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1. BEVEZETES

A husfehérjék magas biologiai értékiik és jo enzimes hasithatosaguk révén
lényeges szerepet jatszanak a megfeleld esszencidlis aminosav bevitel biztositdsaban,
ezaltal az egészségmegdrzd taplalkozasban (Hajos, 2000). A husok szamos fontos
vitamint ¢és mikroelemet 1is tartalmaznak konnyen felvehetd formdban. Az
¢lelmiszertudomany egyik célja ennek a bonyolult Osszetételi és szerkezeti,
meghatarozott biologiai funkcidji rendszernek a vizsgdlata abbol a szempontbol,
hogy miképpen lehet az allat levagasa utdn olyan élelmiszeripari termékeket
eldallitani, amelyeknek a téplalkozds szempontjabol fontos Osszetevoi és azok
hasznosulésa, valamint a fizikai és érzékszervi tulajdonsagai a lehetd legkedvezobbek
(Lasztity, 1981). A husnak az emberi taplalkozasban elfoglalt kiemelt helyét jelzi az
is, hogy az angol meat sz6 eredeti jelentése élelmiszer, amely nélkiilozhetetlen (Biro,
2000). A husétel a legtobb kultirdban a csalddi és tarsadalmi {innepek, vendégvaro
asztalok fo fogasa. Ez a kiemelkedd hely mind a gasztronémiai élmény, mind
tapanyagainak gazdagsdga miatt megilleti (Incze, 2000).

A taplalékfehérjék szerkezetét az élelmiszeripari eljardsok kiilonbozo
mértékben moddosithatjak. A husra alapvetden jellemzd, hogy a végast kovetden
folyamatos és jelentds valtozasokon megy keresztiil. Az allattartas és a vagas modja, a
hiités, az apritds és a tdrolds koriilményei, valamint a kiilonféle feldolgozasi
miveletek dontden befolyasoljak a termék mindségét. A husmindség kérdése az
utobbi években kiilondsen nagy jelentdségilivé valt (Honikel, 1993, Hofmann, 1994,
Maltin és munkatarsai, 1997, Fiedler és munkatarsai, 1999).

Az ¢lelmiszeranalitika teriiletén az utobbi évtizedekben igen nagy szerepet
kaptak az elektroforetikus és kromatografids modszerek a fehérjék izolalasaban és
tisztitdsdban, valamint az allati és ndvényi eredetli fehérjék jellemzésében. A
husfehérjék kutatdsdban az elektroforetikus ¢és kromatografids vizsgélatok - az
allatfajok azonositasdn és az idegen fehérjék kimutatdsan tal - alkalmazhatdéak a
fehérjemintazatra hat6 kiilonféle tényezok, (pl. fajta, tartasi mod, érlelés, fagyasztas,
hoékezelés stb.) nyomon kovetésére is. Az izomfehérjékben bekdvetkezd valtozasok

tanulmanyozasa szempontjabol elényds, hogy az elektroforézist kdvetden az
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altalanosan alkalmazott fehérje festéseken kiviil mas, nagyobb érzékenységli és
kiilonféle specificitasi  detektalasi modszerek is hasznalhatok. A fehérjék
elektroforetikus szeparalasa alapul szolgalhat tovabbi, pl. immunoldgiai vagy enzimes
vizsgalatok elvégzéséhez is.

A hts fehérjéi kozil a szarkoplazma fehérjékre jellemzd, hogy
fajspecificitassal rendelkeznek. A miofibrillaris fehérjék kevésbé fajspecifikusak,
masrészt a tarolds soran részben bomléast szenvednek. Ezért az A4llatfajok
azonositasara els@sorban a szarkoplazma fehérjék hasznalhatok, mig az egy allatfajon
beliil, a fehérje szerkezetében az élelmiszeripari technoldgidk hatasara bekovetkezo, a
termék mindségét befolyasold valtozadsok nyomon kdvetésére a miofibrillaris fehérjék
megfeleldbbek (Kaiser ¢és Krause, 1985). A fajok azonositisara a szarkoplazma
fehérjék koziil a mioglobin frakciok vizsgalata kiilondsen elényds, mivel az egyes
mioglobin savok izoelektromos pontja jellemzd a fajokra (Hofmann és Bliichel,
1986).

A taplalék-allergia kérdése a husipari termékek esetén is lényeges. A
taplalékok altal kivaltott allergids megbetegedések esetén ugyanis fontos az allergén
elhagyasa az étrendbdl. Bar a hus az egyik legkisebb allergias potenciallal rendelkezd
¢lelmi anyag (Barna, 2000), problémat okozhatnak az egyes hiistermékekben "rejtett"
formaban, pl. adalékanyagként jelen levd, nem hus eredetii (pl. szoja) fehérjék. A
keresztallergia el6fordulasa miatt is Iényeges a husipari termékek allergén
aktivitasanak vizsgalata.

A biogén aminok meghatirozdsa a fiziologiai aktivitdsukbol adodo
egészségiigyi vonatkozasokon kiviil azért is fontos, mert mennyiségiik és ardnyuk a
husok frissességét, mindségét is jol jellemzik. A biogén aminok a fehérjéket felépitd
aminosavak szdrmazékai. A biogén aminok szintje friss husokban viszonylag
alacsony, a tarolds soran vagy egyes ¢élelmiszeripari technolégidk hatasara
bekovetkezd fehérjedegradacid és mikrobidlis tevékenység kovetkeztében azonban
koncentraciojuk jelentdsen megemelkedhet (Silla Santos, 1996, Hernandez-Jover és

munkatarsai, 1997).
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2. CELKITUZESEK

A bevezetésben emlitett elézmények alapjan kutatomunkdmban a kovetkezd feladatokat

tiztem ki célul:

1. A husmintak fajspecifikus fehérjemintazatanak meghatdrozéasa
- afehérjefrakciok molekulatomeg szerinti megoszlasa alapjan,
- sertéshus esetén immunblott modszerrel,
- izoelektromos pont szerinti elvalasztas segitségével, kiilonos tekintettel a

vasat tartalmazo fehérjefrakciokra.

2. Az allattartadsi mod és egyes €lelmiszer-technologiai tényezOk hatasanak
tanulmanyozasa az izomfehérjékre :
- nagyiizemi ¢és organikus koriilmények kozott tartott sertésekbdl szarmazod
husmintak fehérje-szerkezetének vizsgalata
- husok kondicionalasi folyamatdnak jellemzése a miofibrillaris fehérjék
szerkezetének valtozasaival
- ahdkezelés és a y-besugarzas hatasara az izomfehérjékben bekovetkezd

valtozasok vizsgalata

3. Husok ¢és hustermékek fehérje-Osszetevéi potencialis allergén jellegének

vizsgalata

4. Biogén aminok meghatarozasa nyers husmintakban, és mennyiségi valtozasaik
nyomon kovetése tarolas és érlelés soran
- normal érésii és PSE jellegli sertéshusmintdk biogén amin tartalmanak
Osszehasonlitasa
- friss sertéshuis, marhahus és vaddisznohus biogén amin profiljanak
jellemzése
- biogén aminok mennyiségi valtozasainak nyomon kovetése a tarolas

illetve az érlelés soran
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3. IRODALMI RESZ

3. 1. A HUS OSSZETETELENEK ALTALANOS JELLEMZOI

A hus az emberi taplalkozasban fontos szerepet tolt be, szdmos tapanyagot
tartalmaz konnyen felvehetd formaban. Kifejlett vagoallatok izomszovetének atlagos

Osszetételi adatait az I. tablazat szemlélteti.

Viz 75,50 %
FEHERJE 18,00 %
ZSIR 3,00 %
NEM FEHERJE NITROGEN 1,57 %
SZENHIDRAT 0,28 %
SZERVES SAVAK, VITAMINOK 1,00 %
SZERVETLEN ALKOTORESZEK 0,65 %

I. tablazat: Vagoéallatok izomszdvetének atlagos Osszetételi adatai (Lasztity, 1980)

A sziikebb értelemben vett hus izomszovet, tdgabb értelemben azonban
egyéb szovetek (inszovet, kotdszovet, zsirszovet) is kisérik. A has szérazanyag
komponensei koziil a fehérjék a legfontosabbak, ezek adjak meg elsésorban a hus
biologiai értékét. A vagoallatok husdnak makrodsszetételi adatai az allatok fajatol,
koratol, testtajatol fiiggden kiillonbozéek. A husfehérjék megfelelé mennyiségben és
aranyban tartalmazzdk az esszencidlis aminosavakat. A vagoéallatok husanak atlagos
fehérjetartalmat a II. tablazat mutatja. A viz/fehérje arany csak kis ingadozasokat

mutat és a zsirtartalomtol 1ényegében fliggetlen (Csapd és munkatarsai, 1992).
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Husféleség Fehérje, %

Marhahus

sovany 20,6

kovér 18,9
Sertéshus

sovany 20,1

zsiros 15,1

nagyon zsiros 9,1
Sonka 20,1
Borjuhus

sovany 21,7

zsiros 19,5

II. tablazat: Vagoallatok hisanak atlagos fehérjetartalma (Lasztity, 1980)

Taplalkozasélettani szempontbol jelentések a vitaminok és szamos asvanyi
anyag komponens is. A husok és ehetd belséségek majdnem minden, a human
taplalkozas szempontjabol fontos dsvanyi anyagot tartalmaznak. Ezek koziil
kiemelkedd szerepe van a husban taldlhatdé jelentds mennyiségli vasnak, ami
Iényegesen jobban hasznosithatd az emberi szervezetben, mint a novényi élelmiszerek
vastartalma. A has a megfeleld szelénellatottsdg szempontjabdl is fontos élelmiszer.
Az izomszovetben igen kedvezd a kalium natrium arany, ezt csak az élelmiszeripari
vagy konyhatechnikai miiveletek véltoztatjdk meg. A kiilonféle husok, illetve
belsdségek, ¢és Osszehasonlitisképp néhany egyéb éElelmiszer &4svanyi anyag
Osszetételét foglalja 6ssze a I11. tablazat és az 1. abra.

A husban a szénhidrattartalom igen alacsony. A szerves savak, és tobb igen
kis mennyiségben jelenlévé szerves vegylilet elsdsorban a jellegzetes hlisaroma

kialakitasaban vesz részt.
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¢lelmiszer Na K Ca | Mg Fe Zn Cu | Mn F I
(100 g) (mg) | (mg) | (mg) | (mg) | (ug) | (Hg) | (MY | (M®) | (Mg) | (Mg)
csirkehus 83 | 359 | 12 37 | 18000 | 850 | 300 | 20 33 | nyo

m
kacsahts 140 | 292 | 11 15 | 2100 | 1600 | 450 | 30 40 1
libahus 1207 | 517 | 24 33 | 2660 | 1666 | 372 | 65 73 6
borjuhus 98 | 331 10 15 1924 | 2787 | 155 | 28 20 3
borjuma;j 87 | 316 9 19 | 7900 | 8400 | 5500 | 280 19 8
marhahts 50 | 364 5 20 | 2467 | 4112 | 71 20 | 128 3
marhamaj 116 | 292 7 17 | 7100 | 5100 | 3600 | 250 | 130 | 14
sertéshus 76 | 252 5 17 | 2200 | 2252 | 58 72 56 3
sertésmaj 77 | 350 | 10 21 | 22100 | 5900 | 5480 | 360 | 290 | 14
teljes tej 3,5% 48 157 | 120 | 12 46 380 | 17 3 17 11
kukorica 6 330 | 15 120 | 2100 | 2500 | 2500 | 480 | 62 3
rizs (fényezett) 6 103 6 64 600 | 500 | 500 |2000 | 45 2
fehérkenyér 540 | 132 | 58 24 950 | 500 | 220 | 600 | 80 6
fott burgonya 3 440 | 10 25 700 | 300 | 150 | 170 10 4
alma 2 144 7 6 400 120 | 100 | 65 7 2
napi ajanlott | 2000- | 3000- | 800 | 350 | 12000 -| 15000\ 2000-| 2000-| 1000 | 200
bevitel 3000 | 4000 18000 4000 | 5000

I1I. tablazat: Husok és mas élelmiszerek dsvanyi elem tartalma (Steinmal3l, 1994)
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1. abra: Elelmiszerek Se- és Mo-tartalma [mg/kg] (Horvath, 2000)

Az izomszovet legnagyobb részét képezd harantcsikolt izmok izomkdtegeit
kotdszoveti hartya (epimizium) hatarolja. Az izomkotegeken beliili izomnyaldbokat
szintén egy kotdszoveti elem (perimizium) valasztja el egymastol. Az
izomnyaldbokon beliili izomrostok felszinén a szarkolemma, vagy plazmolemma
foglal helyet. Az izomrost belsejében taldlhatok a miofibrillumok. A miofibrillumok
kozotti teret a szarkoplazma, az izomrost protoplazmdja tolti ki. Az izomrost
szarkomereknek nevezett ismétlodo egységekbdl all (2. abra). A miofibrillumon beliil
szabalyos elrendezésben vékony (I) és vastag (A) filamentumok helyezkednek el,
nyugalmi allapotban hosszisagban egymashoz képest eltolva. Az I vékony z6nat a Z-
membranok hataroljak (Z-vonal). A kozépen elhelyezked6 H-zonaban csak vastag
filamentumok vannak (kézépvonala az M-vonal). A kétféle filamentum hidakkal
kapcsolodik  0ssze egymassal, melyek a vastag filamentumon szabalyos

periodicitasban alakultak ki.

10
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A HUS BIOKEMIAJA

o szarkomer
vl 2 L~
7/ o / e
Pl s
/ i /
~z /
0,8 um 1,5 um 0.8 um
T !
i | |
{  Z-vonal H-z0na Z-vonal
: I-zona £ I-z6na
A-zéna
[
M-vonal

2. abra: Az izomrost szerkezete (Lasztity, 1981)

A husok fehérjéi oldhatésag szerint harom nagy csoportba sorolhatok: a
miofibrillaris fehérjék csak magas sokoncentracioji oldatban oldhatok, a
szarkoplazma fehérjék vizben és gyengébb sooldatban oldodnak, a kotdszoveti

fehérjék (kollagén, elasztin, retikulin) pedig vizben vagy s6oldatban oldhatatlanok.

A miofibrillaris fehérjék koziil a vastag filamentumban talalhat6 a miozin, a
C-protein és az M-vonal fehérjék. Az izomszovet fehérjéinek majdnem a felét teszi ki
a teljes értékli miozin fehérje. A miozin tobb alegységbdl épiil fel, molekulatomege
460000. A miozin egyik legfontosabb tulajdonsiga az ATP-az aktivitas, masik
lényeges sajatsdga, hogy komplexet képez az aktinnal. A C-protein molekulatomege
140000, az M-vonal fehérjek pedig 155000, illetve 88000 molekulatomeggel
jellemezhetdek. A vékony filamentum fontosabb fehérjéi az aktin, a tropomiozin, a
troponin komplex, és az o~ valamint B-aktinin. Az aktin a vékony filamentumok f6
fehérjéje. A husbol kivont globularis 42000-es molekulatomegli G-aktin fiziologias
koriilményeknek megfeleld ionerdsségii kozegben F-aktinnd polimerizal. A

tropomiozin két azonos 33000 molekulatomegli alegységbdl felépiild, 100%-ig

11
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helikalis fehérje. A troponin komplexet a 17800-as molekulatomegli troponin-C, a
37000-es molekulatomegii troponin-T, valamint a 24000-es molekulatomegi
troponin-I alkotja. Az a-aktinin 100000, a B-aktinin pedig 70000 molekulatomegii
fehérje.

A szarkoplazma fehérijék az €16 szervezetben sokoldalu funkciot toltenek be,

¢s ennek megfelelden nagyszamu fehérje mutathatd ki, mint az albuminok, miogén,
mioglobin, hemoglobin, mitokondridlis fehérjék, lizoszomak, liposzomak,
szarkoplazmas retikulum héalézat. Az enzimek kdzott igen 1ényeges a gliikkdzlebontast
¢s az energiatermelést végzok szerepe, a szallitdo fehérjék koziil pedig a mioglobin,
amely mint a huas alapvetd szinanyaga élelmiszertechnologiai szempontbol is
kiemelkedd jelentdségii. A mioglobin mellett, amely a hus Osszes pigmentjének kb.
90%-a, kb. 10% hemoglobin is talalhatd. Az egy vasat tartalmazd mioglobin
molekulatomege 16 900. A mioglobin 96%-4t a fehérjekomponens, a globin, 4%-at
pedig a prosztetikus csoport, a hem alkotja, amely a vegyiilet szinét meghatarozza. A
porfirinvaz kézpontjaban elhelyezkedd vas hat koordinacids kotése koziil négyet a
porfiringylirti k6t meg, a maradék kettd koziil az egyikhez imidkotéssel a globin rész
kapcsolodik, a masikhoz pedig egy viz. Ez az utolsé kotés nem stabil, és a részecske
kicserélddhet mas ionra vagy ioncsoportra, ami Osszefliggésben van a his szinének
valtozasaval. A mioglobin koncentracid az allatok fajatol, koratdl, nemétol, taplaltsagi

allapotatol, mozgasi aktivitasatol, és az izom fajtajatol is fiigg.

3. 2. ALLATFAJOK AZONOSITASA ES A FEHERJEK VIZSGALATA A
HUSMINOSEGGEL OSSZEFUGGESBEN

Sok mas ¢lelmiszertdl eltéréen a hus az allat levagasat kovetden folyamatos
¢és jelentds valtozasokon megy keresztiil (Honikel, 1993). Az éllattartds és a vagas
modja, a hiités, az apritas és tarolas koriilményei, valamint a kiilonféle feldolgozasi
eljarasok dontéen befolyasoljak a termék mindségét (Dworschak és munkatarsai,
1995, Griot, 1998, Hildrum és munkatarsai, 1999, Hoving-Bolink és munkatarsai,

1999). Az ¢élelmiszervalaszték egyre szélesebb, a hagyomanyostol eltérd
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technologidkat is alkalmaznak, és az alapanyagok kore is boviil a kordbban
egzotikusnak szamitd allatfajok husaval, ami uwjabb kihivasok elé¢ dllitja az
¢lelmiszeranalitikusokat (Schupp ¢és munkatarsai, 1998, Lakritz és munkatarsai,
1998). Ezzel parhuzamosan a htismindség kérdése az utdbbi években kiilondsen nagy
jelentdséglivé valt (Ellis és munkatarsai, 1999, Branscheid és munkatérsai, 1999,
Nardone és Valfre, 1999, Warkup, 1999).

A husok ¢és hustermékek vizsgalatdban kiemelt fontossagu az 4llatfajok
azonositasa, és az idegen fehérjék kimutatdsa (Righetti, 1981). Az eredetvizsgalat
miiszeres megkozelitését indokolja, hogy dardlt husok, fagyasztott tombhusok,
kiilonféle hustermékek esetén a fajok érzékszervileg sokszor mar nem azonosithatoak
(Janosi és munkatarsai, 1998). A gazdasdgi okok mellett a hiisok azonositasanak
egészségi, vallasi és allatvédelmi szempontbol nagy a jelentdsége.

A husok eredetének meghatarozaséara az ¢élelmiszeranalitikai eljarasok széles
skalaja alkalmazhatd. Az allatfajok azonositasara jelenleg legelterjedtebbek a fehérje-
meghatarozason alapulé elektroforetikus €s immunanalitikai eljarasok, de ismertek
kémiai modszerek is, €s az wutobbi években elterjedben vannak a DNS

meghatarozasan alapul6 vizsgalatok (Wintert, 1990, Hofmann, 1997).

3. 2. 1. Kémiai modszerek

Kiilonb6z6 izommintak anszerin, balenin és karnozin tartalmat hataroztak
meg Carnagie ¢s Illic (1983) nagyteljesitményli folyadékkromatografiaval (HPLC).
Allitasuk szerint az izomszovetben szabadon is eléforduld dipeptidek mennyisége és
aranya jellemzo egy adott fajra, s6t ezek az adatok f6zés soran sem valtoznak meg.
Plowman és Close (1988) azonban ellenérz6 vizsgalataik soran megallapitottak, hogy
az eredmények nem egyértelmiiek.

Zsirsav-Osszetétel vizsgalattal probaltak huseredetet megallapitani Verbeke
¢s Van de Sompel (1986). A huskeverékekben jelenlévo trigliceridek

zsirsavkomponenseinek meghatdrozasaval sikeriilt megallapitani a hushamisitést.
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Saed és Abbu-Daga (1986) szerint egy a sertéshusban jelenlévd zsirsav, a 11,14-

ekozadién sav egyértelmiien és mérhetden bizonyitja a sertéshus jelenlétét.

3. 2. 2. Elektroforetikus modszerek

Az ¢élelmiszeranalitika teriiletén az elektroforetikus modszerek kiemelkedd
jelentdséglick a novényi és allati fehérjek jellemzésében, izolalasaban ¢és
azonositasaban (Spell, 1974, Kaiser és munkatarsai, 1980, Righetti és munkatarsai,
1981, Kaiser és Krause, 1985, Hajos, 1993, Claeys és munkatarsai, 1995, Szerdahelyi
¢s munkatarsai, 1995, Ochirkhuyag és munkatarsai, 1998). A huskutatasban ezeket az
eljarasokat elsésorban az 4allatfajok azonositdsara, és az izomfehérjéknek az egyes
¢lelmiszeripari technologidk hatasara bekovetkezd, a husmindséggel Osszefiiggd
valtozdsainak nyomon kovetésére, valamint az idegen fehérjék kimutatasara
hasznaljak (Brauner-Glaesner és Ristow, 1990, Abraham és Varadarajulu, 1993, Rak,
1996).

A szarkoplazma fehérjékre jellemzd, hogy fajspecifitassal rendelkeznek. A
miofibrillaris fehérjék kevésbé fajspecifikusak, és a tarolds sordn nagy részben
bomlast szenvednek. Ezért az allatfajok azonositisdra elsdsorban a szarkoplazma
fehérjék haszndlhatok (Kaiser és Krause, 1985, Hofmann és Bliichel, 1992). A
miofibrillaris fehérjék vizsgélata inkdbb az élelmiszeripari technologidk hataséara
bekovetkezd fehérjeszerkezetbeli véltozdsok nyomon kovetésére alkalmazhato

(Kaiser és Krause, 1985, Hajos ¢s munkatarsai, 1995, Claeys és munkatarsai, 1995).

