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A fehérjék sajatsagainak, viselkedésének ismerete dénté fontossagi minden
élelmiszerfeldolgozasi ~ mddszer szempontjabol. Az élelmiszerek strukturalis
fehérjéinek valtozésai atapértékre és az érzékszervi minéségre eﬂyarént kihatnak.
A korszer( élelmiszerfeldolgozasi modszerek arra térekednek, hogy a nem Kkiva-
natos fehérjevaltozasokat csokkentsék, a kivanatosakat pedig fokozzak. EIméleti
és gyakorlati szempontbdl egyarant fontos tehat az élelmiszer- és mikrobafehér-
jék, illetve enzimek sajatsagainak és e makromolekuldk valtozasainak vizsgalata,
mert tudomanyosan megalapozott, optimalis eredményt adé technolégiak kidol-
gozasa csak ilyen ismeretek alapjan lehetseges.

A tovabbiakban az élelmiszerfehérjék egyik legkorszer(ibb vizsgalati mdd-
szerével, az akrilamid-gélelektroforézissel foglalkozom.

A modszer elvi alapjai

A fehérjék elektromos toltése —a kozeg pH-jatél figgéen — pozitiv vagy
negativ, igy elektromos erétérben az andd vagy a katdd felé vandorolnak. A fe-
hérjekomponensek vandorlasi sebességét a komponensek nett6 téltése adja meg.
Ily modon egy fehérjekeverék komﬁ)onensei egymastol elvalaszthatok és vandor-
lasi sebességuk alapjan karakterizalhatok. (Ezt az elektromos er6térben bekdvet-
kezd vandorlast nevezzik elektroforézisnek.)

A gyakorlatban azok az elektroforézises mddszerek terjedtek el, melyeknél
a keverekek szétvalasztasa valamilyen hordozoanyagon torténik (zona-elektro-
forézis). Hordozoul fleg ?apirt, keményitd- és agargelt alkalmaztak, Gjabban
egyre inkabb el6térbe kerlil az akrilamid-gél hasznalata.

A poliakrilamid Shaw (1) szerint szdmos el6nyds tulajdonsaggal rendelkezik
a tobbi hordozoanyaggal szemben:

A gélkoncentracionak 3—30% kozotti valtoztatasaval a térhalésodas mér-
téke szabélyozhatd, s ezaltal egy tin. molekuléris szintahatdssal érhet el az
optimalis elvalasztas. Ez azt jelenti, hogy pl. a 7,5% akrilamid koncentraciéju
gél atlagos pdrusnagysaga 50 A, a 30%-0sé atlagosan 20A.

il Mivel kémiailag jobban definialt, a gélstruktirat is jobban lehet reprodu-
alni.

Az elektroozmozis jelentéktelen.

Az adszorpci6 elhanyagolhaté, még pozitiv toltési molekulak sem adszor-
bealddnak.

A pufferoldat szélesebb tartomanyban hasznalhatd.

A ¢él teljesen atlatszo.

* A Budapesti Fels6foka Elelmiszeripari Technikum 111, Tudomanyos Ulésszakan*
1970. aprilis 13-4n elhangzott el6adés.
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A szétvalasztas sokkal rovidebb ideig tart.

A gél szivésabb, hajlékonyabb és kénnyebb kezelni.

A poliakrilamid gélelektroforézisnek keét valtozata van: az egyiknel a gelt
lapok formajaban, a masiknal rudak alakjaban készitik el. Ez utobbit nevezik
,disc” elektroforézisnek. A tovabbiakban errdl lesz szob.

Készilékek

Az 1 &bra a ,disc” poliakril-
amid-gélelektroforézis sematikus
rajza. A késziilek konnyen elkészit-
het6 hazilag is. Felul es alul latha-
tok a puffertartalyok, ebbe meril-
nek az elektrédok. A két puffertar-

mintagel tél{t livegcsovek kotik ©ssze, me-

alatétgél lyek a gelt tartalmazzak. (Az abran

) . csak egy lathatd.) A csvek a kozép-

elvalasztogel  nonttol (az ott elhelyezett elektro-

puffer doktdl) e?yforma tavolsagra helyez-
kednek el azért, hogg minden ~ gél
azonos potencialkilénbségnek legyen
kitéve.

