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Burgonyagumdék arginintartalmanak
meghatarozasa '

KORPACZY ISTVAN

Elelmesés- és Taplilkosdstudomdnyi Intézer, Budapest

A Kisvardai Kisérleti Gazdasiggal kardltve végzett burgonyavizsgalataink
soran a burgonyanemesit8k részérél felmeriilt az a kivansag, hogy szitkség lenne
olyan gyors, a helyszinen is elvégezhetd reakciéra, amellyel az egyes gumék arginin-
tartalmat becslésszertien 6sszelehessen hasonlitani. Ily médon a nagyobb arginin
tartalmd gumék tovébbi nemesités végett kivilogathatdk lennének. A burgonya-
novény cllenalloképessége a novényi betegségekkel szemben ugyanis osszefiiggés-
ben van arginintartalméival. A kisérleteket elvdllaltuk és munkank sikerrel jart,
Sakaguchi [2] reakcidja bizonyult az emlitett célra alkalmasnak. A sokféle
modositas kozill Weber [4], illetve a vele kozeli rokonsagban allé Acher és
Crocker [1], valamint Zalta és Khouvine [6]médositasok valtak be,
E hirom médositas koziil Zalta és Khouvine [6] médszere bizonyult a
legérzékenyebbnek és legmegbizhatébbnak. A kémszerek osszetételében hasznos-
nak bizonyult csekély mértéki modositissal az 6 elSirasukat kivettem.

El§szir targyalom az arginintartalom becslésszerli dsszehasonlitassal torténé
megallapitasit magdban a burgonyaguméban, utédna az arginintartalom pontos
meghatirozésat a burgonyalében. A sziikséges vegyszerek mindkét esetben azo-
nosak :

1. Natriumhipobromit oldat : 0,9 ml bromot 100 ml 109} -0s natrinmhidroxid
oldatban razogatéassal oldunk. A miiveletet szabadban vagy vegyifiilkében végez-
ziik. Az oldatot gumidugéval elzirt iivegben tartjuk ; kb. 2 hétig hasznalhatjuk.

2. Alfa-naftol tirzsoldat : 1,0 g vegytiszta alfanaftolt 100 ml 96 t£%,-os alko-
holban oldunk. Az oldat iivegdugés s6tét barnaszinii tivegben korlatlan ideig eltart-
haté. A vizsgélat napjan 1 rész torzsoldatot 3 rész desztillalt vizzel higitunk. A higi-
tott oldat csak egy napig hasznalhaté.

3. Uretdan oldat : 2,0 g gyégyszerészeti tisztasagd uretant 100 ml desztillalt
vizben oldunk. Uvegdugéds iivegben korlatlan ideig eltarthaté.

Burgonyagumé arginintartalmanak becslése

Minden vizsgilandé burgonyagumébél kb 1 em vastag szeletet vagunk.
A vagas feliletén 22 em nagysagi, kb, 1/2 em mélységl godroeskét vajunk vagy
kaparunk, a kaparékot eldobjuk. A gédroeskébe pipettaval 0,10 ml higitott alfa-
naftol oldatot mériink be és legalabb 2 percig allni hagyjuk, Ezutdn pipettaval
0,75 ml uretan oldatot, majd masik pipettaval 0,75 ml natriumhipobromit oldatot
adunk a godricskébe. A szinképzidés azonnal megkezdédik ugyan, de az ossze-
hasonlitas megejtéséig 10 percig varunk a szin teljes kifejlédésére, ekkor azonban
egy 6ran belill az dsszehasonlitast végezziik el, mert egy éra elteltével a szin inten-
zitdsa lassan csokkenni kezd.

Az arginintartalom ardnyéban rézsaszintél erds piros szinig reakeiét kapunk,
amelynck segitségével a gumo arginintartalmat (a szabad aminosavakat - a fehér-
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jében a peptidlincok végén helyetfoglals arginil-gyskok mennyiségét) ismert
arginin tartalmi oldat (pl. 1,0 ml vizben 1,0 mg arginin) alikvotjaival ugyanakkor
porcelan csészéeskékben elkészitett reaked gk szinerfsségével Gsszehasonlitva meg-
becsiilhetjitk. Kozvetleniil is 8sszehasonlithatjuk az egyes burgonyaszeletek szin-
er6sségét és igy az argininban dasabb guxmékat azonnal kivilogathatjuk.

