DOKTORI ERTEKEZES TEZISEI

HAROMFAZISU MEGOSZLAS ALKALMAZASA
ELELMISZERFEHERJEKVIZSGALATABAN

Szamos Jeno

KOZPONTI ELELMISZER-TUDOMANYI KUTATOINTEZET

Budapest
2004



A doktori iskola

megnevezeése: Elelmiszertudomanyi Doktori Iskola
tudomanyaga: Elelmiszertudomanyok
vezetoje: Dr. Fekete Andras, DSc

egyetemi tanar
Budapesti Corvinus Egyetem

Témavezeto: Dr. Hajos Gyongyi, DSc
egyetemi magantanar
Taplalkozastudomanyi Osztaly
Ko6zponti Elelmiszer-tudomanyi Kutatointézet
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atdolgozasakor figyelembe vette, ezért az értekezés nyilvanos

vitara bocsathato.
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BEVEZETES

Az ¢lelmiszer Osszetétel, ezen beliil a fehérje 0sszetétel vizsgalata napjainkban
egyre nagyobb hangsulyt kap, amit tobbek kozott a genetikailag mddositott
novények elterjedése, a funkcionalis élelmiszerek megjelenése, a novényeket érd
stressz-hatasok, az ¢élelmiszer azonositds és eredet bizonyitdsdnak igénye
indokol. Az élelmiszerfehérjék vizsgéalatanak szdmos modszere ismert, de a
gyorsabb adatgyiijtés €s a jobb megismerés igénye miatt az 1) megkozelitéseken
alapuldé modszerek fejlesztése ¢és alkalmazéasa allandd feladatot jelent. Az
értekezés egy egyszerll fehérjefrakciondld 1épés, a haromfazisi megoszlas
novényi, illetve allati fehérjek vizsgalatira alkalmas modszerré fejlesztéseét
mutatja be.

A haromfazisia megoszlas (HFM) kis6zas tipust frakciondlé modszer, amelyben
a fehérjék oldatbol vald kivaldsa ammonium-szulfat és ferc-butil-alkohol
egylittes alkalmazasanak hatdsara kovetkezik be. A mddszert elsd ismertetése
ota (Odegaard et al.,, 1984) kiilonb6z0 enzimek tisztitasdra alkalmaztak,
ugyanakkor a folyamat mechanizmusa viszonylag kevéssé ismert (Dennison,
Lovrien, 1997).

A KEKI-ben el8szor 1988-ban alkalmaztak a HFM-et enzimek tisztitasara, majd
olyan torma peroxiddz tisztitasi eljarast dolgoztak ki, amelynek meghatarozo
1épése a haromfazisii megoszlas (Szamos, Hoschke, 1992). Neutralis proteinaz
megoszlasat tanulmdnyozva azt talaltak, hogy a fehérjementes, azonos
Osszetételli kétfazisi rendszer hatarfeliileti fesziiltsége korrelal a harmadik
fazisban levalt fehérje mennyiségével (Szamos, Kiss, 1995). A HFM-et marha
¢s sertéshus fehérjék vizsgalatara alkalmazva egy kvalitativ analitikai modszer
lehetdségét korvonalaztak (Szamos et. al, 1998).

A vizes oldatbol levalt és visszaoldott fehérjék -elektroforézisével vagy
kromatografaldsaval a haromfazisi megoszlas detektalo, vagy screening jellegii

fehérjeanalitikai eljarassa fejleszthetd.



A HFM fehérjevizsgalatra valo alkalmazasdnak keretében az alabbi célokat
tliztem ki:
A/ ovalbumin, illetve B-laktoglobulin hdromfazisi megoszlasat jellemz6
paraméterek meghatdrozasa kiilonb6z6  Osszetételli  (s6, alkohol,
fehérjetartalom) rendszerekben
B/ a haromfazisi rendszerrel ko6zolt mechanikai energia hatasanak
vizsgalata
C/ novényi (kukorica) ¢és 4allati (ponty) fehérjék haromfazist
megoszlasdnak tanulméanyozéasa a levalt és visszaoldott fehérjék nem

egyensulyi pH gradiens elektroforézisével (NEpHGE).

MODSZEREK

Az egyes fehérjék (ovalbumin, B-laktoglobulin) haromfazisti megoszlasat kilenc

kiilonb6zo Gsszetételli rendszerben vizsgaltam, mig a mechanikai energiakodzlés
hatdsat egy adott Osszetételli rendszerrel tanulmanyoztam. A ndvényi €s allati
fehérjék megoszlasahoz kis so6- ¢és alkoholtartalmu, egyuttal a fazisok
osszetételének konnyli mérhetdségét biztosito rendszert dolgoztam ki.