Gélkészités

A ¢él alapanyaga akrilamid (CH, = CH- CO—NH,) és N—N’ metilén-
bisacrilamid (CH2 = CH- CO- NH-CH2-NH-CO-CH-CH2 rendszerint
95:5 sulyaranyl elegye. E komponenseket pufferban oldjak; ezenkivil kataliza-
torként 0,1-0,3% N, N, N’, N’-tetrametiléndiamint vagy /?-dimetil-amino-
propionitrilt és 0,1 —0,3% ammoniumperszulfatot, mint iniciatort adnak hozza.
Egy masik valtozat szerint az ammoniumperszulfat helyett a polimerizaciot
fotokémiai Uton segitik el6 az oldat fluoreszcens lampaval torténd besugarzasa-
val. A katalizator koncentracidjat ugy célszerli megvalasztani, hogy a kocsonya-
sodas az oldatok elegyitése utan 10—30 percen belil torténjen meg; sem az ennél
rovidebb, sem az ennél hosszabb id6 nem el6nyds a gélstruktdra kialakulasara
[Maurer (2)].

A géloszlopok el6keszitésére €s a szétvalasztando mintak felvitelére Kilon-
b6z6 modszereket dolgoztak ki. Az egyik valtozat szerint egy-egy cs6ben harom-
féle gélréteget készitenek. Az elsé gelrétegen fog majd a tulajdonképpeni szét-
valasztas torténni, a masodik tartalmazza a mintat, a kett6 kozott helyezkedik
el a harmadik, az un. ,alatét” gél. A mintagel és az alatétgél kisebb koncentra-
cioji (nagyobb poérusméretd), mint az elvalaszto gél és komponenseik Kkisebb
ionerésségl és mas pH-ju pufferban vannak feloldva. Ezéltal a mintakomponen-
sek a felso rétegen gyorsan atvandorolva érik el a szeparal6 gél fels6 hatarat, ott a
nagyobb gélkoncentracié kovetkeztében lassabban képesek csak tovabbhaladni,
ezert 6sszetomorilnek mintegy 1 mm-es rétegben. Ez az oka, hogy éles szétva-
lasztést lehet igy elérni.

A géloszlop elkészitésének és a mintak felvitelének ennél egyszer(ibb madd-
szere az, melynél csak egyetlen géloszlopot allitanak el6 —az elvalasztast végz6
gélt — e folé a cs6be kb. 1 cm magassagban puffert ontenek, majd a csoveket a

észlilékbe helyezve a puffer ala rétegezik a vizsgaland6é anyagot. (A minta s(-
riibbé tételére cukrot alkalmaznak.)
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Ezzel a mddszerrel is tomorulést érnek el, éles az elvéalasztas, mert a fels6
rétegben nagyobb a mobilitas. EIGnyds ez a technika azért is, mert a gél szennye-
z8desei —mint a perszulfat ionok —egy el6zetes elektroforézissel eltavolithatok.
Az elektroforézist altalaban 100 V korili fesziiltségen kb. fél 6raig végzik.

Festés

Ezutan a csovekbdl a géleket eltavolitjak és rendszerint festéssel, pl. amido-
feketével teszik a fehérjéket lathatova. A fehérjét nem tartalmazé részek festék-
mentesitése a gélek ismételt hig ecetsavas kimosasaval, vagy Ujabb elektroforé-
zissel —puffer helyett hig ecetsavat tartalmazva —torténhet.

A szétvalasztott komponensek - szamuk lehet 20-30 is — korong alakd
zbénaban heliezkednek el a gél egész hossza mentén. Az elvalas ol?/an éles, hogy
az egyes frakcidk vastagsaga, ill. a frakciok egymastdl valo tavolsaga gyakran
még az 1 mm-t sem éri el.

A kvantitativ értékelés torténhet naﬁy feloldoképességli denzitométerrel,
va%%/ ﬂ?y, hogy a gélt vékony szegmensekre szeletelik, mindegyik szegmenset
pufferoldattal eldorzsélik, igy kilon-kildn meghatarozzak a festékfelvétel mér-
tékét (pl. fotométerrel) vagy az enzimatikus aktivitast.

