BUZALISZTEK OSBORNE SZERINT ELVALASZTOTT
FEHERJE FRAKCIOINAK MEGHATAROZASA
FOTOMETRL&S MODSZERREL

DR. KOVACS ERZSEBET*

A btizafehérjéket 1907-ben Osborne a kovetkezs csoportokba sorolta: vizoldé-
kony albuminok, séoldékony globulinok, alkohololdékony gliadinok és ligoldékony
gluteninek (1). A lisztfehérjék eltérd oldékonysdgan alapuld Osborne szerinti frakcio-
naldst alkalmazzak az agrotechnikai valtozdsok blizamingségre gyakorolt hatdsanak
vizsgdlatéira (2). A frakcidk mennyiségi meghatdrozdsa az elvdlasztast koveti Kjeldahl
madszerrel torténik.

A fehérjefrakcidk mennyiségének meghatarozasara a Kjeldahl eljirds mellett al-
kalmasak a fotometridseljardsok. Noll, Simmords és Bushuk alkalmaztdk el8szor a bi-
uret modszert az 4ltaluk médositott formédban (3). Minden egyes frakcié szinarnyala-
taban kiilénbség mutatkozott, amelyet Johnson és Craney valamint Misra és munka-
tarsai is észleltek (4,5). Williams vizsgélatai szerint a biuret eljaras sordn keletkez8
réz-fehérje keldtkomplex ibolya szinének abszorpcids maximuma 550 nm-nél van, fiig-
getleniil a bizafajtatol (6). Stegemann szintén fehérjék mennyiségi meghatarozasara
alkalmazta a biuret mddszert natriumdodecyl-szulfat jelenlétében (7). A bazafehérjék
meghatdrozasinal a buza egyik legfontosabb komponense a keményit6 az, amely za-
varja a biuret meghatarozast (8). Igy a frakcidk elkiilonitésénél 1ényeges, hogy a cen-
rifugalds milyen fordulatszdmon torténik. A kiilonbdzs fehériefrakcidkra a N-tarta-
lom és extinkcié Osszefiiggés linedris, a regresszids egyenes konstansai a frakcidkra
szignifikdnsan véltoznak, a fajtira viszont nem mutatnak szignifikdns valtozast (9).

A kisérletek sordn az volt a célunk, hogy a buzafehérjék Osborne szerinti frakci6i
meghatdrozdsara a biuret eljardst alkalmazzuk, valamint vizsgalataink eredményeit
a Kjeldahl eljardssal vessiik Ossze.

1. ANYAGOK ES MODSZEREK

A vizsgilatokhoz a Jubilejnaja 50 fajtaazonos buzabél késziilt lisztet ( Gabona-
termesztési Kutaté Intézet Szeged) hasznaltuk. Az Osborne frakcionalast és a K jeldahl
eljarast irodalom szerint végeztiik (9.) A frakciondlas soran a viz és s6oldékony frak-
ciét k6zosen 1 molos NaCl-dal oldottuk ki. A frakciondlds vazlatat az 1. 4bra mutatja.
Az oldott fehérjefrakciokat hasznaltuk fel a biuret eljarashoz, illetve a roncsolashoz.
A frakcionélds maradékat minden esetben roncsoldssal hataroztuk meg.

* Kémia Osztaly
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2‘.

10 g liszt 1 Ora rizatés* 50,00 cm?
25 cm?® IM NaCl centrifugdlas** sooldékony frakcié
keményitd kimosas
apritott sikér (20 g-bdl) 2 Ora razatas*
25cm® 70% C,H,OH | centrifugdlis**
50,00 cm?
gliadin frakcid
maradék 1 Ora rizatas*
20 cm® 70% C,H,OH centrifugdlas**
apritott maradék 2 Ora razatas* 100,00 cm®
25 cm?® 0,2% KOH centrifugalas** glutenin frakcio

* Labor MIM egyetemes razogép
** Janetzki T30 centrifuga, 6000 ford/perc, 30 perc

1. bra. A frakcionalas menete
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2. dbra. A kiilonbo6zd blzafehérie-frakciok regresszids egyenesei
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2. FEHERJE MEGHATAROZASOK

Biuret eljards: 0,00—2,00 cm®-es fehérjeoldathoz hozzdadunk 1,00 cm® 1 n NaOH
és 2,00 cm® biuret reagenst. 30 perc varakozasi id6 utan mérjiik az extinkciét 550 nm-
en. A méréseket PYE UNICAM SP 8 100 spektrofotométerrel végeztiik, 10 mm-es
kvarckiivettak alkalmazdsaval. (Biuret reagens: 400 cm? 9,2 n NaOH oldatban felol-
dunk 9,00 g kalium ndtrium-tartaratot, azutdn 3,00 g CuSO,. 5 H,O-t 5,00 g kdlium-
joidot. A kapott oldatot 0,2 n NaOH-dal 1000 cm3-re toltjiik fel.)

