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AESTIVUM ORLEMENY KIMUTATASARA

PALLAGINE DR. BANKFALVI EMESE*

Az ut6bbi években szdmos kozlemény jelent meg a durum Srleményekhez ada-
golt aestivum Srlemény kimutatisdnak és mennyiségi meghatarozasinak lehetSségei-
rél. A két buzafaj megkiilonboztetésére az elektroforetikus modszer eredményesen al- .
kalmazhato. A hexaploid és tetraploid buzak genetikailag meghatarozott, eltérs fehér-
je Osszetételérdl elektroforetikus elvalasztdsokkal jol értékelhets, szemléletes képet
nyerhetiink. '

CUBADDA 1972-ben egy poliakrilamid disc elektroforetikus mddszert irt le,
mellyel 2%, 7%, 10%, 15% és 25% aestivum adalék kimutatasat oldotta meg durum
darakbdl. Vizsgilataihoz 7,5%-0s gélkoncentraciét alkalmazott. Nem a teljes s6oldé-
kony frakci6t vizsgalta, hanem annak egy specilisan elkiilonitett részét, a 0,13 mol
MgSO, oldatban 6,1 pH-nal old6dé albuminokat. Igy a meghatarozist nem zavarta
a teljes extraktumban el8forduld fehérje' frakcidk nagy szdma, amelyek kozott
sok a hasonld elektroforetikus mozgékonysagu, ami a kiértékelést jelentGsen meg-
neheziti.

Kisérleti munkank soran elGszor CUBADDA mdédszerét probaltuk reprodukal-
ni. Ezt k6vetSen olyan eljarast dolgoztunk ki, mellyel a két buzafaj megkiilonbozteté-
se sikérfehérjéik eltérd polipeptidlanc sszetételének kimutatdsa alapjin torténik.

1. Vizsgélati anyagok : GK-Minafet durum biza
Jubilejnaja 50 aestivum biiza

A buzamintak apritdsit QC—107 Univerzalis apritén végeztiik, 600—700 p ré-
szecskeméretig. Ezutan 5%, 10%, 15%, 20% aestivum Srleményt tartalmazé keveré-
keket allitottunk Gssze. 50—50 g keveréket készitettiink, a keverékeket d6rzsmozsar-
ban homogenizaltuk.

2. VIZSGALATI MODSZEREK
2.1. Albumin frakcick elédllitdsa
A vizsgalandé mintakbdl 8—8 g-ot tdramérlegen lemértiink és 50,0 cm3 0,13 mo-
los MgSO, oldatot adtunk hozz4, majd 1 6ran keresztiil magneses kever8vel kevertiik.
Ezutan 20 percig centrifugaltuk 3500 ford./perc fordulatszimmal. A feliiliszé fazis
tartalmazta az albuminokat, a maradék a sikérfehérjét és a keményitSt. A feliiltiszo
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pH-jat 6,1-re allitottuk be, majd annyi (NH,),SO,-et adtunk hozza, hogy az oldat
koncentracidja (NH,),SO,-re 1,2 mol legyen. Ezutan hiitészekrényben +4 °C-on 12
orén keresztiil 4llni hagytuk. Az albumin frakcié csapadék formajiban elkiiloniilt.
A csapadékos oldatot 4500 ford./perc fordulattal 20 percig centrifugéltuk. A feliilisz6
fazist elontottiik.

Az albumin frakciét jraoldassal és dializissel tisztitottuk, majd liofileztiik.. Az
igy nyert fehérjébél 5 mg-ot oldottunk 1cm3 2% f-merkaptoetanolt és 2,5% SDS-t
(natrium-dodecil-szulfét) tartalmazé pH 8,3-as trisz-glicin pufferben.

2.2. Sikérfehérje frakcick elddllitasa

A vizsgaland6 mintakbol 20—20 g-ot tdramérlegen kimértiik és 10 cm® csapviz-
zel porceldn mozsarban tésztadvéa gyurtuk. 30 percen keresztiil vizes f6z8pohdrral leta-
karva pihentettiik, majd csapvizzel keményitémentesre mostuk. Az igy nyert sikér-
csomadbdl a vizet kinyomkodtuk, majd 50 mg-os részletét 3,0 cm® 2%-os S-merkap-
toetanol és 2,5% SDS tartalmu elektrédpufferben oldottuk.

