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OSSZEFOGLALAS

Cikkiinkben ismertetjiik az altalunk alkalmazott SDS-PAGE
modszert, annak kialakulasat és haszndlatanak jelentéségét.
Megallapithato, hogy a médszer széleskorii alkalmazhatosaganak
és a buza tartalékfehérjék elvalasztisaban elérhetd nagyfoku
érzékenységének koszonhetéen a modern molekularis biologiai
kutatasok egyik alappillérévé valt.

A modszer alkalmazasat konkrét példa alapjan szemléltetve
célunk volt megvizsgdlni, hogy egy gvenge siitéipari mindségii
buzatételbol lehet-e  értékesebb
szemcseméret  szerinti  frakciondlasdaval.

lisztet  eldallitani a  liszt
Tanulmanyoztuk az
oszibuza-lisztbol szitalassal eldéallitott, kiilonbozé szemcseméretii
lisztfrakciok reologiai tulajdonsagait. Az eredeti liszt B2-es

siitdipari  mindségii volt, melytél a 125-90 és 90-63 um

mérettartomanyv  frakciokat  talaltuk  szignifikansan ~ jobb
mindségiinek  (Bl-es mindségi  csoport). Ezen  frakciok
nyersfehérje-tartalma  szintén  statisztikailag — igazolhatéan

magasabb volt az eredeti liszt fehérjetartalmatol. Felvetédott a
kérdés, hogy ezen frakciok jobb siitdipari mindségét a magasabb
fehérjetartalom, vagy mas tényezé okozta-e? Erre a kérdésre a
magyardzatot a lisztmintdk fehérje-dsszetételében kerestiik. A
glutenin-frakciok elvailasztasat SDS-PAGE madszerrel végeztiik,
majd  kiértékeltiik az egyes molekulatomgfrakciok szdzalékos
megoszlasat. Ezutan korreldcioanalizist végeztiink, melynek
eredményei alapjan megallapitottuk, hogy az LMW-Gluteninek D-
csoportjanak (52-60 kDa) mennyisége és a liszt szemcsefrakciok
stitéipari értékszama kozott szoros negativ korreldcio dall fenn (r =
— 0,855%), vagyis e glutenin frakcio mennyisége negativan
befolydsolta a lisztmintdk siitdipari mindségét.

Kulcsszavak: dszi biiza, siitéipari mindség, gél-elektroforézis
SUMMARY

The principle, development and importance of the SDS-PAGE
method are presented in this article. The SDS-PAGE method has
become one of the basic methods of molecular biological research,
because it is widely applicable and its sensitivity is excellent in the
separation of wheat storage proteins.

We have shown the application of this method with a concrete
example. It was also tested whether, it was possible to obtain a
better baking quality product from a large amount of poor quality
less valuable wheat by fractioning the flour according to particle

sizes after grinding. We studied the rheological properties of

Sflours with different particle size fractions from the original flour.
The baking quality of the original flour was B2. The 125-90 and
90-63 um fractions have significantly better baking quality (B1)
than the original flour. The protein contents of these flour

fractions were also significantly higher than the protein content of

the original flour. We had a question: what has influenced the

baking quality: the protein content or other factors? We searched
for an explanation on these results in the protein composition of
the flour samples. We studied the distribution of glutenin-fractions
by SDS-PAGE method and evaluated them. We found with
correlation analysis that the amount of LMW-Glutenin D-group
(52-60 kDa) is in a strong, negative correlation to the baking
quality (r =—0.855%). Therefore, the baking quality of flour
samples was influenced by this glutenin fraction.

