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Vizsgdlatok a bhazaliszt fehérjéirsl*
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Agrokémiai Kutaté Intézset Biokémiai Oszlcifya, Budapest

Az Agrartudoményi Egyetem Mez6gazdasagi Kémiai Intézete évekig fog-
lalkozott a névények nitrogénforgalmaval. Ezeknek a vizsgalatoknak soran D o b v
és Fileky [4] munkaival kapesolatban a névényi fehérjék, nevezetesen a biza,
illetve buzaliszt fehérje forgalma részletesebb megismerésének kérdése meriil fel.

Vizsgalataimat a semleges séoldattal oldhaté fehérjefrakeid vizsgalataval
kezdtem meg. Ez a fehérjefrakei6 Osb orn [23] csoportositdsiban globulin-
edesztin elnevezés alatt szerepel.

E fehérjefrakeid vizsgilatidval szdmosan foglalkoztak. Hoffman és
Gortner [14] a séoldhatoé fehérje frakcionalasat és izolalasat dolgoztak ki,
Geddes és Goulden [9], valamint Mangels [21] a kenyér térfogata és
a peptizalhatd fehérje viszonya kizotti dsszefiiggést tanulmanyoztak. Harris [13]
kapcsolatot taldlt a liszt mingsége és az anorganikus s6kban diszpergalhaté fehér-
jék kozott. Blish [2] szerint » bizalisztek kiilonbségét legjobban a nemsikér-
és sikérfehérje viszonya mutarja. Kiilonb6zé koncentraciéji natriumklorid olda-
tokkal dolgoztak Teller [32], Halle [12]. Az A.0.A.C, szabviny [1] 1%-o0s
nétriumktorid-oldattal térténd kiolddst ad meg. Gortnernek és munkatir-
sainak [10] vizsgalatai szerint séoldatokban torténé diszpergilds nem jelent éles
elvalasztast a sikér és nemsikér frakeick kozott. Rich [26, 27] a kioldott fehérje
mennyiség és az alkalmazott s6 mennyiség kézotti osszefitggésre a Hofmeister-
sort talalta érvényesnek. Szerinte a szelektiv oldés, illetve kicsapés 4ital kapott
frakciék onkényesek. Nagy, Weidlein és Mixon [22] vizsgélatai szerint
az 5%-o0s natriumkloriddal diszpergilhaté fehérjenitrogén a biizafehérje osszes
nitrogénjének 18—209%:-a. Az irodalmi adatok alapjan az 59-os natriumklorid-
oldattal valé kioldast alkalmaztam, )

A fehérje mennyiségi meghatarozdsira a kérilményes Kjeldahl médszernél
gyorsabb nitrogén, illetve fehérjemeghatarozast tlztem ki célul. Az irodalmi adatok
¢s elSkisérleteim alapjan erre a célra a fehérjék biuret-reakcidja, mint kolorimetrikus
moédszer alkalmasnak mutatkozott. Masrészt felmeriilt az a kérdés is, hogy a
biuret reakeié a fehérje minGséggel milyen kapcesolatban van.

A biuretreakeiét mennyiségi meghatarozisokra el&szor Riegler hasznalia.
Schulhof [29] killonbéz6 allati eredetii fehérjéket vizsgalt biuret modszerrel.
Fotométeres vizsgilataiban a lathaté spektrum teriiletén az extinkeid értéke az
oldathoz adott rézmennyiséggel erfsen valtozott. A biuret-reakcié feltételeinek
részletes vizsgélatdban Lieber és Jesserer [20] pepton-, kazein- és zselatin-

* A dolgozat a viratlanul elhunyt szerz§ 1948-ban elkésziilt doktori értékezésének egy
részlete. Mivel a kiilfldi irodalom djabban ismét behatdan foglalkozik a biuret reakeid kérdésével,
indokolt az eredeti doktori értekezés eredményeinek kozreaddsa. A kéziratot kizlésre osszedllitotta
dr. Doby Géza professzor és Nagymihdly Ferenc docens.
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MARKUS : Biuret reakcié

oldatokon a Beer—Lambert-féle térvény~ érvényességét allapitottik meg. Kiilon-
boz6 fehérjéken, azonos silykoncentraciéja oldathan megegyezd erdsségli és szin-
érnyalatﬁ. biuret-szint kaptak. A biuret-szin egy voros és egy kék kompgnensb(’)’l
all, a két komponens ardnya a py-t6l €s a hozziadott réz mennyiségétsl fiigg.

vatos savanyitaskor a vérdés komponems eltiinik, ligos fehérjeoldathoz néhany
csepp rézszulftot adva csak a virés lkomponens keletkezik. Szerintiik a vorss
szind szarmazékban a rézatom magasabb vegyértéki tobb nitrogént telit, mint a
kék szint komponensben. Kiintzler és Dréscher [19] a két komponens
killénbézd szinét a réz kiillonboz6 kotési készségévgl magyarézza, A Peptidcgopor.
tokkal létesitett komplex viros szinti, csal Iigos kézeghen allandé. A szabad amino-
csoportokkal létesitett komplex kék szinti. Megallapitasuk szerint a fehérjék biuret
szine a két szin keveréke és fiigg a hozza adott réz és fehérje anyagatél, aranyatél,
a kbzeg pu értékérdl, st a reagensek hozzaadasi sorrendjétsl. A rézszulfat mennyi-
ségének novelésével telitett, vagy tiltelitett komplexek allnak els. A fehérjék
lebontottsidganak foka is hatédssal van a biuret-szinre. Fin e [6] vizsgalatai szerint
egyforma téménységii albumin-és globulin- oldat ugyanolyan szinerdsséget mutat.
Sizer [31] Hardy-féle spektrograffal a bjuret-szinnek két maximumat allapi-
totta meg, az elsd 431 my-nal van és kisebb mint a masodik 700 my-nal; minimum
514 my-nal taldlhaté. Kingsley[15], Robinsoné Hoghen [28],Chris-
tensen [3] és Coleman szérumalbumin &s globulin meghatarozasira hasznaltak
a biuret-reakciét. Gubarev é Sz ergejeva [11] bhaktérium tapanyag
pepton tartalmit mérték biuret reakciéwval,

