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A 52616 fajtafenntarté szaporitisinak egyetlen mddja: a vegetativ szapori-
tds. Erre a célra az esetek tobbségében a téke egyéves, tokéletesen elfisodott
szaTdt, a vesszét haszndljuk. MAr régi az a tapasztalat, amit a szakirodalom
is csak megerdsitett, hogy az eredményes szaporitds és hossztéletli t8ke alapja
az ,érett vesszd”. Ennek az dllapotnak kiilonbozb fokozatai vannalk,
melyeket anatomiai (szin, diafragma, fa- és bélszivet ardny, szilirdsig
sth.), kémiai — (raktdrozott anyagesere termékek mennyisége és mindsége),
tovabb4 fiziocldgiai bélyegek'jellemeznek (OszTrROVsZRYNE [12], WINKLER [22],
Kovessy [8], ZIMMERMANN [27]).

A vesszédarab a raktdrozott tdpanyagok mozgésitisival vélik uj egye-
dekké, ha gyokérzetet és hajtasrendszert képez. Az 01 szervek fejlettsége, igy az
j egyed varhato életképessége, a felhalmozott energiaforrds (szénhidrit, fe-
hérje) mennyiségével Osszefiiggésben van. Irtheté, hogy a vesszdérettség
megallapitisihoz elsésorban a szénhidritok mennyiségét mar kordbban
tobben vizsgdltik (BerwSTEIN [2], Kozma [7], Svorv [18], WINKLER [23,
25]). A nyugalmi 4llapotban levs vesszd a szénhidritok tekintélyes részét
a fatest faparenchima-, farost- és bélsugirsejtjeiben keményitd és cukor
formdjiban raktarozza (WINKLER [25]).

Az eddig alkalmazott médszerek kritikai értékelése

A kutatok elsGsorban a szdl6 fiatal z61d és az elfisodott egyéves vagy tébb
éves szaranak cukor és keményité tartalmit vizsgiltik. Az idevonatkozd6
irodalmi adatok nagyfokl szérdsit Stomv [18] dontéen modszerbeli hibdnak
tulajdonitja. Véleményiink szerint is, valamennyi eddig alkalmazott modszer,
munkaigényessége mellett még szidmos hibaforrast is rejt magdban. Mindegyik
modszer megegyezik abban, hogy a novényi részt 65—80 C°-on kell kiszdri-
tani és finom &rleménnyé apritani. A szemcsefinomsigot egyediil Storv
[18] adja meg 0,25 mm-es dtmérdvel.

' A cukrok kiolddsit legtobb mddszer szerint hideg vagy meleg etilalko-
hollal végzik. Ily médon a polifenolok is kioldédnak, melyek redukalé tulajdon-
séguknal fogva zavarhatnak. A legnagyobb nehézséget a keményitd kivondsa
és hidrolizise jelenti. A sésavas hidrolizist autokldvban (OszrrovszeyYNE [12]),
vagy forré vizfiirdén, (Kozma [7], VUK és SANDOR [21]) oldjik meg. Enzimes
hidrolizist PErLUSz és MOLNAR [16], PoroFF [17] és Storv [18] alkalmaznak.

*
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A sosavas feltdrds eldnye az, hogy még a tokéletlen 6rlés csetében is
hiztosan ki tudja szabaditani a keményitdszemecslkéket a vastagfalt rekeszes-
farostok belsejébil. Hitranya azonban, hogy a keményitén kivil a hemicel-
lulézt is hidrolizdlja (N1xITIN [11]). A hemicelluléz jelenlétét a szél6vesszében
AFRIKIAN [1] és WINKLER [24] vizsgdlatai igazoltik. Ennek tulajdonithaték
az irodalombél ismert sokszor indokolatlanul magas keményit&értékels.

Az enzimes feltirdssal a sésavas hidrolizis hibdit elvileg kikiiszébélhet-
jik, ha malita diasztdzzal (Sroev [18]), nydl-amilizzal (PERLUSZ és MoLNAR
[16]), vagy pedig diasztiz készitménnyel dolgozunk. Ennck az eljarasnak
hasznélhatésigit nagyon megneheziti egyrészt hosszadalmassiga, mésrészt
az enzim prepardtumok sokszor megmagyardzhatatlan megbizhatatlansaga
(ParcH és Tracey [18]). Tapasztalataink szerint, ha 6rléssel a farostok sej-
tes szerkezetét megsziintetni nem tudtuk, az enzimes feltirds nem volt toké-
letes (mikroszkép alatt jodos-kéliumjodidra keményitdpozitiv sejteket taldl-
tunk).

A redukdlé cukrokkd hidrolizdlt keményitét eddig esaknem valamennyi
kutaté a klasszikus Bertrand- vagy Hagedorn—Jensen-féle médszer eredeti
vagy modositott eljirdsival hatdrozta meg (Poporr [17]).

Ujabban a kiilfsldi és hazai irodalomban egyre tobbszor taldlkozunk
cukrok, névényi cukrok és keményit§ antronnal térténd meghatirozasival
(CrEGa [3], DrEvwoop [4], Ferroroy [5], FoLpes [6], MArkusNE [9,10],
Yemum és Winris [26]). Az eljiris lényege, hogy a névényi részekbdl forré
etilalkohollal kioldott cukrokat és a perklérsavval kioldott keményitét kiilén-
kiilon, 959%,-0s kénsavhan oldott antronnal reagltatjuk. Kozben a hidrolizist
a kénsav elvégzi. A szénhidritok Lénsavas ‘kézeghen vizelvonds mellett
furdnaldehid szdrmazékka alakulnak, és azok, antronnal kondenzilva 450—
620 mu kozti maximummal szines terméket képeznek. A reakeis igen
érzékeny, pl. keményitre nézve 40-szer érzékenyebb, mint a jédreakcic.
A szin értéke Pulfrich fotométeren S 61 szinsziirGvel jol mérhets. A médszer
elénye, hogy érzékeny, pontos és viszonylag gyors (MArkUSNE [9]).

