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A Mez6gazdasagi és Elelmezésigyi Minisztérium ,, A mez6gazdaségi és élel-
miszeripari nyersanyagok objektiv minGsitesi és atvételi rendszereinek kiszélesi-
tése és tovabbfejlesztése” c. kutatasi célprogramjanak keretében foglalkozunk
a gyors fehérljemeghatérozési maddszerek alkalmazasaval. A cél az 1d6igényes
roncsolasos eljarasok helyett olyan miiszeres modszerek alkalmazasa, amelyek
gyorsan és konnyen kivitelezhetok: kisérleti munkank soran a Folin —Ciocalteu
reagenst alkalmazé —Lowry és munkatarsai nevéhez f(iz6d6 mddszert, a biuret-
reakcion alapulé modszert ésa szinezékmegkotéses eljarast alkalmaztuk kiilénbéz6
termén¥ekre és élelmiszeripari nyersanyagokra. Jelen beszamolonkban egyes
gabonafeléken és Grleményeken a Folin-reagenssel, valamint a biuret-reagenssel
elért eredményekr6l szamolunk be. Vizsgalataink soran meghataroztuk buza-
lisztek, buzaliszthdl készitett sikérliszt, arpadara és kukoricadara vizben oldodo,
alkoholban oldédo és dsszes fejhérjetartalmat.

KISERLETI RESZ

1. Vizsgalt anyagok

BFF 55 bizaliszt

BL 55 blzaliszt

BL 51 buzaliszt

sikérliszt (BL 112 buzalisztbdl késziilt)
arpadara

kukoricadara

A vizsgalati anyagokat a kereskedelembdl szereztiik be; altalaban 5-5 par-
huzamos meghatarozast végeztiink.

2. Fehérjetartalmd kivonatok készitése

2.1 Vizben oldédd fehérje: 1 g vizsgalandé &rleményt desztillalt vizzel

30 percig razogépen extrahaltunk, majd 100 ml-re feltoltés utan centrifugaltuk.
A centrifugélassal kapott tiszta oldat fehérjetartalmat hataroztuk meg.

* /1 KERI 1972. mércius 31-i tudomanyos kollokviumén elhangzott eléadas (Szerk.).
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2.2. Alkoholban oldodo fehérje. 1 g vizsgalandé Grleményt 70%-os etil-
alkohollal 30 percig razogépen extrahalunk, majd 100 ml-re feltoltés utan
ceﬂtrifugéljuk. A centrifugalassal kapott tiszta oldat fehérjetartalmat hataroz-
zuk meg.

2.3. Osszes fehérje. 1 g 6rleményt 100 ml-es mérélombikban 4 ml CCl4-dal
megnedvesitink, majd hozzdadunk 10 ml 1 n NaOH oldatot és a ledugaszolt
lombikot 15 percig 60 C°-os termosztatba helyezziik, utdna feltoltjik szdéda-
oldattal, mely 100 ml 2%-0s Na2C03és 2 ml 0,5% CuS04-5 HD és 1% KNa-
tartaratot tartalmazé oldat ele%ye. 15 percig 3000 fordulat/perc sebességgel
centrifugaljuk, és a tiszta oldat fehérjetartalmat hatarozzuk meg.

Valamivel id6i?ényesebb, de a biuret-reakcidhoz tisztabb oldatot kapunk,
ha centrifugalas helyett el6re megnedvesitett sz(ir6papiron sz(rjik a kivonatot.

3. Eljarasok

3.1. Lowry mddszer (1)
Sziikséges oldatok:

Polin —Ciocalteu reagens. Készitése: 1,5 literes lombikban 100 g Na,WO04-
*2 HD, 25 g Na-molibdenat-dihidrat, 700 ml viz, 50 ml 85%-os foszforsav
és 100 ml cc. HCL elegyét 10 6raig visszacsepegd h(tével forraljuk. Hozzaadunk
150 g litium-szulfatot, 50 ml HA)-t és néhany csepp brémos vizet. 15 perces —
hité nélkili —forralassal eltavolitjuk a felesleges bromot, leh(lés utdn vizzel
feltdltjik 1 literre, majd sz(rjik d’az oldat ne e?%/en z6ldes szin(i). A reagens
savtartalmat 1 n NaOH-dal meghatarozzuk fenolftalein jelenlétében; sziikség
esetén 1 n savtartalmira higitjuk desztillalt vizzel.