Az egyes frakcidkra felvett regresszios egyeneseket az 1. 4bra mutatja be.

A regresszids egyenesek egyenletei:

so6oldékony-frakciéra : y = 0,229x+ 0,063
gliadin-frakciéra ¢ y = 0,208x+ 0,035
glutenin-frakciéra 1y = 0,211x 40,064,

ahol y jelenti extinkci6t 500 nm-en, x pedig N-tartalmat, mg-ban.

3. KJELDAHL ELJARAS:

A fehérjeoldatok megfelelé 10—20 cm®-es részleteit €s a frakcionalas maradékat
elroncsoljuk és desztillalassal hatirozzuk meg a N-tartalmat, amelybgl a fehérjetartal-
mat 5,70-es szorz4ssal kapjuk meg.

'

4. EREDMENYEK ES ERTEKELESUK

A Jubilejnaja 50 buizaliszten elvégzett mérések és szimoldsok alapjan az alabbi
megallapitasokat tehetjiik :

A mdédositott Osborne szerinti frakcidk meghatarozisira alkalmas a frakcidk
biuret reakcidval torténd fotometrids meghatarozésa. Az egyes frakcidkra a N-tarta-
lom és az extinkci6 Gsszefiiggés linedris, de csak egy adott frakcié mennyiségi értékelé-
sére hasznalhato. Igy a médszer alkalmazasa elétt el kell késziteni az egyes frakcidk
regresszids egyeneseinek egyenletét.

Az egyes frakciok esetében az F probdk szidmitasai alapjdn éllapithatd, hogy
P=1 % szinten az Fo, < Fapizay (10,4). Igy minden frakcid viszonylatdban a méd-
szerek szdérdsa kézott nines szignifikans kiilonbség, osszemérhetdek a szérasok. A 1-
probéak alapjin lathatd, hogy ugyancsak P=1% szinten f.sn <lyuiabeli> €2 2zt jel-
enti, hogy a mddszer nem befolydsolja a fehérjetartalom értékeit.

Megallapithat6 tovabba az, hogy az egyes frakcidk esetében mindig a Kjeldahi
eljdrdssal kapott értékek a kisebbek a fotometridhoz viszonyitva. Ennek oka val6szi-
niileg a Kjeldahl eljards bonyolultsagaban, illetve tobb hibaforrdsiban keresendd,
szemben a biuret eljardssal. A fotometrids és Kjeldahl eljardsok kozotti differencia
frakciok dsszegeiben ez atlagosan 8,28 %-os jelent.
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1. TABLAZAT

Jubilejnaja 50 biizaliszt Osborne frakcidinak mennyisége Kjeldahl- és forometrids eljdrdssal