3. 2. 2. 1. Allatfajok azonositdsa fehérjemintdzat alapjdin

Giles (1962) mar a hatvanas évek elején el tudta kiiloniteni a marha, a sertés,
a juh és a nyul szarkoplazma-fehérjéit keményitdgél-elektroforézissel. Allati fehérjék
azonositasara Hoyem és Thorson (1970) bevezette a poliakrilamid gélelektroforézist,

és a fajokat a mioglobin zénak alapjan kiilonboztettétk meg. Oz és szarvas

14



Husok és hiistermékek fehérjéinek és biogén aminjainak valtozdsai.................oe...... Ph.D. értekezés

husfehérjéinek megkiilonboztetésére Heinert és Klinger (1980) az észteraz-mintazatot
javasolta. 14 melegvérii és 18 hidegvéra allatfaj fehérjemintazatanak 6sszehasonlito
vizsgalatat végezték el Kaiser és munkatéarsai (1980). Nyers és hdkezelt husmintdk
szarkoplazma és miofibrillaris fehérjéit Tinbergen és Olsman (1976) izoelektromos
fokuszalassal vizsgalta. Az izoelektromos fokuszalast halfajok azonositdsanak
hivatalosan is elismert modszereként alkalmaztak az USA-ban (Kaiser ¢s Krause,
1985).

Huskeverékekbodl is lehetséges az allatfajok azonositdsa izoelektromos
fokuszalassal (Kaufer és munkatarsai, 1990, Wintero ¢s munkatarsai, 1990). A fajok
azonositasa szempontjabol hasonlitottak 6ssze Riiggeberg és munkatarsai (1997) az
izoelektromos fokuszalast és a PCR modszert kiilonféle allatfajok mintaibol eldallitott
nyers és fott huskeverékek vizsgalata soran. Megallapitottak, hogy a két modszerrel
kapott eredmények jol 6sszehasonlithatok. Sertéshus és marhahts valamint pulykahts
¢s marhahus keverékek meghatarozasakor a PCR modszer érzékenyebbnek bizonyult,
azonban marhahts ¢és birkahtis keverékek esetén poliakrilamidgél izoelektromos
fokuszalassal kaptak jobb eredményt. Az izoelektromos fokuszalas elonyeként emlitik
a DNS-alapu meghatarozassal szemben a kisebb koltségigényt és az egyszerlibb
kivitelezhetdséget is.

A mioglobin frakcidk izoelektromos pontja jellemz6 az egyes fajokra, ezért
pl. a husbol kipréselt 1ében talalhato fehérjék izoelektromos fokuszalasa az allatfajok
azonositasara jol hasznélhat6. Hofmann ¢és Bliichel (1986) az ugynevezett mioglobin
atlaszban foglalta Ossze a taplalkozasi szempontbol legjelentosebb allatfajok és
néhany mas faj mioglobin mintazatat (3. abra).

Mivel a mioglobin énmagaban is szines, a mintdzat nagy mioglobin tartalmu
husok esetén festés nélkiil is felismerhet6. A mioglobin frakciok azonban a
hemfehérjék peroxidaz aktivitdsa alapjan az elektroforetikus elvéalasztast kovetéen
pszeudoperoxidaz festéssel specifikusan ¢és érzékenyen detektalhatok, igy a
vildgosabb husrészekbdl is kimutathatok (Bauer és Hofmann, 1989). Az egyes
¢lelmiszeripari technoldgiak azonban megnehezithetik a fajok azonositasat (Bauer és
munkatarsai, 1993).

A hemfehérjékben hd hatdsara bekovetkezd valtozasokat tanulmanyoztak

Geileskey ¢és munkatarsai (1998) modelloldatok segitségével. Az elektroforetikus
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modszerek alkalmazhatdsdganak hatarait vizsgalta a hlisazonositas teriiletén Mann és
Bauer (1991), melynek soran megallapitottdk, hogy a husok s6zasa és hdokezelése
erbteljesen befolyésolja a fehérjemintazatot. Hofmann és Bliichel (1991) eredményei
szerint az izoelektromos fokuszalds részben alkalmazhaté a husok eredetének

meghatarozasara hokezelt termékekbdl is.
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3. abra: A "mioglobin-atlasz" (Hofmann ¢és Bliichel, 1986)
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Erdésen hokezelt termékek, példaul huskonzervek azonositdsara a viszonylag
érzékeny eziistfestést javasoltak (Bauer, 1990, Hofmann és Bliichel, 1992). King
(1984) vizsgalatai szerint a fajok fott husokbdl torténd azonositasara 105 °C-ig az
izoelektromos fokuszalast kovetd kreatin kinaz festés, 120 °C-ig pedig az adenilat
kinaz festés alkalmas, mivel ezek az enzimek viszonylag hotirdek. Kiilonféle
hoékezelt hustermékekbdl torténd eredetvizsgilatra Bauer és Hofmann (1989) az
ezistfestést és a mioglobinra specifikus pszeudoperoxidaz festést hasonlitotta 9ssze.

Jemmi ¢és Schlosser (1993) nemcsak hdkezelt, hanem marinalt
hustermékekbdl is elvégezték az azonositast poliakrilamidgél-izoelektromos
fokuszalassal, ¢és a fajokat keverékeikbdl is meg tudtdk hatarozni eziistfestés
segitségével. Izoelektromos fokuszaldssal rendszertanilag igen kozeli rokonsagban
allo fajok is megkiilonboztethetdek voltak (Jemmi és Schlosser, 1991, Santin és
Centrich, 1997). Az izoelektromos fokuszalas alkalmazhatdsagat vizsgaltak halfajok
meghatarozasdra Rehbein és munkatarsai (1995) és tanulmanyoztak az extrakcios
puffer, valamint a mintafelvitel helyének befolyasat a modszer eredményességére egy
nemzetkdzi korvizsgélat soran. Az ujabb modszernek szamitd ,,Laurell-féle” cross-
over immunelektroforézis technikat alkalmazva Zanon és Vianello (1998) marhahtst,
sertéshust, juhhust, 16hust és csirkehust hatarozott meg huskeverékekben 5%-os
kimutatasi hatarral.

Az utobbi években a kapillaris elektroforézis is egyre nagyobb jelentdségii a
husfehérjék vizsgalataban (Werner és munkatarsai, 1993, Gallardo és munkatarsai,
1995). Kiilonféle halfajok szarkoplazma-fehérjéit hasonlitottak Ossze kapillaris
elektroforézissel LeBlanc és munkatarsai (1994), Cota-Rivas és Vallejo-Cordoba

(1997) pedig marha-, sertés- és pulykahust azonositottak kapillaris elektroforézissel.

3. 2. 2. 2. Ildegen fehérjék kimutatasa

A huskutatasban a husfehérjék azonositasa mellett jelentds szerepet jatszik
az egy¢b allati eredetli és a novényi fehérjék kimutatdsa is. Az adalékfehérjéket

egyrészt a husipari termékek funkciés tulajdonsidgainak javitasara, masrészt a
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husfehérjék olcsobb fehérjékkel valod helyettesitése céljabol alkalmazzak. A husipari
termékekben jelenlévd, nem huseredetli fehérjék példaul szdja-, tej- vagy tojasfehérje
kimutatdsa azért is lényeges, mert a taplalékok 4ltal kivaltott allergias
megbetegedések esetén sziikséges az allergén kihagyéasa az étrendbdl (Polgar és
munkatéarsai, 1996). Az adott husfehérjétdl eltérd eredetii fehérjék kimutatdsira az
elektroforetikus modszerek eredményesen alkalmazhatéoak (Olsman és Hitchcock,
1980, Feigl, 1990, Rak, 1996).

Szdjafehérjét mutatott ki hustermékekb6l Molander (1982) SDS-
poliakrilamid gélelektroforézissel. Az elektroforetogramokat denzitometridsan
értékelve megallapitotta, hogy a mddszer mennyiségi meghatarozasra is hasznalhato
olyan termékeknél, amelyek nem kaptak 100 °C-nal erdsebb hokezelést. Tobbféle
elektroforetikus ¢és kromatografids modszert hasonlitottak 0Ossze Cattaneo ¢és
munkatarsai (1994) a szojafehérje meghatirozasa szempontjabol. Megtelelden
szelektiv mintaeldkészitést alkalmazva 0,6 g/kg szojafehérjét tudtak kimutatni SDS-
poliakrilamid gélelektroforézissel, izoelektromos fokuszalassal pedig a kimutatasi
hatar 30 g/kg volt. Kors és Steinhart (1997) a hagyomdnyosan alkalmazott
elektroforetikus modszerekkel vald szojafehérje kimutatds ¢€s meghatarozas
nehézségeire hivta fel a figyelmet, és a poliakrilamid gélelektroforézisnél az anionos
natriumdodecilszulfat detergens (SDS) helyett egy kationos detergens, a CTAB (N-
cetil-N,N,N-trimetilammoniumbromid) hasznélatat javasolta. Megéllapitotta, hogy a
CTAB elektroforézist immunblott modszerrel kombinalva mar 0,5% szdjafehérje is
kimutathat6, még erésen hdkezelt termékekbdl is.

Egy németorszagi vasarlo kérésére Hofmann és munkatarsai (1991) egy
"marhagulyas" néven forgalomba hozott nyers aprohus terméket vizsgaltak meg, ¢s a
mioglobin frakciok azonositasaval kimutattak, hogy az &ru sertéshust is tartalmaz. A
hozzéadott vér kimutatdsdra Horn (1991) is az éallatfaj-azonositdsra mar sikerrel
alkalmazott izoelektromos fokuszalast, €s pszeudoperoxidaz festést hasznalta, abbol
kiindulva, hogy ezzel a modszerrel a mioglobin mellett a hemoglobin is specifikusan

detektalhat6: munkdjaban 0,3% sertésvért mutatott ki vagdalthuskészitményekben.
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3. 2. 2. 3. Egyes élelmiszeripari eljardasok hatasa a fehérjemintdzatra

A husfehérjék elektroforetikus mintazatat szamos kiilsé és belsd tényezd

befolyasolja (Hofmann és Bliichel, 1986) mint példaul:

- az allat fajtaja,

- az allat kora,

- az allat neme,

- izomcsoportok kozti kiilonbségek,

- protein polimorfizmus,

- az allattartas modja és a takarmanyozas,

- betegségek és stresszhatasok,

- a hus PSE-jellege,

- tarolas alatti valtozasok,

- érlelés,

- hokezelés,

- besugarzas,

- fagyasztas, stb.

Ezek a tényezOk megnehezithetik az allatfajok azonositasat, azonban lényeges a

fehérjékre gyakorolt - a hismindséggel is 0sszefliggd - hatdsaik nyomon kdvetése.

Nagviizemi valamint organikus (bio) korilmények kozott tartott sertések

husanak vizoldhato fehérjéit hasonlitottuk 6ssze (Hajés és munkatarsai, 1995) SDS-
poliakrilamid gélelektroforézissel ¢s izoelektromos fokuszalassal. A fehérjék
elvalasztdsa utan az elektroforetogramokat denzitometridsan értékeltik és a
denzitogramokat matematikai statisztikai modszerekkel 6sszehasonlitva mutattunk ki

kiilonbségeket az izomfehérjék mintdzatdban. Az allattartasi koriilményeknek a
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mioglobin frakcidkra gyakorolt hatasat vizsgaltuk (Szerdahelyi és munkatarsai, 1997)

sertéshus mintak felhasznalasaval.

A kondiciondlds, a husok fagypont folotti hdmérsékleten torténd hosszabb

idejli tarolasa, szamos valtozast idéz eld az izomfehérjék struktarajaban, és azoknal a
husoknél, amelyekre jellemzd a ragéssag, az érzékszervi tulajdonsagokat kedvezden
befolyasolja (Izquerdo-Pulido és munkatérsai, 1992, Augustini és Freudenreich, 1998,
Schwaegele, 1999). A kondicionéalas folyaméan a husban, elsésorban a miofibrillaris
fehérjék szerkezetében lejatszodd valtozasok Osszefiiggésbe hozhatok a porhanydssag
javulasaval (Ouali, 1990, Smulders ¢és munkatarsai, 1999). Mar néhany napos
kondicionalast kdvetéen megindul a strukturdlis elvaltozas. N6 a degradacios
fehérjetermékek szdma, a szerkezeti fehérjék hisztologiai képe érzékelhetden
megvaltozik. Ennek a biokémiai folyamatnak koszonhetéen ndé a termék
porhanydssaga, csokken a hiisok fOzése, illetve siitése soran fellépd veszteség, s
ezaltal n6 a termék forgalmi értéke (Németh-Szerdahelyi és munkatarsai, 1998).
Ennek, kiilondsen az értékesebb, de frissen ragdssagra hajlamos marhahusok illetve
vadhtisok esetében van nagy jelentdsége. A hus érési folyamatait a ragossag
megsziinésén kiviil még bizonyos iz- és zamatanyagok kialakuldsa is jellemzi. E
folyamatok alatt a fehérjék valtozasai jol nyomon kovethetok SDS-poliakrilamid
gélelektroforézises elvalasztassal ¢és az elektroforetogramok denzitometrids
értékelésével (Claeys és munkatarsai, 1995, Uytterhaegen és munkatarsai, 1995). A
kondicionalasi folyamatok jellemzésére egyrészt a miofibrillaris fehérjék
oldhatosagat, masrészt SDS-PAGE szeparalasat hasznaltdk fel elsésorban (Gil és
munkatarsai, 1998, Uytterhaegen, 1994). A porhanyosodas elsdsorban a his endogén
okozzak (Penny, 1980, Doumit és Koohmaraie, 1999). A post mortem proteolizisért
felelés endogén enzimek (katepszin, kalpain) miikodését szamos tényezd befolyasolja
(Morton, 1999) : Ca"™ ionokkal aktivalhatok (Alarcon-Rojo és Dransfield, 1995,
Northcutt és munkatarsai, 1998), a magas mioglobin koncentracié viszont inhibitor
hatasu (Volle, 1999). A 37000-es molekulatomegii troponin T frakcié mennyiségének

fokozatos csokkenését és alacsonyabb molekulatomegii fehérjék megjelenését figyelte
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meg Penny (1976) sertéshis kondicionalasakor. A troponin T-vel kapcsolatos
kutatasok ramutattak arra, hogy a troponin felbomlasaval egyidejiileg javul a hus
porhanydssaga, mivel felbomlik a Z-diszk régi6 (Penny, 1980, Di Lisa ¢és
munkatarsai, 1995). A degradéacios termékek megjelenését Osszefliggésbe tudtak
hozni mind a tarolas idejével, mind a tarolasi hdmérséklettel. (Ashie és Simpson,
1997). Kiilonb6z6 kort és nemii szarvasmarhak husanak érlelésekor a miofibrillaris
poliakrilamid-gélben vizsgélva jellemezték a porhanydsodasi folyamat eldrehaladtat
Huff-Lonergan ¢és munkatarsai (1995). Mas fehérjék, mint a 49000-es
molekulatdmegii dezmin lebomlasanak mértéke kiilonbozoé allatfajoknal 1ényegesen

crer

munkatarsai, 1999).

Az elozetes fagyasztasra utald specifikus fehérjesavot mutattak ki az

izoelektromos fokuszalassal kapott mintdzatban Siebert ¢s munkatarsai (1994). A
fagyasztott ¢és felengedtetett, valamint a friss hasmintak fehérjemintazatanak
denzitogramjait Osszehasonlitva, a fagyasztds hatdsdra megjelend sav marhahus
esetén 7,0 pl-vel, juhhus esetén pedig 7,3 pl-vel volt jellemezhetd. Baromfihusokat
vizsgalva a fagyasztva tarolt mintdkban 9,45-6s pl-jii karakterisztikus fehérjefrakciot
lehetett detektalni a husbdl kipréselt 1¢ izoelektromos fokuszalasaval (Niemann és

munkatarsai, 1995).

A hokezelés hatdsait tanulményozva, sertés ¢és marha szarkoplazma-

fehérjéinek hostabilitasat vizsgaltadk Bauer és Hofmann (1990). Nyomon kdvették a
hémérsékletnek ¢és a hokezelés idejének hatdsat a szarkoplazma fehérjék
oldhatosagara és az elektroforetikus képre. Eredményeik szerint legtobb fehérje
koagulacigja mar 40 és 60 °C-on megkezdddik, és emiatt az erdsen hokezelt
hustermékek esetén az allatfajok azonositasa nehézkes, és sok esetben bizonytalan. A
mioglobin kissé hdstabilabb, csak 60 és 75 °C kozott kezd denaturalodni, jellegzetes
kettds savjai még 60 perces 100 °C-on torténd hdkezelés utan is kimutathatoéak voltak.
Azt tapasztaltdk, hogy a marhahtsfehérjék valamivel hdétiirdbbek a

sertéshusfehérjéknél. Az izoelektromos fokuszalassal elvalasztott fehérjéket
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ezlistfestéssel jelezve, a hokezelés hatasara bekovetkezd legmarkénsabb valtozasokat
éppen a vizsgalt allatfajokra specifikus neutralis és gyengén bazikus pH tartomanyban
figyelték meg. A hdkezelés mértékének meghatarozasara javasolta Rehbein (1992)

kiilonféle halfajok szarkoplazma fehérjéinek izoelektromos fokuszalasat.

A besugarzds  hatdsara  sertés- €s  marhahts-  fehérjefrakciok

molekulatdomegének valtozasat vizsgaltadk SDS-poliakrilamid gélelektroforézissel
Hamm ¢és munkatérsai (1979). A hdkezeléshez hasonldan a y-sugérzas is oldhatosag
csokkenésre utald savszegényedést okoz a fehérjemintazatban. Denzitometriasan
értekelve a legfébb szarkoplazma ¢és miofibrillaris fehérjefrakciok mennyiségi
valtozasait, azt tapasztaltdk, hogy a miozin fehérje csucsteriilete a kezelés hatdsara
jelentdsen csokkent, mig az aktin viszonylag stabilabbnak bizonyult. A szarkoplazma
fehérjék koziil foszforilaz-b, az o-aktinin és a mioglobin frakcioknal besugarzas
hatdsa csak az alkalmazott maximalis dozis (50 kGy) esetén volt egyértelmiien
felismerhetd. Izoelektromos fokuszalassal a fehérjetérképben aggregaciora utalo
valtozasokat lehetett kimutatni besugarzaskor, de a hus peroxiddz izoenzimei nem
inaktivalodtak teljes mértékben (Righetti, 1981). Mivel a besugarzas hatdsara az
izomszovetben bekodvetkezd valtozdsok nem eléggé specifikusak, a besugérzottsag
kimutatatdsara a fehérjék vizsgalatdn alapuld technikdk helyett mas modszerek

terjedtek el (Surinder és munkatarsai, 1999).

Specialis, az egyes népek konyhajara jellemzd eljarasokkal késziilt,

kiilonleges mindségli ¢€lelmiszerek fehérjéinek szerkezete is jol jellemezhetd
elektroforetikus modszerekkel. A fiistolt és szaritott marhahuskészitmény a “cecina”
érlelésekor a 200000 és 16000 kozotti molekulatdmeg tartomanyba esdé miofibrillaris
munkatarsai, 1997). A Monascus anka (egy az azsiai fermentalt élelmiszerek
készitésénél hasznalatos mikroorganizmus, amelynek segitségével sertéshus-
kiilonlegességeket is eldallitanak) kezelés hatdsat tanulmanyozta a sertéshus
fehérjéire Kuei és Chen (1994). Az izomfehérjék SDS-PAGE képe szignifikansan
megvaltozott mar a fermentacié harmadik napjan. Két hét utan az aktinnal magasabb

molekulatomegli miofibrillaris fehérjék gyakorlatilag méar nem voltak kimutathatoak.
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3. 2. 3. Immunanalitikai modszerek

Az allatfajok friss és feldolgozott hiisokbdl torténd azonositasaban jelentds szerepe
van a kiilonféle immunanalitikai modszereknek is (Goodwin, 1992). Ezek az eljarasok
az antigén és az ellenanyag specifikus kolcsonhatasdnak kimutatasan alapulnak
(Hernandez, 1994). A szézad elején kezdddott az immunoldgiai modszerek fejlesztése
a nyers husok azonositasara (Uhlenhut és Weidanz, 1909), amikor az antitestet
tartalmazé szérum ¢€s a husextrakt érintkezési feliiletén megjelend csapadék jelezte az
immunreakciot. Késobb a gélimmundiffuzids technikat és ellenaram-elektroforézist
alkalmazva 1-3 %-os kimutatasi hatart Iehetett elérni (Cutrufelli és munkatarsai, 1989,
Mageau ¢és munkatarsai, 1984). Az immundiffizios moddszert Kang’ete és mtsai
(1982) hasznaltdk tobbek kozt egzotikus 4allatok husmintdinak ¢és azok
keresztreakciojanak vizsgalatara.

Napjainkban elsdsorban enzimes-immunvizsgalatokkal hatdrozzdk meg az
allatfajok eredetét (Martin, 1988, Smith, 1995). A vizsgalatokhoz egyre
elterjedtebben monoklonalis antitestet hasznalnak (Garcia, 1994, Morales ¢és
munkatarsai, 1994), amelyek altalaban jol definialt fehérjék, mint példaul a dezmin
(Billett és munkatarsai, 1996) vagy a laktatdehidrogendz (Cheng és Smith, 1995).

Mig a nyers husok azonositdsdra az immunoldgiai modszerek szamos
valtozata ismert, és a megfeleld antitestek tobbnyire kereskedelmi forgalomban is
elérhetdk, er6sen hokezelt termékek esetén az azonositds lehetdségei a fehérjék
hdédenaturacidja miatt korlatozottabbak (Rossmanith és Bauer, 1994). Hokezelt htisok
meghatarozasdhoz viszonylag termostabil fehérjék (Kang’ethe és Lindquist, 1987,
Adagonda és munkatarsai, 1988) példaul mioglobin (Hayden, 1979, Levieux és
Levieux, 1996) vagy troponin (Saisekhar, 1995) ellen kifejlesztett szérumok
megfeleldbbek, bar ezek kevésbé immunogének. Gyors ELISA (szilardfazisu
enzimjelzéses immunmoddszer) technikat dolgoztak ki Ayob és munkatarsai (1989)
sertéshis kimutatdsara hustermékekbdl. Tobb mint szdz kolbasz és felvagottfélét

vizsgalt meg Hofmann (1994) ELISA-teszttel, mivel tobbek kozott Németorszagban
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is problémat jelent, hogy a gyartok a sertés- vagy marhahtst olcsobb baromfihussal
igyekeznek helyettesiteni. Hazai vordsarakbol és felvagottakbol végezte el az
allatfajok (marha, sertés, csirke) azonositisat Kerekes (1993) automatizalt

nemkompetitiv sandwich ELISA modszerrel.

