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Lasztity és mtsai-nak (1) eredményei igazoltak, hogy a magyar buzalisztekbél
is izolalhat6 a Balls és Hale (2) nyoméan purotioninnak nevezett kilonés aminé-
savosszetételli, kismolekulasulyu fehérje, amelyet az elséként izolalt buza-
liporoteifi fehérjekomponensének tekinthetiink. El§z6 koézleményinkben (3)
részletesen ismertettik a purotionin el6allitdsaval kapcsolatos vizsgélataink
eredményeit, megallapitva, hogy a viszonylag nagyszamu purotioninnal foglal-
kozé kdzlemény ellenére az anyag izolalasanak metodikai kérdései nem tekinthe-
t6k tisztazottnak. Vizsgalataink kiterjedtek a buzaliszt petroléteres extrakcio-
janak mennyiségi kovetésére és a szteroidmentesitett lipidextrakt sésavas hasi-
tasanak vizsgalatara, amely kisérletek nyoman egy, viszonylag kénnyen végre-
hajthaté, tiszta terméket ado izolalasi médszert irtunk le.

Jelen kdzleményben a purotionin tisztitAsanak és a tisztitott termék egyes
tulajdonsagainak vizsgalatat célz6 kisérletekrél szamolok be.

Anyagok és modszerek

A vizsgalatokat el6z6 kozleményiink (3) alapjan el6allitott nyers purotionin-
b6l végeztem.

A purotionin tisztitasa

A purotionin tisztitasarél eddig kozolt adatokbél korilbelldl ugyanazon kép
szlrhet6 le, mint az izoldlas irodalmi hivatkozasairél. A kutatok tdbbé-kevéshé
kévetve a BALLS 4&ltal leirtakat, annak részletes elemzését nem végezték el, igy
igen kevés a kozolt mennyiségi adatok szama, az egyes tisztitasi lépések soran
szennyezésként elkulonitett anyag vizsgélatara nem kerilt sor. A tisztitasi el-
jarasokat két csoportba oszthatjuk:

— alkohol-viz rendszerrel végzett ismételt oldoszeres tisztitas (2)
— metanol-viz-kloroform rendszerrel végzett olddszeres tisztitas (4)

szerint:

1000 mg nyers purotionint (t0) 100 cm3 vizben oldottam, majd a leh(tott
oldathoz 135 cma3 absz. alkoholt adtam. Az opalizalé oldatot egy éjszakan at
-5°C-on tartottam, majd MOM 120-as tipusu ultracentrifugan preparativ rotor-
ban centrifugaltam —7°C-on, 35000/perc fordulatszamon 45 percig. A centri-
fuga-csovek falan 41,5 mg halvanysarga csapadék ulepedett ki (t,), a tukrésen
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tiszta oldat beparlasaval (vakuumszaritészekrényben 35°C-on) 871 mg egyszer
tisztitott purotionint nyertem (t2. t.,-anyagot 15 cm3 deszt. vizben oldottam
100 cm3 absz. alkoholt adtam hozz4, a fenti korulmények kozott tarolva, majd
ultracentrifugalva 31,9 mg csapadékot (t3), majd az oldat beparlasa utan 716,2 mg
kétszer tisztitott purotionint kaptam (t4).

t4et 60 cm3 kloroform-metanol (1:1) aranyu elegyében oldottam, majd any-
nyi deszt. vizet adtam az oldathoz, hogy a keletkez6 kétfazisi rendszer Ossze-
tétele kloroform-metanol-viz (1:1:0,9) legyen. A tejszerli emulzié egy éjszakan
at h(it6szekrényben tarolva két fazisra valt szét, illetve afels6 és also fazis kozott
egy tejszer(i hatarréteget is meg lehetett figyelni. A fels6 fazist 6vatosan lesziv-
tam, a maradékhoz 5 cm3 kloroform-metanol-viz (1:1:0,9) rendszer fels6 fazisat
adagoltam kis részletekben, 6vatos razogatas kdzben. Az Ujra tejszer(ivé valb
emulziét 1 6ran at 8000/perc fordulatszamon centrifugaltam, amikor is a fentiek-
hez hasonléan két fazist és hatarfazist nyertem. A fels§ fazist leszivatva és a
térfogatot kiegészitve atisztitast még kétszer megismételtem. Végiil az egyesitett
fels6fazist (t17), az als6 fazist (t6), illetve a hatarfazist (t5 beparlasaval megkaptam
atisztitott purotionint, illetve az utolsé lépés soran eltavolithaté szennyezéseket.

