Uj technika buzafehérjefrakciok elvalasztasara molekulasz(iréssel

VAR3A JANO3
Budapesti M(szaki Ej/etem Elelmiszerkémiai Tanszék

Erkezett: 1968. marcius 11.

Preparativ célokra alkalmas mennyiségl fehérjefrakcidkat buzalisztekb6l
kiindulva Oshorne sl), Pence és Eller (2) klasszikus eljarasaval, tovabba Hess (Sg
szedimentalasos eljardsaval nyerhetink. E modszereken talmen6en egyé
frakcionalasi eljarasok is alkalmazhatok. Torekvés egységes frakciok nyerésére
a tanszékiinkon folyo6 kiterjedt blzafehérjekutatas soran is sokféle frakcionalasi
mod kiprobalasat eredményezte. E frakcionalasok valtozatossaga szamos koz-
leményben leirt munkabdl tlnik ki (4, 5, 6, 7, 16).

Az igy kapott frakciok nem egységesek. Ezt bizonyitjak azok a gélelektro-
forézises vizsgalatok, melyek buzaliszth6l kivont fehérjékben 15—20 frakciot
mutattak ki (S, 9). Az elektroforézises elvalasztas a fehérjék elektrokémiai sajat-
ség?ain alapul. Alkalmazésa fehérjék finomabb frakcionaldsara elterjedt. Egyes
valtozatai mikropreparativ célokra is felhasznalhatok. Hatasfoka lényegesen
novelhetd, ha molekulasuly szerinti elvalasztas is megel6zi.

A dextrangéleken (,,Sephadex™) (10) torténd molekulanagysag szerinti
fehérjefrakcionalas nagy lépéssel segitette el6 e feladat megoldasat. A modern
biokémiai elvalasztastechnikéban a gélsz(rés egyre inkdbb alkalmazott mddszerré
valik. A novekv6 népszerliség oka, hogy bonyolult anyagkeverékek molekula-
méret szerinti elvalasztasat a hasonld celi eszkdzokhéz képest (pl. ultracentri-
fuga) gazdasagosan és kiméletesen oldja meg. Biokémiai modszerként tortént
bevezetése Ota szamos vizsgalatnal sikeresen alkalmaztadk a gélszlrést. Sotala-
nli_tésya, frakcionalasra, szennyezések eltavolitasara egyarant alkalmas ez az
eljaras.

A gabonafehérjék vizsgalataba is bevonult ez a modszer. Az utobbi években
szamos kozlemeny jelent meg, amelyek a buzafehérjék frakcionalasanak ered-
ményeir6l szdmoltak be (11, 12, 13). A gélsziirés lehetové teszi, hogy olyan meny-
nyiségben nyerjlink fehérjefrakciokat, hogy azokbdl tovabbi vizsgalatokat
(végcsoport, - aminosavdsszetétel,. gélelektroforézis) elvégezhessilk. A~ buzafe-
hérjék eseteben a gélszlrést Al-laktatban, ecetsav-karbamid pufferben térténd
oldas utan G—100 vagy. G—200 jelzés(i kevés keresztkotést tartalmazo, laza
tipusu ?élen végzik el. A frakciok eloszlasat 230 nm-es hulldmhosszon torténé
méréssel lehet meghatarozni, az egyes rész-eluatumokbol. A frakciok meg&ele-
nését és a frakciondlas befejeztét fehérje-szinreakcios vizs?élattal ellenérzik. A
buzafehérjék vizsgalatanal 6és mas fehérjék esetében is) az ilyen jellegl gélsz(irés
faradtsagos, allando ellenérzést kivan és bizonyos bizonytalansagot rejt magaban.
Ha nem ismeretes a fehérje molekulasulya, akkor a megfelel§ gél kivalasztasa is
hosszadalmas problema. Az egyes elvalasztott frakciok tovabbi vizsgalata beto-
ményités utan lehetséges és minden ilyen Iépés veszteséget okoz. Ezen hatranyok
kikliszoholésére vetdik fel az egyes frakciok vizualis észlelésének biztositasa
mar az oszlopon. igy jutottam el a gélsz(irés (j technikajahoz, melyet a dinitro-
fenilezett fehérjék {tovébbiakban: DNF-fehérje) frakcionalasa jelent.
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1. A DNF-fehérjék eluens oldészerének (puffer) kivalasztasa

