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1. BEVEZETES

Az ¢élelmiszeripar az egyik legfontosabb ipardg, egy olyan komplex rendszer, mely magaban
foglal szdmos iparagat, tobbek kozott a husipart, tejipart, malomipart, édesipart ¢és
konzervipart. Legfobb feladata, hogy az embereket megfelelé mindségii és mennyiségii
¢lelmiszerrel lassa el, és ennek érdekében ) mddszereket, technoldgiai eljardsokat fejlesszen
ki. A megtermelt ¢élelmiszert tartositasi eljarasnak kell alavetni, annak érdekében, hogy
megfeleld mindségben érjen a fogyasztohoz. Szamos tartdsitasi modszert dolgoztak ki. Ilyen
példaul a hokezelés, fagyasztas, tartdsitoszer adagolas, és kiilonféle csomagolasi modszerek
sth., azonban ezek koziil a tobbség jelentésen befolyasolja a friss élelmiszer fizikai vagy
kémiai allapotat. Célunk, hogy az élelmiszereket a lehetd legkevesebb behatasnak tegyiik ki,
de emellett ¢élelmiszerbiztonsagilag megfeleléek maradjanak, mivel napjainkban egyre
nagyobb igény mutatkozik minimalisan feldolgozott, kivaldé mindségii és mikrobiologiailag
stabil élelmiszerek irant. A nagy hidrosztatikus nyomaskezelés (HHP: High Hydrostatic
Pressure) egy olyan igéretes eljaras, mely ezeket a tulajdonsagokat 6tvozi. 1895-ben Roger
altal tett felfedezés - mely szerint a magas nyomads inaktivalja a baktériumokat - tette lehetové
technologia kifejlodését (Roger,1895).

Kisérleteim soran a nyomaskezelésnek a friss hiisra és a vérre kifejtett hatasait vizsgaltam. A
kutatas soran foként fehérjeszerkezeti, fizikai és modszertani vizsgalatokat folytattam.

A vér egy olyan ipari melléktermék, melynek magas az asvanyi anyag és fehérjetartalma. Az
Osszetevok felhasznaldsdhoz el6szor a beérkez6 mellékterméket mikrobiologiailag
biztonsagossa kell tenni. A nyomaskezelés erre alkalmas lehet, azonban elengedhetetlen, hogy
megvizsgaljuk, hogy a vér milyen fizikai és kémiai valtozdsokon megy keresztiil a
nyomaskezelés hatdsara. Mivel ez a teriilet az élelmiszeripar egyik kevésbé kutatott teriilete,

ezért dolgozatomban erre fektettem nagyobb hangsulyt.



2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1 A HUS OSSZETETELE, HUSFEHERJEK

Az emberi szervezet szamara elengedhetetleniil fontosak a fehérjék. A folyamatos
sejtmegujulas végett taplalékunknak jelentés mennyiségben kell tartalmaznia fehérjéket,
aminosavakat. Az allati eredetli taplalékok, mint példaul a tojas és a hus a teljes értéki, un.
komplett fehérjékhez tartoznak, az emberi szervezet szdmara optimalis aminosav tartalmuk
alapjan. (Kosary, 2014) Kimondhatjuk tehat, hogy az allati eredetli élelmiszerek
taplalkozastani szempontbol meghatarozé szerepet toltenek be. Az élelmiszeripar szadmtalan
eljarast fejlesztett ki a hiisok és hustermékek eldallitasara, feldolgozasara. Az ipar szaméra az
allati szovetek koziil a legfontosabbak az izomszovetek, kotd- ¢€s tdmasztoszovetek,
hamszovetek, idegszovetek és a vérszovet. (Gasztonyi ¢és Lasztity, 1993) Az
¢lelmiszeriparban hus alatt az izomszovetet értjiik, azonban tisztaban kell lenniink azzal, hogy
a huas tartalmaz ezenkiviil zsirszovetet, inszovetet, kotdszovetet, €s egyes esetekben
csontszovetet is. (Kosary, 2014) Az izomszovet jelentOs részét adjak a harantcsikolt izmok,
melyek izomkotegekbdl allnak. Az izomkotegeket felépitdé izomnyalabok pedig
izomrostokbdl épiilnek fel. A harantcsikos izomsejt vazlatat lathatjuk az 1. abran, ahol
megfigyelhetjiik az izomrostot felépitd ismétlodo alegységeket a szarkomereket.
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1. abra. Harantcsikos izomsejt vazlatosan (Fehér, 2000)

A vagoballatok izomszdvetének atlagos Osszetételét szazalékban az 1-es tablazatban lathato.
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1. tablazat. Vagoallatok izomszovetének atlagos Gsszetétele (Gasztonyi €s Lasztity, 1993)

Osszetevok % %

Viz 75,50

FEHERJE 18,00
Miofibrilliumok miozin, tropomiozin,

troponin, és —aktinin

M-fehérje 7,50

aktin 2,50
Szarkoplazma miogén, globulinok 5,60

mioglobin 0,36

hemoglobin 0,04
Szarkolemma citokréom C 0,002
Ko6tdszovet és egyéb elasztin, kollagén és egyéb,

nem oldodo 2,00

ZSIR 3,00

NEM FEHERJE, NITROGENTARTALMU VEGYULETEK 1,57
Kreatin 0,55
Inozin monofoszfat 0,30
Di- és trifoszfo piridin
nukleotidOS °pind 0,07
Szabad aminosav 0,35
Karnozin és anszerin 0,30

SZENHIDRAT 0,28
Glikogén 0,10
Gliko6z-6-foszfat 0,17
Gliikoz 0,01

VITAMINOK, SZERVES SAVAK,

EGYEB SZERVES VEGYULET 1,00
Tejsav 0,90
_Vitamino_k, egyéb 0.10
intermediedek ’

SZERVETLEN ALKOTORESZEK 0,65
Foszfor 0,20
Kalium 0,35
Natrium 0,05
Magnézium 0,02
Egyéb szervetlen 0,03




A husfehérjék harom legnagyobb csoportjat adjadk a miofibrillaris, szarkoplazma ¢és a
szarkolemma fehérjék. A miofibrillumok, mint példaul a miozin, troponin, aktin, M-fehérje a
szarkoplazma fehérjék vizben ¢€s hig s6oldatban oldodnak, és szamos kiemelten fontos fehérje
tartozik hozzajuk. Ilyen a mioglobin, és a hemoglobin.

A mioglobin adja a hus szinét, ezért €lelmiszeripari szempontbol 1ényeges. A mioglobin a hus
Osszes pigmentjeinek 90%-at teszi ki, mig a hemoglobin a 10%-at (Gasztonyi és Lasztity,
1993). A mioglobin olyan globularis fehérje, amely képes megkotni és elengedni az oxigén
molekulajat. Vas(I)-t tartalmaz6é hem csoportbol és egy polipeptidlancbol all. A mioglobin
oxigénaffinitasa jelentden nagyobb, mint a hemoglobiné (Patkds, 2007). A mioglobin gyakran
megtalalhatd harom kiilonb6zé formaban, ilyen a dezoximioglobin, oximioglobin és a
metmioglobin. A friss hus szinét a harom pigment relativ ardnya és eloszlasa hatdrozza meg.
A harom pigment atalakuldsara hatassal lehetnek a kornyezeti tényezok, mint példaul a
hémérséklet, relativ nedvességtartalom és a fény (Gao et al., 2014). Kutatasok bizonyitottak a
mioglobin ¢és a lipidoxiacid kozotti kapcsolatot is (Faustman et al., 2010). A hus felszinén

végbemend mioglobin 4talakulasokat mutatja be a 2. dbra (redox rendszerek).