3. 2. 4. DNS meghatarozason alapulé médszerek

A legujabb kutatdsi eredményekben beszamolnak husfajtdk DNS
meghatarozasa alapjan torténd azonositasardl (Janssen, 1998). Ezek a modszerek az
elektroforetikus és immunanalitikai eljardsokhoz képest még kevésbé terjedtek el, de
nagy szelektivitasuk és érzékenységiik miatt igéretesnek szdmitanak, annak ellenére,
hogy viszonylag komplikéltak és idoigényesek. Ezek az eljarasok lehetové teszik az
allatfajok sikeres megkiilonboztetését a legkiilonfélébb élelmiszerekbdl, mivel a DNS
sokkal kevésbé karosodik a hdkezelés, flistolés, sozas és sok mas élelmiszeripari
miivelet hatdsara, mint a fehérjék (Meyer és munkatarsai, 1994, Bauer és Rippel-
Rachlé, 1998, Behrens és munkatarsai, 1999). A besugarzas viszont szamottevden
megvaltoztathatja a DNS lancokat. Ezt a hatast felhasznalva, hatékonyan ki lehet
mutatni a besugarzott csirke-, sertés- vagy halhust (Cerda és munkatérsai, 1997,
Koppen és Cerda, 1997, Cerda, 1998/a-c, Cerda és Koppen, 1998) a DNS fragmentek
vizsgalataval (DNA comet assay).

Az egyes fajokra jellemz6é DNS szakasz enzimes technikéval torténd
sokszorozasan alapulé PCR modszert sikeresen alkalmaztak (Chukini és munkatarsai,
1994) még rendszertanilag egymashoz kozel 4llo fajok, pl. kecske és juh hasanak
megkiilonboztetésére is (Meyer és munkatarsai, 1995), valamint kiilonféle egzotikus
allatokbol szarmazo hus kimutatasara (Colombo és munkatarsai, 1998). Ujabban a
sokszorozott DNS szakasz kiilonb6z6 restrikcidos enzimekkel torténd hasitasaval, és a
kapott fragmentek elektroforetikus mintazatanak Osszehasonlitdsdval fejlesztették
tovabb az eljarast (Rachlé és munkatarsai, 1997). Tiz kiilonb6z6 vords husu (marha,
bivaly, kenguru, 16, sertés, vaddisznd, szarvas, macska, kutya, nytl) allatfajt (1998) és

szamos szarnyast (1997) azonositott RAPD-PCR (random amplified polimorphic
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DNA fingerprint) eljarassal Koh és kutatdcsoportja. Martinez és Malmheden-Yman
(1998) szerint a RAPD eljaras egyszertibb és olcsobb eredet-meghatarozasi modszer,

mint mas DNS alapt technikak.

3.3. HUSTERMEKEK POTENCIALIS ALLERGEN JELLEGE

Az ¢élelmiszerekkel ¢és ¢€lelmiszer-osszetevokkel szembeni talérzékenységi
reakciok egyre novekvo problémat jelentenek (Wood, 1986, Edwards, 1995, Blades,
1997, Deibel és munkatarsai, 1997, Bair, 1997, Moneret-Vautrin, 1998, Polgar, 2000).
Els6sorban azok a fehérjék okoznak allergiat, amelyek mar viszonylag korai
¢letkorban alapvetd taplalékok. Bar a taplalékallergia problémakorében a husfehérje-
allergia lehetdsége is fenndll, ez azonban a lakossdgnak csak kis szazalékat érinti,
ellentétben a husipari termékek altal okozott tulérzékenységi reakciokkal, melyeket a
hastermékekben 1év6, nem huseredetli fehérjék valtanak ki (Hajos, 2000). Hazdnkban
a leggyakoribb allergének a tej-, tojas-, szoja- €s buzafehérje (Polgar, 1993, Antal,
1994). A taplalékok altal kivaltott allergias megbetegedések esetén fontos az allergén
elhagyésa az étrendbdl (Carter, 1995), amit megnehezithet az egyes ¢lelmiszerekben,
tobbek kozott husalapu készitményekben adalékanyagként jelen levo tej-, szoja-, vagy
mas ¢élelmiszer-fehérje (Gern ¢és munkatarsai, 1991, Leduc és munkatarsai, 1996,
Frémont ¢és munkatarsai, 1996, Hanley, 1997). Ezért sziikséges az élelmiszerek
antigén jellegének vizsgalata, illetve a felhasznalt alap- és adalékanyagok ismeretében
a betegek megfeleld tajékoztatdsa (Munoz-Furlong, 1997, Smith, 1997). Masrészt a
keresztallergia lehetOsége miatt is jelentds lehet az egyes husfajtdk és husipari
termékek allergén aktivitdsanak vizsgalata (Polgar és munkatarsai, 1996). Bar a
husfehérjékkel szembeni taplalék allergia viszonylag ritka, keresztallergia a
tejtermeld allatok teje és husa, illetve a tojastermeld allatok tojasa és husa kozott
eléfordulhat (Walsh €s munkatarsai, 1987, Restani ¢s munkatarsai, 1995, Gelencsér és
munkatarsai, 1997). Egyes esetekben madas allatfajok izomfehérjéi is lehetnek
allergének: példaul sertéshus valamint sertésbelséségekkel szemben kifejlodott

allergias tiinetekkel taldlkoztak Llatser és munkatarsai (1998), és a paciens
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vérszérumaval végzett immunoblott vizsgalattal az allergén aktivitast mutato
sertéshus-, vese- és bél-fehérjék molekulatomegét is meghataroztak.

A fehérjék allergén jellegét szerkezetiik hatarozza meg. Az utdbbi években
nagyszamu taplalék allergént azonositottak, izolaltak és jellemeztek (Anet és
munkatarsai, 1985, Wahn, 1988, Matsuda ¢és Nakamura, 1990, Elsayed ¢és
munkatarsai, 1991, Uhlemann, 1993, Ebbehij és munkatarsai, 1995, Hajés, 1996,
Moller és munkatérsai, 1997). Ennek ellenére a fehérje allergének esetében nem
irhatd le egy kozos, altalanos szerkezeti vagy kémiai jellemzése az allergén/antigén
molekulaknak. Az egyes élelmiszeripari és konyhatechnikai eljarasok modosithatjak a
taplalékfehérjék szerkezetét €s biologiai aktivitasat (Aas, 1988, Urisu és munkatarsai,
1997). A fehérjék allergén aktivitdsdban nagy szerepet jatszik egyrészt immunogén
karakteriik, madsrészt stabilitisuk mind az ¢élelmiszeripari kezelések, mind a
tapcsatornan valo 4athaladas folyamén (Aalberse, 1995). Az antitestek az antigén
molekulaknak meghatarozott helyére specifikusan kotddnek. Az epitopok a fehérje
antigéneknek/allergéneknek azok a haromdimenzids részei, amelyhez antitestek
kapcsolodhatnak. A szekvencialis epitopokat peptidkdtéssel kozvetleniil egymashoz
kapcsolt aminosavakbol allo peptidlancok alkotjak, a konformacios epitopokat pedig
a fehérje térszerkezetének kialakulasa kovetkeztében egymashoz asszocialddott
fehérjelancok hozzdk létre (Regenmortel, 1992). Ezeket az epitdpokat bizonyos
immunoglobulin molekuldk kapcsoldédo helyei, az tigynevezett paratépok felismerik,
¢s létrejon az allergids reakcioért felelds antigén-antitest komplex. Eltérd eredetii
tapanyagok kiilonbozo fehérjéi kozos epitopokkal rendelkezhetnek. Ez az oka annak,
hogy kiilonb6z6 fehérjék kozott az immunoldgiai keresztreakcid lehetdségével, az
izoantigének létével is szdmolni kell (Pastorello és munkatarsai, 1995, Spitzauer és
munkatéarsai, 1995, Hajés és munkatérsai, 1997, Chael és Wal, 1999). Az antigén-

antitest kapcsolodasat mutatja szekvencidlis és konformacids epitoppal a 4. abra.
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antitest A

konformacios _/’“‘\

w P 4 ¥ anligen

szekvencialis~

(folytonos) epitop —— g

antitest B konformacios epilop

4. abra: Az antigén-antitest kapcsolodas sematikus abrazoldsa szekvencialis ¢€s

konforméciods epitdpokkal (Regenmortel, 1992)

A potencialis  allergén  jelleget korszeri  immunanalitikai  ¢és
immunelektroforetikus moddszerekkel (pl. SDS-poliakrilamid-gélelektroforézis ¢és
izoelektromos fokuszalas blott eljarassal ¢és immmunfestéssel kombindlva,
radioimmunelektroforézis, ELISA) vizsgélva kiilonféle élelmiszerekben kimutathatok
azok a fehérjekomponensek, amelyek fogyasztasa egyes betegcsoportok szdmara nem
ajanlhato (Langeland, 1982, Demeulemester ¢s munkatarsai, 1987 és 1991, Desvaux
¢s munkatarsai, 1990, Baudner és Dreher, 1991, Alarcon-Rojo és munkatarsai, 1997,
Leduc és munkatarsai, 1999). Nagyszamt hustermék vizsgalataval hazankban is
késziilt Osszeallitds azokrol az élelmiszerekrdl, amelyeket a tehéntej-, tojas- és

szojaallergidban szenvedok biztonsaggal fogyaszthatnak (Polgar, 1996).
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3. 4. BIOGEN AMINOK

Az ¢lelmiszerek, illetve nyersanyagok mindsitése szempontjabol alapvetd
fontossagu a biogén aminok vizsgalata.

A biologiailag aktiv aminok szerepe az ¢él6 szervezet szamos funkcidjaban
jol ismert. Ezek a vegyiiletek ¢l0 szervezetekben fehérje- vagy nukleinsav-
anyagcseréjiik soran jonnek 1étre, s szamos élelmiszer természetes alkotorészei.

Az élelmiszereinkben talalhato bioldgiailag aktiv aminok kémiai szerkezetiik
alapjan monoaminok, diaminok vagy poliaminok lehetnek. Altalaban azonban inkabb
biologiai szerepiik alapjan osztjak fel oket, “természetes poliaminokra” és “biogén
aminokra”. A természetes poliaminok a de novo poliamin bioszintézis soran
keletkeznek, mig a biogén aminok nem specifikus dekarboxildlassal jonnek Iétre,
gyakran  mikroorganizmusok tevékenysége folytdn. A  biogén aminok
legjellegzetesebb képviseldi a hisztamin, a tiramin, a triptamin, €s a feniletilamin,
természetes poliaminoknak elsésorban a spermidint €s a spermint tekintjiik, néhany
amin - példaul a kadaverin és az agmatin - pedig bizonyos szempontok alapjan
mindkét csoportba besorolhatd (Bardocz 1995). A biogén aminok keletkezése az
¢lelmiszerekben a jelenlévdé prekurzor aminosav mennyiségének és az aminosav
dekarboxilaz enzim mikodésének fiiggvénye. A biologiailag aktiv aminok
keletkezésének f6 biokémiai utjait foglalja 6ssze az 5. abra.

Az ¢élelmiszerek biologiailag aktiv amin tartalmanak ismerete tobb
szempontbol is fontos. Az ¢él6 szervezetek képesek olyan aminok szintézisére,
melyeknek fontos szerepe van a DNS-, RNS- és fehérje-szintézisben, valamint az
egészségmegdrzésben (Bardocz ¢s munkatarsai, 1993), ugyanakkor a bioldgiailag
aktiv aminok koziil néhany pszihoaktiv és/vagy vazoaktiv hatassal lehet egyes
fogyasztokra (Pechanek ¢és munkatdrsai, 1980). E vegyliletek nagyobb
koncentracioban az érzékeny egyéneknél fontos szerepet tOltenek be a
pszeudoallergids reakcid kivaltasaban, és nem kivéanatos tlineteket, pl. szédiilést,
fejfajast, gyomorpanaszokat, vagy bortiineteket valthatnak ki (Bardocz, 1993, Polgar
2000). A kimutatasukra iranyulo kisérleteket és hatasuk vizsgalatat felgyorsitotta az a

megfigyelés, hogy élelmiszermérgezések kivaltasan tul, nitrit jelenlétében egyes
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aminok a karcinogén N-nitrézamin vegyiiletek prekurzorai is lehetnek (Rogowski és

Dohla, 1983, Scanlan, 1995).
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5. abra: A biologiailag aktiv aminok keletkezésének {6 biokémia utjai (Haldsz és

munkatarsai, 1994)
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Az egyes ¢lelmiszerekre jellegzetes szabad aminosav Osszetétel, valamint a
természetes mikroflora jellemz6. Ez alapjan 1ényeges kiilonbség van a novényi és
allati eredetii élelmiszerek biogén amin tartalmaban mind mindségi, mind mennyiségi
szempontbol (Simon Sarkadi ¢és Hodosi, 1998). Biogén aminokban 4&ltaldban
gazdagok azok az élelmiszerek, amelyek eldallitdsanal mikrobiologiai folyamatok
jatszédnak le, ilyenek a fermentdlt savanyusagok, tejtermékek, hal- és
huskészitmények stb. (Haldsz és Barath, 1998, Mendes ¢s munkatérsai, 1999).

A biogén aminok mennyisége ¢és az ¢élelmiszer mikrobiologiai allapota
kozotti  szoros Osszefiiggés miatt meghatdrozasuk lehetévé teszi a termék
mindségének, fogyaszthatdosdganak jellemzését. Halak illetve husok mindsitésére a
kovetkezd biogén amin indexet dolgoztak ki (Mietz és Karmas, 1977, Yamanaka és
Matsumoto, 1989), amely jol hasznalhaté a termékek mindsitésére, frissességének

megitélésére:

hisztamin (ppm) + putreszcin (ppm) + kadaverin (ppm)

1 + spermidin (ppm) + spermin (ppm).

Tovabbi vizsgalatok alapjan tobb szerz is javasolta a biogén amin index
szamlaldjaban a tiramin tartalmat is figyelembe venni, mert ez esetben még szorosabb
korrelaciot mutat az index értéke a tarolasi idével és az érzékszervi birdlatok soran
kapott adatokkal (Abadouch és munkatarsai, 1991, Veciana-Nougés és munkatarsai,
1996 és 1997).

A friss hasmintdkban minden esetben megtaldlhatok a spermin és a
spermidin, mint a husra jellemzé természetes poliaminok (Hernandez-Jover és
munkatarsai, 1996). A vagast kovetden a his biogén aminokban viszonylag szegény,
a tarolas és a feldolgozas soran azonban mennyiségiik jelentésen megnovekedhet
(Tschabrun és munkatérsai, 1990, Szerdahelyi és munkatarsai, 1994, Hernandez-
Jover és munkatarsai, 1997).

Nem fermentalt hasok esetén a biogén aminok megjelenése ¢és
felszaporodasa jol jelzi a mikrobiologiai eredetli romlési folyamatot, bar az aminok
koncentricidja nincs minden esetben ardnyban a mikrobds szennyezettség

mértékével, ugyanis a romlast okozé mikrobdk nem mindegyike dekarboxilaz pozitiv
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(Silla Santos, 1996). A hisztamin, putreszcin és kadaverin tartalom altaldban
emelkedik a romlési folyamat soran, a spermidin és spermin koncentracidja pedig
nem valtozik jelentdsen, illetve kissé csokken (Schmidtlein, 1979, Brink és
munkatarsai, 1990). Erlelt vagy fermentalt huskészitmények aminprofiljat az
alkalmazott starterkultura, ¢és a kiilonféle technoldgiai paraméterek jelentdsen
befolyasoljak (Cantoni, 1995, Butturini, 1995, Masson és munkatarsai, 1999, Bover-
Cid, 1999, Ayhan és munkatarsai, 1999, Montel és munkatarsai, 1999).

A biologiailag aktiv aminok meghatarozasara elsdsorban kromatografias
modszerek johetnek szamitasba (Treptow és Askar, 1990). Alkalmaztak a papir- és
vékonyréteg-kromatografiat (Shaluby, 1994), 0j és hatékony modszernek szamit az
¢lelmiszerek  biogén  amin  tartalmdnak  kimutatisara a  tilnyomadsos
rétegkromatografia (Simon-Sarkadi és munkatarsai, 1998). Gazkromatografias-
illetve GC-MS modszereket is kiprobaltak (Lyons és munkatarsai, 1983). Azonban az
¢lelmiszerekben eléforduld biogén aminok és poliaminok gyors, érzékeny és pontos
meghatarozasara leginkdbb a folyadékkromatografids moddszerek terjedtek el,
elsdsorban az aminosavanalizator (Rogowski és Dohla, 1984, Barath és munkatarsai,
1991, Simon-Sarkadi ¢és Holzapfel, 1994) és a HPLC (Schmidtlein, 1979, Etter ¢és

munkatarsai, 1990, Hernandez-Jover és munkatarsai, 1996, Farkas és Hajos, 1998).
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4. ANYAGOK ES MODSZEREK

4. 1. ANYAGOK

4. 1. 1. Husmintak

A tartdsi méd fehérjemintazatra gyakorolt hatdsanak tanulmanyozasidhoz

Magyar nagy fehér, illetve 75% Magyar nagy fehér X 25% Mangalica genotipusu

sertéseket valasztottunk. Ez utdbbira jellemzd, hogy nagy alkalmazkoddképessége

kovetkeztében jol tarhatd organikus és nagyiizemi koriilmények kozott egyarant. Az

organikus tartasi koriilmények azt jelentik, hogy az éallatoknak a nagylizemi tartashoz

képest nagyobb szabad mozgasteret és komfortérzetet kell biztositani, valamint az

etetett takarmany szermaradvanyt az engedélyezett hatarérték felett nem tartalmazhat,

¢s az allatok antibiotikumot és szintetikus hozamfokozo6t nem kaphatnak (MI 1991).

Az allatok levagésa utan az egyes allatcsoportokbol (IV. tablazat) 6-6 egyed karaj,

comb illetve tarja részeit vizsgaltuk.

Allatcsoport l. 2. 3. 4.
Genotipus | Magyar nagy fehér | Magyar nagy fehér | Magyar nagy fehér | Magyar nagy fehér
x Mangalica x Mangalica x Mangalica

Tartdsi mod | nagyiizemi organikus nagylizemi organikus
(kontroll) (natur) (kontroll) (natar)

Vagosuly 100-120 kg 160-200 kg 100-120 kg 100-120 kg

Kor 8 hénap 12 honap 8 honap 8 hoénap

Vizsgalt comb, karaj comb, karaj tarja tarja

husrész

IV. tablazat: a tartdsi mod hatdsanak vizsgalatahoz hasznalt 4llatanyag fobb jellemzdi

A kondicionalasi

kisérletekhez a

sertés-,

marha- és

vaddisznohus

modellmintékat csontozva, 2,5 cm vastagon szeletelve helyeztiik a 10 literes BARFI
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husérleld konténerbe (RINTER Gépgyartd és kereskedelmi Kft, Budapest). A
kiilonbozé faju allatokbdl szarmazod husrészeket kiilon konténerbe helyeztiik. A

kisérlet kezdetén, majd a kijeldlt mérdpontokban mintat vettiink.

Kondicionalési feltételek:
- sertés-, marha-, vaddisznéhiis 2 °C-on Tyler kamraban, 0-4 hétig
légmentesen, BARFI tarolo edényben tarolva;
- sertés-, marhahus 8-10 °C-on hitdszekrényben, 0-1 hétig légmentesen,
BARFI tarol6 edényben tarolva;
- sertés-, marha-, vaddisznohtis 2 °C-on Tyler kamraban, 0-9 napig, 30 mM

CacCl, oldatban tarolva.

A kiilonboz6 allatfajokbol szarmazo friss és kondicionalt hisminték fehérjéit
elektroforetikus modszerekkel hasonlitottuk 6ssze. A kondicionalasi kisérlet mintait
hasznaltuk fel arra is, hogy a bioldgiailag aktiv aminok valtozasait nyomon kdvessiik

az érlelés folyaman.

A y-besugéirzds fehérjékre gyakorolt hatdsdnak vizsgalatdhoz ismert

genotipusu (Magyar sarga, Erdélyi kopasznyaku fekete, és Fehér Hampshire fajtaj0)
csirkék mell és combrészeibdl szarmazdé mintakat, valamint kereskedelmi
forgalombol szarmazé sertéscomb mintat hasznaltunk. A besugarzast Co® zart
sugarforrasban végeztilk. A mintdkat jég kozé helyezve sugaroztuk be, hogy a

felmelegedésiiket elkeriiljiik.

A hokezeléshez a mintdkat elézetesen megdaraltuk, majd 10-10 g-ot 30

percig vizfiirddben hokezeltiink 50, 60, 70, 80, 100 és 121 OC-on.

A biogén aminok meghatarozasahoz a kiilonb6zé PSE-statust sertéseket a

németorszagi Szovetségi Husipari Kutatd Intézetben (Kulmbach) vagtak le. A
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vizsgalt 10-10 &llat Pietrain x Duroc genotipusii volt. A biogén amin tartalom
vizsgalatahoz karaj (M. long. dorsi) és felsal (M. semimembranosus) mintakat
vettiink. A normal érésii és a PSE jellegii husok elkiilonitéséhez a mintak pH-jat post
mortem 45 perccel €s 24 6raval mértilk meg. A biogén amin tartalmat frissen ill., 3 és
7 napos hiitétarolas utan vizsgaltuk. Néhany mintat hosszabb ideig taroltunk (29 nap)
hogy a biogén aminok mennyiségi valtozasait a romlasi folyamat alatt is nyomon

kovethessik.

Az allatfajok azonositasdhoz és az idegen fehérjék kimutatasahoz részben a

kondicionalasi kisérletbdl szdrmazd husmintakat, részben kereskedelmi forgalombol

szarmazo husokat és hustermékeket hasznaltunk.

4. 1. 2. Human szérumok

Az immunblott vizsgalatokhoz felhasznalt pozitiv human szérumok klinikailag

igazolt tehéntej-, tojas- illetve szojafehérje-allergias személyektdl szarmaztak.

4. 2. MODSZEREK

34



Husok és hiistermékek fehérjéinek és biogén aminjainak valtozdsai.................oe...... Ph.D. értekezés

4. 2. 1. Miofibrillaris és szarkoplazma fehérjék izolalasa

A miofibrillaris fehérjék kinyeréséhez a husmintdkat felapritottuk,

elpépesitettiik, és hideg 0,6 M KCl-el homogenizaltuk (Ultraturrax 20000 rpm). A
kapott szuszpenziot centrifugaltuk (30 perc, 10000 g), végiil a feliiluszot liofileztik. A
szarkoplazma fehérjék izolalasakor KCl helyett 0,05 M-os NaCl oldatot hasznaltunk.