A buzaliszt fehérjéjének biuret-reakeigjat mingségiditon K ith1 [18] tanul-
ményozta, Kiilonboz§ érettségi fokd és szarmazist lisztek biuret-szinében kiilonh-
ségeket észlelt, médszere azonban sok kivannivalst hagy. DodonovaésIva-
nov [5] is a baza-fehérjék biuret-reakeiéjanak meghatarozasival foglalkoztak.
A fehérjét ligos alkohollal vontdk ki. Osszehasonlitisra tetszbleges mindségii és
ismert fehérjetartalmi lisztet hasznaltak. Hibahatar 2— 5%,

A fehérjék és bomlasi termékei biuret-reakeisjat G a vril o v és munkatarsai
[7, 8], Utkin [33], Pope és Stevens [25] hasznaltak fel proteolizis kve-
tésére. Plechan [24] a {6l6s rézhidroxid altal okozott ravarosodasig titralva,
a fogyott rézacetat-oldat alapjan hatérozza meg az oldat fehérje mennyiségét,

Kisérleti rész

Vizsgalataimban kétféle lisztmintat dolgoztam fel (2-es sz. és A).

A szérazanyag tartalom meghatérozis 100 C°-on vikuum pisztolyban tér-
tént. A nitrogént félmikro Kjeldahl-médszerrel hataroztam meg. Az athajtés
Parnass— Wagner-késziilékben  tortént, az amméniat 19%-o0s bérsavban fogtam
fel, a titraldst n/50 és n/100 kénsavval végeztem.

A vizsgalatokban hasznalt lisztmintik adatai:

2. minta 12,88 4+ 0,049, viztartalom, 2,02 + 0,06%, sszes-N (szarazanyag).

A. minta 13,52 + 0,099, viztartalom, 2,02 4 0,039, tsszes-N (szarazanyag).

A kioldds médja: A vizsgilathoz bemért 2—5 g lisztet gumidugéval lezar-
haté centrifugacsében 40 ml 5,209%-0s natriumklorid hozzdadisa utin razégépben
24 ora hosszat diszpergaltam. Tiz percnyi iilepités utin 30 perc centrifugalas
(1500—2000 fordulat), majd kétszeri atmosis kiévetkezett 20 ml mosdfolyadékkal.
Végiil az oldatot 100 ml-re kiegészitettem.

A biuret-reakeié kivitelezése a kovetkez§: A fehérjeoldatot desztillalt vizzel
10 ml-re kiegészitettem, 2,5 ml 20%-0s rézszulfatot, majd 12,5 ml 69-o0s natrium-
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hidroxidot adtam hozza. A 25 ml végsé térfogat natriumhidroxid koncentrécigja 39, ..
A reakciénak ilyen kivitelezése lehetéséget nytdjtott mind a fehérje, mind a réz-
szulfat koncentricié véltoztatasira, valamint a lig koncentréciéja a pu allands-
sdgit biztositotta. Tiz percnyi Aallis utan 10 percig centrifugiltam kétezres
fordulatszdmmal. A biuret-oldat kétszer 5 ml-ébgl nitrogén meghatarozassal ellen-
oriztem, hogy a reakcié folyaman a fehérje koncentracié valtozott-e. Kétszer
5 ml-bél pedig a kétott réz mennyiségét hataroztam meg a kévetkezd mddszerrel.

1. Koloriméteres rézmeghatdrozis. Lieben és Jess erer [20] szerint
végezett rézmeghatarozas nem bizonyult helyesnek. Az extinkeid mértéke fiigg az
ammoniumhidroxid koncentraciéjatdl, ez -
pedig a réztartalom szerint valtozik. A 221
megsavanyitdskor a fehérje kicsapédik, az
oldatot zavarossa teszia kolorimetrias mé-
rés kardra, eltavolitsa pedig rézvesztesé-
get okoz. Ily médon jelentds hiba alakul ki.

2. Titrimetrids rézmeghatdrozds. Egy-
szertibben kivitelezhetdnek és pontosabb-
nak bizonyult a titrimetrids rézmegha-
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tirozas, részben az Ut kin [33], részben -

a Kolthoff iltal médositott Brunns- =

féle eljaras [16] szerint. Ezzel a médszerrel ]

a hibahatar 4 2—49 kézott ingadozott. o g5 85 0 16 mr
A Lkioldaskor megvizsgaltam az ol- f B8 B Ehhnn & &

dést szabilyozé tényezék hatasat. S X S ¥33 §5  3w8
Az oldészertérfogat és a bemért liszt- ST N Sseeda e og

mennyiség ardnya is befolyasolja a ki- 1. dbra.
oldott fehérje mennyiségét. Az oldészer A kioldott fehérjemennyiség valtozdsa a be-
mennyiségét allandénak tartva,a kioldott mért liszstmennyiség fiiggvényében (oldészer =
fehéri ek Altozhas - 40 ml 5%-0s NaCl). Vizszintes tengely felsé
el€rjemennyiseg vallozasat a DeMErt g ,4mogrg: fissthen levd fehérie-N mg ; alsé
hsztmt.annylseg figgvényében az 1. dbra szdmsor: a bemért lisat mennyisége.
mutatja.

2 g liszt 24 6ris diszpergélds utén hosszabb centrifugalissal sem tisztult ki.
Az erds opalizalast azbeszttel rétegzett 1 G 3-as iivegsziiron szliréssel sziintettem
meg.

Az 5%-0s natriumkloridban diszpergilhaté fehérjefrakeié
biuret-reakciéjanak vizsgilata

A rézszulfatmennyiség névelésének hatdsa a biuret-oldat extinkeid értékének vdltozdsira

A rézszulfit mennyiségének hatdsit mar Lieben és Jesserer [20],
valamint Kiintzel és Dréscher [19] is vizsgaltak. Vizsgalataik azonban
mindségi jellegiiek voltak, kis hatdrok kézétt mozogtak. Kisérleteimben a fehérje-N
mennyisége 0,34—1,07 mg/ml kozott, a rézszulfat értéke 0,05—2.5 ml kozott val-
tozott. A kiilonboz6 hullimhosszakat atereszt§ szlir6kkel mért extinkeié értékeket
(tobb kisérleti kozépértéke) az 1. tdblazat és a 2. dbra tiinteti fel.

