It has been shown that the protein and tannin content in the examined plants depends on
their respective position in the systematic groups. Tannins in the seeds of beans were found to be
present in their coats. It was found that tannins appeared during the germination period, in
all of the investigated bean seeds.

Tannins from the seed coats of beans were isolated and identified by means of paper elec-
trophoresis.
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