Eljaras: 0-0,38 mg nitrogént tartalmaz6 0-10 ml fehérjeoldatot, mely
NaOH-ra nézve 0,1 n koncentrdcidju, és tartalmazza az 13. pontban leirt
feltélt6-oldat vegyszereit megfelel6 koncentracioban, kémcsGbe pipettazunk, és
— szilkség estén — kiegészitjik térfogatdt 10 ml-re olyan oldattal, mely az
emlitett vegyszereket ugyanolyan koncentraciban tartalmazza. (Ha még nem
alakult volna ki a réz-komplex, 10 percig allni hagyjuk, miel6tt a reagenssel
elegyitenénk.) Hozzaadunk 1,00 ml 1 n savtartalomra higitott Polin-Ciocalteu
reagenst, Osszerdzzuk és szobah6mérsékleten 30 percig allni ha%yjuk. A reagens
hozzéadasatél szamitott 30—120 perc kozott mérjuk az oldat extinkciojat
750 nm-nél, vakprobaval szemben, melyet a mintaval egyidejién készitiink
10 ml — a minta feltdltésére hasznalt — oldatbél és 1 ml Folin—Ciocalteu
reagenshdl.

A nitrogéntartalom kalibraciés gorbébdl olvashatd le, melyet kiilénbdzé
higitaséi kivonatokkal készitettiink el, s amelyeknek ismerjik a Kjeldahl szerint
meghatarozott nitrogéntartalmat. Hasznalhatd szamitdsra a regressziés egyenes
is.

3.2. Biuret-médszer (2)

A biuret-reagens készitése: 400 ml 0,2 n NaOH-ban feloldunk 9,0 g KNa-
tartaratot, azutan 3,0 g CuS04-5 HD-t és 5,0 g KJ-ot; a kapott oldatot 0,2 n
NaOH-dal 1000 ml-re toltjik fel.

Eljaras: 2 ml fehérjeoldatot elegyitink 15 ml biuret-reagenssel, 30 percig
37 °C-on &lini hagyjuk, majd 550 nm-nél mérjiik az oldat extinkciojat. A nitro-
géntartalmat_kallbréciés gorbeb6l kapjuk meg, melyet a Kjeldahl szerint meg-

atarozott nitrogéntartalom és a kulénb6zd ismert higitast! oldatok biuret-
reagenssel meghatarozott extinkcioértékei alapjan készitink el.
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EREDMENYEK

A vizsgélati eredményekbdl lathatd, hogy a Louv-y-mddszer alkalmazasakor
az egyes fehérje-tipusoknak (vizben, alkoholban, ill. lagban old6d6) megfelel6

egyenesek meredeksége eltér, fgy pl. a sikérliszt esetében

a vizoldhat6 frakciora
az alkoholban old6do frakciéra

a lagban oldodo (Gsszes N) frakciora
a regresszids egyenes egyenlete, a szdras

Y = 0,0160 + 0,1186 x
Y = -0,0133 + 4471 x
Y = 0,0037 + 0,3064 x
Sv: +0,035
SA: +0,047
SL: 0,011

1. 4bra

O0sszefiiggés a BL—112
buzaliszth6l készitett sikér-
liszt vizes extraktjaban
Kjeldahl-eljarassal megha-
tdrozott N-tartalom és a
Folin-reagenssel mért
extinkcié kozott

2. dbra
O0sszefiiggés a BL—112
bazalisztb8l készitett sikér
liszt alkoholos extraktjaban
Kjeldahl-eljarassal megha-
tarozott N-tartalom és a
Folin-reagenssel mért

extinkcié kozott

181



Osszefiiggés a BL—112 buzalisztb6l készilt sikérliszt lugos extraktjanak Kjeldahl-eljarassal
meghatarozott N-tartalma és a Folin-reagenssel mért extinkcié kozott

JelentGsen_ eltérnek a_sikérlisztre kapott értékekt6l a kereskedelmi liszt-
fajtak kalibracios egyenesei, de ezek egymas koézott is elteré meredekséget mutat-
nak. igy pl. a vizben old6d¢ frakciéra vonatkozdan

BFF 55 Y = 0,0032+0,1029 x
BL 55 Y = 0,0044 +0,0951 x
BL 51 Y = 0,0055+0,1019 x
arpadara Y = -0,0104 +0,2615 x

kukoricadara Y = -0,0031+0,2383 x

A BFF 55, BL 55 és BL 51 buzalisztek vizes kivonatainal kapott egyenesek
meredeksége kozel all egymashoz, ezért kdzos kalibracids egyenest is szamitot-
tunk (4. &bra), melynek egyenlete

Y — 0,0071+0,0973 x
szOrésa S = +0,0096.