4. 2. 2. Mioglobin Kinyerése

A husmintakbol illetve a hustermékekbdl 0,1M-os 6,5-0s pH-ju
foszfatpufferrel vontuk ki a mioglobint. 5 g mintidt héztartdsi kutterben
homogenizaltuk 6 ml foszfatpufferrel, majd 5500 g-n 15 percig centrifugaltuk,

¢és leszurtik.

4. 2. 3. Troponin izolalasa

A husmintat (vaddiszn6, marha ¢és sertés) haztartasi kutterban
osszeapritottuk. Otszords mennyiségti 0,1 M KCI, 3 mM NaHCOj; oldatot adtunk
hozza, és két percig homogenizaltuk ULTRA TURRAX késziilékkel 20000 rpm-en,
majd centrifugaltuk 5000 g-n 10 percig. A feliiluszot eltettiik, és a maradékot ujra
homogenizaltuk a s6oldatban, majd centrifugaltuk. Ezt a miiveletet 6sszesen négyszer
végeztik el, a feliiluszokat O0sszedntottiik, és lesziirtiik. A szlirlethez ugyanolyan
térfogati 0,8 M-os LiCl oldatot adtunk és a pH-jat 4,5-re allitottuk be 4,5-6s pH-ja
natrium acetat pufferral. Az oldatot 2 6ran keresztiil 1°C-on tartottuk, majd 10 percig
centrifugéltuk 35000 g-n. Ezutan a szuszpenzi6é pH-jat 7,5-re allitottuk 1M-os TRIS
oldattal, és a fehérjét ammoénium szulfat adagolasaval csaptuk ki (kb. 50%
ammonium szulfat). A kicsapddott anyagot lecentrifugaltuk, 35000 g-n 15 percig, és
a csapadékot desztillalt vizben vettiik fel. A szuszpenziot desztillalt vizzel szemben
egy napig dializaltuk, majd az anyagot liofileztiik. A liofilezett troponin komplexet

standardként, illetve az immunizalashoz antigénként hasznaltuk.

35



Husok és hiistermékek fehérjéinek és biogén aminjainak valtozasai

Ph.D. értekezés

4. 2. 4. Nyulban Kkifejlesztett ellenanyagok eléallitasa

A nyulszérumok eléallitasa és az ellenanyagok tisztitdsa a Kozponti
Elelmiszeripari Kutato Intézet Bioldgia Osztalyan tortént: az immunizalas soran
a megfeleld6 (mioglobin, troponin, tej, tojas, szoja) tisztitott antigénekre

specifikus poliklonalis ellenanyagot fejlesztettiink ki magyar-vadas fajtaju

nyulban (Harboe ¢és Ingrid 1973).

4. 2. 5. Izoelektromos fokuszalas

4. 2. 5. 1. Izoelektromos fokuszalds agaroz gélben

Az agar6z oldatot (0,8 % agardz IEF (Pharmacia), 10% szorbit (Pharmacia), 1%

amfolit (Pharmacia)) vizfiirddn 20 percig melegitettiik, és gel-bond film hidrofil

oldalara ontottiik. A desztillalt vizben oldott fehérjemintakat miianyag felvivécsik

segitségével juttattuk a gél feliiletére. A gél két szélére, anod-oldattal (1%-os kénsav

oldat), illetve katod-oldattal (2%-os etilén-diamin oldat) atitatott sziirépapircsikot

helyeztiink. Az elvalasztast 10 °C-on 2,5 oran keresztiil végeztiik Pharmacia FBE-

3000 tipusu késziiléken. A fesziiltséget a kovetkezoképpen valtoztattuk:

50V
100 V
200V
400 V
600 V
800V

20 perc
10 perc
20 perc
30 perc
20 perc
30 perc

- kék festés: a gélt 5 percre fixalo oldatba (3,46 g szulfoszalicilsav, 11,5 g

triklorecetsav 100 ml desztillalt vizben) helyeztiik, 2 x 10 percig metanolban mostuk,

1 oran at préseltiik, és Commassie-blue oldattal (1%-os Commassie-blue (Reanal)
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mosdoldatban) festettiik, végiil a folosleges festéket, mosé oldattal (350 ml metanol,

100 ml ecetsav 1000 ml desztillalt vizben) tavolitottuk el.

- pszeudoperoxidaz festés: gélt kozvetleniil az elektroforetikus elvalasztas
utdan ortodianizidin oldat (33 mg o-dianizidin (Charbiochem) 10 ml etanolban) és
foszfatpuffer (2,02 g citromsav 1-hidrat, 3,56 g di-natrium-hidrogén-foszfat 2-hidrat,
50 ul 37%-os hidrogénperoxid pH: 5,0) 3:7 aranyu elegyében inkubaltuk. A
hemfehérjék, - mint a hemoglobin és a mioglobin - hidrogénperoxid jelenlétében
katalizaljak egyes szerves anyagok, pl. az ortodianizidin oxidacidjat, ilyenkor

barnasvords szinanyag keletkezik (Bauer és Hofmann 1987).

4. 2. 5. 2. Izoelektromos fokuszalas poliakrilamid gélben

A gél oldatot (485 mg akrilamid, 15 mg N,N-bisz-akrilamid, 4.4 g karbamid,
1.2 g 87%-os glicerol 10 ml-re feltdltve desztillalt vizzel + 26 mg B-alanin, 550 pl
amfolit (Bio-Rad) pH 3-10, 550 pl amfolit pH 5-7, 11 pl 40%-0os ammonium-perszulfat
oldat, 11 pl N,N,N',N'-tetrametil-etilén-diamin) két egymastol 0,5 mm tavolsagra 1évo
tiveglap kozé ontottiik, és egy éjszakan at hiitészekrényben taroltuk.

A liofilizalt fehérjéket mintaoldé pufferben (5,7 g 87%-os glicerol, 24 g
karbamid, 250 mg ditioeritreitol 50 ml desztillalt vizben) vettiik fel, és 10 x 5 mm-es
szlir6papir csikok segitségével 10-10 pl-t vittiink fel a gélre. A gél két szélére, andd-
oldattal (5%-os foszforsav oldat), illetve katod-oldattal (2%-o0os NaOH oldat) 4titatott
szlir6papircsikot helyeztiink.

Az elvalasztast Pharmacia FBE-3000 tipusu késziiléken végeztiik a kdvetkezo

kondiciok mellett (V. tablazat):

1épés | 1d6 fesziiltség | aramerdsség |teljesitmény | hdmérséklet
(perc) V) (mA) (W) °O)

1 60 max. 2500 |max. 150 konst. 4 10

2 60 max. 2500 |konst. 5 max. 20 10

37



Husok és hiistermékek fehérjéinek és biogén aminjainak valtozdsai.................oe...... Ph.D. értekezés

V. tablazat: A poliakrilamidgél izoelektromos fokuszalas kondicioi

- kék festés: a fehérjéket 15 percig fixaltuk 15%-os triklorecetsav oldatban
razatva, majd szinezd oldatban (0,3 g Comassie Brillant Blue, 0,5g réz-szulfat
pentahidrat 90 ml metanol, 20 ml jégecet, 90 ml desztillalt viz) 15 percig festettiik,
majd szintelenitd oldattal (250 ml metanol + 100 ml jégecet + 650 ml desztillalt viz)

tobbszor atoblitettiik, amig a hattér szintelenné valt.

- vas festés: Az Fe*™ ion egyes nitrogéntartalmii heterociklusos
vegyiiletekkel, példaul a batofenantrolinnal piros komplexet képez. A Fe’ elbb
redukalédik a merkaptoecetsav hatasara, ezutan reagdl a batofenantrolinnal (Ohmori
¢s munkatarsai, 1985). A vasat tartalmazo fehérjefrakciok rozsaszin savokként
jelennek meg. A gélt az elektroforetikus elvalasztids utan desztillalt vizzel tobbszor
mostuk, ezutdn 6,4 % w/v merkaptoecetsavat (Sigma) és 0,08 % w/v batofenantrolin-

diszulfonatot (Sigma) tartalmazo oldatban 60 percig inkubaltuk

4. 2. 5. 3. Preparativ izoelektromos fokuszalas

A preparativ izoelektromos fokuszalast ROTOFOR-CELL (Bio-Rad)
késziiléken végeztiikk. Az 50ml-es mintakamraba kozvetleniil vittilk be a desztillalt
vizben feloldott, és az amfolit (Bio-Rad), oldattal elkevert fehérjét. Andd-oldattal (0,1 n
foszforsav oldat), illetve katod-oldattal (0,1 n NaOH oldat) toltottiik fel a két
elektrolit kamrat. Az elvéalasztast maximum 1500 V maximum 30 mA és konstans 12
W mellett addig folytattuk, amig a fesziiltség mar nem novekedett tovabb (kb. 3 ora).
Ezutan a hisz frakcidra szeparalodott mintat kémcsovekbe szedtiik. Az egyes frakciok
pH-jat megmértiik, és tisztasdgukat SDS-poliakrilamid-gélelektroforézissel, illetve

agardz izoelektromos fokuszalassal ellendriztiik.
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4. 2. 6. SDS-poliakrilamid-gélelektroforézis

4.2.6. 1. 15%-o0s gél

Az SDS-PAGE elvalasztast MINI PROTEAN II. (Bio-Rad) késziiléken

végeztik. A f0gél 15%-0s, a gyljtdgél pedig 6%-os akrilamid gél volt. A gél

Osszetétele, €s a futtatds koriilményei a kovetkezdk voltak:

15%-o0s f6gél:

8 ml akrilamid oldat (30 g akrilamid és 1 g N,N-bisz-

akrilamid 100 ml-re higitva desztillalt vizzel)

6%-0s gyujtdgél:

Futtat6 puffer:

vizzel

Mintaolddszer:

3,6 ml 2 M-os TRIS (trisz-(hidroxi-metil)-amino-metan) puffer
pH: 8,8) 0,1 M-os s6savval beallitva

4,13 ml desztillalt viz

160 ul 10%-o0s SDS (natrium-dodecil-szulfat) oldat

12 ul TEMED (N,N,N',N'-tetrametil-etilén-diamin)

100 pl 10%-o0s ammonium-perszulfat

2ml akrilamid oldat

1,32 ml 0,5 M-os TRIS puffer pH: 6,8 0,1 M-os s6savval
beallitva

6,46 ml desztillalt viz

110 pl 10%-o0s SDS oldat

12ul TEMED

100 pl 10%-o0s ammonium-perszulfat

6 g TRIS, 1 g SDS, 28,8 g glicin 1000 ml-re feltdltve desztillalt

0,757 g TRIS, 2 g SDS, 10 ml glicerol, 5 ml B-merkapto etanol,

7 mg bromfenolkék 100 ml-re higitva desztillalt vizzel és pH-ja 6,8-ra allitva 6 N

sosavval.
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A futtatast 60 percig maximum 200 V, 45 mA, 12 W, bedllitasaval konstans 200 V-
on végeztiik.

- kék festés: a gélt 20 percre fixalo oldatba (20%-os triklorecetsav)
helyeztiik, 3 x 10 percig mosé oldatban (50 ml ecetsav, 100 ml etanol, 850 ml
desztillalt viz) mostuk, és Commassie-blue oldattal (1%-0s Commassie-blue
(Reanal) mosooldatban) festettiik, végiil a folosleges festéket 7%-o0s ecetsavval

tavolitottuk el.

4.2.6.2. 8%-os gel

Torzsoldatok:
31:1g/100ml akrilamid-biszakrilamid
1,5 M-os TRIS puffer pH: 8,8
10%-0s SDS
10%-0s ammonium-perszulfat
10 v/v%-0s TEMED
0,25 M-TRIS puffer, 2 M glicin, 1% SDS, 0,05 M imidazol, pH: 8,3

mmo aw»

A gél osszetétele:
2,6 ml A-oldat, 2,5 ml B-oldat, 0,55 ml C-oldat, 4 ml desztillalt viz, 0,3 ml
E-oldat, 100 pl D-oldat, 150 ul B-merkapto etanol

A mintaold6 Osszetétele:
0,4 ml B-merkapto etanol, 4 ml 10%-os SDS, 1,6 ml 1 M TRIS-HCI pH: 6,8

puffer, 13,6 mg imidazol, 14 ml desztillalt viz, 15% szachardéz, 6 mg bromfenolkék

4. 2. 7. Elektroforetikus blott technika és immunfestés

Az elektroforetikus elvalasztds utdn poliakrilamid-gélt és a 0,45 um-es

poérusméretii nitrocellul6z membrant (Bio-Rad) 25 mM TRIS-t 192 mM glicint, 20%
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metanolt, és 0,1% SDS-t tartalmazé Towbin pufferben 10 percig ekvilibraltuk. Az
SDS-poliakrilamid-gélelektroforézissel szeparalt fehérjefrakcidkat Semi-Dry Blot
(BIO-RAD) késziilékkel nitrocelluloz membranra vittiik at. A blottolasi id6 60 perc,
az aramerdsség pedig 0,8 mA/cm®. Az immunfestéshez pozitiv human szérumokat,
illetve nyulban kifejlesztett szérumokat hasznéaltunk. A vizsgalatokhoz felhasznalt
pozitiv human szérumok klinikailag igazolt tehéntej, tojas, vagy szojaallergias
betegektdl szarmaztak.
Az immunfestés 1épései a kovetkezok voltak:

— 30 perc inkubalas fedépufferben (2% Tween-20 mos6 inkubald pufferben
oldva)

— 3 x 10 perc mosés (moso6 inkubaloé puffer: 0,05 M TRIS, 0,15 M natrium
klorid, 0,1 mM fenil-metil-szulfonil-fluorid, 0,05% Tween-20).

— 16 ora inkubalas human vagy nytlban kifejlesztett antitestet tartalmazé
mosdoldattal

— 3 x 10 perc mosas

— 2 ora inkubalas anti-nytl IgG elleni peroxidaz enzimmel konjugalt nyul
IgG ellenanyagot (Sigma), illetve anti-human IgG elleni peroxiddz enzimmel
konjugalt kecske IgG ellenanyagot (Sigma) tartalmazo mosdoldattal

— 3 x 10 perc mosas

— 2 ¢6ra inkubalas avidin-peroxidazt (Sigma) tartalmaz6 mosdoldattal

— 3 x 10 perc mosas

— 5 perc inkubalas hideg PBS (8,0 g natrium klorid, 0,2 g kalium klorid, 2,86
g dinatrium-hidrogén-foszfat 2-hidrat, 0,27 g kalium-dihidrogén-foszfat 1000 ml
desztillalt vizben) oldattal

— el6hivas 4-kloro-naftollal hidrogénperoxid jelenlétében (30 mg 4-kloro-
naftol (Bio-Rad) 10 ml etanolban oldva + 25 ml PBS oldat + 100 pul 37%-os
hidrogénperoxid)

4. 2. 8. Videodenzitométeres kiértékelés
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Az elektroforetogramok kiértékelését VarioCam D-6301 Hicam tipust
videodenzitométerrel, €s a hozza kifejlesztett 1D programcsomaggal (Biotec-Fischer)
végeztiik el. A szoftver tartalmazza a molekulatdmeg és izoelektromos pont szerinti
kalibralas lehetdségét. A csucsok teriilete alapjan mennyiségi elemzésre, és az adatok

Osszevetésére volt lehetdség.

4. 2. 9. Mikrobiologiai médszerek

A kezeletlen és besugarzott husmintdk mikrobioldgiai allapotdra vonatkozd
fontosabb jellemzéket a Kozponti Elelmiszeripari Kutaté Intézet Mikrobiologia
Osztalyan végeztiik. A szabvanynak megfeleld moddszerekkel meghataroztuk az
Osszcsiraszamot (MSZ-3640-4: 1986), a Salmonella- (MSZ-3640-8: 1980), az
Enteriobacteriaceae- (MSZ-3640-21: 1983) és a Staphilococcus aureus (MSZ-3640-9:
1985) szamot.

4. 2. 10. Kozépnyomasu folyadékkromatogafia (FPLC)

Az FPLC analizist Pharmacia LC-500 késziiléken végeztiik. A liofilizalt
szarkoplazma fehérjékbol 0,01 M-os ammonium-hidrogénkarbonattal Img/ml-es
oldatot készitettlink és szlirtiikk. Az elvalasztast SUPEROSE12 (Pharmacia) gélsziird
oszlopon 1Iml/perc aramlési sebességgel végeztik, 0,01 M-os ammoénium-

hidrogénkarbonat eluenssel.

4. 2.11. Bioldgiailag aktiv aminok meghatarozasa

4. 2. 11. 1. Biologiailag aktiv aminok meghatarozdsa aminosavanalizatorral

- Mintael6készités:
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Az izomszdvetet laborkutterben apritottuk fel. A huspépbdl 10 g-ot egy 100 ml-

es edénybe mértink be és 40 ml 0,6 moélos perklorsavat hozzaadva

homogenizaltuk a HO4 tipust késziilékkel (Biihler) maximalis fordulatszamon.

Hités utan (30 percig, +5 °C-on) 10 percig 15000 g-n centrifugéltuk. Az

extrakciot még kétszer 30-30 ml perklorsavval megismételtiik. Az igy nyert

extraktot leszirtik és 50 ml-é&t AG 1-*8 50-100, 10 x 400 mm ioncseréld

oszlopra (Bio-Rad) vittiikk, majd 40-40 ml foszfatpufferrel (pH=8) és 1 molos

sosavval tisztitottuk, végiil az aminokat 15 ml 6 mdlos sésavval elualtuk. Az

eluatumot vakuumbeparlon (60 °C-on) szarazra paroltuk. A maradékot 0,01

molos s6savban Ujraoldottuk, és szlrtiik.

- Analizis:

A meghatarozast BIOTRONIK LC 2000 aminosavanalizatorral végeztik. A

kromatografias koriilmények a kovetkezok voltak:

oszlop:

oszlophdmérséklet:

puffer d&ramlasi sebesség:

DC-6-A, (6mm x 170mm)
67 °C

30ml/6ra

ninhidrin oldat aramlasi sebesség: 20ml/6ra

a reakcid homérséklete: 100 °C
mintatérfogat: 100ul
detektalas: 570nm
Az eluensek adatait a VI. tablazat mutatja.
PUFFER A B C
pH 5,80 5,75 5,40
citrat-molalitas 0,1 0,1 0,1
Na-molalitas 1,0 2,5 2,5
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futési id6 (perc)

37

Vl.tablazat:

meghatarozasdhoz

Az eluensek

adatai

a biologiailag aktiv aminok

Az ismételhetdségre vonatkozo adatokat a VII. tablazatban foglaltuk 6ssze.

Putreszcin | Hisztamin | Kadaverin | Spermidin | Spermin
retencios 1d6: 43,4+ 0,6 [53,8+0,4(583+0,5[693+1,1 [115+1,3
(perc)
ismételhetéség: x: 20,7 0,8 47,75 1,9 13,1
(mg/kg)

s: 11,20 0,09 1,6 0,1 1,3
visszanyerhetdség: | 86 89 93 96 98
(%)
linearitas : r=0,999 [r=0,998 [r=0,999 [r=0,999 |r=0,999

VII. tablazat: IsmételhetOségre vonatkoz6 adatok a bioldgiailag aktiv aminok

aminosavanalizatoros elvalasztasakor (n=5)

4. 2. 11. 2. Biologiailag aktiv aminok meghatdrozasa HPLC-vel

- Mintael6készités:

Az izomszovetet laborkutterben apritottuk fel. 10 g htspéphez 10 ml

0,6 molos perklorsavat adtunk, és magneses keverdvel 15 percen keresztiil

kevertiik. Ezutan 20 percig 30000 g-n centrifugéltuk, és elkiilonittettiik a két

fazist. Ezutan 6 ml 0,6 molos perklorsavat adtunk a csapadékhoz €s ujabb 15
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percen keresztiil kevertiik, majd megismételtiikk a centrifugalast. Az extrakcids
1épéseket 5 ml perklorsavval Gjra elvégeztiik, és a feliiluszokat dsszedntottiik.
Az igy nyert perklorsavas extraktot 6sszegy(jtottiik, €s 25 ml-re egészitettiik ki
perklorsav oldattal. Az extraktokat 0,45 pm-es porusméretii szlirn atsziirtiik a

HPLC analizis elott.

- HPLC analizis:

A bioldgiailag aktiv aminokat (Sigma), [oktopamin (OCT), dopamin (DOPA),
tiramin (TIR), putreszcin (PUT), szerotonin (SER), kadaverin (CAD), hisztamin
(HIS), agmatin (AGM), B-feniletilamin (B-FEN), spermidin (SPD), triptamin (TRP),
¢s spermin (SPM)] a Hernandez-Jover ¢és mtsai. (1996) altal leirt
folyadékkromatografids modszerrel hatdroztuk meg. A moddszer alapja bioldgiailag
aktiv aminok elvalasztdsa reverz fazisi ionpar kromatografiaval (oktanszulfonsav
ionparképzé reagens felhaszndldsaval), ¢és oszlop derivatizdciot kovetd
spektrofluorometrikus detektalassal.

A HPLC rendszer (Waters) WO600E tipust pumpabol (az eluensek szdmara),
¢s W510 tipustt pumpabdl (az oszlop utdni derivatizalé reagens szamara) ¢s W474
fluoreszcens detektorbol allt. Az elvalasztast Nova Pack C18 (3,9 x 150 mm, 4 pum
(Waters)) oszlopon végeztiik 40 °C-on. A mobil fazis aramlasi sebessége 1 ml/perc, a

derivatizal6 reagensé pedig 0,4 ml/perc volt.

- A eluens: 0,1 M natrium acetatot és 10 mM natrium oktanszulfonatot

tartalmazé vizes (MilliQ) oldat pH 5,25-re éllitva 100%-o0s ecetsavval.
- B eluens: 660 ml B oldat + 340 ml acetonitril (Merck, gradient grade) A B
oldat 0,2 M natrium acetatot és 10 mM natrium oktanszulfonatot (Romil) tartalmazo

vizes (MilliQ) oldat pH 5,50-re allitva 100%-os ecetsavval.

