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요 약. 장광품종의 밀 gliadin 단백질을 정제하여 주 gliadin 단백질을 얻은 다음 이의 아미노산 

조성과 분자량 그리고 N-말단 및 C-말단 아미노산을 조사하여 본 결과

1. 주 gliadin 단백질의 아미 노산 조성 은 glutamic acid 의 함량이 가장 많았다.

2. 주 용liadin 단백질의 분자량은 60, 200 土200 이 었다.

,3. 주 gliadin 단백질의 N-말단 아미노산은 phenylalanine이 었고, C-말단 아미노산은 methionine 
或었다.

ABSTRACT. We have investigated for amino acid composition, molecular weight and terminal 
amino acid of the main gliadin protein which was purified by Sephadex column. The results were 
obtained as follows:

1. The highest content of amino acid was glutamic acid for the main gliadin protein.
2. The molecular weight was estimated 60,200士 200 for the main gliadin protein.
3. Identified N-terminal and C-terimnal amino acid of the main gliadin protein were phenylalanine 

and methionine, respectively.

서 론

전보1에 서 gliadin 과 glutenin 간의 아미 노산 

조성비는 대체로 사anine과 proline의 함량에서 

뚜렷한 차이를 보여 주었다. 그리고, gHadin 단 

백 질 은 Sephadex G-150 과 Sephadex A-25 

column 에 의하여 비교적 간단하게 그의 주 

gliadin 단백칠을 정제할 수 있었다. 본 실험은 

전보의 방법으로 주 gliadin 단백질을 정제한 다 

음 이의 분자량 측정과 N-말단 아미노산 및 C- 
말단 아미노산이 검출되었기에 이에 보고하고져 

한다.
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실 험

1. 시 약

(1) Potassium phthalate buffer (pH 6. 0): 0. IM 

monopotassium phthalate 용액 50 m2 오｝ 0.1 M 

수산화나트륨용액 45. 5 mZ 를 혼합하여 pH 6.0 
으로 조절한 다음 ?^r-amyl alcohol 200 mZ 로 24 
시간포화시켰다.

(2) Starch paper： 1 % 녹말용액을 거름종이 

(Whatman No. 1)에 바르고 40 °C 에 서 건조시 

킨 다음, 다시 그 위에 formamide 오卜 acetone 
(2： 7)의 혼합용액 을 발랐다.

(3) lodine-azide 용액 ： 0. 01 M 요오드용액 과 

0.5 M 요오드화칼륨용액 을 같은 양으로 혼합한 

다음, 다시 이 혼합용액과 같은 양의 0.5M 
sodium azide 용액을 가하였다.

(4) l-Fluoro-2, 4~dinitrobenzene (FDNB) 의 

정제 : Merk 제 일급시 약을 2mmHg 에서 감압증 

류하였다 (b.p 133 °C/2 mmHg).
(5) Pyridine 의 정 제 : Merk 제 일급시 약을 고 

체수산화칼륨을 넣은 데시케이터 중에서 24시간 

건조시킨 다음 116 °C 에서 증류하였다.

(6) Ethyl acetate 의 정제 : Fisher 제 일급시 약 

을 77 °C 에 서 증류하였다.

(7) Phenylisothiocyanate (PTC) 의 정 제 : Na- 
karai 제 일 급시 약을 12 mmHg 에 서 감압 증류하 

였다 (b. p 95 ° C/12 mmHg).
(8) Formamide의 정제 : Fisher제 일급시 약을 

1 mmHg 에 서 감압 증류하였다 (b. p 70. 5 °C/ 
1 mmHg).

(9) 무수 hydrazine 의 합성 : St^hler 의 방법 

에 의 하여 80 % hydrazine 수화물과 생석 회를 

구리제품의 플라스크에 넣은 다음 염화칼슘관을 

연결한 증류장치를 130〜180°C에서 증류하였다.

2. 시료조제

장광품종의 밀가루로부터 얻은 gliadin 단백질 

을 전보의1 방법으로 Sephadex column 에 의하 

여 정제하고 이로써 주 gliadin 단백질을 얻었다.

3. 아미노산의 분석
주 gliadin 단백질의 시료를 6N 염산으로 

에서 22시 간 가수분해한 다음 자동아미 노 

산 분석기 (Hitach KLA-3B)로 분석하였다.

4. 분자량 측정

Stokolsa3 의 SDS-polyacrylamide gel 전기 이 동 

법에 의하여 주 gliadin 단백질의 분자량을 결정 

하였다. 이때 polyacrylamide-gel -£• 0.1 Af so­
dium phosphate buffer (pH 7. 2) 중에 서 column 
(5X 100mm) 한개 당 6 mA 의 전류를 통하였고, 

표준물질 은 chymotrypsinogen (25, 700), ovalbu­
min (43, 000), leucine amino peptidase(53,000), 
serum albumin (68,000) 둥을 사용하였다.