Keywords: winter wheat, baking quality, gel-electrophoresis
BEVEZETES

A gabonandvények termése koziil a buiza termése
teljesen egyedi, hiszen sikértartalma  miatt
kenyérkészitésre csak a buza lisztje alkalmas. A
buzatermesztd orszagokban él6 emberek esetében, a
szinte mindennapos kenyér- és pékaru fogyasztas
miatt, a buzafehérjék jelentik az emberi taplalkozas
szamara a fehérjék egyik legalapvetobb forrasat.
Korantsem mindegy tehat, hogy egy bluzamintanak
mekkora a sikérfehérje-tartalma, hiszen ez alapvetden
meghatarozza a siitdipari felhasznalas iranyat,
lehetéségeit. Ezen tulmenden azonban hidba
tartalmaz a blzaszem atlagon feliili
sikérmennyiséget, ha annak mindsége nem teszi
lehetové, hogy a lisztbél kelesztéssel késziild
termékeket allitsanak eld. A sikérfehérjék heterogén
rendszerének megismerése csakis egy nagy
felbontasti vizsgalati modszerrel torténhet, mint
amilyen példaul az elektroforézis. A sikérfehérjéknek
molekulatomegiik alapjan  vald  elvalasztasaval
lehetéség nyilik a  bluzamintdk  mélyrehato
jellemzésére, mely sordn fényt lehet deriteni a
mennyiségi-mindségi ellentmondasok okaira.

IRODALMI ATTEKINTES
Az elektroforézis torténete

Az elektroforézis moddszere a kovetkezd elven

alapszik: a toltéssel rendelkezd, szeparalando
molekulak oldatban, elektromos er6tér hatésara,
kiilonboz6 sebességgel az ellentétes polaritast

elektréd felé vandorolnak. Az elmozdulas mértéke
fligg: egyrészt a molekula alakjatol, toltésétol,
méretétdl, masrészt a kdzeg pH-jatol, viszkozitasatol,
a kozeg ionburok képzésére vald hajlamatol,
valamint az elektromos téreré nagysagatol.

A fehérjemolekulak oldatban torténd
elvalasztasara tett elsd kisérletek Lodge (1886)
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nevéhez fiizédnek (Hajos, 1993). Kozben Smirnow
(1892) toxinoldatok elvalasztasan dolgozott. A
mobdszer gyorsan fejlodott (globulinok elektromos
er6térben vald elvalasztasa; Picton és Linder, 1897;
Hardy, 1899) és hamarosan 0&sszefoglaldé miivek
irasara is sor keriilt (Schwerin, 1914). A
késébbickben Tiselius (1937) bevezette a mozgd

hatarfelilletek modszerét. Az oldatban  torténd
elvalasztas utan megjelentek a szilard
hordozdéanyagok: iiveggyapot (Coolidge, 1939),

szilikagél (Consden et al., 1946), celluléz (Porath,
1956), papir (Vamos, 1967). Ezeket a porozus,
molekulasz{iré hatasti anyagok hasznalata kovette:
agar6z, keményitd, majd az akrilamid és az N,N’-
metilén-bisz-akrilamid polimerizaciés terméke a
poliakrilamid (Hjerten et al., 1965; Radola, 1980;
Andrews, 1988). Az elektroforézist SDS (Natrium-
dodecil-szulfat) jelenlétében végezve lehetségessé
valt a molekuldk kizarolag molekulatdmeg alapjan
vald elvalasztasa (Weber €s Osborn, 1969).

A modszer alkalmas idegen  fehérjék
detektalasara és azonositasara, fajtaazonositasra és -
ellendrzésre, ezeken til a fehérjék szerkezetében
klimatikus és agrotechnikai tényezok hatasara
bekdvetkezd valtozasok vizsgalatara, illetve sok mas
egyéb tudomanyteriileten val6 kutatésra is.

