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JELOLESEK, ROVIDITESEK JEGYZEKE

AEX: A extrahalo6 puffer

APS: ammoénium-perszulfat 10 %-os oldata

BPB: bromophenol blue, bromfenolkék

BSA: bovin serum albumin, marha szérum albumin

CHAPS: (3-[(3-kolamido-propil)-dimetilammonio]-propan-szulfat
DEAE: dietil-amino-etil

DTT: ditio-treitol

FPLC: Fast Protein Liquid Chromatography

GLS: 10 % glicerint tartalmazo6 Lysis Solution

G 250: Coomassie Brilliant Blue G 250 festék

v: hatarfeliileti fesziiltség, mN/m

HIC: Hydrophobic Interaction Chromatography

HFM: haromfazisu megoszlas

HPLC: High Pressure Liquid Chromatography

IEF: izoelektromos fokuszalas

IEX: Ion Exchange Chromatography

NEpHGE: Nonequilibrium pH Gradient Electrophoresis

OVA: ovalbumin

PCR: Polymerase Chain Reaction

PEG: polietilén-glikol

P %: a harmadik fazist alkotd fehérje mennyisége a kiindulasi fehérje szazalékaban
R¢: Relative Front, a poliakrilamid gélben a fehérjesav helyzetére utald viszonyszam
rpm: round per minute

RZ: Reinheitzahl, a peroxidaz tisztasagat jelzd szam

SDS: Sodium dodecyl sulfate, natrium-dodecil-szulfat

TCA: Trichloroacetic acid, triklor-ecetsav

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

TPP: Three-Phase Partitioning



1. BEVEZETES

Az ¢lelmiszerek vizsgalata az élelmiszertudomédny gyorsan fejlodé agat képezi, magédba
foglalva a nyersanyagtél a feldolgozott élelmiszerig a taplalékban egymassal kolcsondsen
helyettesithetd (izodinamia) fehérjék, szénhidratok és lipidek, valamint a minimum térvény
értelmében egymassal nem helyettesithetd esszencialis zsirsavak, esszencidlis aminosavak, dsvanyi
sok, vitaminok és nyomelemek analizisét. Az élelmiszer feldolgozas és eldallitas problémainak
megoldasan tul, napjainkban az élelmiszer nyersanyagok Osszetételének meghatdrozasa fokozott
jelentOségre tett szert, amit a genetikailag moddositott novények elterjedése, a ndvényeket érd
stressz, tovabba az élelmiszer azonositas és eredet bizonyitasanak igénye indokol.

Az ¢élelmiszerfehérjék vizsgdlatdnak nagyszamu specifikus és altalanos moddszere ismert,
amelyek kozott elsdsorban az elektroforetikus (SDS, IEF, és kétdimenzids) és a kromatografis
(IEX, HIC, FPLC, HPLC) eljarasok emlithetok. Ahhoz, hogy ezeket komplex fehérjekeverékek
vizsgalatara alkalmazhassuk, rendszerint el6frakcionalési 1épésekre van sziikség.

Az eldzetes frakciondlds igénye mar régen, az egyes enzimek tiszta allapotban valo
kinyerésekor jelentkezett, és ehhez szerves olddszereket, neutralis sokkal valo kisozast,
kromatografias eljarasokat, vizes kétfazisi rendszerben torténd megoszlast alkalmaztak. Abban az
esetben, ha nem egyetlen, vagy néhany fehérje izolalasa a cél, hanem az adott élelmiszerbdl, példaul
novényi nyersanyagbol valamilyen eljarassal kioldhat6é 6sszes fehérje kvalitativ illetve kvantitativ
jellemzése, akkor tobbféle oldoszert alkalmazé frakciondldsra van sziikség.

A haromfazisi megoszlas (HFM), illetve Three Phase Partitioning (TPP) egy olyan, tobb
szempontbol is kiillonleges frakcionald 1€épés, amely hatdsdban egyesiti a neutralis soéval végzett
kisdzast €s a szerves oldoszeres frakcionalast. A fehérjék ammonium-szulfatos kis6zasat ferc-butil-
alkohol jelenlétében végezve, a kivalt fehérjék a szerves-vizes hatérfeliileten korong alakq,
harmadik fazisnak elnevezett kozépréteget képeznek. Az egyszerii kis6zassal Osszehasonlitva a
haromfazisi megoszlas tovabbi elénye, hogy az apolaris szennyezdk a szerves fazisban, a polarisak
a vizes fazisban maradnak.

A héromfazist megoszlds kezdetben ipari enzimek tisztitdsdban hozott jelentds
eredményeket, mivel az enzimek tobbségénél a tisztitds korai stddiumdban nagymennyiségii
szennyezd anyag levalasat eredményezte, a specifikus aktivitas egyideji novekedése mellett. A
korai alkalmazasokban a frakcionalast az ammoénium-szulfat relativ telitettségének novelésével
iranyitottak.

A megoszlasban szerepet jatszo kolcsonhatasok vizsgéalataval foglalkozo elsé kozleményt
1989-ben publikaltadk (Pike és Dennison). Azdta tobb munka is foglalkozott a megoszlas

mechanizmusaval, amelynek azonban tobb részlete jelenleg is tisztazatlan, a kolcsonhatast



befolydsolé paraméterek nagy szdma miatt. A kivalt fehérje mennyisége és a fehérjét nem
tartalmazo, azonos Osszetételi kétfazisi rendszer, mint vonatkoztatasi rendszer hatarfeliileti
fesziiltsége kozotti korrelaciot 1995-ben irtdk le (Szamos és Kiss).

A haromféazisu-megoszlas husfehérjék vizsgalatara alkalmas valtozatat 1997-ben publikaltak
(Szamos et al.), amelynek segitségével a hatarfeliileten levalt fehérjekorong centrifugélis erétérben
mérhetd "kompresszibilitas"-abol kovetkeztetni Iehet a fehérjekeverék eredetére.

A haromfazisi-rendszerben a fehérjéken kiviil nagyszamu, kiilonb6z0 mindségii anyag
mutat jellegzetes viselkedést, igy a DNS, a kiilonb6z6 polimerek, és a poliszacharidok. Egyes
alkalmazasokban négyfazisu rendszerek kialakulasat is meg lehetett figyelni.

Az értekezés célkitiizése az eredetileg fehérjék tisztitdsara és koncentraldsara alkalmazott
haromfazisi megoszlasbol egy élelmiszeranalitikai, frakcionalé modszer kidolgozésa. Korabban
leirtuk a haromfazisu megoszlas nagyobb mintaszdm vizsgélatara alkalmas véltozatat (Szamos et al.
1998a), de az altalanos alkalmazhatosag feltételeit akkor nem vizsgaltuk.

Elészor ovalbumin, illetve [-laktoglobulin haromfazisi megoszlasat tanulméanyoztam
kiilonb6z6 Gsszetételli rendszerekben. A két fehérje viselkedését a harmadik fazisban levalt fehérje
mennyisége, ¢s a harmadik fazis centrifugdlis er6térben mérhetd kompresszibilitasa alapjan
hasonlitottam Ossze. A kisérleteket széles tartomanyban valtozo Osszetételii és fehérjekicsapod
erésségli megosztd rendszerekkel, és 2-10 mg/ml fehérjekoncentracié tartomanyban végeztem.

A masodik részben a rendszerrel k6zolt mechanikai energia hatdsat vizsgaltam busa, csirke,
marha ¢€s sertés huslevek haromfazisu megoszlasara.

A harmadik részben a HFM ndvényi ¢s allati fehérjék vizsgéalatdra alkalmas analitikai
valtozatanak kidolgozasat tliztem ki célul. Kiilonb6z6 kukoricafajtak osszes kioldhatd fehérjéinek,
illetve a tiikkros t4jponty egyetlen 1épésben kinyert szarkoplazma fehérjéinek haromfazisi
megoszlasat kdzvetleniil mérhetd rendszerekben valdsitottam meg, és az Gjraoldott harmadik fazis

fehérjéit nem egyensulyi pH gradiens elektroforézissel valasztottam szét.



II. IRODALMI ATTEKINTES

I1. 1. Fehérjék frakcionalasa kisozassal és szerves oldoszerekkel

A haromfazisi megoszlas visszavezethetd mind a kis6zasos, mind a szerves oldoszeres
fehérjefrakciondlasra, ezért célszerli e két eljaras elvét €s jellegzetességeit attekinteni (Foster et al.
1976, Scopes 1982, Shih et al. 1992).

Egy fehérje oldhatdsagat valamely oldoszerben harom f6 tényezd hatarozza meg:

o a feliileti toltéssiirliség és toltés eloszlas

e a hidrataci6é mértéke

e anem fehérje komponensek, foszfat, szénhidrat és lipid jelenléte.

Ezen kiviil szerepet jatszik a hidrofil és hidrofob csoportok aradnya, eloszldsa is. A hidrofob
csoportok nagy szamban fordulnak el6 a fehérjék belsejében, de kisebb gyakorisdggal a molekula
felszinén is megtaldlhatok, ami jelentés mértékben meghatidrozza viselkedésiiket kiilonbozo
oldatokban. Vizes oldatokban az oldott fehérjék viselkedése befolyasolhatd az oldat pH értékének,
ionerdsségének, homérsékletének valtoztatasdval, szerves olddszerek hozzdadédsaval, esetleg ezek
egylittes alkalmazasaval.

A kis6zds soran nagy mennyiségli sO hozzdadasara csokken a fehérjeoldhatosag ¢és a
kolcsonhatasban dontd szerepet jatszik a fehérje hidrofob jellege. Vizes oldatban a fehérjék feliileti
apolaris oldallancai (Phe, Tyr, Trp, Leu, Ile, Met, Val) koriil a vizmolekulak mintegy "befagynak".
eltavolitjak azt a hidrofob oldallancokrol, amelyek kolcsonhatasi valoszinlisége igy megnd, €és ha a
vizelvonas mértéke elegendden nagy, bekovetkezik az aggregalodas. A nagyobb szamu vagy
méretli hidrofob foltot tartalmazo fehérjék gyorsabban aggregalodnak, mig a kevés feliileti apolaris
csoportot tartalmazok viszonylag nagyobb sé toménység mellett is oldatban maradnak. A hidrofob
kolesonhatas nem specifikus, ezért tobb kiillonbozd fehérje oldataban az egyes fehérjék kiillonbozd
mértékben befolyasoljak egymas oldhatosagat, €s a koaggregacioé nagymértéki lehet.

Tiszta fehérje €s egy adott s6 esetében a fehérjeoldhatosag és a s6 koncentracidja kozotti

félempirikus Osszefliggést a Cohn egyenlet fejezi ki (1925).

log S= - Kl (1)

Ahol S a fehérje oldhatosaga, I az ionerdsség, B a fehérje tipusatdl, a pH-tol és a hdmérséklettol

figgd allando, Ky pedig a kisozasi allandd, amely Ilényegében fiiggetlen a pH-tol és a



hémérséklettdl. Ez az egyenlet nemcsak a fehérjékre érvényes, hanem az elektrolitokkal kis6zhato
szerves anyagokra €s oldott gadzokra is.

Fehérjék keverékét tartalmazéd oldatban a fehérjekivalas a koprecipitacid miatt nem koveti
ionerdsségnél kezdenek kicsapddni, ezért az oldott és a szilard fazis fehérje Osszetétele
folyamatosan valtozik. Egy fehérje oldhatdsagat az oldatban 1évo tobbi fehérje jelenléte csokkenti.
Jollehet a kis6zast a hidrofob kdlcsonhatas iranyitja, az oldhatosag a pH allitasaval is modosithato.
A toltések eltavolitasaval a feliilet polaritasa és ezzel a fehérje oldhatosaga csokken, igy a fehérje
izoelektromos pontjan aggregalodik a legkdnnyebben. A kis6zast magasabb homérsékleten végezve
a fehérjék oldhatosdga csokken. A kisozasra leggyakrabban hasznalt ammonium-szulfat
oldhatosaga a 0-30°C hdmérséklettartomanyban alig valtozik és a kivalt fehérjét hosszl ideig képes
stabilizalni.

Vizes fehérjeoldathoz szerves olddszert, példaul acetont vagy etanolt adva a dielektromos
alland6 csokkenése kovetkeztében (Coulomb torvény) fehérjekicsapddas torténik. Az olddszer
dielektromos 4alland6janak nagymértékli csokkenésével egyiitt jar az oldott molekulak
rendez0dott  vizmolekulakat a szerves olddszer molekuldi kiszoritjak, igy ezeknek a
feliiletelemeknek az "oldhatosaga" viszonylag nagyobb lesz, de a vizben oldhaté fehérjék
oldhatosaga csokken. Az oldat pH-jat a fehérje izoelektromos pontjara allitva kevesebb szerves
oldoszer elegendd a kicsapashoz. Hasonloképpen, a sziikséges szerves olddszer mennyisége
forditva ardnyos a fehérje molekulatomegével. Tobbféle fehérjét tartalmazd oldatban a nagy
molekulatomegi fehérjék elobb aggregalodnak, mivel nagyobb a valdszinlisége annak, hogy azonos
toltésmintazati masik fehérjével talalkozzanak. A szerves olddszeres fehérjefrakcionalés
homérséklete kritikus, mivel +10 °C felett fokozott denaturalodassal kell szamolni, aminek az oka
az intramolekuldris hidroféb kolcsonhatasokban keresendd. Alacsony hdomérsékleten a
fehérjemolekula nem rendelkezik konformacids flexibilitassal, igy a szerves oldoszer molekulak
nem tudnak behatolni a belsé szerkezetbe, és nem destabilizaljak azt. Magasabb hdmérsékleten
azonban a kis szerves molekuldk megbontjak a feliiletet és hidrofob kdlcsonhatassal kapcsolodnak a
belsé aminosav oldallancokhoz, mint Leu, Ile, Tyr, Phe, Val stb. Magasabb homérsékleten nagyobb
a bels6 hidrofob kolcsonhatasok hozzajaruldsa a molekula integritdsanak fenntartdsdhoz tehat
gyengiiléstik gyors, autokatalitikus denaturaciora vezet. A fehérjefrakcionédlasra leggyakrabban
hasznalt két szerves oldoszer az aceton és az etanol. Az elobbi kevésbé denaturalo hatasu, - részben

azért - mert 6sszehasonlithaté mértékii kicsapas eléréséhez, ebbdl kisebb mennyiség is elegendd.
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11. 2. Frakcionalas vizes kétfazisu rendszerekkel

Labilis enzimek ¢és fehérjék extrahalasara alkalmas a polietilén-glikolt (PEG) és dextrant
tartalmaz6 kétfazisti folyadék-folyadék extrakcids rendszer. A fazisok viztartalma egyenként tobb
mint 75 %, és vagy dextrant, vagy polietilén-glikolt tartalmaznak. A PEG — dextran rendszerrel
példaul Klebsiella pneumoniae pullulanaz enzimre, 91 %-o0s hozamot és kétszeres tisztulast értek el.
Hasonlo és szélesebb korben alkalmazott a PEG - kalium-foszfat rendszer. A vizes, kétfazisa
modszerek hatranya, hogy a PEG eltdvolitdsa nem olyan egyszerli, mint egy s6¢é, vagy szerves
oldoszeré (Bailey, Ollis 1987).

A legljabb alkalmazasokban dextran helyett nem ionos detergenseket, példaul Triton X-
114-et, vagy dodecil-maltozidot, alkalmaznak a vizes kétfazisu frakcionalasokhoz. A vizben
oldhato fehérjék a polimer fazisban, mig a membran fehérjék a detergens fazisban dtsulnak, ezéltal
jelentds elofrakcionalas érhetd el. Az eljaras kis térfogatban is alkalmazhatd. A pH valtoztatasaval,
kiilonbozdé Osszetételii pufferek alkalmazasaval €és segédanyagok, példaul SDS jelenlétében a
megoszlasi egyiitthato (a felso illetve az also vizes fazisokban oldott 6sszes fehérje mennyiségének

aranya) valtozik, igy az eljaras a céltdl fiiggden optimalizalhatd (Everberg et al., 2004).

11. 3. Frakcionalas homérséklet-indukalt fazisszétvalassal

A Triton X-114 nem ionos detergens homérsékletemelkedés hatasdra bekovetkezd fazis
szétvalasat elészor Bordier irta le 1981-ben. Alacsony hdmérsékleten vizes oldatban a Triton X-114
micellaris oldatot hoz létre, de 20°C felett két egyensulyi fazis képezddik. Sanchez-Ferrer et al.
(1989) olyan uj, a Triton X-114 fazisszétvalasan alapulod eljarast irtak le, amelynek segitségével
nagyon jo hozammal tudtik tisztitani a sz6l6 polifenoloxidazt, és az enzimet 100 %-ban sikeriilt
elvalasztani a klorofilltél és a fenoloktdl. Andersen és Moller (1998) kettds Triton X-114
fazismegoszlassal novényi citokromokat tisztitottak €s eltavolitottak a zold novényi pigmenteket.
Az egymast kovetd két megoszlast, foszfat-, majd borat pufferrel végezték, ¢s nagyobb hozamot
értek el, mint a hasonld célra alkalmazott oszlopkromatografias modszerekkel, nem emlitve a
fazismegoszlasos modszer rendkiviili gyorsasagat, amelynek eredményeképpen a tisztitas 3-4 ora
alatt elvégezhetd. A Triton X-114 hémérséklet-indukalt fazisszétvalasaval elkiilonithet6k a hidrofil
¢s hidrofob fehérjek, de a koriilmények — az alkalmazott puffer komponensei és pH-ja, a detergens
koncentracioja, a fehérjék szerkezete és hidrofob jellege — dontd mértékben befolyasoljak a felsd és
also fazisban talalhat6 fehérjék mennyiségét. Mas szdoval, egy adott tisztitasi feladat megvalositasa
elozetes kisérleteket igényel, de a kikisérletezett modszer kis iddigénye ezt a kezdeti tobbletmunkat

az alkalmazasokban messzemenden ellensulyozza.
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11. 4. Frakcionalas haromfazisu extrahalassal

A héaromfazisu extrahalas, Iényegét tekintve hdrom, egymassal nem elegyedd folyadékbol
allo extrahal6d rendszer alkalmazasat jelenti, amellyel kiilonb6zd iparagakban alkalmazott festékek,
asvanyolaj szarmazékok, zsirok, lanolin, trioktil-amin, €és kiilonboz6 szerves vegyiiletosztalyok is
elvalaszthatok és analizalhatok. Példaul 3M-os natrium-klorid oldat, acetonitril és hexan
folyadékfazisokkal, a pH megfeleld értékekre allitdsaval elvalaszthatok egymastol az egy- illetve
haromértékii fenolok, a Ci-Cy, illetve Cs-Cyo aminok, olajok, aromés vegyiiletek, festékek, tovabba

mennyiségiik kvantitativan meghatarozhat6 (Frankovszkij et al. 1989).

I1. 5. Haromfazisi megoszlas

11.5.1. A HFM és alkalmazdsa enzimtisztitasra

A haromfazisi megoszlast, mint ) enzimtisztitasi 1épést, 1984-ben publikaltak eldszor
Odegaard és munkatarsai, akik a Trichoderma reesei celluldz multienzim komplex tagjainak
izolalasat, tisztitasat ¢és jellemzését végezték. A képzddd cellulaz enzim relativ mennyisége
bizonytalan mértékben tolddhat el, a kiillonb6z6 novekedési szubsztratok és feltételek valtozasaval.
A szerzoOk ezért két 01 eljarast dolgoztak ki, mégpedig a haromfazisu megoszlast (HFM), amely
koncentralja a fehérjéket és konzervalja az Osszes aktivitdst, valamint a hidroféb kolcsonhatési
kromatografiat (HIC).

Az elsé meghatarozas szerint a haromfazisu megoszlas ugy teszi lehetévé fehérjék nyers
oldatokbol val6 tisztitdsat, hogy az ammonium-szulfat és a ferc-butil-alkohol egyiittes
alkalmazasaval "kikényszeriti" a hatarfeliiletre az enzimet a vizes oldatbdl. A terc-butil-alkohol a
vizzel minden aranyban elegyedik, azonban 20-40 % relativ telitettségig ammonium-szulfatot adva
a rendszerhez, egy kisebb stirliségli, kiilon réteget képez szobahdmérsékleten. Az oldhatatlannd valt
cellulazok kiilon fazist képeztek az alsé vizes, és a kisebb stirliségii felso, terc-butil-alkoholos fazis
kozott. Ezt a harmadik fazist, interfazist, vagy kozépréteget, kissebességii centrifugalassal konnyen
ki tudtdk alakitani. A szerves fazis extrahdlt szines szennyezé anyagokat, fenol- ¢és
tanninszarmazékokat, valamint konjugatumokat tartalmazott. A szokasos szerves oldoszeres
kicsapas gyakorlatatol eltérden a szerzok nem tartottdk indokoltnak a hidegben valé munkat, vagy a
homérséklet hirtelen csokkentését. A haromfazisi moddszer, a kivant fehérjéket és enzimeket
koncentralva, megdrizte azok teljes aktivitasat szobahdmérsékleten. Kordbban mar bizonyitottak,
hogy a terc-butil-alkohol az enzimek aktivitdsat megorzi, sot, gyakran tobbszordsére noveli azt (pl.
a bakterialis B-gliikuronidazét), ellentétben a kisebb szénatom szdmu alkoholokkal (Tan, Lovrien,

1972).
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Ebben az elsdé alkalmazéasban a szerz6k 20 térfogatszazalékig adagoltak ferc-butil-alkoholt, az
enzimeket és a szennyezdOk elegyét tartalmazo 40 % relativ telitési ammonium-szulfat oldathoz,
intenziv keverés kozben. Ezen a ponton nem tapasztaltak kicsapoddst. Az ammoénium-szulfat
kicsapddas tortént. Az elegyet 15 perc utan 1000xg-vel centrifugalva harom, jol elkiiloniilt fazist
kaptak.

A haromfazisti modszer elsésorban koncentralo, tovabba tisztitd 1€pés, amelynek tovabbi eldnye,
hogy az utana végzett liofilezéssel mar csak minimalis mennyiségii vizet kell eltavolitani. A pH 2-8
tartomanyban szobahdmérsékleten végzett megoszlasos kisérletek eredménye szerint, a pH 3-7
tartomanyon kiviil az Gsszes cellulaz fajlagos aktivitisa legalabb 20 %-kal csokkent. A pH 3-7
tartomdnyban viszont, kozelitleg az Osszes celluldz aktivitds megdérzodott. A HFM tobbszor
ismételhetd, kivald fehérje és aktivitdis hozamokat eredményezd 1épés. A leghasznosabbnak
azonban a nem kivanatos pigmentek eltdvolitdsdban bizonyult, a kiillonb6z6 enzimek karositasa

nélkil.

