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A hazai lisztek putotionin tartalméaval kapcsolatos munkankban Tanszékiink
kutatéi szamos megallapitast tettek az anyag el6fordulasaval, kinyerésének
korilményeivel, Osszetételével kapcsolatban. A purotionin els6 hazai izolalasa
(1) utan egy viszonylag egyszerli kinyerési és tisztitasi eljaras kidolgozasara
kerllt sor (2, 3), amelynek alkalmazasaval megfelel6 tisztasagi és mennyiségl
preparatum nyerhet§. A kozolt adatok alapjan ismertté valt a kereskedelmi
BL —112-es liszt pontos purotion — tartalma és a purotionin — fogalom egy (j
megvilagitasba kerult. Eszerint a purotionin a blzaliszt petroléteres extraktjabol
sosavas hasitassal el6allithatd fehérje frakcidk gy(ijténevének tekinthetd. Ezen
frakciok ugyanis —amellett, hogy izoladlasuk mddja alapjan egylittesen képezhe-
tik a buzaliszt lipopurotioninjat —aminosavosszetételiiket tekintve is sok rokon
vonast mutatnak.

Jelen kozleményben folytatjuk a purotionon-frakciék vizsgélati eredménye-
inek ismertetését. Kodzoljik valamennyi, Sephadex G - 75-6s gélen elkilonitett
molekulaméret szerint egységes purotionin frakci6 C- és N-termindalis aminosa-
vait, valamint a poliakrilamid-gélelektroforézises finomfrakcionalis eredményeit.

Anyagok és modszerek

Vizsgalatainkhoz az el6z6 kdzleményeinkben leirtak szerint el6allitott és
tisztitott, majd Sephadex G-75-6s oszlopon frakcionalt purotionin-frakciokat
hasznaltuk. A kiindulasi nyersanyag 1973-as termesztés(i buzabol 6rolt BL -112-
es liszt volt.

Terminalis aminosavak meghatarozasa

Az N-terminalis aminosavak meghatarozasat a Varga altal, gliadinra kidol-
gozott dinitrofenil-moédszerrel végeztik (4,5).

A purotionin frakciok desztillalt vizes oldatainak kémhatasat NaHCO03-al
allitottuk be, amikor isaz anyag finom porszer(i csapadék formajaban kivalt.
A visszaoldas 6 —8 Oras razatéssal tortént. A dinitrofenilezés 40 °C-on 4 6ra alatt
jatszédott le. A sosavval kicsapott dinitrofenil szarmazékokat a szokasos mosasi-
lépések utan szaritottuk, majd 300-szoros mennyiségl, 5,6 n HCl-val 105 +
1°C-on hidrolizaltuk. A DNF-aminosavakkinyerését a hidrolizatumbél éterrel,
ill. etilacetattal is elvégeztik. Az etilacetatos extraktok alkalmazhaték voltak a
mintak N-terminalisainak egylépésben t6rténd kvalitativ értékelésére, de ameny-
nyiségi meghatarozashoz vissza kellett térni a hagyoméanyos éteres kirazéasra.
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A DNF-aminosavak elvalasztasa és azonositasa vékonyrétegkromatografias
maodszerrel tortént. Az éter-, ill. etilacetatoldhaté DNF-aminosavak a kétiranyu
vékonyrétegkromatigrafiaval valasztottuk szét. Az alkalmazott réteg Kieselgel
Gkvolt. A kromatogramok kifejlesztésére az alabbi futtaté elegyeket hasznal-
tuk:

I. irhnyban: piridin - 0,8 n NH30OH toluol — etilénklérhidrin
(30 : 60 : 100 : 60)
A kétfazisl rendszer fels6 fazisat alkalmaztuk.
Futtatasi id6: 2 o6ra

Il. irdnyban: kloroform — benzilalkohol - jégecet
(70 : 30: 3,5)
Futtatasi id6: 2 6ra

A vizoldhat6 DNF-aminosavak elvalasztasa egyiranya vékonyrétegkroma-
tografiaval, Kieselgel G lapon n-butanol-25%-0s NH40H (70: 30) futtatéelegy-
ben tortént (1,5 6ra).