Ha a rézadagolas fiiggvényében vizsgaljuk az egyes szfir6kkel mért extinkeiés
értékvaltozasokat, akkor két kiilonb6z6 tipusi gorbét kapunk, melyeket az S 43-as
és az S 6l-es sziirG jellemez. Az dtmenetet az S 50-es sziir§ mutatja. Lieben és Jes-
serer a voros és a kék szinl komplex jellegzetes szirGjének az S 43-at és az S 72-t
targjak (3. &bra).
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A fenti adatokbdl kitiinik, hogy a rézkoncentracié névelésével az extinkcié
értéke eleinte novekszik, majd a maximmmot elérve csokken. A voros szint peptid
komplex tébbnyire két maximummal kismutathatéan jelentkezik : 0,10 és az 1,00
ml-es rézszulfit koncentricisban. A kélkk szinti amino-komplex maximalis értékét
az 1,00 ml-es rézszulfdt koncentricitban mutatja.
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A rézszulfit mennyiségének hatdsa a biuret-oldat
extinkcié értékére, kiilonbiozd hullimhosszakon
hirom adott fehérjekoncentricié esetében. A :
0.34 mg fehérje-N, B: 0,75 mg fehérje-N és
C: 1,07 mg fehérje-N 10 ml biuret-oldatban.
a; 0,05, b: 0,1, ¢: 05, d: 1,0, e: 1,5, f:
Ame 2,5 ml 20%-0s CuSO, 10 ml biurct oldatban.
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Eszerint valtozik a biuret-oldat szine, amely kifejezésre jut a tipusos abszorb-
cids gorbében. A tipusos abszorbeids gorbe extinkeié maximuma a rézszulfat kon-
centricié novelésével a kovetkezéképpen tolédik el :

I, t@blazat
A binretoldat abszorbeiés gorbéjének extinkeié maximuma a rézszalfat Lkoncentricié nivelésével

Fehérje-N mg
209;, Cu30, ml 7710 ‘ml biuret-oldat
710 ml biurct-oldat S

0,34 | 0.7 1,07
o I

0,05 530 mp 530 my 330 mp
0,10 530 « { 530 « 530 «
0,50 572 « 572 « 572 «
1,00 . 619 « | o 619 «
1,50 | 619 « 619 « 619 «
2,50 | 572 « 619 « 572 «

A rézadagolds ndvelésével az extinkeié maximuma elébb a hosszét hullémhossz felé
tolédik, majd djbél a révidebb hullimhosszra tér vissza. 0,34—1,18 mg fehérje-
N10 ml biuretoldatban a fehérje koncentricié értéke ezeket a valtozasokat
lényegében nem érinti. A rovid hullimhossz felé akkor tér vissza, amikor a
rézszulfat koncentraciéjanak névelése a relativ extinkeié értékét csokkenti.
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Az optimalis rézszulfat koncentracidban, ahol a relativ maximalis értéket
kapjuk, a fehérje komplex telitettnek tételezhetd fel. A kisebb rézszulfat koncentra-
ciéban, tehdt a telitetlen komplexek extinkcié értékeire jellemzs, hogy révidebb
hullimhosszban (434—463 mp) magasabb, mint a hosszi hullimhosszban (729—
750mp). Az optimalisnal nagyobb rézkoncentraciéban, tehat a tiltelitett komplexek-
ben ez a viszony forditott. Ennek meg-

felel§en a telitetlen komplex visrésibolya, s
a tultelitett pedig jellegzetesen kék szi- 3
ni, gyengén ibolya 4rnyalattal. "

Az eredmények azzal a pontos-
siggal fogadhatdk el, amelyet a Pul-
frich fotométer szinszlirdi kismértékd
szelektivitisuk folytdn megengednek.
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A EKiilonbéz6 hullimhosszakon mért extinkeidk A biuret-oldat extinkeidjinak viltozasa kiilon-
drtékviltozdsa rézszulfdt adagolds fiiggvényében  boz8 szirin mérve a rézszulfit koncentrdcié
figgvényében. a: 0,27, b: 0,79, ¢: 1,18 mg

fehérje-N 10 ml biuret-oldathan.

Az extinkcié érték és a kétott réz mennyiségének dsszefiiggése

LEzekben a vizsgalatokban csak a jellegzetes szinsziir6ket hasznaltam. A ko-
titt réz mennyiségét titrimetrikusan allapitottam meg. Az adatok tantisiga szerint
az extinkeio értékével egyiitt né, illetve csokken a kotdtt réz mennyisége. A teli-
tetlen komplexek kotott rézértéke hasonld, ennek ellenére az extinkeié értéke a
fehérje koncentracionak megfelelen novekszik. A telitett rézkomplexekben a
kotott réz értéke és az extinkeié egyiitt novekszik a fehérje koncentracisjaval.
Hasonlé a viszony a tiltelitett komplexekben is. A korrelacié a kotést véz és a kék
amino-komplex extinkeid értéke kozott a legnagyobb. A telitett rézkomplex tsbb
drai allas utdn a kotdtt réz egyrészét leadja a réshidroxid kivalasa kozben. Tobb
kutaté feltételezi, hogy a réz egyrésze ilyenkor kolloidalisan kétott rézhidroxid,
iin, »labilisan kotétt« réz. Az adatokat a 4. abra tiinteti fel.
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A fehérjenitrogén koncentrdcZé csékkenése a biuret-oldathan

Annak eldéntésére, hogy a kicsapéds fslss rézhidroxid milyen mértéki nitro-
génveszteséget idéz el6 a biuret-oldatbary, meghatiroztam a biuret-oldat valdsagos
fehérje-nitrogén koncentracidjat. A fehérje-nitrogén koncentricié csskkenése nem
volt olyan nagymértékd, hogy megokolna a rézadagolas ngvekedésével beallé extink-
cié érték csokkenést. A 2. tablazat adataibél kittinik, hogy az okozott nitrogén-
veszteség magyarazhat6 a fehérjének a kicsapott rézhidroxidon térténé adszorb-
cidjaval, minthogy értéke fiiggetlen a feleslegben levd rézhidroxid mennyiségétsl
és a fehérjeoldat koncentricisjatél. Ertéke 0,01—0,03 mg fehérje-nitrogén kizott
ingadozik, ha a rézszulfat koncentriciéja 0,05—1,50-ig valtozott, mig a fehérje
koncentricié értéke 0,30—1,20 mg volt 10 ml biuret-oldatban.

