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Novényi eredetli mintakban, élelmiszerekben levé kis mennyiségil fehérje
meghatarozasa meglehetésen koriilményes feladat. Altalaban a kis mennyiségi
fehérje mellett nagysagrenddel nagyobb mennyiségben vannak jelen a meghatéaro-
zast zavaré anyagok, igy cukrok, fenolok, aminésavak, szerves savak. Szamos fe-
hérjereakcid ismeretes, amelyekkel mennyiségileg meghatarozhaték a fehérjék,
feltéve, ha nincsenek jelen a meghatarozast zavar6 vegyiletek.

A Loewry-féle (1) fehériemeghatarozasi modszer, amely a peptidlancban levé
aromas aminosavak redukciéjan alapul, igen érzékeny a meghatarozast zavar6
vegyuletekre, els6sorban a fenolokra, redukalé cukrokra, szabad aroméas amino6-
savakra és minden olyan vegylletre, amely redukdalja a Folin fenolreagenst. A
modszer nem azonos eredetl fehérjékre eltér6 eredményt ad, azok aromas aminé-
savtartalmatol fliggéen. A biuret-reakcio (2), amelynek Iényege, hogy a fehérje-
lancban levé hat szomszédos amindésavmolekula egy rézatomot kot meg, érzékeny
a szabad amindsavakra és a biuret reagenst redukal6é vegyuletekre, igy a redukalo
cukrokra. A Voigt féle fehérje meghatarozasi modszer (3), amelynek jol bevalt a
fehérjék lecsapasara szolgal6 része, a kicsapassal az egyéb nitrogéntartalmu anya-
goktol elvalasztott fehérjék nitrogén tartalmat hatarozza meg Kjcldahl el6irasa
szerint. Kis mennyiségli fehérjék meghatarozdsa esetén a médszer meglehetésen
nagy szorasu.

A biuret reakcion alapulé olyan érzékeny és specifikus médszert dolgoztunk
ki a fehérjék meghatarozaséra, amelyet nem zavarnak a nem fehérje természet(i
anyagok és csak a peptidlanc vesz részt a reakcioban.

Kisérleti rész

Anyagok és modszerek

Uvegbdl készilt, 10 cm hossz( és 0,9 cm bels6é atmérdji kromatografias osz-
lop vagy alul zarhaté Ulvegcs6 kis holt térfogattal.

Sephadex G-25 medium tipust dextrdn gél (Pharmacia gyartmany). A gélt
0,2 mol/liter natriumhidroxid oldatban duzzasztjuk az oszlopba téltés el6tt.

Biuret reagens:

A reagenst a Wéichelbaum (4) reagens moédositasaval készitettik. A reagens
natriumhidroxid koncentraciéja 0,2 mol/liter. A hozzaadott KNa - tartarat meg-
akadalyozza a reakciéelegy megzavarosodasat.

KNa-tartarat « 4HD p.a 60 g
NaOH p.a 40 g
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CuSO., * 5H,0 p.a 69
KJ p.a 59

desztillalt vizzel lliterre feltdltve.

A reagenst mlianyag edényben h(it6szekrényben taroljuk.

Na-dietilditiokarbamat reagens

1,0 g Na dietilditiokarbamatot feloldunk 200 cm3desztillalt vizben. A reagens
szobah&mérsékleten is hosszu ideig stabilis.

Natriumhidroxid, 0,2 molliiter

Kénsav, 0,2 mol/liter

Human szérum albumin (HSA), liofilizalt.

Human Oltéanyag Intézet készitménye)

mg/cm3 koncentraciéju térzsoldatot készitiink beléle, amelyet natrium-
hidroxiddal hit6szekrényben tarolunk.

A meghatarozas modja

Fehérjék elvalasztadsa a zavardé anyagoktol alkoholos lecsapassal.

50 cin3mintahoz 1 cm3 10 szazalékos sosavat és 180 cm396 szazalékos etil-
alkoholt adunk, 3 6raig allni hagyjuk, majd 3,9 cm39 szazalékos natriumszulfatot
és 15 cm396 szazalékos etilalkoholt adunk hozza és 4 6raig alini hagyjuk, utana
sz(rjuk és mossuk a kovetkezd dsszetételli mosofolyadékkal:

410 cm396 szazalékos alkohol
82 cm3desztillalt viz
10 cm39 szazalékos natriumszulfat és
5 cm310 szézalékos sosav.