A godrocske készitéséhez kényelmaes keményfabél vagy nem rozsdisodé
fémlemezbél készitett sablént hasznélni, amelyben 2x2 em nagysigi kivagis van.

Helyszini vizsgilatok szdmira a reakeis kivitelét kényelmesebbé tehetjiik,
ha a higitott alfa-naftol oldatot és az uretin oldatot a szitkségesnek itélt mennyi-
séghen a megadott ardny szerint (azaz minden 0,1 ml higitott alfa-naftol oldatra
0,75 ml uretén oldatot) sszekeverjiik, texmészetesen mindig csak a vizsgélat nap-
jan. Ekkor a keverékbél 0,85 ml-t pipett&zunk a godrocskékbe illetve, a porcelan
csészécskékbe és két perc eltelte utan adunk hozzajuk 0,75 ml natrinmhipobromit
oldatot. A reakcié érzékenysége eziltal csikken ugyan, de sorozatos munkanil
edényzetet és id§t takarithatunk meg ily médon. A kémszerek bemérését meg-
gyorsithatjuk és kényelmesebbé tehetjiik automatikus adagolék hasznalataval.

A reakeid szinerSsségének megallapitésa egyesek részére konnyebb lehet oly
médon, hogy a 10 perc letelte utan a folyadékot a gumészeletek godroeskéibsl
kiontik és a burgonya festett voltinak erSsségét figyelik meg.

Burgonyalé arginintartalm@nak pontos meghatirozésa

A burgonyagumé nitrogéntartalmi anyaga majdnem teljes mennyiségben a
kinyerhet§ lében oldott 4llapotban van. A burgonyagumé arginintartalmanak meg-
hatdrozéséra elegend8 a 1é arginintartalmat ismerni. A lében az arginin részben
szabad aminosav alakjaban, részben a fehérjében peptidkstésben van jelen. A szabad
aminosav alakjdban levé arginint esak dgy hatarozhatjuk meg, ha a fehérjét el§ze-
tesen kicsapjuk és a sziirletbél hatdrozzuk meg az arginin mennyiségét, minthogy a
peptidlancok végén levé arginil-gyskok is résztvesznek a Sakaguchi-reakcigban.
Csak a peptidlancok belsejében levd arginil-gyokik hozzaférhetetlenek a Sakaguchi-
reakcié szamara. A fehérjében kotdétt arginint a levalasztott fehérje hidrolizise
utén kapott hidrolizitumban hatarozzuk meg. A szabad és kotott arginin mennyi-
ségének dsszeadasdval megkapjuk a burgonyalében levd Hsszes arginin mennyisé-
gét. A burgonyaguméban levé 16 mennyiségének meghatarozasaval a burgonya-
gumd arginintartalmat kiszamithatjuk.

A burgonyalé el6allitasara kb. 10 g burgonyit finoman megreszelink (mi
erre a célra iiveghdl késziilt almareszel§t hasznalunk), a kapott pépet porcelan
mozsirba visszitk at és kb. 5 g iivegporral vagy finom kvarchomokkal mozsartiors
segitségével egyenletessé eldbrzsoljitk (kb. 5 perc). A mozsar tartalmat centrifuga-
es6be vissziik és percenként 2000 fordulattal kb, 15 percig centrifugsljuk. A kapott
levet analitikai szlir6papiroson lesziirjiik.