2. tdblizat Az Gsszes s6 koncentrdcidjinak hatdsa
A biuret-oldat fehérje-N csokkenése a rézszulfat a biuret-oldat extinkciﬁjdm
koncentricié fiiggvényéhben és réskitd képességére

Fehérje-N mg

20%-05 CuSO, ml_ ~ {0 i brmet ol ) Ar}nak meg.élflapitéséra, h'ogy a
710 ml biuset-oldat |- - rézszulfat mennyiségének navelésekor
szamitott ‘ talalt } veszteség 2 e a = A
- | — fellépé sszes s6 koncentricis emelke-
J 1 dése milyen hatassal van a biuret-ol-
0,32 0,30 0,02 d sakotd ké S . i lnd
0,05 i 0,73 0,71 0,02 ’at’ rt}z 0t0 Képessegére es’ extin 01,0
—— _ értékére, dsszehasonlits kisérletet vé-
0,10 0,30 0,27 0,03 geztem ugyanolyan koncentréciéji
| 0,73 0,71 002 oldattal. Az egyik sorozatban 1 ml
i 0,74 9.0z rézszulfatoldatban levé rézbhsl és
[ 1,18 1,18 - N - b L Zh
! _ Osszes s6 koncentraciébél (I),a masik
0.50 | 030 0.27 0,03 sorozgt!nfin az 1 ml-ben 1&v§ réz kon-
0,76 0,75 0,01 centraciéd, de a 2,5 ml-ben lev§ 6sszes

- 56 koncentracié (II) volt egyenérték

1,00 0,30 0,27 0,02 mennyiségi, natriumszulfat hozza-
g’gg 8"3(1) g’gé adédsa révén. Az eredmények kozép-

0.75 0.73 0.02 értékeit a 3. tablizat tartalmazza.

‘ 0,76 0,74 0,02 A sékoncentricié névelése nem oko-

0,77 0.76 0,01 zott viltozast sem az extinkcié érté-

G.a3 050 0,95 kében, sem a kétott réz mennyiségé-

10 o6 0.73 0.03 b?n. A rézadagol’és néve}ése nem
: O 0.30 0.26 0,04 valtoztatta meg szamottevien a bin-
| 1,18 1,17 0,01 retoldat hidrogénion koncentracigjat.

3. tablazat

Az bsszes s6 koncentrdciéjanak hatisa a biuret-oldat extinkeidjira és rézkits képességére

Fehérje N mg | Extinkeid | - Kétstt Cu mg
OIS | T Bl | S 43 l S 50 | S 61 ‘ 10 ml biuret-oldat ~
| | =
‘ ! | |
1. | 0,61 0,149 0,194 | 0,345 | 5,21
1. \ 0,61 L 0,149 0187 | 0347 | 5,34

Az 1 ml-nél magasabb rézszulfit koncentricioban bekivetkezd extinkeid-
ériék és a kotott rézmennyiség esokkends tehat nines tsszefiiggéshen az dsszes s6



AGROKEMIA ES TALAJTAN Tom. 4. (1955) No. 3. 201

koncentriciéjaval, a fehérje koncentriciénak csskkenésével, a py értéknek valto-
zasival, aminek oka a rézion koncentricié névekedésében keresends. A fehérje
biuret-oldat 4&llis kézben Kiintzel és Dréscher [19] adatai értelmében
viltoztatja extinkeid értékét. A kotott réz egyrésze rézoxid vagy hidroxid forma-
jaban kivalik,

A fehérjeoldat dlldsdnak hatdsa a fehérje biuret-szinére

A fehérje és a biuret-oldat llisinak a biuret-szinére és rézkots képességére
gyakorolt hatdsinak vizsgalatira a kovetkezd sorozatot allitottam be: 1. fris-
sen elgallitott fehérjeoldat, 2. 24 6ra milva 0 C°-on xilol alatt eltartott, 3 .48
éra milva szobah&mérsékleten konzervélas nélkil tartott fehérjeoldat, 4. végiil
a fehérje biuret-oldat 24 o6rai allas utén. Eredményeit a 4. tiblazat tartalmazza.

4, tablazat
A [fehérjeoldat allasanak hatdsa a biuret-oldat szinére
(0,50 ml 20%,,-0s CuSO, 10 ml biuret-oldatban)

Extinkeié _ Cumg
- —| 70 ml biuret-
S43|S46|S49‘553|557|861|566‘S72|S753 oldat

| |

1. Fehérjeoldat frissen eld- | |
AVE ©ovvrnrnnnnn s 0,119] 0,125 0,222/ 0,415, 0,519, 0,537) 0,464, 0,335 0,270 10,32
0,511 0,546] 0,469; 0,339 0.274| 10,18

2. Fehérjeoldat 24 6rdig 0 C°-on | 0,124/ 0,131 0,223| 0,418
3. Fehérjeoldat 48 draig szoba-

homérsékleten .......... 0,117 0,125 0,217
4, Biuret-oldat 24 6ra miilva | 0,106 O,IOB‘ 0,217

0,396
0,392

0,472
0,480

0,489 0,405, 0,297] 0,234 9,45
0,502| 0,427’ 0.321‘ 0,244[ 9,32 °

A fehérje oldatok 0 C°-on tartva 24 éra milva is azonos szint eredményeztek. A ma-
sik két esetben bekovetkezett csokkenés a kék amino-komplexet érinti. 24 érai
allas utan a kotstt réz 9,7%-a valt ki a biuret-oldatbaél.

A fehérje koncentrdcid dsszefiiggése a biuret-szin extinkcié értékével
és a kotétt réz mennyiségével

A fenti vizsgélatok alapjin kidolgoztam a fehérjenitrogénnek a biuret-reakeid,
valamint a rézkoté képesség alapjin valé quantitativ meghatarozésat az 59-os
natriumkloridban diszpergalhatd bazaliszt frakeiéjara. Minden esetben a 25 ml-re
feltsltott biuret-oldathoz a maximalis értéket add 1 ml 209, -0s rézszulfatot adtam.
Az 5. és 6. abra alapjan kimondhatjuk, hogy az 5%,-0s natriumkloridban diszpergal-
haté fehérje koncentriciéja és az Altalam hasznélt eljards szerint meghatarozott
extinkeié értéke, valamint a kotdtt réz mennyisége kozott a Beer— Lambert-féle
térvény szerinti egyenes aranyossig fennall.

