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Az elektroforézis torténelmi el6zményei

Az elektroforézis tobb, mint 100 évet feloleld torténete igen gyors fejlédést
és sokrétd alkalmazasi teriiletet jelez. Az elektroforézisnek, mint elvalasztasi
modszernek az az alapja, hogy a toltéssel rendelkezd vegyiiletek az elektromos
mezG hatdsdra elmozdulnak. A fehérjék amfiprotikus molekuldk, ezért
frakcionaldsukra €s szerkezetviltozasuk nyomon kovetésére az elektroforetikus
modszerek rendkiviil alkalmasak.

Az elektroforézis elsé irodalmi megemlitései koziil Lodge tézisei 1886-bol
szdrmaznak. Pontosan 100 évvel ezel6tt, 1892-ben pedig Smirnow mér toxin-
oldatok elektro-frakciondldsardl szamol be. A mult szdzad végén tanulmanyoztak
kolloidok és a globulin elmozdulasat elektromos erGtérben (Picton és Linder,
1897; Hardy, 1899). Szdzadunk elején az elektroforetikus technikdk fejlédésének
jelentds eredményei: a kolloid rendszerek elektroforézisének osszefoglald leirdsa
(Schwerin, 1914), izotopok preparativ szepardldsa agar "U" cs6ben (Kendall and
Crittenden, 1923), oldott fehérjék tanulmédnyozdsa mozgd hatarfeliiletek
modszerével (Tiselius, 1930, 1937).

A mozg6 hatarfeliiletek modszere

Ez, a Tiselius-féle, a mozgd hatarfeliiletek mddszere volt torténetileg az
elsd, kidolgozott és széles korben alkalmazott elektroforetikus technika. E
megoldas alapja az, hogy a részecskék vandorlasa szabadon, oldatban megy végbe
az elektromos erGtér hatasdra. Tiselius tobbek kozott szérumfehérjék
szétvalasztasat végezte el ily mdédon és a hordozé nélkiili elektroforézis folyamén
a fehérjék vandorlasat Schlieren-optikdval észlelte.

Kotott (zona) elektroforézis

Az 0si eljardst hamarosan felvaltottdk a hordozé kozeget tartalmazd
elektroforetikus modszerek. Kotott elektroforézisnek vagy zona-elektroforézisnek
nevezik e stabilizalt elektrolittal mikodd technikat. Az alkalmazott szdmos
hordoz6 anyag egy része inert, dramldsgatlo és kizardlag hordozé szerepet jatszik.
Ilyenek példaul az iiveggyapot (Coolidge, 1939), a szilikagél (Consden et al.,
1946), a celluléz (Porath, 1956) és a papir (Vamos-Vigyazo, 1967). Masik
csoportjuk porézus és molekulaszitaként is hatnak. Ezek kozé tartozik az agar6z
(bar a molekulaszita hatdsa csekély), a keményit6 és a poliakrilamid (Radola,
1980 ; Andrews, 1988, Hjerten et al., 1965).
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A hordoz6 kozeg gyors térhdditasat az a rendkiviili elénye biztositotta, hogy
csOkkenti az 4ramldssal kapcsolatos inhomogenitisokat és a diffiziét oly
mértékben, hogy az elvdlasztott komponensek a maximaélis felbontoképességnek
megfeleld legélesebb zondkat eredményezik. A hordozé kozegnek kémiailag
inertnek, egyontetiinek €s homogénnek kell lennie, valamint az is 1ényeges, hogy
gyorsan és reprodukdlhat6an lehessen elkésziteni.

A poliakrilamid gél széleskord elterjedését (Andrews, 1988; Kaiser és
Krause, 1985; Radola, 1980) az magyardzza, hogy a fenti igényeknek jol
megfelel. Kiilonleges el6nye ezen feliil az, hogy a poliakrilamid gélek dsszetétele
az akrilamid és az N,N’-metilén-biszakrilamid ardnnyal az igényeknek
megfeleléen jol ellendrizhet§en valtoztathatd. A poérusméret az akrilamid
koncentracio novekedésével csokken.

A fehérjék festésére az elektroforetikus elvdlasztds utdn tobbféle eljards
ismert. Torténelmileg a legrégibb az Amido Fekete 10B festék, amelyet még ma
is széleskortien alkalmaznak. A leggyakrabban haszndlatos fehérje-festékek, az
Amido Fekete, a Coomassie Blue R 250, és a Vilagit6 Zold (Fast Green FCF)
relativ elonyeit Wilson (1979) tanulmanyozta. Az Amido Fekete 10B-nél a
Coomassie Brilliant Blue R250 koriilbeliil haromszor olyan érzékeny, és az
aminocsoportokkal elektrosztatikus kotéseket képez, mig a fehérjék nem-polaros
részeivel nem-kovalens kotéseket alkot.

A gélelektroforézis modszerek eredményes elterjedése a fehérjesavok
nagyobb érzékenységi festését igényelte. 1980 koriil mar vildgszerte alkalmaztik
az eziist-festési moddszereket, amelyeknek érzékenysége 5-100 szorosa lehet a
Coomassie Blue-festés fehérje-detektdlasahoz képest. Az elsé eziist-festési
valtozatok még hisztokémiai moddszerekbdl szarmaztak (Switzer et al., 1979;
Oakley et al., 1980), de az eziistfestési mddszerek fotokémidn alapulé csoportja
gyakrabban haszndlt, mert gyorsabb, olcsébb, egyszer(ibb (Merril et al., 1982).

