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Intézetinkben — a komplex bulzafehérjekutatds keretében — intenziven
vizsgaljuk a blzalisztben talalhaté Osszetett fehérjék, els6sorban a fehérje-lipid
kélcsbnhatasok Osszetételét, szerkezetét, illetve a liszt sitdipari minéségében
jatszott szerepiiket. Ennek kezdeti eredményeir6l L&sziity és mtsai szamoltak
be. (1)

Mar a huszas évek elején Woring (2) megallapitotta, hogy a liszt foszfatid-
tartalma és a liszth6l készilt sikér reoldgiai sajatsagai kdzott osszefiiggés van.
Késébb Mc Caig és Mc Calla (3) kisérletei a jelenség okéat is megadtak: a buza-
fehérjék foszfolipid jelenlétében térténd hidratacidja esetén kdlcsdnhatas 1ép fel,
melynek soran fehérje-lipid komplexek jénnek létre. Szamos kdzlemény szamol be
arrél, hogy a fehérje-lipid komplexek nagy szerepet jatszanak mind a buzaliszt-
bél késziilt tészta technoldgiai sajatsagaiban, mind a sut6ipari termékek min6-
ségének alakulasaban. (4) Rohrlich és Niederauer vizsgélatai (5) azt igazolték,
hogy a blzaliszt mar eredendéen tartalmaz fehérje-lipid komplexeket.

Az utébbi két évtizedben e témaval foglalkoz6 vizsgéalatok kozul ki kell
emelni Redman és Elton (6) munkajat, akik a buzaliszt petroléteres extraktjabdl
lipopurotionint allitottak el6, amelynek fehérjerésze, az elészor Balls és Halé (7)
altal izolalt purotionin.

Ezt a fehérjét - amely aminosavisszetételét tekintve teljesen eltér a buza-
liszt egyéb fehérjéit6l —szamos kutaté behatéan tanulmanyozta. (8, 9, 10, 11, 12)
Molekulasz(réssel, elektroforetikusan frakciékra bontottak, meghatéaroztak brut-
té aminosav Osszetételét, a C-terminalis aminosavakat, megallapitottak, hogy a
fehérje viszonylag nagyszamu ciszteinmolekulai kdzott csak intramolekularis
diszulfidhidak alakulnak Kki.

Karboximetil celluléz oszlopon, gradiensellcioval sikerilt a gélelektroforé-
zises kisérletek soran mar megfigyelt a és 3 purotionin elvalasztasa is. Nimmo
és munkatéarsai (13) a purotionin fizikai tulajdonsagainak részletes vizsgélatat
végezték el, megallapitva a fehérjelanc komformécios sajatsagait, a pontos mole-
kulasulyt stb.

Pomeranz 6sszefoglalé munkajaban (4) nem tartja bizonyitottnak a puro-
tionin szerepét a sikérsajatsagok kialakulasaban, de az a tény, hogy a purotionin-
hoz kapcsolédo lipidkomponensek éppen a tészta sajatsagait legjobban befolya-
solé lipidosztalyok — foszfo- és glikolipidek - tagjai, azt mutatja, hogy a puro-
tioninnak, csekély mennyisége ellenére, fontos szerepet kell jatszania a liszt-
minéség kialakitadsaban.
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Bar a buzaliszt 6sszetett fehérjéi kozul a lipopurotionint, ezen beliil is ennek
fehérjekomponensét ismerjik a legjobban, az anyag izolalasaban, tisztitasaban
még szamos metodikai kérdés tisztadzatlan. Ezt legjobban az szemlélteti, hogy
szinte valamennyi szerz6 médositotta az el6ddok mdédszereit.