A szirt 1éb8] centrifugacsébe mériink 1,0 ml-t, 4,0 ml desztillalt vizet, majd
5,0 ml 10%-o0s triklérecetsavoldatot adunk hozza és iivegpalcikaval 1—2 percig
keverjiik. Az fivegbotot néhany csepp (legfeljebb 1 ml) 109,-os triklérecetsav oldat-
tal a centrifugacsébe lemossuk, majd legalabb 10 percig 4llni hagyjuk az anyagot.
Ezutan percenként 2000 fordulattal legalabb 10 percig, 1000 fordulattal legalabb
30 percig centrifugéljuk, A tiszta oldatot beparlécsészébe ontjitk 4t, a fehérje-
csapadékra pedig 5 ml 59%:-os triklérecetsav oldatot adunk. A csapadékot iiveg-
pélcikéval szétoszlatjuk és kimosas végett kb. 1 percig kevergetjiik. Az iivegpalei-
kat néhany csepp 5%-os triklorecetsav oldattal a centrifugacsébe lemossuk, a



AGROKEMIA ES TALAJTAN Tom, 4. (1955.) No. 1, 83

csovet az elbbi médon centrifugaljuk, a tiszta mosdéfolyadékot a beparlicsészébe
ontjiik. A fehérjecsapadék kimosasat 59%-0s triklérecetsav oldattal megismétel-
jiik, a lecentrifugélt moséfolyadékot a beparlé csészébe ontjitk, A triklérecetsavas
oldatot kb. 5 n natriumhidroxid oldattal fenolftaleinre semlegesitjiik, forré viz-
firdén szdrazra parologtatjuk. A szaraz maradékot 10,0 ml desztillalt vizben
oldjuk és ebbdl az oldatbél mériink le 0,5 ml-t a szabad arginin mennyiségének
meghatarozisara.

A centrifugacsében levd kimosott fehérjére 1 ml 209%;-0s sésavat adunk,
iivegbottal elkeverjilk és kihtzott szard ivegtolesérkén at Sz ara [3 ] altal leirt
hidrolizalécsébe visszitk. Az iivegbotot, centrifugacsivet és tolesérkét 3 —4 fzben
kis mennyiségi 20%,-0s sésavval kimossuk. A mosdéfolyadékot is a hidrolizalécséhe
juttatjuk, digyelve arra, hogy az ésszes sésav mennyisége az 5 ml-t ne haladja meg.
A csovet leforrasztjuk, majd Szara [3] el6irdsa szerint hidrolizaljuk a fehérjét.
A sésav zométsl megszabaditott szdrazmaradékot 5,0 ml desztillalt vizben oldjuk,
ebbél az oldatbél 0,5 ml-t hasznilunk a fehérjében kotstt arginin mennyiségének
meghatédrozaséra,

Az arginin mennyiségének meghatdrozisdra 5,0 ml-nél jellel ellatott Vidal-esi-
vekbe (100 x 14 mm-es kémesovek) legalabb szizad m] pontossiggal bemériink 0,2 —
0,5 ml meghatarozandé oldatot (a bemért oldat mennyisége 0,50 ml-t semmi esetre
se haladjon meg!), masik csébe vakprébanak ugyanannyi desztilldlt vizet és a
csiveket negyed 6riig jég-viz keverékben hiitjiik. Ugyanakkor lehiilés céljabol
a jeges-vizfiirdGbe helyeziink frissen higitott alfa-naftol oldatot, uretan oldatot és
natriumhipobromit oldatot is. A lehiités utin a Vidal-esévekbe mériink 0,10 ml
higitott alfa-naftol oldatot, a csévek tartalmat gyengéd razassal elegyitjiik és
2 percig a jeges vizfiirdGben allni hagyjuk. Ezen idé eltelte utan mindegyik csébe
0.75 ml uretan oldatot mériink, ésszerazzuk és visszahelyezziik a jeges vizfiirddbe.
Ezutin minden csovet egyenként kezelink: 0,75 ml natrinumhipobomit-oldatot
mériink bele, a jeges vizfiird6bél kivessziik, 3 —4 masodpercig razogatjuk és azonnal
felhigitjuk pipettdbél kb. 0,5 ml-es részletekben hozzaadott szobah&mérsékletii
96%,-0s alkohollal. Minden hozzaadds utdn a cs§ tartalmat ssszerdzzuk és ezt
mindaddig folytatjuk, amig jelig feltsltsttitk. Az alkoholt esak ilyen kis részletek-
ben szabad a reakciéelegyhez hozzaadni, kiilsnben zavarodas kovetkezik be, amely-
nek eltavelitidsa centrifugilast igényelne, ami a meghatérozast pontatlanni és
kériilményessé tenné. Az alkohollal jelig beallitott cséveket 10 percig illni hagyjuk,
hogy a szinintenzitis maximumat elérjiik és az oldatok szobah&mérsékletet vegyenck
fel, azutan lehetGleg féloran, de legfeljebb egy dran beliil Pulfrich-féle fotométerben
(Stufo) S 50 sziirGvel 1 cm-es kiivettaban a vakprébaval szemben az extinkei értékét
meghatirozzuk. A szin kéveti Lambert —Beer térvényét. A megadott viszonyok
betartasa mellett 10 —200 mikrogramm (régebbi elnevezéssel : gamma) arginin
hatarozhaté meg. Elektromos fotometer hasznalatival a meghatérozas kb. tiz-
szeresen érzékenyebhbé tehetd,

