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Poszukiwania sposobu pelnej ekstrakcji bialek z materialu roslinnego
sg spowodowane m. in. potrzebami coraz dokladniejszej amalizy ich
wartosci biologicznej, jak réwniez proébami otrzymywania biatkowych
koncentratéw roslinnych dla celéw zywieniowych.

Wydajnosé ekstrakcji zwigzkow azotowych jest bardzo rdézna i zalezy
nie tylko od stosowanej metody, ale i od rodzaju i stanu materiatlu ros-
linnego (2, 6). Na og6! bialtka najtatwiej ekstrahowane sg z mlodych, nie-
zdrewniatych tkanek roélinnych. Uprzednie poddawanie roslin proce-
som, ktére mogag powodowac denaturacje biatka, jak mp. suszenie, po-
garsza wydajnos¢ ekstrakcji. Przeglgd stosowanych metod ekstrakeji
podajg Chibnal (3), Taylor (8), Bondi (1), Pirie (6).

Festenstein (4) stosujgc detergenty Tritom 100 i deoksycholi-
nian sodu do ekstrakecji biatek z lisci stwierdzil, ze zwigkszajg one ilosé¢
wyekstrahowanych biatek, jezeli traktuje sie nimi pozostalos¢é po uprze-
dniej ekstrakcji alkalicznej. Ekstrahowal on 90—95% zwigzkéw azoto-
wych z lisci tytoniu i fasoli. Wczesniej Crook stosowat Calgon, ktory
zwiekszal ekstrakcje biatek przy pH 8, lecz $luzowacenie widékna utru-
dnialo oddzielenie bialka. .

Niniejsza praca przedstawia wyniki zastosowania do ekstrakcji biatek
z nadziemnych czesci roslin lucerny nastepujacych detergentow: Sul-
fapolu 50, Sapogenu T-gel, Nekaliny, Teepolu oraz Mersonalu D.

Materiatl i metody

Lucerne siewng zebrano 18. IX. 1961 r. w stadium poczatkowego
okresu kwitnienia i po zwazeniu przechowywano w temp. 14—18°C
ponizej zera. Do ekstrakeji material mielono na mlynku (robot kuchenny
»Imme” — Typ B, prod. NRD), w pojemniku ozigbianym suchym lodem.
Otrzymana maczke wymieszano i przygotowano 25-gramowe nawazki,
ktére dalej przechowywano w zamrazarce.
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Detergenty Teepol, prod. f-my Shell, oraz Mersolan f-my Wol-
fen otrzymano z Zakladu Detergentéw Instytutu Chemii Ogélnej. Neka-
ling S, Sulfapol 50 i Sapogen T-gel otrzymano z ko6dzkich Zakladow
Przemystu Chemicznego. Teepol, Mersolan i Nekaline uzyto bezposre-
dnio do przygotowywania roztworéw; Sulfapol 50 (zawartosé substancji
aktywnej — alkilobenzenosulfonianu sodu 45—50%) i Sapogen T-gel
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Rys. 1. Por6wnanie przebiegu ekstrakcji azotu z ro$lin lu-

cerny roztworami: 10 — 1% Sapogenem, 8 — 1% Sulfapolem,

6 — 1% Nekaling, 4 — 1% Teepolem, 7 — 1% Mersolanem.

Numeracja krzywych odpowiada numerom ekstrakeji
w tabeli

(zawartos¢ substancji aktywnej — produktu kondensacji kwasu olejo-
wego z metylotauryng ok. 20%) oczyszczono przez rozpuszczenie w eta-
nolu i odwodnienie bezwodnym siarczanem sodu. Po odwirowaniu i od-
parowaniu preparaty byly uzywane do przyrzgdzania roztworow.

Oznaczanie azotu wykonywano metodg jodometryczng wg Reifera
i Tarnowskie]j (7). Wytracone biatko oczyszczano wg Fow-
dena ().
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Przebieg ekstrakcji azotu. Probke 25-gramowg zmielo-
nej lucerny przenoszono do mozdzierza i rozcierano ok. 5 min. z dodat-
kiem 20—30 ml roztworu ekstrahujgcego. Nastepnie rozcier przenoszono
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Rys. 2. Przebieg ekstrakcji azotu z ro$lin lucerny

roztworami Sapogenu o stezeniu 0,1 —1%. Numera-
cja krzywych odpowiada numerom ekstrakcji w ta-
beli

do 100 ml pojemnika homogenizatora typu MSE z dodatkiem 50—60 ml
roztworu. Homogenizowano ok. 3 min. Homogenizat odwirowywano przy
ok. 3500 obr/min. Ekstrakcje osadu powtarzano 9—11 razy zuzywajac
kazdorazowo 70—100 ml roztworu, z tym, ze po 4 ekstrakcjach omijano
rozcieranie w mozdzierzu. Ekstrakty laczono razem po 2, oznaczano pH
1 azot ogoélny otrzymujac 5—86 kolejnych wynikéw ekstrakcji.