A buza tartalékfehérjéinek jellemzése

A Dbuzafehérjéket Osborn-szerint felosztva négy
f6 csoportot kapunk. Az albuminok és a globulinok
taulnyomorészt fizioldgiailag aktiv fehérjék, mig a
gliadinok és gluteninek tipikus tartalékfehérjék,
melyek egyiitt alkotjak a sikért (Lasztity, 1999). A
kemény, piros szemii Oszi blza mindsége a
sikérfehérjéktol fiigg. A gliadinok és gluteninek, mint
heterogén fehérjecsoportok, 0Osszetevoikkel egylitt
specifikus funkcionalis tulajdonsagokkal
rendelkeznek, = ami  Osszefliggésben all a
felhasznalhatosagukkal (Triboi és Triboi-Blondel,
2001). A tartalékfehérjék molekularis szerkezete
meghatarozza a kenyérkészités folyamata alatt
lejatszodd  kolcsonhatasokat  (Bushuk,  1998).
Altalanosan elfogadott tény, hogy a sikérfehérjék
tobb mint szdz, kiilonbozé tipustt polipeptid-
aggregatum keverékébdl allnak, melyek szerkezetét
kovalens és nem kovalens kotések alakitjak ki
(Lasztity, 1996). A gluteninek a természetben
eléforduld legnagyobb fehérjemolekulak (Wrigley,
1996). A S-S hidak felszakitasa utdn a glutenineket
SDS-PAGE rendszerben vizsgalt elektroforetikus
mobilitasuk alapjan négy csoportra lehet osztani: A-,
B-, C- és D-csoport. Az A-csoport (80-120 kDa
molekulatomeggel) megfelel HMW-Gluteninek
csoportjanak (Payne és Corfield, 1979). A B-csoport
(42-51 kDa) és a C-csoport (20-40 kDa) alkotjak az
LMW-Glutenineket, melyek tavoli rokonsagban
allnak a y- és az a-gliadinokkal (Payne és Corfield,
1979; Payne et al., 1985; Thompson et al., 1994).
Végiil a D-csoport (52-60 kDa), mely szintén az
LMW-Gluteninek csoportjaba tartozik, meglehetdsen
erds savassaga miatt a o-gliadinokkal mutat
hasonlosagot (Masci et al., 1993).

Az 6szi buza lisztek reolégiai tulajdonsagainak
meghatarozasa

Az 6szi buza lisztbdl késziilt tészta legfontosabb
minéségi paraméterei kozé tartoznak a tészta
reologiai tulajdonsagai, melyek a tészta elaszticitasi
(rugalmassag) és viszkozitasi (nytlossag)
tulajdonsagait foglaljdk magukba (Walker ¢és
Hazelton, 1996). A liszt szemcseméretének a
tésztareologiai tulajdonsagokra vald hatasat kevés
cikkben  tanulmanyoztdk,  jollehet a  liszt
szemcsemérete alapvetden befolydsolja a liszt
mindségét (Yamamoto et al., 1996). Ezek egyike
Hatcher et al. (2002) munkdja, akik megallapitjak,
hogy a 85-110 pum szemcseméretli lisztfrakcio adta a
legjobb mindségli és szdveti felépitésii végterméket,
és emellett a vizfelvétele is ennek a frakcionak volt a
legnagyobb. Vizsgalataink soran a reoldgiai
tulajdonsagokat egy uj miszerrel, egy Micro Z-arm
Mixerrel hataroztuk meg. A miiszernek a kutatasban
valo  alkalmazhatosagdt ¢és a  hagyomanyos
méromiiszerekhez  torténd  Osszehasonlithatdsagat
tobb alkalommal is vizsgaltak (Tomoskozi et al.,
2002, 2003). A hagyomanyos Brabender
Farinograffal mért vizfelvevo képesség eredmények
¢és a Z-arm mixer eredményei kozott erds korrelaciot
tapasztaltak Haraszi et al. (2003).

ANYAG ES MODSZER

A vizsgalt buzaminta egy 2003-as kereskedelmi
buzatételébdl szarmazd atlagminta. A minta Orlését
egy CHOPIN LABORATORY MILL CD 1 (Chopin,
Villeneuve-la-Garenne, France) malmon végeztiik a
6367/9-1989  szami = Magyar  Szabvanynak
megfelelden, 67%-os kidrlés mellett. A lisztminta
szemcseméret szerinti frakcionalasat 250, 200, 160,
125, 90 és 63 um lyukatmérdju szitdk segitségével
végeztik, mert Magyarorszagon a 250 pum
szemcsemeéret alatti liszt hasznalhaté fel malmi,
illetve siitéipari feldolgozasra.