A mennyiségi kiértékelés kontroll aminosav-szarmazékok [(készitéslk
Dévényi és Gergely kézikdnyve szerint (6)], kromatografias foltjainak denzito-
gramjai alapjan felvett kalibraciés gorbével tértént. A denzitAsokat Vitatron-
denzitométeren vettik fel.

A C-termindlisok meghatarozasanal alkalmazott médszer a Woller (7, 8),
tekinthetd.

Az emésztésben Serva gyartmanyu, szabad aminosavaktél mentes karboxi-
peptidaz A- és B- allt rendelkezéslinkre, amelyet hasznéalat el6tt nem kellett
tisztitanunk. Azonos aktivitasu A- és B-enzimoldat-keveréket készitettiink,
amelyet diizopropil fluorofoszfattal kezeltiink az esetlegesen jelenlevé kimotrip-
szin és tripszin hatastalanitasa céljabol.

A purotionin frakciok emésztését 0,5%-0s oldataikban végeztiik pH = 8,0-on,
szobah6mérsékleten. A reakcidelegybdl két o6ranként vettiink mintat 10%-os
triklérecetsavval, h(ités mellett kicsaptuk a fehérjéket és Sartorius SH 2136
tipusd membranon sz(irtik az oldatokat.

A C-terminalisok kimutatasa, mennyiségi meghatarozasa, illetve az emésztés
kovetése két maddszerrel tortént: az emésztés id6beli kdvetését Fixion-tipusu
ioncserél6 vékonyréteg lapon végeztiik (10), mennyiségi kiértékelésre egyesmintak
automatikus aminosavanalizises vizsgalatat alkalmaztuk. Az alkalmazott készu-
lIék és kisérleti paraméterek megegyeztek abrutté aminosavisszetétel meghata-
rozdsanal hasznaltakkal (3).

Gélelektroforézises finomfrakcionalas

A poliakrilamid gélelektroforézises vizsgalatokat Reanal gyartmanyu
Model —69 késziilékkel, illetve vegyszerkészlettel végeztilk. Az irodalomban t6bb
helyen bevalt, Ggynevezett savas rendszert alkalmaztuk (11) 3,1-es pH-ja /?-ala-
nin-ecetsavpufferrel és 10, illetve 15%-os gélkoncentracioval. A fehérjek kozotti
kolcsdnhatasok kikiiszobolésére a gélanyagba 100 cm3-enként 24 gramm karba-
midot is adagoltunk.

A 2,5 oras elektroforézis els6 félérajaban 2, majd 4 mA/cs6 aramerdsséggel
dolgoztunk. A fehérjék jelzése Chrambach mddszerével Coomassie Brillant BLUE
szinezékkel tortént. A mennyiségi értékelést Cromoscan tipust denzitométerrel
végeztik.
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7. dbra
Purotionin PAG-elfogramja és denzitogramja Purotionin |. frakci6 PAG-elfogramja és
denzitogramja

33,2
Purotionin 11. frak_cié PAG-elfogramja és Purotionin 1l11. frakci6 PAG-elfogramja és
denzitogramja denzitogramja

Eredmények

A purotionin frakciék N- és C-termindlis aminosavait, illetve ezek mennyisé-
gét mg aminosav/g fehérje koncentracioban az 1. és 2. tablazatban foglaltuk
Ossze.
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5. 4bra 6. abra
Purotionin IV. frakci6 PAQ-elfogramja és Purotionin V. frakci6 PAO-elfogramja és
denzitogramja denzitogramja

7. tablazat
A purotionin-frakciok N-terminalis aminosavai
I 1. 1. V. V. 1 VI.
Frakcio
(mg amindsav/g fehérje)
— 17,6
0,48 0,10 1,72 - - -
0,65 0,17 - - - -
- 0,74 — — -
1,00 2,10 30,4 9,4 -
—_ 0,55 12,3
2. téblazat
A purotionin-frakciék C-terminalis aminosavai
I 1. Ini. V. v. VI.
Frakcio
(mg aminosav/g fehérje)
ALA 0,45 0,09
ARG — — 0,71 — 24,4 -
ASP 0,34 0,11 0,90 - - —
GLY - — - - 17,4
LEU - 0,83 0,97 — - -
LYS - - 1,40 33,80 12,5 -
VAL 1,06