A szlir6papir megszikkadasa utan a sz(ir6papiron levé fehérje csapadékot fel-
oldjuk 50 cm30,2 mol/liter koncentraciéja natriumhidroxid oldatban oly médon,
hogy az oldatot 15 percig 60 C fokon melegitjiik keverés nélkiil, enyhe razogatassal.

A szobah6mérsékletre h(itott oldatbdl végezzik a meghatarozast.

Géloszlop készitése
A 10x0,9 cm-es kromatografias oszlopba va%y csappal ellatott tvegcsébe
elézetesen duzzasztott Sephadex O 25 gélt toltink © cm-es agymagassagig. A gél-

agyon keresztiilengediink 12 cm30,2 M koncentraciéjid NaOH oldatot és a folyadék-
szintet leengedjuk a gélagy felszinéig.

Biuret reakcié

5,0 cm3t egy 25 cm3es csiszoltdugos lvegedénybe pipettazunk, hozzaadunk 5,0
cm3Biuret reagenst és szobahémérsékleten allni hagyjuk 15 percig.

A fehérjéhez nem kotott réz eltavolitasa

A reakcidelegybdl 2,0 cm3t felvisziink a gélagy tetejére és a lecsepeg6 oldatot
egy 10 cm3es korjeles csiszoltdugés kémcsbbe gydijtjik. Az oldat lecsepegése utan
még 3x2,0 cm3oldatot engediink at a gélagyon és a lecsepegé oldatot a kémcsébe
gydjtjik ossze.

A fehérjéhez kotédott réz meghatarozasa

A 10 cm3es korjeles kémcsovet jelig toltjuk Na-dietilditiokarbamat reagens-
sel és jol Osszerdzzuk, majd 10 percig szobahémérsékleten allni hagyjuk. Az oldat
fényelnyelését 440 tim-en 1 cm optikai Uthosszlu Uvegkilvettdban hatarozzuk meg
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vakprobaval szemben Beckman ACTA. Cili Spektrofotométeren. A vakprobat
oly médon készitjiik, hogy 5,0 cm30,2 mol/liter koncentraciéji natriumhidroxid ol-
dathoz 5,0 cm3biuret reagenst adunk ésjol dsszekeverjik. Az elegybdl 2,0 cm3t

visziink fel a géloszlop tetejére a fent leirt médon.

Géloszlop regenerélasa

oldatot engediink at. A kénsav feloldja és elualja a feleslegben maradt rezet az osz-

lopbdl. A savas moséast kévetéen 12 cm30,2 mol/liter koncentraciéju natriumhid-
roxid oldattal regeneraljuk az oszlopot.

Eredmények

Human szérum albuminra (HSA) vonatkoztatva hataroztuk meg a moédszer
jellemzdit, érzékenységét és pontossagat. A HSA térzsoldatb6l 100, 200, 300, 400,
500, 600, 700 és 800 mikrogramm/cmJ3fehérjét tartalmaz6 oldatokat készitettiink
és parhuzamos mérésekkel meghataroztuk az egyes fehérjetartalmaknak meg-
felel6 fényelnyelést 440 nm-en.

A kétértékil réz ionok ligos kézegben komplexet képeznek a peptidkdtésben
levé egyméssal szomszédos amindsavakkal. A komplex kolorimetrids meghataroza-
sét zavarja a feleslegben levé réz, valamint komplex kis molaris extinciés koeffici-
ense. Az érzékenység és pontossag novelése érdekében a fehérjemeghatarozast visz-
szavezettilk akomplexben kotott réz meghatarozasara, mivel akotott réz mennyisé-
ge aranyos a kot6 fehérjék mennyiségével. A fehérjéhez kotott réz meghatarozasa
érdekében a reagens felesleges réztartalmat kvantitativan el kell tavolitani a pep-
iid —réz komplex mell6l.

A lugos kozegben tartarattal oldatban tartott kétérték( réz ionokat a poli-
szacharidok és igy a dextran alapt Sephadex gél is abszorpciéval megkétik (5,6). A
pepiid —réz komplexet is tartalmazé oldatot a dextran gélen atengedve a gél ab-
szorbedlja a fehérjéhez nem kotott rezet, viszont a pepiidhez kotott rezet atengedi.
Vizsgaltuk azt az esetet, amikor a biuret oldat nem tartalmazott fehérjéket. Ez eset-
ben nem jutott at réz a gélagyon a hosszl lugos eluacié ellenére sem, tehat a gél
kvantitative visszatartja a fehérjéhez nem kotott rezet.