2.3. Poliakrilamid gélelektroforézis

A natrium-dedocil-szulfatos poliakrilamid gélelektroforazist LAEMMLI (1970)
szerint végeztiik, pH 8,3-as trisz-glicin pufferben 10%-os gélkoncentraciéval.
2 mm vastagsagi 10X 14 cm-es méretii géllapokat készitettiink. Egy minta helyre
20 pl fehérjeoldatot vittiink fel. Az elektroforézist vertikalis lapelektroforézis késziilék-
ben 50 mA-en 14 6rdn keresztiil végeztiikk. Az elvalasztott fehérjezénikat a géllap
12%-os triklérecetsavba meritésével rogzitettiik, majd Comassie-Brillant-Blue G—250
szinezékkel festettiik.

3. EREDMENYEK ES ERTEKELESUK

Az 1. 4bran bemutatjuk az aestivum és durum &rleményekbél és keverékekbsl
nyert albumin frakcidk gélképét. A tisztitott, redukalt albumin frakcidk sok eltérg
mozgékonysagu polipeptidldncot tartalmaznak és csak egy olyan polipeptidlancot
tudtunk kimutatni, amely az aestivum minta jellemzd és a durum Srlemény nem tar-
talmazza. A képen jol 1athatd, hogy ez az (E)-vel jelolt zéna szinintenzitisa az aesti-
vum tartalom novelésével novekszik.

A 2. abran bemutatjuk az aestivum és durum Srlemény sikérjének natrium-dode-
cil-szulfatos poliakrilamid gélelektroforézisének gélképét (a kép jobb szélénismert mo-
lekulatomegii standardok képe l4thato). A két fajta redukalt sikérfehérjéinek polipep-
tidlanc Gsszetétele jelentds eltéréseket mutat. Az aestivum minta képén 1, 4, 5-tel je-
161t polipeptidlancokkal egyez mozgékonysdgu z6na a durum mintidbdl nem mutat-
hatd ki. Igy ezek megjelenése esetén a durum O&rleményhez kevert aestivum 6rle-
mény jelenlétére kovetkeztethetiink.

A 3. abrdn bemutatott 5%, 10%, 15% és20% aestivamot tartalmazé durum Sr-
lemények sikérjébdl az 1. és 4-gyel jelolt aestivum buzira jellemzd polipeptidlanc jol
kimutathatd, az 5. csak a nagyobb aestivum tartalmi mintakbdl.
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Ha géllapra felvitt minta mennyiségét kétszeresére noveltiik (20 pl helyett 40 pl-t
vittiink fel) az azonositdshoz hasznélhat6 z6ndk kimutathatdsdga javult, és az 5. jel-
zésili z6na is észlelhetd mar az 5% aestivum tartalom esetén is.

Eredményeink alapjan a SDS-PAGE mddszert hasznédlhaténak taldltuk durum
Srlemények aestivum adalék kimutatdsira. A tovabbiakban szeretnénk a modszert
ugy finomitani, hogy 5 %-nal kevesebb aestivum lisztet tartalmazé durum Srlemények
vizsgélatara is hasznélhaté legyen.

1. gbra. Durum és aestivum Srlemények és keverékeik albumin frakcioi SDS-PAGE elvalasztasinak
gélképei
(balrdl jobbra: durum O&rlemény, aestivum &rlemény 5%, 10%, 15%, 20% aestivum tartalmu
keverékkel)

A sikérfehérjék gélelektroforézises vizsgalata gyorsabban és kevésbé munkaigé-
nyes mint az albumin frakcié vizsgalata. Ezen tilmenden a sikérfehérjék elvlasztasa
soran tobb olyan polipeptidlanc mutathat6 ki, amely az aestivum biza jelenlétét bi-
zonyitja. Ezek a gélképek denzitometralds utdn alkalmasak lehetnek a keverékek aes-
tivum tartalménak j6 kozelitéssel torténd becslésére.
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2. dbra. Triticum durum (B) és triticum aestivum (A4)
buzalisztek sikérfehérjéinek SDS-PAGE elvalasztasa