II. 5. 2. A HFM alkalmazasanak Kkiterjesztése

A haromfazisu megoszlas 18 enzimre és fehérjére kiterjed6 alkalmazasarol szamoltak be
Lovrien és munkatarsa (1987). Az enzimek tobbségénél az apolaris pigmentek terc-butil-alkoholos
fazisba keriilése miatt jelentOs tisztulast tapasztaltak, és a teljes aktivitast visszanyerték, a fajlagos
aktivitds novekedése mellett. Fontos eredményiik technologiai szempontbol, hogy az eljards soran
grammnyi mennyiségii kiindulasi anyag kis térfogatban, szobahdmérsékleten feldolgozhato.

A megoszlas protokollja eltér a cellulaz enzimre leirttol, amelynek fobb 1épéseit a késdbbi
eredményekre figyelemmel érdemes itt ismertetni:

1. anyers fehérjeoldat pH értékének beallitdsa pH 2-10 kozé (1-5 perc)

2. ammonium-szulfat adagolédsa az oldathoz a kivant koncentracioig (1 perc)

3. terc-butil-alkohol hozzaadasa 1:1 térfogataranyban (2 perc),

4. centrifugélas 200 rpm,(2-5 perc)

5. a terc-butil-alkoholos fazis eltavolitdsa utan, a k6zépsd enzim/fehérje réteg visszanyerése

(2 perc).

A kisérletek soran a harmadik fazis gyakran gél allapot volt, amely az enzimen kiviil terc-butil-
alkoholt, vizet és sokat tartalmazott. Puffer oldatok hozzdadasadra ezek a gélek rendszerint
visszaoldddtak. Azt talaltdk, hogy nem minden enzim jut ki a vizes fazisbol, ezért az tigynevezett
egy-1épéses, azaz egy adott Osszetétellel jellemezhetd6 HFM helyett ilyenkor jo eredménnyel
alkalmaztak a kétlépéses HFM-et, amit vagy tovabbi ammonium-szulfatadagoléssal, vagy a pH

eltolasaval értek el. Az utdbbi esetben rendszerint 1étezett egy "ablak", vagy optimalis ammonium-
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szulfat koncentracio tartomany, amely alatt a kivant enzim nem jut a harmadik fazisba, amely felett
viszont, til sok szennyezd polimer jut a kdzéprétegbe.

A szerzOk kiilonbozo eredeti nyers cellulaz, torma peroxidaz, pepszin, proteaz B. subtilis, o.-
amildz, invertdz, B-galaktozidaz, B-gliikozidaz, amilogliikkozidaz, lipdz, Bowman-Birk sz6ja tripszin
inhibitor hdromfazisti megoszlasat vizsgaltak. Az Osszes aktivitas legalabb 80 %-at vissza tudtak
nyerni, mikozben a kivant enzim fajlagos aktivitdsa 2-3-szorosara (pl. torma peroxidaz), a -
gliikozidaz esetében 10-20-szorosara ndvekedett. A fajlagos aktivitdas nem mindig a szennyezd
fehérjék, hanem gyakran az enzim inhibitorok eltavolitdsa miatt nott.

A haromfazisi megoszlast befolydsoldo paraméterek kozott emlitik a szerzok a
makromolekulak toltését, a fehérjék izoelektromos pontjat és az optimalis pH-t. Nem volt ismert,
hogy a fehérjék miért flotdlnak a megoszlas folyaman a kozépsd rétegbe, és miért iilepednek a
kisozas folyaman. A jelenség valdszinli okaként a terc-butil-alkohol €s a s6 anionjanak fehérjékhez

val6 kapcsolodasat és az oldoszer kizarddasat jelolték meg.

II. 5. 3. A HFM paramétereinek vizsgalata

A megoszlast befolyasold paraméterek kozelebbi vizsgalatardl Pike és Dennison kozdltek
publikaciot 1989-ben. A standard fehérjéket, - BSA, citokrom C, y-globulin, hemoglobin, lizozim,
mioglobin és ovalbumin - nem enzimaktivitasuk, hanem izoelektromos pontjuk (pl), pH 4,6-11,1,
illetve molekulatomegiik 14300-160000 Da alapjan valasztottdk ki. A kovetkezd tényezOket
tanulmanyoztak:

e az ammonium-szulfat és a terc-butil-alkohol aranyéanak hatasa,

e apH és az izoelektromos pont viszonya,

e a fehérje molekulatomege,

e a fehérje koncentracidja,

e ahomérséklet.

Az elvalasztast SDS-poliakrilamid gélelektroforézissel kovették.

A fehérjemintdk koncentracioja 0,5 mg/ml volt az adott pH-ju 0,01M pufferben. A
hozzaadott terc-butil-alkohol mennyisége a térfogat 30 %-a volt. Az ammonium-szulfatot szilard
allapotban adtdk az oldathoz, és erdteljes keveréssel oldottak fel. Az oldatok homérséklete 25°C
volt, kivéve, amikor a hd hatasat tanulmanyoztdk. A rendszer centrifugdldsa utdn a harom fazist
kiilon gyljtottek. A vizes fazis Ajgy értékét azonos modon készitett, de fehérjét nem tartalmazo
oldattal szemben mérték. A harmadik fazist az eredetivel egyez6 térfogatu 0,01M foszfat pufferben
(pH 7,0) Gjra oldottdk. A harmadik fazisban kivalt fehérje mennyiségét az alabbi 6sszefliggéssel %-
ban adtak meg:
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A-[B(F /)]

Fehérje (%) = £100  (2)

Ahol A = a kiindulési fehérjeoldat elnyelése 280 nm-en
B = a megoszlas utani fehérjeoldat elnyelése 280 nm-en
F = a megoszlas utani fehérjeoldat térfogata ml-ben
I = a kiindulasi fehérjeoldat térfogata ml-ben
(azzal a feltevéssel, hogy a kisérletsorozatban nem volt olyan fehérje, amelyik bejutott volna a terc-

butil-alkoholos fazisba, tehat annak fehérjetartalmat nem mérték).

crer

crer

ammonium-szulfat és ndvekvd koncentracidji etilén-glikol szimultdn gradiens eldcios

kromatografiaval.

II. 5. 3. 1. A rendszer Osszetételének hatasa

A kétfazisu rendszer kialakitdsdhoz sziikséges sO ¢és terc-butil-alkohol aranyanak
meghatdrozasat BSA-val és ovalbuminnal 50 térfogat% terc-butil-alkohol és 50 m/V % ammonium-
szulfat tartomanyban vizsgaltak, és azt talaltak, hogy reciprok Osszefiiggés van a so és a terc-butil-
alkohol mennyisége kozott. A fehérje jelenlétében tobb ammonium-szulfatra volt sziikség a fazisok
¢les elvalasdhoz, mint fehérje tavollétében. Nem taldltak olyan kitiintetett ardnyt, amely elénydsebb
lett volna a tobbinél, de a legkisebb alkalmazott terc-butil-alkohol térfogat% mellett jutott a
legkevesebb fehérje a harmadik fazisba.

Az oldatok stirliségét meghatarozva azt talaltak, hogy a fazisok siirlisége Osszetett modon fiigg a
nominalis ammonium-szulfat koncentraciotdl, mikézben az egyszerli ammonium-szulfat oldatok
flotdlnak, mig a hagyomanyos ammonium-szulfatos kisézasban, ugyanolyan strtiségnél
szedimentalédnak. Példaul 2 mg/ml marha szérum albumin pH = 4,8-as pufferben 30 m/V %
ammonium-szulfatban szedimentaldédik, de a HFM-ben kicsapodik és a vizes fazis felszinén flotal
25 m/V % nominalis ammonium-szulfat koncentracional (aminek a siirlisége azonos a 30 % os
60 m/V % ammoénium-szulfatban szedimentalédik, de 30 % nomindlis ammonium-szulfat

koncentracion kicsapddva harmadik fazist képez.
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II. 5. 3. 2. A pH szerepe

A pH hatdsat tobb pH-értéken vizsgaltadk valamennyi tesztfehérjével, a mioglobin
kivételével, ami a megoszlas folyamataban teljesen denaturalodott. A fehérjéket egyenként oldottak
a megfeleld pH-ju 0,01M pufferben, majd a megoszlast olyan s6 koncentracion végezték, ami a
fehérje mennyiségének 90 %-at a harmadik fazisba juttatta az optimalis pH értéken.. A HFM
hatékonysdganak két indexét mérték: a harmadik fazisba jutott fehérje mennyiségét és ennek
oldhatdsagat. Azt talaltdk, hogy a fehérjék alacsony pH értéken jutnak legkénnyebben a harmadik
fazisba, bar a lizozim és hemoglobin esetében a kicsapddas gyakorlatilag fiiggetlen a pH-tol. A
kivalt fehérje oldhatdsaga izoelektromos pontjan végzett megoszlasakor volt a legnagyobb. Ez azt
jelenti, hogy a fehérje kevésbé denaturalddik, ha a folyamat soran semleges toltésii. Az egyetlen
kvaterner strukturdju fehérje, a hemoglobin, teljes mértékben oldhatatlan volt a megoszlas utan.

Hasonloképpen a mioglobin is denaturaldodik és elveszti a nem kovalens kotésti hem-et.

II. 5. 3. 3. A moltomeg hatasa

A molekulatdmeg megoszlasra kifejtett hatdsdnak tanulményozasara mérték a teszt fehérjék
legaldbb 90 %-at kicsapd ammonium-szulfat mennyiségét. A fehérje molekulatomege és a
kicsapasahoz sziikséges ammonium-szulfat mennyisége kozott, reciprok Osszefiiggést talaltak. A
hatas erdsodik a kis moltomegii tartomanyban, ahol ardnyosan tobb s6 sziikséges a fehérje
kicsapodasahoz. Ez a viselkedés azonban nem csupan a molekulatdmegre vezethetd vissza, hanem a

hidrofil jellegre is, mint példaul a citokrom C esetében.

II. 5. 3. 4. A fehérjekoncentracio és dsszetétel befolyasa

A fehérjekoncentracié hatdsat a folyamatra harom fehérje esetében (y-globulin, BSA, és
ovalbumin), harom kiilonbozé pH érteken (5,7, 4,8 és 4,6), 30 térfogat% terc-butil-alkohol
jelenlétében vizsgaltdk. Azt talaltdk, hogy a megoszlas soran kivalt fehérje mennyisége, eltér a
hagyomanyos kisozassal kicsaphato értéktdl, ahol egy fehérjének egyetlen, a s6 koncentraciojatol
fliggd oldhatdsagi gorbéje van. A megoszlasban egy adott fehérje tobb oldhatdsagi gorbével
rendelkezik, amelyek mindegyikét a fehérje kezdeti koncentracidja hatarozza meg. Kis ammonium-
szulfat- és nagy fehérjekoncentracid tejszerli oldatok képzddésére vezet, mieldtt a rendszer
fazisokra valna szét. Az oldatok 10 % szachar6z hozzaadasara feltisztultak, de fazisszétvalas nem

tortént.

II. 5. 3. 5. A homérséklet befolyasa

A hoémérséklet hatasat pH 4,8 értéken €s 30 m/V % ammonium-szulfat tartalom mellett

BSA-val tanulmanyoztak. Megallapitottak, hogy a homérsékletnek a megoszlasra kifejtett hatasa
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csekély, és nem befolyasolja 1ényegesen sem a harmadik fazisba jutdé fehérje mennyiségét, sem
annak oldhatosagat. A fehérje visszaoldddasa azonban alacsonyabb homérsékleten gyorsabb, mint
37°C —on. A megoszlas fehérje konformacidra gyakorolt hatdsa nem jelentds, amit a cirkularis
dikroizmus (CD) spektrumban észlelhetd eltolodasok alapjan vizsgaltak. Az egyetlen nyilvanvalo
novekedést az a-helikalis tartalomban észlelték, ami arra utal, -legalabbis a vizsgalt fehérjék
esetében - hogy a terc-butil-alkohol 6nmagaban nem denaturalé hatasu.

A HIC oszloprdl eludlt fehérjék sorrendje, ami a feliileti hidrofobitas adott elrendezés szerint
mért valtozasanak felel meg, nem bizonyult szignifikans faktornak a folyamat értékelése

szempontjabol, mivel nem korrelalt a harmadik fazisba jut6 fehérje mennyiségével.

II. 5. 3. 6. A fehérjék visszaoldddasabol levonhatd kovetkeztetések

A HFM folyamat utan, jol oldhaté standard fehérjékkel (egyenként 0,5 mg/ml koncentracid)

készitett fehérjeelegy komponenseinek viselkedését SDS-elektroforézissel tanulméanyoztak a

crer

crer

utobbi elegy a citokrom C kivételével minden fehérjét kicsapott. A legtobb BSA és y-globulin a 30
%- os rendszerben jutott a harmadik fazisba, de a varakozéssal ellentétben, szignifikdns mennyiségii
lizozim koprecipitaciojat is tapasztaltak.

Réamutattak arra, hogy ebben a kisérletben a fehérjék koncentracidja adott volt. Ismeretlen fehérje
keverék megoszlasa folyaman, amikor a komponensek koncentraciéja nem ismert, azok mennyisége
befolyasolhatja kicsapodasukat.

Eredményeik alapjan arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy a fehérjék legkonnyebben az
izoelektromos pontjukon valnak ki a harmadik fazisba, de a kivalt fehérjék visszaoldhatdsaga akkor
a legnagyobb, ha a HFM a pl feletti pH értéken torténik. A so és a terc-butil-alkohol hatasa hasonlo,
amennyiben az egyik tobblete kompenzalja a masik csokkentett mennyiségét. A fehérje
koncentracio hatasa eltér a kisozasban tapasztalttol, mivel mindegyik fehérje viselkedése tobb
oldhatosagi gorbével jellemezhetd. A cirkularis dikroizmus (CD)-spektrumok alapjan a ferc-butil-
alkohol nem denaturdlja az egylancu fehérjéket, azonban a rakovetkezd kisdzas joval karosabb
azokra a terc-butil-alkohol jelenlétében, mint nélkiile. A nem kovalens kotésti oligomer fehérjék, a
hemoglobin és a mioglobin, teljesen denaturdlédnak a HFM folyamataban. Az egyszeres lancu
fehérjék valtozo mértékben denaturalddnak, ami részben a folyamat pH értékétdl fligg, de altalaban
az izoelektromos ponton denaturdlédnak a legkevésbé. Az a tény, hogy a kisézassal ellentétben a
fehérjék a HFM utan a vizes fazison flotalnak, arra utal, hogy a terc-butil-alkohol kisebb stirtiségii
komplexet képez a fehérjével, mint az alternativ viz/fehérje komplex. Ez novelheti a fehérje

hidrofob jellegét, ami megkdnnyiti ammonium-szulfatos kis6zasat, tehat altalaban kevesebb sora
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van sziikség, mint a hagyomanyos kis6zasnal. Feltehetd, hogy a pH is befolyasolja bizonyos
mértékben a ferc-butil-alkohol fehérje kdlcsonhatast.

A fenti munkaval kapcsolatban emlitést érdemel, hogy a szerz6k a méréseket elére meghatarozott
koncentracioja befolyasolhatja a megoszlast. Az altaluk alkalmazott fehérje koncentracidé pedig
kisebb, mint a kis6zas als6 hatarértékének tekintett 1,0 mg/ml, amely alatt a fehérjeoldatokat
célszerli elészor toményiteni, €s utdna kisdzdsnak alavetni (Scopes 1982). A szerzok altal

crer

extrapolacidja dvatossagot igényel.

1I. 5. 4. A HFM alkalmazhatOsaga ipari enzimek tisztitasara

A héromfazist megoszlas elsd hazai alkalmazasat Szamos et al. ismertették (1988a).
Kereskedelmi  glikéz oxidazt (GOl) ¢és glikoamildzt (G2), illetve extracellularis
fehérjetermelésiikben eltérd Aspergillus niger torzsek (ATCC 22343 ¢és 1x5-48 rekombinansa) altal
rdzatott tenyészetben termelt gliikoamildzt (G1), valamint torma peroxidazt (PO1) valasztottak

kiindulasi mintanak (1. abra)

1.abra

Gliikoamilaz (G1 ésG2), gliikéz oxidaz (GO1) és torma peroxidaz (PO1)

haromfazisu megoszlasa 80 % relativ telitésti (NH4),SO4 oldaton.

Szamos et al.(1988a)
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Azt talaltdk, hogy a haromfazisi megoszlas egyszerlien megvalosithatd eljaras, és 30 % relativ
telitésen mind a négy enzimoldatbol jelentds mennyiségli szennyez6 fehérjét tavolit el. A relativ
telitést 30 %-r6l 80 %-ra novelve mindegyik enzim harmadik fazist képezett. A gliikézoxidaz
tisztulasa kétszeres volt 88 %-os hozam mellett, ugyanakkor az adott kisérleti feltételek mellett a
glilkoamilaz specifikus aktivitasa nem novekedett. Az eredményekbdl arra kovetkeztettek, hogy a
haromfazisi megoszlas olyan empirikus enzimtisztitdsi modszer, amelynek paramétereit a

kiindulasi mintatol fiiggéen minden egyes enzimre kiilon kell meghatarozni.

II. 5. 5. A HFM alkalmazasa nagy tisztasdgu tormaperoxidaz eldallitasara

1992-ben eljarast dolgoztak ki analitikai tisztasagu torma peroxidaz eldallitasara, amelyben
egy régebbi tisztitdsi eljarast kapcsoltak O0ssze a haromfazisi megoszlassal (Szamos, Hoschke
1992). Az eljaras fontosabb 1épései a kdvetkezdk:
1. a-20°C-ra hiitott ndvényi szovet apritasa perforalt acéllemezen,
2. extrahalas,
3. els6 haromfazisi megoszlas:
— szildrd ammonium-szulfat adagolasa 50 % relativ telitésig,
— a kapott csapadék eltavolitasa centrifugalassal,
— 1/5 térfogat terc-butil-alkohol hozzéadésa a feliiluszohoz,
— 1 perces homogenizalas Ultra Turrax késziilékkel (9500 rpm, S25 N Schaft), majd
— kissebességii centrifugalas (1000 rpm)
4. az egyesitett vizes fazisok pH-janak 9,0-re allitdisa NaOH-val
5. masodik haromfazisti megoszlas:
— szilard ammonium-szulfat adagolasa 80 % relativ telitésig,
— 1/50 térfogatnyi terc-butil-alkohol hozzaaddsa utan egy €jszakai allas
6. a felszinre jutott csapadék elvalasztasa valasztd tolcsérben a folyadék fazistol
7. a haromfazis megosztas eredményeként kapott barna csapadék oldasa minimalis térfogata
Trisz pufferben, majd dializis acetat pufferrel szemben.
8. CM-celluloz kromatografia egyedi tervezésti miianyag oszlopon.
A tormaperoxiddz tisztitisara kordbban kidolgozott eljaras, és a HFM egyesitett alkalmazésa,
viszonylag kevés és jol reprodukalhatd 1épésben nagytisztasagl peroxidaz (RZ = 2,8) eldallitasat
tette lehetové 93-szoros tisztulds és 17,1 %-os hozam mellett, nagylaboratoriumi 1éptékben (8 kg
torma feldolgozésa).
Az eljarassal kapcsolatban érdemes két, nem publikdlt eredményt megemliteni.
A fenti mddon tisztitott torma peroxiddz DEAE-Sepharose mini oszlopon val6 egylépéses

tisztitasaval immunanalitikai célokra alkalmas enzimet lehetett el6allitani.
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A peroxidaz tisztitasi kisérlet els6 HFM-frakciojanak (térfogat=1,1 1, RZ = 0,3) aktivitasa 8
évig tartd +4°C-os tarolas utan 80,0 U/ml-rél csak 74,0 U/ml-re csokkent. Ennyi id6 utan ebbdl a
nyersanyagbol nagy aktivitdsu enzimet (RZ=2,5) lehetett eldallitani 43 %-o0s hozammal. Ez a HFM
"kdrnyezetének" a peroxiddz enzimre gyakorolt rendkiviili stabilizalé hatdsat bizonyitja.
Az eljaras kifejlesztése soran az alabbi kiegészitd eredményeket kaptak:

e Ha a szerves fazisl:1 ardnyu terc-butil-alkohol és n-butil-alkohol elegyébdl all, akkor az - a
vizes fazis gyakorlatilag azonos Ajgy valtozasa mellett - centrifugélas nélkiil is gyorsan ¢€s
"¢lesen" elvalik az also fazistol.

e A hasznalt ferc-butil-alkohol desztillacioval megfeleld tisztasdgban visszanyerhetd.

e A kozeli infravords spektrumok szennyezettség okozta kis eltérése, felvetette azt a
lehetOséget, hogy analitikai mindségi ammonium-szulfat helyett, miltragya mindségl is
alkalmazhatd. Fiiggetlen kisérletben bizonyitottak, hogy ebben az eljarasban az ammoénium-
szulfat miitragya korlatozas nélkiil alkalmazhat6, mivel a szerves fazis elimindlja annak

szennyezéseit.

II. 5. 6. Kiilonbozo6 sok alkalmazasa a HFM-ben

A HFM-re vonatkozd elsé eredményeik utdn 1991-ben kiilonbdz6 sok alkalmazhatosagat
vizsgaltak (Szamos et al.). Az eldzetes kisérleti eredmények alapjan az ammonium-szulfaton kiviil
egy¢éb sokat, (KCI, MgCl, CaCl,, Na,SO4, MgSQy,) is alkalmaztak a torma peroxidaz (Armoracia
lapathifolia) €s mikrobialis (Bacillus subtilis) proteinaz megoszldsaban. A torma peroxidaz
izolalasat fagyasztott tormabol kiindulva végezték, a neutrdlis proteindz (Bacillus subtilis) pedig
ipari nyers enzim volt. A vizsgalt sok tobb tulajdonsdgban kiilonboztek egymastdl, igy a kis6zo

hatasban (klorid és szulfat) valamint a vizes fazis pH értékében (1. tdblazat)

1. tablazat. A vizsgéalt sok és 1,5 M oldatainak mért pH értékei
so KCl MgC12*6H20 CaC12*2HzO Na2804, MgSO4*7H20 (NH4)2SO4
pH 7,0 3,5 3,7 54 4,5 5,6

A viz - terc-butil-alkohol - s6 haromkomponensii rendszer fazisdiagramjat natrium-kloridra
¢s ammonium-szulfatra Kiss és munkatarsai kozolték 1996-ban. Ezekbdl meghatarozhatd példaul
egy rogzitett terc-butil-alkohol tartalomnal feloldoddé maximalis sOmennyis€g, vagy az az
Osszetétel, amelynél a rendszer két fazisra valik szét. A konodak (egyensulyban levd fazisok
megfeleld Osszetételeit jelzd, pontokat 0sszekotd bekotdvonalak) altal kirajzolt teriilet reprezentélja
azt az Osszetételi tartomanyt, ami a megoszlasi kisérletekhez hasznalhat6. Az als6 és fels6 fazisok

kozotti hatarfeliileti fesziiltség 10-0,1 mN/m intervallumban valtozott. Harom elektrolitra és
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kiilonb6z6 Osszetételekre bizonyitottak, hogy a kozéprétegbe jutd fehérje mennyisége fliggetlen a
kiindulési fehérjekoncentraciotol.