A reakcibelegy réztartalmat vizsgalva megallapitottuk, hogy a hasznalt meny-
nyiségl és osszetétell biuret reagensben levé réz elegend6 ahhoz, hogy teljesen vég-
bemenjen a peptid —réz komplex képzédése. Nagyobb réztartalm( biuret reagens
hasznalata feleslegesen terheli az oszlopot. A biuret reakcié szobahémérsékleten
15 perc alatt teljesen végbemegy, hosszabb reakcididd, illetve az oldat melegitése
nem novelte a peptidréz komplex mennyiségét.

Az alkalikus oldatban peptid komplexben levé réz meghatarozasat Na-die-
tilditiokarbamattai végeztik. A reagens alkalmas arra, hogy lugos kbzegben a
peptid komplexben levé rezet felszabaditsa és szinreakciéba Iépjen vele. A rézdie-
tilditiokarbamat sarga szine 3 perc alatt kialakul éslegalabb 1 6raig alland6. A szi-
nes termék kloroformba valé aztatasa feleslegesnek bizonyult, Iétjogosultsaga ak-
kor van, ha novelni akarjuk a meghatarozas érzékenységét.

A kétérték( rezet lugos kdzegben redukdlé vegyiiletek jelenléte zavarja a meg-
hatarozast, hasonléképpen a négynél tobb amindsavat tartalmazé peptidek is, ezek-
t6l elézetes alkoholos lecsapassal el kell valasztani a fehérjéket. A kicsapott fehér-
jék meleg lugban val6 oldassal mennyiségi valtozas nélkil oldatba vihetdk.

Human szérum albuminra vonatkoztatva a megadott koncentracié viszonyok
koézott 100 és 800 mikrogram/cm3tartomanyban mérhet6 a fehérjetartalom. Az
1 tablazat tartalmazza az egyes fehérjekoncentraciokra kapott atlagos fényelnye-
lést 440 nm-en. A szérasok a mérési tartomanytol fiiggéen +0,005 és +0,015 ér-
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tékek kozott valtoznak, a szdzalékos szoérasok (variaciés koefficiensek) 4,8 és 1,6
szazalékok kozé esnek.

A kozépértékeket vizsgalva, a kozépérték mellé irt megbizhatésagtél'azt kdve-
teljik meg, hogy az esetek 99 illetve 99,9 szazalékban tartalmazza a valédi érté-

t
két. A megbizhatésdg megkaphaté a— - S Osszefiiggésbél az N mért értékbdl sza-

mitott S szdras és a megfelel§ N —1 szabadsagi fokhoz valamint statisztikus bizton-
saghoz tartozé t értékek behelyettesitése utdn. A P = 5 szézalék valdszinl-
ségi szinten t = 2,2 é a mérési tartomanytél figgéen a kozépértékek 95 sza-
zalékos biztonsaggal a +0,009 értékekkel valtoznak meg. A P = 1 szazalék val6-
sziniségi szinten t = 3,11 és a kozépértékek hibahatara 99 szazalékos biztonsag-
gal +0,004 és +0,013 értékek kdzé esik a koncentraciotartomanytol fiiggben.

Az eredmények potossagat a mérési eredmény (kdzépérték) szérasaval jelle-
mezve, a kdzépérték szorasa (sk = S/N) a +0,001 és +0,004 értékek kozott valto-
zik a koncentraciotartomanytél fliggéen.

Az egyes fehérjekoncentracié tartomanyok statisztikai vizsgélata utan meg-
hataroztuk afehérjetartalom és az optikai fényelnyelés kdzotti dsszefuggés jellegét.
Az dsszefiiggés 100-800 mikrogramin /cm3fehérjetartalom esetén linearis és elss-
fokl regresszios egyenlettel irhaté le. Az egyenletet aza = -0,02025 ésb = 0,0048
allandok jellemzik és az egyenlités szérasa S = +0,0048. A regressziés egyenlet

