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Ma mar a tejfehérjék fizikai-kémiai jellemzdi (oldhatésag, molekulasuly, stabi-
litds stb.) tobbnyire jol ismertek, sokban megegyeznek a tobbi allati eredet(l fehérje
tulajdonsagaival. Viszonylag keveset tudnak azonban a tejfehérjék szerkezeti sa-
jatossagairol. Az utébbi évek kutatasai éppen az egyes tejfehérjék elkulonitését, dif-
ferencialasat, felépitésiiknek tanulmanyozéasat vették célba. Ezt szamos metodikai
és technikai eljaras segitette pl. izoelektromos, precipitacios mérések, dializis, sok-
kal vagy alkohollal végzett frakcionalas, h6koagulacios vizsgalatok stb. A legutébbi
években azonban egyre inkabb el6térbe keriil a kromatografia és az elektroforézises
vizsgalati modszer.

Raymond (1), valamint Ornsiein és Davis (2) az 1950-es évek végén dolgozta ki
a poliakrilamid-gél elektroforézis modszerét.Kozleményeikben tisztaztak a modszer
elvi alapjat, valamint azokat a kdvetelményeket, amelyeket a gyakorlati munka-
ban szem el6tt kell tartani.

A poliakrilamid-gél elektroforézis moédszer, mint vizsgalati eljaras kezdetben a
tisztan biokémiai kutatasokban jatszott fontos szerepet. Napjainkban azonban egy-
re inkabb teret nyer mint alkalmazott biokémiai kutatomodszer az élelmiszerkémi-
aban (3, 4, 5, 6, 7) és ezen belil a tejfehérjék kutatasaban is (8, 9, 10, 11, 12).

Sziikséges megjegyezni, hogy az egyes vizsgalati eredmények kdzott azonban
jelent6s eltérések tapasztalhaték. Ezek a poliakrilamid-gél elektroforézis technikai
megoldasaiban, a mintak el6készitésének modszerében, a kiilonbozé akrilamid ol-
datok, gélpufferek és elektrédpufferek, valamint az egyéb kisérleti korilmények-
ben fellelhetd kilénbozéségekbdl adédnak.

VIZSGALATI ANYAG ES MODSZER
A minték el6készitése:

A vizsgalatokhoz a kereskedelmi forgalomban kaphatd friss fogyasztasi tejet
hasznéltunk. A kazein és savéfehérjék kiilonvalasztasa el6tt a tejet minden esetben
zsirmentesitettiik 15 percig 6000 fordulatszam mellett torténd centrifugélassal.

A kazein és savofehérjék elvalasztasara a kovetkezd eljarasokat probaltuk ki,
illetéleg alkalmaztuk a vizsgalatok soran:

,a” A tej kémhatasat allandé keverés kdzben 1 n ecetsavval pH 4,5 értékre
allitottuk be. Ezt kovetéen centrifugaltuk, a levaldé csapadékot kevés hideg desz-
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7. dbra: Zsirmentes tej denzitogramjai kiilénboz6 s(rliségl gélben
a — 7,5%-0s poliakrilamid-gél
b — 10%-o0s poliakrilamid-gél

2. dbra: Zsirmentes tej denzitogramjai kiilonb6z6 elektrédpuffer oldatok alkalmazasa soran
a — TRIS-Olicin puffer
b — 4,5 mélos karbamid tartalmd TRIS-Glicin puffer
¢ — veronalpuffer

tillalt vizzel atmostuk, Gjra centrifugaltuk, majd vakuumsz(rén kilénvéalasztottuk.
A csapadék a kazein fehérje részt a felillisz6 pedig a savofehérjéket tartalmazta.
A csapadékbol 3 g-ot 10 cm3elektrodpuffer (8,3 pH TRIS-Glicin puffer) és 15 cm3
9-molos karbamid oldat segitségével feloldottunk és szobah6mérsékleten 24 éraig
allni hagytuk.

,,b” 60 cm3 zsirmentes tejet 20 cm3 1 n sésavval kicsaptuk és centrifugalas
utén a savofehérjéket tartalmazoé feltlisz6tél elvalasztottuk a kazeint tartalmazo
csapadékot. Ennek 3 g-jahoz 10 cm3elektrodpuffer-oldatot és 15 cm39-molos kar-
bamid oldatot adtunk, igy a kazein fehérjéket Gjra oldatba vittiik. 10—12 6rai allas
utan az elegyet centrifugaltuk és az ekkor a feliiletén képz6dott fellleti hartya
alol kiszivott oldatbhdl tortént a kazein vizsgalata.