Az elektroforetikus elvélasztisok élelmiszeripari alkalmazidsa esetén a
fehérjefestést tobbnyire Coomassie Brillant Blue R250 vagy G250-nel végzik, de
enzimes festési technikdkat is alkalmaznak (Thompson, 1968; Chua et al., 1978).

Poliakrilamid gélelektroforézis (PAGE)

A fehérjék illetve peptidek hagyoményos poliakrilamid gélelektroforézissel
val6 elvélasztdsa a toltésiiktSl és a méretiiktSl egyardnt fiigg. Az 1960-as években
a poliakrilamid gélelektroforézist mar szamos élelmiszerfehérje kimutatasara €s
elvalasztasara alkalmaztdk (Kaiser €s Krause, 1985 ; Hay et al., 1973; Mikkers et
al., 1979a, b).

SDS-PAGE

Ha a poliakrilamid gélelektroforézist nétrium dodecil-szulfat (SDS)
jelenlétében végezziik, akkor az elvdlasztds kizar6lag a molekula méretétdl fiigg.
Az SDS a részecskéket negativ toltésfelh6vel ugy burkolja be, hogy a
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polipeptidek jellegzetes sajat toltése nem juthat érvényre. Az SDS egységnyi
polipeptidhez alkalmazott mennyisége jelentds szerepet jatszik az elvédlasztdsban
(Delincée és Hajos, 1984).

A poliakrilamid gélelektroforézist - SDS jelenlétében - nem csupdn a
fehérjék molekulatomegének meghatarozasara hasznaljak (Weber és Osborn,
1969), hanem addig ismeretlen fehérjék detektdldsara (Laemmlli, 1970) és
bioszintetizalt fehérjék azonositisidra, kvantitativ kimutatdsdra (Zahringer és
mtsai, 1976). A poliakrilamid gélelektroforézis (PAGE és SDS-PAGE) jelentds
szerepet jatszik az élelmiszeranalitikdban is, ahol fehérjék azonositdsara, idegen
fehérjék kimutatdsara, fajta-vizsgédlatokra ¢és a fehérjék szerkezetében
bekdvetkezd valtozasok nyomon kovetésére egyardnt alkalmazzak.

Az izotachoforézis

Az izotachoforézist dlland6 sebességli ion-vandorldsnak vagy eltolédasos
elektroforetikus modszernek is nevezik. Ez az elektroforetikus technika a
molekulakat toltés-kiilonbségeik alapjan vélasztja el tobbnyire nem gélszlrésre
alkalmas kozegben. Az analitikai elvédlasztidsokndl folyadékkal toltott kapilldris
csoveket, poliakrilamid gél hengereket vagy réteget haszndlnak. A kis
1éptékndvelési preparativ kisérleteket altaldban horizontélis gélagyakban, géllel
toltott oszlopokban vagy specidlis, pufferrel toltott tobb-rekeszi késziilékekben
végzik.

Lényeges, hogy az izotachoforézist kétféle elektrolittal jatszatjdk le. Az
egyiknek a mozgékonysiaga kisebb (ez a termindtor), a mésiké nagyobb (ez a
vezet elektrolit), mint az elvalasztand6 anyagoké. Az elektromos erdtér hatasara
a vezérion és a termindtor ion kozott elhelyezkedd elvdlasztandé ionok a
terminétor felé csokkend sebességek sorrendjében rendezddnek el. Az Osszes
zona 4allando sebességgel vandorol tovabb, mikdzben az egyes anyagok (zondk)
egyre jobban elvalnak egymastdl ( Mikkers et al., 1979a).

Az izotachoforézis felold6 képessége nem olyan j6, mint a tobbi
elektroforetikus moédszereké (PAGE, IEF). El6nye azonban, hogy azokban az
esetekben, amikor mas modszerek alkalmazdsa nehézkes vagy megvaldsithatatlan,
akkor jol kivitelezhetd elvélasztist eredményez. Kiilonosen eredményesen
hasznédlhaté az izotachoforézis metabolitok vagy daltaldban kis molekuldk
szétvélasztisa teriiletén (Zelensky’ et al., 1984; Repdsova et al., 1984), de
fehérjék szepardlasara is alkalmazzak (Manabe et al., 1989; Delmotte, 1977).

Az izoelektromos fokuszalas (1IEF)

Az izoelektromos fokuszalds egy pH-gradiensben lejatszodo elektroforézis.
A hagyomanyos elektroforézis (PAGE) és az 1zoelektromos fokuszalds kozti
kiilonbséget az 1. 4bra szemlélteti (Andrews, 1988; Righetti, 1985).
A makromolekuldk vagy a peptidek a pH-gradiensben mindaddig vandorolnak,
amig pozitiv vagy negativ toltésiiket meglrzik. Amikor a pH-gradiensen beliil