A haromfazisi megoszlas mindig tartalmaz egy kisézasi 1épést, tehat a terc-butil-alkohol
hozzaadasa eldtt a fehérjék sooldatban vannak. A megoszlashoz sziikséges relativ telités (az adott
s0, adott homérséklethez tartozd oldhatésaganak szazalékdban kifejezve) tobbféleképpen érhetd el:

e Telitett sdoldat, desztillalt viz €és a fehérjeoldat alkalmazaséaval kiszamitjuk az 6sszemérendd

térfogatokat. Ebben az esetben gyorsan dolgozhatunk, de viszonylag nagy a
térfogatvaltozas, és a rendszer fehérjére nézve hig lesz.

e A fehérjeoldathoz tablazatbol kikeresett mennyiségii szilard ammonium-szulfatot adunk. Ez

a modszer minimalizalja a térfogat novekedést, a s6 oldddasi sebessége viszonylag nagy, de

a lokalis koncentraci6 maximumok elkeriilése miatt nem olyan gyors, mint az el6z6 1épés.
Két kiilonbozo, szilard ammonium-szulfat adagolasi modszer hatdsat tanulméanyozta BSA-
oldatokon Szamos és Kiss (1996). Azonos mennyiségli ammonium-szulfatot juttattak kézi -
"spatulas", illetve egyszerii eszkézokkel (mlianyag pipettahegy, Vortex mixer) megvalositott
"folyamatos" adagolassal a fehérjeoldatba. Az ammonium-szulfatot poritds utan szitaltak, hogy az
eltérd szemcseméret okozta hibat csokkentsék. Az adagolas sebességét az adott koriilmények kozott
az oldodas sebességéhez igazitottak. A harmadik fazisba jutdé BSA mennyiségét a vizes fazis Ajg
értékének valtozasabol a cgsa(mg/ml) = Aygp/0,650 Osszefliggéssel szamitottdk. Méréseik szerint a
0,2-2,2 BSA mg/ml tartomanyban a kiindulasi fehérjemennyiség 63,7+12 %-alkotta a kdzépréteget
a "kézi" adagolas esetében, mig a "folyamatos" adagolasndl ez az érték 72,7+3,6 % volt. A
szakaszos modszer jellegébdl kovetkezéen nagyobb hibaval terhelt, mig a folyamatos eljarés,
gyakorlatilag egyez6 eredményt adott a telitett oldatot alkalmazo eljarassal. Ennek az eredménynek
kiilondsen a folyamatos eljarasndl lehet jelentdsége, de ezzel, a biotechnologidhoz tartozo

kiterjesztéssel nem foglalkoztak.

II. 5. 7. A HFM alkalmazastechnikai kiterjesztése

A haromfazisi megoszlas nemcsak fehérjék, hanem minden olyan anyag elvélasztasara és
vizsgélatara lehetéséget nyujt, amely vizes fazisba vihetd, és amely az alkohol hozzdadasa és a
rendszer Osszerazasa utan kozépréteget képez.

A harmadik fazis Osszetételének visszaoldas nélkiili, kozvetlen mérési lehetdségét NIR-
spektroszkopia és specialis kiivettak alkalmazasdval Szamos és Toth bizonyitottak (1992). Az
aromas amin-, és fenol szarmazékok oldasaval készitett modell szennyvizekben torma peroxidaz
enzimes kezelés, és HFM hatésara vizoldhatatlan polimer csapadék valt le a kdzéprétegben (1992,
1997). A lebegd anyagok NIR-spektroszkopiaval torténd vizsgalatdra kordbban egy szaritdsos

modszert alkalmaztak. A HFM-el olyan rendszerekbdl sikeriilt mérésre alkalmas rétegeket
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eléallitani, amelyek korabban a kozvetlen, diffiz reflexios mérésre egyébként alkalmatlanok voltak.
A mérheté matrix minden esetben a felsé szerves ¢és alsé vizes fazis kozott elhelyezkedd, korong
alaku réteg volt, amelynek képzddési modjatol fiiggden, harom esetet lehetett megkiilonboztetni.
1. A réteget eredetileg a vizes fazisban oldott, és abbdl, a s6 - terc-butil-alkohol kezelés
hatasara kivalt, anyagok (példaul fehérjék) képezik
2. A réteget a vizes fazisban eredetileg lebegd anyagok képezik
3. A kozépréteget olyan anyag alkotja, példdul polisztirol, amelyet szilard formaban adtak a

kétfazisu rendszerhez.

A 2. abran lathat6é, hogy szadmos egyéb alkalmazéasra is lehetdség nyilik, amelyek koziil
¢lelmiszervizsgalati megkozelitést jelent az ultrasziirt tej fehérje, illetve a por alaktl kazeint és
keményitét tartalmazé modellkeverék megoszlasakor képzd6dd rétegek NIR-spektroszkopiai

vizsgalata (Szamos, To6th, 1995).
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e - '. 30% |

37.5% 30% \30% / /
casein catalase A. niger starch
(denatured) I]]ycellurn
= - m
30% . | ; .
w &
millet flour sulphur protein gel

Ireflector/

2. abra
Kiilonbdz6 anyagok ( kazein, katalaz, A. niger micélium, keményitd, koles liszt, kén, és fehérje gél)

haromfazisu megoszlasi mintazatai.(Szamos, Toth, 1995).

A spektrum mindségét jelentdsen javitani lehetett a terc-butil-alkohol réteg vékonyitdsaval, és a
kiivettidkban 1évé rendszer alacsony fordulatszamu centrifugalasaval. A keményits (p = 1,5 g/em’),
¢s a terc-butil-alkohol kozott nincs olyan kdlcsonhatas, ami a keményitdt kozéprétegbe juttatna,
ezért az a kazein-keményitd keverék megoszldsa, majd centrifugalasa utdn a csé aljan negyedik

fazist képezett.
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II. 5. 8. A hatarfeliileti fesziiltség hatasa

A haromfazisi megoszlas empirikus voltat nagymértékben csokkentené egy olyan paraméter
megtalaldsa, amelynek valtozasa korreldl a kozéprétegben kivalt fehérje mennyiségével. Azt a
feltevést, hogy ez a paraméter a hatarfeliileti fesziiltség lehet, el0szor Kiss és Szamos vizsgaltak
(1994). A korabbi, neutralis proteindz kisérlet szervetlen sdinak 1,5 M oldatait 30 térfogat% terc-
butil-alkohollal elegyitve a kiinduldsi szulfatoldat - terc-butil-alkohol kétfazisti rendszerek
hatarfeliileti fesziiltsége nagyobb, mint 1 mN/m, és benniik tobb fehérje valt le, mint a klorid-
oldatokban. Ugyanakkor az UV-abszorbedld anyag mennyisége a kozépsoé fazisban a vizes fazis
striiségével valtozott, fliggetleniil az alkalmazott s6 tipusatol. Megallapitottak, hogy a kationok,
anionok ¢s biomolekuldk specifikus kolcsonhatasai eltérd mértékben befolyasoljak a denaturalodas
mértékét, tehat a hatarfeliileti tulajdonsdgok behatobb vizsgalata a folyamat jobb megértésére
vezethet.

A batch modszerként empirikusan alkalmazott haromfazisi —megoszlasban, a
fehérjetranszferrel korrelald hatarfeliileti fesziiltség érvényességi tartomanyat, a nyers, illetve
részben tisztitott neutrdlis proteindz enzimmel, valamint a kordbban alkalmazott kloridok és
szulfatok (Szamos et al. 1991) 1,5 M oldataival tanulmanyoztak (Szamos, Kiss,1995). A rendszerek
pH-jat nem allitottak, igy a sok sajat hatdsa érvényesiilt. Mérték a szétvalasztott fazisok A,gy és
enzimaktivitas értékeit. A nyers enzimoldatok 280 nm-en mért abszorbanciija tobb vegyiilet
elnyelésébol tevodik Ossze (pigmentek, fehérjék, nukleotidok), ezért ez az érték altalaban nem
alkalmas egyetlen komponens kdvetésére. Ebben a kisérletben azonban a mért érték parhuzamosan
valtozott a Biuret modszerrel mért fehérjetartalommal.

Az enzimaktivitast (Tomarelli et al. 1949) szerint azokazein szubsztrattal mérték. A
proteinaz aktivitast az enzimreakcio sebességi allandodjaval fejezték ki:

2 ilog ()
t c,

K=

Ahol ¢; és ¢, a kezdeti és végs6 fehérjekoncentracio, 37 C-on t percig valé termosztalas utan.
A hatarfeliileti fesziiltséget a megfelelé kétfazisu rendszerben (30 cm® 1,5 M sooldat +12,8 cm’
terc-butil-alkohol), fehérje tavollétében, modositott fliggd csepp mddszerrel mérték. A fiiggd csepp
mikroszkopikus képe alapjan meghatarozott jellegzetes geometriai adatokbol szamoltak a y-t az 5-
5x10~ mN m™ tartomanyban (Boucher et al. 1987). Mérték a szerves és vizes fazisok slirliségét is.
Az oldott fehérje- €és enzimtartalom valtozasanak egyidejii kovetésére a Falconer-Taylor
tipust dbrazolast (Falconer, Taylor, 1946), - mégpedig az ugynevezett specifikus oldhatdsagi tesztet
- alkalmaztak, amellyel egy valasztott fehérje, és a tobbi fehérje kicsapodasa kozotti dsszefliggés
tanulmanyozhat6. Ezt a tesztet egy, a fehérjék frakcionalt kicsapasaval foglalkozé publikaciéban

olyan grafikus modszerként emlitik, amellyel kovethetd egy fehérjetermék kinyerése olyan
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keverékbol, amelyben a termék az 6sszes fehérje tartalom szignifikéns része, és a jelenlevé fehérje
speciesek szama kicsi (Richardson et al. 1990).

A vizes fazisokban mért Ajgy, a nyers fehérje eltérd oldhatosagat jelezte a kiilonbozd
ekvimolaris soéoldatokban. (Itt meg kell emliteni, hogy a Hofmeister-féle osztalyozasnal a sé
koncentraciot vették alapul, nem az ionerdsséget). A klorid tartalmu oldatokban mért kozépérték
(38,3 £1,5) nagyobb, mint a szulfat tartalmt oldatokban (32,2+1,5). Ez megfelel a kloridok és
szulfatok altaldnos kisozasi tulajdonsdgainak, tiikrozve egyuttal a kationok kisebb szerepét
(Hofmeister liotrop sor). A haromfazist megoszlads mindegyik rendszerben csdkkentette a 280 nm-
en mért elnyelést, az elnyeld anyagnak a kdzépsé fazisban vald koncentralddasa miatt.

A kiilonb6z6 sooldatokkal végzett kisérletek 1) eredménye volt, hogy a megoszlas elott és
utan kapott vizes fazisok 280 nm-en mért elnyelésének szdzalékban kifejezett kiilonbségeit a
megfeleld kétfazist rendszerek hatarfeliileti fesziiltségének fliggvényében dbrazolva egy hatarozott
trend érvényesiilt (3. abra). A legkevesebb fehérje a legkisebb hatarfeliileti fesziiltségii kalium-
kloridos rendszerben valt le. Nagyobb mértékii fehérjekivalast az 1 mN/m -nél nagyobb
hatarfeliileti fesziiltségli, szulfation tartalmi rendszerekben tapasztaltak. A kivalt fehérje

mennyiségét az also fazis stirliségének fiiggvényében adbrazolva hasonld fiiggést kaptak.

Neutralis proteinaz haromfazisi megoszlasa

50
[}
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X 30 y = 9,5848x + 20,311
2 — X R? = 0,7075
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0 ‘ ‘ ‘ ;
0 0,5 1 1,5 2 2,5
hatarfeliileti fesziiltség mN/m
e KCI = cCaCl, MgCl, MgSO, x (NH,),SO, e Na,SO,

3.4bra
Bacillus subtilis neutralis proteindz haromfazisti megoszlasa 1,5 M sooldatokban.

(Szamos, Kiss, 1995)

A kapott eredmények ravilagitottak arra, hogy az dsszetett, és U fazis kialakulasara vezetd

rendszerek jellemezhetOk az azonos Osszetétell, de fehérjét nem tartalmazd kétfazisu rendszer
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alapparamétereinek, tehat hatarfeliileti fesziiltségének, stiriségének értékeivel, ha a kivalt fehérje
mennyiségét ezeknek az értékeknek a fliggvényében abrazoljuk. Ez a trend a nyers tormalé
fehérjéinek fenti sooldatokkal valdo megoszlasara is igaznak bizonyult (nem publikalt adatok, 4.

abra).

Tormalé fehérjék haromfazisi megoszlasa
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4.4bra
Tormafehérjék haromfazisi megoszlasa 1,5 M sooldatokban

(Szamos, nem publikalt adatok)

II. 5. 9. A hatarfeliilet vandorlasanak vizsgalata

A haromfazisi megoszlds egy kiilonleges, élelmiszervizsgalati szempontbol fontosnak
tekinthetd alkalmazasarél szamoltak be 1996-ban (Szamos et al.). Adott Osszetételi kétfazisu
alaprendszert (5,6 ml 37 % relativ telitésti ammoniumszulfat oldat + 2,4 ml 30 térfogat% terc-butil-
alkohol, hatarfeliilet 5,5 ml-nél) csiszolt dugods, 10 cm’-es osztott kémcsoben, kiilonb6zo
hémeérsékleteken (t °C) 0sszerdzva, és mérve a hatarfeliilet egyensulyi helyzetbe jutdsaig eltelt id6t,
a rendszer hémérsékletével az alabbi (4) linearis 6sszefiiggés adodott:

t (sec) = - 4,44( T-273,15) + 177,19 (4)

(1 = 0,929, hémérséklettartomany: 7 - 27°C)
Ez az "id6fiiggés" valoszinlisit egy masik mérési lehetdséget is, amely szerint az egyensulyi helyzet
elérésének sebessége, jellegzetes eltérést mutathat minden olyan esetben, amikor a rendszer azonos,
vagy kiilonb6z6 komponenseket eltéré koncentracioban tartalmaz. Az eltérd mindség

detektalhatdsaga azonos térfogatl, vizzel 1:4 aranyban higitott cukrozott stiritett tej, illetve iskolatej
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haromfazisi megoszlasaval, tovabba a rendszerek Osszerdzdsa utdn a hatarfelillet vandorlasi

sebességének mérésével bizonyithato (5. abra).

kD
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* cukrozott sdritett tej

= iskolatej

30 40 50

t (perc)

5. abra
Hatarfeliilet vandorlasanak sebessége kiilonbozd tejmintak haromfazisi megoszlasakor

(Szamos et al. 1996)

II. 5. 10. A szulfation kitiintetett szerepe a HFM-ben

A fehérjék koncentralasara és tisztitdsara alkalmazhatd haromfazisi megoszlas modszerérol
Dennison és Lovrien (1997) kozoltek Osszefoglaldo publikaciot. Az attekintés elsdsorban a
bizonyitott ¢és feltételezhetd kdlcsonhatasokat €s a valoszinlisithetd mechanizmusokat ismerteti
szamos adat, és elméleti Osszefliggés segitségével. A megoszlasban szerepet jatsz6 egyik
legfontosabb tényezdként a szulfat aniont tekintik, amely 0,4-3 M koncentracidtartomanyban
otféleképpen is hozzdjarul a fehérjék kis6zasahoz. Ezek az ionerdsség hatasa, a kozmotrop
(,,vizszerkezetet ¢€pit6”) hatds, az "lreg" feliileti fesziiltség ndvekedés, az ozmotikus stressz
(dehidratalas) €s a kisdzasi - bepréseld agens.

Ezek kiilonboz6 részaranyban miikddnek, a szulfat koncentracidjatol és a fehérje molekulatoltésétol
(Zy~ — pH) fiiggden. Ezeken kiviil egy tijabb, egyre inkdbb szamitdsba vett hatas, a konformacios
zsugorodas vagy fesziilés, amelynek soran a szulfation tobb fehérje, kisszdmu kationos kotéhelyére

kapcsolodik, ha a fehérjének nettd pozitiv toltése van.
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A haromfazisu megoszlasban szerepet jatszik:

e a szulfat kotddése a fehérjéhez, ami nagy szulfatkoncentracional védi a fehérjét. (Ez régi
tapasztalat, emiatt kerlil kiszerelésre tobb analitikai enzim ammoénium-szulfat
szuszpenzidban.)

o aszulfat kotédésének elektrosztatikus természete

e azatény, hogy a kétddés mar 0,1-0,2 M koncentracion megtorténik

A rendszerben kétféle szulfation van, kotott és oldatban maradt kozmotrép szulfation. A ferc-butil-
alkohol egy része is kotott, a maradék kozmotrdp. Egy adott fehérje HFM-mel valo tisztitdsdhoz
sziikség van a pH kozelité allitasara. A kozépréteg kialakuldsa néhany perc alatt végbemegy, bar
részletes kinetikai adatok nem allnak rendelkezésre.

Korabbi ismeretek 0Osszegzéseként megallapitjadk, hogy a HFM-hez a kis6zashoz hasznalt
ammonium-szulfat mennyiségének 1/2-3/4 része sziikséges, ezt koveti a pH allitas, nincs sziikség
alacsony hémérsékletekre, a szulfat és a terc-butil-alkohol védd hatdsa a pH-t illetd adagolasi
sorrend megforditasaval is illusztralhat6. A legfontosabb a pH, amit elsdként kell beallitani, és a
szétvalasztas akkor hatékony, ha a kisérd €s a tisztitani kivant fehérje izoionos pontjai kozott a
kiilonbség >2.

Megjegyzés: a cikkben ismertetett alkalmazasokban a pH allitasa alapvetd fontossagu, de az
¢lelmiszervizsgalati alkalmazasokban nem feltétleniil az. Ennek egyik oka, hogy nagyobb szamu,
valtozatos fehérje Osszetételi minta vizsgéalata soran, a pH allitds olyan eltoléddsokat okoz a
tobbkomponensii rendszerben, ami csokkenti az analizis reprodukalhatosdgat, nem beszélve a
technikai megvaldsitas soran bevitt hibakrol. A masik ismert ok az, hogy a puffer oldat és a nem
neutralis sooldat elegyitésekor a pH eltolédik, aminek mértéke fiigg az ionok mindségétdl és
mennyiségétol. Emiatt rendszerint nominalis pH értéken dolgozunk. Amennyiben a kitlizott cél,
nem egy ¢értékes fehérje izolalasa, - ahol a vizes fazis pH értékének allitdsa a fentiek szerint
sziikséges, - hanem tobbkomponensli rendszerek sorozatvizsgalata, akkor a valtozdsokat az
alkalmazastechnikatol fliggden az ammonium-szulfat oldat pH értékére, vagy egy adott pH értékre
allitott ammonium szulfat torzsoldatra célszerli vonatkoztatni, mivel a komponensek mennyiségi
ingadozasa ¢és a kolcsonhatasok szama joval nagyobb lehet, mint egyetlen fehérje tisztitasa soran.

A haromfazisi megoszlasban fontos szerepet jatszo hatarfeliileti fehérje adszorpcid
kiilonleges tulajdonsagat 1997-ben erdsitették meg (Kiss et al.). Ammoénium-szulfat, natrium-klorid
¢s a magnézium-szulfat elektrolitok, valamint marha szérum albumin, ovalbumin, lizozim ¢s
zselatin fehérjék alkalmazasdval megallapitottdk, hogy a kozéprétegben levald fehérje relativ (%o-
ban megadott) mennyisége nem fligg az Osszes fehérje kiinduldsi koncentracidjatol, tovabba

korreldl a hatarfeliileti fesziiltséggel és mas, a fehérje hidrofobitasat jellemzd értékekkel.
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A haromfazisi-megoszlasban kialakul6 fehérje gél 0sszetételét és mechanikai tulajdonsagait
Borbas €s munkatarsai tanulmanyoztak (2000, 2001) marha szérum albuminon és ovalbuminon. A
harmadik fazis Osszetételének meghatirozasara NIR spektroszkdopiai megkozelitést alkalmazva azt
talaltak, hogy a kozépsd fazis nagymennyiségii folyadékot tartalmaz, fehérjetartalma alacsony, (0,5-
2 % ovalbumin, 3-9 % marha szérum albumin) és a gél kozege heterogén. Ot kiilonbozé dsszetételi,
1, 2 és 4,5 mN/m hatarfeliileti fesziiltségli rendszerben mérték az ovalbumin ¢s BSA megoszlasanak
paramétereit. A rendszereket 672xg-vel centrifugéltdk, és megéllapitottdk, hogy a gélek
folyadéktartalma 80-95 % kozott valtozik, a gél szerkezetet képzd fehérje mennyisége pedig, egy
esetben sem haladja meg a 10 %-ot. Az ovalbumin ¢s BSA kozott szignifikans kiillonbség volt az,
hogy az ovalbumin g¢l a rendszer teljes térfogatara kiterjedt, mig a BSA annak csak egy részére.
Centrifugalas hatdsara a BSA koherens fazis kisebb térfogatra komprimalodott, és kevesebb
folyadékot tartalmazott, mint az ovalbumin. Ennek kovetkeztében az ovalbumin gélek
fehérjetartalma 2 % alatti volt, mig a BSA géleké 3-10 %. Az eredmények alapjan arra lehet
kovetkeztetni, hogy a kozépréteg egy heterogén terner rendszer, egy koncentralt emulzid, amit a
fehérje haldzat stabilizdl. Az emulziés gél elasztikus tulajdonsagu, amely nyomés hatisara

keményebbé¢ valik, ami a gél szerkezetében bekdvetkezd valtozas kovetkezménye.

II. 5. 11. DNS tisztitdsa haromfézisu megoszlissal

A héaromfazisi megoszlas moddszerét 1998-ban DNS-tisztitasra alkalmaztdk Szamos és
munkatarsai (1998b). Az elmult masfél évtizedben a polimerdz lancreakci6 széleskorli alkalmazasa
jellemzd az élelmiszervizsgalat teriiletén is, elegendd a mikrobiologiai felhasznalast és a
transzgénikus szervezetek detektalasat emliteni. Az eljaras alapvetd kezdeti 1épése PCR-tiszta DNS
izolalasa a vizsgaland6 mintabol. Ma erre mar szamos modszer 1étezik, a fenti publikacio idején
azonban, kiillondsen novényi szovetekbdl, nem lehetett egyszerli mddszerrel j6 mindségli DNS-t
izolalni. A buzaszem nagy fehérjetartalma, az enzimes emésztés részleges volta, és a DNS-
tisztitdshoz alkalmas, mini oszlop véges ateresztoképessége miatt, a bliza-DNS izolalasa nehézkes
volt. Eldzetes kisérletben azt talaltdk, hogy a csirkevér DNS haromféazisi megoszlas hatasara 30 %
relativ ammoniumszulfat telitésnél oldatban marad, 84 % relativ telitésti oldatbol azonban kivalik,
¢s harmadik fazist képez, tehat a DNS egy fehérjéket is tartalmazo oldatbdl tisztithato.