DEZOXIMIOGLOBIN
DMb-Fe ™ Ny

i 4

nagyon alacsony METMIOGLOBIN

<1 > parcialis nyomds (Oz) MMb- Fe ***

1. (Oxigén telités)
2a. (Oxidicié)
2b. (Oxidicié)
3. (Redukcio)
4. (Karboximioglobin képzidés)

OXIMIOGLOBIN
OMb- Fe ™*

2. abra. Mioglobin atalakuldsa (Mancini és Hunt, 2005)

A hus szinét a mioglobin mellett a hemoglobin is befolyasolja. A hemoglobin a
gerincesekben, a vorosvértestekben (eritrocitakban) talalhato, és foként az oxigén szallitasaért

felelés (Patk6s,2007). A hemoglobin négy hemje - amely vas(l1)-t tartalmaz - képes megkotni
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egy-egy oxigén molekulat, és igy kialakul az oxihemoglobin. Abban az esetben, amikor a vas
kotéhely betoltetlen marad, dezoxihemoglobinrél beszélink (Richards et al., 2002).
Taplalkozéasbiologiai szempontbdl elmondhatd, hogy a hem vas konnyebben szivodik fel,
mint a nem hem forma, melyek féleg novényi forrasokbol szarmaznak (In et al., 2002). Az
allati eredetii termékek fogyasztidsa elOsegiti a szervezet optimalis vashaztatasanak

kialakulasat.

A hus szinének kialakulasaban és valtozasaiban tobb tényezo is szerepet jatszik. A fehérjéken
kiviil a husban kiilonb6z6 bioldgiailag aktiv komponensek is talalhatok, melyek egyrészt az
egészség meglrzo taplalkozas szempontjabol, masrészt a his mindsége szempontjabol is
fontosak. Ezek kozé tartoznak az imidazol dipeptidek, mint példaul a karnozin és az anszerin
(Szerdahelyi, 2000).

A karnozinnak tobb eldnyds tulajdonsaga is ismert. Bizonyitottan segit a hlsok
szinvaltozasanak megel6zésében példaul: daralt sertéshusnal (Kansci et al., 1997). A karnozin
egy olyan dipeptid, amely antioxidans tulajdonsagokkal bir, és szdmos eljarasnak jol ellenall.
Kisérletek bizonyitjak, hogy a fagyasztds, hokezelés és fagyasztva szaritds sem okoz jelentds
soran megfigyelték, hogy 1% karnozin tartalom gatolta a metmioglobin kialakulasat (Bekhit
et al., 2004). Ezen adatok ismeretében méréseink soran indokoltnak tartottuk a
karnozintartalom mérését, annak érdekében, hogy megfigyeljiik a vegyiilet viselkedését a

nyomaskezelés soran.

2.2 A VER OSSZETETELE ES FELHASZNALHATOSAGA

A vér olyan folyékony allapot sajatos kotdszovet, mely plazmabdl és benne szuszpendalt
alakos elemekbdl all (Gasztonyi és Lasztity, 1993). Funkcioi kozott talaljuk a viz, oxigén és a
tapanyagok szallitdsat azok felhasznaldsi helyeire, valamint részt vesz a kivalasztasi,
védekezési és kommunikacios feladatok ellatdsdban. Ha a plazmabdl eltavolitjuk a fibrinogént
megkaphatjuk a folyékony allapotd, halvanysarga vérsavot, mas néven szérumot. A
plazmaban 1évd vérsejtek, mint vordsvérsejt, fehérvérsejt és vérlemezkék részt vesznek a
szervezet homeosztazisanak fenntartdsidban. A marhavér Osszetételét a 2. tablazatban

lathatjuk.



2. tablazat. Szarvasmarhavér 6sszetétele (Gasztonyi €s Lasztity, 1993)

Osszetételi jellemzo Szarvasmarha
(%) Vér | Szérum Vorosvérsejtek

Nedvesség 80,90 91,40 59,20
Széarazanyag 19,10 8,60 40,80
Ossz. Fehérje 17,30 7,30 38,00
Hemoglobin 10,30 - 31,60
Cukor 0,07 0,10 -
Natrium 0,37 0,43 0,22
Kalium 0,04 0,03 0,07
Vas 0,035 - 0,120
Kalcium 0,006 | 0,012 -
Magnézium 0,003 0,004 0,002
Klor 0,31 0,37 0,18
Foszfor 0,04 0,03 0,07
Koleszterin 0,19 0,13 0,34
Lecitin 0,24 0,17 0,37

A husiparban jelentds mennyiségt vér keletkezik, mint melléktermék. A vérfehérjék egy
részEt a husipar hasznalja fel, mint ¢élelmiszer 0sszetevot ugymint természetes szinezOanyag,
emulgaloszer vagy zsirhelyettesitd. Mégis a melléktermék feldolgozasban a vér jelentds
része, és a vérben 1évo kortilbeliil 18% fehérjének nagy része jelenleg kihasznalatlan (In et
al.,2002). Szamos orszagban a vért kornyezeti veszélyek csokkentése végett energiaigényes és
koltséges eljarasokkal semmisitik meg, elesve ezzel az értékes fehérjeforrastol. Tovabba a
vérben 1évé hem fehérje a hemoglobin, alkalmas lenne a vashiany kialakuldsanak
megelézésére, jO felszivodasa végett. A celluldris vordsvérsejt frakcioja képezi a sertésvér
40%-at. A hemoglobin alkotja a vorosvérsejt frakcidjanak 95%-at (szaraz tomegre vetitve),
ami jo taplalkozasi és funkcionalis tulajdonsagokkal bir (Toldra et al., 2008).

A vér feldolgozasa a husipar egy fontos problémajara is részben megoldast nytjthat. Ez nem
mas, mint nitrit kivaltasa. A husipar szamara az egyik legnehezebb problémat az jelenti, hogy
a nitrit kivaltasara egy életképes alternativat taldljon. A nitrit pozitivan befolyasolja a hus
texturajat, szinét, iz&t és antimikrobas tulajdonsagokkal is bir. Kivaltasara csak olyan Osszetett
elegyek lehetnek képesek, melyek rendelkeznek a nitrit tulajdonsagaival. Az elegy egyik
javasok szinezéanyaga a CCMP (cooked cured meat pigment), melyet szarvasmarha és/vagy
sertés vorosvérsejtekbdl allitanak eld. Hasonld szinezé erdvel bir, mint a nitrit, viszont nincs

mutagén hatasa (Ofori és Hsieh, 2012).



A vagohidakrol érkezd vér mikrobioldgiai mindségét javitani kell, mieldtt azt hasznaljak, mint
¢lelmiszer Osszetevot (Toldra et al., 2004). A vért, amely az Osszes frakcidjat tartalmazza,
csak korlatozott mennyiségben adagolhatjuk élelmiszerekhez. A végtermék érzékszervi
tulajdonsagainak veszélyeztetése nélkiil a vér koriilbelil 0,5%-2,0%-ig adagolhat6. Ennek
értelmében a vért a tovabbi felhasznalhatosag végett frakcioira kell bontani. Szamos eljaras
van ennek a problémanak a megolddsara, azonban egyes kezelések nem koltséghatékonyak
vagy a létrejott terméknek soés és/vagy keserti izt kolcsondznek. Ismeretes olyan sikeres
eljaras, melynek soran a vérben 1évé globint elkiilonitik, és termékként egy fehér szinii, szinte
iztelen anyagot kapnak (papain €és natrium-hipoklorit felhasznalasaval) (Ofori és Hsieh,
2012). A sikeres eljaras dacara a vérben 1évé fehérjék kihasznalatlanok. Torekedni kell olyan

eljarasok, kezelések kifejlesztésére, melyet mind az ipar mind pedig a fogyasztok elfogadnak.

2.3 NAGY HIDROSZTATIKUS NYOMASKEZELES

A nagy hidrosztatikus nyomaskezelés egy olyan kiméletes eljards, melynek hatdsara az
¢lelmiszerben 1év6 mikroorganizmusok részben vagy teljesen inaktivalédnak. A kezelés soran
a termék organoleptikus tulajdonsagai csak kis mértékben valtoznak (Campus, 2010). A
hatdsmechanizmus soran a mikrobakban 1évé fehérjék denaturdlédnak (kovalens kotések
felbomlanak) és bekovetkezik a sejthalal (Morales et al., 2008). A vegetativ patogéneknél 2-4
log egység csokkenést figyeltek meg kiilonb6zd huskészitményeknél, melynek kovetkeztében
biztonsagosabb ¢lelmiszereket, valamint fokozott eltarthatosagot kaphatunk (Bajovic et
al.,2012).