- Derivatizal6 reagens: 15,5 g borsavat és 13,0 g kalium hidroxidot oldottunk

500 ml desztillalt vizben, majd 1,5 ml 30 % brij-35 oldatot (Merck) és 1,5 ml B-
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merkaptoetanolt

adtunk hozz4. Ezutan 2,5 ml metanolban oldott 0,1 g orto-

ftalaldehidet (Merck) adtunk az oldathoz és elkevertiik. A gradiens eliicié adatait a

VIII. tablazat tartalmazza.

1d6 A eluens |B eluens
0 perc |80 % 20 %
50 perc |20 % 80 %
52 perc |20 % 80 %
54 perc |80 % 20%
56 perc |80 % 20 %
VIII. tablazat: Gradiens

elvalasztasahoz

Az ismételhetdségre vonatkozo adatokat a IX. tablazatban foglaltuk ossze.

program a biologiailag aktiv aminok HPLC-s

TIR. [PUT CAD |HIST |[AGM (SPD |TRP |[SPM.
retencios ido: 129 (14,6 17,7 19.9 38.4 43,7 447 + |51,7
(perc) +0,09 £0,11 |+£0.20 | £0,20 |£0,32 | £0,53 [0,55 + 0,68
ismételhetdség:

x: (mg/kg) (3,90 B.95 435 420 |4,10 [6,00 (4,00 19,40
s: +0,17 0,22 |+0,30 {£0,23 |£0,34 |+£0,35 [£0,29 |+£0,45
visszanyerhet6- |97,61 (101,20 99,62 |100,51 {99,75 |101,50 |92,86 |103,65
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ség: (%)

linearitas : 0,9975 (0,999 0,999 [0,999 (0,999 |0,9975 0,999 |0,999
r (p<0,0001)

IX. tablazat: Ismételhetoségre vonatkoz6 adatok a bioldgiailag aktiv aminok HPLC-

s elvalasztasakor (n=6)

A standardként hasznélt aminkeverék kromatogramjat €s egy négy hétig érlelt marha

hatszin minta kromatogramjat mutatja a 6. és 7. abra.

:r_' L 4 thomoonens) (a.(n:'” © (uVsecr |
356 80 — 1 [ocT | 4.4 234366
T 2 | DOPA 3.1 197314 |
T 3 [ TIR 12.9 B
300.00 —f T [PoT 1.6 362480 |
I 5 | AP 16.1 728416
ul % | SER [ 16.3 179179
250.00 — T | CAD 17.7 To7iey |
= 8 | HIST 19.9 544215
J 9 [ A "38.4 j 387855 |
aa — 10 [ B-FEN | 42.2 153657 |
& . 11| seD 33,7 399495 |
1 1z | TRP 4.7 280727
15000 — 13| sem 51.7 195298 |
100.00" —f
so.00 — % < : g. % §F &
3 §  Blg ® e B i
T Lk kMR L Kbk
Q.q0.
3 F = = F T L2 F T L et ——
0.00 20.00 : 40.00 tmInr -

6. abra: Standard kromatogram a biogén aminok HPLC analizis¢hez

e . Bes- k2 Q360 g

Too. 00

50.00
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7. abra: Négy hétig érlelt marha hatszin minta kromatogramja

4. 2. 12. Statisztikai modszerek

A biologiailag aktiv aminok vizsgalatakor a PSE jelleg hatasat, és a vizsgalt
testtajak kozti eltéréseket varianciaanalizissel, illetve kétmintas t-probaval értékeltem.

A szamitasokat a Microsoft Excel program segitségével végeztem.

5. EREDMENYEK ES ERTEKELES

5.1. KULONBOZO ALLATFAJOK FEHERJEMINTAZATANAK
OSSZEHASONLITASA

Az ¢élelmiszeriparban meghatarozéva valdo mindségi és fogyasztovédelmi
kovetelmények, és az élelmiszerek allanddan boviilé nemzetkdzi kereskedelme miatt
egyre nagyobb jelentdségli a husok eredetvizsgalata, illetve az idegen fehérjék
kimutatasa a hustermékekbdl. Mivel a szeletelt vagy daralt husok, és fagyasztott
tombhtisok érzékszervileg mar nem azonosithatéak, sziikség van olyan megbizhato
eljarasokra, amelyekkel az allatfajok azonositasa ilyen elokészitések illetve tarolés
utan is viszonylag egyszeriien elvégezhetd.

Az éllatfajok azonositasat friss, kiilonbozé ideig tarolt ¢és fagyasztott
husrészekbdl végeztiik el, majd vizsgalatokat kiilonb6zé husalapu termékekre is
kiterjesztettiilk. A hazankban altalanosan fogyasztott husokbol (sertés, marha, birka,

csirke, pulyka, liba, kacsa, vaddiszné stb.) szarmaz6 mintdk szarkoplazma fehérjéit
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elektroforézissel valasztottuk el molekulatomegiik, valamint izoelektromos pontjuk
alapjan.

Az SDS-poliakrilamid gélelektroforézissel szeparalt fehérjéket
elektroforetikus blott technikéval nitrocelluléz membranra vittiik at, és mioglobin
ellen nytlban kifejlesztett szérum felhasznéaladsdval immunreakcidt jatszattunk le.

Az izoelektromos fokuszalassal szeparalt mioglobin frakcidkat peroxidaz
aktivitasuk alapjan specifikus enzimfestéssel is jeleztiik. Az elektroforetogramokat

videodenzitométerrel értékeltiik ki.

5. 1. 1. Molekulatomeg szerinti megoszlas

A kiilonboz6 allatfajok izomfehérjéinek SDS-poliakrilamid-
gélelektroforézises elvalasztasi képét Osszehasonlitva, lathatd (8. abra), hogy az
egyes fajok fehérjemintazatdban bizonyos eltérések vannak, de a kiilonbségek
elsésorban mennyiségi jellegick az egyes fehérjefrakciokra nézve, és a fébb
fehérjesavok minden mintaban egyformén jelen vannak. Ezek alapjan elmondhato,
hogy az izomfehérjék molekulatomeg szerinti megoszldsanak vizsgéalata nem teszi

lehetévé a hismintak egyértelmii azonositasat.

o3 J ‘

: : 3
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94000 - ﬁ
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30000 - Sy

20100 - s

14400 - ‘ ¢



Husok és hiistermékek fehérjéinek és biogén aminjainak valtozdsai.................oe...... Ph.D. értekezés

1.) LMW molekulatémeg standard (Pharmacia) 2.) marhahts 3.) sertéshus
4.) vaddisznohus 5.) birkahtis  6.) nyalhts  7.) csirkehus 8.) kacsahts
9.) libahus  10.) pulykahts

8. abra: Kiilonbozd allatfajok friss husabol szarmazo fehérjék 0,05 M NaCl-os
kivonatanak SDS-PAGE elvalasztasa

5. 1. 2. Sertéshus kimutatasa immunblott modszerrel

Preparativ  izoelektromos fOkuszalassal tisztitott sertés mioglobinnal
immunizalt nyulak szérumat felhasznalva az SDS-PAGE szeparalast ¢és
elektroforetikus blottot kdvetd immunreakcidhoz, azt vizsgaltuk, hogy az immunblott
kép alapjan mennyire kiilonithetd el egymastol a friss €s érlelt sertés-, marha-, illetve
vaddisznohts. A poliakrilamid gélre friss és kiilonb6z6 ideig érlelt husminték 0,05 M-
os NaCl-lel késziilt kivonatait vittiikk fel. Az immunblott képekrdl leolvashato, hogy
szamos a mioglobinnal magasabb molekulatomegii fehérjefrakcid erds immunreakciot
adott, ezek azonban jol elkiilonithetéek voltak a mioglobin savoktol. Erdekes
megfigyelni, hogy az érlelés sordn az immunvalasz nem gyengiil, inkdbb kissé
er6sodik, és hogy az eredeti fehérjeképhez képest ujabb alacsonyabb molekulatomegi
frakciok, - feltehetden degradalt termékek — jelennek meg. Megallapithat6 az is, hogy
a marhahus és a vaddisznohus mind a mioglobinnak megfeleld helyen, mind a
magasabb molekulatomeg tartomanyban erds keresztreakcidt mutat a sertéshussal (9.
abra), igy az eljaras nem ajanlhat6 egyértelmiien a vizsgalt allatfajok azonositasara.

Tovabbi vizsgalatainkban sertés szérum albumin ellen nyulban kifejlesztett

antitest felhasznalasaval probaltuk elkiiloniteni a sertéshust a tobbi allatfajtol. Ebben
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az esetben a sertés albuminon kiviil a sertéshusbol és a vaddisznohusbol készitett
kivonatok igen intenziv szinreakciot adtak, az 0sszes tobbi allatfaj izomfehérjéi pedig
nem, vagy csak elhanyagolhatd mértékben festddtek. A marhahts és a birkahts
gyakorlatilag nem adott immunreaktiv fehérjefrakciokat, a baromfihuisok és a nyulhus
fehérjéi is csak minimalis mértékben reagaltak a felhasznalt antitesttel. Amint az a 10.
abran is megfigyelhetd, ezzel a moddszerrel a ,sertés fajok” egyértelmiien

elkiilonithetdek a tobbi vizsgalt allatfajbol szarmazo mintaktol.

- albumin

- mioglobin
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1.) friss sertéshus 2.) 7 napig érlelt sertéshus ~ 3.) 14 napig érlelt sertéshus
4.) 21 napig érlelt sertéshiis 5.) friss marhahus  6.) friss vaddisznohus

9. abra: Sertéshuslé fehérjefrakciok: SDS-PAGE, semi-dry blott, immunfestés
nyulban kifejlesztett sertés-mioglobin elleni antitestet tartalmazd szérum

felhasznalasaval
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1.) nyalhus  2.) csirkehus 3.) kacsahus 4.) pulykahts 5.) birkahus

6.) marhahus 7.) vaddisznohus 8.) sertéshus 9.) sertésalbumin

10.) eldszinezett molekulatomeg standard (MW: 94000, 67000, 43000, 30000,
20100,14400. BIO-RAD)

10. abra: SDS-PAGE, semi-dry blott, immunfestés nyulban kifejlesztett sertés

albumin elleni antitestet tartalmazo szérum felhasznalasaval

5. 1. 3. Vasat tartalmazo fehérjefrakciok vizsgalata izoelektromos fokuszalassal

5. 1. 3. 1. Mioglobin-mintdzat meghatdrozadsa

Mivel a szarkoplazma fehérj¢k izoelektromos fokuszalasdval kapott
fehérjemintazat jellemzé az egyes allatfajokra, kiilonosen a mioglobin frakciok
fajspecifikusak, ez a tulajdonsaguk felhasznalhaté a hiusmintdk eredetének
meghatarozasara. Megkonnyiti az azonositast, ha az 6sszes fehérjét jelzo kék festés
helyett a hemfehérjékre specifikus pszeudoperoxiddz festést alkalmazzuk. A
kozelebbi rokonsagban 4all6 fajok mintazata nagyon hasonlo lehet, de a legtobb
esetben, ha a f6 sdvok helye meg is egyezik a pH gradiensben, a tovabbi mioglobin
frakciok, az ugynevezett melléksavok izoelektromos pontja részben kiilonbozik.

Kisérleteinkben friss és kondicionalt husmintak izoelektromos fokuszalasat
végeztiik el, és Osszehasonlitottuk a kék festéssel és pszeudoperoxiddz festéssel
kapott eredményeket.

A 11. abra friss és érlelt sertés-, vaddisznd- és marhahuslé mintak kék
festéssel jelzett fehérjemintazatat mutatja. Ebben az esetben is megfigyelhetd néhany

jellegzetes kiilonbség az allatfajok kozott: feltling a sertésre jellemzo sav a kozel a pl:
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9-hez, ami a masik két mintacsoportnal hidnyzik, és a = pl: 5,5-tel jellemezhetd
fehérjefrakcié a marhahuslé mintdknal. A friss és a kiilonbozd ideig érlelt mintak
kozott nem taldltunk jelentds kiilonbségeket.

A Magyarorszagon gyakran fogyasztott husfélék (sertés, marha, birka,
csirke, pulyka, liba, kacsa, vaddiszn6 stb.) 0,05 M-os NaCl-lel készitett kivonatait
pH-gradiensben elvéalasztva, és a hemfehérjékre specifikus festést alkalmazva
meghataroztuk az adott allatfajokra jellemzé mioglobin mintazatot friss husmintak

vizoldhat6 fehérjéinek felhasznalaséval (12. abra).

[98)

© NN bk

10.
1.

12.
13.
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pl 938473 6,5 52 45 3,5

1.) friss sertéshus 2.) 7 napig érlelt sertéshus  3.) 14 napig érlelt sertéshus
4.) 21 napig érlelt sertéshtis 5.)friss vaddisznohts 6.) 7 napig érlelt vaddiszndhus
7.) 14 napig érlelt vaddisznohus 8.) 21 napig érlelt vaddisznohus

9.) friss marhahtis ~ 10.) 7 napig érlelt marhahts 11.) 14 napig érlelt marhahus

12.) 21 napig érlelt marhahus13.) IEF standard (Pharmacia)

11. abra: Sertés-, vaddiszno- és marhahuslé izoelektromos fokuszalasa, kék festés

. v

- - e .
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1.) nyalhts  2.) csirkehus 3.) pulykahus 4.) libahtis  5.) kacsahus

6.) sertéshus 7.) vaddisznohus 8.) marhahtus 9.) birkahtis 10.) I6mioglobin

12. abra: Kiilonboz0 éllatfajok mioglobin mintazata

A mioglobin frakciok elhelyezkedését tekintve az eredmények 0sszhangban
vannak a Hoffman és Bliichel-féle (1986) mioglobinatlasszal, egyediil a nyulhus
esetén figyeltink meg az altaluk megadottakhoz képest savasabb tartomanyban
peroxidaz aktivitassal rendelkezd savokat.

Az irodalmi adatoknak megfelelden a rendszertanilag kozeli rokonsagban
1év6 fajok mioglobin mintdzatdban csak kisebb eltéréseket tapasztaltunk, de a két f6
mioglobin frakcion kiviill megjelend mellékfrakciok segitségével, biztonsaggal
megkiilonboztethetd volt egymastol, pl. a sertéshiis és a vaddisznohus is.

Kiilonboz6 ideig érlelt marhahus, sertéshus és vaddisznohiis modellmintak
felhasznaldsdval nyomon kovetve a kondicionalas hatasat, azt tapasztaltuk, hogy még
a harom hétig tart6 kezelés sem okoz jelentds valtozast a mioglobin mintazatban (13.
abra). Megfigyeltiikk tovabba, hogy a friss és az elézbleg fagyasztva tarolt mintak
mioglobin képében sincs eltérés.

A mioglobin hétlirésére vonatkozé kisérleteket lomioglobin modelloldatok

(Smg/ml-es vizes oldat) kiilonbozd homérsékletre bedllitott vizflirdon valod
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hokezelésével végeztiik, a peroxiddz aktivitas csokkenésével ardnyos szinintenzitas-
valtozast videodenzitométerrel értékeltiik (14. abra, és X. tablazat). Ezek a
vizsgalatok azért lényegesek, mert hokezelt termékek esetén a mioglobin mintdzat
alapjan torténd fajtaazonositasnak hatart szab a hddenaturacio. A hokezelés
mértékének novelésével egyre kevésbé intenziven festddd mioglobin frakcidkat
kaptunk. A peroxidaz-aktivitas jelentds csokkenése rovid idejlii (3 perces) hokezelés
esetén 70 és 80 °C kozott kovetkezett be, de a mioglobin savok még 15 perces 80

illetve 90 °C torténd kezelés utan is kimutathatdak voltak

10.
11.
12.

13
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- +
pl: 10,0 3,5

1,) friss sertéshus 2.) 7 napig érlelt sertéshus  3.) 14 napig érlelt sertéshiis
4.) 21 napig érlelt sertéshiis S.) friss vaddisznohts 6.) 7 napig érlelt vaddisznohus
7.) 14 napig érlelt vaddisznohus 8.) 21 napig érlelt vaddisznohus

9.) friss marhahts  10.) 7 napig érlelt marhahts 11.) 14 napig érlelt marhahus
12.) 21 napig érlelt marhahtis13.) l16mioglobin (Calbiochem)

13. abra: Friss és érlelt husok kivonatainak izoelektromos fokuszaldsa, mioglobin

festés
* y " U
o0 / ;
Nav]
A [ f
5 [0
<
E 1
5 !
17
o ]
5D
,115,5
} d‘ J- L - .._,.r.‘-.n AT I s r— . e
_I' Ty
1 2 3 45 6 7 8 9

1.) kezeletlen oldat  2.) 60 °C, 3 perc 3.) 70 °C, 3 perc 4.) 80 °C, 3 perc
5.) 80 °C, 10 perc 6.) 80 °C, 15 perc 7.) 90 °C, 3 perc 8.) 90 °C, 15 perc
9.) 100 °C, 3 perc

* kezeletlen (kontroll) oldat = 100 %
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14. abra: Kiilonb6z6 mértékben hokezelt, és az izoelektromos fokuszalast kovetden

mioglobinfestéssel jelzett Idmioglobin mintak denzitogramja

Tanulmanyoztuk a mioglobin mintdzat alapjan vald eredet-meghatarozas
alkalmazhatdsagat husipari termékek esetén, ezért a hustermékek koziil a fontosabb
termékcsoportok (fermentéalt husaruk, vorosaruk, és konzervek) néhany jellegzetes
képviseldjét vizsgaltuk. A ,parasztkolbdsz” esetén szdmos intenziven festédd sav
jelent meg, a ,,marhapérizsi” mintdban viszont csak két fehérjesav adott reakciot a

marha-mioglobinnak megfeleld helyen (15. abra).

kezelések cslicsmagassag csucsteriilet™
(%) (%)
kezeletlen oldat 100,0 11920 100,0
60 °C, 3 perc 94,0 11180 93,8
70 °C, 3 perc 91,7 11080 93,0
80 °C, 3 perc 43,8 3640 30,5
80 °C, 10 perc 22,0 2070 17,4
80 °C, 15 perc 23,0 1800 15,1
90 °C, 3 perc 21,9 1750 14,7
90 °C, 15 perc 19,1 1340 11,2
100 °C, 3 perc 16,7 1290 10,8

*a lomioglobinra jellemz6 harom {6 sav kiértékelésébdl adodo csucsteriiletosszeg

X. tablazat: A hokezelt mioglobinoldatok 14. abran lathaté denzitogramjahoz

tartozo adatok

Virsli mintdban kimutathatéak voltak mind a marhahtisra, mind a sertéshuisra

jellemzd mioglobin frakciok. Fiistolt sertéscomb esetén a sertés-mioglobinra jellemz6
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helyen halvany, elmosoddott savok jelentek meg, a sertésparizsi és loncskonzerv
kivonatai viszont egyaltalin nem mutattak szinreakcidt. Az egyes hustermékek
peroxidaz aktivitassal rendelkezd fehérjéinek denzitogramjait foglalja Ossze a 16.
abra.

Az eredmények arra utalnak, hogy az izoelektromos fokuszalassal
elvalasztott mioglobin frakcidk pszeudoperoxidaz festése alkalmas moédszer friss,
érlelt, illetve fagyasztott hismintak eredetének meghatarozasara, még rendszertanilag

kozeli rokonsagban all6 fajok, pl. sertés és vaddiszn6 esetén is.
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1.-3.) ,,parasztkolbasz” kivonat

4.-6.) ,,marhaparizsi” kivonat

15. abra: Parasztkolbasz- és marhaparizsi-kivonat mioglobin festése

g |
§ i
g ; : ;
I ofes g g3 LS
A e
B i oy LR ey
5 P 7 "'-\_,T-:_
25 i gl p
e O e
: 5— : _‘.f_"--—' ‘r \_3_'_'_ e N e ‘_“___‘_q___
e e €3 :
L5 et N et
- 25 . :
L g s
- el I e D
(3] i e :
pozicio (cm)
1.) sertés virsli 2.) fustolt tarja 3.) rakott fejhus 4.) ceglédi 1oncs

16. abra: Kiilonféle hustermékek peroxidaz aktivitdssal rendelkezd fehérjéinek

denzitogramjai
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Feldolgozott termékek esetén az alkalmazott technologia (fiistdlés,
hokezelés, pacolas) hatart szab az 4llatfajok izoelektromos fokuszalassal valo
azonosithatdsaganak. A konzerv mintadknal az egyes technologiai miiveletek olyan
mértékben megvaltoztattdk a fehérjék szerkezetét, hogy a felhasznélt husok
eredetének meghatarozdsa mioglobin mintazat alapjan mar nem lehetséges. Az er0sen
hokezelt, vagy alacsony szinhustartalmu termékek egyértelmli azonositisahoz
sziikség lehet tovabbi (immunanalitikai és/vagy DNS kimutatason alapulo)

vizsgalatokra is.

5. 1. 3. 2. Vasat tartalmazo nem hem-fehérjék kimutatasa

A nem hem vas kimutatdsara régdta ismeretes a ferroin reakcid, amelyben a
Fe*™ ion egyes nitrogéntartalmi heterociklusos vegyiiletekkel (példaul a
batofenantrolinnal) piros komplexet képez (Smith és munkatarsai, 1952). Ez a reakcio
az alapja annak a moédszernek is, amelyeket elsdsorban viz, illetve mas folyadékok,
pl. bor, vérszérum vastartalmanak meghatarozasara dolgoztak ki (Landers és Zak,
1959, Craig és munkatarsai, 1991, Hassan és Marzouk 1994, Saito, 1994). Ezt az
ugynevezett vas festést hasznaltdk Ohmori és munkatarsai, (1985) vasat tartalmazo
fehérjék nativ-poliakrilamid gélelektroforetikus elvalasztasa utan.

Kisérleteinkben izoelektromos fokuszalast kovetden husfehérjekivonat
esetén végeztiik el a vastartalmt fehérjék specifikus detektdlasara alkalmas festést
(17. abra). Nem hem vasat tartalmazo6 kontrollként ferritint vittiink fel a gélre. Mind a
vaddiszno-, mind a marhahismintaban ki lehetett mutatni a nem hem vasat tartalmazo
jellegzetes roézsasziniire festddé savokat. Frdekes megfigyelni, hogy a gélen jol
kivehetéek a mioglobin savok a két allatfajra jellemzd helyen, azonban mig a nem
hem vasat tartalmazo frakciok a batofenantrolin hatasara rozsasziniire festodtek, a
mioglobin nem adott szinreakciot, csak természetes barnasvords szine miatt lathato.