Ezért, miutan tisztaztuk, hogy a hazai bazainkbél készilt lisztbél, a kul-
foldi szerz6k altal kézolt adatokhoz igen hasonléan viselked6 purotionin nyer-
het6 (1), els6dleges célul tlztik ki, hogy a purotionin kinyerésének egyes Iépéseit
részletes vizsgalat targyava tegyik és az optimalisnak itélt modszerekkel el6al-
litott készitmény vizsgalatat végezzik el. A purotionin el6allitasat 1972. évi ter-
mésli  buzabdl készilt BL—112 tipusu lisztbdl végeztilk. A kinyerés lénye-
gében Balls és Hale mddszere (7) alapjan tortént.

Ebben a munkaban a buzaliszt petroléteres extrakcidjanak és az extrakcié
soran nyert buzaolaj sésavas hidrolizisének vizsgéalati eredményeit ismertetjik.

A buzaliszt petroléteres extrakcidja

A buzalisztb6l sokféle szerves olddszerrel végeztek mar extrakciot, (14, 15,
16) a lipidkomponensek kinyerése, illetve a liszt zsirtalanitasa céljabol. Alta-
lanossagban megallapithatd, hogy univerzalisan alkalmazhaté extrahalészer
nem ismeretes, a gyakorlatban a petroléter, a kloroform és metanol 1:1 aranyu
elegye, valamint a vizzel telitett n-butanol terjedt el (17). Utébbi képes a leg-
nagyobb szamu lipidkomponens kinyerésére, de szamos, nem lipid jellegi anya-
got is kiold. A petrolétert el6szeretettel alkalmazzak a liszt zsirtalanitasara,
mert alacsony forrpontja révén kdnnyen visszanyerhet6.

Egyszeri egyszer( extrakcioval a liszt petroléterben oldhaté komponensei
nem tavolithatok el, ezért a teljes kioldas érdekében vagy ismételt extrakciot
hasznalhatunk, vagy elGdaciés modszert alkalmazhatunk: az (vegoszlopban
levé lisztre mindaddig 6ntink friss old6szert, amig az oszlopot elhagy6 folyadék
mar nem szinezdédik.

Esetlinkben, amikor viszonylag nagy mennyiség( liszt feldolgozasara kerilt
sor, indokoltnak tartottuk a petroléteres extrakcido kvantitativ vizsgalatat,
abbdl a célbdl, hogy a minimalis id6- és oldészerraforditassal kapjuk meg a vizs-
galatokhoz sziikséges terméket.

Ezen célb6l — az elGciés modszert idSigényessége és nehézkessége miatt
elvetve — a tobbszoéri egyszerl extrakciot vizsgaltuk.

A felhasznalt liszt adatai:

Nitrogéntartalom
(Kjeldahl szerint): (18) = 29,35 mgN/g sz. a.
Nyerszsirtartalom
(Besson szerint): (18) = 0,94%.
Az extrakcios kisérleteket a kdvetkezdképpen végeztik:

2000 g BL —112-es lisztet 1600 cm3 petroléterrel (fp.: 50 —60°) 5 literes allo-
lombikban 2 éran at razattunk, majd 15 perc dekantalas utan Buchner-tdlcséren
szlirtuk. A sargas oldatot vakuumban desztillaltuk, és a visszamaradt bulza-
olajat vakuumszaritészekrényben 40 C°-on megszabaditottuk az olddszernyo-
moktol.

Minden extrakcios lépés termékébdl az alabbi vizsgalatokat végeztik:

a liszt N- és nyerszsirtartalma:

a buzaolaj mennyisége; a lipidkomponensek mindsége és ardnyai \Malins és
Mangold vékonyrétegkromatografias modszerével (19)]; a blzaolajbél acetonnal
kicsaphat6 foszfolipidek mennyisége; a foszfolipidfrakcié 0Osszetétele; valamint
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ia bt’jz?olaj brutté zsirsavOsszetétele, metilésztereik gazkromatografias vizsga-
ataval.

Vizsgalatunk eredményeit az 1-3. tablazatban valamint az 1 és 2. dbran
foglaltuk 0Ossze.