Kalibrécios girbe készitésére olyan torzsoldatot hasznalunk, amelynek minden
ml-¢ 1000 mikrogramm L(4)-arginint tartalmaz, tehat beléle 0,10 ml megfelel
100, 0,2 ml 200 mikrogrammnak. E térzsoldat egy részét pontosan kétszeresére
higftva, ezen oldat ml-enként 500 mikrogramm arginint tartalmagz, tehat beléle az
egyes kémesévekbe 0,12 ;5 0,14 5 0,16 és 0,18 ml-t mériink be, hogy 60, 70, 80 illetve
90 mikrogramm arginin keriiljén meghatarozisra. A térzsoldat mas részét pontosan
tizszeresre higitva ezen oldatbél 0,105 0,20; 0,30; 0,40 és 0,50 ml-t mériink
Vidal-csévekbe, hogy 10, 20, 30, 40 illetve 50 mikrogramm arginin Altal adott
szinreakeié extinkeciés értékét meghatirozhassuk. Az extinkeiés értékeket (mm-
papiroson) az ordinétédra, a hozzajuk tartozé arginin mikrogramm értékeket pedig

3%
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az abszcisszara visszitk. Az igy nyert dssmekits egyenes segitségével az ismeretlen
arginintartalmi oldatok arginintartalm&t kényen megallapithatjuk. A meg-
hatdrozdsok pontossiaga | 3%,

Médositasom Zalta és Khouvine médszerétsl [6] abban tér el, hogy
6k az alfa-naftol oldat készitését mindjax-t higitott allapotban irjak el8, aminek
kovetkeztében az jégszekrényben tartva is csupéan legfeljebb 3 napig hasznalhaté,
mig én a tartds alfa-naftol térzsoldat készivését ajanlom, amit csak a meghatarozés
napjén higitunk négyszeresére. Azonkiviill gk legfeljebb 0,2 ml-nyi oldat mennyi-
ségében engedik a meghatirozas kivitelét, mig én megallapitottam, hogy a meg-
hatérozas pontossiga nem szenved, ha a kiindulasi oldat mennyisége 0,5 ml-t
nem halad meg. '

Megallapitottam még azt is, hogy a helyszini vizsgalatok végzésére kényelmi
szemponthdl megengedhetd a szitkséges maennyiségi higitott alfa-naftol oldat és
uretan oldat elfzetes Gsszekeverése és egyiittes adagoldsa, csupin a reakcié érzé-
kenységének esdlkkenése aran.