A fogyasztoi preferenciakat a his szine szignifikansan befolyasolja, és ebbdl kifolyolag annak
a valosziniiségét, hogy a hust meg fogjak vasarolni (Claus és Du, 2013). Ezért fontos, hogy a
nyomaskezelés paramétereit optimalisan allitsuk be, annak érdekében, hogy a termék a lehetd
legkevesebb szinvaltozason menjen keresztiil. Tanulmanyok kimutattdk, hogy a hus
elszintelenedése szorosan kapcsolédik a mioglobin spontan valtozasahoz (Berkhit et al.,
2003). A kezelés hatasara a friss hisokban 1évé mioglobinban konformaciés valtozasok
mennek végbe, mint példaul a globin denaturacidja vagy a vasion oxidacidja, mely a hus
elszintelenedéséhez vezet (Toldra et al., 2008). Megfigyelték, hogy a HHP kezelés magas
nyomasértékeknél lipidoxidaciot okoz friss husok esetében, amely a mindség ¢€s az

eltarthatosdg csokkenéséhez vezet, azonban a lipidoxidaciot kiilonbozé antioxidansok


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0023643813004179#bib5

hozzaadasaval meg lehet el6zni (Bolumar et al., 2014). A marhahus esetében a lipidoxidacio
mértéke alacsonyabb a HHP kezelés hatasara (200 MPa-on) mint a csirke vagy sertés esetében
(Medina-Meza et al., 2013).

A vér nyomaskezelése ¢és annak felhasznalasa egy kevésbé kutatott téma. Kimutattak, hogy a
vér 400 MPa-on valo 15 perces kezelése jelentdés javuldst okozott a mikrobiologiai
mindségben, €s nem befolyasolta hatranyosan a szint vagy a fehérjék oldhatdsagat (Toldra et
al., 2004). A fehérje és viz rendszereknél, mint amilyen a vér, a HHP kezelés hatasara
gélképzodés 1éphet fel. A hemoglobin esetében megfigyelték, hogy a kezelési 1d6 befolyasolja
a gélszerkezetet (Dumoulin ¢és Hayashi, 1998). A 400 MPa feletti nyomas csokkenti a

sertésvér stabilitdsat, emulgeald tulajdonsagat valamint pH-jat (Parés és Ledward, 2001).

2.4 ELEKTROFORETIKUS MODSZEREK

A novényi és allati fehérjék és peptidek vizsgalatdban, izoldlasdban, azonositasaban ¢és
jellemzésében az elektroforetikus modszerek kiemelkedd jelentdségilieck (Szerdahelyi et al.,
1995). Az clektroforézis alapja, hogy az elektromos tdltéssel rendelkezé oldott anyagok
arammal 1étrehozott elektromos mezd hatdsidra elmozdulnak. A minta részecskéi lehetnek
elektrolitok vagy makromolekuldk is. A részecskék sebességét befolydsolja a részecske
tulajdonsaga, az elektromos tér, a részecske kornyezetében 1évé anyag ¢€s a hordozo
tulajdonsaga (Hajos és Idei, 2001). A molekuldk ionizaltsagi allapota a futtatd puffer pH-jatol
fiigg (Ludanyi, 2012). A hordozé tulajdonsdga alapjan tobbfajta elekrtoforetikus modszer
1étezik, ennek egyik fajtaja a poliakrilamid gélelektroforézis (PAGE), melyet a vizsgalataim
soran is alkalmaztam. A peptidek és fehérjek gélelektroforézissel vald elvélasztisa soran a
molekulak mérete és toltése egyarant szamit. A folyamat sematikus abrajat lathatjuk a 3.

abran.
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3. abra. A fehérjek elektroforetikus elvalasztasanak sematikus abraja poliakrilamid gélen

Forras: (www.bio-rad.com)

Az SDS-PAGE (natrium-dodecil-szulfat tartalmt gél, masnéven Laemmli-féle SDS-gél) egy
olyan elektroforézis modszer, melynek soran a fehérjéket molekulatomeg szerint valasztjuk
szét. Ez azért lehetséges, mert a fehérjemolekulakat az SDS negativ toltésfelhdvel vonja be,
igy elvesztik eredeti toltésiiket, és elsddlegesen csak molekulatomegiik szerint vandorolnak.

Az SDS hatasat figyelhetjiik meg a 4. dbran.

©0
sDs

crcr

Forras: (www.bio-rad.com)

Az izoelektromos fokuszalas (IEF) soran - mely szintén az elektroforetikus modszerekhez
tartozik - a fehérjék izoelektromos pontjuk alapjan valnak el, tehat ennél az elvalasztasnal pH
gradiensben lejatsz6do elektroforézisrdl beszéliink. A technika nem fiigg az elvalasztas

idejét6l, megbizhatd és jo felbontasti eredményt ad (Janosi, 2006). Az elektroforetikus
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modszereket a huskutatasban elsésorban idegen fehérjék kimutatasara, valamint az allatfajok
azonositasara hasznaljak. Ezenkiviil az izomfehérjéknek az egyes ipari technologiak hatasara
bekovetkez6, ¢€és a husmindséggel Osszefiiggd valtozdsainak  kimutatdsara é€s
nyomonkovetésénél is sikerrel alkalmazzak (Szerdahelyi, 2000). A kiilonb6z6 tipusu
fehérjékhez eltéré festési modszert alkalmazhatunk. Osszfehérjefestésnél kékfestést vagy
eziistfestést, specifikus festésnél pedig mioglobinfestést vagy vas-festést alkalmazhatunk. A

mioglobinfestés a hem fehérjékre specifikus, mig a vas-festés a nem hem eredetii fehérjékre.

2.5 KAPILLAR ELEKTROFOREZIS

Biologiai mintaknal elényds a kapillar elektroforézis haszndlata, mert magas az elvalasztasi
hatékonysaga, reprodukalhatd, nagy szelektivitassal bir, kevés minta elegendd, valamint a
beinjektalas eltt minimalis a minta elokészitése (Zinellu et al., 2011). Az eljaras lényege,
hogy a pufferrel t61tott kapillarisban a minta komponensei a tomeg/toltés arany kiilonbségbol
adodo, latszolagos mozgékonysagukban mutatkozé kiilonbség alapjan valnak el. A mintak
heterogenitasabol adodo kiilonbségek miatt a részecskék mas sebességgel vandorolnak, igy
vandorlasi idejiik eltérd, és igy elkiiloniilve érnek a detektorhoz (Idei és Hajos, 2001). A
kapillar elektroforézisben sokféle detektalasi modszert alkalmaznak, ilyen példaul a lathato
(VIS)-, ultraibolya (UV)-, fluoreszcens vagy 1ézer fluoreszcens stb. A legtobbet alkalmazott
és legelterjedtebb az UV detektalas (Hajos, 1993). A rendszer hdmérséklete automatikusan

szabalyozott. A kapillar elektroforézis rendszer sematikus abrajat az 5. abran lathatjuk.

termosztat egység detektor
=== I
I
1
1
[] - roa
- kapillaris nagyfesziiltségii ]
; Pt-Ir tapegység J
i elektréd Ptr
' +- 30 kv elektréd
: oV
1
i
: |
minta bemeneti kimeneti
(inlet) puffer (outlet) puffer

5. abra. Kapillar elektroforézis rendszer sematikus abraja

(Forras: http://gytk.sote.hu)
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2.6 FEHERJEDENATURACIOS VIZSGALATOK

A fehérjedenaturacios (DSC) vizsgélatok soran a minta és a referencia kozotti hdaram-
kiilonbséget regisztraljuk. A mérési jel az elnyelt vagy a megjelent energia milliwattban
(mW). A vizsgalat képes az exoterm ¢és endoterm folyamatok meghatdrozasara, valamint
kozvetleniil tudja kdvetni a fehérjedenaturacios folyamatokat (Dergez et al., 2006). A DSC
rendszer stabil, mely azonos bedllitdsi paraméterek mellett a biomolekuldkndl egyedi
mintazatot eredményez. Human gydgyaszatban onkologiai célokra egyre gyakrabban
alkalmazzak, mivel fehérjékben a termodinamikai fazisatalakulasok jol kovethetéek (Zapf et
al., 2011). A DSC gorbék kiértékelésekor a csucsok alakja és homérséklete az anyagok

azonositasara, mig a gorbe alatti teriilet a mennyiségi értékelésre hasznalhato fel.
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3. CELKITUZESEK