7. tablazat
A buzaliszt nyerszsir-tartalmanak valtozasa az extrakcié soran
Nyerszsir Az extrakcio
. - Iépésenkénti osszegzett
Minta tartalom hatasfoka
(%) (%)
Eredeti liszt 0,94
I. extr. utan 0,54 43,4 43.4
11. extr. utan 0,28 29,6 73,0
I11. extr. utan 0,16 12,12 85,5
IV. extr. utadn 0,11 5,58 90.78
V. extr. utan 0,08 2,34 93,12
2. tblazat
A blzaolajb6l acetonnal kicsaphat6é foszfolipidek mennyisége
Minta Foszfolipid g/100 g buzaolaj
I. extr. utan 20,2
Il.extr. utan 20,3
I1l. extr. utan [ 17,8
IV. extr. utdn 19,6
V. extr. utdn | 18,0
3. tablazat
A buzaolajok bruttézsirsav Osszetétele %
Zsirsav I. extr. Il.extr. 1 Ill. extr. IV. extr. V. extr.
1
14:0 1,76 0,61 0,89 od 1,6
16:0 20,0 18,2 24,3 21,4 23,7
18:0 0,9 0,8 0.8 0,7 0,9
181 17,6 16,3 14,0 15,5 21,3
18:2 59,5 64,2 60,3 61,7 53,0

Az 1—3. tdblazatok adatai, illetve az &brak alapjan megallapithatd, hogy
az egyes extrakcios lépések soran kapott blzaolajok Osszetétele azonosnak ve-
hetd. igy a lépések szamét a kinyerheté mennyiség, illetve a felhasznalds maédja
donti el. A 3. dbra segitségével az extrakciés kisérletek elére tervezheték. Ha a
blzaolaj kinyerése a cél - lathaté - nem érdemes kétszeri extrakciénal tobbet
végezni, mig ha a liszt megfelel6 mérték( zsirtalanitdsat akarjuk elérni, a diag-
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ABCDEFGHIJ ABCDEFGH 1J ABCDEFGH 11J

7. abra
BL 1l-es liszt petroléteres buzaolajanak Osszetétele Vékonyrétegkromatogra-
fiAs moédszerrel (Kieselgél hordozd, Futtatészer = éter: petroléter: ec'etsav =
= 100:100:2)
Hivé: foszformolibdénsav 2%-os alkoholos oldata
Kiértékelés: Vitatron tipust denzitométeren

2. abra
BL 112-es petroléteres blzaolajanak
zsirsav-rretilészterei gazkromatografias

analizissel

Készilék: CROM—3
Kolonnatoltet: 10% glikol-szukcinat,
Chrorr.osorb W 100/120 mesh hordozén
Langionizaciés detektor, akolonna hé-
mérséklete 180 C° A No viv6gadz sebes-
sége 54 cmi/perc

ramrdl leolvashatd, hogy hany lépéses extrakcioval csdkkenthet§ a liszt lipidtar-
talma a kivant szint ala.

Ezek alapian 300 kg liszt kétszeri extrakciéjaval 2150 g buzaolajat izolal-
tunk.
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3. abra

BL 112-es liszt petroléteres tobbszori/egyszerli extrakcidjonak osszefoglalé
diagramja

A nyers purotionin termogravimetrias gérbéi MOM
gyartmanyu derivatografon

A felvétel korilményei:

anyag Al,0, T =
DTG

900 C°, TG =
= 1/5, DTA =

100 mg;
1/5

bemérés 45 mg, inert

A bulzaolaj sésavas hidrolizise

Balls modszerével abuzaolaj-
bél éter-absz. alkoholos kdzegben
szaraz soOsavval kicsaphaté a pu-
rotionin.  El6kisérleteink ered-
ményei azt mutattak, hogy aka-
pott termék mennyisége és tisz-
tasaga nagymeértékben fligg a so-
savas hasitas reakciokérilményei-
t6l. Ezért Kkulonbdz6 reakcio-
kéralmények kozott végzett pro-
bahidrolizisekkel meghataroztuk
azokat a paramétereket, ahol a
purotionin maximalis mennyiség-
ben és tisztan kinyerhet6.