,»C” 50 cm3zsirmentes tejet vizfirdén 40 °C-ra melegitettiink és pH értékét
1 n ecetsavval 4,5-re allitottuk be, majd kihdlés utan centrifugaltuk. A fellldszé
rész a tej savofehérjéit tartalmazta. A kazein tartalma csapadékot desztillalt viz-
zel 6tszor atmostuk és 3 g-jat feloldottuk 25 cm3 veronélpufferben (dsszetétele:
20,6 g natriumverondl, 1,84 g Veronai, 400 g karbamid 1000 cm3oldathoz), majd 24
oraig allni hagytuk.
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3. dbra: A tejbél kilonboz6 maédokon elvalasztott kazeinminték denzitogramjai
a —ecetsavval (az ,,a” pont szerint)
b —sésavval (a ,,b” pont szerint)
¢ —aludttejbol (az ,,e” pont szerint)
d —melggi)te’st kovetéen ecetsavval levéalasztva, majd veronélpufferben oldva (a ,,c” pont
szerint

e —ecetsavval levalasztva, majd karbamid oldatban oldva (a ,,d” pont szerint)

H
a

4. dbra: A tejbdl kilonb6z6 moédokon elvalasztott savéfehérjék denzitogramjai
a — a kazeinfehérjék ecetsavval torténd lecsapasa utdn nyert oldathdl (az ,,a” pont szerint)
b — a kazeinfehérjék sésavval torténd lecsapasa utan nyert oldatb6l (a ,,b” pont szerint)
¢ — melegitést kdvetden a kazeinfehérjék eltavolitdsa utdn nyert oldatbél (a ,,c” pontszerint)

,,d” Kazein 6ndlld, a savéfehérjétdl figgetlen vizsgalatahoz a tejhez ecetsavat
adtunk (az ,,a” pont szerint), a levalt csapadékot centrifugaléassal elvalasztottuk és
desztillalt vizzel tébbszér atmostuk. Ezt kévetéen 3 g-ot 25 cm39-mélos karbamid
gldatba; feloldottunk és az igy nyert oldatot 24 6raig szobahémérsékleten allni

agytuk.

,,&” Kazein fehérjék vizsgalatahoz oly maédon is nyertiink anyagot, hogy a friss
tejet hagytuk megaludni, majd az alvadékot megtorve, a csapadéktol vakuum-

sz(rén kulonvalasztottuk a savot.

A gél-elektoforézis kdrilményei

A vizsgalatokhoz a REANAL cég ,,MODEL 69” tipusjel(i poliakrilamid gél-
elektroforetikus készuilékét, valamint ahhoz a gyart6 &ltal ajanlott vegyszer-kol-
lekcidt hasznéltuk.
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A gélek el6allitasahoz a kovetkez6 torzsoldatokat készitettiik el:

A" oldat: 48,0 cm3 1nHCL 100 cm3oldatra
36,6 g TR1S
0,23,cm3 TEMED

,,Bj” oldat: 280 g Akrilamid 100 cm3oldatra
0,735 g BIS

,.B,” oldat: 40,0 g Akrilamid 100 cm3oldatra
0449 BIS

,,C” oldat: 0,14 g Ammonium- 100 cm3oldatra

per-szulfat

A vizsgalatokhoz tervezett, az akrilamid monomerre nézve eltéré koncent-
racidju géleket a torzsoldatokbdl a kovetkez6 elegyitési aranyok alapjan kaptuk:

7,5%-0s akrilamid

WAV, BIHD:,,C” = 1:2: 1:4
10%-o0s akrilamid
LA, B2Z:H,0:,C” = 1:2: 1:4

Az elektroforézis soran a poliakrilamid gél-elektroforézises technikaban alta-
lanosan elterjedt 8,3 pH TRIS-Glicin elektrodpuffert és ennek 4,5 mélos karbami-
dot tartalmazd véltozatat alkalmaztuk.

Kiprobaltunk ezen tulmenden két masik, ritkdbban hasznalatos elektrodpuffert
is, nevezetesen savofehérjék esetében a verondl puffert (6sszetétele: 9,81 g natrium-
verondl, 6,57 g natriumacetat egy liter oldatban. A pH-t sésavval 8,6-ra allitottuk
be) és kazeinfehérjék esetében 4,5 mélos karbamidot tartalmaz6 veronalpuffert.

Az elektroforézishez az egyes géloszlopokra a tej és a kazein esetben 20 //1,
savofehérje esetében 40 /N1 feherjetartalma oldatot vittiink fel és 2 mA/csé aram-
erdsséget alkalmaztunk. Az elektroforézist kovet6en a géleket az egyes fehérje-
frakciok lathatova tétele céljabdl amiddfekete festékoldattal megfestettik. A festé-
ket nem adszorbeal6 (fehérjét nem tartalmazd) részekbdl az amidéfeketét 7%-os
ecetsav oldatban torténd tdbbszéri &tmosassal tavolitottuk el.