Kozismert, hogy a DNF-fehérjek oldhatosaga rosszabb, mint kezeletlen
fehérjéké. Agelszuresnel altalaban alkalmazott pufferekben (AI laktat; ecetsav i
karbamid stb.) a DNF-fehérjék nem oldodnak. Probléma tovabba az is, hogy a
hasznalt puffernek a gél duzzadasat is biztositania kell. Tébb oldoszer kipro a-
lasa utan veégil is sikerilt ezt a problémat is megoldani. Piridin-ecetsav-viz
elegye a célnak igen {ol megfelel. A puffer osszetétele 400 ml piridin +20 ml ecet- j
sav+580 ml desztillalt viz. Ha a DNF-fehérje oldédasa nehezen indul, akkor
célszeri kevés piridinben duzzadni hagyni, majd a puffer hozzaontésével fel-
oldani. A tapasztalatok eddig igen ke vez6ek  az egyes DNF-fehérjefrakciok
oldasat illetéen. A puffer jol biztositja a gél duzzadasat is.

2. A megfelelé6 Sephadex-gél kivalasztasa

Az el6vizsgalatok soran Sephadex G—25, G-50, G—100 és G-200-as gélt
prébéltam ki. A vizsgalatokhoz DNF- liadin frakciot hasznaltam. A frakciot
el6z6leg ddérzsmozsarban alkohol-éter (1:1) keverékével ismételten elddrzsol-
tem. Végul éterrel is tobbszor kimostam. A szaritott DNF-gliadint azutdn a j
fenti pufferben oldottam (4—5 ml-ben 20—40 mg-ot).

G—25-0s Sephadex gelb6l 2 cm 0-ji 70 cm hosszl oszlopot készitettem.

A gélre 4 ml pufferben oldott 30 mg DNF-gliadint vittem fel. A gél felett kb. (
2 mm-es puffert célszer(i ha?ynl és az oldott anyagot Ovatosan pipetta segitse-
gével alarétegezni. A felvitel utan megvarjuk, amig a teljes anyagmennyiség
a gél felsG reszébe hazodik, majd Ovatosan tiszta puffert rétegeziink foléje. i
Megvarjuk, amig a puffer 1-2 mm- nyire leviszi az oldott DNF-fehérje front- i
janak elsd szélet és azutan rakotjik az oszlopra a megfelelden Osszeszerelt, i
vizoszlopnyomassal miikéd6 puffertartalyt. A csepegés sebessége 5 ml/10 perc
volt. Az egyes frakcidkat fra C|og?/u1tovel kémcsdvekben gyUJtottem Ossze. Az
egyes mintak extinkciéjat kozvetlenil mértem, ,,Spektromom 3607-as készi- |

1 &bra
BL 112—DNF —gliadin tisztitdsa Sephadex G—25-0s gélen oszlop mérete:
70 cm



lékkel 380 nm-nél. VVakoldatként a puffert hasznaltam. A 70 cm-es 2 cm 0-j(i osz-
loprol az elsd frakcio megjelenése 72 ml puffer lecsepegése utan kévetkezik be.
A frakciokat a mért extinkcié és a kémcs6szam fliggvényében az 1 abran lat-
hatjuk. A Il. frakci6é lassi mozgasa igen kis molekulasuly( termék jelenlétét
mutatta. E frakciot 6sszegydjtve és beparlas utdn a DNF-terméket kicsapva
hidrolizisnek vetettem ald. Az éteres extrakt zommel DNF-OH-t tartalmazott,
ami arra mutat, hogy a DNF-fehérjefrakcio az alkoholos és éteres mosas ellenére
is igen nagymennyiségl dinitrofluorbenzolt tartalmaz, valdszin(ileg adszorptiv
vagy gyenge kotéssel kapcsolédva! E kapcsolat a fehérje és dinitrofluorbenzol
k6z0ott a Sephadex G-25-6s oszlopon felbomlik és a szennyezés a DNF-fehérjétol
elvalik. Tulajdonképpen tehat a G-25-6s gélen a fehérje nem frakcionalddik, de
megtisztul a nem -NH, csoportokhoz két6d6 dinitrofluorbenzolt6l.

A G-25-0s gélrdl lejott 11. frakciot tovabbi frakcionalasra G-50, G—75 és
G - 100-as Sephadex gélre vittem fel. Az oszlopok hossza 90 cm volt. AG —50-es
és G—75-0s oszlopon tovabbi frakcionalédas nem kovetkezett be. A G—100-as
jelzésl gélen mar gyorsabban mozgo és egy nyujtott frakcio jeientkezik, de az
elnyuldsndl Kitintetett maximum helyet nem észleltem. A frakcionalas ered-
ményét a 2. abran szemlélhetjik.