8 Elelmiszervizsgélati Kozlemények, 39, 1993/1



elérik azt a pontot, amelyik az izoelektromos pontjuknak felel meg, ahol a
molekuldris toltésiik zérd, ott megszlinik a mozgdasuk. Az izoelektromos
fokuszalas eldtt az elvédlasztandd anyagot ezért barhol felvihetjiik a rétegre, sét,
ha egy anyag kimozdulna a pl z6ndjabol, akkor is visszarendezd6dik ismét. Ha
példaul egyetlen fehérjét (B, pI=8,0) a gél két kiilonboz6 helyére visziink fel, igy
az IEF induldsakor az egyik helyen negativ (-1), a mdsik helyen pozitiv (+2)
toltéssel rendelkezik a fehérje. A két fehérjezona igy egymads felé mozdul el,
fokuszalodik az izoelektromos pontjanak megfelelé zondig, ahol az Osszes toltése
z€r6 és megszinik a vandorlésa.
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1. abra: A zona-elektroforézis (PAGE) és az izoelektromos fokuszalas (IEF)
Osszehasonlitisa
A pH-gradienst amfolitok, azaz kis molekulatomegli amfoter anyagok
keveréke szolgéltatja. A pH-gradiens egyenletességét €s jO mindségét az
alkalmazott amfolitok tulajdonsdgai dontSen befolyasoljak.

Svensson (1962) szerint az amfolitok legfontosabb tulajdonsagai a kovetkezdk:

1.J6 pufferkapacitds, annak érdekében, hogy a pH-t determinaljak
izoelektromos pontjaikon még nagy molekulatdomegli amfolitok
jelenlétében is.

2.J0 legyen a vezetGképességiik az izoelektromos pontjaikon, hogy mas
elektrolitok hidnydban is fenn tudjdk tartani az elektromos
vezetOképességet.

3. Alacsony molekulatomeg, hogy a vizsgdlanddé makromolekuldktol
konnyen elkiilonithetdk legyenek (Vesterberg, 1969b).

4. Az osszetételiik kiillonbozzék a vizsgalando anyagokétol.

5. A vizsgiland6 makromolekuldkat ne denaturdljadk és ne reagaljanak
azokkal.
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Az 1izoelektromos fokuszdlds céljara alkalmas amfolitokat sokféle amfi-
protikus anyag keverékébdl allitottak eld, igy aminosavakbdl, peptidekbdl vagy
amfoter és nem-amfoter pufferek komponenseibdl (Bosisio, 1981). Vinogradov és
Righetti munkacsoportjai (Vinogradov et al., 1973; Righetti et al., 1975) altal leirt
eljards szerint a vivé amfolit hexametilén-tetramin, trietilén-tetramin, tetraetilén-
pentamin és pentaetilén-hexamin vizes elegyének melegitésével elGallithato.
Legfontosabb kereskedelmi termékek az AMPHOLINE®: a PHARMALYTE®, a
SERVALYT, a BIO-LYTE stb. A hazankban eldallitott amfolitok koziil a
"Symolyt" (MTA Izotop Intézet) nevi amfolittal végzett IEF utan a fehérje-savok
igen eldnyosen voltak festhet6k (Hajés, 1990). Egy 4j tipusd amfolit
eldéllitasdval és alkalmazdasi teriiletének vizsgalatdval a DOTE Bioldgiai
Intézetében is foglalkoznak (Szeszédk et al., 1991).

Az 1zoelektromos fokuszdlds alkalmazhatosdganak bovitését Righetti és
Chillemi (1978) az elvalasztott peptidek festésére kidolgozott 4j eljarassal érték
el. Mivel az amfolitok és a peptidek nagyon hasonl6 fiziko-kémiai sajatsdgokkal
rendelkeznek, az IEF elvalasztds utdni festésiik, jelzésiik gondot okozott. A
peptidek és a festék kozotti kotés kialakitisa jelentds 1épés volt a peptidek
elektroforetikus elvalasztdsdban.

Az izoelektromos fokuszdlds a molekula-fajtakat kizardlag izoelektromos
pontjuk alapjan differencidlja. Ezt az elvdlasztist nem befolydsolja sem a
molekula-méret, sem a molekulaszita-hatas az elektroforetikus vandorlas soran.
Ezért az izoelektromos fokuszdlast egy alapvetéen nem-szlir$ kozegben végzik. A
legaltaldnosabban nagy porozitdsu poliakrilamid gélt vagy granuldlt gél-dgyat,
példaul Sephadex gyantat vagy agardzt alkalmaznak.

Az IEF egy igen nagy felbontoképességgel rendelkez6 analitikai mddszer,
kiilonosen akkor, ha a vékonyrétegben immobilizdlt pH-gradienst alkalmaznak. A
makromolekuldk ilyen koriilmények kozott mar 0,001 pH izoelektromos pont
kiilonbséggel is elvalaszthatok.

Az immobilizalt pH-gradiens az IEF dj forradalmi fejl6dését jelenti,
mivel az ismert molaritdsd és ionerésségi, kémiailag meghatarozott kozeg esetén
a "mérték szerinti" szepardlds is megoldhaté barmilyen kivant pH-gradienssel. A
maétrixhoz kotott (rogzitett) pH-gradiens madsik eldnye varhatéan az, hogy az
1zoelektromos fokuszélassal elvalasztott fehérjék a makro-, ill. mikromolekularis
szennyezGk nélkiil eludlhaték izoionosan.

Gorg és mtsai (1988) nagy felbontdsu két dimenzids elektroforézises eljarast
alkalmaztak immobilizélt pH-gradienssel élesztd sejt fehérjéinek vizsgalatéra.