Téplalkozastani szempontbol az egyik legfontosabb élelmiszer 0sszetevok a fehérjék, azonban
a technologiai folyamatok befolyasolhatjak szerkezetiiket és tulajdonsagaikat. Kisérleteim
soran célomul tiiztem ki, hogy megismerjem a nagy hidrosztatikus nyomaskezelés hatasait a
has- és vérfehérjékre. A nagy hidrosztatikus nyomaskezelés alkalmas lehet az élelmiszerek
eltarthatosdganak novelésére, azonban tisztaban kell lenniink a kezelés hatdsara bekovetkezd
valtozasokkal, valamint azzal, hogy oxidacido vagy denaturacié jatszodik-e le a folyamat

soran. Ezen valtozasok megismerése céljabol az alabbi feladatokat tliztem ki célul:

e Marhahts és kiilonb6z0 vérmintadk nagy hidrosztatikus nyomaskezelése, ¢és a kezelés

hatasara bekovetkez6 szinvaltozas nyomon kovetése.

e A hus- és vérfehérjék valtozasainak megfigyelése poliakrilamid gélelektroforézis

valamint izoelektromos fokuszalas segitségével.

o Vérfehérjék  termodinamikai  fazis  4atalakuldsainak  nyomon  kdvetése

fehérjedenaturacios vizsgalatok elvégzésével.
e A hus szinét és mindségét befolyasold imidazol dipeptidek tartalménak (karnozin és

anszerin) a nyomaskezelés hatadsara bekovetkez0 mennyiségi valtozasainak kovetése

kapillar elektroforézis vizsgalattal.
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4, ANYAGOK ES MODSZEREK
4.1 KISERLETEK HELYE

A kisérleteket a Budapesti Corvinus Egyetem Elelmiszertudomanyi Karanak Hiit6- és
Allatitermék  Technolégia  Tanszékének  laboratoriuméaban, valamint a  NAIK

Elelmiszertudomanyi Kutatéintézetének Biologia Osztalyan végeztem.

4.2 ANYAGOK

A mérésekhez hasznalt hust (marhahatszin), a nyomaskezelés napjan frissen kereskedelmi
forgalombol szereztem be. A hust a mérés helyszinére hiitélanc megszakitdsa nélkiil
hiitétaskaban lett szallitottam, majd a mérésekhez sziikséges adagokra osztottam.

A vérmintakat a csaladi gazdasagunk szarvasmarhadllomanyabol, személyesen vettem le. A
pontosabb eredmények elérése érdekében a vérmintdk egy allatbdl szarmaznak. A tehén
fajtaja magyartarka, kora 6 év. A nyomaskezelés hatasainak elemzése valamint az
Osszehasonlithatdsag érdekében kiillonbozd mddszereket és alvadasgatlokat hasznaltunk. Az
alvadasgatlok kozott szerepelt EDTA (etilén-diamin-tetra-ecetsav) tartalma valamint litium-

heparin tartalmu is. Ezen feliill méréseket végeztiink alvadt vérrel, és sertés vérrel is.

4.3 MODSZEREK

4.3.1 HHP

Nyomaskezeléseink soran a Hiité- és Allatitermék Technoldgia Tanszék laboratoriumaban
1évo Resato FPU-100-2010 tipust berendezést hasznaltam. Az eljarassal szilard és folyékony
halmazallapota ételek tartdsithatoak, melyek viztartalommal rendelkeznek és 1égbuboréktol
mentesek. A kezelés soran eldnyt jelent, ha az élelmiszer nagy savtartalommal rendelkezik.

A berendezés lelke a nyomastarté edény, melybe nyoméskozvetité folyadékot toltenek. Ez
lehet viz vagy valamilyen mas kozvetitd kozeg, amely az egészségre nem artalmas. A termék,
melyet kezelni kivanunk altaldban mar végsé csomagoldsaban keriil a tartdlyba. A

csomagolasnak légmentesnek kell lennie, valamint ellen kell allnia a nyomas hatasara a
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termékben bekovetkezd térfogatvaltozasnak. A minta behelyezése utan a zardszerkezet
segitségével biztositjuk a tokéletes tomitést. A berendezés a nyomdsemeld szivatty
segitségével noveli a nyomdst. A nyomas az irdnyitopanel segitségével a kivant értékre
allithat6. A nyomastartomany fiigg a berendezés paramétereitél. A kezelés idOtartamat
beallithatjuk, valamint nyomon kdvethetjiik a berendezés belsejében mért homérsékletet is.

A mintdk a gépbe vald behelyezés el6tt vakuum csomagolva és folidzva lettek. A mintakat
egységesen 5 perces nyomaskezelésnek vetettem ald, igy hogy a nyomasnagysagot 100 MPa-
tol 100 MPa-onként 600 MPa-ig noveltem. A Resato FPU-100-2010 tipust berendezést a 6.
abran lathatjuk.

6. abra. Resato FPU-100-2010
4.3.2 SZINMERES

Szinmérésemhez MINOLTA CR-400 tipust tristimulusos szinmérd késziiléket hasznaltam. A
késziilék altal megadott harom adat L*, a* ¢és b* segitségével lehet kovetkeztetni a mintdim
szinvaltozasara. Az L* a vilagossagi tényez6, mely 0 és 100 kozotti értéket vehet fel. a*
értékei pozitiv értéknél a vorods, negativ értéknél pedig a z6ld szinezet jellemzdi, mig b*
pozitiv értéknél a sarga, negativ értéknél pedig kék szinezet jellemzdi. A hiismintdknal az
egyes husok a HHP kezelés el6tt és utan is le lettek mérve, hogy a statisztikai kiértékelésnél
pontosabb eredményt kaphassak. Mivel a vérmintdk homogének voltak ezért ott kiilon

kontroll mintakhoz viszonyitottam a valtozast.
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4.3.3 A VER SZEPARALASA

A vér vérszérumra és alakos clemekre (vOrosvértestekre) vald szétvalasztasat az alabbi
receptura alapjan végeztem: 10ul vérhez 40ul 0,1 M-os NaCl oldatot adagoltam, melyet
rovid, par masodperces vortexezés kovetett. Ezt kovetéen 3 percig 6500 fordulaton
centrifugaltam. A keletkez6 feliiliszé alkotta a vérszérumot. A csapadékhoz 40ul 0,065 M-0s
KCI oldatot adagoltam. 5 percig vortexeltem, majd 5 percre 13 000 fordulaton centrifugaltam.

A keletkez6 feliiluszoé alkotta az alakos elemeket (Hamilton és Kickler, 2007).

4.3.4 MIOFIBRILLARIS ES SZARKOPLAZMA FEHERJEK IZOLALASA

A kontroll és a nyomaskezelt hismintdkat elsd 1épésben kutter segitségével apritottam. A
kell6en homogénezett mintadkbol bemértem 1g mintat mlianyag mintatartokba. A mintadkhoz 2
ml 0,05 M-os NaCl oldatot adtam, és 3x1 percig fél perces sziinetekkel homogenizaltam
(Ultra-Turrax T25) 13 500 fordulatszamon (jeges hiités mellett). A keletkezett homogén
szuszpenziot 15 percig 10 000-es fordulatszamon centrifugaltam (Beckman, J2-21). A
1étrejott felliluszo tartalmazza a szarkoplazma fehérjéket, melyet a tovdbbi vizsgalatok
elkezdéséig fagyasztoszekrényben taroltam.

A miofibrillaris fehérjék kinyeréséhez a csapadékot kétszer 0,05 M-os NaCl oldattal
kimostam ¢és 15 percig 10000 fordulatszamon centrifugaltam. A centrifugalas utan
visszamaradt feliiluszot eltavolitottam, és a csapadékhoz 0,7 M-0s NaCl oldatot adagoltam és
2x0,5 percig homogenizaltam az Ultra-Turrax segitségével. A homogenizalast kdvetéen 15
percig centrifugaltam, ¢és a keletkezett feliiluszot leszedtem, amely a miofibrillaris fehérjéket

tartalmazta. A tovabbi vizsgalatok elkezdéséig fagyasztoszekrényben taroltam az oldatokat.