Weber [5]megemliti, hogy az arginin meghatarozasat zavarja a tirozin,
triptofan, hisztidin, ammonsék, kreatin és kreatinin jelenléte. Ezért erre vonatkozé-
lag is végeztem kisérleteket. Megallapitottam, hogy tirozin, triptofan és hisztidin
a leirt kisérleti koriilmények mellett iboly ds-szint adnak, amely az alkohol hozza-
adéséra sargaba csap ét, e szinnek S 43 sz{ir8 hasznalata felel meg. Hisztidin 1100,
tirozin 700, triptofin 400 mikrogramm mennyiségig (a meghatérozandé oldat-
mennyiségben) egy ordn beliil torténd leolvasasnil a legkisebb mértékig sem zavar-
jak az arginin meghatarozdsit. Hosszabb id§ milva (pl. méisnapra) mir nagy
extinkciét mutatnak, ellentétben az argininnal, amelyik egy éra eltelte utan erds-
ségébdl vesziteni kezd. Kreatin és kreatinin 900 mikrogramm mennyiségbhen egy
éran beliil leolvasva nem zavar. Ammonklorid oldata 1400 mikrogramm N mennyi-
ségig szdmbavehetd eltérést nem okoz, a keletkezett sarga szin (2000 mikrogramm-
nal nagyobb nitrogén mennyiségeknél halvany rézsaszin) allas kézben rohamosan
gyengiil, zavaré befolydsa kisebbedik. Minthogy a Sakaguchi-reakeid ezen alakja-
ban py2 és pyl2 hatirok kézt a hidrogénionkoncentracié valtozisival szemben
nem érzékeny, nagyobb mennyiségli ammonsé zavaré befolyasat konnyen kikiiszo-
bélhetjitk, ha a hidrolizdtumot alkaliliggal gyengén megligositjuk és a keletkezé
ammoniat felfdzéssel vagy levegd Atbuborékoltatisaval eliizziik.

1. tdbldzat
Hat burgonyafajta arginintartalma

Szabad : Koot Osszes
Burgonyafajta :
arginin mg/100 ml
Aranyalitdl cowemvssssemmmmans 8 ( 61 | 69
Ella Jooeiniiiiiaaaae s 30 ‘ 60 | 90
Giilbaba ......ooviiiineiuna.. 61 ‘ 42 103
B e s s e e ‘ 42 45 87
P i 2l ‘ 42 63
502 e i 44 ‘ 52 | 96

Erdekesség szempontjabél kozlom hat (idei termésii) burgonyafajta arginin-
tartalméra vonatkozd, a kézélt médszerrel végzett meghatarozasaink eredményét.

Az arginin mennyiségét 100 ml 1ében mg-okban fejeztem ki és az 1. tablazatban
foglaltam &ssze.
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ﬁsszefoglalés

A burgonyagumé arginintartalma a helyszinen sszehasonlitissal megbecsiil-
hetd vékony szeletébe vajt gédréeskében egy moédositott, érzékeny Sakaguchi-
reakeid segitségével. Egyenld nagysagi godrocske készitését konnyen kezelhets
sablén hasznalatival érhetjiik cl. Burgonyalében aszabad és kststt arginin mennyi-
ségét ugyanezzel a reakciéval pontosan és gyorsan meghatirozhatjuk, Pulfrich-
fotométert hasznilva a meghatirozas hatarértékei 10 -—200 mikrogramm arginin

+ 3% pontossiggal. Ammonsék csak 1400 mikrogrammnal nagyobb nitrogén
mennyiséghen zavarnak, viszont ilyen esetben az oldat megligositasaval eliizketgk,

Erkezett : 1954. oktéber 22.
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ONMPENENNEHHE COOEPYAHHWA APTMHHMHA B KAPTOGEE

M. Hopmauu
VIICTHTYT 110 HCCACAOBAHMIO INTAHMA M NUTATENLIBIX BEIIECTS, Bynanewr (Benrpus)

Peswome

CoacpsRanye apruHnHa B KaproQene MOKHO OLICTPO ONIPEAENnHUTE HA MecTe METOIOM CpaB-
HEHM3, Jienast B TUHKHX Cpeaa Kaprogens: Hefonblioe oTBepcTHe (2X2X0,5 CM.) C TOMOIBIO
peakuun Cakaryyw, MIH METOAOM YCOBEPIUEHCTBOBAHWLIM 3ayiTa M Koysumne, umm Gonee uys-
CTBUTENTBHBIM METONOM, TNPEANOMKCHHBIM aBTOPOM.