A tisztitds soran nyert valamennyi anyagnak meghataroztam a foszfor-
tartalmat Bartett modszerével (5), illetve a biuret-reakcidval fehérjepozitivnak
mutatkoz6 anyagoknak meghataroztam a nitrogéntartalmat, brutté aminosav-
Osszetételiiket, valamint molekulameret szerint frakcionalhatésagukat.

A tisztitott purotionin molekulaméret szerinti frakcionalasa

A purotionin molekulaméret szerint: frakcionalasat Sephadex G—75-6n
torténd gélszlréssel végeztem el. Tobb eluensrendszer kiprébalasa utan a kovet-
kez6 Osszetételli eluenst talaltam alegalkalmasabbnak:

0,05 M ecetsav + 0,1 M KCI vizes oldata

A molekulaméret szerinti egységes frakciok nyeréséhez kétszeri rekromatog-
rafélasra volt szilkség. El6szor egy 3,8 cm belsd atmérgjli, 42 cm magas kolonnan
preparativ el6frakcionalast végeztem, majd az igy kapott frakciékat rekroma-
tografaltam 22 cm magas, 2,2 cm atmérdjd kolonnan (a preparativ oszlop VGja
130 cm3 a kisoszlopé 27 cm3volt). A gélszilrés kovetése, illetve a frakciok sze-
dése LKB Uvicord készilékkel tortént. Az egységes molekulaméret ellenérzésére
ultracentrifugds homogenitasvizsgalatokat végeztem.

Ultracentrifugas vizsgalatok

Az ultracentrifugds analiziseket MOM 120-as készulékkel végeztem. A ho-
mogenitasvizsgalatok melleit meghataroztam a gélsziiréssel kapott frakciok
nulla koncentraciéra extrapolalt szedimentacios allandéjat és molekulasulyat.
Ezen kisérletek eredményeit mas helyen publikaltuk (6). A homogenitasvizsgala-
toknal 16—40 000/perc fordulatszdmon dolgoztunk, a vizsgéalatokat Schlieren
optikaval kovettik.

Brutté amindsav-0sszetétel meghatarozasa

A molekulaméret szerint egységes frakciok, valamint a tisztitas soran kelet-
kezett fehérjetartalml szennyezések brutt6 amindésav 0Osszetételének megha-
tarozdsa — a mintak s6savas hidrolizisét kovetéen — AAA 881-es tipusu, cseh-
szlovak gyartméanyud, automatikus aminosavanalizatorral tortént. Az elvalasz-
tasoknal 0,9x54 cm-es AM1INEX Asé-t6ltetli oszlopokat hasznaltunk, az alkal-
mazott pufferek Dévényi (7) harompuffervéaltasos, egyoszlopos technika W'éller (8)
altal modositott pufferei voltak. A triptofan meghatarozasahoz béazikus hidro-
lizist és ,,Fixionos vékonyrétegkromatografias vizsgalatot végeztem (9).
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EREDMENYEK

A haromlépéses olddszeres tisztitas adatait az E tablazatban foglaltam ossze.