Szokasos vizsgalati médszerek kisérleti osszehasonlitisa

Mddszerkeresési vizsgilataink sordn az a célkitlizés vezetett benniinket,
hogy a sz618 elfisodott vesszdjének cukor- és keményits tartalmat olyan méd-
szerrel hatirozzuk meg, mellyel gyorsan és legpontosabban dolgozhatunk.
Ezért az eddig leggyakrabban alkalmazott klasszikus moédszereket dsszeha-
sonlitottuk az dltalunk sz6lére is alkalmazhaténak vélt antronnal térténd meg-
hatdrozassal.

Egymas mellett végeztiik vizsgdlatainkat Riparia portalis egyéves vesz-
sz(jéb6l készitett egalizalt mintdn.

Az alibbi négyféle vizsgilati médszert hasonlitottuk Gssze pirhuzamosan:

Az els6 modszer lényege a keményild sésavas hidrolizise (BERNSTEIN [2],
Vux és SANDOR [21]), ennél a cukrokat és keményitét egyiittesen hatirozzuk
meg a hidrolizis utin Bertrand-féle titralassal.

A masodik médszer a keményité hidrolizisét diasztdzzal végzi, ezt meg-
clézden a cukrokat kiilonvilasztja. A cukrokat és a keményité-hidrolizitumot
Hagedorn—Jensen-féle médszer Popoff dltal médositott formijaban hatdroz-
zuk meg (Pororr [17]).
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A harmadik mddszer szerint a keményitd feltdrdsa sdsavas alkohollal,
kiolddsa forrd vizzel, hidrolizdldsa pedig nydilal torténik: (PERLUSZ és MOTNAR
[16]). A cukrokat Bertrand-féle eljardssal, a hidrolizilt keményitét pedig
cerimetrikus titrdldssal hatdrozzuk meg. E mddszert pontosnak és részletes-
nek tartjuk, annal is inkdbb, mert ebben a polifenolok lecsapdsa is megtorténilk.
Eppen czért ezt a médszert hasznaltuk fel az altalunk vilasztott antronos el-
jards adatainak kontrolilisira. Hitranya a médszernek, hogy nagyon munka-
igényes, amiért sorozatvizsgilatokra nekiink nem alkalmas.

A negyedik médszer az antronos eljdrds, melyet CLEGG [3] vizsgalatai
alapjén sz6l6vesszére ugy médositottunk, hogy a culkor és keményits meghatd-
rozéisa eldtt a zavart okozd vegyiileteket (polifenolokat, fehérjéket) dlomacetét-
tal kicsaptuk, PERLUSZ és MOLNAR [16] szerint. Ezzel a médszerrel a vesszé
cukor és keményit§ tartalmat gliikéz értékben jél reprodukalhaté médon
tudjuk mérni.

A négyféle vizsgilati modszer osszehasonlité adatait az 1. tibldzatban
adjuk meg.

1. tabldzat

o

Kiilénb6z6 médszerekkel tértént meghatirozasok cukor- és keményitértékei

&5} 2) @) ) ®) (6) @
Osszes
Bayzer | ypgeukor | OsS2S | Kemgnyits i%%m
Phrhuzamos Moédszer cakrok & cukor R, hidrolizis
minték jele szAma ubin
%
a 25,15
b 1 27,15
c 24,12
a 7,10 1,40
b 2 7,20 1,64
c 7,50 1,59
a 7,60 2,27 9,87 4,25
b 3 7,48 2,88 10,36 4,14
c 7,68 2,96 10,54 4,20
a 11,50 4,30
b 4 11,40 4,38
¢ 11,52 4,40

Az 1. sz. médszer alkalmazdsdval kapott nagy, 6sszes-redukalé képesség
a cukrokon és keményitén kiviil a hemicellulézénak tulajdonithato.

A 2. sz. médszert a médszer hosszadalmassiga miatt csak az egyszerfi
cukrok és keményité adatainak osszehasonlitdsdra végeztiik el. A vesszémara-
dék a diasztizzal torténd hidrolizis utdn mikroszkép alatt kéiliumjodidos
jodoldattal vizsgilva keményitére pozitiv volt. Megallapitottuk, hogy a hibét
diasztdz prepardtumunk eléregedése okozta, mely egy kontrolképpen bedllitott
amylum-solubile p. a. mindségli prepardtumot sem bontott el tokéletesen.
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A 3. sz. mddszer sszes cukor- és keményitd adatai jol hasznilhaték a
4. sz. médszer hasonlé adatainak ellendrzésére.

Adataink légsziraz anyagra vonatkoznak.

Hogy egyugyanazon torzsoldatnak a kilonféle modszerekkel torténd
meghatirozisa milyen eredményeket ad, erre a célra a 2. sz. mddszer ,,a” jel-
zésli, egyszerli cukor torzsoldatat (2/a) vizsgiltuk meg, és elvégeztiik a cukor
meghatdrozdsit Hagedorn—Jensen, valamint Bertrand-féle titrilissal és
antronnal. A kapott eredményt a 2. tdblizatban adjuk meg, mely 3—3 pdr-
huzamos mérés eredményét mutatja.