2. abra
BL 112—DNF-gliadin Sephadex O—100-as gélen torténé molekulasziirés
Oszlop mérete: 2x90 cm
Kémcsészam™

Végil a G-25-0s gélrdl lejott 1. frakciot Sephadex G—200-as oszlopra
vittem fel. Az oszlop ugyancsak 90 cm volt. A felvitt DNF-fehérje élesen tovabbi
két frakcidra valt szet. Ezenkivil a két frakcio kozott elnydjtott , kdztes”
frakciot is elkildnitettem. Kb. 60—80 ml puffer lecsepegése utan jelent meg
az |. frakcié. A kémcsovekbe frakcioszedével 4,5—4,5 ml-t gy(jtéttem dssze.
A frakciok fehérjetartalméanak eloszlasat a 3. dbra mutatja.*

i * A kémcs6szam ezen és utdna valamennyi dbran csak a frakciok megjelenésétsl lett
szamozva.
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3. abra
BL 112—DNF-gliadin Sephadex G—200-as gélen torténéd molekulasz(irése
Oszlop mérete: 2x90 cm

3. Vizsgalatok adott blizafajtak DNF-gliadinjaval

A modellvizsgalatok utan arra a koévetkeztetésre jutottam, hogy az egyes
DNF-gliadinokat a pufferben tortént feloldas utan el6szér G—25 jelzés(i gelen
tisztitottam, majd a lejovd elsé frakciot beparlas, kicsapas és Gjraoldas utan
G—200 oszlopon vizsgalom tovabb. Vizsgalatomhoz Szkoroszpelka és Bezosztaja
lisztjébdl nyert gliadinok dinitrofenilezett szarmazékaival végeztem kisérleteket.

3.1. ,,Szkoroszpelka" DN F-gliadin vizsgélata

Szkoroszpelka buza BL 112-es lisztjébdl sikeért, majd a sikérbél 70%-os
alkohollal gliadint allitottam el6. A gliadint Gjraoldassal és ismételt kicsapassal
tisztitottam. A lipoidokat absz. etanollal tavolitottam el. Végil a tisztitott glia-
dint 70%-o0s alkoholban oldottam és Varga (14) szerint dinitrofenileztem. A ka-
pott DNF-gliadint alkoholos és éteres mosas utan a gélsz(irés pufferében (lasd 1.)
oldottam (40 mg DNF-gliadint 5 ml pufferben). A kapott oldatot a mar ismer-
tetett modon a G—25-0s Sephadex gélt tartalmazé oszlopra vittem. A lejétt I.
frakcidt (30 ml) vizflirdén 2—3 ml re beparoltam, majd desztillalt vizzel 3-4-
szeresére higitottam. A kicsapodott DNF-gliadint centrifugaltam és Ujra oldot-
tam a piridin tartalma pufferben. Ezutan az oldatot G-200-as géloszlopra réte-
geztem. A G-200-as oszlop mereteit mar Ggy valasztottam meg, hogy preparativ
mennyiségek nyerése is lehetévé valjrth. Az oszlop 120 cm magas és 4 cm OI]U
volt. A csepeges sebessége 10—15 ml/6ra. A puffer csepegéset a hémérséklet
ingadozas befolyasolja. Alacsonyabb hémérsékleten (éjszaka) a puffer megnéve-
kedett viszkozitasa miatt a csepegés sebessege 15 ml/orarol 10 ml/6rara csokkent.
(Ezt a tovabbiakban kopennyel ellatott, huthetd és flithetd oszloppal kiiszbo-
16m ki.) Az 1. frakcié kb. 450—500 ml puffer lecsepegése utan jelent meg. A le-
jovo frakciok a 4. abran lathatok.
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4. ébra
Szkoroszpelka DNF-gliadin Sephadex G —200-as gélen torténé molekulaszlrése
Oszlop mérete: 4x 120 cm

3.2. ,,Bezosztaja” DNF-gliadin vizsgélata

A Iiadin frakciot Bezosztalja biza BL 112-es liszthdl allitottam el6 a ,,Szko-
roszpelka” gliadin el6allitasaval azonos moédon. Dinitrofenilezés, tisztitas utan a
DNF-gliadint a pufferben oldottam és G—25-0s oszlopon a DNFB-tl elvélasz-
tottam. Beparlas és kicsapés utan ismét oldottam a pufferben, majd az I. frakcid
frakcionalasi Sephadex G—200-ason ismételtem meg (a felvitt DNF- -gliadin
mennyisege 50 mg/5 ml puffer volt). Az els6 frakcio_megjelenése itt hamarabb
bekovetkezett (360 ml-nel mar megﬂelent) mint a,,Szkoroszpelka -gliadin ese-
teben, Ez arra mutat, hogy a kil6nb6z6 blzafajtakbol szarmazo frakciok
molsulyaban mar eltérések vannak. Tovabbi megfigyelés az volt, hogy a ,,Bezo-
sztaja”  DNF-glia-

dinbdl ne?y frakcio

kilonilt el. Az egyes

frakciok extlnkcml

lejott puffert tartal-

maz6 kémcsovek sza-

manak  fliggvényé-

ben az 5. dbran [at-

hatok.0

5. abra
Bezosztdja DNF-gliadin
Sephadex G—200-as
gélen torténé molekula-
szlirése Oszlop mérete:
4x 120 cm