7. tablazat
A purotionin oldészeres tisztitdsanak adatai
1000 g
nyers .
Minta ) , purotionin- Kitermelés ~ Foszfor-
jele Minta megnevezése b6l kapott (%) tartalom
anyag (%)
@
to Nyers purotionin 1000 (100) 0,17
t, I. tisztitasi lépés szennyezése 41,5 0,42
t2 1X tisztitott purotionin ..... . 871,0 87,1 0,09
t3 1. tisztitasi lépés szennyezése 31,9 0,13
ti 2x tisztitott purotionin . 716,2 71,6 0,04
t5 111, tisztitott 1épés hatarfazis 18,5 0,17
E 111, tisztitott alsé hatarfazis.. 190,7 0,20
t7 tisztitott purotionin 504,7 50,5 <0,01

A szennyezésként eltavolitott anyagok kozil a tfi-jelzésl biuretreakcéval
fehérjepozitivnak mutatkozott. Az E &bra a kétszer tisztitott (t4), a haromszor
tisztitott (t7) purotionin, valamint a fehérjének mutatkoz6 t3szennyezés elucids
gorbéit mutatja be.

A 2. abra a tisztitott purotionin rekromatografalassal kapott eluciés gor-
béjét mutatja be. (Az abran lathaté rémai szamos frakciojeldléseket az elkdvet-
kezend6kben kovetkezetesen hasznélom.)

A 2. tdblazat a gélsz(réssel elkulonitett frakciok mennyiségeit és az eluciés
térfogat alapjan szamitott kézelit6 molekulasuly-értékeket tinteti fel.

7. 4bra
A purotionintisztitds egyes intermedierjeinek eluciés gorbéi Sephadex O—75-0s oszlopon
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Frakcionalas Sephander
G-75 oszlopon

2. abra
Purotionin frakcionalasa Sephadex O —75-6s oszlopon
2. tablazat

A tisztitott purotionin frakcijeloszlasa és a molekulaméret szerint
egységes frakciok molekulasulya

Mennyiség
Frakci6 jele  Kozelité molekulasuly (%) g/g tisztitott
purotionin
I 132 000 32
. 125 000 10
1. 32 000 20
V. 11 200 23
V. 6900 7
VI 4200 8

A 3. tdblazat a tisztitott purotionin molekulaméret szerint egységes frak-

cidinak és at( ,szennyezés” brutt6 amindsavisszetételét tartalmazza.

A purotionin frakciék aminosavisszetétele

I 1. 1. V. V. ViI.

Frakciok jele
g aminésav/100 g fehérje

ASP 9,13 7,70 821 6,69 6,78 4,31
THR 7,68 9,54 6,00 4,50 4,65 883
SER ... 3,56 6,41 7,09 7,33 7,31 8,30
GLU 10,09 9,13 11,60 3,03 3,07 5,80
PRO 1,87 3,10 3,80 4,45 4,65 5,86
GLY 4,98 5,00 5,20 6,53 3,70 5,54
ALA 413 4,54 5,50 5,08 3,15 2,98
CYS.. 6,60 5,05 6,00 14,05 14,40 9,20
MET 1,50 0,74 2,90 ny. ny. ny.

ILE 3,08 2,71 3,44 1,45 0,55 0,8

3- tablazat

k)

8,34

2,80



[ 1. V. V- VI 3]

Frakciok jele

g amindsav/100 g fehérje

9,14 7,60 8,60 9,28 11,01 11,9 8,6
0,50 0,10 1,90 1,73 3,20 ny. 0,4
2,38 4,90 5,40 2,05 3,04 4,61 3,01
8,94 14,10 802 13,69 14,02 13,1 7,9
1,87 0,19 212 0,19 X ny. 0,9
10,00 8,64 7,35 15,52 15,02 14,2 9,25
2,87 1,89 1,7 2,7 2,9 25 2,3

KOVETKEZTETESEK

A purotionin tisztitAsara kidolgozott haromlépéses olddszeres tisztitas
hatékony moédszernek bizonyult, a foszfortartalom alakulasa alapjan megallapit-
hat6, hogy a végtermékként kapott purotionin-preparatum alkalmas tovabbi
vizsgalatok céljara.

