BUZALISZTEK ALBUMINFRAKCIOINAK
VIZSGALATA VEKONYRETEGU

POLIAKRILAMID GELBEN TORTENQ

‘IZOELEKTROMOS FOKUSZALASSAL

TOROK ATTILANE*

A bugzalisztek eltér8 siitSipari tulajdonsagai és a buzafehérje frakcidk ardnya,
illetve Osszetétele kozotti kapesolatot mar régdta kiterjedten vizsgaljak. Feltételezik
hogy a buzafehérjében jelenlevs albuminoknak jelentGs szerepiik van a lisztek ming-
ségbeli kiilonbozdségében [1]. Ezért szamos vizsgdlatot végeztek egyméstol eltérd
mindségii lisztek albuminfrakcidit illetGen. Megallapitast nyert, hogy az albumin
mennyiségének szazalékos aranya nincs korrelacidban a liszt mindségével [2]. Az al-
buminfrakciok keményitd gélelektroforézissel elSallitott képei. sem mutattak lenye-‘
ges eltérést egymastol [3].

Jelen munkdban killonbdzd buzalisztek albuminfrakcidit hasonlitjuk ossze, izo-
elektromos fokuszaldssal térténg elvalasztds, és komponenseik izoelektromos pont-
jainak meghatarozasa révén. Erre igen jo lehetoseget nyujt az izoelektromos fokusza-
14s vékonyrétegii poliakrilamid gélben torténd kivitelezése, mivel lehet8vé teszi a kii-
16nb6z8 mintak kozvetlen dsszehasonlitdsat. Ezen talmenSen a gélréteg feliiletén fel-
szinelektrédaval meghatarozott pH-gradiens segitségével az egyes komponensek izo-
elektromos pontjai megfelelS pontossaggal hatdrozhaték meg [4].

1. ANYAGOK, MODSZEREK

Albumin mintdk**

Penjamo-62 (mexikdi), Bezosztaja-1 (szovjet) és Tabori-66 (magyar) fajtiazonos
bizik Brabender Senior Quadrumat laboratoriumi Srléberendezéssel megSrolt liszt-
mintdib6l mddositott Osborne eljardssal [5] el@allitott albumin’ frakcwmak 1%- -08
desztillalt vizes oldatat alkalmaztuk.

A vizsgilandé albuminfrakci6k mellett egy-egy ismert 1zoelektromos ponta fe-
hérjeprepardtumot is alkalmaztunk, mint bels§ standardot [6], a gélben kialakuld
pH-gradiens ellendrzésére. Ezek a kovetkezdk: bovine albumm (pI 4,97), human
albumin (pI 5,15) 1%-os-oldat formajaban.

* Kémia Tanszék
** Az albumin mintakat Kovacs Erzsebet (Elelmnszenparl Féiskola, Kémia Tanszék) bo-
csatottaa vizsgalatokhoz rendelkezésemre.
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Vékony rétegii poliakrilamid gél készitése

A 2% hordozé amfolitot (,,Ampholine” LKB-Produkier, A. B., Sweden) tar-
talmazo, 5%-os poliakrilamid gélréteget a Labor MIM OE —210 tipusu gélelektro-
forézises késziilék 2020 cm-es rétegontd kiivettdjaban készitettiik riboflavin, mint
fotokatalizator jelenlétében. A géllapok készitéséhez 3— 10 pH tartoményti Ampho-
line-t alkalmazunk.

Izoelek tromos fokuszdldsi eljards .

~ Azizoelektromos fokuszalast gélelektroforézises késziilékben (Labor MIM OE-—
210), platinaelektrodok kozott végeztiik. Az anddteret 1%-os foszforsavval, a katod-
teret 1%-os etilén-diamin oldattal toltottilkk meg. Az Aramhidat Whatman 3 MM szfi-
r8papir réteggel alakitottuk ki. A vizsgalandé mintakat az anédos oldalon alkalmaz-
tuk., :

Az izoelektromos fokuszilast 220 V fesziiltség alkalmazasaval (40 mA kezdeti
aramer0sség) végeztiik, 4 °C-os térben. A fokuszalasi id6 18 éra volt.