A fenti munka sordn egy korabbi PCR modszertan részét képezé DNS-izolalo eljarasbol
indultak ki, €s azt egy, - illetve kétlépéses haromfazisu megoszlassal kombinalva PCR-tiszta DNS-t
izolaltak. Az igy tisztitott DNS Ajxeo/Azgo értéke (tisztasdgaval ardnyos dimenzid nélkiili szam) az
egylépéses tisztitds esetében 1,0-1,5, a kétlépéses HFM-modszerrel 1,4-1,7 kozott volt. Mivel ez

kozvetleniil nem alkalmazhaté polimeraz lancreakcidhoz (a DNS tisztasaga 1,8-2,0 arany esetén
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megfeleld!) a kapott preparatumot Wizard gyantadn tisztitottdk, ¢és az igy kapott DNS-t
eredményesen alkalmaztak polimeraz lancreakcidhoz.

A 90-es évek kozepétdl keriiltek kereskedelmi forgalomba az elsd transzgénikus ndvényi
termények, elsdsorban a szdja ¢és kukorica, amelyekkel kapcsolatban, Eurdpaban a kozvélemény és
a hatdésagok, egyarant elengedhetetlennek tartottdk a szigorubb ellendrzést. A gyakorlatban a
hatékony laboratoriumi vizsgalat két f0 modszere a DNS-alapt, polimeraz lancreakcid, illetve a
fehérjealapt immunanalitika. A polimerdz lancreakcid alapfeltétele, kiilondsen ilyen, kis
mennyiségben jelen levd célszekvencia detektalasakor, nagytisztasagh DNS izolaldsa az
¢lelmiszermintabdl. Korabbi eredményeik folytatasaként, és a koltségvonzat csokkentésére, olyan
HFM-on alapulé moédszert dolgoztak ki, amivel gyorsan és egyszertien lehet tiszta DNS-t izolalni
kiilonb6z6 szojalisztekbdl (Biacs et al. 2000), illetve nyers hiisokbdl és kiilonb6zé hustermékekbdl
(Janosi, Szamos 2001). Az eljaras 1ényege mindkét esetben azonos volt: a fehérjék proteinaz K
enzimmel valdé emésztését kovetden, a vizes fazis sotartalmat 80 % relativ telitésre allitottak, majd
terc-butil-alkohol hozziadédsa és a rendszer Osszerazasa utan a kozéprétegben kozelitéleg PCR-
tiszta DNS valt le, amit vagy kozvetlenill, vagy utotisztitds utan termociklizald késziilékben
amplifikaltak. A kiilonboz6é mintdkbol a fenti moddszerrel izolalt DNS-ek gyakorlatilag "PCR-
tisztak" voltak (2. tablazat). Egyes hustermékeknél a zsirtartalom zavar6d hatdsat utotisztitassal

(Wizard gyanta) eliminaltak.
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2. tablazat. Haromfazisti megoszlassal izolalt DNS-ek jellemzdi (Biacs et al. 2000).

Minta Feliilisz6 pl | DNSpg/100 mg | A60/ A280 |Széja lektin. PCR
Cukorrépa GM 700 54 1,6 -
Kukorica GM 500 135 1.8 -
Botond borso 500 38 2,0 -
Szdjadara 1000 264 1,7 +++
Szojaszelet 1000 477 1,9 +++
Széjakocka 1000 414 1,9 +++
Tofu 1000 66 1,9 +++
Széjaliszt (Ev) 300 738+129 1,7 4+
Szojaliszt (RR) 300 360+£132 1,7 e
Széjaliszt(JS) 300 342472 1.9 +++
Szojaliszt(JS) 300 1018 1,5 nem zsirtalanitott

I1. 5. 12. Kvalitativ analizis a HFM kozéprétegek mérése alapjan

A husfehérjék haromfazisi megoszlasan alapulo €lelmiszervizsgalati modszerrdl 1998-ban
szamoltak be (Szamos et al.(1998a). A modszer kidolgozasat két korabbi eredmény tette lehetové.
Az egyik az a felismerés, hogy azonos Osszetételli megosztd rendszerben kiilonbozé allatfajok
huslevét alkalmazva fehérjeoldatként, adott g-értéken kiilonbozé vastagsaghi harmadik fézis
képzddik. A masik eredmény, hogy 1,0, 2,0 illetve 3,0 mN/m hatérfeliileti fesziiltségli kétfazisu
rendszerekben a marha szérumalbuminbol a kézéprétegbe levalt fehérje mennyisége a 2,0 mN/m
rendszerben mutatta a legkisebb szérast a vizsgalt koncentracidtartomanyban (BSA = 0,2-2,2
kiilonb6z6é fehérjék kompresszibilitasa centrifugalis erdtérben nem egyforma, a haromfazisa
megoszlas sorozatvizsgalatokra alkalmas formajat dolgoztak ki. A publikacié terjedelme miatt itt
csak a mddszer 1ényegét tiikrozo kisérleteket ismertetem.

A harmadik fazis méretét és helyzetét egy tobbkomponensii rendszerben a koncentracid, stiriiség és
viszkozitas viszonyok hatarozzak meg allandé hémérsékleten. Ha a rendszer sok fehérjét tartalmaz,
akkor az Osszerazast kovetden, nem valik szét fazisokra, és ez az allapot napokig megdrzddhet,
mikdzben abbol centrifugdlassal két- vagy haromfazisu rendszer allithatd el percek alatt. Két,
megfelelden valasztott g-értéken centrifugalva a kozépréteg méretének valtozasa, és a méretek
aranya jellemzo6 lehet a kozépréteget alkotd fehérje mindségére, dsszetételére.

A marha-, sertés- és vaddisznohus mintakat (10-10 kg) 10 l-es miianyag konténerekben taroltak

2°C-on, 3 héten at. A képz6do huslébdl idékozonkeént mintakat vettek, és a megoszlasi kisérletekhez
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0,15-0,15 ml huslét hasznaltak. A haromfazisi megosztast jol zar6do, 4,5 ml térfogata bio-vial
muanyag csovekben végeztek 25°C-on. A megosztd rendszer dsszetétele olyan volt, hogy a minta
minden esetben 20-szorosara higult, és a szerves fazis felszine feletti légtér biztositotta a kézi
razassal valo teljes atkeverést.(Az eltérd mechanikai energiakozlés okozta hiba csokkentésére a
csOtartoba helyezett 9 csdvet egyszerre raztak dssze). A rendszereket ezutan 15 percig allni hagytak,
majd 200xg-vel 5 percig (B érték, cm), utana 4500x g-vel 5 percig (C érték, cm) centrifugaltdk, és
mindkét centrifugalas utan tolomércével mértek a kdzépréteg vastagsagat. A B/C aranyt tekintették
a kompresszibilitdas mérdszamanak. A sertés és marhahtslé, megoszlasi mintdzata és B/C aranya
alapjan egyértelmiien és reprodukalhatéan megkiilonboztethetd volt egymastol a teljes kisérleti

id6tartam alatt (6. abra).

6.4bra
Sertés (S)- és marhahtslé (M) haromfazisti megoszlasa 1xg, 200xg és 4500xg hatasara.
(Szamos et al. 1998a).

A kisérlet id6tartama alatt vett sertés huaslé fehérjékbdl képzddd kozépréteg kompresszibilitdsa
gyakorlatilag nem valtozott, a marhahutslébdl képzddott korongoké kismértékben csokkent, mig a
vaddiszn6 fehérjekorongoké jelentésen nétt (3-rol 6-ra).

Ennek a kisérletsorozatnak érdekes eredménye, hogy a sertés huslébdl higitasi sort készitve,
a 4500xg hatasara komprimalodott rétegek vastagsaga linearisan valtozott a fehérjekoncentracioval
a 0,6-3,1 mg/ml tartomanyban:

C [cm]= 0,044*c[mg/ml] + 0,05 (*=0,994) (5)

Tehat itt a fehérje mennyisége és C kozott igen szoros Osszefliggés all fenn.
Meg kell jegyezni, hogy a megvaldsitds feltételrendszere meglehetésen szigord, mivel a

megismételhetdség biztositasahoz rdgziteni kell az alabbi paramétereket:
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e az ammonium-szulfat koncentracidja,
e g terc-butil-alkohol mennyisége,
e aminta térfogata,
e areagensek adagolasanak és a miiveleteknek a sorrendje,
e a centrifugalas sebessége ¢s idotartama, hdmérséklet.
Mindezek pontos betartasa elofeltétele annak, hogy a megoszlas geometriai mintazatanak értékelése

Osszehasonlithatd eredményekre vezessen.

II. 5. 13. A fehérjelevalas mechanizmusa a HFM-ben

A fehérjék hatarfeliileti viselkedésérdl a haromfazisi megoszlas soran viz - terc-butil-
alkohol. - ammoénium-szulfat haromkomponensii rendszerben két dsszefoglald jellegli publikacio
3 mg/ml) fehérjeoldatokat ¢és egyensulyi haromfazisi rendszereket hasznaltak ¢és
haromszogdiagramon abrazoltdk a terner rendszerek Osszetételeit. A tomegtortben feltiintetett
fazisdiagramban, a kondda végpontjai jelzik a két nem elegyedd, egyensulyi folyadékfazis
Osszetételét. Minél hosszabb a kondda, anndl jobban eltér a két egyensulyi fazis Osszetétele. A
fazisdiagram alapjan tobb eltérd dsszetételli és hatarfeliileti fesziiltségli rendszer is kivéalaszthato, de
altalaban a nagyobb konddahosszhoz tart6zo, és nagyobb hatarfeliileti fesziiltségii rendszerekben a
fehérjelevalas akar 95-100 %-ra is novelhetd. A vizsgalt modellfehérjék - marha szérum albumin,
ovalbumin, lizozim ¢és zselatin - kis mennyiségét, vy = 2,0 mN/m hatarfeliileti fesziiltségii
rendszerhez adva a felsd ¢és als6 fazis kozotti hatarfeliileti fesziiltség csokken, legnagyobb
mértékben a BSA ¢és OVA esetében, mig a zselatin hatarfeliileti fesziiltség csokkentd hatdsa a
legkisebb. Ez a hatarfeliileti adszorpcidé a fehérjék hidrofob jellegével hozhatd Gsszefliggésbe,
mégpedig nem annyira az aminosav Osszetételbdl Osszegzéssel szamitott teljes hidrofobitdssal,
hanem az empirikus, példaul fluoreszcens festékkotddés alapjan mérhetd feliileti hidrofobitassal. Az
elsd 1épés tehat a fehérjék hatarfeliileti adszorpcidja, amit kicsapodas kovet. Az adszorpcidt
valoszinlsiti az a tény 1is, hogy a viszonylag kicsi, makroszkopikus hatarfeliillet a rendszer
Osszerazasakor nagymértékben megnd, tehat a kdlesonhatés sokkal intenzivebb lesz a komponensek
kozott.

A hatarfeliileti fehérjemegoszlas elvalasztds technikai alkalmazasait eldszor 1998-ban
foglaltak 6ssze (Szamos, Kiss, 1998). Leirtak a torma peroxiddz, neutralis proteinaz tisztitdsarol, a
kis fehérjetartalmi rendszerek viselkedésérdl kordbban kozolt eredményeket, a husfehérjék
vizsgélatat, és egy kiilonleges alkalmazast (I1.5.14), ami a HFM moddszerének sokoldalusagat

bizonyitja.
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I1. 5. 14. Fehérje jelenlétének detektilasa HFM-el

A cukorgyartds értékes mellékterméke a melasz, ami kb. 48 % szacharozt, kb. 18 %
kaliumsot (pl. aminosavak és foszforsavak kaliumsoit), mintegy 10 % nitrogénbazist (fehérje
lebontasi termékeket, kolint, betaint), kb. 1 % raffinozt, valamint kevés invertcukrot tartalmaz
(Gerecs, 1983). Azt a kérdést, hogy egy konkrét melasz minta tartalmaz e fehérjét, a fentiek miatt
miuszeres méréssel nem lehet egyszertien eldonteni. Amint a 7. abran lathatd, 2 mN/m hatarfeliileti
fesziiltségli rendszerben a melaszminta kozépréteget képezett, amely kis mennyiségi,

elektroforézissel elvalaszthato fehérjét is tartalmazott.

7. dbra

Melasz minta haromfazisu megosztasa 2 mN/m rendszerrel.

(Szamos, Kiss 1998)

II. 5. 15. HFM alkalmazasa bioaktiv réteg eloallitasara

A haromfézisi-megoszlas egyuttal kiilonleges enzimrdgzitd 1épés is, amit gliikkdz mérésére
alkalmazhatd bioaktiv réteg készitésével bizonyitottak (Adanyi et al. 1999). A bioszenzorok
készitésekor a legfontosabb szempont, az enzim régzitése tigy, hogy az a biokémiai-elektrokémiai
reakciot €s a reakcidpartnerek feliiletre valo jutdsat ne akadadlyozza. Fontos feltétel tovabba az
enzimet tartalmazo réteg egyszerii, konnyii és reprodukalhaté kialakithatdsaga is.

A bioaktiv réteget kiilonb6z6 husokbdl centrifugalassal izolalt drip (huslé) és gliilkdz-oxidaz enzim
egyiittes alkalmazasaval készitették. Kiilonbozd allatok (marha, pulyka, csirke, sertés) dripfehérjéit

¢és gliikozoxidazt tartalmazo rétegek koziil, a csirke szarkoplazma fehérjéit tartalmazo réteggel
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kaptak a legjobb eredményt. Ebben az alkalmazasban a rétegek mikroszkopos szerkezete dontd, de

kozelebbrol nem tisztazott szerepet jatszik (Szamos, nem publikalt adatok 8/a. és b. abrak).

8/a. abra
Marha szarkoplazma fehérje réteg mikroszkdpos képe 40X-es ill. 100X-o0s nagyitasban.

8/b. abra
Pulyka szarkoplazma fehérje réteg mikroszkopos képe 40X-es ill. 100X-o0s nagyitasban

A kisérletekhez olyan rétegeket alkalmaztak, amelyek vastagsaga 4500xg-vel torténd
centrifugélds utan 0,1 cm volt, és a benniik foglalt enzim maximalis jelet eredményezett a hazilag
konstrualt bioszenzorban. A bioaktiv rétegek megfelelé paraméterekkel rendelkeztek, mind az
elméleti (jelallandosag, stabilitds), mind a gyakorlati kritériumok (kb. 300 mérésre voltak
alkalmazhatdok) szempontjabol. Egy gliilkoz mérési referencia modszer eredményeihez viszonyitva a

korrelacios koefficiens 0,992 volt.
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II. 5. 16. A HFM legujabb alkalmazdsai

A haromfazisi megoszlas ujabb irodalmara a megoszlds modszerének optimalasa jellemzd
egy adott fehérje vagy szénhidrat polimer tisztitdsa soran.

Pericin és munkatarsai (1997) haromfazisu megoszlassal (56 m/V % ammonium-szulfat
oldat - 10 térfogat% ferc-butil-alkohol) exo-pektindzt izolaltak Polyporus squamosus-bol.. A
szubmerz kultrdban tenyésztett mikroorganizmus altal termelt kis aktivitdsu, konstitutiv exo-
pektindz specifikus aktivitdsa haromszorosara nétt.

Hasonl6 alkalmazasok a foszfolipaz D (Dacus carota ) tisztitdsa (Sharma, Gupta, 2001), a
buzacsira bifunkciondlis protedz/amildz inhibitor tisztitdsa (Sharma, Gupta, 2001), a proteinaz K
szerin proteaz tisztitasa (Singh et al. 2001), a sz6ja tripszin inhibitor tisztitasa haromfazisu affinitas
megoszlassal (Roy, Gupta, 2002), a kereskedelmi alginat készitmények tisztitasa (Sharma, Gupta,
2002). A szerzOk vizsgaltak a hdromfazisi megoszlas paramétereinek, igy a s6 koncentracio, a
szerves fazis/vizes fazis térfogataranya, a pH, a homérséklet hatasait abbol a célbol, hogy a lehetd
legtisztabb fehérjét allitsak el a kiindulasi nyersanyagbol.

A fenti munkdk koziil érdemes részletesebben foglalkozni a szodja tripszin inhibitor

tisztitasaval, amely a HFM eddigiektdl eltérd valtozatat tartalmazza. Egy els6 haromfazist
megoszlassal (1:1 térfogatardnyti 30 m/V % sooldat - terc-butil-alkohol) tisztitott vizes fazisban a
kiindulasi aktivitas 91 %-a meg6rzodott. Ezutan kismennyiségii ZnSOs-ot illetve CuSOq-ot adtak a
vizes fazishoz, majd 2 térfogatnyi terc-butil-alkohollal elegyitették. A masodik megoszlas sokkal
jobb, 12-, illetve 13-szoros tisztulast eredményezett, mint a hagyomanyos, fémion tavollétében
végzett haromfazisti megoszlas. Megallapitottak, hogy a fémionok altal biztositott szelektivitas csak
a "HFM kornyezetben" mikodik, és a modositds kiillonosen jol alkalmazhaté a rekombinans
fehérjék tisztitdsaban.
Ehhez az eredményhez érdemes hozzaflizni, hogy a BSA-nehézfémion kdlcsonhatast mar kordbban
is vizsgaltdk (Tamas, 1996). Az eredmények szerint a fehérje 100 %-ban eltdvolitotta a Ccu*
ionokat az oldatbol, mig a Pb*" ionok a vizsgalt fémion koncentricié (0,02-2,00 mM)
tartomanyban, kevésbé (20-50 %) kotddtek a marha szérumalbuminhoz.

Mondal és munkatarsai egyik legujabb munkéjukban (2004), keményitd ¢és moddositott
keményité haromfazisii megoszlasdval foglalkoznak. Méréseik szerint a viz oldhaté keményitd
HFM-mel tisztithato, és a tisztitott keményitd amildzos emészthetdsége csokken. Ez az eredmény
azért érdekes, mert a kereskedelmi, nem viz oldhaté keményitd, a kordbbi tapasztalatok szerint nem
képez harmadik fazist, kivéve, ha szemcseméretét homogenizaldssal erdteljesen csokkent;jiik.

A héaromfazisu megoszlas kiilondsen az utdbbi 5-6 évben szadmos alkalmazast nyert,
els6sorban a fehérjetisztitas teriiletén, mikdzben mechanizmusanak tisztdzasara is szamos kisérletet

végeztek. A mechanizmus azonban csak modellfehérjéket tartalmazod egyszeri rendszerekben
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értelmezhetd viszonylagos biztonsaggal, mivel 0sszetett rendszerekben, mint az élelmiszerek is,
joval tobb a lehetséges kolcsonhatdsok szdma. A kisérletek azt bizonyitjak, hogy nemcsak a
fehérjék, hanem a dezoxiribonukleinsav, a poliszacharidok, mint a keményitd, az alginatok, tovabba
a frissen poritott kén, a gomba micélium, stb. (1d. 2. dbra), tehat az oldott makromolekuldk, vagy a
kelléen apritott, nagystiriségli matrixok, (amelyek vizes ammoénium szulfat oldatban siillyednek)
egyarant harmadik fazist képezhetnek. Ebben a feliileti hidrofobitds miatt, elsdsorban a terc-butil-
alkohollal val6 asszociécio jatszik dontd szerepet. A megoszlasnak ugyanakkor van egy eddig nem
méltatott tulajdonsdga, ami kiilondsen alkalmasséd teszi élelmiszerek (vagy madas Osszetett
rendszerek) vizsgalatara. Az adott matrix minden komponense jelen van mindharom (adott esetben
négy) fazisban, de polaritas ¢és oldhatdsag szerint az eredetitdl eltérd megoszlasban. Ez egyediilallo

analitikai lehetdséget kindl, mivel az 0j eloszlas hosszabb iddn at, valtozatlanul megdrizheto.

36



III. ANYAGOK ES MODSZEREK

II1. 1. Anyagok

II1. 1. 1. A vizsgdlt mintak

B-laktoglobulin, krist. tiszta, 98 % [; és B2 (Serva)
Kukoricaliszt, (Borbala, Gazda, Bolyi Mezdgazdasagi Rt., NK 643, Monsanto)
Ovalbumin, Grade V, minimum 98 %, kristalyositott, liofilizalt (Sigma)

Tiikros tajponty, 3 nyaras (Attala Hal Kft)

III. 1. 2. A fehérjék izolalasahoz hasznalt vegyszerek

CHAPS, 3-[(3-kolamidopropil)-dimetilammonio]-propan-szulfat, (Merck v. Sigma).
DTT, ditiotreitol biokémiai célokra (Merck)

Glicerin 99,5 %, analitikai tisztasdg (Merck)

Karbamid, biokémiai célokra (Merck)

Natrium-tetraborat, borax. puriss. (Reanal)

Nonidet P-40 (Fluka)

SDS, natrium-dodecil-szulfat, ultra tiszta >99%, Sigma

II1. 1. 3. A hidromfizisu megoszlashoz hasznilt vegyszerek

Ammonium-szulfat, analitikai tisztasagu (Merck ill. Reanal)
terc-butil-alkohol, HPLC tisztasagu (Sigma)
Natrium-acetat, analitikai tisztasagu (Reanal)
Natrium-hidroxid, puriss.(Merck)

Trisz-(hidroxi-metil)-amino-metén, analitikai tisztasdgi (Merck ill. Reanal)

II1. 1. 4. Az elektroforézisekhez hasznalt vegyszerek

Akrilamid/biszakrilamid oldat (29:1) (BioRad)
Ampholine pH 3,5-10, pH 5-8 (LKB)
APS, ammonium-peroxi-diszulfat, analitikai tisztasagu (Reanal)

BPB, bromfenolkék, (Reanal)
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CHAPS, 3-[(3-kolamidopropil)-dimetilammonio]-propan-szulfat, (Merck v. Sigma).