Az elektroforézis alkalmazasa

Az akrilamid-gélelektroforézis nem régi modszer. Alig 10 esztendével ez-
el6tt irtdk le elészor Raymond (3), valamint Ornstein és Davis (5). Azéta az
orvostudomanyi kutatasokban (f6leg klinikai laboratériumi diagnosztikai céllal)
és a biokémiai kutatdsokban alkalmazzéak leginkabb.

Kisebb szamban térténtek mar kisérletek élelmiszerfehérjék vizsgalatara is,
melyeket a fehérjespecifikussag miatt fel lehet hasznalni fajtaazonositasra, ha-
misitas kimutatéséra stb.

igy pl. a kozelmultban Freimuth és
Krause (6) kozolte tehéntejnek kecske-
tejjel  tortént hamisitas-kimutatasat.

Ezzel foglalkozik Dance (7) hasonlo
targyd kozleménye is.

Izomfehérjékkel foglalkozott Cohen

(8), vizsgélva sonka fehérjéinek valto-
zasat a tarolasi id6 és hdmerséklet fligg-
vényében. Két New Jersey-beli kutato:
Maier és Fischer (9) csirkehls fehérjéi-
nek postmortalis véltozéasaival foglal-
kozva a vizoldhatd extraktban fedezett
fel olyan komponenseket, melyeknek
intenzitasa a hdsok taroldsa kozben no-
vekszik.

Tojasfehérjék mennyiségének meg-
hatdrozasat vizsgalta szaritott tészta-
bél Silano (10).

A gKUmblcs'ok fehérjéinek jellegze-
tes elektroferogramjairél szamol be
Clements (11), mint azt az alma, korte,
narancs, banan és avokato-korte vizs-
géalatai  bizonyitottdk. Az ausztriai
Seibersdorf  kutatointézetében Radola



(12) és munkatérsai sz6l0fajtak fehérjéit vizsgalva megallapitottak, hogy a
madszer fajtaazonositasra kivaldan alkalmazhato.

A 2. dbran harom sz6l6fajta: Veltelini, Burgundi és Szilvani denzitométerrel
nyert gorbeit lathatjuk (Radola utan).

Megallapitottak azt is, hogy gélelektroforézissel Iényegesen tobb frakciot
lehet kapni, mint paplrclektrofore2|ssel (6—12, ill. 20).

Blzaliszt fehérjéket vizsgalt Nimmo és munkatarsaival (13) kutatta azt,
hogy a buzaliszt globulin-komponensében milyen aranyban van purationin.
(A purotionin bakteriosztatikus hatast buzafehérje, nagyobb mennyiségben
gatolja az éleszt6sejtek novekedését és megakadalyozza a tészta kelését.

Narayan és munkatéarsai (14) bdzaliszt proteinek kilénbozé pH-n torténd
elvalaszthatosagat vizsgaltak. Az indiai Sastry és Virupaksha (15) koles fehérjéi-
nek szétvalasztasat végezte el a modszer segitségével.

Kisérletek

Az elektroforézist a KEKI-ben levé belga g%artmanyu ACRILOPHOR
elnevezésii készuléken végeztiik. A késziléket a 3. abrdn mutatjuk be.

F6 részei: a két puffertartaly, az elektrédok, valamint a csévek (6 mm atm.,
50 mm hossz(), melyekbél egyszerre 8 |IIesztheto a felsé tartaly nyilasaiba. A ké-
szlilékhez egy 50 mA max. a.ramer6sségli feszlltségstabilizald tartozik. A feszilt-
séget 0—240 V-ig lehet szabalyozni.

3. abra 4. 4bra

A 4. dbra tej, tojasfehérje és marhaszérumalbin gélelektroferogramjai.
A tejbdl és a tojasfehérjébdl higitatlan allapotban vizsgaltunk 10/d-nyit, a marha-
szérumalbin 1%-os oldatabol vittink fel ugyanannyit.