A tisztitott purotionin gélelprogramjanak sematikus rajzat és denzito-

gramjat mutatja be az 1. dbra. A feltiintetett romai szamok a molekulaméret
szerinti frakcionalasnal kapott frakciok jelzése. A denzitogramon feltlintetett
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szamok a gorbe alatti teriilet mérészamai. A 2—6. dbran az | —V. frakci6é elfo-
gramjat ésdenzitogramjat mutatjuk be. A V1. frakciot gélelektroforetikusan nem
tudtuk detektalni.

A 3. tdblazatban az egyes frakciok szazalékos frakcioeloszlasat tiintettiik
fel.

3. tablazat

A purotionin molakulaméret szerint egységes frakcidinak finomfrakcionaldsakor kapott %-os
frakcioeloszlas

Gélfiltracional Gélelektroforézissel kimutatott frakciok
elkulﬁnitett
frakciok 1. 1/2. In. /1. 11172, V. 2
34,5 65,5
I 101 15,6 74,4 — _ — —
1l — — — 29,5 42,3 10,4 17,6
v — — — — — 100,0 —
\ — — —_ — 38,7 61,3
V.. nem lehet kimutatni
4. téblazat
1. 1. V. V. VI.
v 1 12 /1 1 111/2
N-term. ARG ASP LYS GLU ARG LYS SER ALA
C-term. ASP ALA LEU ASP LEU 1 VAL LYS ARG GLY
Molekulasuly
(x10 -3
Ms gélfiit. ... 132 125 32 11,2 8,9 4.2
M sUC 134,6 120 57,3 8,8 8,7
""""""" 145 133 132 515 49 5,9 4,6 5,0
MsN-term. .. 133 129 116 43.6 57 5,15 5,18 4.3
MsC-term. .. 49,5

MEGBESZELES

A purotionin mind a gélelektroforézises, mind a termindlis vizsgéalatok
alapjan minimalisan nyolc fehérjefrakcié keverékének tekinthet6. Ezen frakciok
gélfiltracios technikaval 4 élesen elkulonilé, illetve 6, tdbbszéri rekromatogra-
faldssal egymastol szétvalaszthaté f6frakciot képeznek, melyek tovabbi finom-
frakcionalasa mar csak az elektromos térben mutatott mobilitaskilénbség hatasa-
ra lehetséges. Amint a 2., illetve 4. abran lathato, az I. és I11. frakcié bonthato
.attrakciokra (1/1, ill. 12, illetve 111/1. és 111/2).

A gélelektroforézises eredményeket Osszevetve a mar kozolt aminosav-
Osszetételi adatokkal (3) megallapithatjuk, hogy a mas szerz6k altal a és /3-puro-
tioninnak nevezett frakcidk az altalunk izolalt IV. és V.-tl azonosithaték. Emel-
lett sz8l az irodalomban talalhaté egyetlen C-terminalis adat is (13).

Erdekes ebbdl a szempontbdl, hogy a gélsziiréses technikaval éppen a IV.
frakcioét (vagyis a a-purotionint) lehetett egyedil, minden egyéb fehérjekom-
ponenst6l mentesen, tisztan el6allitani, amit mind a gélelektroforézis eredménye
(5. abra), mind a termindalis aminosavak vizsgéalatanal kapott 1—1 terminalis
adat is igazol.
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Az elektroforézis-vizsgalatnal kapott valamennyi frakci6 N- és C-termi-
nalisat - az egyes f6frakcioknal kapott értékek alapjan - meg lehetett hataroz-
ni. Egyedil a Ill. frakcié6 C-terminalis meghatarozasanal mutatkozik bizonyta-
lansag. mivel a gélelektroforézisnél kapott dubletthez harom, azonos nagysag-
rendben jelentkez6 C-termindlist talaltunk. Ennek oka az analizis kozben bekd-
vetkezd valamiféle bomlastermék jelenléte, vagy a C-terminalis oldalr6l masodik
aminosav megjelenése lehet.