A kék amino-komplex extinkcié értéke er8sebben névekedik a fehérje kon-
centrdcié novelésével, mint a peptid-komplexus extinkecié értéke. Az adatait az
5. és 6. abrak mutatjak. :

Az extinkcié és a kotott réz értékének alakuldsa az oldds idejének fiiggvényében

A diszpergalhaté fehérje 949%,-a mar az els6é 6ra elteltével diszpergalédik.
Vizsgalat targyava tettem a fehérjének az oldéasi id§ folyaman a biuret-reakeioval
kimutathaté valtozasat., Ezekben a kisérletekben 2 g lisztet a szokdsos médon
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extrahaltam, 10 ml-éb&l 1 ml 209;-05 rEzszulfattal végeztem a biuret-reakciét.
A biuret-oldat térfogata 25 ml volt. A kis &rlet eredményeit az 5. tablazat

A harmadik érdig a kotott réz és az extinkeié értéke egyiitt halad a kioldott
fehérje mennyiségével. A 3—4. 6ra kézstt jabb meunyiségl fehérje diszpergalédik,
ennek ellenére a kotott réz és az extinkeié &rréke cstkken, azonban nem szignifikan-
san. 16 6ra mulva a kismértékii fehérjenitrogén emelkedése nagymértéki rézkotést
idéz el8, a réz kék amino-komplex form &jaban kotédik. A 16. éras eredmény a
koncentracié emelkedésével aranyos extimkeid értéknél magasabb,

Valészini, hogy ilyenkor amino, illetve karboxil csoportok valnak szabadda,
minthogy a peptid kétést jellemz8 vords komponens extinkeié értéke valtozatlan
marad. Ez annak a jele, hogy hidrolitos bomlis nem kévetkezett be, tehat a felsza-
badult csoportok az oldallanchan, illetve a lanc végeken helyezkednek el. Nyitva

Osszegezi.

~ o " =
I & S67 ;g g1
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S =
s 4 561
= =
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& 8 54
" >
~ =~
.§ p 8543 §>4
> 3
= 7] ; S 3
IS N
B 3
QG I r— oy
&0 ; S 2 S
g2 w4 46 wa | 2wy X 4z 0+ 05 08 1w 12mg
5, dbra. 6. dbra.

A fehérjec koncentricid isszefliiggése a biuret-
szin extinkeid értékével. Vizszintes tengely :
mg fehérje-N 10 ml biuret-oldatban,

A fehérje koncentrdcié osszefiiggése a kotott
réz mennyiségével. Vizszintes tengely: mg
fehérje-N 10 ml biuret-oldatban.

marad az a kérdés, hogy vajon az oldészer hozza-e 1étre ezt a valtozast, vagy pro-
teolizis hatasdra kévetkezik be. A kivetkeztetést megneheziti az, hogy gyakorlati
c€lbdl nem egységes fehérjével, hanem fehérje-komplexszel dolgoztam.

3. tabldzat
Az extinkeié €s a kotott réz értékének alakulasa az oldas idejének fiiggvényében

Fehérje-N mg |
e Extinkeid Kétott Cu mg
Tdi 10 ml EOIORE L g
o e ez 10ml biuret-oldat
| oredoti oldat | biuret-oldat S 43 ] S 49 5 61
|
i pere ! 1,802-0,02 | 0,7220,02 | 0,14310,002 | 0,211:0,003 ' 0,393--0,007| 5,69-0,28
30 « ' 1,83+0,01 | 0,73=0,01 0,125--0,004 | 0,189--0,000! 0,386--0,010| 5,614-0,14
60 « ! 1,89-£0,00 ¢+ 0,76--0,02 0,134£0,0081 0,251-0,002 0,43240,009 | 5,89--0,08
2 ora ‘ 1,93+0,05 0,77+0,02 0,1524-0,001 | 0,2354-0,002 0,44640,025 | 6,32--0,18
3 « 1,93--0,01 @ 0,774-0,01 0,13240,008 | 0,201--0,004 0,438 0,006 | 6,36--0,15
4« | 1942002 | 0,780,001 | 0,1302-0,008 0,203 0,005 0.410£0.011| 6021011
8 « ‘ 2,01-0,01 0,80-+0,00 0,16340,001 | 0,219--0,004 0,416 40,005 6,034-0,05
16 « | 2,05+0,02 0,83--0,01 0,15740,007| 0,241--0,005 0,513--0,004| 7,92--0,31
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Mindenesetre levonhaté az a tanulsdg, hogy az extinkcié és a rézkotd készség
értékére a fehérje diszpergalasi idGtartamanak is szabalyzé hatasa van. A diszperga-
14s optimélis id6tartama 4 éra. Ez a legrovidebb idd, amely alatt egy hosszabb ideig
fennalld egyensilyi dllapot bedll és nem térténik eltolodas a két komponens kozott.

ﬁsszefoglalés

1. A szérazanyag meghatarozésra legalkalmasabb a 100 C°-on, 20 Hg mm-en
valé széritds 6 6ran keresztiil, mert lényegesen csokkenti a szaritds idétartamat.

2. Az 5%,-0s natriumkloridban diszpergalhaté biizaliszt fehérje frakeié kozép-
értékben az 8sszes nitrogén 22,79, -4t teszi ki. A fehérjenitrogénnek 909, -a diszper-
galidik az elsd ora elteltével. Ismételt oldds az dsszes nitrogén 39%,-at oldja ki 24 6ra
alatt. A kétszeri utdnmosas 14,18% -kal — a kioldhaté 8sszes nitrogén %,-ban
szdmitva — emeli a fehérje nitrogén koncentricisjat.

3. A lisztnek az olddszerhez valé maximalis ardnya 1:8-hoz. A bemérés
novekedésével egyenesen arinyos a kioldott fehérje novekedése.