Az elektroforizaias 8,5 pH-ju Tris-glicin pufferkeverékben tortent. (TRIS:
2-amino-2-hidroximetil-1,3-propandiol) 8 ?elcsovel 45 percig 80 Volt, majd
tovabbi 20 percig 160 V tapfesziiltség mellett. Festés 2%-0s ecetsavban oldott
amidofeketével,

A tojasfehérjébdl hat fehérjekomponenst sikerllt egymastol jol elkuloniteni.
A marhaszérumalbin (Browning Chemical Corporation, USA gyartm.) sem ho-
mogén, legalabb négy komponensre kilénil, noha vekonyreteg gélfiltracioval
homogénnek mutatkozott,

A kovetkez6 két abran buzabdl késziilt kivonatok elektroferogramjait lat-
hatjuk.
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A buzafehérjék kinyerése Ugy tortént, hogy a légszaraz Bezosztdja fajtaju
bizab6l NDK dtd'malommal 3 perces apritdssal nyert anyagot szemcseoszta-
lyoz6 szitasorozaton atszitdlunk és a 0,63 és 1,0 mm kozotti lyukbd'ségl szitak
kozott fennmaradt (a héjrészeket is tartalmazo) frakciobdl a proteineket Boundy
és munkatarsai (16) modszere szerint vontuk ki.

20 g 6rleményt 100 ml oldészerrel szuszpendaltunk, eg?/ oraig razattuk,
majd ,,Laborfug” sz6gcentrifugan 20 percig teljes fordulattal centrifugaltuk.
A killepitett anyagot Gjabb 50 ml-nyi olddszerrel ismét razattuk, centrifugaltuk,
és a szupernatansokat egyesitettik. . »

Oldoészeril sorjaban: az albuminok kivonéséra desztillalt vizet, a globulinok
kinyerésére 0,5 NaCl-ot, a prolaminokéra 70%-0s etanolt és a glutelinekére 0,1 n
NaOH-t hasznaltunk. Albuminok és globulinok egyittes kivonasara 6,7 pH-ju
0,10/%-?(5 foszfat - 1m NaCl-ot, illetve 0,1 n ecetsav - 0,5 m NaCl elegyét alkal-
maztuk.

Az oldhatésdguk szerint ily mddon elvalasztott fehérjéket besdritettik:

az extrakt 10 ml-ét Sartorius gyartmanyu talnyomasos ultrasz(rd késziilékbe
vittik és 14 atm. nyomas( nitrogént vezettiink az oldat folé. Az ultrasz(iré
oOrusnagysaga olyan volt, hogy a 10 ezernél nagyobb molekulasilyd anyagokat
enntartotta, a kisebb molekulastlyd anyagok a vizzel egyitt atpréselheték vol-
tak a membranon. A membransz(irén maradt anyagot kevés vizzel kis fiolakba
mostuk at gy, hogy a vegtérfogat 0,5 ml volt. (A bes(rités mértéke a bliza
extrakthoz képest tehat husszoros volt.) A szlrlet fehérjementességét szulfo-
szalicilsavas reagenssel ellendriztiik.

Ebb6l a szdrletbdl 10 /d-t vittiink fel a poliakrilamid gélre. A start (felvitel)
helye nyillal van jeldlve. A vizoldhat6 frakcidbél (albuminok) 7 -8 komponenst,
a sooldhat6bdl 5-6-ot (globulinok), az etanol oldhatobdl (prolaminok) 3 —4-et,
az acetat oldhatobol (szintén albuminok és globulinok) 8-10 komponenst sike-
rilt egymastol jol elkuloniteni (5. abra).

Vizsgéltuk buzafehérjéknek nedvesités hatdsara bekovetkezd valtozésat is.

start

5. abra 6. acra
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6. abrank kétféle légszaraz, 20%-0s nagy nedvességtartalomra blzamint3
fehérjéinek gelelektroferogramjait mutatja. Az extrakcio a nedvesités utan 2
nappal tortént. Lathatd, hogy vaiészinlileg a nedvesités hatasara megindulo
biokemiai folyamatok kovetkeztében a nagy nedvességtartalomra beallitott
bazamintak szamos fehérjekomponense jelent6sen eltérd mobilitast mutatott.

A hosszabb ideig tartd nedvesités hatdsanak vizsgélata, valamint e véltoza-
sok a buzaban levé egyéb anyagok, pl. szabad aminosavak valtozasaival vald
Osszefiiggésének felderitése tanszeki kutatdsi munkank keretében még folyik.