20 cm3 buzaolajat 30 cm3
éterben oldottunk, majd annyi
absz. alkoholt és absz. alkoholos
s6savreagenst adtunk az oldatok-
hoz, hogy valamennyi térfogata
70 cm3legyen. A hidrolizist négy
savkoncentracio [0,6; 1,2; 2,4; 4,8
mequv/reakcioelegy] esetén 3—3
reakcioidd (15; 30; 60 perc) mellett
végeztik szobah6mérsékleten. A
reakcioidd elteltével az elegyeket
fél 6ran 4t —5 C°-on tartottuk,
majd centrifugaltuk. A nyers
purotionint éterrel, majd absz.
alkohollal mostuk.
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5. abra
A nyers purotionin infravorés spektruma IR —10
tipusu készuléken, KC1 pasztillas felvételen

6. abra
A nyers purotionin mennyiségének fiiggése a hidrolizis-paraméte-
rektél

7. 4bra
A nyers purotionin tisztasdganak [N% /P %] flggése a hidrolizis-
paraméterektdl
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A purotioninhoz kapcsolédo lipidek f6tomegét foszfolipidek teszik ki, igy a
tisztasdg meértékéul kézenfekv6 volt a N-tartalom és a P-tartalom hanyadosat
valasztani. Vizsgaltuk tehat a mintdk N-tartalmat, foszfortartalméat Cheri és
mtsai médszerével (20), ezen kivil félvettik a mintak IR spektrumat és termo-
gravimetrias gorbéit, valamint tanulmanyoztuk molekulaméret szerinti szepa-
ralhatésadgukat Sephadex G—75 kolonnan.

A mintdk termogravimetrias gorbéit 6sszehasonlitva (4. abra) megallapit-
hat6é, hogy a mintak kozott szignifikans kilonbség nem fedezheté fel. Vala-
mennyi minta gorbéjén két bomlési Iépcs6t lehet észlelni, szénhidratszennyezés
jelenlétére semmi sem utal. A mintdk nedvességtartalma 4,1-5%, hamutar-
talma 6-7,2%.

A purotionin IR spektrumat az 5. dbra mutatja be. Az infravords spektru-
mok kiértékelésénél Freeman és mtsai (21) médszerét alkalmaztuk, az 1530 cm_1-
nél jelentkez6 CO—NH rezgés és az 1080 cm-'-nél jelentkez6 P—O—C rezgés
optikai s(rliségeib6l a kémiai modszerekkel szoros korrelaciot mutatdé N%/P%
aranyokat tudtunk szamolni.

A termékkihozatal és a N/P faktor valtozasat a reakcioidd, illetve a sav-
koncentracié figgvényében szemlélve (6. és 7. dbra) megallapithatjuk, hogy a
termék mennyiségének és tisztasadganak a rovid reakciéidé és a viszonylag nagy
savkoncentracié kedvez.

A molekulaméret szerinti frakcionalas ellciés gorbéi szerint a frakciok szama
és mennyiségi aranyaik is valtoznak a hidrolizisparaméterek értékétdl fuggben.
Az alacsonyabb foszfortartalommal rendelkezé (tisztdbb) mintdkban négy f6-
frakciot taldlunk, mig a szennyezettebb készitményekben csak harmat (8. és 9.
abra). Ez arra enged kdvetkeztetni, mintha a lipopurotioninban a fehérjemole-
kulak kozétt ,,foszfolipid-hidak” lennének.