Coomassie Brilliant Blue G 250 (Reanal és Merck)
Ecetsav 96 %-o0s, analitikai tisztasagu (Reanal)
Karbamid, biokémiai célokra (Merck)

Glikoamilaz, Aspergillus niger, 70 U/mg (Serva)
orto-Foszforsav 85 %-os, analitikai tisztasagl (Reanal)
Pharmalyte pH 3-10 (Pharmacia)

SDS, natrium-dodecil-szulfat, ultra tiszta >99%, Sigma
TCA, triklor-ecetsav, analitikai tisztasagli (Reanal)

TEMED, tetrametiletilén-diamin, analitikai tisztasagti (Reanal)

I1I. 2. Eszkozok

Hoefer miniVE vertikalis elektroforézis késziilék (Amersham-Pharmacia)
VEF-030 MIDGEL vertikalis elektroforézis késziilék (Biocenter)
Elektroforézis tapegység (Labor MIM)

J2-21 centrifuga (Beckman)

[EC Multi RF centrifuga (IEC)

Sigma 1-13-mikrocentrifuga (B. Brown Biotech International)
JASCO 7850 spektrofotométer

Réazo6gép (Assistent, Karl Hecht Ag)

Vizfiirdds razogép (Labor MIM)

pH-méré, ISFET, 1Q120 (IQScientific)

Vortex keverd (Assistent, Karl Hecht Ag)

Fémszita, 500 pm lyukbdségii

Nikon Coolpix 880 digitalis fényképezogép
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1I1. 3. Médszerek

II1. 3. 1. Fehérjeoldatok készitése tisztitott fehérjékbol (ovalbumin, B-laktoglobulin)

Az ovalbumin haromfazisi megoszlasanak tanulmanyozasdhoz desztillalt vizzel 50 mg/ml
torzsoldatot készitettem. Az 50 mg/ml B-laktoglobulin torzsoldatot 1,25 % relativ telitési
ammonium-szulfat oldattal készitettem. A kukoricafehérjék haromfazisu megoszlasdnak modell
oldata ml-enként 25 mg glilkkoamilazt és 25 mg ovalbumint tartalmazott. A fehérjeatvitel és
reprodukélhatosag vizsgalatdhoz a modellfehérje oldatot (7 mg/ml) 0,0125 M boratpufferrel (pH
10,0) készitettem.

I11. 3. 2. Kioldhat6 Gsszes fehérije izolalasa kukoricalisztb6l

A Borbala és Gazda kukoricaszemeket mechanikai apritas utan, az NK 643 kukoricafajta dardjat
pedig kozvetleniil, kavédaraloban liszt finomsagura 6roltem. Az igy kapott liszteket 500 pm
lyukboségli fémszitan atszitaltam. A kisérletekhez minden esetben ezeket a liszteket (d < 500 um)
hasznaltam.

A kukoricafehérjék kinyerésére a Hamaker és munkatarsai (1995) altal leirt Wallace-modszer
kismértékben modositott valtozatat alkalmaztam. Egy sulyrész liszthez 10 térfogatnyi borat puffert
(0,0125 M natrium-borat, 1 % SDS, 0,5 % DTT (eredetileg 2 % 2-ME), pH=10) adtam, és 1 6ran at
razogépen (Assistent, 300fordulat/perc) rdzatva extrahdltam szobahOmérsékleten. A kapott
szuszpenziot 5000xg-vel, 20 percig, 20°C-on centrifugaltam, a feliilluszot gytijtottem, és alikvot

részeket taroltam -25°C-on.

II1. 3. 3. Ponty szarkoplazma fehérjék izolalasa

A 25 °C-r6l felengedett, 15 cm-nél nagyobb pontyokbdl - az AOAC 937.07 szabvany szerint
mintazva — halanként 3 szeletet vagtam ki. A pontyszeletek fehér izmabol dugéfuréhoz hasonlo, 2
cm belsd atméréji eszkdzzel tovabbi kb. 0,5-1 cm vastag korongokat vagtam. A korongokat
kozépen csipesszel atszartam és a 9. dbran lathatd miianyag szeparatorba helyeztem, amit Penny
(1975), illetve Kocher és Foegeding (1993) eredményeinek figyelembevételével hézilagosan
konstrualtam. Az 50 ml-es miianyagcsovekbe helyezett mintdkat 650xg—vel centrifugaltam 15°C-
on, 20 percen at. Az egy halbol centrifugalt pontyhusleveket (spun drip) egyesitettem, ¢€s azok
alikvot térfogatait -25°C-on taroltam. Busa, csirke, marha ¢és sertésizombol a fentivel azonos modon

izolaltam huslevet.
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9. abra

Centrifugalt huslé kinyerésére alkalmas milanyag szeparator

A dripbdl az aldbbi modon készitettem a nem egyensulyi pH gradiens elektroforézishez (NEpHGE)
alkalmas mintéakat:

A pontydrip tdomény fehérjeoldat, ebbdl kis mennyiséget oldottam glicerines lysis solution-
ban (GLS). A GLS 6sszetétele: 9 M karbamid, 2 m/V % CHAPS, 1 % DTT, 0,8 % Ampholine pH
3,5-10, valamint 10 % glicerin (a lemez formatumiu NEpHGE savas tartomanyaban tapasztalhatd
pul GLS-ben oldva 4,9 mg/ml toménységli oldatot kapunk, ami kdzvetleniil alkalmazhatdé nem

egyensulyi pH gradiens gél elektroforézishez, vagy izoelektromos fokuszalashoz.

II1. 3. 4. Mintakészités elektroforézishez a HFM—mel kapott kozéprétegekbol

A fehérjekorong +4°C-os 70 %-os etanollal és/vagy +4°C-os desztillalt vizzel valdo mosasa utan
a maradék folyadékot Finn pipettaval eltavolitottam, és Vortex késziilékkel kevertetve minimalis
térfogati "A" extrahalé pufferben (AEX: 0,1 M Trisz-HCI, pH 6,8, 0,3 % SDS) oldottam.
Az AEX-pufferrel készitett fehérjeoldat pH-jat 8,0-ra allitottam (100 pl oldathoz 5 pl 1 M Trisz
hozzaadasaval). Eppendorf cs6be eldre bemért 126 mg karbamidra ontdttem a 105ul fehérjeoldatot
45 ul "B" extrahdld pufferrel (4,75 M karbamid, 4 % CHAPS, 1 % Ampholine pH 3,5-10, 0,7 %
DTT) egyiitt (igy a kiindulasi fehérjeoldat 2,4-szeresére higult, Rabilloud, (2000)).
Nagyobb mintaszdm esetében a fehérjék kozvetlen oldasa GLS-ben egyenértéki mintékat

eredményez, és munkaigénye kisebb.
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III. 3. 5. Fehérjetartalom meghatarozasa

e Spektrofotométerrel a 280 nm-en mért elnyelés alapjan.

Az egyféle fehérjekomponenst tartalmazd oldatok, igy a [-laktoglobulin ¢és ovalbumin

(B-laktoglobulin, 10 mg/ml oldat, 1 cm fényut, A 230nm = 9,7

ovalbumin 10 mg/ml oldat, 1 cm fényut, Asg = 7,5).

o Festékkotddésen (Asos) alapuld Bradford standard modszerrel.

A pontydrip, illetve a kukorica Osszes kioldhatd fehérjetartalmat a festékkotddésen alapuld
modszerrel hataroztam meg (Bio-Rad fehérje assay). Ez a modszer a 0,2-1,4 mg/ml tartomanyban
detektalja a 3-5 kDa-nal nagyobb molekulatomegl fehérjéket.

A mérés menete a kdvetkezo:

1. Egy térfogat koncentralt festék reagenst (Bio-Rad) 4 térfogat desztillalt vizzel higitunk,
¢s Whatman #1 szlrépapiron szlrjiikk. Szobahomérsékleten tarolva kb. 2 hétig
hasznalhato.

2. BSA torzsoldatbol legalabb 6ttaga higitasi sort készitiink a 0,2-1,2 mg/ml tartomanyban.

3. Miuanyag csovekbe 0,1 ml fehérjeoldathoz 5,0 ml higitott festék reagenst pipettazunk. (A
nagy mintaszdmok miatt az aranyt 20 pl fehérjeoldatra és 1,0 ml festék reagensre
modositottam).

4. A csoveket enyhén vortexeljiik, és szobahdmérsékleten legaldbb 6t percig, de legfeljebb
1 oraig allni hagyjuk.

5. Az oldatok As¢s értékét fehérjét nem tartalmazo blank oldathoz képest mérjiik, és a
kalibracios egyenes segitségével hatdrozzuk meg a mintak fehérjetartalmat. A 10. abran

egy jellemzd kalibracids egyenes lathato:

0.8 P

g ‘ /
y =0,6758x + 0,0625
< 04 / RZ=0,9877
0.2 &
0 T T
0 0,5 1 1,5

mg/ml

10. abra
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Bradford fehérjemérési modszer kalibracids egyenese

II1. 3. 6. HFM rendszerek készitése ovalbumin és [-laktoglobulin vizsgalatahoz

A héaromféazisu rendszereket a 3. tabladzatban megadott, 25°C-on termosztalt komponensek
Osszemérésével  készitettem. A  megosztd  rendszereket a  tovabbiakban  relativ
telités/térfogatszazalék megadasaval jeloltem, igy példaul 30/17 jelolés 30 % relativ ammoénium-

szulfattelitésti, 17 térfogat% terc-butil-alkoholt tartalmaz6 rendszert jelol.

3. tablazat. HFM rendszerek 0sszemérési tablazata

Relativ Tellte’tt. Desztillilt | Fehérjeold terc-butil- | ferc-butil- | ferc-butil-
telités ammmoniu viz at alkohol alkohol alkohol
% m- (ml) (ml) (ml) (ml) (ml)
szulfat(ml) 17 % 34 % 50 %
30 % 0,6 1,0 0,4 0,4 1,0 2,0
50 % 1,0 0,6 0.4 0.4 1,0 2,0
70 % 1,4 0,4 0.4 0.4 1,0 2,0

A 0,4-0,4 ml fehérjeoldat hozzaadasa utdn a miianyag csoveket (bio vial) rovid ideig vortex
késziilékkel kevertettem, és a terc-butil-alkohol hozzaadasa utan a kilenc rendszert a Beckman bio
vial csOtartoban egyszerre rdztam Ossze. A harmadik f4zis magassagat elszorlS perc eltelte utan
Ixg, A (cm), majd 200xg, 5 perc utan, B (cm), végil 4500xg, 5 perc, utdin C (cm), mértem jo
megvilagitasnal tolémérce alkalmazasaval. (A 200xg, illetve 4500xg-értékeket JS-7.5 kilendiild
fejes rotorral 1000, illetve 5000 fordulat/perc-en teljesiti a Beckman J2-21 centrifuga). A harmadik
fazisban levalt fehérje mennyiségét (P%), az irodalmi részben megadott (2) Osszefiiggés szerint
hatdroztam meg.

I11. 3. 7. Kukorica- és pontyfehériék vizsgdlata haromfazisa rendszerekben

A borat pufferrel kioldott kukoricafehérjék, és a ponty szarkoplazma fehérjék haromfazisa
megoszlasdhoz 4. tdblazatban feltlintetett Gsszetételti megosztod rendszereket (21/30) alkalmaztam.

4. tablazat. Kukorica- és pontyfehérjék vizsgalatdhoz alkalmazott HFM rendszerek Gsszetétele

Telitett I terc-butil-
L. Desztillalt , .
ammmoOniu . Fehérjeoldat alkohol
pH Puffer (ml) viz
m- (ml) (ml) (ml)
szulfat(ml)
0,2 acetat Ponty szarkoplazma
3,7 0,21 PH 3.6 0,54 0,05 0,43
0,2 acetat Ponty szarkoplazma
44, 0,21 CH 4.6 0,54 0,05 0,43
5.5 021 - 0,74 Ponty szoagl;oplazma 0.43
0,06 IM Ponty szarkoplazma
8,0 0,21 TriszHCl 0,68 0,05 0,43
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pH8,8
0,44 acetat Kukorica
4.8 0,21 pH 3.6 - 0.35 0,43
0,44 acetat Kukorica
6,7 0,21 pH 4.6 - 0.35 0,43
- Kukorica
7,9 0,21 0,44 0.35 0,43

Az 0sszemérés sorrendje mindig azonos volt: eldre elkészitett (telitett ammonium-szulfat
oldatbol és vizbdl, illetve puffer oldatbol allo) szamitott térfogata soéoldat, fehérjeoldat, és terc-
butil-alkohol. Minden komponenst és a haromfézisu rendszereket is 25°C-on termosztaltam. A
megosztas kivitelezése €s a centrifugaldssal (Sigma 1-13 mikrocentrifuga, 1700 rpm —200xg, 8500
rpm—4500xg) kapott mintazat értékelése az ovalbuminra és B-laktoglobulinra leirt protokoll szerint

tortént.

I11. 3. 8. A terc-butil-alkoholos fazis spektrofotométeres vizsgalata

A kukorica és pontymintak haromfazisu megoszlasakor kapott szerves fazisok UV-spektrumat
félmikro kvarckiivettdban JASCO 7850 spektrofotométerrel vettem fel. Az opalizalas elkertilésére 1

térfogat ferc-butil-alkoholos fazist 6 térfogatnyi 70 % etanollal higitottam.

I1I1. 3. 9. Nem egyensulyi pH-gradiens elektroforézis (NEpHGE) lemez formatumban

A NEpHGE korabban kidolgozott lemez formatumt valtozatat (Szamos et al.1988b)
alkalmaztam a harmadik fazisban levalt fehérjék vizsgalatdhoz. A nem egyensulyi pH gradiens
elektroforézis els6 leirdsdban megadott paraméterekkel (O'Farrell et al. 1977) dolgoztam, de a gél
Osszetételében a C%-ot 5,4-re ndveltem, illetve a Nonidet P-40 nem ionos detergens helyett CHAPS
ikerionos detergenst alkalmaztam (Rabilloud, 2000).

A Hoefer miniVE elektroforézis késziilék celldjaban (8 ml) készitett, nem egyensulyi pH
gradiens gél lemezhez a kovetkezd reagensekre van sziikség: 4,4 g karbamid, 1,05 ml 30 %
akrilamid oldat (5,4 % C), 0,44 g CHAPS, 0,4 ml Pharmalyte (pH 3-10), 3,34 ml viz, 10 pl
TEMED. A gél keveréket vizsugarszivattyuval gaztalanitottam, majd a polimerizaciét 16 ul APS
hozzaadéasaval inicialtam. A gél oldatot a cellaba toltottem, belehelyeztem a ,,féstit”, és egy €jszakéan
keresztiil polimerizaltam.

A TI1.3.4. fejezet szerint készitett mintdk feltdltése utdn, azokra 20-20 pl minta "feliilrétegezd”
oldatot (8 M karbamid, 0,8 % Ampholine pH 5-8, 0,2 % Ampholine pH 3-10) rétegeztem, majd a
felsd tartdlyba 0,01 M foszforsavat, az also tartdlyba 0,02 M natrium-hidroxidot toltSttem. Az

elektroforézist 400 V fesziiltséggel 150 percen keresztiil végeztem.
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A NEpHGE-SDS elvalasztas elsd dimenzidjahoz egyetlen miniVE celldban készitettem gélt, a
fentivel megegyezd 0Osszetétellel, ¢s modon. Az elektroforézis befejezése utan 0,5 cm vastag

csikokat vagtam ki a gél lapbol, amelyeket masodik dimenzids elvalasztdshoz alkalmaztam.

I11. 3. 10. NEpHGE-SDS-elektroforézis

A masodik dimenzids elvalasztast 14x16x0,12 cm cellaméretii késziilékben végeztem. A
celldban SDS-t nem tartalmazo, 11 %-os (3,3 % C) gélt készitettem (Rabilloud 2000). A gélt
ionmentes vizzel rétegeztem, majd polimerizalédas utdn minden maradék folyadékot eltavolitottam
a felszinérol. Felszinét ionmentes vizzel oblitettem, majd az 1D-gélcsik felvitele eldtt szaritottam.
Neéhany csepp futtatd puffer segitségével az 1D-gél buborékmentesen felvihetd a 2D-gélre. A gél
csik feletti térbe pipettaval gondosan puffert toltottem, és az elektroforézist szobahdmérsékleten
hajtottam végre. A szokasos futtatd puffer 0,2 % SDS-t tartalmazott. Az elektroforézist 15 percen at

50 V, majd 110 V fesziiltségen végeztem, amig a bromfenolkék marker el nem érte a gél aljat.

II. 3. 11. A fehérjék detektdlasa
Az SDS-géleken kolloid G 250 festéssel detektaltam a fehérjéket (Neuhoff et al. 1985,

Neuhoff et al.1988). Az elektroforézis befejezése utan 30 térfogat% etanol, 2 térfogat% foszforsav
Osszetételli oldatban 3x30 percen at fixaltam a fehérjéket. A gélt ezutan 3x20 percig 2 %
foszforsavval mostam, majd 30 percen 4t 2 térfogat% foszforsav, 18 térfogat% etanol és 15 m/V %
ammonium-szulfat sszetételli oldatban egyenlitettem. Ezutan a gél és az oldat térfogata 1%-anak
megfeleld, 20 g/l Coomassie Brilliant Blue G 250 -t és 0,2 g/l natrium-azidot tartalmazo,
festékoldatot adtam hozza, ¢s 24-72 o6ran keresztiil festddni hagytam. Fényképezés elott a géleket
desztillalt vizzel mostam a hattér feltisztulasaig.

A pH gradiens géleket 12,5 % triklor-ecetsavval fixaltam 5 percen keresztiil, majd az
oldathoz 0,25 m/V % Coomassie Brilliant Blue G 250 festékoldatot adva 15 percig festettem
(Diezel et al., 1972). Ezutan 2 % foszforsavban egy éjszakan keresztiil mostam a gélt, majd a

kolloid festés protokollja szerint festettem.
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IV. EREDMENYEK

IV. 1. Ovalbumin és B-laktoglobulin megoszlasa haromfazisi rendszerekben

A héaromfazisu megoszlas ¢élelmiszervizsgalati alkalmazasdhoz az eldzetes kisérletekben
bevalt megosztd rendszerek Gsszetételének allanddsagara, az elkészités pontossagara, a megoszlas
23-25°C-on torténd kivitelezésére, valamint a f6 fehérjetipusok haromfazisi rendszerekben mutatott
viselkedésének ismeretére van sziikség. Az albuminok és globulinok f6 fehérje osztalyokat
képeznek, ezért a vizsgalatukhoz két, élelmiszeripari szempontbdl fontos fehérjét, az ovalbumint és
a B-laktoglobulint valasztottam (5. tablazat). Mindkét fehérje globularis, vizoldhatosdguk 50 mg/ml,

izoelektromos pontjuk kozotti kiilonbség <1 pH-egységnél, moltomegeik ardnya Mova/Mgrg=1,2.

5. tablazat. Az ovalbumin és B-laktoglobulin néhany tulajdonsaga

Jellemzok B-laktoglobulin Ovalbumin
Molekulatomeg 36000 (dimer) 43000
Diszulfid hidak szdma 2 1
[zoelektromos pont 5,2 4,6
Hidrofobitas 1060 980
Szénhidrat tartalom - 6 mol mann6z/mol
A""(280nm) 9,7 7.5
Oldhatosag (g/ml) 0,05 0,05

A III. 3. 6. fejezetben megadott 3. tablazat szerint készitettem a rendszereket (30/17, 30/34, 30/50,
50/17, 50/34, 50/50, 70/17, 70/34, 70/50 6sszetétel, és 2, 4, 6, 8, 10 mg/ml fehérjekoncentracid). A
(2) Osszefiiggés szerint a harmadik fazisban levalt fehérje mennyiségét, mig a centrifugalésos
modszerrel a harmadik fazis rétegvastagsagat (4500xg—C) hataroztam meg.

A 11. é&bran az ovalbumin megoszlasa lathaté a 2-10 mg/ml fehérje koncentracid
tartomdnyban. Adott relativ ammonium-szulfattelitésen (30%, 50% illetve 70%) a terc-butil-alkohol
térfogataranyanak novekedésével 30/17, 30/34, 30/50, a szerves fazis egyre tobb vizet vesz fel,
ezért a hatarréteg, mint az a (baloldali els6 harom csé) rendszereken megfigyelhetd, egyre
alacsonyabban helyezkedik el. Ez a tendencia kisebb mértékben, de érvényesiil az 50/17, 50/34,
50/50 (k6zépsd harom csd), illetve 70/17, 70/34 és 70/50 (jobboldali harom csd) rendszerekben is.
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2 mg/ml ovalbumin 4 mg/ml ovalbumin

8 mg/ml ovalbumin

11. 4bra

Ovalbumin megoszlésa kilenc kiilonb6zd 6sszetételii rendszerben 4500xg hatasara
(A rendszerosszetétel balrol-jobbra 30/17, 30/34, 30/50 50/17, 50/34, 50/50, 70/17, 70/34, 70/50

relativ ammonium-szulfattelités/ ferc-butil-alkohol térfogat%)

crer

crer

cre
cre

crer

rendszerben mar a 70/34 rendszerben is. Ennek valoszinli oka az, hogy ilyen nagy toménységii

fehérjeoldatban a fehérje és az alkohol kozotti asszociacid részleges, €s a nagysebességii
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centrifugalds hatasara a fehérje egy része ,,leszakad”, €és a cs6 aljara keriil. A kozéprétegben levalt,

P%-ban megadott ovalbumin mennyiségeket és a C rétegvastagsagokat tlinteti fel a 6. tdblazat. A

30/17 rendszertdl az 50/17 rendszerig a levalt fehérje mennyisége kb. 14 %-os csokkenést mutat, az

50/17 rendszertdl a 70/17 rendszerig meredeken, kb. 46 %-kal nd, és ezutan gyakorlatilag mar nem

valtozik.

6. tablazat. Az ovalbumin hdromfazisu megoszlasanak adatai

Megoszto P % Cis00xg P % Cisooxg P % Cisooxg P % Cis00xe

rendszer |4 mg/ml cm 6 mg/ml cm 8mg/ml cm 10mg/ml cm
30/17 69,0 0,15 69,4 0,20 63,1 0,20 61,5 0,30/0,1"
30/34 65,2 0,30 61,3 0,50 60,5 0,40 63,6 0,40
30/50 53,7 0,50 51,7 0,60 46,5 0,40 60,5 0,50
50/17 53,6 0,50 54,0 0,50 47,8 0,40 53,1 0,60
50/34 61,0 1,30 59,3 1,50 51,1 1,40 55,0 1,40
50/50 85,4 2,20 83,5 2,20 83,1 2,3 max 89,6 2,10
70/17 98,8 0,50 97,7 0,50 96,6 0,50 99,3 0,55
70/34 94,6 0,45 98,2 0,30 97,5 0,60 99,4 0,40
70/50 97,8 | 0, min | 978 0,15 97,8 |0,10/025 [ 99,7 [0,10/0,5

"_gal jelzett értékek a cs6 aljan talalhaté negyedik fazis vastagsagat jelzik
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A B-laktoglobulin megoszlasi mintazatai a 12. dbran lathatok.