A kapott adatok alapjan méd van az egyes purotionin frakciék molekula-
sulyanak, a terminalisok mennyiségi adatokbdél valé meghatarozasara.

A 4. tablazatban osszesitve k6zo6ljik a kilénb6z6 moédszerekkel meghataro-
zott molekulasuly-értékeket — részben mar régebbi munkainkban kézolt —
valamint az egyes frakci6k terminalis aminosavait.
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MCCNEAOBAHNE NNNOMNPOTEVMHOB BEHIEPKWUX .
IV. NCCNEAOOBAHWE BOJIEE TOHKOIoO COCTABA ®PAKLUUNWN
MYPOTUOHNHA

®. bekaw u [ué. Bapagu

Bblan MccnepoBaHbl opakyum NypoTUOHUHA MOJyYEHHbIE C MOMOLLBIO Teflb-
hunbTpaLmK U anekTpochopesa Ha NosnakpunIaMuioBoM rene. Ha ocHoBe pesysb-
TaToOB 3nekTpodhopesa U uMCna TEPMUHANbHBIX aMWHOKWACIOT MypPOTUOHMHA
M30/IMPOBAHHOTO M3 myku otor MPOAYKT CUATAETCS 8 KOMMOHEHTHOW CMECHIO;
aBTOpPbl NPUBOAAT TEPMUHA/IbHBIE BCEX (Ppakuuidi a Tak Xe MOJIEKy/sipHblE BECHI
onpefesieHHble MO YETbIPEM pas3HbIM MeTogaM. Ha  OCHOBaHWUM  MOJTyYeHHbIX
[JaHHbIX YCTAHOBW/W, YTO M30/MpOBaHHble UMK |V -V dipakumm MoryT O6biTb
MOBAEHLUMULMPOBaHbl  (hpakUusMy  0603HAYEHHBIMKM B NUTEpaType @& /1-nypo-
TUHVUHOM.

UNTERSUCHUNG DER LIPOPROTEINE VON UNGARISCHEN
WEIZEN. IV. UNTERSUCHUNG DER FEINEREN
ZUSAMMENSETZUNG DER PUROTHIONIN-FRAKTIONEN

F. Békés und Gy. Varadi
In bezug auf Molekulargrosse homogene Purothioninfraktionen wurden
durch die in friheren Mitteilungen beschriebenen Methoden isoliert. Die Anzahl
der N- und C-terminalen Aminosauren dieser Fraktionen bzw. die Ergebnisse
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der feiner Fraktionierung der Fraktionen mittels Polyacrylamidgelelektropho-
rese werden angegeben. Auf Grund der Gelektrophorese und der Anzahl der
terminalen Aminoséuren wird das aus dem ungarischen Weizenmehl BL —112
isolierte Purothionin als ein Gemisch aus 8 Komponenten betrachtet. Die N-
und C-Terminale aller Fraktionen, ferner ihre nach verschiedenen Methoden
bestimmte Molekulargewichte sind angefuhrt. Auf Grund der erhaltenen Anga-
ben wird festgestellt, dass die vom Weizenmehl isolierten Fraktionen IV und V
der in der Literatur als a- bzw. R-Purothionin bezeichneten Fraktion identisch
sind.

INVESTIGATION OF THE LIPOPROTEINS IN WHEATS GROWN IN
HUNGARY IV. INVESTIGATION OF THE FINE COMPOSITION
OF PUROTHIONINE FRACTIONS

F. Békés and Gy. Varadi

Purothionine fractions homogeneous according to molecular size were isola-
ted by methods described in their earlier communications. Numbers of N- and
C-terminal aminoacids in these fractions and, respectively, the results of the fine
fractionation of these fractions by polyacrylamide gel electrophoresis are descri-
bed. On the basis of the data of gel electrophoresis and of the number of terminal
aminoacids, purothionine isolated from Hungarian wheat flour of type BL - 112
is considered to be an 8-component mixture. The N- and C-terminals of all the
fractions are given, together with their molecular weights determined by four
different methods. On the basis of the obtained data it was found that the frac-
tions IV and V isolated by the described methods can be identified as fractions
denoted in literature by the names a-and /S-purothionine.
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