4.3.5 IZOELEKTROMOS FOKUSZALAS

Vékonyréteg izoelektromos fokuszalas soran elsd 1épésként elkészitettem az agaroz gélt. A
gél 12 X 12 cm nagysagt. Elkészitéséhez az alabbi Osszetevok sziikségesek:

e 1,69 g D(-) szorbit

e 0,14 gagardz

e 17ml desztillalt viz
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Az eléallitott keveréket 30 percig lefedve vizflirdon forraltam, majd hozzdadtam 834 nul 5-8
pH tartomanya amfolitot (Servalit). A kész keveréket a gel-bond film hidrofil oldalara
ontottem, és hagytam megszilardulni. A mintdkat miianyag felvivicsik segitségével juttattam
a gélre. A husmintakbol desztillalt vizes kinyerést készitettem, melyeket higitas nélkiil vittem
fel. Standard-nek 16 mioglobint tartalmazd oldatot alkalmaztam. A vérmintakbol a mar
eléz6leg ismertetett szeparalasi eljarasbol kinyert vérszérumot és az alakos elemekbdl allo
oldatot szintén higitas nélkiil vittem fel. A gél két szélére andd és katdd oldattal atitatott
szlirbpapir csikot helyeztem. Az anéd (+) oldat 1%-0s H,SO,4 oldat, (H,SO4 98%-0s) a katod
(-) oldat 2%-os etilén-diamin oldat. A minta felvitele utan a berendezés tetejét rogzitettem, és
beallitottam a fokuszalas paramétereit. A fesziiltség paramétereinek valtoztatasat a 3. tablazat

mutatja.

3. tablazat. Fesziiltség paraméterek

Fesziiltség Id6
V) (perc)
50 20
100 10
200 20
400 30
600 20
800 30
1000 20

A mérés leteltével a gélt un. pszeudoperoxidaz vagy masnéven mioglobinfestésnek vagy
vetettem ald. A folyamat sordn a pl-juk alapjan elvandorolt fehérjék barnas-vords szinezetet

vesznek fel. A festéshez hasznalt oldatot az alabbi receptura alapjan én allitottam Gssze:

¢ 9 ml O-dianizidin oldat (33 mg O-dianizidin 10 ml etanol oldatban)

o 21 ml frissen készitett foszfat puffer (2,02 g citromsav 1 hidrat; 7,16 g di-natrium-
hidrogén-foszfat 12 hidrat, 100ml-re desztillalt vizzel téltve, pH 5,0)

e 600ul 30%-0s H,O,

Miutan a gél kelléen megfest6dott atraktam desztillalt vizbe, megakadalyozva a kiszaradasat.

A berendezésrdl a 7. dbran lathatunk képet.
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7. abra. Pharmacia ECPS 3000/150 késziilék

4.3.6 SDS POLIAKRILAMID GELELEKTROFOREZIS
Az SDS-PAGE gélek a fehérjék molekulatomeg szerinti szétvalasztasara alkalmasak. Az
elvalasztast a Bio-Rad késziilékén végeztem el (MINI PROTEAN II). A gélek f6gélbol és

gyljtégélbol allnak. A f6gél 15%-o0s mig a gylijtégél 6%-os akrilamid gél volt.

A 15%-o0s f6gél 0sszetétele:

4 ml 30 %-os akril-amid (30,0g akrilamid és 1g N,N-bisz-akrilamid 100ml re higitva

desztillal vizzel)

e 18 ml 2 M-os TRIS (trisz-(hidroxi-metil)-amino-metan) puffer, /pH 8,8/ a pH
beallitasat 0,1 M-os sosavval végeztem el.

e 50 ul SDS (10%-o0s natrium-dodecil-szulfat oldat)

e 2,06 ml desztillalt viz

e 6ul TEMED (N,N,N’,N’-tetrametil-etilén-diamin)

e 50ul perszulfat (frissen készitve, 100 mg ammonium-peroxi-diszulfat és 1ml

desztillalt viz)

A 6%-os gylijtogél Osszetétele:

e 1,0 ml akrilamid oldat
e 55ul 10%-0s SDS
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e 660ul 0,5 M-o0s TRIS puffer, (pH 6,8 ami 0,1 M-os sdsav oldattal lett beallitva)
e 3,23 ml desztillalt viz

e 6ul TEMED

e 50ul perszulfat

Futtatdé puffer Osszetétele szerint 3,03 g TRIS, 14,4 g glicin és 1g SDS. Az Gsszetevok
bemérése utan 1000 ml-re desztillalt vizzel jelre toltottem. A futtatashoz hasznalt jelolo festék

a futtat6 pufferbdl és bromfenolkékbdl allt.

A minta oldoszer 25 ml-re készitve az alabbi 6sszetevokbdl allt:
e 0,189g TRIS
e 0,59 SDS
e 21,2 ml desztillalt viz
e 2,5mlglicerin

e 2.5 ml B-merkapto-etanol

A mintat és a mintaoldoszert a felvitel elott 2 percig forraltam, majd a lehiitott mintat vittem
fel a gélre. A futtatast atlagosan 60 percig konstans 200V-on végeztem, 45mA-en és 12W-on.
A futtatds végeztével fixalds, mosas, festés és Ujboli mosas kovetkezett. A fixalas 20%-0s
TCA (tiklor-esetsav) oldatban végeztem 20 percig. Ezt kovette a PAGE gélmoso, mely 850
ml desztillalt vizbdl 50 ml ecetsavbol és 100 ml etanolbdl allt. A PAGE gélmos6 15 percig
volt a gélen. A mosasi fazist kovette a gyors kekfestés. A festék 0,2%-0S comassie kek

(B.B.R-250), mely az alabbi 6sszetevokbol allt:

e 0,2g comassie kék
e 50 ml desztillalt viz
e 10 ml ecetsav

e 50 ml etanol

A festés id6tartama 15 percet. A felesleges festéket 10%-0s ecetsavval mostam Kki.
Az eredmények a Gel Doc 2000 valamint a Gel Doc XR berendezéssel dokumentaltam. A

Bio-Rad MINI PROTEAN II. késziilékérdl a 8. abran lathato felvétel.
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8. abra. Bio-Rad MINI PROTEAN II

4.3.7 FEHERJEDENATURACIOS VIZSGALATOK

A kontroll és HHP kezelt vérmintdk fehérjedenaturavids vizsgalata soran a MicroDSC 111
tipust mikrokalorimétert (9. dbra) hasznaltam. A mintakbol megkdozelithetdleg 0,7814 g-ot
mértem be a hermetikusan zart rozsdamentes mintatartokba (a pontos bemért tomeget minden
esetben feljegyeztem). A referenciamintanak desztillalt vizet hasznaltam. Szakirodalmi adatok
szerint hasznalt felfiitési sebesség vérmintaknal 2 °C/ perc (Furlan et al.,2011) vagy 3 °C/ perc
(Davila et al., 2007). A méréseim sordn a pontos eredmények elérése végett 1,5 °C/ perc

felftitési sebesség mellett 5-95 °C kozotti hdmérséklet tartomanyban mértem.

9. abra. MicroDSC III mikrokaloriméter
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4.3.8 A KARNOZIN EXTRAKCIOJA

A karnozin kinyerése a nyers kontroll és HHP kezelt htismintakbdl tortént. A hiismintakat
alaposan kuttereztem, majd 5g husmintat kimértem. A mintdhoz 10 ml CE tisztasagu vizet
adagoltam. Ezt kovetéen a mintdkat 2x2 percig jéghiités mellett homogenizaltam (Ultra-
Turrax T25) segitségével. A homogén szuszpenzidt 10 000-es fordulatszamon 30 percig
centrifugaltam 4 C°-on (Beckman, J2-21). A kapott feliiliszo részt szlirépapir segitségével
leszlirtem ¢és a sziirletet vizfiirdén (100 °C-on) 10 percig forraltam. A forralas végeztével az
oldatot jeges vizfiirdén hiitéttem le. A szobahOmérsékletiire lehiilt oldatot 10 percig 5000
fordulatszamon centrifugaltam és a centrifugalas utan visszamaradt feliiliszot sziirGpapir
segitségével leszlrtem. A kapott szlirlet mennyiségét a tovabbi szamitdsok végett
feljegyeztem.

A karnozin mennyiségének meghatarozasat a Bio Focus 2000 tipust kapillar elektroforézis
berendezésen (10. dbra) végeztem. Az el6zdleg kivont huskivonatbol 20ul-t kimértem, és
hozzaadtam 80ul puffert (2,5 pH; 100mM sodium phosphate). A berendezésben a beallitott
homérsékletnek minden esetben 38°C-nak kellett lennie. Minden mintdt mosasi program
elézott meg, mely 0,1 M-os NaOH oldat. A zavartalan miikodéshez a mintaknak
buborékmentesnek kellett lenniiik. A mérés pontos id6tartama 10 perc, ez alatt az 1d6 alatt a

berendezés felvette az elektroforetogramokat, melyeket a késébbiek soran kiértékeltem.