A haromfazist megoszlas utan centrifugdldsos modszerrel vizsgaltam a

harmadik fazist alkot6 fehérjék kompresszibilitasat.

A fehérjetartalmat a_festékkotddésen alapuld Bradford mddszerrel mértem.

A fehérjekomponensek szétvalasztdsdhoz a nem egyensulyi pH gradiens

elektroforézist, NEpHGE, alkalmaztam.

Kétdimenzios elvalasztasra a NEpHGE-SDS-t alkalmaztam.

Az elektroforézissel elvalasztott fehérjéket G 250 kolloid festéssel detektaltam.

A fehérje mintdzatok dokumentaldsahoz digitalis kamerat alkalmaztam.

A fehérjesavok denzitométeres értékelését Quantity One szoftverrel végeztem.




UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

1./ Bevezettem a haromfazisi megoszlasban (HFM) levalt fehérje
mennyiségével korrelalo 1) paramétert, a fehérjementes kétfazisti rendszer
hatarfeliileti fesziiltségét.

2./ Bevezettem a levalt fehérjekorong centrifugalis erd hatasara fellépd
kompresszibilitasdnak fogalmat, és kvalitativ modszert dolgoztam ki sertéshus
¢s marhahus fehérjék megkiillonboztetésére.

3./ Megallapitottam, hogy a centrifugélas (4500xg) hatasara kialakult harmadik
fazis vastagsaga, C (cm), és a levalt fehérje mennyisége (sertés szarkoplazma
feheérjek  0,6-3,1 mg/ml tartomanyban) kozott linearis fiiggés van.
Hasonloképpen C és a vizes fazis pH-ja (ponty szarkoplazma fehérjék, pH 3,7-
8,0 tartomany) kozott is linearis fiiggés van.

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

5./ A HFM-et eredményesen hasznaltam makromolekuldk (peroxidaz, DNS)
analitikai és preparativ dusitasara ¢€s tisztitasara.

6./ Megéllapitottam, hogy az ovalbumin, és a [-laktoglobulin haromfazisa
megoszlasa soran levalt fehérje mennyisége, ¢és a fehérjekorongok
kompresszibilitasa szignifikans kiilonbséget mutat.

A B-laktoglobulin az 0Gsszes (45) rendszerben gyakorlatilag 100 %-ban a
harmadik fazisba keriilt, tehat levalasa fliggetlen a rendszer 6sszetételétol.

Az ovalbumin levaldsa a harmadik fazisban csak részleges a 2,8 mN/m-nél
kisebb hatarfeliileti fesziiltségli rendszerekben. A y=2,8-4,9 mN/m tartomanyban
szoros linearis fiiggést mutat a hatarfeliileti fesziiltséggel (1°=0,94), tehat fiigg a
rendszer 0sszetételétol.

7./ Megéllapitottam, hogy a 41/24 (ammoénium-szulfat relativ telités/terc-butil-
alkohol térfogatszézalék) Osszetételii rendszerekben a szarkoplazma fehérjék

(busa, csirke, marha ¢és srtés) levalasa fiiggetlen a k6zolt mechanikai energiatol.



A centrifugalassal kapott fehérjekorong vastagsdga a mechanikai energidval
kétfeleképpen valtozik; 1./ ndvekszik, majd allandosul (sertés, csirke), illetve

2./ csokken (busa, marha).

8./ Megallapitottam, hogy a ponty szarkoplazma fehérjék haromfazist
megoszlasa pH-fiiggd, mivel a 21/30 (relativ soételités/terc-butil-alkohol
térfogatszazalék) osszetételli, pH 3,7 — pH 8,0 rendszerekben a fehérjék levalasa
a pH novekedésével csokken.

9./ Megallapitottam, hogy a Borbala, Gazda ¢és NK 643 kukoricafajtak borat
pufferrel (pH 10,0) kioldhato fehérjéinek haromfazisi megoszlasa 21/30 (relativ
ammonium-szulfat telités/ terc-butil-alkohol térfogatszazalék) rendszerben, a

pH 4,8 — 7,9 tartoméanyban pH fliggetlen.

10./ Megallapitottam, hogy az egyes fehérjékbdl képzdodott harmadik fazis
szerkezetét a rendszer Osszetétele és mas fehérjék (pl. ovalbumin) jelenléte
nagymértékben megvaltoztatja.

11./ Uj konstrukcidji mintavevd szeparatort készitettem, ami egyszertisiti a
szarkoplazma fehérjék kinyerését izomszovetbol.

12./ Screening-re alkalmazhaté eljarast dolgoztam ki 4allati (pontyizom) és

novényi (kukoricaliszt) fehérjék vizsgélatara.
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