A hidroliziskisérletek eredményeit 6sszegezve megallapitottuk, hogy a buza-
olaj sésavas hidrolizisének reakciokorilményei szamottevéen befolyasoljak a
keletkezd termék mennyiségét és minéségét; a termékkihozatal és a minta tiszta-
sadga szempontjabdél optimalizalt savtéménység négyszerese, a reakcioidd fele az
irodalmi értékeknek.
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8. abra
A nyers purotionin eliciés diagramja
Sephadex 0 —75 kolonnan. Oszlopméret: 26X 530 mm, VO = 60
cm3. Eluens: 2 mél dimetilformamidot és 0,1 madl ecetsavat
tartalmazé puffer. Az eluens sebessége 14 cm3/éra. Hidrolizis-
paraméterek: HC1 = 4 8 mequv/70 cm3, 15 perc

2 Elelmiszervizsgalati Kézlemények 169



E260

20 30 40 50 60

9. abra
A nyers purotionin eliciés diagramja
Sephadex 0 —75 kolonnan. Oszlopméret: 26X 530 mm, VO = 60
cm3. Eluens: 2 mol dimetilformamidot és 0,1 mol ecetsavat
tartalmazé puffer. Az eluens sebessége: 14 cm3/éra. Hidrolizis-
paraméterek: HCl = 1,2 mequv/70 cm3, 60 perc
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NCCNEAOBAHUME NUMOMPOTEMHOB B OTEYECTBEHHbIX
MWEHWLUAK. II. METOANYECKUWE MPOBMEMbI N301ALNN
NMYPOTUOHHUA

®. bakaw u W. MoHopwu

ABTOpbI 3aHMMalOTCA npo6aemamu AITOANKA MONYYEHUS NYypPOTUOHUHA W3
M3015Ta NWEHNYHON mywu BJ1 - 112. MprUBOAAT AnarpamMmmy € NOMOLLbIO KOTOPOIA
MOXHO NpeABapuTelbHO KaMeTUTb MHOTOKPaTHYIO NMPOCTYI0 3KCTPaKLMIo MeHny-
HOM my«xu (BbIXOA, YAENbHOE BPeMsi 3KCTpakumu) ¢ netponeiHbiM canpom. Onpe-
JeNnAlT ONTUMaIbHbIE ycnoeus PeaKUMUM CONIAHOKUCNOrO rMApPoan3a NiueHnYHoro
macna.
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UNTERSUCHUNG DER LIPOPROTEIN UNGARISCHER WEIZEN-
SORTEN II. METHODOLOGISCHE PROBLEME DER ISOLIERUNG VON
PUROTHIONIN

F. Békés and S. Monori

In Verbindung mit der Isolierung von Purothionin aus Weizenmehl BL 112,
methodologische Probleme in Zusammenhang mit der Herstellung von Purot-
hionin wurden geklart. Ein Diagramm wird angegeben, mittels welchen man
die Verhaltnisse einer wiederholten, einfachen Extraktion des Weizenmehls mit
Petrolather (Ausbeute, spezifisches Zeiterfordernis) vorangehend planen kann.
Die optimalen Reaktionsumstande der salzsauren Hydrolyse des Weizendls
werden angegeben.

INVESTIGATION OF THE LIPOPROTEINS OF HUNGARIAN WHEATS
II. METHODOLOGICAL PROBLEMS OF THE ISOLATION OF
PUROTHIONINE

F. Békés and S. Monori

In connection with the isolation of purothionine from wheat flour BL 112,
methodological problems correlated with the preparation of purothionine were
elucidated. A diagram is given with the use of which the conditions of the repe-
ated simple extraction of wheat flour with petroleum ether (yield, specific time
requirement) can be predicted. Optimum reaction conditions of the hydrolysis
of wheat oil by hydrochloric acid are established.

ETUDE DES LIPOPROTEINES DES FROMENTS DOMESTIQUES.
II. PROBLEMES METHODIQUES DE L’ISOLEMENT DE LA PURO-
THIONINE

F. Békés et S. Monori

En isolant la purothionine a partir de la farine BL 112, les auteurs mettent
au point les problemes méthodiques par rapport & la preparation de ce composé.
Ils publient le diagrammé, a I'aide duquel I'extraction simple et répétée, a I'éther
de pétrole, de la farine de froment (y compris le rendement et le temps nécessaire
spécifique) se fait planifier d’avance. On établit les conditions optimales de reac-
tion de I’hydrolyse, & Lacidé chlorhydrique, de I’huile de froment.
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