A mennyiségi adatok segitségével, korabbi munkank (3) eredményeit fel-
hasznalva megadhat6é a purotionin-izolalas teljes menetének anyagmérlege, ame-
lyet a 4. tdbldzatban foglaltam 0Ossze:

4. tablazat
A purotionin-izolalas anyagmérlege
Nyers Szteroid- Nyers )
purotionin mentes extrakt Liszt
extrakt
(mg/g)
Nyers extrakt 9,60
Szteroidmentes nyers extrakt 880 8,45
Nyers purotionin 16,0 14,1 012
Tiszta purotionin 504,0 8,06 7,11 0,06

A tablazat adataibdl lathatd, hogy a purotionin igen kis mennyiségben ta-
lalhaté meg a buzalisztben (1 kg liszt mintegy 60 mg-ot tartalmaz). Felvet6dik a
kérdés, vajon milyen biokémiai, fiziolégiai feladatot lathat el egy ilyen kis meny-
nyiségii, a kornyezettdl telijesen elitd dsszetételli anyag. A bdzaliszt lipidfehérje
komplexeinek a sit6ipari min6séget meghatarozé szerepe mellett ez a probléma
is a purotionin kutatasanak tovabbi elmélyitését kivanja. A purotionin biokémiai,
fiziologiai szerepérdl igen keveset tudunk, de az eddig publikalt adatok (prote-
az-inhibitalé hatds, méhosszeh(zé hatas) mindenképpen tovabbi kutatasokra
sugalnak. Természetesen ezen vizsgalatok el6feltétele, a tiszta preparatum, a
megdfelelé izolalasi metodika, amelynek tisztAzdsa soran szamos, a kinyeréssel
csak érint6legesen kapcsol6dd kérdés merilhet fel.

Esetiikben ez tortént a tisztitAs soran szennyezésként eltavolitott t(-jelzésl
anyaggal kapcsolatban, amelyrél a gélsz(iréssel meghatarozhaté molekulaméret,
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illetve a brutté aminésavosszetetel alapjan megallapithaté, hogy ez a ,,szennye-
zés” nem mas, mint a purotionin nagymolekulasilyt komponense.

A tisztitott purotionin G—75-6s Sephadex gélen 4 élesen elkiilénild, tdobb
csucsot és vallat adé elucios gorbét mutat. Rekromatografalassal a preparatum
6 molekulaméret szerint egységes frakciora bonthaté. A frakcionalasnal a gél-
szlirés és az ultracentrifugalds kombinalas a hatékony, eredményes mddszernek
bizonyult.

A purotioninnal foglalkoz6 eddigi kutatdsok zome csak a kismolekulasulyd
alfa- és béta-frakcio izolalasra és vizsgalatara torekedett. Ennek tudhato be, hogy
avizsgalando6 anyag egyik frakci6jat —illetve annak egy részét —mint szennye-
zést mar eleve eltavolitottak a mintabdl. A két vizsgalt frakcié rendkivuli aminé-
savOsszetételét mar szamos szerz$ leirta, de amint ez a 3. tablazat adataibdl
szembetling; a kulénds amindsavosszetétel nemcsak a kismolekulasulyld puro-
tionin frakciok sajatsaga, henem valamennyi frakcional jelentkeznek a buza-
fehérjék szokasos amindsavisszetetelétdl eliitd jegyek: a bazikus aminésavak
viszonylag nagy mennyisége, a prolin és a glutaminsav relative kisebb mennyisé-
ge, atriptofantartalom hianya, s6t - bar ez valamivel kisebb mértékd, a nagy-
molekulasulyld komponenseknél — a ciszteintartalom magas volta.

Balls és Hale a purotionin elnevezést a blzaliszt petrolé”eres extraktjabél
kinyert, nagy kéntartalmd, sok bazikus aminosavat tartalmazé fehérjének
adta. Amint afenti vizsgéalati adatok mutatjak, a kismolekulasuly(l frakciok mel-
lett valamennyi purotionin-frakcié kilonleges helyet foglal el a buzafehérjék
kozott, igy tovabbi vizsgalatuk indokolt.
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NCCNEOOBAHUWE INMONPOTENHOB B BEHTEPCKUX MWEHWLUAX
111. OYNCTKA NYPOTUOHUNHA N NCCNEAOBAHWE X ®PAKLINN