1 Molos NaCl Lo .. . .,
. < Gliadin-frakcio* Glutenin-frakcio*
Sor- oldékony frakcio* Maradék
szam Kjeldahl
. Fotomet- . Fotomet- . Fotomet-
Kjeldahl ria Kjeldahl ria Kjeldahl ria
1. 12,34 13,46 21,72 25,59 44,48 48,08 5,61
2. 12,36 13,36 21,69 25,59 44,52 47,50 5,90
3. 12,71 13,63 22,16 26,16 41,26 45,25 8,02
4, 13,00 13,36 22,43 26,16 42,30 46,10 7,50
5. 10,11 12,42 23,04 27,16 42,88 44,99 7,31
6. 12,34 12,25 23,04 27,32 45,70 51,20 7,31
7. 10,31 13,89 21,52 24,21 44,87 51,19 7,25
8. 12,34 13,89 21,63 24,50 46,68 48,12 7,62
9. 9,91 13,20 22,50 - 25,80 44,60 47,12 6,50
10. 10,31 12,71 22,80 26,10 45,02 47,90 6,90
11. 9,71 13,17 24,52 27,02 43,20 45,80 7,30
12. 10,58 13,82 24,30 26,16 42,80 44,50 8,02
13. 9,71 12,84 23,50 25,70 43,70 45,20 6,50
14. 11,20 12,32 23,90 26,80 46,68 48,50 7,02
15. 9,91 13,04 24,00 25,80 43,20 45,20 7,70
x 11,12 13,15 22,86 26,12 44,12 47,11 7,09
* a liszt fehérjetartalom %-dban.
2. TABLAZAT
Jubilejnaja 50 biiza Osborne frakciéi Kjeldahl és biuret médszerrel torténd
meghatdrozdsndl a szérdsok, F- és t-proba értékei
F, F ¢ t
' Szords Atlag szorésa szdm. B tabl. szdm. tébl.
Mobdszer — —~ Fozbm = fszam
és frakcié  |gp= W—"‘ —X sp— V("‘ —%) SD} (x: = x;)
n—1 nin—1 = P=1% |= P=1
(n—1) D1 = %
Sooldékony-
frakcié
Kjeldahl 1,2421 0,3207 3,54<13,56 3,98<4,07
Fotometrias 0,6600 0,1704
Gliadin-frakcié
Kjeldahl 0,9621 0,2484 1,17<3,56 4,02<4,07
Fotometrids 0,8869 0,2290
Glutenin-frakcio
Kjeldahl 1,5615 0,4031 1,81<3,56 4,03 <4,07
Fotometrias 2,1187 0,4031
. SD?+ SDt
si= =5
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PHOTOMETRIC DETERMINATION OF WHEAT FLOUR PROTEIN FRACTIONS
SEPARATED BY THE PROCEDURE OF OSBORNE

Dr. Erzsébet Kovdcs

The proteins of Jubileynaya 50 wheat flour were fractionated by the procedure of Osborne. The
biuret technique was used for quantitative determination of the individual fractions. The equations
of the regression lines for the salt-soluble, alcohol-soluble and base-soluble pure fractions are given
for evaluation. For purposes of comparison, the protein contents of the fractions were measured
with a micro-Kjeldahl procedure. The comparative measurements demonstrated the applicability of
the biuret procedure by means of F- and #-test calculations.

DIE BESTIMMUNG DER, NACH OSBORNE SEPARIERTEN EIWEISSFRAKTIONEN
DES WEIZENMEHLS MIT FOTOMETRISCHER METHODE

Dr. Erzsébet Kovdcs

Das Eiweiss des Weizennehls ,,Jubilejnaja 50’ wurde von der Verfasserin nach Osborne frakti-
oniert. Das Biuret-Verfahren wurde zur quantitativen Bestimmung der einzelnen Fraktionen ver-
wendet. Zur Auswertung werden die Gleichungen der Regressionsgeraden der in Salz,-Alkohol- und
Lauge 18sbaren reinen Fraktionen angegeben. Zwecks des Vergleiches wurde der Eiweissgehalt der
Fraktionen mit Mikro-Kjeldahl-Verfaren gemessen. Die Verwendbarkeit des Biuret-Verfahrens wird
durch die Rechnung der ,,F”’- und ,,#”’- Proben bei den Vergleichsmessungen nachgewiesen.

OIPEJIEJIEHUE ®PAKLWI BEJKA IMTMEHUYHON MYKH,
OTOBPAHHbBIX 10 METOAY OSBORNE ®OTOMETPUYECKHM
METOLOM

0-p Dpucebem Koeau

ABTOp HpoBOIHT (GPaKLUHOHANBHOCTE beska muenmyHoN Myku (FOGmieiinas—S50) no metony
Osbornee. TIpn XONMYECTBEHHOM OINPEAETICHAM HEKOTOPHIX (paKuMi OH IpHMEHAET MeTon Ouy-
peta. /s ONEHKHM IAIOTCA YPABHEHHS PEIPECCHBHBIX NPSMBIX YHMCTBIX (hpaKuyii, pacTBOpPAEMBIX B
COJIH, aJKoJorJie ¥ mweno4r. C HelIbIo COMOCTaBIIEHU cofiepxanue Oenka ¢pakuuit aBTOp onpenesis-
€T ¢ IOMOIIBIO MeToaa MUKpO-Kbennans, 13 conocTaBuTeNIbAbIX H3MEPEHUil BEIMACIICHHEM MPOOHI
F u t aBTOp nOATBEpXAaeT NPUMEHEMOCTD METOJa OrypeTa.
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