Az IEF kisléptéki preparativ elvalasztasra (~1 g anyagig) is alkalmas,
mégpedig 0,01-0,02 pl egység kiilonbséggel ad j6 elvilasztast.
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Az izoelektromos fokuszadlds az anyagok és a technikai oldal &lland6
fejlodésével a fehérjék elvdlasztdsdban a legelterjedtebben és a legnagyobb
sikerrel alkalmazhat6 médszer (Bishop, 1979; Righetti 1983; Vesterberg, 1978).

Kapillar elektroforézis

A kapillar elektroforézis szamos elektroforetikus technikabdl kifejlesztett
modszer, melynek sordn a komponensek elektroforetikus elvdlasztidsa egy szik
csOben, kapillarisban jatszodik le. A szepardlas hordozd kozegeként jelenleg
legelterjedtebbek a folyadékok, igy a puffer-oldatok, szerves olddszerek,
feliiletaktiv anyagok, ion-pdr reagensek stb. (Fujiwara és Honda, 1987), de
szamos esetben a kapilldrisok az elektroforéziseknél alkalmazott géleket vagy a
kromatografidban haszndlatos toltGanyagokat tartalmazzdk (Green €s Jorgenson,
1989).

A kapilléar elektroforézissel szétvdlaszthaté mintdk mennyisége és térfogata
viszonylag igen kicsi, ezért a szeparalt komponensek detektdldsa ultraérzékeny
kijelz6ket igényel.

A kapillér elektroforézis sajatsagos elényei Compton és Brownlee (1988) szerint:

— gyorsasag (percek alatt teljes elvdlasztast adhat)
— felbontoképessége (nagy hatékonysdgu frakciondldsi mddszer, amelyben
az elvélasztds élességét csupdn a diffizid limitdlja)
— érzékenység (attomolnyi detektalds is lehetséges)
— kis minta mennyiség (nanoliterek illetve nanogrammok elegenddek)
— minimdlis reagens sziikséglet
— a detektdldsi modszerek széles valasztéka:
— UV/VIS (Jorgenson, 1984),
— fluoreszcens detektdlds (Green és Jorgenson, 1986),
— konduktometria (Huang et al., 1989),
— tomeg-spektroszkopia (Lee et al., 1989),
— elektrokémia (Wallingford és Ewing, 1987),
— termooptika (Yu és Dovichi, 1988) stb.
automatizalhatosag

A kapillédr elektroforézis alapjdban analitikai technika. Egyrészt azért, mert
az alkalmazott mintamennyiség édltalaban csekély, nanogrammnyi, masrészt, mert
az ilyen kis mennyiségeknek az elvélasztis utdni Osszegy(jtése €s kinyerése
rendkiviil nehéz. Taldn a megfelel6 mintagydjtési mdodszerek fejlédése dj utat
nyithat majd a kapillar elektroforézisen alapulé mikro-preparativ szepardlas eldtt
(Rose & Jorgenson, 1988).

A kapilléar elektroforézis vitathatatlan el6nyei mellett az érzékenysége igen
nagy. Figyelmet kell forditani a nem kivant fizikai-kémiai kolcsonhatdsok
kikiiszobolésére, az elektromos mez6 egyenletességére €és a szepardlds nagy
sebessége miatt a kapillarisokban keletkezd hd elvezetésére, a rendszer hiitésére.
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A jelenlegi kapillar elektroforézis technologiai alapjai mar az 1980-as
években ismertek voltak (Mikkers et al., 1979b). A mddszer nem csupdn az
analitikai jellegli kutatdsban haszndlhatd, hanem lényeges szerepe van a klinikai
alkalmazasban (Fujiwara és Honda, 1987 ) és a fehérje-kutatas széles teriiletén is
(Kilar, 1991, 1989; Jokl et al., 1989).

A kapillar elektroforézis, mint szepardldsi technika, rendkiviil hatékony, az
elvdlasztds sordn igen nagy elméleti tdnyérszam érhetd el. Elvileg a mddszer igen
sokféle molekula elvalasztdsara és detektdlasara is alkalmas (Cheng és Dovichi,
1988). A kapillar elektroforézist legel6nydsebben a fehérjeanalizisben, 1ll. a
peptid-térkép, a "fingerprint”" meghatdrozdsaban hasznéljdk, ami minden fehérjére
sajatosan jellemzd (Cobb és Novotny, 1989). Humdn szérumfehérjék
elvalasztasar6l Manabe €s munkatérsai (1989) szamoltak be teljesen automatizalt
kapillér izotachoforézissel.

A kapillar elektroforézis irodalmat és fejlédését tobb 6sszefoglalé mid jelzi
(Gordon et al., 1988; Ewing et al., 1989; Widmer, 1989; Thormann et al., 1989).

Elektroforetikus elvalasztas két dimenzioban

Az elektroforetikus elvdlasztastechnika egyik fejlédési irdnya a két-
dimenzids szepardlds volt. A kétdimenzids peptid-térképek elkészitése a fehérje-
ill. a peptid-kutatast fellenditette. Cobb és Novotny (1989) kazein immobilizalt
tripszines hidrolizdtumdabdl kapillar elektroforézis alkalmazdsdval készitettek
nagy érzékenységl peptid-térképet.