2. tdbldzat
Egyszerii-cukor tartalom %-ban

e} ® @) ’ @
Hagedorn—
Minta jele Jensen Bertrand Antronnal
szerint szerint
|
2/a 7,10 7,60 7,20
7,18 7,56 7,28
7,21 7,62 7,17

A 3. sz. médszer vizsgilatinil nyert keményit6 torzsoldatban meghati-

roztuk a keményitd tartalmit még parhuzamosan antronnal és a jod-szin-
leakeid intenzitdsinak mérése alapjin, ParoHEIMO [14, 15] szerint. A 3. tab-
razatban ismertetjilk a 3 pArhuzamos mérési eredményt.

3. tdbldzat

Keményité tartalom %-ban

)] @ [6)) \ 0]
Jodszin-
Pérhuzamos Cerimetrikus j i
mint&k jele titralssal Auigrnsl | lﬁgf:slst:f
|
a 4,25 448 | 4,24
b 4,14 4,87 | 4,40
c 4,20 4,62 i 4,64
1

A fenti tiblazati adatok igazoljik, hogy az antronos mddszerrel torténg
szilGvesszd szénhidrat meghatirozis pontos, és a vessz6bdl szirmazé esetleges
kiséréanyagok a szinkifejlédést nem zavarjik.

Az antronos meghatarozasi médszer ismertetése
A minta eldkészitése vizsgdlatra

A 65 C%-on kiszdritott Rip. port. vesszt 2—3 cm-es darabokra vagjuk.
Medicago kalapdcsos &érlével megdaraljuk, majd egy finomabb Schiltknecht
(Ziirich) kalapicsos dardlén 0,5 mm-es szitabetéten engedjitk 4t. Ebben az
érleményben a sejtes szerkezet mikroszkép alatt még megéllapithats. Az ilyen
mindségl &rlemény keményits tartalma csak sdsavval tarhato fel tokéletesen,
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Enzimes hidrolizis utdn mikroszkép alatt a sejtekben jodprébaval még kemé
nyité mutathaté ki. Ez a finomsdgn 8rlemény tehat céljainknak még nem felel
meg. Ezért a sejtes szerkezet megsziintetésére az anyagot Bloch—Rosetti-féle
porcelan golyds malomban kevés homokkal és etilalkohollal homogenizatummé
dorzsoljiik. Csakis az dlyen mddon Orolt vesszéanyag keményitéje vdlik hozzdfér-
hetévé az enzimek hidrolizdld vagy a perkidrsav oldd hatdsa szdmdra.

Cukrok kivondsa

A légszdraz vesszérlemény 0,5 g-jit azonos sulyt homokkal 5 ml 809,-o0s
etilalkohollal 10 percig 490/sec fordulatszim mellett golyds malomban 6roljik.
A nyert pépet kvantitative 40 ml desztillilt vizzel polietilén centrifugacsébe
mossuk. 20 percig 8000/sec fordulatszdmon centrifugaljuk. Az alkoholos vizes
folyadékot 200 ml-es mér6lombikba ontjitk. A centrifugacstben lev iiledéket
5 ml forré 809%-os alkohollal iiveghot segitségével homogén péppé keverjiik,
majd 20 ml forré alkoholt adva hozz4 20 percig az elébbi modon centrifugiljuk.
Ezt az alkoholos oldatot is az el6bbi vizes alkoholos oldathoz ontjiik. A keze-
lést és centrifugilist még kétszer, azonos moédon megismételjiik. Az igy ssze-
gylijtott oldatokat jelig desztillilt vizzel feltoltjik. A kapott torzsoldathdl
100 ml-t 200 ml-es mérélombikba pipettizunk, 1 ml telitett semleges élomace-
tatot adunk hozzd, 5 perenyi varakozdsi idd utdn, desztilllt vizzel jelig toltjiik.
10 perc mulva szlirjiik, a sziirleth8l 100 ml-t Gjabb 200 ml-es mér&lombikba
pipettizunk és 1 ml telitett dindtriumhidrofoszfattal az 6lom feleslegét kzom-
bositjik. 5 pere malva jelig toltjitk. Az igy nyert oldathdl alapos Gsszerizis
utdn kb. 40 ml-t lecentrifugdlunk, s a teljesen tiszta atldtsz6 oldatnak 1 ml-jét
antronozzuk.

A polifenolok lecsapédsival, a lecsapdszer kozombositésével egyiittjird
miiveletek kozben a cukor kivondsihoz hasznilt alkohol koncentricidja is
annyira meghigul, hogy az az antron reakciénil mar nem zavar. Célszerd a
higitdsokat a varhaté cukormennyiségnek megfelelden Nigy vélasztani, hogy az
antronozisra keriil§ 1 ml vizsgilando oldat 50—100 ug gliikéz tartalma legyen.

Keményité kivondsa

A cukrok kivonédsa utin a centrifugacsében visszamaradt vessz&pépet
5 ml desztilldlt vizzel homogén masszava keverjilk, majd 6,5 ml 529,-0s pert
klérsavat (HClO,) cseppenként keveriink hozzd. Utdna 15 percig dllanddan
keverjilk. Keverés utdn 20 ml desztillilt vizet tesziink hozzi, és 20 percig
centrifugiljuk. A folyadékot megfeleld nagysigt (esetiinkben 500 ml-es) mérs-
lombikba ontjiik, és a vizes perklérsavas kezelést és centrifugdlast még egyszer
megismételjilk. Az Osszegylijtott oldatokat desztillalt vizzel jelig toltjiik.
A mér6lombik méretét a virhaté keményitd mennyiségének megfelelen gy
valasszuk meg, hogy a torzsoldat 1 ml-je 50—100 ug gliilkéz értékil legyen.

A kivonatok jégszekrényben 4—5 napig eltarthatok.