M 4. fora
Osszefliggés kulonb6z6 buazalisztek vizes kivonatdban Kjeldahl-eljarassal meghatérozott
N-tartalom és a Folin-reagenssel mért extinkcié koézott
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Az érﬁad_ara, ‘a kukoricadara és a sikeérliszt b értékei jelent6sen eltérnek,
igy kozos kalibraciés egyenest nem szamitottunk ki.
Az alkoholos kivonatok vizsgéalatdnal kapott kalibracids egyenesek:

BFF 55. Y = 0,0146 + 0,1688 x
BL 55 Y = 0,0173+0,1807 x
BL 51 Y = 0,0093 + 0,2207 x
arpadara Y = 0,0144 +0,2168 x

kukoricadara Y = 0,0030+ 0,2499 x
A buzalisztekre vonatkoz6 kozds egyenes adatai (5. abra)

Y - 0,0247+0,1882 x
S +=10,023

J. uuru
Osszefiiggés killénboz6 buzalisztek alkoholos kivonataban Kjeldahl-eljarassal meghatarozo
N-tartalom és a Folin reagenssel mért extinkcié kozott

A lugban oldodé frakcidk (6sszes fehérje) kalibracids egyenesei:

BFF 55 Y = 0,0015 +0,0939 x
BL 55 Y = 0,0098 + 0,1079 x
BL 51 Y = 0,0079+0,1139 x
arpadara Y = 0,0110+0,1359 x

kukoricadara Y = -0,0086 +0,1159 x

A buzalisztekre vonatkoz6 kozds egyenes adatai (6. abra).
Y = 0,0067+1030 x
S = 0,016
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Y=0,0067i 0«30 X

S -10,016

. 6. abra
Osszefliggés kilonb6z6 buazalisztek lugos kivonatdban Kjeldahl-eljardssal meghatarozott
N-tartalom és a Folin-reagenssel mért extinkcié kozott

Megszerkesztettiik blza- és sikérlisztekre vonatkozoan a Kjeldahl-eljarassal
és a Lou+y-modszerrel meghatarozott nitrogéntartalom kozotti dsszefliggést
mutaté abrat, melyen lathatdk a ligos (L), alkoholos (A) és vizes (V) kivonatok-
kal kapott értékek (7. abra); a vonatkozO regresszids egyenesek egyenletei:

Y1 = 0,0150 + 0,9646x;. SL = £0,0013

YA = 0,0249 + 0,7808x; SA = +0,072

Yy = 0,9551+0,7824x; Sv = +0,012
7. dbra

osszefliggés a Kjeldahl-eljardssal és a Lowry-moédszerrel meghatarozott N-tarlalom kozott
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Az abran —ahol a nagyszamu mérési eredmény az egzes észlelt pontok
jelﬁlﬁsét nem tette lehet6vé —csak a kérdéses teriletet jel6ltik, ahova az adatok
esnek.

A biuret-reagenssel kapott eredményeket a 8. abra szemlélteti; a regresszios
egyenes adatai

Y = 0,0195 +0,0077 x S = 0,015

Y -00195* 00077 ¥
$*+0015

8. 4bra
Osszefliggés a lisztek vizben, alkoholban és lugban old6d6é fehérjetartalmanak Kjeldahl-
eljardssal meghatarozott N-tartalma és a biuret reagenssel mért extinkcio kozott

Ez az eg%/enes valamennﬁi kivonatra vonatkozik; a vizes és alkoholos
kivonatok kis fehérjetartalma kovetkeztében azonban a kis extinkcid-értékeknél
leolvasott eredmények nem elég pontosak; a ligos kivonatoknal, ill. sikér-
lisztnél a mddszer jol alkalmazhatd.
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MPUMEHEHWE METOJA BEbICTPOIrO OMPEAENIEHNA BEJIKA TIPU
NCCNEQOBAHNAX HEKOTOPbBIX MULWEBBLIX NMPOAYKTOB. I.