7. tablazat
A meghatarozas pontossagat jellemz6 statisztikai értékek
Fény-
HSA elnyeles Sz6ras Varidciés ~Kozépérték Kozépérték Kozépértek Kozépértek
glcm3 440 s koefficiens hibahatara hibahatara hibahatara szérasa
mm-en s % P = 5% P= 1% P=201% sic
Auo
100 0,104 0,005 4.8 0,003 0,004 0,006 0,001
200 0,212 0,010 4,7 0,006 0,009 0,013 0,003
300 0,340 0,010 2,9 0,006 0,009 0,013 0,003
400 0,450 0,011 2,5 0,007 0,010 0,014 0,004
500 0,569 0,014 2,4 0,009 0,013 0,018 0,004
600 0,688 0,015 2,2 0,010 0,013 0,019 0,004
700 0,814 0,015 1,8 0,010 0,013 0,019 0,004
800 0,932 0,015 16 0,010 0,013 0,019 0,004
2. tablazat

A tényleges és a szamitott fehérjetartalmak értékei

HSA Mért Szamitott :Szamitott HSA
g/cm3 fényelnyelés fényelnyelés tartalom g/cm3

100 0,104 0,098 104,8

200 0,212 0,217 195,8

300 0,340 0,336 303,6

400 0,451 0,454 i 397,1

500 0,569 0,573 496,5

600 0,688 0,691 596,8

700 0,814 0,810 703,0

800 0,932 0,929 802,4
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3. téblazat
Borok fehérjetartalmanak meghatarozasa

. Optikai elnyelés Fehérjetartalom
Borminta 440 nm-en mg/l

Badacsonyi Olasz rizling 0,160 84+2
0,158
0,160

Pécsi Olasz rizling 0,116 66+2
0,171
0,122

Pécsi Kovidinka 0,104 60+2
0,103
0,104

Pécsi Chardonnay 0297 141+ 3
0,293
0,296

Pécsi Rizlingszilvani 0.264 128+ 3
9,263
0,260

Tokaji Harslevell 0,380 178+ 4
0,383
0,378

Egri Olasz rizling 0,296 144+3
0,303
0,300

Tokaji Furmint 0,178 167+4

0,180
0,177

Y = —0,02025 + 0,0048. A 2. tablazatban megadtuk az egyes fehérjekoncentraciok-
hoz tartozé fényelnyelési atlagértékeket, valamint a regressziés egyenletbdl szami-
tott fényelnyeléseket és az ezekhez tartoz6 fehérjetartalmakat. A regressziés egyen-
lettel a fehérjetartalom igen j6 kozelitéssel szamolhat6. Az egyenlités szorossagat
jellemzd mér6észam, a korrelaciés egyitthaté értéke 0,998, ugyancsak igen szoros
egyenlitésre mutat.

A fehérjetartalmat grafikus vagy numerikus modszerrel kaphatjuk meg a
fényelnyelés mért értékeibdl. A grafikus meghatarozashoz kalibraciés egyenest kell
felvenni, a numerikus meghatarozast a forditott regressziéval szamolt egyenlettel
v%ztuk, amellyel a fehérjetartalmat a mikrogram fehérje/lcm3= 17,2+ (842+20)
AdDformulaval adja meg, ahol AdDa 440 nm-en 1 cm-es kilvettdban mért fény-
elnyelés. A médszerrel meghataroztuk a borok fehérjetartalméat, minden mintabol
12 meghatarozast végezve. Az 50 cm3borbdl kicsapott fehérjét 25 cm30,2 mol/li-

meghatarozast. Az eredményeket a 3. tablazat tartalmazza.

Kovetkeztetések

A polipeptidekre specifikus biuret reakcio felhasznalhat6é a fehérjék mennyisé-
gi meghatarozasara kis fehérjekoncentracié esetén is, hogyha a biuret reakci6 le-
zajlasa utan a felesleges rezet eltavolitjuk és a fehérjékhez kotott rezet kolorimet-
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ridsan meghatarozzuk. A zavardé anyagoktdl a fehérjéket alkoholos kicsapéassal
valasztjuk el, majd a fehérjéket adott térfogati meleg lugban feloldjuk ésaz oldat-
bél végezzilk a meghatarozast. Amennyiben aminta 200mikrogramm/cm3nél keve-
sebb fehérjét tartalmaz, a fehérjecsapadékot a kiindulasi térfogat aranyos tortré-
novelhetd a meghatarozas érzékenysége, ha a szines terméket atrazzuk kloroform-
ba és a kloroformos extrakt fényelnyelését hatarozzuk meg, illetve ha a réztartal-
mat atomabszorpcioés spektrofotometridval hatarozzuk meg, mint azt tettik a
vizsgélat elején. Késbébb attértink a kolorimetrids mddszerre, mivel az atomab-
szorpcios spektrofotometrias rézmeghatarozas kevéssé elterjedt. A kalibraciés hu-
man szérum albumint hasznaltuk, amelybdl 10,3 mg két meg 1 mg rezet. A biuret
reakci6 a polipeptid lancra jellemzé, ezért a legtébb fehérje azonos aranyban kot
meg rezet, tehat a vonatkoztatasi fehérje megvalasztasa nem rejt magéaban hiba-
lehetéséget. Végeredményben a réz mérésére visszavezetett meghatarozas rendel-
kezik a biuret modszer el6nyeivel, ugyanakkor kikiiszobdli annak egyetlen hatra-
nyat, az érzéketlenségét.
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OMPEJENEHUWE COJAEPXAHUA MUWKPOKONMYECTBA TPOTEWHA
B BUHE C NMOMOWbIO BUYPETOBOW PEAKLUWW MOBbLIWWEHHOW
YYCTBUTE/IbHOCTHN