Az elektroforetikus modszerek alkalmazasanak
néhany eredménye a fehérjekutatasban

A fehérjék és a peptidek amfiprotikus molekuldk, ezért frakciondldsukra és
szerkezetvaltozdsuk nyomon kovetésére az elektroforetikus mddszerek kivaldan
alkalmasak.

SDS jelenlétében végzett poliakrilamid gélelektroforézissel (Weber és
Osborn, 1975) sikeriilt igazolni, hogy az enzimes peptidmédositas (EPM)
folyaman transzpeptidacio jatszédik le (Delincée és Hajos, 1984). Sajat
vizsgalataink sordn (Bundesforschungsanstalt fiir Erndhrung, Karsruhe; KEKI,
Budapest) az SDS-fehérje aranyt az irodalmi elvarasok szerint (Weber €s Osborn,
1975) alkalmaztuk, a szepardldst urea tartalmi gélben végeztik és a
peptidsavokat eziistfestési modszerrel (Merril et al., 1982) jeleztiik.

A gélelektroforetogramok (2. dbra) azt jelzik, hogy az enzimes pep-
tidmodositasi reakcidoban foként transzpeptidacio jatszodik le, de meghatarozott
koriilmények kozott a kondenzacids reakciok is jelentdssé valhatnak.
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2. abra: EPM-termékek molekulatomeg eloszldsanak SDS-PAGE
elektroforetogramja
Az 1izoelektromos fokuszalds a legnagyobb felbontoképességli modszerek
egyike a fehérjék elvdlasztdsdban. A lehetséges legélesebb sdvelvélasztis
eléréséhez azonban mindig az adott mintdnak megfeleld koriilményeket kell
megvalasztani. Az IEF koriilményeit tobbféle tipusu fehérjeszerkezet
kimutatasban vizsgaltuk, melyekre néhdny példat mutatunk be.

A fehérjék vizsgalatdban a véddcsoportok felvitelének és azok lehasi-
tasanak nyomon kovetésére az IEF alkalmas mdédszernek bizonyult (3. dbra).

SPE T ko= K:  kontroll fehérjekeverék
: N:  kezeletlen ribonukledz
(RN-4z)
Ny: besugdrzott RN-4z
NCy: citrakonilsavanhidriddel
védett aminocsoporti
besugarzott RN-dz
NCy*: a védScsoportok lehasi-
tdsa utdni besugarzott
RN-4z
NC: citrakonilsavanhidriddel

védett aminocsoporti
RN-4z

NC*: a védScsoportok lehasita-

K N NY NCY NCY* NC NC* sa utdni RN-4z

3. abra: Fehérjék szerkezetvaltozasanak nyomon kovetése IEF-el védGcsoportok
felvitele és lehasitdsa sordn
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Az elektroforetogramon nyomon kisérhetd a besugarzott ribonukledz (Hajos
és Delincée, 1983) zondinak valtozasa citrakonilsavanhidriddel védett
aminocsoportokkal és a védGcsoportok lehasitdsa utan.

Globuldris fehérjék szerkezetében vy-besugarzas hatasara bekovetkezd
valtozasokat izoelektromos fdékuszdldssal sikeriilt nyomon kovetni (Hajés és
Delincée, 1983). Ebben az esetben a fehérjék tripszines hidrolizdtumait Sephadex
vékonyrétegen a plazminos hidrolizditumokat pedig agar6z rétegen tudtuk a
legsikeresebben elvélasztani.

A 0,8 % agar6z IEF-et (Pharmacia) 10 % sorbitot (Pharmacia), 2 % am-
folitot tartalmazé szuszpenziét 0,8 mm vastagsdgban vittiik fel GelBond film
(Pharmacia) 8x10 cm-ére. A futtatast 2,5 6ran keresztiil 13°C-on (50 V - 1000 V)
végeztiik, és a gélhez 6 M uredt is adtunk mivel kisérleteink szerint ez még
élesebb sdvelvalast eredményezett (Hajos €s Delincée, 1983). A fehérjék festését
az amfolitok eltdvolitidsa utdn Coomassie Brilliant Blue G-250-el végeztiik
(Radola, 1973).

Az izoelektromos fokuszalds segitséget nyujtott a mongol juh és kecske
eredeti  pankredz készitménybdl szarmazdé tripszin és  Kimotripszin
tulajdonsagainak vizsgélatdban is (Zhigzihiddorzhin és munkatarsai, 1985). Az
eredményeket a 4. dbra mutatja.

pl
4,4
7,3
9,45
10,65
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
1, 10: kontroll fehérjék 2, 5: juh és kecske eredet( kimotripszin
3, 7: juh és kecske eredet( tripszin 4: pankipszin (Ulan-Bator, Hiskombinat)

8: kristdlyos kimotripszin (Reanal)  9: kristadlyos tripszin (Merck)

4. abra: Pankredz készitmény tripszin és kimotripszin osszetételének vizsgalata
1zoelektromos fokuszalassal

Ujabban az izoelektromos fékuszaldst konnyfehérjék elvalasztiasiaban is
alkalmaztuk. Ugy vélasztottuk meg az IEF koriilményeit, hogy a szem kiilonb6z4
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megbetegedései esetén a konnyfehérjék Osszetételében jelentkezd valtozasokat
nyomon tudjuk kdvetni (Tapasztd és munkatérsai, 1987).