Az igy késziilt cukor és keményits torzsoldatok 1—1 ml-jét 3—3 szoros
ismétléshen antronozzuk.

Az antron reagens elkészitése : 200 ml-es mérdlombikban feloldunk 0,4 g
antront (KETI készitmény, B. D. H. vizsg. szerint) p. a. mindségli 95%,-os
kénsavhan. A reagenst felhaszndldsa eldtt 4 draval mindig frissen készitettiik.
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Glikdz standard készitése: 0,1 g ghitkdzt 1000 ml-es mérélombikban desz-
tillilt vizzel oldunk, majd jelig téltve az igy készitett térzsoldatnak 25 ml-jét
50 ml-es mérdlombikban tovibb higitjuk. Az igy nyert oldat 1 ml-je 50 ug
glikéz tartalma. A gliikéz standardot mindig frissen készitettiik. Az 50 27253
glitkéz standardra azért volt sziikségiink, hogy az ezzel torténs kézvetlen dssze-
hasonlitassal — CrLEea [3] vizsgdlataihoz hasonléan, — mindenkor le tudjuk
ellendrizni, hogy a vizsgilandd anyaghan, a mdédszerben vagy reagensben
nem léptek-e fel zavaré korilmények ?

A kivonatok elemzése CLEGG [3] szerint

15165 mm-es csiszolt dugés bérszilikit kémesdvekbe pipettiztuk a
kovetkezd mdédon osszedllitott oldatokat:

(L) ,,Kontrol”-t, mely 2 ml vizet tartalmaz:

(IL.) ,.Standard gliikéz”-t, mely 1 ml vizet és 1 ml 50 ug gliikéz oldatot
tartalmaz;

(IIT.) ,,Test-kivonat”-ot, mely 1 ml higitott kivonatot és 1 ml vizet
tartalmaz; .

(IV.) ,,Standard glitkézzal dusitott test-kivonat”-ot mely 1 ml higitott
kivonatot és 1 ml (50 pg) standard gliikéz-oldatot tartalmasz.

Az (L)-et egyszeres, a (IL), (IIL.), (IV.) jelzésii oldatokat hirom pérhu-
zamossal vizsgiltuk.

Minden kémestbe 4 ml 0,29, -0s antron reagenst csepegtettiink jégkockds
vizfiirdSben térténé hiités kozben. Ezutdn csiszolt dugéval bedugva felfordi-
tassal Ovatosan Gsszerdztuk. Egy-egy elemuzési sorozatban maximum 40 kémesd-
vel dolgoztunk. A kémesoveket forrdsban levs vizfiirdSben 10 percig hevi-
tettiik (kozben a csiszolt dugékat enyhén meglazitottuk), és a hevités befeje-
zése utdn folyé esapvizben 15 percig hiitsttik. Az ekozben kifejloditt zold-
szin intenzitdsit Pulfrich fotométeren ,,S 61" szinsziirével 1 cm, ill. 0,5 em
rétegvastagsig kiivettdban 1 6rin beliil mértiik,

A szdmitds menete :

Ha zavaré kériilmény nem ill fenn, akkor a ,,standard gliikézzal disi-
tott testkivonat” extinkcids értékébél (IV) kivonva a ,,standard-gliikéz" (IL.)
extinkeids értékét, meg kell kapnunk a , testkivonat” (II.) extinkecids itlag-
értékét. Ha vizsgilatunk igy megnyugtatdan helyesnek bizonyult, akkor a IT.,
a III. extinkcids értékek és a higitasok figyelembevételével konnyen kiszamit-
hatjuk a vizsgdlt ,,testkivonat” (II1.) gliikéz értékét. Ha rendszeresen fellépne
zavard koriilmény, akkor a IV—III kiilsnbszet értékét kell 50 pg extinkeis-
janak tekinteni, és a szdmitdst erre kell vonatkoztatni. (Crzee). Esetiinkben
pl. 50 pg glikéznak (IL.) 0,429, a III. testkivonatnak 0,227 az extinkeids
dtlagértéke, ami 26,5 ug glilkéznak telel meg. A higitdsok figyelembevételével
0,5 g légsziraz vesszGbdl kiindulva, amennyiben cukor-testkivonatrél van szé,
ugy ezt a 26,5 értéket 0,16-al (4,24%,); keményitStestkivonat esetében pedig
0,1-el (2,65%,) szorozzuk, hogy a vizsgalt 1égszdraz vesszé cukor vagy keményit6
tartalmat %-os glikéz értékben kapjuk meg. Ha keményitd tartalmat nem
%0-0s gliilkozértékben, hanem keményits %,-ban kivAnjuk kifejezni, tgy azt
(2,65%) még 0,9 konverzids faktorral heszorozzuk (2,899/).
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A kivonatok elemzése standard girbe alapjin

Miutén megéllapitottuk, hogy az elfisodott vesszében semmi olyan za-
vard anyag nem All fenn, amelyet az élomacetitos kicsapassal el ne tavolit-
hatndnk, feleslegessé vilt a CLEGG szerinti , standard glikézzal” dasitott meg-
hatdrozdsi médszer. Ezekutin mir a lényegesen egyszeriibh és gyorsabb gli-
kéz standard gorbe segitségével torténd kiértékelést valasztottuk. Erre a célra
az el6bb ismertetett meghatdrozdsi modszert haszndljuk azzal az egyszer(isi-
téssel, hogy IL. és IV. oldatot nem készitiink, hanem a IIl.-as extinkcié érté-
keinek megfelel§ glikéz értéket kozvetleniil a glilkéz standard extinkeids-
gbrbérél olvashatjuk le. A szdzalékra torténg atszdmitis a fentiekkel meg-
egyezd.