Az eredeti, frakcionalatlan liszt és a kiilonb6z6
szemcseméretll lisztfrakciok vizsgalatat a Debreceni
Egyetem Agrartudomanyi Centrum
Mezbégazdasagtudomanyi Kar Elelmiszertudomanyi
és Minbségbiztositasi Tanszékének akkreditalt
laboratériumaban  végeztik el. A reologiai
tulajdonsagok meghatarozasat egy FQA-2000 Micro
Z-arm Mixer (Metefém, Budapest, Hungary)
segitségével végeztik. A mérésekhez 4 g tomegii
lisztmintat hasznaltunk, a mérések ideje 15 perc volt.
A gorbék kiértékelése egy kisérleti szoftverrel
tortént, melyet Sipos Péter fejlesztett  ki.
Eredményeink helyességét CRM 563 szamu hiteles
lisztmintaval ellendriztiik. A mintdk fehérjetartalmat
az  AACC 46-10 (Kjeldahl-method) szamu
nemzetkozi szabvany alapjan hataroztuk meg. A
fehérje frakciok elballitasa Feillet et al. (1977)
modszerével, a frakciok molekula tomegeloszlas
vizsgalata SDS-PAGE modszerrel tortént Laemmli-
féle puffer-rendszer (Laemmli, 1970) alkalmazasaval,
15%-os akrilamid gélen, egy CONSORT E385 tipust
Electrophoresis Power Supply (Belgium)
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segitségével. A gél kiértékeléséhez Gene Tools v.
3.00.22 (Syn Gene, Cambridge, England) szoftvert
hasznaltunk.

A fehérjetartalom €s a reologiai tulajdonsagok
meghatarozasat harom ismétlésben végeztik, az
eredményeket a mintdk szarazanyag-tartalmara
vonatkozolag adtuk meg. Az adatokat egytényezds
varianciaanalizissel és korrelacidanalizissel, SPSS
11.5 for Windows és Excel 6.0 for Windows
programok segitségével értékeltik ki, az SzD 5%
értékét Svab (1973) szerint szamitottuk ki.

EREDMENYEK ES ERTEKELESUK

Az egytényezOs varianciaanalizis eredményei
szerint a tészta stabilitasi idejének kivételével a
szemcseméretnek 0,001% szinten szignifikans hatasa
van a reologiai részparaméterek alakuldsara, és ebbdl
kovetkezoleg a technologiailag legfontosabb két
mutatora, a vizfelvételre és siitéipari értékszamra is,
valamint a fehérjetartalomra (1. tablazat).

1. tablazat
Az eredeti lisztminta és a Kkiilonb6z6 szemcseméretii lisztfrakciok reolégiai tulajdonsagai
; Tészta Tészta Tészta Vizfelvevo e Fehérje- N ;

Szemcseméret . e e e ; e i , Siitéipari Tomegeloszlas

(um)(1) kialakulasi idé | stabilitasiidé | ellagyulasiidé | képesség értékszam(6) tartalom (%)(8)

" (sec)(2) (sec)(3) (sec)(4) (%)(5) (%)(7) °

Eredeti liszt(9) 165+5 147+£5 113+8 52,0+0,0 52,0+1,0 13,7+0,1 100
250-200 117+16 12627 133+10 54,0+0,0 44,0+0,0 13,1+0,1 30,9
200-160 96,0£31,6 168+45 118+13 53,0+0,0 50,0£2,7 13,3+0,0 11,4
160-125 132+14 162+24 11148 52,5+0,0 51,7£1,5 13,44+0,0 20,1
125-90 162431 177+42 97,7£3,2 53,8+0,3 56,7+0,6 13,6+0,1 18,8
90-63 219+34 189+48 72,0£7,8 57,3+0,3 66,3+3,2 15,5+0,2 13,7
<63 108+9 189+56 129+15 54,0+0,0 47,04£3,6 12,740,1 5,1
SzD 5%(10) 43,87%%* 74,47 18,24 %** 0,30%%* 4,17%%* 0,21 %% -

Table 1: Rheological properties of the original flour sample and the properties of the different flour fractions

Particle size(l), Development time(2), Stability time(3), Softening time(4), Water absorption capacity(5), Baking value(6), Protein
content(7), Mass distribution(8), Original flour sample(9), LSD 5%(10)

A 125-90 um szemcsenagysagu tartomany az eredeti
liszt tomegének 18,8%-at, mig a 90-63 pm
szemcsenagysagl frakcié annak 13,7%-at tette ki.
gy az eredeti lisztbél, az eredeti liszt tomegének
32,5%-at kitevé, annal jobb siitdipari mindséggel
rendelkez6 lisztet nyertiink ki, egyszerti szitalassal.