Az enzimes peptidmodositas reakciomechanizmusanak és az
aminosavbeépiilés a vizsgdlatdhoz mind Sephadex, mind agar6z vékonyréteget
hasznéltunk. A 5. abrdan lathat6 elvélasztis esetén (Sephadex IEF) az EPM
lejatszédasat €s a  metionin  kovalens  beépitését  vizsgdltuk. Az
elektroforetogramokat denzitométerhez kapcsolt szamitégépes modszerrel is ki-
értékeltiik (Hajos et al., 1989). A 6. dbra az EPM 2 minta esetében az
elektroforetikus elvélasztds grafikus 4brazoldasat a homolog €s nem-homolég
zondkkal egyiitt szemlélteti.

"Mix  Kaz KazH EPM1 EPM2

Mix: Kontroll fehérje keverék Kaz: Kazein
KazH: Kazein a-kimotripszines hidrolizatuma
EPM1: Kazein a-kimotripszines hidrolizatumdbdl a-kimotripszin jelenlétében készitett EPM
termék
EPM2: Kazein a-kimotripszines hidrolizatumabol metionin beépitéssel készitett EPM termék

5. abra: EPM termékek izoelektromos fokuszaldsa Sephadex vékonyrétegen

Eredményeink szerint mindkét EPM termék fehérje-frakcidinak toltés
szerinti elvalasztdsa jelent6sen kiilonbozott a kazein hidrolizatumaétol. Mivel
el6zd vizsgalataink szerint (Delincée é€s Hajos, 1984) a peptidfrakciok dtlag-
molekulatomegében jelentGsebb valtozast nem tudtunk kimutatni, ezért ezeket az
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itt kapott kiilonbségeket transzpeptidacié eredményeként valdszindsitjiik. A nem-
homoldég zoéndk tekintélyes szdma mindkét reakcid-termék esetében (akar
aminosav beépitéssel, akar anélkiil jatszodott le az enzimes peptidmddositds) azt
jelzi, hogy a transzpeptidaci6 sordn nagyszamu peptidkotés hasadt el és alakult ki
(Hajos, 1986).

HOMOLOGY ANALYSIS

Relative Mobility
18 20 36 4p 5@ 66 78 88 90
EPM 2 LT MR I W RN
CASEIN H. T Tl | IR T —

Homologous Bands
18 29 3P 4P Sp GP _?P _BB ‘QP
EPM 2
CASEIN H. tj__ ﬂ -
Nonhomologous Bands
16 28 36 43 58 BB ?0 80 90

EPM 2
CASEIN H. E[ |}P -

6. abra: EPM minta elektroforetikus elvalasztasanak grafikus dbrdzolasa a
homolég és nem-homoldg z6ndkkal egyiitt

Az elektroforetikus modszerek alkalmazasa
élelmiszerfehérjék kimutatasaban

Az élelmiszeranalitika teriiletén az utobbi két évtizedben igen nagy szerepet
kaptak az elektroforetikus mddszerek a fehérjék vizsgdlatdban, izoldldsdban,
tisztitdsdban, valamint a novényi- és dllati eredetd fehérjék jellemzésében
egyarant. Elektroforézissel kimutathatok az idegen fehérjék az élelmiszerekben,
és a fehérjék valtozasai is nyomon kovethetdk.

Halfehérjék

A halfajtik elektroforetikus azonositdsdban a fehérje elvalasztési kép alapjan
Lundstrom (1983) igen ¢értékes eredményeket kapott. Egyes halfajtik
megkiilonboztetését sikeriilt ebben az i1dSben gélelektroforézissel megoldani
(Payne, 1963; Thompson, 1967; Chu, 1968). A 70-es évek végén az
1zoelektromos fokuszalds alkalmazasa (Kaiser és mtsai, 1980) hal- és hus-
mintdkra jelentds fejlédést hozott az azonositds biztonsadgaban. A fokuszalds méd-
szerét 1981 o6ta az USA-ban hivatalos vizsgdlati mddszerként is bevezették
halfajtak azonositasara (Willet és mtsai, 1981).

A konzervalt haltermékek megkiilonboztetésére urea jelenlétében végzett
izoelektromos fékuszélast dolgoztak ki ( Rehbein, 1983).
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Husfehérjék

Giles mar 1962-ben keményitdgél-elektroforézissel meg tudta kiilonboztetni
a marha, a borju, a diszn0, a barany, a juh és a nyul szakroplazma-fehérjéit (Giles,
1962). Az 4llati termékek azonositdsdra a poliakrilamid gélelektroforézist Hoyem
€s Thorson (1970) vezette be a mioglobinzondk szepardldsa alapjan. A hdsmintdk
el6készitésében a pufferes extrahalds fontos szerepet jatszik. Oz és szarvas
husfehérjéinek megkiilonboztetéséhez az észterdzmintazatot javasoltak (Heinert
és Klinger, 1980; Thompson, 1968). PAGE mddszerrel Kaiser és munkatarsai
(1980) 14 melegvéri és 18 hidegvérd éllat fehérjemintdzatdnak Osszehasonlitd
vizsgdlatat végezték el.