EREDMENYEK ES ERTEKELESUK

A teljes tejben el6fordulé fehérjeféleségek szdma viszonylag nagy, atlagosan
30-40-re tehet6 (ez nem foglalja magaba az enzimfehérjéket). Ennek megfeleléen
az elektroferogrammokon viszonylag nagyszamu sav észlelhetd, ambar a gyakorlat-
ban a fent jeldlt értékeket nem éri el és a kiilonbdzd kozleményekben is jelent6s el-
térések tapasztalhatok. Ez a mintael6készités és a metodikai korulmények kilén-
bbzbségeinek, a tejet add allatok fajtatulajdonsagainak és egyéb befolyasold ténye-
z6knek figyelembevételével magyarazhato.

Kovetkezésképpen az egyes frakciok mindségi megitélésében és megnevezésé-
ben sem mutatkozik egységes szemlélet, ehhez sziikségesnek latszik az egyes frak-
ciok fehérjekomponenseinek pontosabb elvélasztasa és jellemzése.

Mi jelen munkank soran —annak célkit(izéseib6l kévetkez6en —nem toreked-
tiink a fehérjék ilyen jellegl elvalasztasara, csupan annak tanulményozasara szo-
ritkoztunk, hogy a kilénboz6 el6készitési miveletek és elektroforetikus kérilmé-
nyek kozil melyik a legalkalmasabb a tejfehérjék poliakrilamid gélben torténd el-
valasztasara.
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Elséként arra kerestiink vélaszt, hogy az elektroforézishez alkalmazott kulén-
b6z8 stirtségl gélek koziil melyiket a legcélszer(ibb hasznalni. Az irodalmi adatok és
a gyakorlati tapasztalatok alapjan a 7,5%-o0s, valamint a 10%-0s gélkoncentracio
latszott erre alkalmasnak. A parhuzamosan elvégzett vizsgalatok alapjan a tovabbi
munkakhoz egyértelmlen a 7,5%-0s poliakrilamid koncentréciét valasztottuk,
amely az 1 4bra tandsaga szerint jobban tagolt képet, nagyobb foku elvalasztast
eredményezett. (Sziikséges megjegyezni, hogy a 10%-0s koncentréci6ju gél nagyobb
mértékben duzzad és igy technikailag is nehezebben kezelhetd.)

A kilonbozé elektrodpuffer oldatok kozil a TRIS-Glicin, a karbamid tar-
talmd TRIS-Glicin és a veronalpuffer hatasat hasonlitottuk 6ssze zsirmentes tej
elektroforézise sordn nyert eredmények alapjan, amit szemléletesen a 2. abra mu-
tat. A harom pufferoldat kozll a legjobb szétvalasztast a TRIS-Glicin puffer ered-
ményezte. A veronalpuffer a denzitogramon tapasztalhaté, de a géleken vizudli-
san is megfigyelhetd mddon elmosédott, kevésbé diszkrét frakcidba csoportosult
fehérjeképet mutatott. A karbamid tartalmd TRIS-Glicin puffer bizonyult a leg-
kevésbé eredményesnek.

A tejbdl eltéré mddon elvalasztott és kilon vizsgalt kazein- és savofehérjék ese-
tében kapott eredményeket a 3. és 4. dbra mutatja.

A kazein esetében megfigyelhetd, hogy a szokdsos mddon ecetsavval vagy
sosavval torténd kicsapassal nyert kazeint elektroforetizalva lényeges kilonbségek
nem mutatkoznak. Ha a csapadékot azonban veronal vagy karbamid oldat alkal-
mazasaval visszlk UGjra oldatba, megjelenik az a két kis sebességgel vandorlo fehér-
jefrakcio, amelyet a savval tortén6 kicsapast kdvetéen nem tapasztaltunk, de a
spontan alvadassal nyert kazein elektroforézise is kimutat. S6t a csapadéknak kar-
bamiddal torténd feloldasakor - amelyet kazein esetében a legcélravezetébbnek
taldltunk — a mobilisabb fehérjék is megbonthatok, egy masutt nem tapasztalt
frakciot eredményezve.

A savofehérjék denzitogramjaibél lathat6, hogy az alkalmazott enyhe melegi-
tés hatasara (amely a kazeinfehérjéket nem befolyasolta), a savofehérjék egy része
denaturalddott, igy a modszert mint el6készitési technikat esetiikben el kell vet-
nunk. A masik két vizsgalt eljaras, nevezetesen az ecetsavval vagy sésavval tor-
ténd kazeinlecsapas utan nyert savofehérjék elfogramjai, illetéleg denzitogramjai
Iényegileg nem kuldnbdztek egymastol, a két eldkészitési modot egyenld értékiinek
fogadhatjuk el.
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