3. dbra. Durum ¢s aestivum 6rlemények és keverékek sikérfehérjéinek SDS-PAGE elvalasztasanak
elektroferogramja
(balrdl jobbra: durum Orlemény, aestivum Orlemény, 5%, 10%, 15%, 20% aestivum tartalma
keverékek)
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ATTEMPTS TO DETECT AESTIVUM MILLINGS AS AN ADDITIVE
IN DURUM MILLINGS

Dr. Emese Bdnkfalvi-Pallagi

Hexaploid and tertaploid wheats have different genetically determined protein compositions.
It is therefore possible to differentiate these two wheat species by gel-electrophoret ¢ study of their
protein compositions.

SDS-PAGE separation was carried out on the albumin and gluten protein fractions of durum
millings containing 5, 10, 15 or 20% aestivum millings.

The durum and aestivum wheats can be differentiated on the basis of the resulting gel pictures,
and the aestivum contents of the mixtures can be detected and estimated. Gel-electrophoretic study
of the gluten proteins is more advantageous than study of the albumin fractions from the aspects
of both time requirements and reproducibility.

VERSUCHE ZUM NACHWEIS DES AESTIVUM-MAHLPRODUKTES
BEI DEN DURUMMAHLPRODUKTEN

Dr. Emese Bénkfalvi-Pallaginé

Die genetisch bestimmte Eiweisszusammensetzung der Hexaploid- und Tetraploidweizenarten
ist verschieden. Eben darum konnen die zwei Weizenarten durch gelelektroforesische Untersuchung
von einander unterschieden werden.

Im Laufe unserer Untersuchungen fiihrten wir die SDS-PAGE Separation mit Hilfe der Albu-
min- und Klebereiweissfrantionen der Durummahlprodukte durch, die 5, 10, 15, 20% Aestivummahl-
produkte enthalten.

Auf Grund der erhaltenen Gelbilder sind die Durum- und Aestivumweizen zu unterscheiden,
der Aestivumgehalt der Mischung ist nachweisbar und schitzbar. Die gelelektroforesische Unter-
suchung des Klebereiweisses ist in Anbetracht sowohl der Zeitdauer als auch der Reproduktions-
moglichkeit vorteilhafter als die Untersuchung der Albuminfraktionen.

DKCMEPUMEHTBI IS TIOKA3A 93TUBHOI'O TTOMOIJIA,
JAOBABJIEHHOI'O K IMOMOJIY ITIEHWILI IYPYM

Haarazune 0-p Imewe bangareu

Onpenesnennpiit coctaB GeJIKOB T€HETHYECKH PAa3/IM¥eH y TEKCAIUTOMIHON M TeTparuionIHoOH
copToB mueHuibl. [ToaToMy pasinuenne 1ByX COPTOB IMIIEHHLBI MO cocTaBy Geslka BO3MOXKHO Ha
OCHOBE TeIbUIEKTPOPOPETHYECKOTO HCCIICOBAHUSA.

B xone Haeil sKkcnepuMeHTabHOM paboThl MOMOJ MIIEHULBI AypyM, coaepxatmmit 5, 10, 15,
20% 73THBHOTO NMOMOJIA, MBI MPOBEJM pa3eienue GppakuuaMu anbO0yMuHa M KJIeHKOBHHBI Geska
(pa3nenenane SDS—PAGE).

Ha ocHoOBe notydeHHON KapTHHbBI Iejieif MIUEHANA JypyM M 93THB Pa3/IMuHMbl, COJEPKAHHE
93THBA MOXKHO BBISIBUTh M Onpele/nThb. [ enbiIeKTpodope3Hoe UCciieIoBaHne KICHKOBHHBI OETKOB
uMmeeT BosIbLIee IPEMMYILIECTBO KaK ¢ TOYKH 3PEHUS 3aTPATHI BPEMEHH, TAK M 110 BOCIIPOH3BOAMMOCTH
YeM MCCrIe10BaHue anbOyMuH-Gpakimii.
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