Az izoelektromos foOkuszdlds alkalmazédsa az elvdlasztisi moddszer fel-
bontoképességét joval megnovelte (Rubach et al., 1978) a husfehérjék teriiletén
is. Tinbergen és Olsman mdar 1976-ban izoelektromos fokuszdldst vezetett be
egyes husmintdk vizsgdlatara. Acetonporos mintaeldkészitéssel nyers €s hékezelt
husokat egyarant vizsgdltak. Ureds extrakcioval nem csak a szarkoplazma-
fehérjéket, hanem a miofibrillaris fehérjéket is szepardltdk. A kiilonboz4
elektroforetikus elvdlasztdsi technikdk eldnyeit, ill. héatrdnyait a vizsgdlando
hismintdk esetén figyelembe kell venni (King & Kurth, 1982; Kaiser et al.,
1982).

A legijabb kutatdsi eredmények szerint a hékezelt hisok és hustermékek
fehérjéinek izoelektromos fokuszdldsa alapjan j6l azonosithaté a huds eredete
marha, sertés, 16, bardny, szarvas és még néhiany mdés hus-fajta esetében
(Hofmann és Bliichel, 1991).

Mann és Bauer (1991) azt vizsgdltdk, hogy husfajtdk szarkoplazma fe-
hérjéinek elektroforetikus viselkedése hogyan valtozik meg tdrolds, sézds és
hékezelés hatasara. Az elektroforetikus modszerek alkalmazhatésdganak hatarait
mérték fel hustermékek és husok fajtaazonositasanak teriiletén, melynek soran
megdallapitottdk, hogy a hisok s6zdsa és hékezelése erdsen befolyédsolja a fehérje-
térképet.

Husfajtdk gyors elektroforetikus fajta-azonositdsi modszerér6l Mann és
munkatarsai (1991) szamoltak be hét allat husfehérjéinek 6sszehasonlitasaval.

Idegen fehérjék kimutatasa hdasarukban

A huskutatdsban a husfehérjék azonositdsa és eredetvizsgdlata mellett
jelentds szerepet jatszik a novényi és egyéb dllati eredetd fehérjék kimutatdsa is.
Az adalékfehérjéket egyrészt a husipari termékek funkciondlis sajatsdgainak
javitdsa, masrészt a husfehérjék olcsobb fehérjékkel vald helyettesitése céljabol
alkalmazzak. Az adott husfehérjékt6l eltér6 eredetd fehérjéket elsGsorban
elektroforetikus moddszerekkel mutatjdk ki (Olsman és Hitchcock, 1980, és
Llewellyn és Flaherty, 1976).

A szb6ja- és a husfehérje ardny kvantitativ meghatarozasara tobbféle
modszert dolgoztak ki SDS-PAGE (Armstrong et al., 1982) és urea jelenlétében
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végzett PAGE (Viélas-Gellei, 1981) segitségével, mig masok egy-egy szdjazona
kivalasztasdval végeztek mennyiségi meghatdrozast (Molander, 1982).

Gabonafélék

Cooke (1984) az "Electrophoresis" c. foly6iratban szdmos irodalmat gyiijtott
Ossze a gabonafélék fehérjéinek elektroforetikus moddszerekkel vald
szétvalasztasarol.

E technikak kozott PAGE, SDS-PAGE, IEF és kétdimenzios eljarasok (IEF-
PAGE) egyarant szerepelnek (Windemann et al., 1973).

A sorgyartdshoz Lubiniecki (1981) SDS-PAGE technikét dolgozott ki a
maldta-fehérjék ellenGrzésére.

Téli és tavaszi buzafajtak 22 kozeli variansat tudtdk megkiilonboztetni a
buzaliszt gliadin frakcidk izoelektromos fokuszaldsaval (Kaiser és Krause, 1985).

Z6ldség - gyiimolcs

Gorg (1973) zoldségek és gyiimdlesok Osszehasonlité vizsgdlatit végezte el
elektroforetikus technikdk alkalmazédsdval. A fajtdk megkiilonboztetéséhez és a
mindsitések finomitdsara a vizsgalt mintdk fehérje elektroforetogramjai mellett a
specifikus enzim-printeket is elkészitette.

Burgonya

Stegemann és munkatdrsai 1973-ban 0Osszefoglaltdk a burgonya-fehérjék
elektroforetikus elvdlasztdsi technikdit, melyek koziill sokat genetikai
tanulmédnyok alapjdul alkalmaztak. Stegemann és Loeschke (1976) PAGE
segitségével ezernél tobb  eurdpai  burgonyamintidt vizsgéltak meg.
Fajtaazonositasi atlaszukban a fehérje-printek mellett az észterdzferogramokat is
megadtak.

Novényi olajok
Napraforgé albumin-tartalma és f& globulin-frakciéja IEF és PAGE
eljarassal Schwenke et al. (1973, 1974) szerint j6l jellemezhetd.

Hiivelyesek

Zoldborsd, bab és sz6ja fehérjéinek vizsgalatdra elektroforetikus elvdlasztas-
technikéat alkalmazott Cooke (1984), valamint Gorg és munkatarsai (1983).