5. N-말단 아미노산의 검출

(1) DNP법 妙8 : 주 gliadin 단백질 시 료에 FD 
NB를 가하여 DNP화를 시키고 여기에 다시 6 
N 염 산을 가하여 105 °C 에서 3 시 간 가수분해 

를 하였다. 이를 에테르로 추출하여 DNP-아미 

노산을 얻은 다음, Mill 장치 9로 정제하였다, 

Paperchromatography 는 potassium phthalate 
buffer (pH 6.0) 와 phosphate buffer (pH 6.0) 중 
에서 각각 전개시켰다.

(2) PTC 법 拘이6： 시 료에 ptc 를 가하여 PTC 
화를 시킨다음, 벤젠을 가하여 물충과 분리하여 

물충의 것을 건조시킨후 여기에 35 % 염산과 진 

한 acetic acid(l : 5)의 혼합용액을 가하고 실온 

에 서 16시 간 방치 하여 고리 화 시 켰다. 이 를 ethyl 
acetate로 추출하여 PTH-아미노산을 얻었다. 

PTH-아미 노산을 아세 톤에 녹여 starch paper 에 

일정량의 시료와 표준 PTH-아미노산을 점적한 

다음 formamide 로 포화시 킨 butyl acetate 용액 

중에서 전개시켰다. 그리고 iodine-azide 용액으 

로 처리하여 미지 PTH-아미노산의 위치를 확인 

하였다.

6. C-말단 아미노산의 검출

(1) Hydrazine 분해법 *이: 염화칼슘관이 부 

착된 증류장치의 플라스크 속에 주 gliadin 단백 

질의 시료와 무수 hydrazine을 넣고 100°C에서 

8시간 가열하였다. 이를 증류수에 녹이고 ben- 
zald사iyde 로 세척 한 다음 수용액충으로부터 C- 
말단아미노산을 얻었다. 그리고, 이 C-말단아 

미 노산의 일정 량에 FDNB (2 % sodium bicar­
bonate 함유)를 가한 다음, 실온에서 2시간 방 

치하였다. 이를 2N 염산으로 pH2.0에 맞추고
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ethyl acetate 로 추출하여 DNP-아미 노산을 얻 었 

다. 이 DNP-아미노산온 Mill 장치로 정제한 다 

음 먼저의 DNP법과 같이 paperchromatography 
를 행하였다.

(2) DNP-아미노산에서 자유아미노산의 전환: 

먼저의 hydrazine 분해법으로 전개된 DNP-아미 

노산을 증류수로 용출시켜 실온에서 진공 건조시 

켰다. 여기에 28% 암모니 아수를가하여 봉하고 

105%에서 2시간 가열하였다. 그리고 다시 

실온에서 진공 건조시킨 다음 증류수에 녹여 2N 
염산으로 pH2・0에 맞추었고 이어서 에테르로 

세척하여 자유아미노산올 얻었다. 이의 확인은 

일차원 paperchromatography 의해 전개한 다 

음 ninhydrin 으로 발색하여 표푼아미노산과 비 

교 확인하였다,
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Fig. 1. Determination of the molecular weight 

of purified main gliadin by compared with other 

known molecular weight of proteins.

결과 및 고찰

1. 주 Gliadin 단백질의 아미노산 조성. 

Table ]. 에 서 glutamic acid 는 ]丄 53 "mole 로 
가장 많고, lysine 은 0.36 “mole 로 가장 적다. 

주 gliadin 단백질의 아미노산조성비는 전보】의 

gliadin 단백질의 것과 비교하여 볼 때 대체로 

비슷하게 분포되어 있다.

2. 주 Gliadin 단백질의 분자량. Fig. 1에서 

표준물질과의 비교로 얻어진 주 gliadin 단백질 

의 분자량은 약 60,200士200이 다.

Table 1. Amino acid composition on the main 

protein in gliadin.

Amino acid
Amount 
(“ mole)

Amino acid
Amount

(卩 mole)

Lysine 0.36 Leucine 1. 85

Histidine 1.19 Glutamic Acid 11.53

Arginine 1.04 Aspartic Acid 0.64

Glycine 1.20 Proline 5.39

Alanine 1.15 Serine 0.97

Valine 0.96 Tyrosine 1.00

Methionine 1.15 Phenylalanine 0.73

Isoleucine 1.71 Cystine 0.12

Fig. 2. Determination of the N-terminal amino 

acid on a paper chromatography.

3. N-말단 아미노산과 C-말단 아미노산. 시 

료의 好값을 표준아미노산의 것들과 비교하고, 

이로서 얻은 결과는 Fig. 2와 Fig. 3와 같다.

Fi흥、2에서는 N-말단 아미노산이 phenylala- 
nine으로 확인되고, Fig. 3에서는 C-말단 아미 
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노산이 methionine 으로 확인된다.

Fig. 3. Determination of the C-terminal amino 

acid on a paper chromatography.
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