D200 IBODDBDD :Ia,JZ),l’Domx4.W
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4. Ertékelés

A gabonafehérjék gélsz(irésének gyorsabb és biztonsagosabb forméaja a
DNF-fehérjék molekulasz(irése. A frakciok vizualis kdvetése az oszlopon lehe-
tévé teszi, hogy el6re képet alkothassunk a frakciok szamat illetéen. Elegendd a
frakcioszedd bekapcsolasa akkor, amikor mar az els§ frakcid megjelenése var-
hat6. (Tekintettel, hogy az Osszes frakcio lejovetele tobb napot vesz igénybe, ez
lényeges.) A lejott frakciok extinkcidjat 380 nm-nél kozvetlenil mérhetjik
»Spektromom 3607-as késziilékkel. A kapott frakciokat kicsapas utan azonnal
hidrolizalhatjuk HCI-val és az N-termindlis DNF-aminosavakat meghataroz-
hatjuk. igy az egyes frakciok szétvalasztasanak és végcsoportvizsgalatanak
Gsszes ideje kb. a felére csokkenthetd.

Munkam tovabbi részében valamennyi fehérjefrakcio DNF-szarmazékainak
gélsziiréses vizsgalatat végzem el, valamint ezen frakciok N-terminalis amino-
savainak kvalitativ és kvantitativ vizsgalatat. A vizsgalatok eredményeir6l
folytatélagosan szdmolok be.
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HOBAA TEXHWKA OTAENEHWA ¢PAKLI,VI/II7I MWEHWNYHOI O
BE/IKA MOMOLLBKO MOJIEKYTAPHON ®UNTBTPALNN

A. BAPTA

ABTOp pa3paboTal] Hosyto TEXHUKY OTAENEHUA PPaKLMM MILEHNYHOro 6eKa,
renieBoil  (unbTpauymeidi NPoOU3BOAHBIX-AH®  dpakumit  nonyuun 6y¢>q3eprM
3N0aT, KOTOPbIA XOPOLLO pacTBopseT 6enKkoBbIX (paknuid-AH®, a Takxe 0Tany-
HO OBECreuMBaeT 1 HabyxaHue rens Cethagekc. CoctaB Gyddepa: 400 M1 nupuanHa
+ 20 M ykcycHoii KACNOTbl +580 mn Bogpl.

B onbiTax Ha Mogenu aBTop ycTaHOBWA, yTO Ha Cedhagekc rene I'—25 ouu-
waetcs 6enkoasa QpakHus-AHP ot umsnuwHero AH®BE. TMocne wvcnbiTaHUs
HeCKO/IbKNX TrefeB %ﬂﬂ Lenen (hpakLMOHNPOBaHNSA, CamMbiM fTyYLLIMM Onpasaancs
renb Cegagekc -20

ABTOp wucrnbiTasl NPou3BoAHY0 OH® ravagmHa y peyx MOPOA MLUEHULbI.
B pesynbrate ucnbiTaHuA onpegenunu, uyto ravaguH  Ckopocnenki fJaet /e
CTPOro pasfenvMble 1 0JHY ,,MIPOMEXYTOUHYIO” (hpakuuio. Mpn ucnbltaHum rau-
annH niieHnUpl besocTan aBTop 3aMeTW/ CXOACTBO YETbIPEX (hpaKLid.

MpeumyLllecTBO MeTofa: BM3yasibHas CNeXMMOCTb (pakumiA, Henocpea-
CTBEHHOE M3MepeHWe KO/MUeCTBa B BWOMMOM CBETE, 06paTHoe nosydeHue pak-
umii AH® 1 BbINONHEHWE UCMbITAHWA HEMOCPEACTBEHHO KOHLEBOW Tpynmibl.
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EINE NEUE TECHNIK ZUR TRENNUNG
VON WEIZENEIWEISSFRAKTIONEN VERMITTELS GELFILTRATION

J. Varga

Verfasser arbeitete eine neue Technik zur Trennung der Weizeneiweiss-
fraktionen aus; vermittels der Gelfiltrierung der DNF-Derivate der Fraktionen
stellte er einen solchen eluenten Puffer zusammen, welcher die DNF-Eiweiss-
fraktionen gut I6st. Auch die Schwellung des Sephadex-Gels wird in demselben
vorziglich ermdglicht. Zusammensetzung des Puffers: 400 ml Pyridin + 20 ml
Essigséure + 80 ml Wasser.