Mogyoro6félék

Kaiser és Krause (1985) SDS-PAGE segitségével a hiivelyesek, a tejfehérje
frakciok, a mandula és a mogyordfajtdk fehérje-mintazatait sikerrel tudta
megkiilonboztetni. Uredt tartalmazé poliakrilamid gélben valé izoelektromos
fokuszaldssal jol elvalaszthatok a mogyor6félék, a mandula és egyes szdja-
frakciok is.
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Tejfehérjék

A kazein és a savofehérjék kiilonboz6 elektroforetikus technikdkkal
osszetevlikre (og-, P-, k-, y-kazein, a-laktalbumin, [B-lactoglobulin, szérum-
albumin, immunoglobulinok) bonthat6k (Aschaffenhurg 1964, Schleusener et al.,
1982, Josephson, 1972, Triev-Cuot és Gripon 1981). Az elektroforetogramok
alapjan a kiilonbozg éallatfajtdk (tehén kecske, juh stb.) tejei egymadstdl jol
megkiilonboztethetdk.

A sajt-gyartds folyamdn nagyon hasznos az elektroforetikus moddszerek
segitségével nyomon kovetni a sajt érésére jellemzs, egyes kazeinzondk
megvaltozasat.

A kiilonboz6 sajtfajtdk érésének igazoldsidra és minGségének jellemzésére
Krause és Belitz (1982) kétdimenzids elektroforézist dolgoztak ki. PAGE-
vizsgédlatokkal mutattdk ki nyerstejben a tej sajat enzimei 4altal katalizalt kazein-
hidrolizist is (Reimerdes, 1979).

Bican és Blanc (1982) kétdimenzi0s elektroforézis segitségével Osszefiiggést
tudtak kimutatni a tej h6kezelési eljardasa és a savofehérjék peptidtérképe kozott.

Az elektroforetikus technikak jovdje

Az elektroforézis tovabbi fejlédése sokféle iranyt vehet. Alapvets igény lesz
a komputeres kiértékelésre €és valdszintlleg el6nyt €lvez az a modszer, amelynél
az elvalasztott frakcidk kinyerése is megoldhaté. ElsGsorban annak a technikai
vonalnak a meger8sddése varhaté az elektroforetikus mdédszerek koziil, amely a
fehérjék lehetd legélesebb szeparaldsat segiti eld és uj tdvlatokat nyit meg a
biokémiai, klinikai és élelmiszeranalitikai vizsgédlatokban.

Az elektroforézis varhatéan jelentGs szerepet fog betdlteni az élelmiszerfe-
hérjék meghatdrozdasaban és a mindségellen6rzés folyamatdban mind a fogyasztoi
érdek, mind a biztonsagos és az egészségmegdrzo tdplalkozas védelmében.
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Elektroforézis és alkalmazasa az élelmiszerfehérjék
elvalasztasaban

Hajos Gy.

A szerzd rovid attekintést ad az elektroforézis torténelmi el6zményeirdl és
vazolja a fobb elektroforetikus technikdk (a mozgd hatarfeliiletek modszere,
kotott elektroforézis, izotachoforézis és izoelektromos fékuszélds) alapjait.
Elemzi a kapillar elektroforézis célszertiségét és alkalmazhatdsdgit, valamint a
kétdimenzids elvélasztds néhany eredményét mutatja be a fehérje, illetve a peptid-
kutatas kiilonbozd teriileteirdl. Felhivja a figyelmet arra, hogy milyen alapvetSen
fontosak az elektroforetikus mddszerek az élelmiszerfehérjék kimutatidsaban és
azonositasaban. Az elektroforetikus technikdknak varhatdéan nagy szerepe lesz a
jovében a fehérje-kutatds teriiletén és az élelmiszerfehérjék mindségének
meghatarozdsdban egyarant.

Electrophoresis and its application in separating food proteins
Hajos, Gy.

The author gives a short review on the historical antecedents of the
electrophoresis and outlines the basis of the main electrophoretic techniques
(method of moving boundary, zone electrophoresis, isotachophoresis and
1soelectric focusing). Expedience and adaptability of the capillary electrophoresis
as well as possibilities for the two-dimensional separation are also analyzed.
Some achievements of the application of the electrophoretic methods are
demonstrated in the various fields of the protein and peptid research. She
emphasizes, what an essential importance have the electrophoretic methods in the
detection and identification of the food proteins. Electrophoretic techniques will
probably play in the future a significant role both in the field of protein research
and in specifying the quality of food proteins.

Die Elektrophorese und ihre Anwendung bei der Trennung
von LebensmitteleiweiBBstoffen

Hajos Gy.

Verfasser gibt einen kurzen Uberblick iiber die Vorgeschichte der
Elektrophorese und erlidutert die Grundlagen der wichtigeren Elektrophorese -
Techniken: Verfahren der Bewegungsgrenzflichen, Zonenelektrophorese,
Isotachophorese und die isoelektrische Focussierung. Die ZweckmiBigkeit und
Anwendbarkeit der Kapillarelektrophorese sowie auch die Moglichkeiten der
zweidimensionalen Trennung werden analysiert. FEinige Ergebnisse der
Anwendung von elektrophoretischen Methoden werden auf verschiedenen
Gebieten der Eiweill- und Peptidforschung dargestellt. Dabei wird auf die
Bedeutung der elektrophoretischen Methoden beim Nachweis und fiir die
Identifizierung von LebensmitteleiweiB3stoffen hingewiesen. Der Elektrophorese
kommt erwartungsgemifl kiinftig groBe Bedeutung auf dem Gebiet der
Eiweillforschung und bei der Bestimmung der  Qualitit von
Lebensmitteleiweillstoffen zu.
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