Glikoz standard extinkcids-girbe elkészitéséhez a fent leirt II. sz. oldat-
hoz hasonléan 25, 50, 75, 100 és 125 ug koncentricios sorozatot készitettiink,
majd ugyanigy antronoztunk. Az igy kapott extinkeids értékek adjik a stan-
dard gorhét. Hirom parhuzamos bemérés atlagdbdl kaptuk azt a standard-
githét (egyenest), amelyik a linedris regresszids egyenlet képlete értelmében
(Y, =a + bX) esetiinkben ¥, =+ 0,019 4 0,0081. X egyenlettel jel-
lemezhetd. (SvAB [19]). A regresszidés allandd (,,a”) = -+ 0,019; regresszios
koefficiens (,,b”) = 0,0081 Ext; X = ug glikéz (fiiggetlen viltozd); ¥, =
extinkeio (fiiggd valtozd). A regresszids koefficiens szignifikins eltérése (b) P=
5%-ra: £ 0,00028 Ext. Y, szignifikdins eltérése P = 5%-on 4+ 0,0017 Ext.
Ezek alapjin a gorbe megszerkesztése nélkiil, csupan egyenletének felhasznali-
sival kiszimithatjuk barmely mért (¥,) extinkciéhoz tartozd (X) értéket,
az egyenletnek X-re torténd rendezésével. PL. mért extinkcié ¥, = 0,227;
a =+ 0,019; b = 0,0081,

_Y,—a_{0,227—0,019
b 0,0081

X

25,7 ug

A 9 -os értékek kiszdmitdsara a higitisok figyelembevételével a korab-
biakkal azonosan jirunk el, :

Hogy a két médon kapott érték nem teljesen azonos az (26,5 ug és 27,7
ug) abbdl adddik, hogy a Clegg-féle mddszernél tulajdonképpen idealis stan-
dard gorbére vonatkoztatva szimolunk (origon 4dthaladé 45°-0s egyenes) az
utobbi esetben pedig egy olyan tényleges méréseken alapulé egyenesre, melyet
a hibatényez6k figyelembevételével szerkesztettiik. Véleményiink szerint, ez
utébhi szimitas a redlis értékeket jobban megkozeliti. Az igy adéds kiilonbség
azonban, amint azt az alibbiakban litni fogjuk, a médszer szérisin beliil van. .
Pl. cukor esetében 4,249, ill. 4,119,. _

A meghatdrozas pontossigit vagyis a modszer szordsat 80 X2 parhuza-
mos mérés alapjin hatdroztuk meg. Ilyen nagyszdmu adathdl, képlet (1) alap-
jin a médszer elméleti szordsit (o) 95%,-os statisztikus biztonsiggal ismert-
nek tekinthetjiik, ésszamitasainknédla sok adatra érvényes egyenleteket hasz-
nalhatjuk. (SzepEsvAry és SveHLA [20].)

A médszer elméleti szérdsa (o), amely mind a mintavétel, mind a mdéd-
szer hibajat kifejezi, 1—129%, cukor- és keményitétartalom esetében, cukor
meghatdrozas esetében 4 0,18 suly % glikdz, keményit6nél + 0,17 stuly %
oliikoz.
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Tekintettel arra, hogy igen érzékeny mikromédszerrsl van szd, kiilénos
figyelemmel kell lenni a pontos munka mellett a felhasznilt eszkozok és
anvagok tisztasigira.

Osszefoglalas

Sz6lévessz6 szénhidrat tartalminak meghatérozisira (keményits és
cukor) osszehasonlité vizsgdlatokat végeztiink az irodalombél eddig ismert
meghatdrozdsi médszerekkel. (BERTRAND [21] HAGEDORN és JENSEN, PoPoFF
[17], PerrLUsz és MoLNAR [16] és CrLEGG [3]). CLEGG antronos mddszerének
médositdsival érzékeny és pontos eljirdst dolgoztunk ki, mely sz6lévesszé
mintdk sorozatvizsgilatira igen alkalmas. Elénye, hogy a korabbi médszerek-
nél Jényegesen gyorsabb és kevéshé munkaigényes. A mddszer elméleti szérisa,
cukor meghatirozis esetében ¢ = + 0,18 sily %, keményiténél o = - 0,17
suly 9%, gliikéz értékben. Az eljaras lényege, hogy a golydsmalomban (Bloch —
Rosetti) homogenizdit mintibol elészor a cukrokat 809%-o0s forrd etilalkohollal,
majd a keményitét 529,-os perklérsavval oldjuk ki. A kivonatokat megfelels
higitis utdn antronnal reagiltatjuk, és a szinkifejlédés utdn ,,S 61"-es szlirgvel
fotometraljuk. A szdmitdsokat vagy CLEGG [3] szerint, vagy a standard-girbe
linedris regressziés egyenlete alapjin végezziik. '

Erkezett: 1960. augusztus 15.
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CPABHEHHME METOJOOB OITIPEAEJIEHMS YIVIEBOJOB M PA3PABOTKA AHT-
POHHOTO METOMA JJIS1 MACCOBBIX OMNPENEJIEHHMI CAXAPA M KPAXMAIJIA
- B JIO3AX BMHOI'PAOHOI'O KYCTA

M. Iaxuen u M. Siigepr

Oneitnast jraGoparopus  Busorpapapcrsa Cosxosza BamaronGorsap (Besrpus)