A pH gradiens meghatarozasa

A pH-gradiens meghatarozasat azonnal a fokuszalds utdn vegeztuk kozvetleniil
a gél felszinén, lapos iivegmembrannal elltott, kombinalt felszinelektrodaval (Ra-
delkisz OP —801). A gélréteget mm-papirra helyezve a pH-t az andd és katdd kozotti
tdvolsag mentén cm-enként meghataroztuk, a gél hirom kiilé6nboz4 sdvjdban. Az azo-
nos tavolsdghoz tartoz6 pH értékek atlagolasdval kapott értéket az anddtdl vald ta-
volsag fiiggvényében abrazolva kaptuk a gélrétegben kialakult pH-gradienst. A pH-
gradiens an6dhoz viszonyitott helyzetét az alkalmazott bels6 standardok ismert izo-
elektromos pontjai alapjan korrigaltuk.

Fehérjefestés

Az elvalasztott fehérjesdvok fixaldsa, valamint az Ampholine komponenseinek
eltdvolitasa céljabdl 10%-os, majd 5%-os triklorecetsavval mostuk a géllapot szoba-
h8mérsékleten. A triklérecetsav eltavolitdsdt metanol:jégecet:viz=45:9:46 ardnyu
elegyének cserélésével végeztilk, pH ==4 kémhatas eléréséig. :

A fehérjefestést Coomassie Brilliant Blue R —250 0,05%-o0s, fenti oldoszerelegy-
ben valb oldatdval végeztiik, 2 6ran 4t. A hattér festékmentesitését ugyanazon oldé-
szerelegy cserélésével haJtottuk végre. A géllap eredeti méretét 7%-os ecetsav oldatba
helyezve allitottuk be :

Ertékelés
A megfestett fehérjesavok izoelektromos pontjait az andédtdl valo tavolsaguk
megmérésével a pH-gradlens alapjan allapitottuk meg.
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2. EREDMENYEK ES MEGBESZELES

Az izoelektromos fokuszalds utan meghatdrozott pH-gradiens' menete koézeli- -
t6leg linedris volt. Tobb lapon elvégzett izoelektromos fokuszalas egybevagd ered-
ménye szerint a kialakulé pH-gradiens tartomanya nem terjed ki az alkalmazott
Ampholine uvegen gyérilag feltiintetett tartomanyra (pH=23—10). Ez azonban nem
jelentett zavardé koriilményt, mivel az alkalmazott mmtak komponense1 a kialakult
pH-gradiens tartomanyén beliil helyezkedtek el.

Az értékelést az eredeti géllaprol végeztiik. A Penjamo — 62 mmtanal nyolc, a
Bezosztaja— 1 mintdn4l hidrom, a T4bori—66 mintdnal hat kiértékelhetS z6nat nyer-
tink. A z6ndk izoelektromos pontjait az 1. tdblazat tartalmazza. A tablazat harom
elvalasztdas eredményeinek Aatlagértékeit tunten fel, amelyek kozott az eltérés
40,06 pH egységen beliil volt. :

A kapott izoelektromos pont értékek alapjan megéllapithatjuk, hogy a hirom
albumin mintdban el6fordulnak azonos izoelektromos pontii komponensek, de
néhany f8 komponens, valamint a mikroheterogén zonak izoelektromos pontjai te-
kintetében a mmtak elternek

. TABLAZAT

Vekonyretegu poliakrilamid gélben izoelektromos fokuszdldssal meghatdrozott
izoelektromos pont (pl) atlagertekel\ 18 C®-on_

" Penjamo—62 buzaliszt Bezosztaja—1 buzaliszt Tabori—66 buzaliszt
albumin ) albumin albumin '
5,15 - 518 515
5,26 ' . :
5,30 ' ' 5,30
5,35 o . _
5,50 . 5,50
5,60 ’ _ ’ o v
6,00 - : : - 5,98
6,58 ) 6,55 : 6,55
7,55 . : -
7,70

Mindharom albumin mintat jellemzik az 5,15 és 5,30 kozétti, valamint a 6,55
koriili izoelektromos ponttal rendelkez6 komponensek. A Bezosztaja-1 buzaliszt
albuminjabdl az 5,5 és 6,0 izoelektromos pontﬁ savok, valamint a 6,55 feletti izoelek-
romos ponti komponensek ‘hiadnyoznak, mig a. masik két mintdban megtalalhatok.