. Bakaw

ABTOp, Npofo/mKas uccnefoBaHWe MypoTUOHWHA W30/IMPOBAHHOIO U3 BEH-
repckoii MuweHuUbl, O03HaKOMSeT TPUCTYNeHuYaTblii METOA ero OYMCTKM pas-
paboTaHHOro A1 MOMyYeHWs NypoTMOHUHA. W3 OAHOW npumecy yAaneHHow
B TEYEHUM OYMCTKW, aBTOP YCTAHOBW/, YTO 3TOT NYPOTHOHWH SIBNSETCS KOMMO-
HEHTOM BbICOKO - MOJIEKY/ISIPHOTO Beca. Ha OCHOBaHWUM KOMWYECTBEHHbIX AaH-
HbIX OYMCTKM COCTaBW/I MaTepuasbHbli 6anaHc NypoTMOHWHA NOyYyaemoro W3
MWEHNYHON myxu.

OunueHHbI NYPOTHOHWH TeneBoin unbTpauvel pasgensieT Ha 6 dpakyuii
COOTBETCTBYHOLMX €AVHHLIM MOIEKY/IIPHBIM BECaM; Onpeaesisia Npu 3TOM Basi0BOM
aMUWHOKUCNOTHbIA cocTaB pakumii. AMMHOKMCNOTHBIA cOCTaB Bcex pakumii
NypoOTMOHMHA OTNMNYAeTCH OT OBbIKHOBEHHOTO cocTaBa 6enka MWeHWYHON wmy«u,
pacnopsixaeTcs 6GOSbLUMM KOMYECTBOM 6Ga3UCHOW aMUHOKACNOTOW W BbIMOKUM
OTHOCUTE/IbHLIM KOJIMYECTBOM LMCTEMHA.
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UNTERSUCHUNG DER LIPOPROTEINE UNGARISCHER WEIZEN,
I11. REINIGUNG DES PUROTHIONINS UND UNTERSUCHUNG
SEINER FRAKTIONEN

F. Békés

Als Fortsetzung der Untersuchung des aus ungarischen Weizenmehlen iso-
lierten Purothionins wird zur Herstellung des Purothionins eine mit Lésungsmit-
tel in drei Stufen durchgefiihrte Reinigungsmethode beschrieben. Es wurde dabei
festgestellt, dass eine der wahrend dieser Reinigung entfernten Verunreinigungen
aus einer hochmolekularen Komponente des Purothionins besteht. Auf Grund der
quantitativen Angaben der Reinigung wurde die Materialbilanz der Purothionin-
herstellung aus Weizenmehl entwickelt. Das gereinigte Purothionin wird mittels
Gelfiltrierens zu sechs vom Standpunkt der Molekiilgrosse einheitlichen Fraktio-
nen zersetzt, und die Brutto-Aminosaurezusammensetzung der Fraktionen wird
auch bestimmt. Die Aminosdurezusammensetzung aller Purothioninfraktionen
weicht von der Ublichen Zusammensetzung der Weizenproteinen ab, indem die
relative Mengen der basischen Aminosauren und des Cysteins gross sind.

INVESTIGATION OF THE LIPOPROTEIN CONTENT OF HUNGARIAN
WHEATS. IlIl. PUROFICATION OF PUROTHIONINE AND
INVESTIGATION OF ITS FRACTIONS

F. Békés

As a continuation of the investigation of purothionine isolated from Hunga-
rian, wheat fluor, athree-step solvent method of purification is described for the
preparation of purothionine. One of the contaminants removed during purifi-
cation proved to be the high rnoieculer component of purothionine. On the basis
of the quantitative data of purification the material balance of the production
of purothionine from wheat flour was established. Purified purothionine was
decomposed by gel filtration into six fractions which were homogeneous from
the aspect of the size of their molecule. The overall aminoacid composition ofthe
fractions was determined. The aminoacid composition of all fractions of puro-
thionine deviated from the usual composition of wheat proteins, the amount of
basic aminoacids and of cysteine was great.

41