B kaprodene, ¢ momowmpio wadnona, genaercs HebonpuIoe oTBepeTHe (2X2) M KONMUECTBO
CBODOMHOTO 1 CBA3AHHOIO APrMHNHA B COKE KapTo(enst OITPEensieTcs STHM METOLOM ObICTPO W
TOuHO. C momowso goromerpa THna IynbhpuxTa MOKHO OTIPENE/INTh COAEPIKAHME APTHHIHA OT
10 - 200 MHKpO rpamMma ¢ TOUHOCTBRIO A0 - 3%,. C MOMOLILK SASKTPOCIIEKTPOJPOTOMETPA UYBCTBH-
TEILHOCTL MOBLIWIAETCS B 10 pa3. Conn amMmMuaKa MelaloT OLPENeNeHtio, ecaH B Hirx COLEPIUTCS
1400 MHKpO rpamma a30Ta, HO OHM JIETKO YAANSIOTCH TIPH OIUENAYHBANHN H KMOfgYyeHun. TucTH-
AHH 1E MEIACT ONPCAENEHUIO ECIH €r0 COACPHNTCS B DACTBOPE Hdker vem 1100, THpogui 700,
rpunorodan 400, kpeatun ¥ Kpeatennd 900 MHKDPO IpamMmoB

Ta6auya 7. Copeprxanne cBOGOJHOrO, CBSISAHHOIO U OGIIET0 apruHMHA B 6-TH coprax
xkaprodens B mr/100 min.

Estimation of the Arginine Content in Potatoes and Potatojuice

I. KORPACZY

Institute for Alimentation anjd Nutrition, [Budapest (Hungary)

Summary

The arginine content’of potatotubers'may be estimated on the field by comparing them with
the Sakaguchi-reaction modified and made more sensitive by Zalta and Khouvine, slightly altered
by the author, performed in a small hollow (2% 2% 0,5 cm) by aid of a handy stencil. The quantity
of free and bound arginine in the potatojuice is easily and quickly estimable by the same reaction-
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Using a Pulfrich-photometer the range of testing the arginine content is between 10—200 micro-
grams, the exactness = 3 p. h. With electrospectx-ophotometers a tenfold sensitivity may be arri-
ved at. Ammoniacal salts interfere only in quantities over 1400 microgram nitrogen content, but
in such a case they are easily expelled by alkalizing and heating or aerating the solution, Hystidine
does not interfere in quantities not exceeding 1100, tyrosine 700, tryptophane 400, creatine and
creatinine 900 micrograms in the aliquot to be tested, -

Table 1. Free, bound and total arginine content of six potato varieties.

Bestimmung des Arginingehaltes im Kartoffel und Kartoffelsaft
I. KORP Ac7Zy
Forschungsinstitut fiir Lebemn smittel, Budapest (Ungarn)

Zusammenfassuug

Mittels der Sakaguchi-Reaktion kann der Arginingehalt der Kartoffelknollen schon auf dem
Felde schitzungsweise bestimmt werden. Ich habe das durch Zalta und Khouvine bercits modifizierte,
empfindlicher gestaltete Sakaguchi-Reaktionsverfahren noeh meinerseits etwas abgedindert. Zu
dicser vergleichenden Reaktionspriffung werden diinne Kartoffelscheiben geschnitten und in diesen
dann kleine Verticfungen (22105 cm) ausgehlt. Fine gleichmissige Grasse dieser Vertiefungen
kann durch Anwendung einer Handschablone erzielt werden. Mit dem gleichen Reaktionsver-
fahren karm auch im Kartoffelsaft die Menge des freien und gebundenen Arginins leicht und rasch
bestimmt werden. Wemn zur Priifung Pulfrich-Photometer beniitat wird, liegen die Grenzwerte
der Bestimmung — bei 39 Sicherheit — zwischen 10—200 Mikrogramm. Mit Elektrospektro-
Photometer kann die Sicherheit anf das Zehnfache erhght werden, Die Ammoniaksalze iiben nur
in dem Falle eine stérende Wirkung aus, wenn der Stickstoffgehalt 1400 Mikrogramm iibersteigt.
In diesem Falle kérmen aber diese Salze durch Alkalisicrung, Erhitzung oder Liiftung der Losung
ganz leicht vertricben werden. Durch die nachstehenden Substanzen wird die Reaktion nur in
dem Falle gestért wenn diesclben in grosseren Mengen in der zu priifenden Teilmenge des Saftes
vorhanden sind. In diesem Sinne gestalten sich die Mengengrenzwerte dieser Substanzen wie folgt:
Histidin tiber 1100, Tyrosin iiber 700, Tryptophan iiber 400, Creatin und Creatinin iiber 900
Mikrogramm.