Felvet6dott a kérdés, hogy ezen frakciok jobb
siitéipari mindségét a magasabb fehérjetartalom vagy
mas tényez6 okozta-e? Erre a kérdésre a
magyarazatot a lisztmintdk fehérje-Osszetételében
kerestiikk. A glutenin-frakciok elvalasztasat SDS-
PAGE modszerrel végeztiik.

Az I. dbra a bal oldali standard fehérje sav
mellett az eredeti liszt és csokkend szemcseméret
szerinti sorrendben a kiilonboz6 liszt
szemcsefrakciok glutenin-alegységeinek
elektroferogramjat mutatja. Ennek kiértékeléséhez
egy denzitogramot vettiink fel, melynek bemutatasara
itt nincs mod. Megéallapitottuk, hogy az azonos
molekulastlyt képviseld csucsok a startvonaltol
azonos tavolsagra jelennck meg, vagyis tokéletesen
beazonosithatok. Megallapitottuk tovabba, hogy a 70
kDa molekulasuly f6l6tti tartomanyban a legnagyobb
abszorbancidkat a legjobb mindségii lisztminta
esetében mértiik. A 70-24 kDa kozotti tartomanyban

az eredeti liszt adta a legnagyobb abszorbancia-
értékeket. A 24 kDa alatti molekulasulya glutenin-

alegységek a legrosszabb reologiai mindségl
lisztminta esetében voltak jelen legnagyobb
mennyiségben.

A fenti megallapitdsok alaposabb vizsgalata
érdekében a szakirodalom szerint elvégeztik a
gluteninek felosztast HMW-G (magas molekulastlyt

gluteninek), LMW-G (alacsony molekulastlya
gluteninek) D-, LMW-G B- ¢ LMW-G C-
csoportokra.

Ezek szazalékos ardnyat a lisztmintadkban az &sszes
gluteninhez viszonyitva a 2. dbran abrazoltuk. A
szemcseméret csokkenésével novekvd tendenciat
mutatnak a 20-40 kDa molekulastlyt (LMW-G C-
csop.) ¢és 80-120 kDa molekulasulya (HMW-G)
frakciok. A 42-51 kDa molekulasulyu (LMW-G B-
csop.) glutenin frakcié a legkisebb szemcseméretii

lisztfrakcid6 (63> pm)  kivételével —minden
lisztmintaban 22-24%-ban fordult elf.
A lisztek szemcseméretének csOkkenésével, a

legkisebb szemcseméretii frakciot kivéve, az 52-60
kDa molekulastulya glutenin-frakci6 (LMW-G D-
csop.) mennyiségében egyértelmii  csokkenését
allapitottuk meg.
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1. dbra: A kiillonb6z6 szemcseméretii lisztmintak glutenin-frakciéinak elektroferogramja

Jelmagyarazat (balrdl jobbra): S: standard kalibracios kit (molekulatomegek: 67 kDa, 45 kDa, 36 kDa, 29 kDa, 24 kDa, 20 kDa, 14,2 kDa;
SIGMA-ALDRICH); 1. eredeti liszt; 2. 250-200 pm; 3. 200-160 pm; 4. 160—125 pm; 5. 125-90 um; 6. 9063 um, 7. 63> um szemcseméret
frakciok(1)

Figure 1: SDS-PAGE electrohorograms of glutenin fractions of different particle size region of winter wheat flour
Left to right: S: standard calibration kit (molecular weights: 67 kDa, 45 kDa, 36 kDa, 29 kDa, 24 kDa, 20 kDa, 14,2 kDa; SIGMA-
ALDRICH); 1. original flour; 2. 250-200 pm; 3. 200-160 pm; 4. 160—125 pm; 5. 125-90 um; 6. 90—63 pm, 7. 63> um particle size regions
of flour(1)
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2. abra: A kiilonb6z6 szemcseméretii lisztmintak glutenin-frakciéinak megoszlisa
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Figure 2: Distribution of glutenin-fractions of different flour samples
Distribution of glutenin-fractions(1), Particle size(2), Original flour(3)
A bemutatott tendencidk és a mintdk reologiai elvalasztdsa egy  kenyérkészitésre  kedvezObb
tulajdonsagai kozott korrelacidanalizissel kerestiink adottsagl.  nyersanyagot eredményez, mig a

Osszefiiggéseket (2. tablazat). Szoros negativ,
szignifikans kapcsolatot allapitottunk meg az 52-60
kDa molekulastulya glutenin-frakci6 (LMW-G D-
csop.) mennyisége illetve a tészta kialakulasi id6, a
vizfelvevo képesség és a siitdipari értékszam kozott.
Szintén szoros, am az el6z6ekbdl egyértelmiien
kovetkezben pozitiv, szignifikdns kapcsolat all fenn
az imént emlitett glutenin-frakcidé és a tészta
ellagyulasi id6 kozott.