Ezek az eredmények arra utalnak, hogy az altalunk kifejlesztett eljaras

lehetové teszi a nem hem vasat tartalmazo fehérjefrakciok specifikus kimutatasat
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hismintadkban, illetve a hem és nem hem vasat tartalmazo fehérjesdvok egyidejii

vizsgalatat.

pH: 10,0 3,5
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1.) ferritin (0,03mg) 2.) ferritin (0,05mg) 3.) ferritin (0,08mg) 4.) vaddisznohus

5.) marhahts

17. abra: Izoelektromos fokuszalassal szeparalt vaddisznohuslé és marhahuslé vas

festése

5. 2. AZ ALLATTARTASI MOD HATASANAK VIZSGALATA SERTESHUS-
FEHERJEKRE

Kisérleteinkben nagyiizemi illetve organikus korilmények kozott tartott
sertésekbdl szarmazd hismintdkat hasonlitottunk 6ssze. A felhasznalt dllatanyag fobb
jellemz6i az IV. tablazatban (a 31. oldalon) talalhatok.

Az elsé allatcsoport a masodiktol tartdsi modban ¢és genotipusban is
kiilonbozik, igy fehérjeszerkezetiik 6sszehasonlitasa a két tényezd egylittes hatdsdnak
vizsgalatat teszi lehetové. Az els6é ¢és a masodik allatcsoport hismintainak
vizsgélatakor a molekulatomeg eloszlasban jelentds kiilonbséget nem lehetett
kimutatni sem a miofibrillaris, sem a szarkoplazma fehérjék esetén. Mind a karaj-
mind a combmintakrél elmondhato, hogy az elektroforetogramok nagyon hasonloak.
A tovabbiakban az izomfehérjéket izoelektromos fokuszalassal szeparaltuk. Az
optimalis elvalasztds érdekében tobbféle amfolitot, illetve ezek keverékeit is
kiprobaltuk. A leghatékonyabb elvalasztast a 2-11, 5-7 és 7-9 pH tartomanyu
amfolitok (2:1:1 aranyu) keverékével lehetett elérni. Az eredmények alapjan
megallapithato, hogy tartasi moéd €s a genotipus izomfehérjékre gyakorolt hatasanak
vizsgélatara az SDS-poliakrilamid gélelektroforézisnél alkalmasabb az izoelektromos
fokuszalas. Az azonos csoportban taldlhatd egyedekbdl szarmazod mintdk
fehérjemintdzata kozott nem lehetett kiilonbséget kimutatni. Az izoelektromos
fokuszalassal szeparalt natar és kontroll (nagyiizemi koriilmények kozt tartott

allatokbol szdrmaz6) husmintdk elektroforetogramjai kozott azonban észrevehetd
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eltérés figyelheté meg, kiilondsen a combmintdkndl. A karajmintdk esetén a
kiilonbség kevésbé kifejezett. Elsdsorban a bazikus ¢és a gyengén savas pH
tartomanyban taldlhatdo fehérjefrakciok mintdzatdban lathatdak mindségi ¢és
mennyiségi kiilonbségek. Egy-egy natur és kontroll comb-, illetve karajminta
izoelektromos fokuszalasat mutatja a 18. dbra, amelyen megfigyelhetd a kontroll
karajmintara jellemzé 5-0s koriili izoelektromos ponti fehérjesav, a natar
combmintanal lathat6 diffuz zona a 4-5 kozotti pH tartomanyban, és a 6-os és7-es
izoelektromos pont kozotti eltérések a karajmintdk mintdzatdban. Az agar6z gélrél
készitett denzitogramokon is megfigyelhetok a hismintak fehérjefrakcidinak

izoelektromos pont szerinti megoszlasaban mutatkoz6 kiilonbségek (19. abra).

3,2

4,5

6,0

7,3

8,3

11,0
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1.
2.)
3)
4.)
5.)

IEF standard (Pharmacia)

karajminta az 1. allatcsoportbol (kontroll)
karajminta a 2. allatcsoportbol (natar)
combminta az 1. &llatcsoportb6l (kontroll)

combminta a 2. allatcsoportbol (natir)

18. abra: Az 1. és 2. allatcsoportbol szarmazd hismintak izoelektromos fokuszalasa
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19. abra: A 18. abran lathato fehérjesavok denzitogramjai és kiilonbség-gorbéi

A nagyiizemi és az organikus koriilmények kozott tartott allatok genotipusa és
vagosulya altaldban nem azonos, mégis felvetédik a kérdés, hogy az 1. és 2.
allatcsoport fehérjeszerkezete kozott kimutatott eltérések mennyiben az allattartdsi
mod, €s mennyiben az egyéb tényezok kovetkezményei. Ezért 6sszehasonlitottuk a 3.
és 4. allatcsoportbdl szarmaz6 mintakat, amelyek csak a tartdsi modban kiilonboztek.
Ebben az esetben sem a szarkoplazma fehérjék, sem a miofibrillaris fehérjék
molekulatdémeg megoszlasaban (20. abra), sem az izoelektromos fokuszalassal és kék
festéssel kapott mintazatban nem lehetett jellegzetes kiillonbozdségeket kimutatni a

két allatcsoportbdl szarmazo husmintak kozott. O - kiilonbséggorbe
(3. minta - 2. minta)

Y [ TV SN

94000 -

67000 -

43000 -

30000 -

14400 -

20100 -

1 2 3 4 5 6 7

1.) LMW molekulatomeg standard (Pharmacia)

2-4.) a4. allatcsoportba (natur) tartozo kiilonb6zo egyedekbdl szarmazo hiasmintak
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5-7.) a3. allatcsoportba (kontroll) tartozo kiillonb6zo egyedekbdl szarmazo hismintak

20. abra: A 3. és 4. allatcsoportbol szdrmazd husmintak miofibrillaris fehérjéinek

SDS-PAGE képe

Irodalmi adatok szerint az izomszdvet mioglobin tartalma Osszefiigghet
né¢hany a hiismindséget is befolyasold tényezdvel, mint az €16 allat mozgasi aktivitasa
(Hofmann és Bliichel, 1986), vagy a htis PSE-jellege (Bauer és Hofmann, 1990). Ezek
alapjan feltételeztiik, hogy a tartasi mod hatassal lehet az izoelektromos fokuszalassal
¢és pszeudoperoxidaz festéssel meghatarozott mioglobin mintdzatra. Az organikus és a
hagyomanyos koriilmények kozott tartott sertések (3. és 4. allatcsoport) husabol
szarmazo szarkoplazma fehérjék mioglobin mintazatat 6sszehasonlitva feltind, hogy
az azonos genotipusu allatbol szarmazo, de nagylizemi modon eldallitott sertéshiishoz
képest ezeknek a sertéseknek a hiisaban magasabb a mioglobin tartalom, és

megvaltozott a két {6 mioglobinsav egymashoz viszonyitott ardnya is (21. abra).

pl

6,0
6,5
6,8

7,2
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1-3.) a4. éllatcsoportba (natur) tartozo kiilonb6zo egyedekbdl szarmazd huasmintak
4-6.) a 3. allatcsoportba (kontroll) tartozé kiilonb6z6 egyedekbdl szdrmazo hiismintak
7-8.) lomioglobin (Calbiochem)
21. abra: A 3. és 4. allatcsoportbdl szarmazé husmintak mioglobin mintazata

Az o-dianizidinnel specifikusan megfestett mioglobinsavok (21. abra)
denzitometrias értékelésével kapott adatokat a XI. tablazat foglalja 0ssze. Az egy-
egy allatcsoporton beliilli mintdk mioglobin mintazatar6l elmondhatd, hogy az
elektroforetogramok nagyon hasonloak, amit a denzitometrids adatok viszonylag
alacsony szorasa is jelez. Vizsgélataink igazoltak, hogy az eltér6 tartdsi mod hatasara
a mioglobin fehérjelancok helye a pH gradiensben véltozatlan marad, azonban az

egyes savok intenzitasaban valtozas kovetkezik be.

MINTA* pl 6,5 pl 6,0
csucsterulet** | csucsterilet csucsterulet** | csucsterilet
(%) (%)

1 3125 46,0 3682 54,0
+ 96 + 120

2 3382 46,5 3886 53,5
+110 +131

3 3444 48,0 3711 52,0
+ 108 + 125

4 2760 62,0 1662 38,0
+ 88 +79

5 2654 70,0 1156 30,0
+ 101 +91

6 3057 66,0 1578 34,0
+127 + 82

*a mintak jelolése megegyezik a 21. abraéval

**6 futtatas alapjan szamitott atlagértékek

XI. tablazat: A 3. és 4. allatcsoport mioglobin-mintazatanak kiértékelése: a

mioglobinsavok csucsteriiletei
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Az eredmények alapjan elmondhat6, hogy az elektroforetikus elvalasztasi
technikak, specifikus jelzési modszerekkel kombinalva alkalmasak az izomfehérjék
szerkezetében az eltérd Aallattartasi technologia hatisara 1étrejove  eltérések

kimutatasara.

5. 3. A KONDICIONALASI FOLYAMAT JELLEMZESE A MIOFIBRILLARIS
FEHERJEK SDS-PAGE SZEPARALASAVAL

A darabolt husok és husrészek kondicionalasa (érlelése) régota ismert eljaras
a has porhanyosabba tételére. A kondiciondlds folyamén a hus szerkezetében,
elsésorban a miofibrillaris fehérjékben lejatszodd valtozasokat szamos kutato
kozvetlen Osszefiiggésbe hozta az érzékszervi és funkciondlis tulajdonsdgok
javulasaval, ami a termék forgalmi értékét is noveli (Penny, 1976, Uytterhaegen és
munkatarsai, 1994, Garcia és munkatarsai, 1997, Gil és munkatarsai, 1998, Verrez-
Bagnis és munkatarsai, 1999).

Kisérleteinkben marha, sertés és vaddiszn6 eredetli nyers husmintakbol
izolalt miofibrillaris fehérjékben bekovetkezd valtozasokat kovettikk nyomon SDS
poliakrilamid-gélelektroforézissel a tobb hetes kondicionélasi folyamat alatt. A friss
sertéscomb fehérjéit molekulatomeg szerint szeparalva, és az elektroforetogramot
videodenzitométerrel kiértékelve kimutathato volt a troponin T frakcio
molekulatomegének (37000 D) megfeleld helyen 1évo fehérjesav (22. abra).

Annak érdekében, hogy a vizsgalat szempontjabdl leglényegesebb
fehérjefrakciok esetén hatékonyabb elvalasztast kapjunk, a 30000 - 40000-es
molekulatdmeg tartoméanyra koncentradlva, a tovabbiakban 15%-os helyett 8%-os
akrilamidgélt  hasznaltunk a  kondicionalt  htsok  fehérjemintdzatanak
meghatarozasahoz (Claeys és munkatarsai, 1995). A nyers, €s a kiilonboz6 ideig érlelt
husok miofibrillaris fehérjéinek SDS-PAGE képét 6sszehasonlitva megfigyelhetd egy
a troponin T-nek megfelelé molekulatomeg tartomanyban talalhaté fehérjesav,
amelynek intenzitasa a tarolas folyaman fokozatosan csdkken mind a sertéshus, mind
a marhahus, mind a vaddisznohus esetén. Az elektroforetogramokrol az is
leolvashato, hogy a miofibrillaris fehérjékben bekdvetkezd degradacids folyamatokat

a CaCl,-os kezelés gyorsitja. Példaképpen a sertés karaj és a marha hatszin esetén
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kapott fehérjemintazatot mutatjuk be a 23. abran, a XII. tablazat pedig a harom
allatfajbol  szdrmazd  mintdk  elektroforetogramjainak  videodenzitométeres

értékelésével kapott adatokat foglalja 6ssze.
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22. abra: Friss sertéshis SDS-PAGE -elektroforetogramjanak denzitometrids

értékelése
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1.)
2)
3)
4)
5)
6.)
7)
8.)
9.)
10.)
11.)
12.)
13.)

- - - -
- = oy
!-O.-g 2 & = = -
- -, -
l“‘-‘n--—.t_-.—'——_--—q-.--"
» - = = @ =
-

2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

friss sertés karajbol izolalt miofibrillaris fehérjék

1 hétig 2 °C-on tarolt sertés karajbol izolalt miofibrillaris fehérjék

2 hétig 2 °C-on tarolt sertés karajbol izolalt miofibrillaris fehérjék

3 hétig 2 °C-on tarolt sertés karajbol izolalt miofibrillaris fehérjék

3 napig 2°C-on kalciummal kezelt sertés karajbol izolalt miofibrillaris fehérjek

9 napig 2 °C-on kalciummal kezelt sertés karajbol izolalt miofibrillaris fehérjék
LMW molekulatémeg standard (Phamacia): 94000, 67000,43000, 30000, 20100, 14400

friss marha hatszinbdl izolalt miofibrillaris fehérjék

1 hétig 2 °C-on tarolt marha hatszinbdl izolalt miofibrillaris fehérjék
1 hétig 10 °C-on tarolt marha hatszinbdl izolalt miofibrillaris fehérjék
2 hétig 2 °C-on tarolt marha hatszinbdl izolalt miofibrillaris fehérjék
3 hétig 2 °C-on tarolt marha hatszinbdl izolalt miofibrillaris fehérjék
3 napig 2°C-on kalciummal kezelt marha hétszinbdl izolalt miofibrillaris fehérjék
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14.)  9napig2°C-on kalciummal kezelt marha hatszinbdl izolalt miofibrilléris fehérjék

23. abra: Sertés karajbol és marha hatszinbdl izolalt miofibrillaris fehérjék SDS-

PAGE elvalasztasa

friss 1 hét 2 hét 3 hét 3nap,Ca" |9nap, Ca"™"

% % % % % %

sertéskaraj 552 |74 220 |2,9 (202 |24 |106 (1,3 |172 |29 |156 |27

+ + + + + +
0,76* 0,40 0,15 0,11 0,19 0,22
sertéstarja 248 14,3 91 1,7 147 10,7 |42 10,6 |- - - -
+ + + +
0,58 0,11 0,10 0,10
sertés- 598 |7,2 138 (2,0 |27 |04 |© | |- - - -
szlizpecsenye + + +
1,16 0,16 0,08
marhahatszin (882 |9,8 448 |5,0 (111 |19 |@ | |410 |8,0 |300 |6,6
+ + + + +
0,97 0,71 0,15 0,59 0,68
marhabélszin [265 |44 139 (2,3 |105 |22 |© |OO 130 2,5 |O %)
+ + + +
0,48 0,15 0,11 0,15
vaddiszno- 127 120 |© |©@ |© |© |O |D |29 05 |@ &
gerinc + +
0,36 0,08
vaddisznotarja |59 L g |9 |9 |9 (9 |9 (280 (08 (& |O
+ +
0,25 0,10
* harom futtatas alapjan szamitott atlag és szoras

- nem volt ilyen kisérlet
) a troponin T-nek megfelelé molekulatomegnél nem volt kimutathatd fehérjesav

XII. tablazat: A troponin T frakcidk cstcsteriilete és relativ mennyisége friss €s

kondicionalt hismintakban
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A tablazat adatai jelzik, hogy a 2 °C-on kondicionalt modellmintdknal a kb. 37000-es
molekulatomegii troponin T frakcionak jelentés része mar egy hét utan lebomlik.
A sertéshis mintak esetén a vizsgalt fehérjefrakcid intenzitdsa tobb mint 60%-al, a
marhahusrészeknél pedig hozzavetdlegesen 50%-al csokkent mind az abszolit, mind
a relativ értékeket tekintve. A vaddisznohusokban a kisérlet kezdetén is viszonylag
kis mennyiségben volt jelen ez a fehérjesav, és egy hetes érlelés utdn mar nem volt
kimutathat6, sem a gerinc, sem a tarja testtijban. A kondiciondlds masodik és
harmadik hetében a 37000-es molekulatomegili sav tovabbi fokozatos csokkenése volt
jellemzé. A Ca' -aktivalt kozegben tarolt mintdk esetében a hiisok endogén
proteazainak fokozottabb miikodése miatt ez a valtozas 1ényegesen gyorsabban ment
végbe. A sertés és a marha modellmintaknal a 3 napos CaCly-os kezelés legalabb 7
napos €rlelésnek felelt meg a troponin komplexben bekdvetkezd valtozast tekintve. A
vaddiszn6 husok esetén is jelentdsen csokkent a troponin T frakcid cstcstertilete a 3
napig tartdé CaCl, oldatban valo tarolas hatdsara. Azokban az esetekben, ahol a 3
napos CaCl, oldatban val6 kezelés utan a vizsgalt fehérje még jelen volt, a kezelés 9.
napjara tovabbi csokkenést mutatott.

A kondiciondlt mintdkbol izolalt miofibrillaris fehérjék szerkezetében
bekovetkezett valtozdsokat az SDS PAGE szepardlast kovetd fehérjefestéssel jol
nyomon lehetett kovetni, a videodenzitométeres kiértékelés segitségével pedig
megbecsiilheté a troponin T frakcid bomlasdnak mértéke.

A troponin komplex ellen nyulban kifejlesztett szérum felhasznalasaval
végzett immunfestés tovabbi informacidt nyujthat az izomfehérjékben az érlelés alatt
lejatszo6do valtozasokrol. Ezért az SDS-PAGE elvélasztast kdvetden a fehérjesavokat
nitrocellul6z membranra vittlik at, majd a membrant nyulban troponin ellen
kifejlesztett antitestet tartalmazd szérumban inkubaltuk, és a kialakult antigén-antitest
komplexet peroxidazzal jelzett konjugatum segitségével mutattuk ki. Friss és
kondicionalt marhahatszin mintdk immunfestését mutatja a 24. abra. Megallapithato,
hogy a troponin komplexre specifikusan nytlban kifejlesztett, tisztitott IgG reakciot

ad a teljes troponin komplexszel, és bomlastermékeivel, tovabba néhany magas
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molekulatomegli fehérjével is (aktin, tropomiozin stb.) keresztaktivitdst mutat. Az
immunaktiv fehérjék molekulatomeg tartomanya igy viszonylag széles savban
jelentkezik. A 30000-40000 koriili molekulatdmeg-tartomanyban  talalhato
fehérjesavok hosszabb idejii érlelés esetén tobbnyire csokkend mértékli reakciot

jeleztek, bar ez nem volt minden egyes minta esetén kimutathato.

L"‘"’;“"’BH“’“-’”

=2
-
L

47100 - : . )
31400 - -
18800 - .

1 2 3 4 5 6 7 8

1.) eldszinezett molekulatdmeg standard (BIO-RAD)

2.) friss marha hatszinbdl izolalt miofibrillaris fehérjék

3.) 1 hétig 2 °C-on tarolt marha hatszinbdl izolalt miofibrillaris fehérjék

4.) 1 hétig 10 °C-on tarolt marha hatszinbdl izolalt miofibrillaris fehérjék

5.) 2 hétig 2 °C-on tarolt marha hatszinbdl izolalt miofibrillaris fehérjék

6.) 3 hétig 2 °C-on tarolt marha hatszinbdl izolalt miofibrillaris fehérjék

7.) 3 napig 2°C-on kéalciummal kezelt marha hatszinbdl izolalt miofibrillaris fehérjék

8.) 9 napig 2°C-on kélciummal kezelt marha hétszinbdl izolalt miofibrillaris fehérjék

24. abra: Friss és kondicionalt marhahatszin mintdk immunfestése
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Az &bran jol nyomon kovethetd a troponin komplex felbomléasaval egyidejiileg tobb
kisebb molekulatomegii frakcié megjelenése. A friss marhahatszinhez képest két 1j
30000 alatti molekulatomegli immunvélaszt ado fehérjesav jelenik meg az egy hétig 2
°C-on tarolt mintaban, ¢és jabbak mutathatok ki a két illetve a harom hétig érlelt
hasokban. A immunblott kép azt is jelzi, hogy magasabb hémérsékleten (2 °C helyett
10 °C-on) gyorsabb a fehérjék degradacioja. Az is jol latszik, hogy a CaCl, oldatban
valo kezelés elosegiti a fehérjeszerkezetben bekovetkezd valtozast, mivel Ca™ -
aktivalt kozegben érlelt mintdk esetén mar viszonylag rovid idé utdn intenziven
festddo alacsony moltomegt frakcidk jelennek meg.

Az eredmények alapjan elmondhat6, hogy az elektroforetikusan szeparalt
troponin T frakcié szemiquantitativ denzitométeres kiértékelésével a kondicionalas
folyamata jol kovethetd, és a fehérjék elektroforetikus elvalasztasat kovetd
immunfestéssel az érlelés alatt a miofibrillaris fehérjékben bekdvetkezd valtozas

szelektiven kimutathato.

5. 4. A -BESUGARZAS ES A HOKEZELES HUSFEHERJEKRE GYAKOROLT
HATASANAK VIZSGALATA

Az ¢élelmiszerek tartdsitasanal a hokezelés mellett a besugarzasnak is fontos
szerepe van. Mindkét kezelés hatast gyakorol az élelmiszerfehérjékre, modosithatja
azok aggregacids dallapotat. Mivel a fehérjeszerkezetben a besugarzas hatasara
bekovetkezd valtozasok nem eléggé specifikusak, és részben hasonldak a hékezelés
hat4saihoz, ezért a besugarzottsdg kimutatasara nem a fehérjék vizsgalata a leginkabb
alkalmas modszer. Azonban a besugarzasnak a fehérjékre gyakorolt hatasainak minél
jobb megismerése lényeges az egészségmegdrzd taplalkozds szempontjabol,
kiilonosen a husfehérjék, mint alapvetd fontossagu és teljes értékii fehérjeforras
esetében.