PeawoMe

OcHOBOH yCMelHOro pasMHOMEHHS BUHOIPAA, A TAK)Ke CO3AAHHS TONTONETHET 0 LHHO-
I'PagHOro KyCTa SIBJISETCS «3peiast j03ar. [Ipu 3ToM J103a MMeeT pas/HyYHbe CTAZHH, ST KOTO-
PbIX XapaKTepHb! BHeIIHHE H BHYTPeHHHe (M3HOJOrHYecKue npusHaku. OAHHM N3 BHYTPeH-
HHUX NPHUSHAKOB SIBJISIETCS HAKOIUIeHHe IMpoAyKTOB 0OMmcHa BelecTB. Cpegy HEX B IEPBYIO
ouepeib HAC HMHTepecyeT KOJHYeCTBEHHOe COOTHOLIEHHME YIiIeBOZOB, TaK KaK IPH BLIPALLH-
BAHHH ITOCAAOYHOrO MaTephana BHHOrpaja, PasBRTHe HOBBIX OpPraHoB M HX JKH3Hecnoco-
HOCTh TeCHO CBsA3aHA ¢ HHMH. 7

ITHM BOMPOCOM 3aHHMAJIHMCE H PaHblue, HO CpeJIH MEeTOgHYe CKHX paﬁo'r MBI He BCTPCTHIH
cepuiHOro meTozna, KOTOPEI Obl JaBaj BO3MOXKHOCTb OBICTPO, TOYUHO M INPOCTO OMPEAENHTH
VINIeBOJBI B BHHOTpPagHOH Jj03e.

PaspaloTKa TaKoro MeToRa SIBISIETCS Lesibio Haliuell paGoThl.

Jrst OUeHKM M cpaBHEeHHS NMPOBeJM ONpejesieHHe caxapa H Kpaxmaja 4yeThipbMs pas-
JIMUYHBIMH MEeTOAaMH.

CYUJ,HOCTE: nepBOoro MeToga 3arjwyaeTcd B COJAHO-KHCIOM THAPOJIE3E KpaxmaJa [
nocrenyoleM ONpeaeIeHHeM caxapa W KpaXmana THTpoBaHHeM Io meToay Beprpasaa. BepH-
wreitn [2] m Byk—Wlanaop [21]. ITo Bropomy MeTOAY I'MAPONN3 Kpaxmana MpPONH3BOAMTCH
Auacrazod, Ho NpejBapurenbHO caxap oraensoT. Caxapa M THAPONH3NPORAHELIE Kpaxmasn
onpeaessuicst MeTopoM Hagedorn—dJansen B moanduxaunn Ilonosa [17].
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TT0 TPeThEMY MCTOLY PACILEILTEHHE KDaxMaja NPOBOMITCS PACTBOPOM COJAHOKHCTIONO
CImpTa, PACTBODEHIE ropsiuel BOAOH H PHAPOINSAIHST CTIOHOH TPOH3BOIHTCS TI0 MeTOXY Ilep-
ayca u Monnapa [16]. Caxapa ompenensiorcs meronom Beprpakpa, a THIPOJIM3HPOBAHHEIH
KpaxmaJs — IePHMETPHUCCKEM THTDOBAHNCM. Yerseprhill MeTOR, KOTOLHI Clegg [3] NIpHMens
Ans ropoXa H 3CPHOBBIX, OCHOBAH Ha NPUMEHeHMM aHTDOHA. LIS BMHOrpagHol JIosh ator
METOA MODM(IIUMPOBANH: IIepel ONpeaclieHHeM taxapa M Kpaxmana, COeAMHCHMS, IpersT-
CTBYIOUIE TPOTCKAMINO PeaKUMH (MONMDCHONH 1 GenkH), GBLIH OCAMUEHB ALeTATOM CBHH-
na. OnpejeieHHe M0 3TOMY MCTOLY €axapa M KpaxmaJia I BeIpasKeHHC HX B 3HAYEHHSX I'Ilfo-
KO03bl O4YCHB ITPOCTOC,

* PesynbTaTsl yeTbIPEX MCTOHOB MPHBOASITCH B TIepBOH TaGaHIE. .

BricoKas peAyLHPYIOmAst COCOGHOCTh, TP NCPHBOM METOAe, 0GYCJI0BICHA HE TONDKO
caxapoM H KpaxMaJioM, HO M TeMHLesIYJI0301.

Tax Kax BTOPOI MeTOA OUYeHb JMHTCBHBIH, MBI Il CPABHEHHST Cleau ONIpe/ieeH s
TONLKO NPOCTBIX CaXapoB H KpaxmaJa,

Onpejeienne caXxapos M KpaXmana [0 TPETHEMY METOLY MOYKHO HCHOJIB30RATH st
KOHTPOJSI aHANM30B, MPOBOJMMEIX II0 YeTBEPTOMY MeTONY. JaHHLIE OTHOCSTCH K cyxomy
BCIIECTBY.

HJ1sT aHaTH30E OHOrO I TOr0 K¢ MCXOJHOr0 PACTEOPA, MBI B PACTBOPE, TMOJAYUEHHOM
2-b1M MeToAoM (000BHAYHH ¢a»), HCCARNOBAIH HCXOAHDLIE CAXap PA3NHYHLIME METONAMH Hage-
dorn-—Jansen, Bertrand u anrpoHOM.

ITomyyenHble JaHHBIe MOKASAHE B Ta0nMIle 2, TIe HMeIOTCs JaHHble 3 —3 MNapajnesbHbIxX
onpefesenuil. IToao0HLe onpejeneRusT Celant ¥ HCXOQHOTO PAcTBOpPA Kpaxmajia, IT0JIyYeH-
HOro mno 3-My MeTORY.

Ompepemini coAcpyaHHe KPaxXmana e pHeMeTDHYeCKHM MeTOH0M, AHTPOHOM H METO-
nom Paloheimo [14, 15].