0 BioF.
Ca

ocus® 2000
Pillary Electrophoresis System

b

10. abra. Bio-Rad Bio Focus 2000
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4.3.9 KIERTEKELES

Az adatok kiértékeléséhez minden esetben az adott eljarashoz kifejlesztett programot
hasznaltam. Az SDS poliakrilamid gélelektroforézis, denzitométeres kiértékelését a Bio-Rad
programjaival a Quantity One 4.3.0 verzidjaval, valamint az Image Lab 5.1 verziojaval
végeztem el. A fehérjedenaturacios (DSC) vizsgalatok eredményeinek kiértékelésében a
Calisto Processing program 1.08 verzidjat hasznaltam.

A kapillar elektroforézis adatainak a elemzéséhez a Bio Focus Integrator nevii programot
hasznaltam, mely a Bio Focus 2000-es gép sajat kiértékel6 programja.

Az adatok statisztikai kiértékelését az IBM SPSS Statistics 20. verziojaval végeztem.
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5. KISERLETI EREDMENYEK ES ERTEKELESUK

5.1 SZINMERES EREDMENYEI

A htsmintak a nyomaskezelés hatasara kifakultak, szignifikans valtozason mentek keresztiil.
Ezen megfigyelések alatdmasztasa végett szinméréseket végeztem el. A kezelt és a kezeletlen

htismintdknak az L* értékeit az alabbi grafikonokon abrazoltam.

(o2 3N o0}
o O

F‘ﬁ ==K ezelés elbtt

e=p=K czelés utan

N
o

Szinérték (L*)
N
o

()

100 200 300 400 500 600
Nyomas (MPa)

11. abra. L* értékeinek dbrazoldsa a nyomas fiiggvényében

Megallapithatd, hogy az L* értékek a kontroll mintdkhoz képest emelkedtek, tehat
vildgosodott a husminta. A grafikonon az is megfigyelhetd, hogy 300MPa-os nyomas egyfajta
kiiszobértékként viselkedett. Az ennél alacsonyabb nyomasnal csak kis valtozast lehetett

észrevenni, mig az ennél magasabbnal még erdteljesebb kivildgosodas észlelhetd.
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12. abra. a* értékeinek dbrazolasa a nyomas fiiggvényében
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A 12. abran - az el6z6hoz teljesen hasonldoan — az a* értékek lathatéak. A legfontosabb
észrevétel, hogy az a* értékek ebben az esetben is a 300 MPa-os kezelésnél néttek meg a
legjobban, viszont az L* értékektdl eltérden a 400MPa-os nyomas utdn a szinérték

csokkenésnek indult.
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13. abra. b* értékeinek abrazoldsa a nyomas fiiggvényében

A b* szinértékeknél megfigyelhet6 (13. abra), hogy a valtozas mértéke nagy, viszont ebben az
esetben a 200 MPa-os nyomasérték utan egyenletesebb novekedés figyelheté meg.

A valtozas szemléltetése végett az 14. dbran lathatdak a kontroll €s nyomaskezelt mintak.

14. abra. A marhahts mintdk a nyomaskezelés utan

A vér vizsgalata sordn négy kiilonboz6 vérminta tipussal dolgoztam. A mintdim EDTA és
littum-heparin tartalmt marhavér, valamint marha alvadtvér és sertésvér (kikevert) voltak.

Szemléltetés céljabol az 15-18. abrakon lathatéak a nyomaskezelt vérmintak fényképei.
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15-18. abra. Nyomaskezelt vérmintak (EDTA és litium-heparin tartalmi marhavér, marha

alvadt vér, kikevert sertésvér)

A szineredmények vizsgalata soran megfigyelhet6, hogy az EDTA, alvadtvér és litium-

heparinos mintak szinte teljesen egyforman viselkednek. A Kikevert (fibrinszaltél mentes)
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sertésveér ettdl teljesen eltérd viselkedést mutatott a kezelés soran. Ezekél a mintdknal
elmondhat6, hogy a valtozas egyenletes volt, a nyomaskezelés nagysdga nem befolyasolta
nagyban a szinértékeket. Ez valdszinlileg azzal magyarazhatd, hogy a fibrinszalakat
eltavolitottuk a mintabol. Az EDTA, a litium-heparinos ¢€s alvadt vér mintak esetében
ugyanazok a valtozasok voltak megfigyelhetéek. A 100 MPa-on valamint a 200 MPa-on
végzett kezelés mindharom mintdnal csak minimalis szinelvaltozast okozott (L*, a*, b*),
viszont 300 MPa-on mindegyik szinérték nagy mértékben csokkent. A nagy
nyomasértékeknél (400MPa, 500MPa és 600MPa) a mintak mar a 300 MPa-on kezelt

mintaval voltak szinte megegyezoek. Ezeket a megfigyeléseket a kovetkezé abrak

illusztraljak.
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19. abra. EDTA tartalmu vérminta L*, a* és b* értékeinek abrazolasa

a nyomas fliggvényében
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20. abra. Litium-heparin tartalmu vérminta L*, a* és b* értékeinek abrazolasa

a nyomas fiiggvényében
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21. abra. A kikevert sertésvér L*, a* és b* értékeinek abrazolasa

a nyomas fiiggvényében
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22. abra. A marha alvadt vér L*, a* és b* értékeinek abrazolasa

a nyomas fiiggvényében

A szinvizsgalat eredményei alapjan megallapithato, hogy a vérminték teljesen mas metodikat
kovetnek, mint a husmintdk. Mig a hasmintaknal vilagosodast tapasztaltunk, addig a
vérmintdk a HHP kezelés hatasara sotétedtek. A kezelés soran a vérmintak egy jellegzetes
barnas-voros szint vettek fel. A valtozas azzal magyarazhato, hogy a vérben 1évé hemoglobin
(Fe?* tartalm@)) oxidacio kovetkeztében a HHP kezelés hatdsira methemoglobinna (Fe**)
alakul. A szakirodalomban tapasztalt oxidacios sotétedéssel megegyeznek az eredményeim
(Toldra et al., 2004). A szineredmények bOvebb statisztikai értékelése az 5.6. fejezetben

olvashato.
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5.2 IZOELEKTROMOS FOKUSZALAS EREDMENYEI

Izoelektromos fokuszalas soran a gélben pH gradienst alakitunk ki az amfolittal, és ennek
értelmében a fehérjék a sajat izoelektromos pontjuknak megfeleld helyen allnak meg.
Vizsgalataim soran megallapithat6, hogy mind a htismintakndl mind pedig a vérmintaknal a
hemfehérjék — a marhahusra és vérre jellemzdé — izoelektromos pontoknal mutattam ki a
specifikus mioglobinfestéssel (Hoffmann és Bliichel, 1986). A szarvasmarhara jellemzd {6
mioglobinsavok 7,2; 6,8 és 6,4 izoelektromos pontnal voltak. A gélben a fehérjék pH 5-t6l pH
8-ig vandoroltak. Vizsgalataim sordn 16 mioglobint tartalmazo6 standardot alkalmaztam. A 23.

abran lathat6 a nyomaskezelt hiis izoelektromos fokuszalas eredményei.
4. S 6. 945 8. 9.
| ' '
23. abra. A nyomaskezelt hismintak izoelektromos fokuszalas eredményei

(1. kontroll, 2. 100MPa, 3. 200MPa, 4. 300MPa, 5. 400MPa, 6. 500MPa, 7. 600MPa, 8-9. 16

mioglobin standard)

1. 2. 3

Amint az abran is lathatdé a nyomaskezelés hatdsdra a savok intenzitasa kismértékben
csokkent, ami arra utal, hogy a mioglobinfehérjék a HHP kezelés hatasara kismértékben
denaturalodtak. Ez onnan tudhato, hogy a denaturalodott mioglobint nem lehet a specifikus
(mioglobin) festéssel festeni, mivel mar elvesztette aktivitasat. A 24. abran a kontroll

vérmintak izoelektromos fokuszalas eredményei lathatoak.
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24, abra. Kontroll vérmintak izoelektromos fokuszalas eredményei
(1-3. Vérszérum, 4-6. Alakos elemek, 7-9. Négyszeresen higitott vér, 10-11. 16 mioglobin
standard)

Az éabran lathaté a kontroll vér izoelektromos fokuszalassal végzett elvalasztasa. Lathato,
hogy a szeparalasi eljaras (4.3.3 fejezet) sikeres volt, mivel a hemoglobin a masodik feliiliszé

(alakos elemek) frakcidban jobban dusult, valamint izoelektromos pontjanak (6,9) megfeleld

helyen volt.