6mg/ml B-laktoglobulin 8mg/ml B-laktoglobulin

12. abra
B-laktoglobulin megoszlasa kilenc kiilonbozd sszetételli rendszerben 4500xg hatasara
(A rendszerosszetétel balrol-jobbra 30/17, 30/34, 30/50 50/17, 50/34, 50/50, 70/17, 70/34, 70/50

relativ ammoénium-szulfattelités/ ferc-butil-alkohol térfogat%o)

Feltind kiilonbség az ovalbumin megoszlasdhoz képest, hogy a fehérjerétegek mindegyik
rendszerben vékonyabbak és kompaktabbak. A legnagyobb C érték mindegyik fehérjekoncentracion
a 30/34 rendszerekben mérhetd (Cpax = 0,5 cm a 10 mg/ml, 30/34 rendszerben). A hatarfeliilet
elhelyezkedésének tendencidja az ovalbuminra megfigyelttel egyezik. A 6-10 mg/ml B-
laktoglobulin koncentracidtartomanyban egyik rendszerben sem képzddik negyedik fazis,
ugyanakkor, amint az a 7. tdblazatban lathat6, a hatarrétegben levalt B-laktoglobulin mennyisége

jelentdsen eltér az ovalbuminra mért értékektol.
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7. tablazat. A B-laktoglobulin levalasa kiilonb6z6 0sszetételit megosztd rendszerekben

Megoszté rendszer relativ s6

telités/ terc-butil-alkohol P % (atlag + SD)
30/17 95,6 £1,4 (n=5)
30/34 567 209 (A
30/50 96,0+0,9 (n=4)
50/17 55051 053)
50/34 56.552,0 (i)
50/50 38.050.7 (&=5)
70/17 98,8+0,5 (n=5)
70/34 59 1502 (o=d)
70/50 29,0502 @=3)

Mar a legkisebb relativ sotelitettségli és terc-butil-alkohol tartalmt (30/17) rendszerbdl is a
kozéprétegbe jut a B-laktoglobulin kb. 96 %-a, és a kicsap6 agensek mennyiségének novekedésével
ez az érték lassan 100 %-hoz kozelit. A kozéprétegek vastagsdga 0,10+0,05 cm (2,0 mg/ml
rendszerek) ¢és 0,32+0,09 cm (10 mg/ml rendszerek) kozott valtozik, az ovalbumin rétegekhez
viszonyitva ezek a fehérjekorongok sokkal tomorebb szerkezetiiek.

A harmadik fazisban levalt fehérje mennyiségét a vizsgalt koncentraciotartomanyokra
atlagolva, és a fehérjét nem tartalmazé kétfazisu kiindulési rendszerek hatarfeliileti fesziiltségének
fliggvényében abrazolva megallapithatd, hogy a [-laktoglobulin €s az ovalbumin megoszlasa

jelentds eltérést mutat (13. abra).
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A harmadik fazisban levalt B-laktoglobulin és ovalbumin mennyisége, a kétfazisi vonatkoztatasi

rendszerek hatarfeliileti fesziiltségének fiiggvényében

A levalt ovalbumin mennyisége a 0,86-2,8 mN/m tartomanyban folyamatosan csokken, ezutan 4,9
mN/m értékig meredeken nd, majd allandosul. A 2,8-4,9 mN/m tartomanyban a levalt ovalbumin
mennyisége jo linedris fliggést mutat a vonatkoztatasi rendszerek hatarfeliileti fesziiltségével
(y=23,14x-11,98, n=4, r’=0,94). A PB-laktoglobulin oldatokbél kivalt fehérje mennyisége
ugyanakkor gyakorlatilag fliggetlen a megosztd rendszerek Osszetételétdl, illetve hatarfeliileti
fesziiltségétol.

Osszefoglalva megéllapithaté, hogy az ovalbumin és B-laktoglobulin megoszlasa egyenként
45 kiilonbozd Osszetételll rendszerben a teljes vizsgalt tartoméanyban szignifikans kiilonbségeket
mutat, vagy a centrifugalas hatasara kialakul6 rétegek vastagsagat, vagy pedig a rétegeket alkoto
fehérje mennyiségét illetden. A vizes fazisban oldott B-laktoglobulin mar kismennyiségii kicsapo
szer hatasara a harmadik fazisba jut, mig az oldott ovalbumin teljes mennyisége csak a kicsapo
komponenseket nagy mennyiségben tartalmazo (70/17, 70/34 és 70/50) rendszerekben jut a
harmadik fazisba. Az ovalbumin ¢és a  [-laktoglobulin a centrifugdlt fazisok geometriai
paraméterekkel jellemezheté mintazatai alapjan egyértelmiien megkiilonboztethetok egymastol. A

teljes kisérletsorozat adatait a melléklet tartalmazza (M2 1-10 téblazatok).

50



IV. 2. A mechanikai energia szerepe a haromfazisi megoszlasban

A haromfazisi megoszldsnak van egy olyan paramétere, amelyre vonatkoz6 adatokkal
egyetlen publikdcidoban sem taldlkozunk, ez a kiindulési, kétfazisu rendszerrel k6zolt mechanikai
energia. Az altaldnosan alkalmazott eljaras szerint a rendszert alaposan 0ssze kell razni, majd ezt
kovetden spontan, vagy kissebességii centrifugalas hatasara bekovetkezik a fazisszétvalas. Mivel a
,»mikroszkopos” hatarfeliilet a rdzas erdsségének és idotartamanak fiiggvényében alakul ki, az eltérd
energiakozlés, féleg a nagyobb szdmu fehérjekomponenst tartalmazé rendszerekben, kiilonbozo
végallapotokra vezethet. Ennek a hatdsnak a vizsgalatara végeztem az alabbi kisérletsorozatot.

Egy Rotadeszt késziilékkel: 66 rpm-mel egy percig tarté forgatassal kozolt energia hatdsara
a B-laktoglobulint tartalmazo6 rendszerbdl, a kézzel dsszerazott, ugyanolyan Osszetételii rendszerhez
képest az oldott fehérjének csak toredéke valt le a harmadik fazisban. Az eredmény szerint az adott
elrendezésben a folyadék kinetikai energidja nem volt elegendd a rendszer intenziv dsszerdzasahoz.

A hatas vizsgalatara ezért az alabbi megkdzelitést alkalmaztam. Busa (B), csirke (Cs), marha
(M) és sertés (S) izmabol a szeparatorral husleveket izolaltam, és 5-5 azonos Osszetételii rendszert
készitettem (50 pl huaslé, 950 pl 42 % relativ telitésli ammonium-szulfat oldat, 310 pl terc-butil-
alkohol). A 4x5 csovet kb. 60 cm uthosszon egyenként 1x, 5x, 10x, 20x és 50x egyenletes
sebességgel Osszeraztam ¢€s centrifugalas (4500xg) utdin mértem a C értékeket, valamint a vizes
fazisok Az értékeit (az Ago értékek itt ellendrzo jellegliek, mert mindegyik minta tartalmaz ezen a
hulldamhosszon elnyeld egyéb molekuldkat is). A 14. dbran lathatd, hogy a kozolt energia hatdsa
eltérd a kiilonbozd fehérjéket tartalmazé mintadknal, amennyiben a C értékek valtozasa a réteg

szerkezetében bekovetkezett valtozasokat tiikrozi.
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14. abra
Kiilonb6z6 allatok huslevébdl képzddott kdzéprétegek méretének

fiiggése a HFM soran kozolt mechanikai energiatol

A csirkehuslé fehérjéibdl képzodott kozéprétegek vastagsaga a kozolt mechanikai energia
fiiggvényében novekszik, a sertésnél S10 és S50 (tizszer, illetve Gtvenszer Osszerdzott sertésminta)
kozott allandosul. Ezekben a mintdkban a fehérjék olyan koherens rendszereket hoznak Iétre,
amelyekben a térbetoltés a rendszerrel kozolt ndvekvd mechanikai energia hatdsara csokken
(csirke), illetve alland6 értéket vesz fel (S10). Eltéré a busa és a marhafehérjék viselkedése. Mind
BS, mind M5 C értéke maximumot (a fehérje térbetdltése minimumot) mutat, majd a tovabbi
energiakozlés mindkét rendszerben a térbetdltés novekedésére vezet, tehat a busa illetve
marhafehérjékbdl képzddd vazszerkezet a rendszerrel kozolt mechanikai energia hatasara egyre
kisebb térfogati lesz.

A koz6lt mechanikai energia egy adott értéktol (5-10 Osszerazas) kezdve az Ajgy értékek
alapjan legfeljebb 2-3 %-ban befolyasolja a kozéprétegbe jutd fehérje mennyiségét, tehat az
allandonak tekinthetd. A kialakult réteg vastagsdga azonban az Osszes mintat és a 10-50 razas

kozotti tartomanyt tekintve masfélszerestdl (CS és M) a haromszorosig (B) valtozik. Ez azt jelenti,
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hogy a centrifugaldssal kapott rétegek méretkiilonbségén alapuld centrifugalasos HFM csak akkor
alkalmazhat6 kvalitativ vizsgalatra, ha a rendszerrel k6zo6lt mechanikai energiat valamilyen modon,

példaul alkalmas berendezés segitségével, szabalyozzuk.

IV. 3. Ponty szarkoplazma fehérjék HFM-je, és pH gradiens elektroforézise

A halfehérje kisérletekhez haroméves pontyokbol (2 db) izolalt halhuslevet hasznéltam,
amelynek fehérjetartalma 68,0 £ 1,3 mg/ml (n=4) volt. A kukoricafehérje megoszlasi kisérleteket
glikoamilazt és ovalbumint 1:1 aranyban (50 mg/ml) tartalmazé referencia fehérjeoldattal is
kovettem.

A kezdeti kisérletekben puffert nem tartalmazo, 21% és 75% relativ ammonium-szulfat
telitésli megosztd rendszereket alkalmaztam a fehérjekorong kvantitativ visszaoldhatdsaganak
vizsgalatara, ami az elektroforézis alkalmazasanak alapveto feltétele.

Ez nem egyszeriien teljesithetd feltétel, mivel a korongban taldlhatd terc-butil-alkoholt és
ammonium-szulfatot oly modon kell eltavolitani, illetve mennyiségét csokkenteni, hogy kodzben
minimalis mennyiségli fehérje menjen oldatba, és a kisméretli molekulak kiold4sa ugyanakkor ne
legyen denaturdlo hatasu a fehérjékre. Mivel desztillalt vizben a s6 és az alkohol egyarant jol és
pillanatszertien oldddik, ezzel kezdtem a so- és alkohol eltavolitasat. A mosast 0,7 ml 25°C —os

desztillalt vizzel végeztem (8.tablazat).

8. tablazat. A pontyfehérjékbdl képzodott harmadik fazis oldodasa vizben

Minta Harmadik fazis mosasa Kioldott fehérje mg/0,7 ml
Ponty 21/30 | 6blités 0,07
Ponty 21/30 |30 s 4llas 0,35
Ponty 75/30 |3 perc allas 12000xg, 1perc 1,05

A tablazat adatai szerint 0,7 ml desztillalt vizzel valo 6blités 0,07 mg fehérjét old ki a korongbol,
ami a rendszerbe vitt 3,4 mg pontyfehérje 2,0 %-a. A rovid ideig tartd mosds ugyanakkor
valdszinilileg nem eléggé hatasos. A kisérletek tovabbi eredménye, hogy a 21, illetve a 75 % relativ
telitésti rendszerben képz0dd fehérjekorongok viselkedése desztillalt vizben eltérd. A 21 % relativ
telitésti rendszerben képzddott korong a desztillalt viz felszinén uszik, a 75 % relativ telitést
rendszerben képzodott pedig, rovid id6 elteltével lesiillyed. Mivel azonos g-értéken
komprimalédtak, az eltérd viselkedés a ferc-butil-alkohol tartalomban és a rétegek szerkezetében
fennalld kiillonbségekre vezethetd vissza. A fehérjekorong visszaoldhatosaga tehat a fehérje

mindségén kiviil fiigg attol a kdrnyezettdl, amelyben levalt (Pike, Dennison, 1989), és ez egy olyan
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tulajdonsaga a haromfazisu megoszlasnak, ami az egyszeri kis6zas gyakorlatdban csak ritkan fordul
eld.

A fehérjelevalds és visszaoldas Osszefliggése miatt a tovabbiakban a lassabb kioldodést
biztositd 21% relativ telitésii rendszert valasztottam, és a vizes fazis pH-jat a II1.3.7. fejezet 4.
tablazata szerint allitottam. Az acetat és trisz-pufferek kis6zo hatasa csekély és koncentraciojuk a

vizes fazisban 0,05 M alatt maradt.

9. tablazat Ponty fehérjék megoszlasa kiilonbozé pH-ju, 21/30 dsszetételli rendszerekben.

Minta Vizes fazis pH B (cm) C (cm) R=B/C
50 pl halhuslé 3,7 0,44 0,1 4,4
50 pl halhuslé 4.4 0,58 0,1 5,8
50 pl halhuslé 5,5 0,95 0,4 px
50 pl halhuslé 8,0 1,03 0,6 1,7

A 9. tadblazat tartalmazza a ponty szarkoplazma fehérjék haromfazisi megoszlasanak eredményeit (a
mintakat egyszerre, tizendtszor raztam 0Ossze). A C értékeket a pH fliggvényében abrazolva a

regresszids egyenes egyenlete,

C=0,12pH-0,36  (n=4, 1" =0,90)

A vizes fazis pH-ja és a szarkoplazma fehérjékbdl kialakult harmadik fazis szerkezete kozott tehat
szoros fiiggés van. A pH 3,7 és pH 4,4 rendszerekben képzddott korongokat 2-2 ml +4°C-os
desztillalt vizben 10 percig allni hagytam, majd a korongok lesiillyedése utan a vizet a lehetd
legteljesebb mértékben eltavolitottam, és GLS-ben oldtam azokat. A hideg desztillalt vizben az
ammonium-szulfat gyorsan, a legtobb fehérje viszont lassan oldddik, €s a szerves olddszer okozta
denaturdlodas (szerves oldoszeres kicsapas), valdszinlisége is kisebb. A pH 5,5 és pH 8,8
rendszerekben képzddott korongok nem siillyedtek le 10 perc elteltével, ezért azokat +4°C-os 70%
etanollal, majd +4°C-os desztillalt vizzel mostam. A pH 3,6, 4,4 és 5,5 rendszerekben képzddott
korongok gyorsan feloldédtak GLS-ben, ugyanakkor a pH 8,0 rendszerben képzddott fehérjekorong
oldddasa lassu volt. Hasonlo viselkedést tapasztaltam a referencia fehérjék oldddéasaban is: az
alacsonyabb pH-ju rendszerekben képz6dott fehérjekorongok gyorsan oldddtak, ugyanakkor a pH
8,0 rendszerbdl levald korong az AEX-pufferben gyakorlatilag nem oldodott.

Az 15. abran a ponty szarkoplazma fehérjék hdaromfazisi megoszlassal kapott
kozéprétegeinek nem egyensulyi pH gradiensen vald elvalasztdsa lathato. A két egymas folé

helyezett abran ugyanaz a gél van feltiintetve, csak a felson G 250 gyorsfestéssel, az alson pedig
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kolloidfestéssel detektaltam a fehérjéket. Jol kivehetd, hogy a kvalitativ detektalashoz a
végallapotig jutod kolloidfestés alkalmazasa célszerti. A gyors festés elonye, hogy lehetdvé teszi a
hosszt kolloidfestési protokoll "atlitemezését", tehat a fixalt, gyorsfestett gél kolloid festésének a

kovetkezd napon valo elkezdését.
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Ponty szarkoplazma fehérjékbdl kiilonboz6 pH-ju haromfazist rendszerekben képzddott

harmadik fazisok parhuzamos NEpHGE elvalasztasa kétféle festéssel.



Az abran lathato gélre az egyes pH-értékekhez tartozo parhuzamos fehérjemintékat vittem
fel, az 5,5° jelzési mintdkat egy masik pontybdl izolaltam. Vizualis megitélés alapjan a
fehérjemintdzatok, kiilondsen a pH 5,5 mintdké, a HFM j6 megismételhetdségét bizonyitjak. A
szarkoplazma fehérjék egyes savcsoportjainak intenzitdsa fokozatosan gyengiil, tehat ezek a
fehérjék a vizes fazis pH-janak novekedésével egyre kisebb aranyban jutnak a harmadik fazisba. A
g€l felsO részén talalhatd savas izoelektromos ponti parvalbuminok, €s az also részen talalhato
bazikus fehérjék intenzitisa joval gyengébb a pH 5,5 és pH 8,0 sdvokban, mint a pH 3,7 és pH 4,4
savokban.

A kovetkezO abrakon (16. 17. és 18. abrak) a kolloidfestésii gél baloldali négy savjanak
egymasra vetitett denzitogrammyjait tlintettem fel, amelyeken a vizualisan kevésbé érzékelhetd
valtozasok is eldtiinnek. A felsorolt dbrdkon a piros vonal a 15. dbra pH 3,7; a zold vonal a pH 4,4;

a rozsaszinll vonal a pH 5,5 és a kék vonal a pH 8,0 savjanak felel meg.

Ff
0.100 0120 0.140 0160 0.1%0 0.200 0220 0.240 0260

0100 0120 0140 0.160 0.180 0.200 020 0.240 0.260

(1D Beam)

—Lane 2

16. abra
A 15. abra kolloid festett pontyfehérjéinek denzitogramja, a 0,1-0,28 Rf tartomanyban
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17. abra
A 15. abra kolloid festett pontyfehérjéinek denzitogramja, a 0,48-0,64 Rf tartomanyban.

07860 0.300

0.300

18. ébra
A 15. dbra pontyfehérjéinek denzitogramjai a 0,74—0,90 Rf tartomanyban.
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Az intenzitasok aranyosak a fehérjék mennyiségével, mivel a kolloidfestésnél a festékmolekuldk az
Osszes kotOhelyet elfoglaljdk, valamint a denzitogram felvétele eldtt a hattérintenzitas levonasra
keriilt. A 16. dbran a Rf=0,13-0,19, valamint a Rf=0,23-0,27 tartomanyban a kozéprétegbe jutd
parvalbuminok mennyisége koriilbeliil felére csokken a megosztd rendszer pH-janak
novekedésével. Erdekes az Rf=0,21-nél mért intenzitas sorrend valtozasa, ami azt bizonyitja, hogy
ennek a parvalbuminnak pH=4,4-hez kozeli a pl-je, ezért levalasa a harmadik fazisba nagyobb
mértékil, mint a pH=3,7, vagy pH=5,5 rendszerben.
A 17. abran a 0,47-0,54 Rf-tartomanyban, az egymdast nem pontosan fedd (a piros denzitogram
kismértékli eltolédasa miatt) intenzitasgérbék alapjan a legnagyobb eltérés (Rf 0,50) 25 % koriil
van, és érdekes modon ebbdl a fehérjébdl, tovabba az Rf 0,53 fehérjébdl a pH 8,0 rendszerben tobb
valik le a harmadik fazisba , mint a tobbi pH értéken. A 0,54-0,62 Rf-tartomanyban a vizudlis
képpel egyezben gyakorlatilag mindegyik rendszer ugyanannyi fehérjét tartalmaz, tehat a pH
valtozas nem befolyasolja ezeknek a frakcidknak a harmadik fazisba jutasat. A 0,62 feletti Rf-
tartomanyban ¢€s a 18. abran lathat6 0,76-0,84 Rf-tartomanyban a pH valtozéasa a 16. dbran lathato
modon befolyésolja a fehérjék levalasat. A legtobb fehérje itt is a pH 3,7 rendszerbdl jut a harmadik
fazisba, azonban a maximalis és minimalis fehérjemennyiség kiilonbsége csak kb. 40 %-ot tesz ki.
Az eredmények alapjan a ponty szarkoplazma fehérjék haromfazisi megoszlasa a megosztd
rendszer pH-janak ndovekedésével szignifikans Osszetételbeli kiilonbségre vezet, ami a savas ¢€s
bazikus fehérjefrakciok csokkend mértékli levalasat jelenti a harmadik fazisban. Ez a pH-fiiggd
megoszlas egyarant hasznosithatd élelmiszervizsgalati, illetve fehérjetisztitasi  célokra.
Fehérjetisztitasi szempontbol a kék vonallal jelzett fenti pH 8 rendszer elényds az Rf 0,54-0,62

kozott talalhatod fehérjékre, mert csak kevés kisérd parvalbumin fehérjét tartalmaz.
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IV. 4. A kukoricafehérjék HFM-je, és nem egyensilyi pH gradiens elektroforézise

A kukoricafehérjék haromfazisu megoszlasat (21/30) dsszetételli, pH 4,8, pH 6,7 és pH 7,9,
rendszerekben vizsgaltam. A HFM vizes fazisainak pH-értékeit az ammonium-szulfat oldat, acetat
puffer és borat-pufferben oldott kukoricafehérjék I11.3.7.4. tablazatban megadott mennyiségeinek

elegyitése utan kaptam. A megoszlas néhany paraméterét a 10. tdblazat tartalmazza.

10. tablazat. Kukoricafehérjék megoszlésa kiilonb6z6é pH-ji haromféazisu rendszerekben

Kukorica Megoszlas Megoszlo fehérje C-érték Vizes fazisban
pH-ja (mg) 4500xg maradt fehérje (mg)
Borbala 4,8 4,4 0,05 0,12
Borbala 6,7 4,4 0,03 0,11
Borbala 7,9 4,4 0,05 0,18
Gazda 4,8 4,3 0,05 0,02
Gazda 6,7 4,3 0,04 0,06
Gazda 7,9 4,3 0,03 0,08
NK 643 4,8 4,2 0,06 0,00
NK 643 6,7 4,2 0,04 0,09
NK 643 7,9 4,2 0,17 0,09

A 4500xg hatasara kialakult réteg (C), az Osszes rendszerben nagyon vékony, igy a megoszlas
centrifugaldsos vizsgalata ebben az esetben tobb okbol sem célszerti. Egyrészt a borat pufferrel
készitett kukoricafehérje oldatok fehérjetartalma kb. 12 mg/ml volt, ez joval kisebb, mint a ponty
halhtslé fehérjekoncentracioja. Masrészt a kukoricafehérjék kb. 50 %-a alkoholban oldddé zein,
ami a ferc-butil-alkoholos fazisban oldodva vesz részt a harmadik fazis kialakitdsdban (ennek
mértéke a réteg vastagsagaval valtozik). A terc-butil-alkohollal asszocialt, kicsapodott harmadik
reprezentalja a kioldhatd Osszes fehérjét. Kihasznalva a megosztd rendszer kapacitasat, 350 pl
kukoricafehérje oldattal 4,2-4,4 mg fehérjét vittem a megosztoé rendszerbe, a kis C értékek miatt
azonban itt nincs vonatkoztatasi lehetdség.