4. A fehérjeoldatnak azbeszttel rétegzett ivegszlirén valé szfirésekor fel-
1ép6 fehérjevesateség a mechanikusan visszatartott durvéan diszperz fehérje, mas-
részt az adszorptive megkotott fehérje mennyiségébél tevédik dssze. Az eldbbi a
kioldott fehérjenitrogén 10,9%,-4t, az utébbi 7,79%-at tette ki.

5. A rézszulfat mennyiségének novelése emeli a fehérje biuret-oldat extinkeié
€értékét és rézkotd képességét egy maximalis értékig, majd esokkenti, ugyanakkor a
tipusos abszorbciés maximum a hosszabb hulldimhossz felé tolédik el. Lényeges
eltérés van a telitett és telitetlen biuretoldat szine koztt, az elébbi kék szin ibolyis
4rnyalattal, az utébbi ibolyaszind vorises arnyalattal.

6. A rézszulfit mennyiségének novelésére bekiovetkezd extinkeié és a rézkotd
képesség csokkenéds nem magyardzhaté sem py eltolédassal, sem az osszes 6
Koncentracié nivekedésével bekovetkezs valtozassal. A fehérjenitrogén koncent-
ricid értéke sem csékken ebben a szakaszban nagyobb mértékben. A kimutathaté
fehérje-nitrogén veszteség nem adszorbtiv jellegt, értéke fiiggetleniil a fehérjenit-
rogén koncentraciotdl és a feleslegben kivalo rézhidroxid mennyiségtsl, 0,01—
0,03 mg kizstt ingadozik 10 ml hiuretoldatban.

7. A fehérjeoldat 24 érat 0 C°-on sterilen tartva nem valtoztatta biuret érté-
két, a kotott réz mennyisége sem valtozott.

8. Ha az 5%-o0s natriumkloridban diszpergalhaté fehérje nitrogén koncentra-
cidja 0,20—1,20 kozdtt van, mennyisége, a Kjeldahl-féle médszer hibahatéraval
azonosan, kolorimetrikusan meghatarozhaté a kozolt médszer alkalmazasival.

9. A komplexben kitott réz korrelacicban van az extinkeié értékével, egye-
nesen ardnyos az oldat fehérje-nitrogén koncentriciéjaval, tehat nagysigabsl kivet-
keztethetiink az oldat fehérjetartalmara. Meghatarozasanak legalkalmasabh
moédja az egyszerii és pontos jodometrikus titralas.

Erkezett : 1955, dprilis 14.
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HMCCAEJOBAHHE BEJIKOB MUEHHMYHOM MYKHM 1. O BUVPETOBOMN PEAKLIMH
JI. Mapxrym

Hayuso Hcenetosarennekuit Hucrutyr Arpoxumun, Oraeit Buoxumun, Byganewr (Beurpus)

Peszwme

Tlpu necnegoBasun SHYpPETOBOR PEAKUHH  PACTBOPMMLIX B HEMTDATIBHOM PACTROPE coeit
dpariH OeaKOB MHICHHYHOH MYKH NONYYHIHMCH CHeAYIIHE PEe3yTLTATHI:

1. Inst onpejesienusi CyX0ro BeINECTBA SIBSNETCA CaMbIM IIPHTOIHBIM BBICYIIMBAHHE TIPH
100° C ntpu 20 MM PTYTHOTO ¢T016a B TeueHHe 6 9acoB, Tak Kax CYUIECTBEHHO CHHYKAeT Bpemst
CYLIKH.
¥ 2. Benropast Qpakuusl NUCHHYHOR MYKH, NHCOCPrHpYeMast B 5%-HOM pacreope Na CI
COCTABIISIET B cpeanenm 22,7%, ot 0duwiero asora. B Teuenne nepsoro yaca mucmeprupyercst 909, Gen-
KOBOro a3ota. [IOBTOPEHHOE DACTBOPeHHE M3BIeKaeT 3a 24 daca 3 9 ofmero asota Jasb-
Hefwee ABYXKPATHOEC OTMBIBAHHE [OBBEIIAET KOHUEHTPAUMI0 GeNKoBOro asora na 14,189, —m
NpOlEHTAX OT PACTBOPHMOro ofuero asora.

3. MaxkcumajibHOE COOTHOLIGHHE MYKH M pacTtBoputens 1:8 ¢ YBEJHYEHHEM HABECKH
PSAMO TIPONMOPUHOHAABHO  YBEJHYEHHI0O DPACTBOPUMOTO Geika.

4. Tloreps Geaxa npu QuibTPAUnH OENKOBOI0 pacTBOpa uepes a3fecToB0 — CTEKIIAHbI
(UABTP COCTONT M3 KOJHYECTBA MEXAHHYCCKH BAEPHEHHOTO IPyHo-IHCIepCHOTO H acopOLHOHO-
cpazanoro Oenka. [epsoe cocrasnser 10,9%, Bropoe 7,7% or pPacTBOPCHHOrO GENKOBOI0 A30Ta.

5. TIOBBULICHIE KOAMYECTBA MEHOTO KYTIOPOCA YBEMUHBALT BEMUIHY GIyPETOBOrD pacTBOPA
GemKka 11 CroCUOHOCTb CBALIBAHMS MEM 10 MAKCHMANBHOTO SHAYCHHS, TIOTOM CHHIKAELT, M B TO (e
BpeMs THITHYHLIH A1cOPOMHOHHBIR MAKCHMYM IIEPEMEINAETCH B CTOPOHY {0/€¢ NIHHHEIX BOJIH.
CyniecTBEHHAS! PASHHIA HMELTCS MCHTY OKPACKO HACHIEHHOIO H HEHACHILEHHOTO GHYPETOBOTD
pacreopa. [lepsbril HMEET CHHIOW OKPACKY € QUOIETOBBIM OTTEHKO, 4 BTOPOH GHUONETYBYID OKpacKy
€ KPaCHOBATBIM OTTCHKOM.