Przed wytraceniem bialka wszystkie ekstrakty z probki igczono, za-
kwaszano kwasem octowym do pH 4,1—4,5, a kwasem solnym do niz-
szego pH, i ogrzewano na wrzgcej lazni wodnej do 70°C. Jezeli biatko



183 S. Buraczewski, L. Buraczewska [4]
Tabela 1
Wyniki ekstrakeji zwigzkéw azotowych z lucerny
2
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1 a) bufor boranowy 0,2 M,
pH 9,0 — 600 ml 9.0 53,4 pPH 4,5 19,3 11,4
b) bufor boranowy 0,2 M,
pPH 9,0 — 1% Teepol —
250 ml 9,0 4,1 pPH 4,5 biatko nie wytra-
cito sie
2 Wodorotlenek sodu 0,1% 94—11,9 60,7 pH 4,5 21,5 10,5
3 a) woda — 505 ml 6,0 40,7 pH 4,4 12,5 10,8
b) Teepol 1%,
pH 8,1 — 502 ml 6,9 30,8 pH 1,3 29,0 10,2
+ 10% etanolu
4 Teepol 1%,
pH 8,1 (0,2% NaOH)* 6,0—7,0 925 pH 4,5 53,2 10,0
+ 20% etanolu
5 Teepol 1% w NaOH 0,005 N,
pH 11,3 (0,2% NaOH)* 71—10,1 73,4 pH 4,5 28 5 98
+ 50% etanolu
6 Nekalina 1%, pH 10,0 74—9,5 645 pH 2,0 29,8 10,2
7 Mersolan 1% w NaOH
0,01 N, pH 11,8 7,7—11,2 71,9 pH 14 33,4 9,8
8 Sulfapol 1%,
pH 8,6 (0,2% NaOH)* 6,3—1,8 90,6 PH 4,5 60,5 9,04
"+ 25% acetonu
9 Sulfapol 0,1% — 72,2 PH 45 31,3 10,5
10 Sapogen 1%, pH 8,7 6,2—8.3 94,5 pH 1,2 35,1 9,7
+ 10% etanolu
11 Sapogen 0,5%, pH 8,3 64—78 93,2 pH 13 21,6 10,7
12 Sapogen 0,25%,
pH 7,4 (0,2% NaOH)* 59—72 945 pH 33 50,7 10,1
-+ 30% etanolu
13 Sapogen 0,1%,
PH 6,7 (0,2% NaOH)* 5,8—6,8 91,4 PH 4,1 33,7 10,6
pH 3,0 53,5 9,6
14 Sapogen 0,1% zalkalizo-
wany lugiem do pH 8,85 5,8—7,7 92,5 pH 3,3 47,5 10,5

* NaOH stosowano do ostatniej ekstrakcji, pH ekstraktu 11,9—12,1
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nie wytracato sie, dodawano 10—30% etanolu. Po ostudzeniu osad biatko-
wy odwirowywano, oczyszczano, suszono w temperaturze pokojowej
w eksykatorze i oznaczano azot.

Wyniki i dyskusja

Wykresy (rys. 1 i 2) przedstawiajg krzywe, odpowiadajgce procento-
wej ilosci wyekstrahowanych zwigzkéw azotowych przez okreslone ob-
jetosci roztworow.

Z przedstawionych danych wynika, ze z uzytych detergentéw naj-
aktywniejszym okazal sie Sapogen w stezeniach 0,25—1% (tab. 1).
Okolo 90% azotu ogdlnego (powyzej 80% azotu bialkowego) znajdowalo
sie w pierwszych trzech ekstraktach potgczonych (rys. 1), a ok. 95% po
zakonczeniu ekstrakeji. Mniejszg aktywnos¢ wykazujg Sulfapol i Teepol
(ok. 75—80% azotu ogdlnego w pierwszych trzech polgczonych ekstrak-
tach). Przy zastosowaniu pozostalych detergentéw, jak réwniez buforu
boranowego o pH 9,0, 0,1% wodorotlenku sodu, wody, ekstrahowano
tylko ok. 60—70% azotu ogbdlnego.