ConocTaBJisist JAHHEIC PA3THYHEIX METOMOB MbI PEUIHJIM B CBOMX PafoTax MoTh30BaThCSI
aHTPOHHBIM MeTOROM: Bricymennyro npy 65° C BUHHOrpaaHyIo 103y MeJKo pacTupany, moTomy
UTO TONBKO B STOM Cryyae cofepykamtuiicst B Hell caxap M KpaXMaii MOIYT PaCTBOPSTBES B
CHHpTe 11 XJIOPHOH KHcnoTe. IToaromy mocie rpyGoro pasmenucHHs], CHEAHHOTO MeJLHMICLH
Medicago, nposogsr 0ojee MenKoe H3MeabYeHHe MeNbHHLUeH Schildlknecht (Ztirich), 1 nipocen-
paHie yepes curo B 0,5 mm. M3, Taxum 0Gpasom NMpHroTOBIEHHOIO, cyxoro matepuana 0,5 rp
noMenIastH B aposyio menbuuny Bloch—Rosetti u B Heil xopowo mepememmpsanm ¢ MOPCKHM
HECKOM M STHJIOBBEIM CIHMPTOM. JTOT OAHOPOAHEIM MATepHA AMCTHIIMPOBAHHOH BOZOMH nepe-
HOCHJIH B NOJIHOTHJIEHOBYIO TPYOKY LeHTpH()YIH, B KOTOpPO pacTBopsiH caxap B 709% rops-
UeM STHJIOBOM CIHDTe, & Kpaxman B 529, pacTBOpe CMeCH XNOpHOH KHCIOTEL H BOAEI, 4 3aTem
LUEeHTPH(YTHPOBAHHEM KOJIHYECTBEHHO H3BJIEKJH HX.

M3 HCXO[HOIO pacTROpa caxapa IPOBOAMIH OCAMKIEHHe ALETATOM CBHHIA. MBGHITOK
MOHA CBHHUA HeifTpann30Banu ABOHHBIM I'HApPO(OCHATOM HATPHS. Helitpamzanueft ocask-
AACMOTO BCINECTBA KOHLEHTPALMSA CIIHPTA, HCITOL30BACMOTO /ISl BLITEJIEHHS CaXapa, pas-
0aBIseTCs, TaK YTO OH He MeliaeT P aHTPOHHOM MeToe. Tloatomy BeiTapuBaHHe MoK BAKY-
¥mom 1o merogy Clegg [3] MOXKHO He JeJaTh M TeM CAMBIM COKDATHTE BPeMsT aHANH3A.

Onpefesicaiie Comepkanus caxapa M KpaXMala IPOMCXONMT CJeYHLIHM o6pazom:
B K0nOy u3 60pO-CHIMKATHOTO CTeKja ¢ NpHTeproif npodioil, nomemaem 1—1 mn HCXOJHOI'0
pacrpopa H mpubasisiem K Hemy 1—1 M gucTuinupoBaHHo#H Boasr, Ilocie 3T0r0 MPOBOJIHTCS
OXNAYKIIEHHE HA JIBIY B TO Je Bpems A00aBnsercst no Karusim 4—4 ma 0,29 anrposa, pacT-
BoperHoro B 9594-o# cepuolt Kncnore. Ha Kumstmeit 6ane Kunsitym B Teuente 10 MHHYT, 3aTeM-
15 MHHYT OX1aXX1aeM B NPOToyHOH Boge. MHTeHCHBHOCTE o0pasopaBiuelicss yKeNToH 0KpaCKH
mavepsieM oromerpom Ilynedpuxra, co cBeTopHABTPOM «S—61n, i

Hawppiii ycxognmii pactsop aHTPOHHSHPOBANM B 3-X IIOBTOPHOCTAX. IlepecueTsl B
TPOLEHTE! MOXKHO caesath 10 Clegg [3] Hall Ha OCHOBE YPOBHEHHs NMHeapHOH perpeccHBHOM
KPHBOHM cTaHmapTa TIJIOKO3LI.

TeopeTnyeckoe KoneGanHe (o) pe3yJILTATOB STOT0 METOLA B Clyuae onpejleJieHHs COepu-
nenui caxapa £ 18 Bec - 9% - rmoKo03a, a ¥ Kpaxmana + 0,17 sec - 94 - TIKO03a.

Ta0a. 7. JauHble aHAJN30B CPABHEHHS YETHIPDEX METONOE. (1) O6osHavenue mapaJ-
JeapHbY 00pasior; (2) Homep merona; (3) Ilpocreie caxapa; (4) TpOCTHHKOBBIH caxap; (5)
Oowni caxap; (6) Kpaxman; (7) O6umas BOCCTAHOBHTENLHAS CHIOCOOHOCTE MOCHE THIPOJIH3A.

Tafa. 2. CojepxaHue IPOCTOrO caxapa B %; (1) Otosnaucnue ofpasua; (2) Metox
Hagedorn—dJensen (3) Merog Bertrand (4) AHTpoHHBIH MeTOx.

Taba. 3. ComepokaHme Kpaxmana B mpoueHTax. (1) OGo3Hauenme nmapaniensHex 00-
pasuos; (2) LlepumeTpiueckoe THTPOBaHHe; (3) AHTDOHHBI MeTON; (4) MeTon Paloheimo.
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Comparison of Different Analytical Methods in the Serial Analysis of the Sugar-
and Starch Contents of Vine Shoots and the Application for this Purpose of the
Anthrone Method

M. PANCZEL and J. EIFERT

Laboratory for Viticulture, State Farm, Balatonboglir (Hungary)

Summary

“Mature shoot’” is the prerequisite of successful vine propagation, and especially
of the longevity of vine plants. Diffcrent stages can be distinguished in the maturation
process, characterized by external as well as by inner characteristics and physiological
processes. It is suggested that the quality of the reserve food material might be onc of
the inner characteristics. We have taken special interest in the quantitative compesition
of the carbohydrate fraction, because there exists a strong correlation between carbo-
hydrate content and vegetative development of vine shoots, both after and hefore
propagation.