A KEKI eszkozeinek haszndlati engedélyéért kdszonetét mondunk az
intézet vezet@ségének. A kisérleteknél adott technikai segitségért Udvardy
Lujza laborénsnak tartozunk koszonettel.
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MPUMEHEHVE AKPUNAMWNA-TENNIEBOIO 3/IEKTPO®OPE3A
B VCMbITAHNAX BEJTKOB MULWEBbBLIX MPOAYKTOB

. dapka

ABTOp 03HAaKOMJISIET NPUHLMNMANbHLIE OCHOBbI aKpUIaMuA-reneBooro anek-
Tpodhopesa, MPeMMyLLecTBa ero MPUMEHeHUs 1 NpUoOPbl NPUMEHSEMbIX B 60/b-
LUMHCTBE C/lyyaeB. 3aHMMAeTCs Crocobamy W3roTOBNEHWS Tensl, HaHeCEHWeM 06-
pasuoB, MeTodaMV OKpPalLUMBaHWs, BO3MOXHOCTbSIMW KOSIMYECTBEHHOM OLIEHKM.
[aéT 0606LieHNe NMTEpaTyp 3aHUMAIOLMXCH MWCMbITAaHUAMM 6eNKOB  MULLEBbIX
MPOAYKTOB TefieBbIM 3/1eKTPOGOpe3oM. B KOHLIe 03HaKOMASET UCMbITAHUSA FeneBbiM
anekTpogope3oMm 6efka, anbbyMUHA CbIBOPOTKM FOBSDKEro msca U 6enKoBbIX
(hpakumii  NweHuLsl NpoBefeHHbIX npubopom ACRILOPHOR  6enruiickoro

Mpon3BoACTBa.

ANWENDUNG DER ACRYLAMID-GELELEKTROPHORESE
BEI DER UNTERSUCHUNG VON PROTEINEN DER LEBENSMITTEL

J. Farkas
Verfasser beschreibt in seiner Arbeit die prinzipiellen Grundlagen der

Acrylamid-Gelelektrophorese, die Vorteile ihrer Anwendung und den zumeist
gebrauchlichen Apparat. Er befasst sich mit den verschiedenen Arten der Zubcrei-
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tung des Gels, dem Auftrdgen der Proben, den quantitativen Auswertungmdog-
lichkeiten. Er gibt eine Zusammenfassung der Literatur tber die Untersuchung
der Proteine von Lebensmitteln mittels Gelelektrophorese. Schliesslich beschreibt-
er seine diesheziglichen Untersuchungen von Milch, Eierprotein, Rinder-
Serumalbumin und Weizenmehlproteinfraktionen mit dem belgischen ACRI-
LOPHOR Apparat.

UTILISATION OF ACRYLAMIDE GEL ELECTROPHORESIS IN FOOD
PROTEIN STUDIES

J. Farkas

An account is given of the theory of acrylamide gel electrophoresis, its advan-
tages and the most fregently used apparatus. The methods of gel preparations,
the applications of the sample, dying procedures and the possibilities of quantita-
tive evaluation are dealt with. A review of food protein studies by gel electro-
phoresis is given. Finally the gel electrophoresis experiments carried out in the
Belgian made apparatus ,,Acrylophor” on milkprotein and albumen as well as on
beaf serum albumine and wheat protein fractions are detailed.

UTILISATION DE L’ELECTROPHORESE DANS DES GELS D’ACRYLA-
MIDE AFIN D’ETUDIER LES PROTEINES ALIMENTAIRES

J. Farkas

L auteur décrit les principes théoriques de I’électrophorése en gel d’acryla-
mide, les avantages de son utilisation et I'appareil le plus répandu. Elle traite
également des méthodes de la préparation du gel, de I’application des échan-
tillons, des méthodes de coloration et des possibilités de la mise au point quantita-
tive.

Une revue est donnée sur les examens des protéines alimentaires par I’électro-
phorese en ged. Enfin on publie les résultats des expériences d’électrophorése en
gel effectuées dans I'appareil beige Acrylophor avec du lait, du blanc d’oeufs,
de I'albumine du sérum bovin et des fractions de la protéine du froment.
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