1. .2, 3. 4. 5. 6. 087

+

25. abra. A nyomaskezelt vérmintak (EDTA) izoelektromos fokuszalas eredményei

(1. kontroll, 2. 100MPa, 3. 200MPa, 4. 300MPa, 5. 400MPa, 6. 500MPa, 7. 600MPa)
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A 25. abran lathatbak a nyomaskezelt vér izoelektromos fokuszalas eredményei.
Megallapithatd, hogy mig egyes savok intenzitasa csokkent, addig megjelentek 11j savok is. A
savok intenzitdsdnak csOkkenése — ami a denaturdcié jele- a HHP kezelés hatisara
kismértékli. Elmondhatd, hogy csak a nagy nyoméason kezelt, a 400 MPa, 500 MPa ¢és a 600
MPa-on kezelt mintdknal jelentek meg 0j savok. Az 10j sédvok jelenléte a bomlastermékek

megjelenésére, valamint atalakuldsra utal.
5.3 SDS-PAGE EREDMENYEK
A hismintaknal €s a vérmintaknal kiilonb6z6 kinyeréseket készitettem annak érdekében, hogy

a fehérjék jol elkiiloniiljenek. A 26. abran a miofibrillaris fehérjék SDS poliakrilamid

gélelektroforézis eredménye lathato.
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26. abra. A miofibrillaris fehérjék SDS poliakrilamid gélelektroforézis elvéalasztasi képe
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A miofibrillumot legnagyobb mennyiségében (54%) alkot6 fehérjéje a miozin. Két
nehézlanca és harom konnytilanca van (Gasztonyi és Lasztity, 1993). Az abran lathato, hogy a
nyomaskezelés hatasara a gél savjain jelent0s intenzitdscsokkenés tapasztalhatd. Az
intenzitdscsokkenés a HHP kezelés hatasara bekovetkezd aggregacido ¢€s denaturacio
eredménye. A denaturdlodott fehérjék oldhatdsaga csokken, ezért nem tudjuk 6ket bevinni a
gélbe. Megallapithato, hogy a fehérjesdvok intenzitdsanak jelentds csokkenése a 300 MPa
feletti nyomasértékeknél kovetkezik be. A miozin nehéz és konnyii lancainak savjai a
nyomaskezelés hatasara 300 MPa és afeletti nyomasértékeknél eltiinnek, tehat kijelentheto,
hogy ezen fehérjék érzékenyek a HHP kezelésre. Azonban amint a képen is lathato a 42 kDa
molekulatdmeggel rendelkezo aktin savja ugyan intenzitasban csokkent, de végig a 600 MPa-
os nyomasértékeknél is kimutathatd. Ennek tudatdban megallapithatd, hogy az aktin a
nyomaskezelésnek viszonylag jol ellenallo.

A savok intenzitasanak (mennyiségének) csokkenését szemlélteti a kovetkezd abra (27. 4bra).
A felsé képen lathatd a kontroll minta sévjai, mig az alséon a 600 MPa-on kezelt hisminta
savjai. Szemmel lathat6, hogy jelentés a valtozds. A savok foként a nagyobb

molekulatomeggel rendelkez6 fehérjéknél tiintek el.
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27. abra. Miofibrillaris fehérje savjainak csokkenése (kontroll, 600MPa)
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28. abra. Szarkoplazma fehérjék SDS poliakrilamid gélelektroforézis elvalasztasi képe

A 28. adbran a szarkoplazma fehérjék SDS poliakrilamid gélelektroforézis eredménye lathato.
A szarkoplazma oldhato fehérjéi a sejt fehérjéinek nagy hanyadat képezik. A szarkoplazma
fehérjék nagy része enzim, melyek energiatermel6 folyamatokat katalizalnak. A szarkoplazma
fehérjek egyik legjelentdsebb fehérjéje a mioglobin, mely a husok szinét adja, igy
¢lelmiszeripari szempontbol kiemelten fontos. Amint az abran lathaté a fehérjesavok
intenzitasa jelent6sen csokkent a nyomaskezelés hatasara a nyomas novelésével. A 60-70 kDa
molekulatomegek kozott talaljuk az albuminokat. Lathatd, hogy a nyomaskezelés hatasara az
albuminok savjainak jelentdés része elttinik 400 MPa-nadl valamint annal nagyobb
nyomasértékeknél. 30 kDa és 60 kDa kozott talaljuk a tobbek kozott a glilkdzlebontas és az
energiatermelés fontos enzimeit, melyeknek intenzitasa jelentdsen csdkken. Megallapithato,
hogy a 16,9 kDa molekulatomegnél talalhat6 mioglobin intenzitdsa csupan kismértékben
csokkent, tehat stabil, jol ellenall a nyomaskezelésnek. Az eredmények teljes mértékben

megegyeznek az izoelektromos fokuszalas soran tapasztaltakkal.
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A 29. abran lathatjuk a kontroll és a 600 MPa-nal kezelt mintak (szarkoplazma fehérjéinek)

intenzitas csOkkenését.
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29. abra. Szarkoplazma fehérjéinek intenzitas csokkenése (kontroll, 600MPa)

Az abrakon lathatd, a nagy nyomasértékeknél a szarkoplazma fehérjék jelentsen

denaturalodnak és aggregalodnak.
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30. abra. A nyomaskezelt husfehérjék karbamidos kivonatanak SDS-PAGE elvalasztasi képe

A 30. abran lathat6 a hasfehérjék karbamidos kivonatanak SDS-PAGE elvalasztasi képe. A
karbamidos kivonas soran a husban 1€év6 Osszes fehérje kivonhatd, melynek eredményeként
azonosositasuk, valtozasaik konyebben nyomonkdvethetéek. Megfigyelheté, hogy a HHP
kezelés hatdsara a savok intenzitasa csokken. Azonban lathatd, hogy az el6z6 miofibrillaris és
szarkoplazma gélekhez képest sokkal kisebb a sdvok csokkenése. Ez a jelenség arra utal, hogy
a HHP kezelés hatasara aggregacios folyamatok mentek végbe, amely a karbamidos

kinyeréssel visszaalakithatok.
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EDTA MARHAVER
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31. abra. EDTA tartalmu vérmintadk SDS-PAGE elvalasztasi képe

Az 31. ébran lathatjuk az EDTA tartalmu vérmintak SDS-PAGE elvalasztasi képe .

Megfigyelhetd, hogy a huismintakkal szemben itt nem volt olyan nagy mértéku a fehérjék

savjainak csokkenése. A legnagyobb nyomasértéken a 600 MPa-on tapasztalhaté a nagyobb

mértékli denaturacid és aggregéacid. Ezen eredményekbdl arra kovetkeztethetiink, hogy a

vérfehérjék jobban ellenallnak a nyomadskezelésnek mint a husfehérjék. A vérfehérjék

legfontosabb fehérjéi a hemoglobin és a plazmafehérjék. Az 4bran lathato, hogy a 16 kDa

molekulatomegii fehérje, a hemoglobin a legnagyobb nyomasértékeken sem szenvedett

szamottevd denaturdciot. A nagyobb molekulatomegii fehérjéknél azonban megfigyelhetd,

hogy egyes savok eltiinnek 300 MPa és anndl nagyobb nyomésértékeknél.

Kisérleteim soran litium-heparin tartalmu, alvadtvér €s sertésvér mintakkal is végeztem SDS

poliakrilamid gélelektroforézis vizsgalatokat. Az eredmények nagyban hasonlitottak az EDTA

tartalmu vérminta eredményeire.
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Az eredmények szemléltetése végett az 32. dbran lathatjuk az EDTA tartalmi vérminta

savjainak intenzitds csokkenését.
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32. abra. EDTA tartalmu vérminta savjainak intenzitas csokkenése (kontroll, 600MPa)

Amint a két gorbén lathatjuk a vérmintdk esetében, a savok csokkenése sokkal kisebb

mértékil, még a 600 MPa-on kezeltnél is, mint a hlismintdknal.