., Tépnen 1., Hepenkosny ®. Epwa n E. BagoH

ABTOpPbI Ha OCHOBAHWWU MO/YYEHHbIX PE3yNbTaTOB UCMbITaHUIA YCTAHOBUAN,
yto metof LOWRK MnpuMeHWM mpu onpuieneHnn GenkosB 3epHOBbLIX KyNbTyp,
OCOBEHHO MPW MLUEHNYHBIX MyKax, HO [ ONpefieNieHns PacTBOPSIOLLMXCA MO
pasHoMy (hpaKumii Heo6X0AWMbI OTAeNbHblE KannbpauyoHHble npsvble. Mpu n3-
rotosneHun peareHTa Folin - Ciocalteau Heo6xo4yMMo TOUYHO COBOAATL YKa3aHWs,
a MNpu M3roTOB/IEHMM HOBOIO peareHTa HeobXOVMO NPOBEPATb ero M3BECTHLIM
6eM10KCONepXaLlMM pacTBOPOM, HYTO WAEHTUYHbI-IN 3HAYEHUS T'KCTUHKLMIA.

UyBCTBUTENBHOCTb MeTOfa OWYpeT MouTW Ha [ABa BeNMYeHbl MeHblue, Yem
peareHTa PO/MHA; XOPOLIO MPUMEHUM MPU COOTBETCTBYIOLUMX ycnosusx KOH-
LieHTpaumn.
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ANWENDUNG EINER SCHNELLMETHODE ZUR BESTIMMUNG
VON EIWEISSSTOFFEN BElI DER UNTERSUCHUNG
EINZELNER LEBENSMITTEL I

D. Torley, J. Nedelkovits, F. Orsi und Gy. E. Vadon

Die Verfasser stellten aufgrund ihrer mitgeteilten Versuchsergebnisse die
allgemeine Anwendbarkeit der Lowry-Methode fiir Getreidearten, insbesondere
Weizenmehle fest; zur Bestimmung der einzelnen unterschiedlich I6sbaren
Fraktionen sind jedoch separate Kalibrationsgeraden nétig. Bei der Bereitung
des Folin-Ciocalteu Reagenten miissen die Vorschriften genau eingehalten
werden und bei der Bereitung von neuen Reagenten muss vermittels einer
Losung bekannten Eiweissgehaltes kontrolliert werden, ob die Extinktions-
werte Identisch sind. Die Empfindlichkeit der Biuretmethode ist mit fast zwei
Grossenordnungen kleiner, als diejenige des Folin-Reagenten; unter entsprechen-
den Konzentrationsverhéltnissen kann sie gut verwendet werden.

USE OF A RAPID METHOD FOR PROTEIN DETERMINATION
IN THE ANALYSIS OF FOODS 1.

D. Torley, J. Nedelkovits, F. Orsi and Gy. E. Vadon

On the basis of the presented data of investigation the Lowry method
proved to %enerally applicable to cereals particularly to wheat flours. However,
separate calibration straights are needed for the determination of certain fracti-
ons that have different solubilities. At the preparation of the Folin-Ciocalteu
reagent the prescriptions must be strictly observed, and on preparing fresh
batches of reagents the identity of the obtained extinction values must be checked
by solutions of known protein content. The sensitivity of the biuret method
is lower by about two orders of magnitude than that of the Folin reagent; under
adequate conditions of concentration it can be used with success.

APPLICATION D’UNE METHODE RAPIDE DE DOSAGE DES
PROTEINES DANS L’ANALYSE DE QUELQUES DENREES. |

D. Torley, J. Nedelkovits, F. Orsi el Gy. E. Vadon

Les auteurs ont, & partir de leurs résultats d’analyse publiés, établi I’appli-
cabilité générale de la méthode Lowry pour les céréales, en particulier pour la
fariné de froment; afin de doser quelques fractions de solubilités différentes il
y a, cependant, bcsoin de courbes d’étalonnage individuelles. En préparant le
réactif Folin-Ciocalteu il y a lieu d’observer strictement les prescriptions et,
lors de la preparation d’un nouveau réactif il fant, & I’aide dTine solution de te-
neur connue en protéines, controler I'identité des valeurs de la densité optiquc.
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