The question has already been studied by other authors. Nevertheless, their
reports did not contain an analytical method that would suit our purposes, therefore
we have undertaken the work of elahorating a fast, sensitive and well reproducible
method for the serial analysis of the carbonhydrates of vine shoots.

Four widely used methods were compared in the above respects at the first stage
of our investigations. A critical evaluation of the results obtained is summarized as
follows.

The cssential feature of the first method Bernstery [2], Vur and Sinpor [21] is the
hydrolysis of starch with hvdrochloric acid whereafter starch is determined together
with sugars by the titrimetric method of Bertrand.

According to the second method sugars are separated before starch is hydrolized
by diastase. Sugars and the starch hydrolysate was determined in these experiments by
the Hagedorn-Jensen method as modified by Pororr [17].

The third procedure adapted from PrrRLUsz and MoLxiRr [16] consists in liberating
the starch with ethanol-hydrochloric acid followed by extraction with hot water, and
hydrolysis of the extract with saliva. Sugars are estimated by the method of Bertrand,
while the starch hydrolizate is assayed with cerimetric titration.

The fourth method studicd was based on the procedure of CrEce [3]as applied
to the study of pea and cercal carbonhydrates. This was modified by precipitating the
disturbing materials with lead acetate (proteins, polyphenols) before sugar and starch
determinations were made. This last method was found to yicld well-reproducible data
in glucose equivalents as to the sugar and starch content of vine shoots.

Table 1. shows the data on which the comparison of the above four methods is
based.

Method 1. yielded high values for total reducing sugars. It is suggested that this
is due to the presence of disturbing hemicelluloses.

Method 2. was time-consuming, and was chosen only as a reliable reference
method for the distinction of starch and simple sugars.

Method 3. yielded rcliable estimations of total sugar and starch contents and
was used to control the respective values obtained by method 4.

Data of Table 1. are expressed as per cents of the dry matter contents.

In one of the experiments sugar determinations were made by different methods
in aliquots of the same stock solution. The latter was obtained by method 2. (solution
“a”; 2/a), while the analytical methods compared were those of Hagedorn and Jensen,
Bertrand’s procedure, and the anthrone method. The average values of three parallel
determinations are found in Table 2.

Similar studies were made with the starch stock solution obtained by metbhod 3.
Parallel determinations of the starch content of the latter were made by cerimetric
titration, by the anthrone method, and by the colorimetric iodine method of PALoEEIMO
[14, 15]. Average values based on 3—3 parallel determinations are shown in Table 3.

The above comparisons resulted in the choice for further studies of the anthrone
method. Care was taken in the pulverization of shoots dried at 65° C, bacause this is the
prerequisite of & quantitative cxtraction of its sugar and starch contents by ethanol
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and perchloric acid. Two successive grindings were usually applied, the first one with a
Medicago beating mill, followed by a second grinding with a Schiltknecht (Ziirich) fine
beating mill. The final powder bad to pass a sieve of 0,5 mm. The air-dry material thus
prepared was homogenized in 0,5 g aliquots in a Bloch—Rosetti ball mill with quartz
sand and ethanol. The homogenate was washed with distilled water into centrifuge
tubes. Sugars were extracted first with 809 hot ethanol, followed by the extraction
of starch with a mixture of 5§2% percbloric acid and water. Both fractions were obtained
by repeated centrifugation.

Sugar stock solutions were purified by precipitation with, lead acetate. Surplus
lead was neutralized with Na,HPO,. The alcohol concentration in the solution was so
much. lowered through the neutralization process, that it was no longer disturbing in
the anthrone reaction. Thus we could omit the time-consuming vacuum evaporation
applied by Cres¢ [3].

Sugar- and starch-determinations were made in the following way: To 1 ml of
the stock solution 1 ml of distilled water was added in boron silicate ground-stoppered
test tubes. Four ml anthrone reagent (0,2%, anthrone in 95%, sulphuric acid) was added
to the tubes cooled with icewater. The mixture was heated for 10 minutes on a boiling
water bath, and cooled for 16 minutes by running tap water. The colour intensity was
measured in a Pulfrich photometer with filter ¢S 61, Intensity of the green colouration
was stable for at least 1 hour. The anthrone reaction was repeated with 3 aliquots of
the stock solutions.

Glucose equivalents were computed either with the method used by Crecc [3]
(% contents computed by proportion), or with the equation of the linear regression of
the standard glucose curve.

In per cent glucose equivalents, standard error (d) in these determinations was
+ 0,18 for starch contents, and 4+ 0,17 sugar contents.

Table 1. Determination of sugar and starch contents with different analytieal
methods. (1) Sample number. (2) Analytical method. (3) Simple sugars. (4) Sacharose.
(5) Total sugar. (6) Starch. (7) Total reducing capacity after hydrolysis.

Table 2. Simple sugar content of solution 2/a, per cent. (1) Sample number. (2}
According to the method of Hagedorn and Jensen. (3) According to Bertrand’s method.
(4) According to the anthrone procedurc.

Table 3. Starch content of stock solution 37, per cent. (1) Sample number. (2)
Cerimetric titration. (3) Anthrone method. (4) Colorimetrie iodine metbod.