6. ChmxeHite CrocoGHOCTH CBSI3bIBAHUA MEIM I BeMIUMHBI SKCTHHKLIM [0JI BJIHAHHEM
YBEIHUEHH S KOMMUECTBA MEHOTO KYNOPOCa He OGBACHAETCS HH MEPEMEIEHHEM Di, HM H3Me-
HEHIAMH, OPOHCXOAAMKMI B YBEIHUEHH U KOHIEHTPpauun 00iuedt comn. BesrmunHa KOHIEHTpaluH
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{0CIKUBOTO A30TA HC CHIZKACTCA B OTOM NEPHOC CYLUCCTBCUHBIM 00Pagom. OBHADY RIIBAEMAS TI0-
Tepsi DCAKOBOTO a30Ta HE HOCHT XapPAKTEP aiCOLDIMH, BETHYHHA Cro KOJeGAeTCs HE3ABUCHMO OT
ROHUENTpany JeIK0Buro a3ora u 0T Kuamyecrna meam ot 0,61 o 0,03 Mr/10 w1 GuyperoBoro
pacrBopa.

7. Buyeprxennsiit 0eaxosbiit pactsop B 24 yaca upn 0 C¥p CTEPHILHBIX YCI0BHSIX HE H3MC-
HIL BeJHYHHY OHYPETA, H KOJKRYCCTBO CBREZEHCH NCOH TO/ME He LIMEeHNIOChH.

8. Ecau KOHIEHTPAaI s JHCIEPIUPYEMOTO B 5% -HOM pacreope Na Cl 0eIKOBOTO a30Ta KOoIe-
faercs mexcay 0,20 - 1,20, TOraa KOJHUYECTEA €r0 MOMEO 0ADEICNTh B Npeaenax TOYHOCTH, Me-
Toga Kengana KoA0pHMETPHYECKHM MYTeM CHEIYIIIMM 00pascM. BenkoBsii PACTBOP, ecau 00DLeM
ero Hppe 11,5 siL, Torna aecTiapoBaHHOR BOIOH noseaem 10 11,5 mo. Mputasum 1 ma. 20%, mea-
HOTO Kymopoca, Xopouto B3danteizaem i npudasnas 12 5mi Na OH cuoBo BadaiTbiBaeM. Bengunna
IRCTHHIMN ONpeaeasnercs nocae 10 Mud. cTOAHKH i1 10 MHHYTHOTO LeHTpHdYrupCBaHn s IpH 110~
moty GuasTpeB S 43 nom S 61,

9. CpssaHHas B KOMILIEKCE MCAb HAXOAMTCA B KOPPETSUMM ¢ BEIMUYHHOLN IKCTHHILAIL,
IPAMOIPONOPLHOHANLHO KOHIEHTPALMH  HCAKOBOI0 A30T4 PACTBOPA. SHAYMT 110 BEIYHHE 66
MOSKHO CYAWTB 0 KOmuecTse GeaKoB pacrBopa. CambiM FOMHBIM CrI0COGOM ONPEIENEHHE ero H3-3a
NPOCTOTHL  SBJISAETCS HOJIOMCTPUYECKUE TUTPOBAHME.

Tada. 1. CesA3b MKy BCTHUHHOM SKCTHHINM U KOHUCHTPALMEH MEAHOTO Kymopoca 1. Ben-
KUBBIf 30T B Mr. Ha 10 ma OHypeToBOro pactsopa,

Taba. 2. Beaxusbli asot, B Mr Ha 10 Mr GuypetoBoro pacrsopa 1. BBIUMCIEHHBIH, 2. Hali-
AeHnslit 0eaKoBwIH azsT B Mr. 3. [Toteps.

Tada. 3, Baysinne KOHUEHTpanuu 00meH COMM HA BKCTHHIIMIO H CHOCOOHOCTD CBSI3BIBAILIST
Meu GuypetoBoro pacrsopa. 1. BenkoBeiii a30T B Mr na 10 Mi. GuypeToBoro pacreopa. 2. Cesizau-
nasi Melb B M Ha 10 Mi1. OHypeToBoro pactsopa.

Taba. 4. Bansuue Beriep kuBanusA OEIKOBOr0 PACTBOpPA Ha OKpaCKy Omypera Genkor
(0,5 ma. 209 CuS0,) 1. Ceexxuit Genwopwnlit pacTsop. 2. Buigepskernbii B Tedeune 48 yacon npu
KOMHATHOH Temnepatype 063 KOHCePBHPOBAHNSA 4. GMYPETORBIH pacrsop Geaxa nocae 24 yacoBoii
CTOSIHKH.

Ta0a. 5, POPMUPOBAHIIE BCIMYHI SKCTHHLIN CBA3AHHOI MCIM B 3aBHCHMOCTH OT BPEMCHH
pacreopeHust. 1. Bpems (epBuie TP JaHHble 0003HAYAIOT MHHYTHI 0CTATBHbIE yacet). 2, Mexomibi
pacrBop, 3. GuyperuBnii pactop. Benkoseit a30T B mr Ha 10 M. 5. Cosansas meap ga 10 wn Ouy-
PETOBOFO pacTBROpA.

Puc. 1. M3veHEHHE KOTHYECTBA DACTBOPEHHOrO OCMKA B (yHKUHI H3MEPECHHOTO KOJH-
uectBa Myku. (PacrBopurens 40 ma 59, Na Cl Bepxuuii psj| umces BePTHKATBHON OCH @ KO-
yecrBa M-0e1Ka B MyKe B MI'; HIDKHUA PSIA 4MCeN ¢ KOJIHUCCTBO MY KIIL

Pue, 2. Jleiicthie KOAMYECTBA MEQHOTO KyIIOPOCA HA M3MEHEHME FKCTHHIMH OHypeToBoro
pacTBopa, B Clay4ae TPCX JJaHHbLIX KOHIEHTPALHH (KA HA Da3jJIHYHLIX J1AHH BOJHBL A : M-Getra
0,34 wr, B : M-6eaka 0,75 mr, C:  M-denxa 1,07 mr B 10 mn Suyperosoro pacteopa, A : 0,05, b:
01,c: 0,5,d: 1,0,e: 1,5f: 2,5 mn 209 CuSO, B 10 M1 Orryperororo pacteopa.

Pue. 3. Viamenenue 9KCTHHIMH HA PAMHYHON JUTHHE BONHBI B QYHKIHH MEIHOT0 Kylopoca.

Puc. 4. FizveHenie 9KCTHHIMH GHYPETOBOTO pacTBOpa HA Pa3LUHOM PHILTPE B PYHKIHH
KOHUEHTpaIu MemIoro kynopoea : A: 0,27, b: 0,79, c: 1,18 mr M-Genxka s 10 mun Guyperosoro
pacTeopa.