A 7y-besugarzasi €s hokezelési kisérletekhez kiilonb6z6 fajtaja csirkék mell-
és combmintait, valamint sertéscomb mintakat hasznaltunk. A kezeletlen és
besugarzott mintak mikrobiologiai allapotat is vizsgaltuk, hogy a kezelés hatasossagat

ellendrizzik. Salmonellat a kezeletlen mintakban sem lehetett kimutatni. A
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Staphylococcus aureus mind a kontroll mind a besugarzott mintakban kevesebb volt,
mint 10%/g. Az Osszesiraszam a 2 kGy-es besugarzas hatdsara legalabb egy
nagysagrenddel csokkent, 4 kGy-nél pedig két vagy hiarom nagysagrendnyi
csokkenést figyeltink meg (25. abra). Az Enterobacteriaceae szam a kezdeti 10* -
10%/g értékrél a 2 kGy-es kezelés utan 10'/g ala csokkent, a 4 kGy-es kezelés hatasara

pedig mar nem volt megtalalhaté egyetlen mintdban sem (26. abra).

log N
i 6
MSM- "Magyar sdrga g
csirkehisminta (mell) =
MSC- "Magyur sarga® ’ E
csirkehismunta (comb) 4 = |
]

EXFM- “Erdélyi kopasznyaka
fekete” csirkehusmunta (moeil)

EKFC- "Erdély: kopasmyaku
fekete" mirkelnisTomta (comb) .

e M1

FHC- "Febér Haopshire®
csirkehismomta (comb)

FHC- "Feher Hampshire®
csuwrkehsminia (comb)

MSM MSC EKFM EKFC FHC FHM SC

SC- sertéscomb minta

N Gy I 0 Gy

25. abra: Husmintak 0sszcsiraszamanak valtozasa a besugarzas hatasara

log N

MSM- *Magyar sarga” 5
csrkehiusminta (mell)

MSC- "Magyar sdrga” ?
csirkehusminta (comb)

L R

EKFM- “Erdélyi
kopasznvaku fekete”
cstrkehustunta (mell)

EKFC- “Erdélvi 2
kopasznyaiai fekete”
esirkehusminta (comb)

MSM MSC EKFM EKFC FHC FHM SC

FHM- “Febér Hampshire®
csirkebusminta (mell) R 0 <Gy s 0 <oy
5C - sertéscomb mina

FHC- "Fehér Hampshire®
esrkehisminta (comb)

26. abra: Hismintadk Enterobacteriaceae szdmanak valtozasa a besugdrzas hatisara
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A 2, 4 és 10 kGy dozissal besugarzott mintdk és a kezeletlen husmintak
miofibrillaris frakcidinak SDS-PAGE képei kozott jelentds eltérést nem lehetett
kimutatni, sem a sertés, sem a csirkehtisok esetén. A 25 kGy-el besugarzott mintdk
esetén azonban Uj savok jelentek meg a huszezer alatti és a szazezer folotti
molekulatdmeg tartomanyban. Ez a degradalt termékek képzddését igazolja, és arra
utal, hogy az aggregatumok kozott olyanok is lehetnek, amelyek elsddleges kotéssel
kapcsolodnak 6ssze. A 27. abra a kezeletlen és a 25 kGy-el besugarzott sertéshis
miofibrillaris fehérjék SDS-PAGE mintazatat és denzitometrids kiértékelését mutatja.
A kezeletlen ¢és a besugarzott husmintdkbol kivont szarkoplazma fehérjéket
izoelektromos fokuszalassal 3,5-10 pH gradiensben szepardlva és Commassie Brillant
Blue-val megfestve, a dozis novekedésével a mintazat kismértékii fokozatos
valtozasat tapasztaltuk a pl 7 alatti tartomanyban, elsésorban a sertéshus esetében.
Mivel a sertésizom fO mioglobin frakcioira a 6-os és a 6,5-0s izoelektromos pont
jellemzd, célszerlinek tartottuk a mioglobin frakciokban bekdvetkezd véltozasokat a
tobbi fehérjétdl fiiggetleniil is nyomon kovetni. Azért is jeleztiik a mioglobin savokat
specifikus festéssel az izoelektromos fokuszaldssal torténd szeparalds utdn, mert
irodalmi adatok szerint a besugarzaskor keletkezd hidroxil gyokok eldidézhetik az
oximioglobin metmioglobinna alakuldsat, a metmioglobinbol pedig dimerek ¢és
kiilonboz6 bonyolult reakciotermékek keletkezhetnek (Satterlee és munkatarsai, 1971,
Giddings és Markakis, 1972). Megéllapitottuk, hogy a f6 mioglobin savok helye a
besugarzas hatasara a pH gradiensben nem valtozik, és a mioglobin frakciok még a 25
kGy-es kezelés utan is kimutathatéoak peroxiddz aktivitdsuk alapjan. A besugarzott
mintaknal azonban tovabbi frakciok jelentek meg az Osszintenzitds kismértéki
csOkkenése mellett. A sertéshus esetén, a 6,5 folotti tartomanyban két, a 6,0 alatti
tartomanyban pedig egy 1j fehérjesavot figyeltink meg az agar6z gélen. A
sertéshuslébdl nyert mioglobin frakciok videodenzitométeres értékelésével kapott
Osszcsucsteriiletre vonatkoztatott relativ csucsteriileteit a XIII. tablazat foglalja

0ssze.
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soalefactew (multiply) @ 1.00 actual scanlength = {eml: F.l
sir.peak-halght :rl = 2.90 ain. peak-width ( Y3 Lt
sut.beselinecars 3.3 ¥ canversion amwhod MWt Lined
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27. abra: A kezeletlen és a 25 kGy-el besugarzott sertéshiis fehérjék SDS-PAGE

mintazata és denzitometrias kiértékelése
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0 kGy | 2 kGy | 4 kGy | 10 kGy | 25 kGy
csucstertilet- 12380 | 12060 | 11890 | 11550 | 10150
0sszeg
pl 6,5 folott (1.) 0 3,1 3.9 4,1 7,3
pl 6,5 1616t (2.) 0 1,5 2,7 4,4 6,9
pl 6,0 alatt 0 0 1,3 1,7 10,1

harom futtatas értékékelésébdl szamitott atlagos értékek

XIII. tablazat: Kezeletlen és besugarzott sertéshusmintdk peroxidazaktivitassal
rendelkezd frakcidinak csucsteriilet-0sszege, és a besugarzott mintadkban megjelend 1j
savok (csucsteriilet-6sszegére vonatkoztatott) relativ aranya

A kezelések hatdsara bekovetkezd aggregacids és degradacids folyamatok nyomon
kovetéséhez folyadékkromatografias (FPLC) vizsgélatokat végeztiink. Superose 12
gélsziird oszlopon valasztottuk el a vizoldhatd fehérjefrakciokat. A kezeletlen €s a 2
illetve 4 kGy-el besugarzott husmintdk kromatogramjai nem kiilonboztek egymastol,
azonban a 10 kGy -es dézisnal megjelent egy alacsony retencids idejii j cstcs, ami
aggregatum képzddésre utalhat. A 25 kGy-es besugarzas hatdsara a fehérjék
oldhatosaga jelentdsen csokkent, amit az is jelez, hogy a detektalhat6 csucsok teriilete
kisebb volt (28. abra).

A Dbesugarzds ¢és a hokezelés fehérjemintazatra gyakorolt hatdsanak
osszehasonlitasa érdekében tanulmanyoztuk az 50-121 °C-os hémérsékleteken kezelt
sertéshusmintdk elektroforetikus tulajdonsagait is. A hdkezelt mintak vizsgalatakor
mind az SDS-poliakrilamid gélelektroforézises kép (29. abra), mind a mioglobin
mintdzat egyértelmiien jelezte az oldhatésdg csokkenését a homérséklet
emelkedésének  fiiggvényében. A  friss minta  SDS-PAGE  képének
videodenzitométeres kiértékelésekor 15 savot kaptunk, 80 °C-on kezelt mintanal 11-
et, és a 121 9C-os kezelés utan mar csak 4 sav volt kimutathatd. A gorbe alatti
Osszteriilet 12800-r6l visszaesett 220-re. Egy 40000 koriili molekulatomeggel
jellemezheté, viszonylag héstabil fehérjefrakcié még a 121°C-on hékezelt mintaban

is egyértelmiien kimutathat6 volt.
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28. abra: Kezeletlen és besugarzott sertéshusmintdk vizoldhatd fehérjéinek FPLC

elvalasztasa
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94000 - .
67000 - &
— B 2 =
43000 - ! E e 2
30000 - [y ; ;
r L]
20100 -

oo
.hu- )
14400 - - “

1.) LMW molekulatsmeg standard (Pharmacia)  2.) nyers sertéshiis  3.) 50 °C-on
hékezelt sertéshus  4.) 60 °C-on hdkezelt sertéshus  5.) 70 °C-on hékezelt sertéshis
6.) 80 °C-on hékezelt sertéshiis  7.) 100 °C-on hékezelt sertéshus  8.) 121 °C-on

hoékezelt sertéshus

29. abra: Nyers és hokezelt sertéshus fehérjék SDS-PAGE elvalasztasa

A sertéshiis mintdk mioglobin mintdzatanak véaltozdsa az 5. 1. 3. 1.
fejezetben targyalt hokezelt lomioglobin oldatokéhoz hasonloan alakult. Az
izoelektromos fokuszalassal szétvalasztott, majd pszeudoperoxiddz aktivitdsuk
alapjan megfestett sdvok szama csokkent, a melléksdvok fokozatosan eltliintek, a

70°C-on hékezelt mintdban mar gyakorlatilag csak a két f6 mioglobin frakcio lathato,
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ennél magasabb homérsékletli kezelés esetén pedig mar csak nyomokban lehet
peroxidaz aktivitassal rendelkez6 fehérjét kimutatni.

Eredményeink azt mutattdk, hogy a fehérjék hokezelés okozta oldhatdsagi
valtozasai mar 50 °C-on megkezdédnek, az ipari gyakorlatban gyakran alkalmazott
70-80 °C kozotti tartomanyban a legjelentésebb az eltérés. A hékezeléshez képest az
altalunk alkalmazott besugarzas az izomfehérjék SDS-PAGE képét joval kisebb
mértékben modositotta, még viszonylag nagy dozis (25 kGy) alkalmazasakor is. Nem
denaturald  kozegben  végzett gélkromatografids  elvalasztassal, valamint
izoelektromos fokuszalassal viszont eltérések mutatkoztak a kezeletlen és a
besugarzott mintak kozott. Ezek a megfigyelések azt jelzik, hogy a y-besugarzas az
altalunk alkalmazott doézisokban az izomfehérjék szerkezetét csak kis mértékben

modositja.

5. 5. HUSOK ES HUSTERMEKEK POTENCIALIS ALLERGEN JELLEGENEK
VIZSGALATA

Mivel a kiilonféle ¢élelmiszerallergids megbetegedések vilagszerte novekvo
problémat okoznak, kiemelkedd jelentségii az élelmiszerek - koztiik a hustermékek -
vizsgélata potencialis allergén jellegiik szempontjabdl. A husalapu élelmiszerek
elsésorban az eldallitasukhoz felhasznalt nem huseredetii fehérjék (pl. tej, tojas,
szojafehérje) jelenléte miatt okozhatnak problémat az élelmiszerfehérje allergidban
szenvedOk szamara, masrészt maguk a husfehérjék mas élelmiszerfehérjékkel hasonld
szerkezetli epitopokkal rendelkezhetnek (kiillondsen akkor, ha ezek a fehérjék azonos
allatfajbol szarmaznak, pl. marhahus ¢és tejfehérjék, vagy csirkehts ¢és
tytktojasfehérjék), ezért az immunologiai keresztreakcid lehetdségével is szamolni
kell.

A megfeleld antitestek felhasznalasaval végzett immunanalitikai eljarasok
alkalmasak lehetnek a husok eredetének (allatfajok) meghatarozésara,
hustermékeknél a hozzdadott nem huseredetii fehérjék kimutatasara, és a kiilonbozo

taplalékfehérjék keresztreagalo aktivitasanak vizsgalatara. A korabbi fejezetekben
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nyulban kifejlesztett ellenanyag felhasznaldsdval kiilonitettiik el a sertéshust és a
vaddisznohust, és tanulmanyoztuk a kondiciondlés alatti miofibrillaris degradaciot.
Ebben a fejezetben tej-, tojas-, illetve szdja-pozitiv human szérumokkal készitett
immunblott képek segitségével vizsgalunk néhany ¢élelmiszert a potencialis
¢lelmiszerfehérje allergia szempontjabol. Ezek a kisérletek azért 1ényegesek, mert az
eredmények segitséget adhatnak a kiilonbozé  élelmiszerfehérjék, illetve
fehérjefrakciok antigén aktivitdsanak jellemzésében. Az antigén karakter ismerete

A fehérjemintdkat SDS-poliakrilamid gélelektroforézissel szeparaltuk, majd
nitrocellul6z membranra atblottoltuk, és az immunfestést tehéntej pozitiv kevert
huméan szérum felhasznalasaval végeztik el (30. abra). A tehéntejbdl késziilt
kiilonféle tejtermékek gyakorlatilag azonos aktivitdst mutatnak az allat nativ tejével,
ami arra utal, hogy az élelmiszeripari technoldgidk (fermentacio, hokezelés, stb.) nem
valtoztatjadk meg szamottevden a szekvencialis és konformacios epitopok szerkezetét,
¢s ezek a készitmények a tehéntej-allergias beteg szamara a tejjel azonos veszElyt
jelenthetnek. A tehéntejbdl késziilt termékekhez képest a marhahtsmintdk joval
kevésbé intenziv, alig detektdlhatd immunaktivitdst mutatnak. A juhhusnal, a
marhaparizsinal és az aszpikos sonkdnal nem kaptunk szinreakcidt. A sajtos parizsi
viszont tobb, intenziven festddd savot mutat, ami 6sszhangban van azoknak a korabbi
vizsgélatoknak az eredményeivel, amelyben a szerzok a marhahushoz 2%, 5%, 10%
tejport keverve, az immunoblotting képen a tehéntejhez hasonldé mértéki allergén
aktivitast figyeltek meg (Hajos és munkatarsai, 1997, Alarcon-Rojo és munkatarsai
1997).

A tehéntej mellett a szdja- és a tojasfehérje huskészitményben, illetve mas
¢lelmiszeripari  termékben valé felhaszndldsa 1is problémat okozhat az
¢lelmiszerfehérje allergia szempontjabol. Kisérletekkel kimutattuk, hogy azokban az
esetekben, ahol a hustermék szoja adalékanyagot tartalmaz, szintén egyértelmiien
novekszik az antigén aktivitds, amit a szdja pozitiv human szérum felhasznalasaval

készitett immunblott kép tamaszt ala (31. abra).
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1.) tehéntejbdl késziilt sajt ~ 2.) juhtej 3.) juhhts 4.) aszpikos sonka
5.) sajtos parizsi  6.) marhahus 7.) LMW eldszinezett molekulatomeg standard

(97000, 67000, 43000, 30000, 20100, 14400 BIO-RAD)

30. abra: Tej és husfehérjék immunfestése tehéntej pozitiv kevert human szérum

felhasznalasaval

Azoknal a huskészitményeknél, amelyek szoja alapti adalékanyagot is
tartalmaztak, a szoOjalisztéhez hasonld mértékli, bar a szodjalisztétdl eltérd
molekulatdmeg megoszlasban jelentkezd immunfestddés mutathatd ki, a szdjat nem
tartalmazé kolbasz és a csirkehtismintdk viszont egyaltaldn nem, vagy csak minimalis

mértékben festddtek.
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1.) elészinezett molekulatomeg standard (200000, 118000, 78000, 47100, 31400,
25500, 18800, 8300 BIO-RAD) 2.) sz6ja albumin 3-8.) kolbasz- és
felvagottfélék 9-10.) csirkehtis mintak

31. abra: Kolbasz és felvagottfélék immunfestése szoja pozitiv kevert human szérum

felhasznalasaval

Az SDS-PAGE elvalasztast és elektroforetikus blottot kovetéen a hus-,
tészta- ¢és tojasmintakat tojasfehérje pozitiv humdn szérummal reagéaltatva,
megfigyelhetd, hogy a pulyka-, csirke-, liba- ¢és kacsahus koziil egyediill a
csirkehusminta mutat minimalis mértékii szinreakcidt, ami arra utal, hogy a

baromfihusok allergén aktivitdsa alacsony, még tojasallergia esetén sem kell 1ényeges
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keresztallergiaval szamolni (32. abra). A fiirjtojds a tyuktojasnal gyengébben
festodik, de egyértelmlien kimutathaté keresztreakciot jelez, és a tésztdkban

felhasznalt tojas is immunreaktiv savok megjelenését eredményezi a blotton.

1.) pulykahus 2.) csirkehus 3.) libahus  4.) kacsahus 5.) eldszinezett
molekulatémeg standard (97000, 67000, 43000, 30000, 20100, 14400 BIO-RAD)
6.) tyuktojas-fehérje 7.) fiirjtojas  8.) fiirjtojasos tészta 9.) tészta (10 tojasos)
10.) pulykasonka

32. abra: Baromfihisok és tojasos tésztdk tojas pozitiv kevert human szérum

felhasznalasaval végzett immunfestése

87



Husok és hiistermékek fehérjéinek és biogén aminjainak valtozdsai.................oe...... Ph.D. értekezés

5. 6. BIOLOGIAILAG AKTIV AMINOK VIZSGALATA FRISS ES
KONDICIONALT HUSMINTAKBAN

A nyers husmintadkban eléfordul6é biologiailag aktiv aminokkal kapcsolatban
két kisérletsorozatot végeztiink el. Az elsé kisérletsorozatban nagyszam friss, illetve
kiilonbozd ideig hiitékamraban tarolt normal érésti és PSE jellegli sertéshusminta
aminprofiljat hasonlitottuk Ossze karaj €s felsal részek felhasznalasaval. A masodik
kisérletsorozatban sertés-, marha- és vaddisznohus esetén a kondicionalasi folyamat
kovettiik nyomon.

Az elsO kisérletsorozathoz kivalasztott sertéshismintdkban a spermin, a
spermidin, a kadaverin, a putreszcin és a hisztamin szintjét hataroztuk meg. A
kivalasztott sertéshusmintak vizsgalataval célunk volt:

- adatok gytijtése a friss sertéshus biogén amin tartalmarol,
- a PSE status befolyasanak tisztazasa,
- az 1izomcsoportok kozti kiilonbségek vizsgalata és

- a tarolas alatti valtozasok nyomon kovetése.

A friss mintadknal viszonylag alacsony bioldgiailag aktiv amin tartalmat
talaltunk. Csak a spermidin és a spermin mennyisége volt minden esetben a
kimutatasi hatar felett. A kiilonboz0 testtdjakbol szarmazo normal érésti és PSE husok
atlagos spermidin és spermin tartalmat foglalja 6ssze a XIV. tablazat, a részletes
adatokat pedig a fliggelékben talalhato két tablazat tartalmazza.

A PSE-jellegti husok esetében kissé alacsonyabb volt a bioldgiailag aktiv
aminok koncentracidja, mint a normal érésii hismintdkban, ez a kiilonbség azonban
nem volt mind a két izomcsoportnal szignifikans. A testtdjak kozotti kiilonbségrol
viszont elmondhatd, hogy a karaj mintdkra szignifikdnsan magasabb spermin és
spermidin tartalom volt jellemz6 a felsal mintakhoz képest. A tarolas hetedik napjara
a spermin koncentracioja a kezdeti 13-17 mg/kg értékrdl kb. 11 mg/kg-ra csokkent, a
spermidinnél pedig novekedést tapasztaltunk, a kezdeti 0,6 mg/kg koriili értékrol kb.
0,9 mg/kg-ra. Hus tarolasi vizsgalataik soran Petchanek ¢és munkatarsai (1980),

valamint Lakritz és munkatarsai (1988) szintén a spermin tartalom csokkenését €s a
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spermidin tartalom novekedését figyelték meg. A XIV. tablazatbol az is kitlinik, hogy
a négy mintacsoport kozti kezdeti kiilonbségek fokozatosan kisebbé valtak a tarolas
soran. Néhany mintdt hosszabb ideig taroltunk, hogy a biogén aminok
biogén aminok mennyiségében bekovetkezd valtozasokat a 33. abra szemlélteti. A
14. napon a spermin szint tovabbi folyamatos csokkenése €és a spermidin szint enyhe
ndvekedése mellett, mar a putreszcin, a kadaverin és a hisztamin is kimutathato volt.
Drasztikus véaltozas azonban csak a 21. naptol kovetkezett be, ekkor azonban a

husmintakon mar érzékszervileg is a romlas nyilvanvalé jelei voltak megfigyelhetok.

SPERMIN (mg/kg) SPERMIDIN (mg/kg)

1 nap 3.nap|7.nap |1. nap 3.nap |7.nap

/SZD=0,455/ /SZD=0,026/
normal karaj 17,01 12,73 | 11,46 0,72 0,76 10,93
normal felsél 15,84 12,85 (10,89 0,61 0,77 10,92
PSE karaj 16,60 13,05 [ 11,06 0,60 0,74 10,91
PSE felsal 13,04 11,77 | 10,48 0,50 0,70 (0,86

XIV. tablazat: Normal érésti és PSE-statusu sertéshusmintak spermin €s spermidin

tartalma

Az eredményeket Osszefoglalva megéllapithat6, hogy a biogén amin koncentraci6 a
vizsgalt sertéshusmintakban alacsony volt. Szokésos hiitétarolasi koriilmények kozott
a biogén aminok koncentracidja nem valtozott jelentds mértékben. Csak a tarolas 29.
napjara novekedett meg a mintak biogén amin tartalma olyan mértékben, hogy az mar
egészségre artalmas lehet, de ez a valtozas egyiitt jart a his organoleptikus

tulajdonsagainak romléasaval is.
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33. abra: A biogén amin tartalom valtozasa sertéshtisban a hiitétarolas ¢és a romlési

folyamat soran.
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A masodik kisérletsorozatban friss és kiilonboz6 ideig érlelt sertés-, marha-
¢s vaddisznohtismintdk aminprofiljat vizsgaltuk, mindharom allatfaj esetén két-két
testtajbol szarmazd mintaban. Ebben az esetben a spermin, a spermidin, a tiramin, az
agmatin, a triptamin, a kadaverin, a putreszcin és a hisztamin szintjét hataroztuk meg.
A kivélasztott mintdk vizsgélataval célunk volt:

- a friss sertés-, marha- és vaddisznohus biologiailag aktiv amin
tartalmanak 0sszehasonlitasa

- a kondicionalas alatt bekovetkezd véltozasok nyomon kovetése.

A mérési adatokat a XV., XVI. és XVIL. tablazatokban foglaltuk 6ssze. A
friss husmintakra ebben az estben is viszonylag alacsony biogén amin szint volt
jellemzd. A spermin, a spermidin és a putreszcin, mint a hasra leginkabb jellemzo
természetes aminok minden mintdban kimutathatoak voltak mar a kondicionélés
megkezdése eldtt is. A spermidin koncentracioja a friss husokban 2 és 3 mg/kg kozott
volt, a spermidiné pedig allatfajtol és testtajtol fiiggden 27 és 42 mg/kg kozott
valtozott. Putreszcin estében a friss mintdk koziil a legmagasabb értéket a
vaddisznétarjadban (12,26 mg/kg), a legalacsonyabbat pedig a sertéstarjaban (1,27
mg/kg) mutattuk ki. A friss mintdkra a hisztamin jelenléte nem volt jellemzd, csak a
marhahusokban volt a kimutatdsi hatar felett, de mindossze 1mg/kg koriili
koncentracioban. A friss vaddisznohuis mintakban kissé magasabb volt a tiramin, és a
kadaverin mennyisége, mint a sertés- és marhahtismintakban, a vaddisznétarja t6bb
mint 40 mg/kg kadaverint tartalmazott.