A pontyfehérjék viszonylag gyors visszaoldodasaval ellentétben a kukoricafehérjéknél
bizonyos pH-fliggd trendeket lehet megfigyelni. Mivel a harmadik fazis mindig tartalmaz terc-butil-
alkoholt, a korongokat a folyadékfazisoktdl vald elvalasztas utan eldszor 1-1 ml hideg, 70 %-os
etanollal mostam. Egy éjszakai allas utan GLS-ben torténd visszaoldodasuk lassu volt, a pH 4,8 ¢és

pH 6,7 korongok 150-150 ul GLS-ben oldédtak, a pH 7,9 mintak 200 ul GLS-ben sem oldodtak fel
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teljesen. TOobb oldoszerben feloldodhatok a fehérjék, de elektroforézishez altalaban elénydsebb
toményebb fehérjeoldatot késziteni. A 21% relativ ammonium-szulfat telitési rendszerben levalt
fehérjék ismételt oldatba viteléhez tehat mind a hideg desztillalt vizes, mind a 70 %-os etanolos
mosas alkalmazasa indokolt. A hdromfazisi megoszlds folyamatanak kovetésére alkalmazott
modell fehérjeoldatbol (25 mg glikkoamildz +25 mg ovalbumin)/ml) 50 pl-t mértem a rendszerbe €s
azt tapasztaltam, hogy a levalt korongok visszaoldodasi tendenciaja a kukoricafehérjékével
ellentétes. A pH 4,8 és pH 6,7 rendszerekbdl levalt modell fehérjéket tartalmazo korongok 300-300
pul GLS-ben részlegesen oldodtak, a pH 7,9 rendszerben levalt korong ugyanakkor gyorsan és
maradéktalanul feloldddott.
Az elektroforézis mellett spektrofotométerrel is felvettem a 70 %-os etanollal higitott szerves
fazisok spektrumait, amelyek elnyelését azonban elsddlegesen a borat puffer alkotoi adtak.
A szerves fazis kozvetlen pH gradiens elektroforézise azt mutatta (1d. M2 1. abra), hogy abban
szamos fehérje oldodik, ezek vizsgalataval azonban nem foglalkoztam.

A 19. abran a 3 kukoricafajta fehérjéibdl HFM hatéasara képzddott kozéprétegek NEpHGE
mintdzata lathatd. Vizualis megitélés alapjan a Borbala fehérjesavok intenzitasa némileg erdsebb,
mint a masik két kukoricafajta fehérjesdvjainak intenzitdsa, a pH-fiiggetlen megoszlas azonban

mindharom fajta fehérjéinél 1athato.

19. abra
A HFM pH-janak hatasa a kukoricafehérjék levalasara (NEpHGE)
(1,2,3 savok - pH 4,8, 6,7, 7,9 Borbala; 4,5,6 sdvok— pH 4,8, 6,7, 7,9 Gazda;
7,8,9 —pH 4,8, 6,7, 7,9 — NK 643, 10 —modellfehérje, feltoltés 10-10 pl)
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20. 4bra
Borbala kukorica NEpHGE fehérjemintazatainak denzitogramjai
(19. ébra, 1,2,3 sav)

21. abra

Gazda kukorica NEpHGE fehérjemintazatainak denzitogramjai
(19. abra, 4, 5, 6 sav)
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22. ébra
NK 643 kukorica NEpHGE fehérjemintazatainak denzitogramjai
(19. abra, 7,8,9 sav)

23. ébra
Borbala (piros), Gazda (z6ld) és NK 643 (sarga) jelzésu kukoricak pH 7,9-en megoszlott

fehérjéinek NEpHGE mintazatair6l felvett denzitogrammok (19. ébra 3, 6, 9 sav)

A 21-23. abrak alapjan a kukoricafehérjék megoszlasa, pontosabban a vizes fazisbol a kdozéprétegbe
juto fehérjék mennyisége €s Osszetétele, az alkalmazott analitika szintjén, fiiggetlen a pH-t61 a 4,8—
7,9 tartomanyban. Ezt az eredményt még a 23. dbra is megerdsiti, ahol az egyes kukoricafajtak

kozotti kiilonbség és a pH-fliggetlenség trendje egyiitt érzékelhetd.

63



IV. 5. A fehérjeatvitel és a haromfazisi megoszlas megismételhetdsége

Nagyszami minta sziirésére alkalmas moddszernél fontos kérdés a modszer

megismételhetdsége, illetve egyetlen komponens sorsa. A kukoricafehérjék haromfazisa
megoszlasat ezért a pH 7,9 rendszerben harom-harom parhuzamos alkalmazasaval, a 11. tablazat
szerint hozzaadott ovalbuminnal is elvégeztem. A modell fehérjéket (ovalbumin ¢és gliikoamilaz)
0,0125 M borat pufferben (pH 10) oldottam, és a 3 kukoricamintaval egyiitt kapott 12 rendszert,
25°C-on, 15-szor réztam Ossze. A rendszereket (23-26. abradk) 1-1 percig 200xg-vel, illetve
4500xg—vel centrifugaltam, majd mértem a B és C paramétereket.

A kiindulasi fehérjeoldatok, tovabba a vizes €s szerves fazisok fehérjetartalmat Bradford assay-vel

(IT1.3.5.) mértem ¢és nem egyensulyi pH gradiens elektroforézissel jellemeztem.

11. tablazat. A HFM reprodukalhatosaga 4x3 parhuzamos rendszer mérése alapjan

Hozzaadott | Osszfehérje Fehérjetartalom (mg/ml)
Minta B (cm) C (cm)
OVA (mg) (mg) Szerves fazis | Vizes fazis
Modell, 1,23 2,45 0,6 0,05 0,85 0,02
Modell, 1,23 2,45 0,6 0,05 0,85 0,03
Modells 1,23 2,45 0,6 0,05 0,89 0,00
Xitlag £SD 0,6+0,0 | 0,05+0,00 0,86+0,02 0,025+0,007
Borbéla, 0,16 4,6 0,8 0,1, 1,27 0,14
Borbala, 0,16 4,6 0,8 0,1 1,32 0,22
Borbélas 0,16 4,6 0,8 0,1 1,27 0,20
XitlagtSD 0,8+0,0 | 0,1+0,0 1,29+0,03 0,19+0,04
Gazda, 0,32 4,62 L1, 0,3 1,20 0,13
Gazda, 0,32 4,62 L1, 0,25 1,28 0,15
Gazdas 0,32 4,62 1,1 0,25 1,24 0,09
XitlagtSD 1,1+0,0 | 0,27+0,03 1,24+0,04 0,12+0,03
NK643, 0,48 4,68 1,2 0,5 1,03 0,15
NK643, 0,48 4,68 1,2 0,5 1,10 0,12
NK643; 0,48 4,68 1,2 0,5 1,13 0,19
XittagESD 1,2+£0,0 | 0,5+0,0 1,09+0,05 0,15+0,04

A 11. tablazat adatai azt mutatjdk, hogy a haromfazisi megoszlds megismételhetdsége jo, amit

példaul a szerves fazisokban mért fehérjetartalom 2-3 % szérasa is jelez.
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A vizes fazisban mért 20-190 pg/ml maradék fehérjetartalom %-ban megadott szérasa ennek
tizszerese, ezek az érté¢kek azonban a Bradford mddszer als6 hatarértéke koriil ingadoznak, itt tehat
elfogadhat6 a nagyobb SD.

A megismételhetdség és fehérjeatvitel vizsgalatanak teljes folyamata kdvethetd a 24-27. abrak
alapjan. Ha a hadrom kukoricafajtaval hozzaadott fehérje nélkiil végezziikk a HFM-t, a C értékekben
nem mérhetd szignifikans kiilonbség (1d. M2 2. abra).

24. dbra
Kétfazisu rendszerek (modellfehérjék, baloldali 3 csd, és Borbala kukorica fehérjék, jobboldali 3

cs0) a haromfazisu megosztas elott

25. abra

A modellfehérjéket és ,,Borbala” kukoricafehérjét tartalmazo rendszerek kozvetleniil az 6sszerdzas

utan

65



26.4bra
200xg-vel centrifugalt rendszerek, a hatarfeliilet feletti fehérjeréteg vastagsaga a B érték.
A csovek sorrendje balrol jobbra, 3-3- modell fehérje, Borbala+ 0,16mg OVA, Gazda+ 0,32mg
OVA, NK643+ 0,48mg OVA

27. abra

4500xg-vel centrifugalt rendszerek, a hatarfeliilet feletti fehérjeréteg vastagsaga a C érték.
A csovek sorrendje harmasaval balrdl jobbra: modell fehérje, Borbala+ 0,16mg OVA, Gazda+
0,32mg OVA, NK643+ 0,48mg OVA

Ugyanakkor, amint a 27. 4bran lathat6, ebben a kisérletsorozatban a kukoricafehérjék C értékei

egyre nagyobbak, ami a hozziadott ovalbumin jelenlétének tulajdonithat6. A 11. tablazatban

megadott ovalbumin mennyiségek ¢és a C atlagértékek kozti linedris osszefiiggés a 28. abran lathato.
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Hozzaadott fehérje hatasa a kozépréteg

vastagsagara
0,6

T 04 —

S _« y=125x-0,11
© p — R? = 0,9926

0 04 0,6
OVA (mg)
28. abra

A kozépréteg méretének valtozasa ismert mennyiségi (0,16, 0,32, 0,48 mg) ovalbumin hatasara

A kukoricafehérjékhez adott ovalbumin hatdsara megnyilvanuld méretvaltozas jol jelzi a
fehérjetartalom valtozésat, és egy sokoldaltan alkalmazhaté 10j, addicids méréstechnika lehetdségét
korvonalazza.

A 29. 4bran lathat6 NEpHGE mintazatok megerdsitik a HFM megismételhetdségére kordbban
kapott eredményeket. A vizudlis megitélésen kiviil a hozzaadott ovalbumin detektdldsdhoz a 29.

abra 1, 2, illetve 7 és 8 savjanak 30. abran lathat6 denzitogramjait is alkalmaztam.

N\ y

29. abra
HFM megismételhetdségének vizsgalata NEpHGE-vel.

(1,2,3-Borbala, 4,5-Gazda, 6,7,8-NK 643, 9-OV A, 10-modellfehérjék
felvitt minta 20-20 pl, kivéve a 6. minta -15 pl, 9. minta 7 pl,10. minta 10 pl)
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Lane 2

30. abra

Hozzédadott ovalbumint tartalmaz6 Borbala kukoricafehérjék (piros €s zold parhuzamosok), illetve
NK 643 kukoricafehérjék (kék és fehér parhuzamosok) NEpHGE mint4zatdnak denzitogramja
(Rf 0,1-0,3 tartomany)

A Borbala kukorica 1-es (Rf=0,24) és 2-es (Rf=0,23) parhuzamos sdvjainak intenzitasai 0,16 mg
hozzdadott OVA-t, az NK 643 7-es (Rf=0,22) és 8-as (Rf=0,23) parhuzamos savjainak intenzitdsai
0,48 mg hozzdadott ovalbumint tartalmaz6 rendszerbdl levalt fehérjéket jeleznek. Az NK 643
kukoricafehérjéhez tartozé csticsok alatti teriilet a Borbala kukoricafehérjék csucs alatti teriileteinek
kétszerese, tehat az ovalbumin mennyiségének novekedése a NEpHGE-vel is detektalhato.

Az ovalbumin jelenlétének detektaldsdhoz kétdimenzids technikékat is alkalmaztam. A NEpHGE
utan az SDS elektroforézis egy olyan valtozatat alkalmaztam, amelyhez nem kell kiilonb6z6
folyadékokban ,,egyenliteni” a g¢l csikot, igy minden fehérje belép a gél lemezbe. Ezt a 2D-
valtozatot a jelenlegi munkdhoz adaptaltam. A modszer egyetlen hatranya, hogy technikailag
nehezebben kivitelezhetd, mivel a NEpHGE gél csik alatt nincs hordozomembran, igy a lemezre

illesztése nehézkesebb.
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31. abra

NK 643 kukorica kioldhat6 fehérjéinek NEpHGE-SDS elektroforézise

(A nyil az ovalbumin poziciojat jelzi)

A 31. é&bran a hozzdadott ovalbumint tartalmaz6 NK 643 kukorica NEpHGE-SDS-
elektroforetogramja lathat6. A Coomassie Brilliant Blue G 250 kolloidfestés viszonylag kevés
fehérjét detektal, de az ovalbumin folt észlelhets. A fehérjeatvitelt izofokuszald strip és SDS-
elektroforézis alkalmazasaval is ellendriztiik, de a 2D-elektroforézis, bar felbontasa jobb, mint a

NEpHGE-SDS-¢, a mini formatumban nem ad tobb informéciot, mint ez utébbi (Id. M2 3. abra).
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V. KOVETKEZTETESEK ES JAVASLATOK

Az élelmiszerfehérjék vizsgalatara alkalmazott haromfazisi megoszlasi kisérletek
eredményei alapjan a modszer fehérjeanalitikai, illetve élelmiszer analitikai szempontbol
hatékonyabb és sokoldalubb, mint a megfelelé hagyomanyos elvalasztas technikai eljarasok, igy a
kisodzas, vizes kétfazisii megoszlas vagy a folyadék-folyadék extrakcid. A haromfazisit megoszlas
rugalmasan illeszthetd kiilonb6z6 élelmiszermatrixokhoz, és a makromolekuldk megoszlasan kiviil
tovabbi lehetdségeket kinal kis molekuldk elvalasztasara is.

Az ovalbumin és B-laktoglobulin modell komponensek haromfazisi megoszlasa és a
rendszerek centrifugalasos modszerrel valod értékelése a fehérjék egy olyan tulajdonsagra mutat ra,
ami a fenti, rokon mddszerek egyikében sem nyilvanul meg. Ez a tulajdonsag a fehérjék altal
alkotott harmadik fazis alakjdnak és szerkezetének centrifugdlis erétér hatdsara torténd eltérd
kialakuldsa, ami a fazisalkotd fehérjék mennyiségén kiviil azok mindségétdl is fiiggd kvalitativ
informaciokat ad. Fokozatosan ndvekvd kicsapd erdsségli haromfazisu rendszerekben, 2-10 mg/ml
fehérjekoncentracié tartomanyban végzett kisérletek eredménye szerint az ovalbumin és f3-
laktoglobulin megoszldsa a vizes fazis ¢és a harmadik fazis kozott a fehérjekoncentraciotol
fiiggetlen, szignifikdns eltérést mutat, tehat a két fehérje megoszlasa teljesen mas tipusi. A -
laktoglobulin mar a 0,86 mN/m hatarfeliileti fesziiltségli fehérjementes kétfazist alaprendszernek
megfeleld Osszetételnél gyakorlatilag teljesen kivalik, mig erre az ovalbuminnal csak a harom
legnagyobb hatarfeliileti fesziiltségli (4,9, 5,4 és 6,8 mN/m) rendszerben keriil sor. A harmadik
fazisba jutd B-laktoglobulin mennyisége tehat fliggetlen a kétfazisu alap rendszerek kezdeti
hatarfeliileti fesziiltségétol, ezzel szemben a harmadik fazisba juté6 ovalbumin mennyisége nagyon
jO linedris fliggést mutat a megosztd rendszerek kezdeti hatarfeliileti fesziiltségével a 2,8 - 4,9
mN/m tartomanyban (y = 23,14x-11,98, n = 4, = 0,94). Az ovalbumin harmadik f4zisba juto
Bmennyiségének a kezdeti hatarfeliileti fesziiltségtél valo fliggése ebben a tartomanyban
hasonlosdgot mutat a neutralis proteindz 1,5 M sbdoldatokban tapasztalt megoszlasaval a 0-2,0
mN/m tartomanyban (Szamos, Kiss, 1995). Az ovalbumin és [-laktoglobulin eltéré megoszlasi
viselkedésébdl természetesen nem lehet arra kovetkeztetni, hogy a globulinok és albuminok
haromfazisi megoszldsa altalaban ilyen jellegli, de a fehérjeszerkezeti kiillonbségek ismeretében
megoszlasuk valdszinii tipusa behatarolhato.

A haromfazisi megoszlas soran azok a fehérjék tdvoznak a vizes fazisbol, amelyeket az mar
nem tud oldatban tartani. A kicsapast befolyasold {6 tényezok eddigi ismereteink szerint a fehérjék
hidrofébitasa, molekulatomege, koncentracidja, kiilonleges oldhatdsagot biztositd egyéb csoportjai,
pl. cukrok, illetve a terc-butil-alkohol és az oldott s6 jelenléte, valamint "egyéb" anyagok, igy

lipidek, poliszacharidok. Az oldatbol kivalt fehérjék sorsa kétféle lehet: ha hidrofob feliiletelemeik
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szama kelléen nagy, a ferc-butil-alkohollal asszocidlva harmadik fazist képeznek. Abban az
esetben, ha ez az asszociaci6 valamilyen okbol gatolt, vagy a hidroféb foltok szama vagy mintazata
nem megfeleld, negyedik fazist képezve lebegnek, vagy leiilepednek. A B-laktoglobulin feliileti
hidrofobitasa 3,3-szerese az ovalbuminénak ¢és utobbival ellentétben nem tartalmaz jo
vizoldhatésagot biztositd kotott szénhidratot. Az eltéré megoszlasi viselkedés okat nagy
valoszinliséggel e két paraméter kiilonbozOségére kell visszavezetni, mert a két fehérje tobbi
jellemzdi nagyon hasonléak. Meg kell jegyezni, hogy a haromfazisi megoszlasrdl publikalt
viszonylag nagy szamu eredmény egyike sem érinti az "egyéb" anyagok befolyasolod hatasat,
amelyek koziil a poliszacharidok ¢és lipidek szerepének vizsgalata kiilondsen fontos lehet.

hatasat vizsgalva, a centrifugdlds hatdsara komprimalddott korongokat méretvaltozasuk alapjan két
tipusba lehetett sorolni: a kozolt mechanikai energia hatdsara ndovekvd, majd allandosult méreti,
illetve a csokkend méretii korongok tipusara. A legkisebb ingadozast kozepes (10-20 Gsszerazas)
energiakozlés okozta a centrifugélt busa, csirke, marha és sertés fehérjekorongok méretében. A
huslé fehérjék HFM utan kapott vizes fazisainak Ajg értékei alapjan a kozéprétegbe jutd fehérje
mennyiségét a kozepes energiakdzlés nem befolydsolta. Természetesen a 200xg €s 4500xg hatasara
kialakult rétegvastagsagnak nincs specifikussaga, mivel egymassal semmilyen hasonldsagot sem
mutatd rendszerekben is mérhetdk azonos B és C értékek. Azonos jellegli és a C mérhetdségéhez
elegendd fehérjetartalmu ¢€lelmiszermintdk vizsgalatdhoz azonban a centrifugaldsos modszer
hasznos kvalitativ adatokkal szolgélhat, ha a rendszerrel kozolt energia kozelitéleg allando.

A ponty szarkoplazma fehérjék haromfazisu megoszlasdnak gazdasagos, analitikai 1éptékii
valtozata valosithatdé meg Eppendorf cs6ben. A HFM-hez sziikséges fehérjemintat a hazilag
konstrudlt szeparatorral nagy mintaszam esetén is gyorsan, kiméletesen és megismételhetd modon
lehet kinyerni. A HFM pH-janak novekedésével parhuzamosan novekvé C-érték a ponty
szarkoplazma fehérjéknél azt jelzi, hogy a harmadik fazis szerkezetének kialakitasaban a fehérjék
toltott csoportjai szerepet jatszanak. A kozéprétegben kivalt fehérjék nem egyensulyi pH gradiens
elektroforézissel kapott mintazata alapjan a haromfazisi modszer tobb célra is alkalmazhato. A
kiilonb6z6, fdleg tengeri halfajok azonositasat izoelektromos fokuszélassal kapott parvalbumin
mintazataik alapjan végzik (Esteve-Romero et al. 1996, Rehbein et al. 2000). A vizsgalathoz
sziikséges fehérjemintat a halhts desztillalt vizzel vald homogenizaldsa, centrifuglds, majd a
feliilasz6 5 percen at, 100 °C-on vald forralasa utan centrifugalassal kapjak. A savas pl-ji
parvalbuminok izoelektromos fokuszalasat pH 3,0-6,0, vagy 3,0-10,0 tartomanyban végzik. A
pontyfehérjék vizsgalatdhoz kidolgozott szepardtorral egyszerli modon, homogenizalds nélkiil
allithatd eld nagytoménységli szarkoplazma fehérjeoldat, amelybdl kozvetleniil vizsgalhaté a

parvalbumin mintazat valtozésa.
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A HFM hatékony mintakészito eljaras az elektroforézishez, mert a mintdban taldlhatd kiilonféle
szennyezOktol elvalasztja, és egyuttal koncentralja a fehérjéket, tovabba a fehérjekivonashoz
hasznalatos oldatok, példaul foszfat puffer, natrium-klorid oldat, nagy vezetoképességli ionjait is
eliminalja, amelyek jelenléte az elektroforézis alatt hatranyos (Osterman, 1984). A ponty
szarkoplazma fehérjék haromfazisi megoszlasaban a savas és bazisos fehérjék levalasanak pH-
fliggése lehetdséget ad arra, hogy a rendszer pH-janak valtoztatasaval dusitsuk a neutralishoz kozeli
szarkoplazma fehérjefrakciot. A ponty szarkoplazma fehérjék megoszlasa részben egyezik Pike és
Dennison (1989) eredményeivel. A savas izoelektromos pontli parvalbuminok harmadik fazisba
jutasa a pl-jiikhoz kozeli pH-n teljes, annak novekedésével pedig, csokken. A bazisos fehérjék
levalasa a pH novekedésével szintén csokkenést mutat, ami analdg a citokrom C viselkedésével. A
modszer mas allatok szarkoplazma fehérjéinek vizsgélatdra valtoztatas nélkiil alkalmazhato,
beleértve a technoldgiai 1épések hatdsainak vizsgalatat is.

A kukoricafehérjék haromfazisti megoszlasakor szamitani kellett az alkoholban oldhaté zein
fehérjék szerves fazisba jutasara €s arra, hogy kismértékben szennyezik a harmadik fazist. A 21 %
relativ telitésii (0,86 M) ammonium-szulfat, 30 térfogatszazalék terc-butil-alkohol Gsszetételii
rendszer azonban mind a vizes fdzis, mind a szerves fazis fehérjetartalmanak kozvetlen mérését
teszi lehetové, tehat a fehérjemegoszlas gyorsan ellendrizhetd. A pontyfehérjékkel ellentétben a
nem zein fehérjékbdl képzddott harmadik fazisban a toltott csoportok nem jatszanak szerepet a
réteg szerkezetében, mivel a rendszer pH-janak névekedésével a fehérjemintazatban sem vizualisan,
sem a denzitogramban nem észlelhetd ehhez rendelhetd valtozas. A harmadik fazist reprezentalod
fehérjekorong visszaoldasara kidolgozott eljards a kb. 1 mm vastag, nem torékeny korongoknal
megfeleld eredményt adott. A s6 €s a terc-butil-alkohol eltavolitasa a rétegbdl a megoszlast kovetd
hideg vizes és etanolos mosassal, majd a fehérjék Ujraoldéasa, egy dializalast és/vagy ultraszlrést
helyettesitd 1épés.