KOVETKEZTETESEK
A lisztminta szemcsemeéret szerinti
frakcionalasaval egymastol szignifikansan eltérd

siitéipari mindséggel rendelkezod liszt szemcseméret-
frakciokat kaptunk. Az egytényezds varianciaanalizis
eredményei szerint a fenti megallapitas aldl csak a
tészta stabilitasi 1d6 képezett kivételt. A lisztbdl az
eredeti lisztnél jobb mindségli lisztfrakciok

visszamaradt liszt keksz-, illetve egyéb, kelesztés
nélkill  késziild siitéipari termékek  gyartasra
hasznalhato fel eredményesebben.

A kiilonboz6 szemceseméretli lisztfrakciok koziil a
legjobb mindségiiben (90-63 um) volt a legmagasabb
a HMW-Gluteninek aranya. A legrosszabb mindségi
lisztfrakcid (250-200um) pedig a 24 kDa alatti
molekulastlyt glutenin-alegységeket tartalmazta a
tobbi  lisztfrakcional —nagyobb  mennyiségben.
Statisztikailag is igazolhatéan azonban csak a
szakirodalmi besorolas szerinti LMW-Gluteninek D-
csoportjdnak mennyisége tudta szignifikdnsan
befolyasolni a vizsgalt lisztmintdk reoldgiai
mindségét. Ezen glutenin frakcid mennyisége szoros,
negativ kapcsolatban all a siitdipari értékszammal és
fehérjetartalommal, igy az egyébként is alacsony
nagyobb mennyiségben vannak jelen ezek a
mindségcsokkenést determinald glutenin-alegységek.
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2. tablazat

A glutenin -frakciék mennyisége és a Micro Z-arm mixerrel mért mingségi paraméterek kozotti korrelacios osszefiiggések

LMW-G
D-csop
(52-60 kDa)

LMW-G
C-csop
(20-40 kDa)

LMW-G
B-csop
(42-51 kDa)

HMW-G
(80-120 kDa)

Tészta
kialakulasi
idé(1)

Tészta
stabilitasi
id6(2)

Tészta
ellagyulasi
id6(3)

Vizfelvevé
képesség(4)

Siitéipari
érték-
szam(5)

Fehérje-
tartalom(6)

LMW-G
C-csop 1
(20-40 kDa)

LMW-G
B-csop
(42-51 kDa)

-0,639 1

LMW-G
D-csop
(52-60 kDa)

-0,699 0,082 1

HMW-G

0,543
(80-120 kDa)

-0,708 -0,431 1

Tészta
kialakulasi

idé(1)

0,313 0,396 -0,855*

Tészta
stabilitasi -0,441

id6(2)

0,785 0,727 0,786

0,413 1

Tészta

ellagyulasi -0,285 -0,432 0,822* -0,138

id6(3)

-0,934**

-0,555 1

Vizfelvevo

0,617 0,119 -0,856* -0,047

képesség(4)

0,825* 0,388 -0,705 1

Siitéipari

0,359 0,365 -0,855%* 0,189

értékszam(5)

0,926%*

0,613 |  -0,997+* 0,728 1

Fehérje-

0,305 0,427 -0,841%* -0,025

tartalom(6)

0,915*% -0,909* 0,858%* 0,908* 1

* P = 5%(7)
% P = 1%(8)

Table 2: Correlations between the quantity of glutenin-fractions and quality parameters of flour samples
Development time(1), Stability time(2), Softening time(3), Water absorption capacity(4), Baking value(5), Protein content(6), Probability

level = 0.05(7), Probability level = 0.01(8)
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