A kondiciondlds sordn a tiramin, a putreszcin és a kadaverin szintje
folyamatosan emelkedett. A kondiciondlds negyedik hetében a sertés ¢és
marhahusmintak koziil a legmagasabb tiramin értéket a marhabélszinben (67,8
mg/kg) a legnagyobb putreszcin koncentracidot a marhahatszinben (51,9 mg/kg), a
kadaverin maximumat pedig a sertéskarajban mértiik. A kondicionalt vaddisznohus
mintdkban ezeknek az aminoknak a szintje altaldban magasabb volt, a
vaddisznoétarjaban a putreszcin és a kadaverin koncentracio mar az érlelés masodik
hetében meghaladta a 100 mg/kg-ot, a negyedik hétre pedig megkdzelitette a 200
mg/kg-ot.
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minta TIR PUT CAD HIST AGM SPD SPM
(mg/kg) |(mgkg) |(mgkg) |(mgkg) |(mgkg) |(mgkg) |(mgke)
tarja 10,98 12,26 40,85 ND* ND 2,01 41,79
friss +20,6 +1,73 + 1,71 + 0,01 + 4,46
tarja 20,55 20,54 20,21 1,37 ND 4,14 40,69
1 hét + 1,88 + 1,08 + 3,71 +0,33 +0,75 +1,92
tarja 31,54 103,12 110,17 1,71 ND 2,96 32,01
2 hét + 10,6 +0,23 +2,79 + 0,04 + 0,07 +3,21
tarja 69,93 142,92 155,37 2,93 ND 3,30 31,55
3 hét +2.,64 +9,94 + §,85 +0,00 +0,33 +2.07
tarja 72,00 171,89 190,17 |2,68 ND 3,06 29,09
4 hét +4,24 + 3,69 +15,04 |+£0,77 +0,77 +1,71
gerinc 1,27 1,42 1,26 ND ND 2,83 28,24
friss + 0,04 + 0,02 +0,05 + 0,01 + 0,29
gerinc  |66,41 4,53 20,26 1,75 ND 3,61 27,82
1 hét +6,18 + 1,80 +2,59 +0,32 +0,43 +2,29
gerinc 67,72 8,11 112,48 2,55 ND 3,30 24,46
2 hét +4,99 + 1,25 +7,55 + 0,62 + 0,44 +0,19
gerinc  |73,11 28,78 129,36 (2,94 ND 3,77 21,43
3 hét +1,25 +3,16 +3,25 +0,39 +0,31 +1,25
gerinc 76,73 72,79 146,21 3,15 ND 3,97 18,03
4 hét + 1,01 + 4,85 +6,73 +0,19 +0,16 +1,73

3-3 mérés atlaga

* ND - nem detektalhato

XV. tablazat: Friss és érlelt vaddisznohtis mintdk biogén amin tartalma
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minta TIR PUT CAD HIST AGM SPD SPM
(mg/kg) |(mg/kg) |(mgkg) |(mgkg) |(mgkg) |(mgkg) |(mgke)
tarja 2,86 1,27 2,42 ND 2,17 2,78 29,36
friss +0,97 [+£0,07 [+0,64 +043 [+£0,32 [+1,73
tarja 5,14 19,37 24,78 ND 2,20 2,96 28,93
1 hét +0,57 [+£0,53 |+£1,04 +0,34 [+0,27 [+1,33
tarja 15,57 27,56 3246 |ND 2,01 3,10 25,89
2 hét +2,75 +0,14 |x£1,6 +0,26 [+£0,30 ([+5,54
tarja 16,7 32,72 45,99 ND 1,61 2,65 23,50
3 hét +4,59 |+£6,13 |£2,29 + 0,41 +0,44 |+£4,55
tarja 28,23 15,63 57,08 6,36 1,11 3,40 19,41
4 hét +2,80 |+£0,95 2,49 +1,00 [+£0,16 |+£0,14 [£1,06
karaj ND 2,52 ND ND ND 2,15 29,48
friss +0,50 +0,05 [+1,16
karaj 24,89 10,30 43,76 ND 4,87 1,99 29,55
1 hét +1,64 [£1,08 |£0,57 +7,53 +0,08 [+4,39
karaj 39,00 31,59 52,26 ND 4,61 2,18 21,58
2 hét +227 |£4,17 |£8,71 +0,49 |+0,33 |+£1,64
karaj 41,74 37,49 56,96 ND 4,65 2,32 14,32
3 hét +1,76 |£1,39 |£1,93 +0,14 (0,17 ([+2,71
karaj 55,73 41,85 74,26 ND 4,39 3,69 11,55
4 hét +1,88 |+£0,06 |+0,60 +0,51 [£0,98 [+£0,04

3-3 mérés atlaga

* ND - nem detektalhato

XVI. tablazat: Friss ¢és érlelt sertéshus mintdk biogén amin tartalma
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minta TIR PUT CAD HIST AGM TRP SPD SPM
(mg/kg) |(mg/kg) |(mgkg) |(mgke) [(mgkg) |(mgkg) |(mgke) |(mgke)
bélszin |2,13 8,15 8,14 1,18 ND ND 2,59 27,76
friss +1,11 +246 |+2,19 |£0,16 +0,55 |+£3,45
bélszin  [26,09 17,30 34,91 1,45 37,68 0,55 2,62 27,22
1 hét +0,54 [£1,84 |£0,21 +0,23 +1,84 [+£0,02 [+£0,20 [+£2,94
bélszin  [45,89 24,75 41,70 1,49 36,03 0,69 3,28 23,70
2 hét +3,71 +5,59 [+£235 [+£0,13 [+£930 [+£0,09 [+£0,48 [£1,27
bélszin  |52,90 31,46 50,95 1,61 36,16 3,58 3,85 23,25
3 hét +2,58 |+£2,55 |+£3,66 |+£0,16 |[£3,69 |+£0,31 +0,13 +1,83
bélszin [ 67,80 51,91 62,91 1,73 31,63 6,93 3,72 18,08
4 hét +5,17 |+£3,98 +434 [+0,36 |+£9,21 +0,72 |+0,53 |£2,01
hatszin | 1,59 2,07 1,10 1,35 1,37 ND 2,96 31,65
friss +0,35 |£0,21 +0,15 [+0,49 [+0,00 +0,19 [£4,51
hatszin | 18,93 6,54 42,67 1,53 45,86 ND 1,37 29,27
1 hét +0,36 |+£0,67 [£2,60 [£0,67 |£5,77 +0,44 |[+£1,69
hatszin  |34,59 11,14 42,78 3,81 46,27 1,02 1,47 24,66
2 hét +10,5 +1,54 [+3,09 [+0,30 [+£1,08 |+£0,26 |[+0,53 +1,09
hatszin 41,56 22,79 50,91 4,78 45,05 2,06 1,68 22,42
3 hét +143 |£5,65 |£1,15 |£0,33 |£3,21 +1,23 |+£043 |£6,17
hatszin | 65,18 25,57 66,04 (4,92 44,66 4,25 1,70 18,47
4 hét +7,12 |£490 |+£6,38 |+£0,11 +3,28 [+0,51 +0,20 |£5,60

3-3 mérés atlaga

* ND - nem detektalhato

XVIL. tablazat: Friss €s érlelt marhahus mintak biogén amin tartalma
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A vaddisznohustdl eltéréen azonban sertés és marhahiis mintdkban az agmatin
jelenlétét is ki lehetett mutatni, a sertéshusokban viszonylag kis (5 mg/kg alatt), a
marhahusokndl viszont szdmottevd (40 mg/kg koriili) mennyiségben. A hisztamin
mennyisége mindharom allatfaj mintdi esetében 10 mg/kg alatt maradt. A spermidin
tartalom csak kis mértékben valtozott az érlelés alatt, minden mintaban 5 mg/kg alatt
maradt. A spermin pedig folyamatos csokkenést mutatott mindharom allatfaj
mintdiban, hasonléan az el6zéekben targyalt normal érésii és PSE-jellegii
sertéshusokhoz.

Az eredmények felhivjak a figyelmet arra, hogy érleléshez csak friss és
kifogéastalan mikrobiologiai allapotban 1év0 husrészeket érdemes hasznélni, és a
tarolasi iddt gondosan kell megvalasztani, illetve a hlisok mindségét ellendrizni kell,
mivel két hétnél hosszabb idejli érlelés esetén a biogén aminok mennyisége olyan
mértékben megndvekedhet, ami az élelmiszer biztonsagos fogyaszthatdosagat

befolyasolhatja.
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6. OSSZEFOGLALAS

Kutatémunkam soran kiilonb6zo allatfajokbol szarmazo husmintak fehérje-,
valamint biogén amin-Osszetételét tanulmanyoztam korszerli elektroforetikus és
kromatografids modszerekkel.

Kiilonféle  elektroforetikus  eljardasokkal — vizsgaltam —a  hazankban
leggyakrabban fogyasztott allatfajokbol szarmazo husmintak fehérje-osszetételét a
fajspecifikus fehérjemintazat meghatarozdsa szempontjabol.

- Kiilonbozd allatfajok husmintdinak fehérjekivonatait SDS-poliakrilamid
gélelektroforézissel Gsszehasonlitva megfigyeltem, hogy csak kisebb, és elsésorban
mennyiségi jellegli eltérések mutathatok ki az egyes fehérjefrakcidokra nézve, igy az
izomfehérjék molekulatomeg szerinti megoszlasanak vizsgalata nem tette lehetdvé a
husmintak egyértelmii azonositasat.

- Immunblott vizsgéalatokat végeztem egyes husfehérjék ellen nyulban
kifejlesztett antitestet tartalmazé szérumok felhasznalasaval, és megallapitottam, hogy
mig az anti-sertés mioglobinnal végzett immunfestés esetén a marhahus erds
keresztreakciot adott, a sertés albumin ellen kifejlesztett szérum haszndlata esetén a
sertéshus ¢és a vaddisznohus egyértelmiien elkiilonithetd a tobbi vizsgalt allatfajtol.

- A nyers husmintak izoelektromos fokuszalasat kovetd pszeudoperoxidaz
festéssel meghataroztam az egyes fajok mioglobin mintazatat. A rendszertanilag igen
kozel allo fajok (pl. kacsa és liba vagy sertés és vaddisznd) esetén nagyon hasonlo
mintazatokat kaptam, de ha a f6 mioglobinsavok egybe is estek, a mellékfrakciok
eltér6 eloszlasa lehetové tette az azonositast. Sertéshus, marhahus és vaddisznohus
esetén kimutattam, hogy a fagyasztas valamint a specialis érlelétartalyban tobb hétig
tartd kondiciondlds nem befolydsolja szadmottevien a mioglobin mintazatot.
Megfigyeltem az irodalmi allitdsokkal megegyezden, hogy hustermékeknél a
mioglobin mintdzat alapjan vald eredet meghatarozads alkalmazhatosaganak a
hokezelés mértéke hatart szab: kolbaszfélék kivonataiban intenziven festédd savok
mutathatok ki, a vorosaruk elektroforetogramjai mar nem minden esetben
értékelhetok egyértelmiien, konzervek esetén pedig a huasok eredetének

meghatdrozasa mioglobin mintdzat alapjan nem volt lehetséges.
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- A ferroin reakcion alapuld ,,vas festést”, amit korabban egyes élelmiszerek,
pl. viz vagy bor vastartalmanak kimutatisara, illetve nativ poilakrilamid gélben
elvalasztott nem hem vasat tartalmazd fehérjék jelzésére hasznaltak, a husfehérjék
esetén az izoelektromos fokuszalast kovetden alkalmaztam. Megallapitottam, hogy
ezzel a modszerrel lehetévé valik a nem hem vasat tartalmazd fehérjefrakciok
specifikus kimutatdsa husokban, vagy mas élelmiszermintakban. Ennek az eljarasnak
a husokon kiviil a nem hem vasat nagyobb mennyiségben tartalmazo maj, és beldle
készilt termékek vizsgalataban is jelentosége lehet.

Tanulmanyoztam az allattartasi mod és egyes élelmiszertechnologiai
tényezok hatdsat az izomfeherjékre.

- Az Aéllattartdsi mod hatdsit vizsgalva a sertéshusfehérjékre, eltérést

mutattam ki a mioglobin mintazatban az organikus és a nagyiizemi modon tartott
allatokbol szarmaz6 mintak kozott. A pszeudoperoxidaz festéssel jelzett mioglobin
frakciok Osszintenzitdsa az organikus moédon tartott allatok husmintadiban magasabb
volt, és a két f6 mioglobin frakcid csucsteriiletének egymashoz viszonyitott ardnya
eltért: a 6,5 és 6,0 izoelektromos ponti frakciok ardnya a vizsgalt organikus
husmintakban atlagosan 47:53, a kontroll (nagylizemi) mintakban pedig 66:34.

- A kondicionalas alatt a miofibrillaris fehérjékben bekovetkez6 valtozasokat

SDS-poliakrilamid gélelektroforézissel tanulmanyoztam sertés, marha ¢és vaddisznd
modellmintdk felhasznaldsdval. Az elektroforetogramokat videodenzitométerrel
kiértékelve az irodalmi allitdsokkal egyezden megfigyeltem a troponin-T frakcio
bomlasat a haromhetes kondicionalasi folyamat soran. A degradacios termékek
létrejottét troponin elleni antitestet tartalmazo nyulszérum felhasznalasaval végzett
immunelektroforetikus vizsgalatokkal igazoltam.

- A y-besugarzas és hdkezelés hatdsanak vizsgalatakor a besugarzott (0-25

kGy) sertéscomb mintak mioglobin mintdzatdban a savok intenzitasdnak a
hoékezeltekhez (50-121 °C) képest kisebb mértékii csokkenését, valamint a 6,5
izoelektromos pont folotti és a 6,0 izoelektromos pont alatti tartomdnyban wjabb

peroxidaz aktivitassal rendelkezd frakciok megjelenését mutattam ki.
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Hustermékek és néhany mas élelmiszer potencialis allergén jellegét

vizsgaltam tehéntej illetve szojafehérje allergia szempontjabol (in vitro) immunblott
modszerrel.
Kimutattam egyes hazai hustermékek esetén a szdja, illetve tejfehérje adalékanyag
jelenlétét immunblott eljarassal. Tejet ado allatok huisdval néhany esetben - a korabbi
irodalmi megfigyelésekhez hasonldan - keresztreakciot mutattam ki tejfehérje pozitiv
huméan szérumot alkalmazva.

Vizsgdlatokat végeztem nyers husmintik biogén amin Jsszetételére
vonatkozoan.

- Megfigyeltem, hogy a vizsgalt PSE-jellegli sertéskaraj és —felsal mintakban
a biogén aminok koncentracioja (a felsal mintak esetén szignifikansan) alacsonyabb,
mint a normalis érésli husmintakban.

- A friss sertés-, marha- és vaddisznéhis mintdk biogén amin profiljat
Osszehasonlitva, a vaddisznohusban szamottevéen magasabb tiramin ¢és kadaverin
szintet mutattam ki.

- Vizsgalataim igazoltdk, a husmintdk specialis érleldtartdlyban 2 °C-on
torténd kondiciondldsa sordn a tiramin, a putreszcin ¢és a kadaverin szintjének
folyamatos emelkedését. A vaddiszndtarjdban a putreszcin és a kadaverin
koncentracié mar az érlelés masodik hetében meghaladta a 100 mg/kg-ot, a hisztamin
mennyisége azonban az érlelés négy hetében mindharom allatfaj (sertés, marha,

vaddisznd) mintdi esetében 10 mg/kg alatt maradt.

Kisérleteim sordan a teljesértékli taplalkozasban kiemelkedd jelentdségii
husok illetve hustermékek néhany olyan jellemz6jét tanulmanyoztam, amelyek a
hismindséggel és a biztonsagos taplalkozassal is Osszefiiggésben vannak. Vizsgaltam
az izomfehérjékben és a hismintadk biogén amin profiljaban bekovetkezd valtozasokat
néhany, az élelmiszeriparban alkalmazott kezelés hatdsara, igy az eredmények az
¢lelmiszer-eldallitasi gyakorlat szdmara is hasznosak lehetnek, és jelentds a szerepiik

az egészség megorzo taplalkozas és a mindség szempontjabol.
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7. SUMMARY

Changes of proteins and biogenic amines in meat and meat products

Electrophoretic methods for determination of meat samples originated from

different animal species:

* Electrophoretic and immunoblotting separation using rabbit anti-pork serum
albumin as antibody, showed definite differences between the samples of wildboar
and pork meat and the meat samples originated from other species, from beef, rabbit,

chicken, turkey, duck, goose.

* Pseudoperoxidase staining of mioglobin fractions separated from sarcoplasmic
proteins by isoelectric focusing, gave significant differences between the meat
samples of different species even in the case of samples of nearly related species.
However , this method is suitable for identification of species only in the case of

samples without heat treatments.

* Our results established that the non-heme iron proteins are well detectable by

using of bathophenanthroline disulphonate after isoelectric focusing.

Differences in the electrophoretic patterns of soluble pork proteins as a
consequence of pig rearing conditions, irradiation, heat treatment and

conditioning processes:

* Rigorous rearing conditions has raised the emphasis on meat quality problems.
The meat of the pigs kept in a natural farming system called organic meat. Different
muscles of pigs kept under natural circumstances and under traditional conditions

were compared using SDS polyacrylamide gel electrophoresis and isoelectric

99



Husok és hiistermékek fehérjéinek és biogén aminjainak valtozdsai.................oe...... Ph.D. értekezés

focusing. The mioglobin pattern of the organic and control meat samples were
different, the total intensity of the mioglobin zones was significantly higher in the
case of the organic samples. The ratio of the two main mioglobin fractions (pl: 6.5
and pl: 6.0) of pork samples was 47 : 53 in the case of the organic samples, and 66 :

34 in the case of the control group.

* The y-irradiated (1- 25 kGy) samples of pork meat showed lower decrease in
the total intensity of mioglobin zones stained for pseudoperoxidase activity than that

of the heat treated (50-121 ° C) samples of pork meat.

* The changes in the miofibrillar proteins during the conditioning process were
investigated by SDS polyacrylamide gel electrophoresis and evaluated by a
Videodensitometer. There were significant differences in the degree of the decreasing
of troponin T in the different extracts originated from pork, beef and wildboar meats.
The degradation of troponin T was monitored by immunelectrophoretic methods

using anti troponin antibody developed in rabbit.

Cross-reactivity of meat products in cow’s milk allergy:

* Although meat allergy has been considered as a rare pathology, it could not be
ignored due to its nutritional and functional importance. However, a major problem
has been for the patients suffering from food protein allergies, the presence of milk-,
egg-, or soybean proteins as additives in the meat products and the possibility of
cross-allergy against beef (in the case of milk allergy) or poultry (in the case of egg
allergy) meat.

o In vitro cross-reactivity between sera of patients suffering from cow’s milk
allergy and different meat products were examined by electrophoretic and
immunanalytical methods. Among the meat samples tested, beef showed

moderate cross-reactivity.
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Changes in biogenic amine content in meat samples during storage and

tenderisation:

* Biogenic amines can occur as a result of bacterial grows and metabolism in
meat and are thus indicators of the extent of spoilage. The aim of this study was to
provide quantitative data of biogenic amine content in fresh meat, to compare the
biogenic amine content of normal and PSE meat samples, and to investigate the

formation of biogenic amines during refrigeration, tenderisation process and spoilage.

* The meat samples investigated were in general poor in biogenic amines, with
only spermidine and spermine just as detectable levels. Normal pork meat samples
contained more biogenic amines than PSE-pork meat, but the differences were not
significant. Significant differences were found between Longissimus dorsi and

Musculus semimembranosus muscles.

* The level of biogenic amines harmful to health was found only after several
weeks of storage. The histamine appeared in detectable amounts only after 20 days,

by which time the meat samples were spoiled.

* The influence of meat tenderisation process on the formation of biogenic
amines was significant. The level of tyramine, putrescine and cadaverine in the fresh
wild boar samples was slightly higher than those of pork and beef samples. It was
found, that during the tenderisation process the content of tyramine, putrescine and
cadaverine increased continuously, and in some cases approached or exceeded the
100 mg/kg level. The content of histamine was in all cases below 10 mg/kg.
Spermidine and spermine are always occured in the raw meat samples in relatively
constant level and during the tenderisation the content of spermine decreased slightly.

There results might be useful in the technology of ageing of the meat.
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ROVIDITESEK:

AGM — agmatin

CAD - kadaverin

CTAB — N-cetil-N,N,N-trimetilammoniumbromid

DNS — dezoxiribonukleinsav

DOPA — dopamin

ELISA —(Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay) szilardfazisti enzimjelzéses immunmaodszer

B-FEN — B-feniletilamin

FPLC — (Fast Protein Liquid Chromatogtraphy) folyadékkromatografia fehérjék gyors
elvalasztasara

GC-MS — (Gas Chromatogtraphy Mass Spectroscopy) gazkromatografia—tomegspektrometria

HIS — hisztamin

HPLC -  (High  Pressure  Liquid  Chromatogtraphy)  nagynyomasu

folydékkromatografia

IEF — izoelektromos fokuszalas

IgG — immunglobulin G

LMW — (low molecular weight) alacsony molekulatomeg

ND — nem detektalhato

OCT — oktopamin

pl — izoelektromos pont

PAGE - poliakrilamid-gélelektroforézis

PCR — (polymerase chain reaction) polimeraz lancreakcio

PSE — (pale, soft, exudative) halvany, puha, vizenyds

PUT — putreszcin

RAPD-PCR — (random amplified polimorphic DNA fingerprint) véletlenszertien

felerdsitett polimorfikus DNS mintazat

RNS - ribonukleinsav

SDS — (sodium dodecyl sulfate) natrium-dodecil-szulfat

SER — szerotonin

SPD — spermidin

SPM — spermin

SZD — szignifikéns differencia

TEMED — N,N,N’,N’-tetrametil-etilén-diamin

TIR — tiramin

TRIS — trisz-(hidroximetil)-amino-metan

TRP — triptamin
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