A hozzaadott ovalbumin C érték alapjan valé mérése 0j fehérjedetektalasi megkozelitést
jelent, amivel elektroforézis nélkiil is észlelni lehetett az "idegen" fehérje jelenlétét. Az ovalbumint
nem tartalmazo, mindhdrom kukoricafajtabol azonos protokoll szerint izolalt fehérjékre kapott C
értek 0,1 cm (M2 1. 4dbra). Ebbdl az kovetkezik, hogy a harom kukoricafehérje mintaval a 21/30
rendszerbe vitt 0,16, 0,32 illetve 0,48 mg ovalbumin, ami ebben a megosztd rendszerben egyediil
nem képezett volna mérhetd vastagsagu réteget, tovabba a kukoricafehérjék kozotti kdlesonhatas
kovetkeztében olyan 1j fehérjeszerkezet alakult ki, ami kiilon sem a kukoricafehérjékre, sem az
ovalbuminra nem jellemz6. Ez az eredmény aldtdmasztja azt a feltevést, hogy az egyes fehérjék
harmadik fazist képez6 tulajdonsagait, mas fehérjék jelenléte és a kozeg dsszetétele nagymértékben

befolyasolja.
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A referenciafehérjék megjelenése a szerves fazisban 1j, és meglepd eredmény. Az
irodalomban korabban kozzétett, de elsdésorban nem ¢lelmiszerfehérjékre vonatkozo
eredményekben nem emlitik a fehérjék szerves fazisban valdé megjelenését (Lovrien et al., 1987).
Ennek a jelenségnek a szisztematikus vizsgalata fokozott jelentOségli lehet, mert a terc-butil-
alkoholos fazis a prolaminok miatt potencialisan nagyon értékes.

A héaromfazisi megoszlas mindharom fazisa altaldban jol konzervalja a benne foglalt
anyagokat szobahdmérsékleten. A korabbi torma peroxidaz, illetve a DNS izolalasi kisérletek
mellékeredménye, hogy a kozéprétegben levalt makromolekula hossza idén 4t stabil marad, ami az
ammonium-szulfat és a ferc-butil-alkohol egylittes hatdsanak tulajdonithat6. Kiilonbozé allatok
sszarkoplazma fehérjéibdl képzddott nagy C értékli korongokbol azonban néhany hét elteltével a
fehérjekorong egy része levalt, és a cs6 aljara siillyedt, ami a gél éregedésére, a ferc-butil-alkoholt
megtartd képesség csokkenésére utald jelenség. A harom fazis dsszetételének az id6 fliggvényében
mért valtozasarol jelenleg nem allnak rendelkezésre adatok. Egy ilyen irdnyu tanulmany nagy
gyakorlati haszonnal jarna, féleg, ha beigazolddna az a sejtés, hogy a haromfazisu megoszlas adott
esetben olyan tarolasi stabilitast biztosit, ami dsszevethetd a -25°C-os tarolaséval. Ez kiilonosen
nagyobb szamu, vagy nagy munkaigényii mintak elemzésekor tenne lehetdvé jelentds megtakaritést.

Az esetek tobbségében nem allnak rendelkezésre egyszerii kioldassal vagy mas izolalasi
modszerrel készithetd fehérjemintak. Nagyszamu valtozata képzelhetd el a "nehéz" mintaknak, igy
nagyon kis fehérjetartalmu, viszkézus, transzparens élelmiszer; kis, illetve nagy viszkozitasu,
atlatszatlan élelmiszertermék; nagy mennyiségli lipidet és/vagy fenolszarmazékot, jelentds
rostmennyiséget tartalmazd nyersanyag; kiilonbdzd technologiai 1épésekbdl szarmazo termékek. A
hagyomanyos fehérjefrakcionadlasi modszerek ezekben az esetekben iddigényesek, vagy
alkalmatlanok. A HFM ilyen mintakbol is lehetdvé teszi fehérjék izolalasat, mivel az oldott
anyagkeveréket szétosztja az egyes fazisokba, igy ez egyetlen lépésben is nagyobb mértékii
frakcionaldst jelent, mint ami a szokasos el6készitd moddszerekkel elérhetd. A centrifugalésos
modszer elvben lehetévé teszi, hogy ismeretlen Osszetételli rendszerekkel komparativ vizsgalatot
végezziink, aminek példaul ¢lelmiszerhamisitas vagy termékreklamacid esetében lehet jelentésége.

A haromfazisi megoszlds ugyanakkor nem alkalmazhaté korlatlan érvényességgel. A
fehérjék Oriasi valtozatossdga ¢és eldfordulasuk széls6séges mennyiségi paraméterei miatt
elo6fordulhat, hogy a modszer latszolag nem miikodik. A harmadik fazis centrifugalasos vizsgélata
nem alkalmazhat6 bizonyos esetekben, példaul ha a réteg nagyon vékony, bar a hatarfeliileten 50-
100 pg fehérje kivalasa még lathatd. A nagyon kis mennyiségli fehérjét tartalmazd korong
folyadékfazisoktol vald elvéalasztisa technikailag is nehezebben kivitelezhetd, stb. Mas esetekben

viszont a haromfazisi megoszlas éppen a fehérjék eltavolitdsa révén eldsegitheti a vizes fazisban
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visszamaradt polaros, valamint a terc-butil-alkoholos fazisba keriilt apolaris kismolekulak
meghatarozasat.

A haromfazisi megoszlds nagy hatékonysagu, konnyen kivitelezhetd ¢és gazdasagos
elvalasztas-technikai 1épés, amelynek alkalmazasi teriilete joval szélesebb anndl, mint amit az

értekezés behatarol, és tovabbi tanulmanyozasa még szamos eredményre vezethet.
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VI. OSSZEFOGLALAS

1./ Elelmiszerek vizsgalatira alkalmazhato analitikai 1éptékii haromfazisi megoszlast (HFM)
dolgoztam ki kiilonbozé élelmiszerfehérjékre, igy  P-laktoglobulinra, ovalbuminra, ponty
szarkoplazma fehérjékre és kukoricafehérjékre.

2./ Megallapitottam, hogy a HFM-ben a vizes fazisbol levalt B-laktoglobulin, illetve ovalbumin
mennyisége, és/vagy a fehérjerétegek centrifugalis erd hatasara fellépd méretvaltozasa, szignifikans
kiilonbségeket mutat a hatarfeliileti fesziiltséggel jellemzett tartoméanyban.

3./ Kiilonbozo allatok, busa, csirke, marha és sertés husleveinek haromfazisi megoszlasakor
vizsgaltam a kozolt mechanikai energia (Osszerazas) rendszerekre gyakorolt hatasat.
Megallapitottam, hogy a 4500xg hatasara komprimalddott fehérjerétegek mérete fiigg, a harmadik
fazisban levalt fehérje mennyisége azonban nem fligg, a koz61t mechanikai energiatol.

4./ A ponty szarkoplazma fehérjék megoszlasat 21 % relativ telitési ammonium-szulfatot, 30
térfogat% terc-butil-alkoholt tartalmazo, pH 3,7- pH 8,0 vizes fazisu rendszerekben vizsgaltam nem
egyensulyi pH gradiens elektroforézissel. Megallapitottam, hogy a ponty szarkoplazma fehérjék
megoszlasa pH-fliggd, amennyiben a pH novekedésével csokken a harmadik fazisban levalt savas
¢s bazisos fehérjék mennyisége. A 4500xg hatasara komprimalddott fehérjeréteg vastagsaga linearis
fliggést mutat a pH-val, ami arra utal, hogy a réteg szerkezetének kialakitasaban a fehérjék toltése
szerepet jatszik.

5./ A Borbala, Gazda és NK 643 kukoricafajtdk kioldhatdo Osszes fehérjéinek haromfazisu
megoszlasat 21 % relativ telitési ammonium-szulfatot és 30 térfogat% terc-butil-alkoholt
tartalmazo, pH 4,8- pH 7,9 vizes fazisu rendszerekben vizsgaltam és megallapitottam, hogy a
harmadik fazisban levalt fehérjék osszetétele a megadott tartomanyban fiiggetlen a pH-tol.

6./ Eredményeim alapjan megallapitottam, hogy a haromfazisi megoszlas hatékony ¢és
megismételhetd mintafrakciondld modszer, amely ujszeri megkozelitést jelent az élelmiszerek

Osszetételének vizsgalataban.
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SUMMARY

1./ The method of three-phase partitioning (TPP) using ammonium-sulfate and tert-butanol was
elaborated on an analytical scale to study the behavior of various food proteins, namely B-
lactoglobulin, ovalbumin, carp sarcoplasmic proteins and soluble corn proteins.

2./ It was verified that the amount of precipitated proteins and/or thickness of centrifuged third
phases of ovalbumin, and B-lactoglobulin, showed significant differences when they were plotted
as a function of interfacial tension of the protein free two-phase system of identical composition.

3./ The effect of transmitted mechanical energy (by shaking) was investigated on the three-phase
systems containing drip of silver carp, chicken, beef and pig. According to the obtained results, the
size of protein layers compressed at 4500xg depends on the amount of mechanical energy
transmitted to the three-phase system, while the amount of proteins present in the third phase is
independent of the number of shakings applied.

4./ The partitioning of carp sarcoplasmic proteins was investigated in systems consisting of 21%
relative saturation ammonium-sulfate solutions of pH 3,7-8,0 and 30% (v/v) tert-butanol, and the
protein components of midlayers were separated by nonequilibrium pH gradient electrophoresis
(NEpHGE). It was found that TPP of carp sarcoplasmic proteins is pH-dependent, inasmuch as the
pH-change is accompanied by a change in the amount and composition of precipitated proteins. The
thickness of the third phase compressed at 4500xg showed a good linear correlation with the pH,
indicating the contribution of charged proteins to the structure of the third phase.

5./ Total soluble proteins (borate buffer pH 10) of different corn varieties, as Borbala, Gazda, NK
643, were partitioned in systems consisting of 21% relative saturation ammonium-sulfate solutions
of pH 4,8-7,9 and 30% (v/v) tert-butanol. It was demonstrated by NEpHGE that protein
composition of the third phase was independent of the pH in the range investigated.

6./ Three-phase partitioning is a novel approach and an effective and repeatable sample

fractionation method to be used for investigation of food composition.
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UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

1./ Bevezettem a haromfazisu megoszlasban (HFM) levalt fehérje mennyiségével korreldlo uj
paramétert, a fehérjementes kétfazis rendszer hatarfeliileti fesziiltségét.

2./ Bevezettem a levalt fehérjekorong centrifugélis erd hatasara fellépd kompresszibilitdsanak
fogalmat, és kvalitativ mddszert dolgoztam ki sertés €s marha htisfehérjék megkiilonboztetésére.

3./ Megéllapitottam, hogy a centrifugalas (4500xg) hatasara kialakult harmadik fazis vastagsaga, C
(cm), és a levalt fehérje mennyisége (sertés szarkoplazma 0,6-3,1 mg/ml tartomanyban) kozott
linearis Osszefiiggés van. Hasonldképpen C és a vizes fazis pH-ja (ponty szarkoplazma fehérje, pH
3,7 — 8,0 tartomanyban) kozatt is linearis fliggés van.

4,/ A HFM kiilonleges enzimrogzitd eljarasként is alkalmazhatd, amellyel bioaktiv réteget allitottam
eld.

5./ A HFM-et eredményesen hasznaltam makromolekulédk(peroxidaz, DNS) analitikai és preparativ
dusitasara és tisztitasara.

6./ Megallapitottam, hogy az ovalbumin, és a B-laktoglobulin hdromfazisii megoszlasa soran levalt
fehérje mennyisége, ¢és a fehérjekorongok kompresszibilitasa szignifikdns kiilonbséget mutat. Az
alkalmazott rendszerek dsszetétele 30/17-70/50 (ammoénium-szulfat relativ telités/terc-butil-alkohol
térfogatszazalék) tartomanyban, a hatarfelilleti fesziiltsége 0,86 — 6,8 mN/m kozott, a
fehérjekoncentracio pedig, 2 és 10 mg/ml k6zott valtozott.

A B-laktoglobulin levalasa a harmadik fazisban az dsszetételtdl fliggetleniil teljes mértékii az Gsszes
rendszerben.

Az ovalbumin levaldsa a harmadik fazisban csak részleges a 2,8 mN/m hatarfeliileti fesziiltség alatti
rendszerekben. A vy = 2,8-4,9 mN/m tartomanyban (50/17, 50/34, 50/50, 70/17 rendszerek) levalt
ovalbumin mennyisége szoros fliggést mutat az alaprendszerek hatarfeliileti fesziiltségével(y =.
23,14x-11,98 (r’=0,94)).

7./ Megaéllapitottam, hogy a 41/24 (ammoénium-szulfat relativ telités/ferc-butil-alkohol
térfogatszazalék) Osszetételli rendszerekben a szarkoplazma fehérjék (busa, csirke, marha és sertés)
levalasa fliggetlen a k6zolt mechanikai energiatol. A centrifugalassal kapott fehérjekorong C értéke
kétféleképpen valtozik: ndvekszik, majd allandosul (sertés, csirke), illetve csokken (busa, marha).
Ennek alapjan megallapithato, hogy a C értékek csak kdzel azonos mechanikai energia kozlése

esetén hasonlithatdk Ossze.
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8./ Megallapitottam, hogy a ponty szarkoplazma fehérjék haromfazisu megoszlasa pH-fiiggd, mivel
a 21/30 (ammoénium-szulfat relativ telités/terc-butil-alkohol térfogatszazalék) osszetételti, pH 3,7 -
pH 8,0 rendszerekben a fehérjék levalasa a pH ndvekedésével csokken.

9./ Megallapitottam, hogy a Borbala, Gazda és NK 643 kukoricafajtdk haromfazisu megoszladsa pH
fiiggetlen, mert a NEpHGE-vel kapott fehérjemintazatok intenzitdsa a pH 4,8-7,9 tartoméanyban
gyakorlatilag nem valtozik.

10./ Megéllapitottam, hogy az egyes fehérjékbdl képzddott harmadik fazis szerkezetét a rendszer
Osszetétele és mas fehérjek (pl. ovalbumin) jelenléte nagymértékben megvaltoztatja.

11./ Uj konstrukcioju mintavevé szeparatort készitettem, ami egyszeriisiti a szarkoplazma fehérjék
kinyerését izomszdvetbol.

12./ Screening-re alkalmazhat6 eljarast dolgoztam ki allati (pontyizom) és ndvényi (kukoricaliszt)

fehérjék vizsgalatara.
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M2.Tovabbi mellékletek

1.tdblazat 2mg/ml ovalbumin megoszldsa haromfézisu rendszerekben

Relativ s6
telités/ terc.- A B F(ml) I(ml) PY% C (cm)
butanol
térfogat%
30/17 1,27 0,88 2,17 2,0 24,8 0,1
30/34 1,27 - 1,91 2,0 - 0,15
30/50 1,27 - 1,56 2,0 - 0,3
50/17 1,27 1,15 1,91 2,0 13,5 0,4
50/34 1,27 0,8 1,82 2,0 42,7 1,1
50/50 1,27 0,51 1,56 2,0 68,7 2,2
70/17 1,27 0,23 1,95 2,0 82,7 0,4
70/34 1,27 0,17 1,83 2,0 87,8 -
70/50 1,27 0,15 1,53 2,0 91,0 0,05
2.tablazat 4mg/ml ovalbumin megoszlasa haromfazist rendszerekben
Relativ s6
tetues/ terc. A B F(ml) I(ml) P% C (cm)
térfogat%
30/17 2,54 0,79 2,00 2,0 69,0 0,15
30/34 2,54 0,97 1,83 2,0 65,2 0,3
30/50 2,54 1,59 1,48 2,0 53,7 0,5
50/17 2,54 1,24 1,91 2,0 53,6 0,5
50/34 2,54 1,14 1,74 2,0 61,0 1,3
50/50 2,54 0,48 1,56 2,0 85,4 2,2
70/17 2,54 0,03 1,91 2,0 98,8 0,5
70/34 2,54 0,16 1,74 2,0 94,6 0,45
70/50 2,54 0,08 1,52 2,0 97,8 0,1
3.tdblazat 6mg/ml ovalbumin megoszldsa haromfézisu rendszerekben
Relativ s6
telités/ terc.- A B F(ml) I(ml) P% C (cm)
butanol
térfogat%
30/17 3,80 1,16 2,00 2,0 69,4 0,2
30/34 3,80 1.69 1,74 2,0 61,3 0,5
30/50 3,80 2,48 1,48 2,0 51,7 0,6
50/17 3,80 1,83 1,91 2,0 54,0 0,5
50/34 3,80 1,78 1,74 2,0 59,3 1,5
50/50 3,80 0,85 1,48 2,0 83,5 2,2
70/17 3,80 0,09 1,91 2,0 97,7 0,5
70/34 3,80 0,08 1,74 2,0 98,2 0,3
70/50 3,80 0,12 1,40 2,0 97,8 0,15
4.tablazat 8mg/ml ovalbumin megoszlasa haromfazisi rendszerekben
Relativ s6
tetues/ terc. A B F(ml) I(ml) P% C (cm)
térfogat%
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30/17 5,07 1,87 2,00 2,0 63,1 0,2
30/34 5,07 2,30 1,74 2,0 60,5 0,4
30/50 5,07 3,67 1,48 2,0 46,5 0,4
50/17 5,07 2,77 1,91 2,0 47,8 0,4
50/34 5,07 2,85 1,74 2,0 51,1 1,4
50/50 5,07 1,10 1,56 2,0 83,1 2,3
70/17 5,07 0,18 1,91 2,0 96,6 0,5
70/34 5,07 0,19 1,30 2,0 97,6 0,6
70/50 5,07 0,13 1,65 2,0 97,8 0,1
5.tdblazat 10mg/ml ovalbumin megoszlasa hdromfazist rendszerekben
Relativ s0
telités/ terc.- A B F(ml) I(ml) P% C (cm)
butanol
térfogat%
30/17 6,34 2,44 2,00 2,0 61,5 0,3
30/34 6,34 2,65 1,74 2,0 63,6 0,4
30/50 6,34 3,63 1,38 2,0 60,5 0,5
50/17 6,34 3,11 1,91 2,0 53,1 0,6
50/34 6,34 3,28 1,74 2,0 55,0 1,4
50/50 6,34 0,85 1,56 2,0 89,6 2,1
70/17 6,34 0,05 1,83 2,0 99,3 0,55
70/34 6,34 0,05 1,56 2,0 99,4 0,4
70/50 6,34 0,04 1,04 2,0 99,7 0,1
6.tablazat 2mg/ml B-laktoglobulinmegoszlasa haromfazist rendszerekben
Relativ s6
teftes) terc.- A B F(ml) I(ml) P% C (cm)
térfogat%
30/17 2,19 0,095 2,14 2,0 95,3 0,15
30/34 2,19 0,06 1,87 2,0 97,6 0,15
30/50 2,19 0,14 1,65 2,0 94,6 0,05
50/17 2,19 0,06 1,88 2,0 97,5 0,15
50/34 2,19 0,04 1,87 2,0 98,2 0,15
50/50 2,19 0,04 1,74 2,0 98,6 0,1
70/17 2,19 0,03 1,88 2,0 98,9 0,05
70/34 2,19 0,02 1,78 2,0 99,1 0,1
70/50 2,19 0,02 1,74 2,0 99,3 0,04
7.tdblazat 4mg/ml B-laktoglobulin megoszldsa haromfazist rendszerekben
Relativ s0
telités/ terc.- A B F(ml) I(ml) P% C (cm)
butanol
térfogat%
30/17 4,37 0,12 2,14 2,0 97,0 0,15
30/34 4,37 0,13 1,87 2,0 97,3 0,2
30/50 4,37 0,22 1,65 2,0 95,9 -
50/17 4,37 0,18 1,88 2,0 96,1 0,1
50/34 4,37 0,09 1,87 2,0 98,1 0,15
50/50 4,37 0,09 1,74 2,0 98,1 -
70/17 4,37 0,04 1,88 2,0 99,1 0,1
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70/34 4,37 0,05 1,78 2,0 99,9 0,15
70/50 4,37 0,05 1,74 2,0 99,9 0,1
8.tabladzat 6mg/ml B-laktoglobulin megoszlasa haromfazisi rendszerekben
Relativ s0
tetes/ terc. A B F(ml) I(ml) P% C (cm)
térfogat%
30/17 6,56 0,40 2,14 2,0 93,5 0,2
30/34 6,56 0,31 1,87 2,0 95,6 0,3
30/50 6,56 0,27 1,65 2,0 96,6 0,15
50/17 6,56 0,60 1,88 2,0 91,5 0,3
50/34 6,56 0,43 1,87 2,0 93,9 0,2
50/50 6,56 0,18 1,74 2,0 97,6 0,1
70/17 6,56 0,14 1,88 2,0 98,0 0,2
70/34 6,56 0,05 1,78 2,0 99,3 0,2
70/50 6,56 0,09 1,74 2,0 98,9 0,2
9.tadblazat 8mg/ml B-laktoglobulin megoszldsa haromfazist rendszerekben
Relativ s0
tetues/ terc. A B F(ml) I(ml) P% C (cm)
térfogat%
30/17 8,75 0,35 2,14 2,0 95,7 0,25
30/34 8,75 0,35 1,87 2,0 96,2 0,4
30/50 8,75 0,35 1,65 2,0 96,7 0,2
50/17 8,75 - 1,88 2,0 - 0,3
50/34 8,75 - 1,87 2,0 - 0,3
50/50 8,75 0,14 1,74 2,0 98,6 0,2
70/17 8,75 0,09 1,88 2,0 99,0 0,2
70/34 8,75 - 1,78 2,0 - 0,25
70/50 8,75 - 1,74 2,0 - 0,2
10.tablazat 10mg/ml B-laktoglobulin megoszlasa haromfazis rendszerekben
Relativ s6
(eftes/ terc.- A B F(ml) I(ml) P% C (cm)
térfogat%
30/17 10,93 0,35 2,05 2,0 96,7 0,3
30/34 10,93 - 1,87 2,0 - 0,5
30/50 10,93 - 1,65 2,0 - 0,25
50/17 10,93 - 1,88 2,0 - 04
50/34 10,93 0,37 1,87 2,0 96,9 0,3
50/50 10,93 0,41 1,65 2,0 96,9 0,2
70/17 10,93 0,10 1,88 2,0 99,1 0,3
70/34 10,93 0,09 1,83 2,0 99,3 0,35
70/50 10,93 - 1,74 2,0 - 0,3
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1. &bra

4500xg-vel centrifugalt rendszerek (,,C” értékek).
(3-3 cs6 balrol jobbra, Borbala, pH 3,7, 6,7, 7,9;Gazda, pH 3.7, 6,7, 7,9; NK 643, pH3,7, 6,7,
7,9;3,5 mg OVA)
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2.4bra

HFM szerves fazisok NEpHGE
(1,2,3, sav a modell fehérjék, 4,5,6 Borbala, 7,8 Gazda kukorica fehérjék)

4.3bra

NK 643 kukorica kioldhat6 fehérjéinek kétdimenzios elektroforézise

(a nyil az ovalbumin pozicidjat jelzi)
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