Pue. 5. BaanMHas 3aBHCHMOCTh KOHUEHTPALHN GEIKA ¢ H3MEHeHNEeM 9KCTHHINH onypero-
BOro uBera. BeprikanbHas ocr: M@ Genxa B mr, b: 10 Mr guyperosoro pacrsopa.

Pyuc. 6. Baaumnasa 3aBHCHMOCTb KOHUEHTPAUMH O€NKA KOJMUECTBOM CBASAHHOI MenH :
BePTHRANLHAS Ocb : M-feaxa B mr, b : 10 Mr GuyperoBoro pacrsopa.

The Proteins in Wheat Meal I. The Biuret Reaction

+ L. MARKUS
Agrochemical Research ITostitute, Department of Biochemistry, Budapest (Hungary)
Summary

A study of the biuret reaction given by neutral saline-soluble protein fractions of wheat meal
resulted in the following findings :

1. Dry substance determination is best made after 6 hours’ drying at 100° C and under
20 mm Hg for it means a considerable saving of time. ;

2. The mean value of the wheat-meal protein fractions dispersed in 5%, NaCl amounts to
22,7% of the total nitrogen. 909, of the protein nitrogen is dispersed at the end of the first hour,
A subsequent solution dissolves 3%, of the total nitrogen in 24 hours. Computed in percentage of

i
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the dissoluble total nitrogen, the concentration «f nitrogen protein increases after the two subse-
quent washings by 14,189.

3. The highest ratio of meal : solventis1 - 8. p direct ration to increased additions increases
the amount of protein dissolved,

4. The amount of coarsely dispersed protein retained mechanically by the filter together
with the amount of adsorbed protein account for the loss of protein which arises on filtering the
solution through a glass [ilter with ashestos layexrs, The first-mentioned loss amounted to 10,9, the
second one to 7,79 of the total nitrogen, ’

5. By increasing the amount of CuSO, the extinction value of the protein biuret solution as
well as its copper-binding capacity are first inereased to a maximum, thereafter diminished, while
the typical adsorption maximum simultaneously shifts to the longer wavelength. There is an essential
difference in the colour of the saturated and unsaturated biuret solution : the former is blue with
a violet hue, the latter is violet with a redish shaide.

6. Neither py displacement nor changes Consequent upon inereases in the concentration of
total salt can be accounted for the decrease in copper-binding capacity and extinetion caused by
inerases in the amount of CuS0,. Nor is the value of the protein nitrogen concentration diminishing
in this phase appreciably. The demonstrable loss of the protein nitrogen is not an adsorption pheno-
menon, its value varies over a range from 0,01 to 0,03 mg/10 ml of biuret solution, independently
of the protein nitrogen concentration and of the copper hvdroxide precipitating in excess. '

7. Kept for 24 hours at 0° under sterile conditions, the biuret value of the protein solution
did not change and the amount of hound copper also remained unchanged,

8. If the concentration of the protein nitrogen dispersed in 59, NaCl is between 0,20 and
1,20, then its amount can he determined colorimetrically, within the limits of error allowed in Kjel-
dahl’s method, by applying the following procedure : the protein solution is made up with sterile
water to 11,5 ml, 1 ml of 209, CuS0, is added, and shaken thoroughly, then 12,5 ml of NaOH is
added, and shaken once more. After standing for 10 minutes and centrifuging for another 10 minu-
tes, the extinetion coefficient is determined with the filter S 43 or S 61.

The bound copper of the complex and the extinection value are in correlation : the bound
is proportional to the protein nitrogen concentration ot the solution, consequently it allows of con-
cluding the protein content of that solution. For the determination of the hound copper the iodo-
metric titration is the most suitable owing to its simplicity and exactness.

Table 1. The relationship between CuSO, concentration and extinction coefficient. (1) Pro-
tein N mg in 10 ml of hiuret solution.

Table 2. Protein N mg in 10 ml of biuret solution. (1) Calculated. (2) Found. (3) Loss.

Table 3. Effect of totai salt concentration on the extinction of the biuret solution and its cop-
per-binding capacity. (1) Protein N mg in 10 ml of biuret solution. (2) Bound copper in mg in 10
ml of biuret solution.

Table 4. The effect of protein solutions allowed to stand for different periods of time upon the
colour of the protein bhiuret (0,5 ml of 209, CuS0,). (1) Freshly prepared protein solution. (2) Stored
under xylol at 0°C for 24 hours. (3) Protein solution kept at room temperature for 48 hours without
any preservation. (4) Protein biuret solution after 24 hours’ standing.

Table 5. The relationship between extinction and bound copper as functions of time for dis-
solution. (1) Time, first three data in minutes, the others in hours. (2) Original solution. (3) Biuret
solution, protein N mg/10 ml. (5) Bound Cu mg in 10 ml of hiuret solution.

Fig, 1. Changes in the amount of dissolved protein as a function of the amount of meal.
Ordinate : dissolved protein N mg/100 ml; abscissa: protein N in meal mg.

Fig. 2. Effect of quantity of copper sulphate on the extinetion values of bjuret at different
wave-lengths in case of three given levels of protein concentration. A : 0,34 mg. of protein-N,
B: 0,75 mg. of protein-N, C: 1,07 mg. of protein-N in 10 ml. of biuret solution. a : 0,05, b: 0,1,
e: 0,5, d: 1,0, e: 1,5 and f: 2,5 ml. of 209 copper sulphate in 10 ml. of biuret solution.

Fig. 3. Changes in extinction values measured at different wave-lengths as a function of
copper sulphate applied.

Fig. 4. Changes in extinction values of biurel solution measured with the use of different
filters, as a function of the concentration of copper sulphate applied.a: 0,27.b: 0,79 and ¢: 1,18 mg.
of protein-N in 10 ml. of biuret solution.

Fig. 5. Correlation of concentration of protein and extinction values of biuret colour. Ox-
nate : mg. of protein-N in 10 ml. of biuret solution,

Fig. 6. Correlation of concentration of protein and quantity of bound copper. Ordinate :
mg. of protein-N in 10 ml. biuret solution.