Anhand von Modellversuchen stellte der Verfasser fest, dass am Sephadex-
Gel G—=25 eine Reinigung der DNF-Eiweissfraktionen vom (berflissigen DNFR
stattfindet. Nach Ausprobierung mehrerer Gele erwies sich fur die Fraktionie-
rung das mit G—200 bezeichnete Sephadex-Gel besonders vorteilhaft.

Der Verfasser prifte das DNF-Derivat von Gliadinen zweier Weizensorten.
Als Versuchsergebnis stellte er fest, dass das Gliadin der Sorte Skorospelka zwei
scharf getrennte und eine ,,mittlere” Fraktion lieferte. Aus dem Gliadin der Sorte
Besostaja konnte die Absonderung von vier Fraktionen beobachtet werden.

Vorteile der Methode: Moglichkeit visueller Verfolgung def Fraktionen,
unmittelbare Messung der Mengen im sichtbaren Licht, Wiedergewinnung der
erhaltenen DNF-Fraktionen und Durchfiihrung einer unmittelbaren Prifung
der Endgruppen.

A NEW TECHNIQUE FOR THE SEPARATION OF WHEAT
PROTEIN FRACTIONS BY MOLECULAR FILTRATION

JmVarga

A new technique was evolved by the author for the separation of wheat
protein fractions. By the gel filtration of the DNF derivatives of the fractions
an eluent buffer was obtained which is capable of readily dissolving the DNF
protein fractions and promotes the swelling of Sephadex gel. The composition
of the buffer is: 400 ml. of Pyridine -f 20 ml. of acetic acid and 580 ml. of water.

It was found in model experiments that the DNF-protein fractions can be
purified on Sephadex G—25 gel which separates excess DNFB. After testing a
number of gels, Sephadex G—200 proved to be the best suitable one for the
purposes of fractionation.

The gliadin-DNF derivatives of two wheat varieties were investigated by the
author. The experimental results proved that the gliadin of the Skorospelka
variety yields two sharply separating and one "intermediate” fractions while the
gliadin of the wheat variety Bezostaya gave four different fractions.

The method offers the following advantages: the amount of the fractions
can be followed visually, the amounts can be measured directly in the visible
region, the obtained DNF fractions can be recovered and it is possible to conduct
a direct investigation as regards terminal groups.



NOUVEAU PROCEDE POUR LA SEPARATION DES FRACTIONS DE
PROTEINES DU BLE PAR FILTRATION MOLECULAIRE

J. Varga

L’auteur a éraboré un procédé nouveau pour la séparation des fractions de
protéines du blé. Il a prépare par filtration gélique des dérives DNF des fractions
un tamFoneIuant qui dissout bien les fractions des protéines DNF et dans lequel
le gonflement du gel Sephadex est bien assuré. La composmon du tampon est
400 ml de pyridine +20m Id’acide acétique +580 ml d’eau. Avec des experiences
faites sur des modeles il a établi que sur le gel Sephadex C-25 il se produit la
purification des fractions de protéines DNF du DNFB en surplus. Apres |’essai
de plusieurs gels c’est le gel Sephadex C—200 qu’il a trouvé comme le meilleur
pour ce but.

L’auteur a examiné le dérivé DNF de la gliadine de deux expéces de blé. Il a
établi que la gliadine du blé Szkoroszpelka a donné deux fractions nettement
séparées et une fraction «intermédiaire.» 1l a observé la formation de quatre
fractions dans le cas de la gliadine du blé Begosztaja.

Les avantages de la méthode sont: Ton peut suivre visuellement les frac-
tions, le mesurage direct des quantités & la lumiére visible, la récupération des
fractions DNF obtenues et I’examination direct du radical final.
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Béatyai Jend, Miklya Janos és N&vé Laszl6: Husipari termékek merkurimatrias
klorid meghatarozasarol (1968. aug. 11.).

Vidéki Laszlo: Mintavételi vizsgalatok gordgdinnyével (1968. aug. 15.)

IF. Juries Eva: Egyes gyorsfagyasztott és friss zoldségfélék C-vitamin tartalma-
nak 6sszehasonlitd vizsgalata nyers és f6tt allapotban (1968. aug. 16.)
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