Dodatkowe zalkalizowanie roztworow detergentéw mie polepszalo wy-
nikéw ekstrakeji. Natomiast wydaje sie, ze dodatkowa koncowa ekstrak-
cja 0,1 lub 0,2% roztworem lugu wplywa na zwiekszenie rozpuszczal-
nosci resztek zwigzkéw azotowych.

Uzyte przez mas detergenty w opisanych warunkach nie pozwolity
na pelne wytragcenie bialek z ekstraktow (tab. 1). Stosujgc 1% stezenia
detergentow, bialka przy pH 4,5 (punkt izoelektryczny) nie wytracaty
sie wcale lub wypadaly w nieznacznych ilosciach. Dalsze zakwaszanie
ekstraktéw, jak réwniez dedawanie etanolu znacznie zwigkszato ilos¢
stragconego bialka. Obnizenie stezenia Sapogenu ulatwialo wytrgcanie
bialek, ale przedtuzalo ekstrakcje; jednoczesnie pogarszalo mieznacznie
wiyniki ekstrakeji (rys. 2). Przy 0,1% stezeniu Sapogenu biatko zaczynalo
wytracaé sie juz przy pH 4,1.

Zawartosé azotu ogdlnego w otrzymanych preparatach biatkowych przy
stosowaniu detergentéw wahala sie od okolo 9,6 do 10,8%. Pelniejsze
wytracenie bialka z roztworu odpowiadato zazwyczaj jego mniejsze]j
czystosci.

Wyniki wskazuja, ze w pordéwnaniu z innymi metodami stosowanie
detergentéw ulatwia ekstrakcje biatek lucerny. Jednakze potrzebne sg
dalsze badania mad sposobem wytrgcania i oczyszczania preparatow
bialkowych ekstrahowanych roztworami detergentow.
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C. BypaueBcku, /. BypaueBcka

OKCTPATMIPOBAHME BEJIKOB 3 PACTUTEJBHOI'O MATEPUAJIA
IIPM IIOMOIIM MOIOIINX CPEACTB

Pe3swoMe

IIpoBeieHbI OIBITHI C IPUMMEHEHUEeM MOIIIMX CPENCTB IIPM 3KCTPArupo-
BaHVM OeJIKOB U3 JIIOLIePHBI, COOpaHHOM B IIepuo 3alBeTAHMUA M 32KOHCEP-
BUPOBaHHOJ B 3aMOpPOKEHOM Buzme. VI3 mpuMeHeHHBIX cpeAcTB Hambosiee
akKT™MBHBIM sABJsercsa CamnoreH-T-resqib — KOHIEHCAT OJIEMHOBOM KMCJIOTDI
¢ metuaraypusaom. 0,1—1,0% ero pacrBops! mmpu 10—12-KpaTHOl SKCTpak-
i 25 1 mmpobel u3BJIeKasm okoso 92—94% obmiero azora B ob6meme pac-
TBOpuTena go 1 Ji.

3aTpysHeHue ocaxkAeHMUs OeJKOB M3-3a IPUCYTCTBUA MOIOILMX CPECTB,
MO2KHO YaCTUYHO ITPEOAOJIETh ITyTEM IOBBIINIEHUA KMCJIOTHOCTM M HobaBJie-
HMsI compra. BeigeseHHble Gesky copepxann 9,0—10,7% azora.



S. Buraczewski, L. Buraczewska

PROTEIN EXTRACTION FROM PLANT MATERIAL USING
DETERGENTS

Summary

Experiment was carried out on the use of detergents to extract the
proteins from lucerne plants, harvested at the beginning of flowering
and preserved by freezing. Among the detergent used Sapogen — Tgel
(condensate of oleic acid and methyltaurine) was most active. By using
0.1—1.0% solutions of Sapogen and extracting 10 to 12 times to a final
volume of the extract about 1 I, it was possible to obtain 92—94% of
total mitrogen in the extract from 25 g samples (fresh plant basis) of
lucerne.

The difficulty in the precipitation of proteins due to the presence
of detergents in the plants extract was overcame to some extent by the
lovering of pH and addition of ethamnol. The isolated protein contained
9.0—10.7% of nitrogen,