A kapott eredmények alapjan megallapithatjuk, hogy a magas analitikai felol-

doképességgel rendelkez izoelektromos fokuszalds részletesebb képet ad a fehérje-
" mintakat alkoto komponensekr§l, mint egyéb mddszerek (pl. elektroforézis). Az
elvalasztott komponensek izoelektromos pontjaik altal tdrténé jellemzése ujabb
adatokat szolgaltat a. vizsgalt lisztmintdk fehérjéinek egzakt osszehasonlxtaséhoz,
ezaltal a tula_]donsagalk kozotti Osszefiiggések megismeréséhez. - ’
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STUDY OF ALBUMIN FRACTIONS OF WHEAT FLOURS BY
ISOELECTRIC FOCUSING IN THIN-LAYER POLYACRYLAMIDE GEL

E. Torok

The albumin fractions of various wheat flours are compared by separation by isoelectric fo-
<cusing, and by determination of the isoelectiric points of their components. Direct comparison with
the thin-layer technique shows that the albumin fractions studied are characterized by bands with
isoelectric points between 5.15 and 5.30 and at about 6.5, but the samples differ as regards the iso-
electric points of some main components and the microheterogeneous zones.

UNTERSUCHUNG DER ALBUMINFRAKTIONEN VON -
WEIZENMEHLSORTEN MITTELS ISOELEKTRISCHER
FOCUSSIERUNG IN DUNNSCHICHT- POLYAKRYLAMID GEL

E. Torck

Es werden die Albuminfraktionen verschiedener Weizenmehlsorten durch Trennung mittels:
isoelektrischer Focussierung und Bestimmung der isoelektrischen Punkte ihrer Komponenten verg-
lichen. Die mit Hilfe der Diinnschichttechnik durchgefiihrte direkte Verglechstellung zeigt, dass
die untersuchten Albuminfraktionen durch Banden mit einem isoelektrischen Punkt zwischen 5,15
und 5,30, sowie um 6,5 charakterisiert sind, dass aber hinsichtlich einiger Hauptkomponenten so-

“wie der 1soelektr1schen Punkte der mlkroheterogenen Zonen die Proben abweichen.

AHATU3 AJTbBBYMUHOBOU ®PAKIIU HIIiEHI/I‘IHOPI MVYKU
M302JIEKTPUYECKUM ®POKYCHUPOBAHUEM

E. Tepex

ABTOp CpPaBHHMBacT albOYMHHOBEE (pakUMH PA3IMYHBLIX COPTOB MIUCHHYHON MYKH HOCPen-
CTBOM Ppa3JIOXEHHS HA OTACNBHBIE KOMIIOHEHTH METOLOM HM303JIEKTPHYECKOTO GOKYCHPOBAHWA H
OIpegeNeHAs] U303JIEKTPAICCKOM TOYKM KOMIOHEHTOB. HemocpencTBeHHBIE CpDaBHEHMS, NPOBEACH-
Mble C TIPEMEHEHHEM TOHKOCHOMHOW TEXHWKM, MIOKA3BIBAIOT, YTO MCCIENYEMYIO aianOyMHHOBYIO
(pakEo XapaKTEPM3YrOT MOJIOCHI ¢ M303IEKTPUYECKON TOYKOM B mpepenax or 5,15 mo 5,39, a
TaKXKe IONOCHl ¢ H303JICKTPHYECKOH TOYKOM OKONO 6,5, HO B OTHOLIGHHW HECKOJIBKAX OCHOBHBIX
37IEMEHTOB, A TAKXE U30IIEKTPHYECKHX TOYEK MUKPOTETEPOTeHHBIX 30H UPOOHI Pa3THYHEI.
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