M. Monnap

[Ons onpefeneHnst Masioro konmdyectsa Genka aBTop paspaboTan MeTof OCHO-
BbIBAIOLLMIACS HA U3MEHEHHOW GUYpeTOBOIi peakuumn onpeaeneHusi. ABTOp onpegene-
HUe 6enka CBOAWT Ha U3MEPEHWM COAEPXKaHWS Meau TakMM 06pasoM, YTO focse
OCYLLECTBMIEHNSI Mpouecca GWypeToBOM peakuuy M3 pacTBopa YAasua NULLHIOW
mMeab U U3Mepus ¢ Genkamn CBSI3aHHOE KO/IMYECTBO Mefy, KOTOPOe KONUYecTBO
ABNSETCS CTOXMOMETPUYECKU MPONOPLUMOHA/IbHLIM C KolMdecTBoM 6eska. Onpe-
[efieHne aBToOp NPOBOAM KOJIOPUMETPUYECKU AUITUNAUTHOKap6amMaToM HaTpus,
NPUBOAUT CTATUCTUYECKME AAHHbIE OWIMGOK MeToAa W WUCCNeaoBas UX NPUMEHW-
MOCTU [ANA OnpefeneHust cogepxaHvsi 6enka BuHa. C Lefblo ycTpaHeHWsl Mella-
I0LLMX OMNpefeneHnio BELLECTB, NpeaBapuTenbHO ocaxaan 6eok CMpToM, a NoToMm
nepeBen ero LLenoybio B pacTeop.
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BESTIMMUNG VON MIKROMENGEN DES PROTEINGEHALTES IN WEIN
MITTELS EINER BIURETREAKTION ERHOHTER EMPFINDLICHKEIT

I. Molnar

Durch eine Modifikation der auf der Biuretreaktion fussenden Bestimmung
wurde eine Methode zu Bestimmung geringer Proteinmengen im Wein entwickelt.
Die Proteinbestimmung wird auf die Messung des Kupfergehaltes zuriickgeleitet.
Dabei wurde nach Beendigung der Biuretreaktion das Uberschiissige Kupfer aus
der Lésung entfernt, und dann die Menge des zu Proteinen gebundenen Kupfers
gemessen, die stochiometrisch der Proteinmenge proportionall ist. Die Bestimmung
wurde kolorimetrisch mit Natriumdiathyldithiocarbamat ermittelt. Die fehler-
statistischen Angaben der Methode werden prasentiert und die Anwendbarkeit der
Methode zur Bestimmung des Proteingehaltes von Wein wurde untersucht. Um
die die Bestimmung stérenden Substanzen zu entfernen, wurden die Proteine vor-
angehend mit Alkohol ausgeféllt, sodann mit Alkali wieder in Lésung gebracht.

DETERMINATION OF MICRO AMOUNTS OF PROTEINS IN WINE
BY BIURET REACTION OF INCREASED SENSITIVITY

I. Molnar

A method was developed for the determination of minute amounts of proteins
in wine by the modification of the process based on the biuret reaction. The deter-
mination of protein is based on the measurement of copper in that the excess of
copper is removed from the solution after the and the amount of copper bound
to proteins is measured which is stoichiometrically proportional to the amount of
proteins. The determination is carried out by colorimetry with the use of sodium
diethyldithiocarbamate. Statistical error data of the method are given, and the
suitability of the procedure for the determination of protein contents in wine was
examined. In order to fremove substances interfering with the determination,
proteins are previously precipitated and then redissolved in alkali.