5.4 DSC MERESEK EREDMENYEI

A marhavér fehérjedenaturacios vizsgalata soran féként a 60°C és a 80°C kozotti hdmerseklet

tartomanyban figyelhetd meg valtozas. Az eredmények az 33. abran lathatoak.
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33. abra. Fehérjedenaturacios vizsgalatok eredménye

Megallapithatd, hogy a nyomaskezelés sordan a DSC vizsgalatoknal az alacsony
nyomasértékeken (100 MPa, 200MPa ¢és 300 MPa) végzett kezelés nem okozott jentds
kiilonbségeket, ezért az abran ezen értékek koziil csak a 300 MPa-on kezelt mintat tiintettem
fel. Azonban amint az 4bran is lathato, az 500MPa ¢s a 600 MPa-nal jelentds ugras figyelhetd
meg. A szakirodalmi adatokbol (Davilla et al., 2007) arra lehet kdvetkeztetni, hogy a detektalt
cstucsunk a plazmafehérjék csoportjaba tartozo globulin fehérjéknek felelnek meg (68°C). Ez
azért is jelentds, mert a vérben a tartalmuk jelentds. A gorbébdl megallapithato, hogy a HHP
kezelés a nagyobb hdmérsékleten denaturalodo fehérjékre hat jobban, mivel a nyomasértékek

novelésével azok mennyisége csokken.

5.5 KAPILLAR ELEKTROFOREZIS (KARNOZIN) EREDMENYEK

A kapott elektroforetogramokon a karnozin és anszerin jol felismerhetd, mivel a vizsgalt
mintdink nagy mennyiségben tartalmaztdk a két dipeptidet, valamit az elektromigracids id6
jol reprodukalhato. A kiértékeléséhez, a mar korabban felvett kalibracié adatait hasznaltam. A
kapott egyenlettel, valamint a gorbe alatti teriiletek segitségével kiszamoltam a karnozin és

anszerin tartalmat. A szamolashoz hasznalt egyenlet karnozinra és anszerinre a kovetkezo:
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_ 7,97 x karnozin csucsterilet — 101171,18

e = 11139
_ 7,97 = anszerin csucsterilet — 59097,55
a = 12649,2
Az adatok abrazolasa lathato a 34. abran.
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Amint a grafikonon is lathatd, a karnozintartalom csak kismértékben csokkent a HHP kezelés
hatasara. Ezen adatok értelmében a karnozin ellenall nemcsak a fagyasztasnak, hokezelésnek
¢s fagyasztva szaritasnak, hanem a nyomaskezelésnek is. A kezelések nem okoznak jelentds
valtozast a mérhetd koncentracidban (Szerdahelyi, 2013). Mért eredményeimet alatamasztja
Suzuki és munkatarsai (1994) eredményei, ahol a karnozintartalom meghatarozast a HHP
kezelést kovetden HPLC berendezésen végezték el. A masik vizsgalt dipeptid az anszerin,
mely sokkal kisebb mennyiségben van a szarvasmarha htismintainkban, mint a karnozin. A
HHP kezelés hatdsdra nem tapasztalhatd jelentds valtozds az anszerin tartalomban. A

husmintak atlagos anszerin tartalma 36,74 ng/g volt. A 35. abran lathatjuk kontroll minta

34. abra. Karnozintartalom valtozasa a nyomas fiiggvényében

elektroforetogrammjat, ahol megfigyelhet6 a karnozin és az anszerin cstcs.

39




90.00-

mAU = kontroll minta
-
o
67.59, karnozin 4>F
45,194
anszerin
22.781
L=
won -
W o
1)
! 1
0.38-
1 1 1 | 1 1 1 | 1 1 1 | 1 1 1 I 1 1 1 |
Min. 0.00 2.00 4.00 6.00 8.00 10.00

35. abra. Kontrollminta elektroforetogrammja

A nyomaskezelés hatasara bekovetkezo kismértéki valtozast szemlélteti az 36. abra, melyen
rozsaszinnel lathatjuk a kontroll mintat, z6ld szinnel pedig a 600 MPa-on kezelt hiisminta
karnozin és anszerin tartalmat. Megallapithato, hogy a kezelés csak kismértékli csokkenést

okozott a kimutathatd karnozin és anszerin tartalomban.

90.004

mAU — kontroll

600 MPa

7.37

67.59

4519

22.78

0.38-~
1 1 1 | 1 1 1 I 1 1 1 | 1 1 1 | 1 1 1 |
Min. 0.00 2.00 4.00 6.00 8.00 10.00

36. abra. Kontroll és a 600MPa-on kezelt husminta elektroforetogrammja
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5.6 STATISZTIKAI KIERTEKELES

A nyomaskezelések szemmel lathatéan befolyasoltdk a vérmintdk szinét. Ezenkiviil az is
megfigyelhetd volt, hogy az EDTA-s, litium-heparinos €és az alvadt vér hasonldan reagalt a
kezelésre, viszont a sertésvér teljesen mashogy viselkedett. Erre a megfigyelésre szerettem
volna statisztikai bizonyitékot adni linearis regresszid segitségével. A vizsgalatot ugy
végeztem, hogy az egyes nyomasokon mért szinértékeket atlagoltam, majd ezen atlagoknak a
linearis kapcsolatat mutattam ki. Az EDTA-s és litium-heparinos vérmintak 0sszehasonlitasa
a kovetkez6 eredményeket adta:

4. tablazat. A regresszio R? értékei

Model Summary

R R Square Adjusted R Std. Error of the
Square Estimate
,955 ,913 ,895 ,914

A 4. tdblazatbol leolvashato, hogy a vizsgalt mintak kozott nagyon erds linearis kapcsolat van.

Ezt a magas R? érték (0,913) bizonyitja.

5. tablazat. ANOVA tablazat

ANOVA
Sum of Squares df Mean Square F Sig.
Regression 43,644 1 43,644 52,233 ,001
Residual 4,178 5 ,836
Total 47,822 6

Az 5. tablazatbdl azt olvashatjuk le, hogy a regresszios egyenes a modell variancidjabol
mennyit magyaraz meg. Esetiinkben ez az érték 43,644. Ez alapjan kiszamolhat6, hogy az
egyenes a teljes variancia 91,26%-at fedi le. Ezenfeliil az is leolvashatd, hogy az F-proba

szignifikancidja 0,001. Ez az érték azt igazolja, hogy a regresszio elvégzésének van értelme.
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6. tablazat. Regresszios egylitthatok

Coefficients

Unstandardized Coefficients Standardized t Sig.
Coefficients
B Std. Error Beta
LH L* 971 ,134 ,955 7,227 ,001
(Constant) 1,245 3,226 ,386 ,716

A 6. tablazatbol lathatd, a keresett linedris fiiggvény egyiitthatoi. Esetiinkben a kovetkezd

kapcsolat irhato fel:

Az egyenletbdl arra lehet kovetkeztetni, hogy az L* értékek szinte azonosak lesznek az
EDTA-s ¢és litium-heparinos mintdknal a nyomaskezelés soran, mivel az egyenes

meredeksége kozel 1, valamint a konstans értéke 1,245. Tehat az EDTA és a litium-heparinos

mintdk a kezelés hatdsara hasonldan reagalnak.

edta_L

wpra = 0,971 % L + 1,245

30,00

28,00

26,00

24,00

22,00

20,00

A 37. abran lathatjuk a kiszamitott egyenest, valamint az egyes nyomaskezeléseknél mért L

T
22,00

T
24,00

26:00
th_L

T
28,00

37. abra. A regresszios egyenes

szinértékeket (x tengely: litium-heparin, y tengely: EDTA).
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A vizsgalatot elvégeztem az EDTA-s és a sertésvér kozott is és a kovetkezd eredmények
sziilettek:
7. tablazat. A regresszio R? értékei

Model Summary

R R Square Adjusted R Std. Error of the
Square Estimate
,210 ,044 -,147 3,024
8. tablazat. ANOVA tablazat:
ANOVA

Sum of Squares df Mean Square F Sig.

Regression 2,101 1 2,101 ,230 ,652
Residual 45,721 5 9,144
Total 47,822 6

Ebben az esetben a 7. és a 8. tablazat is azt mutatja, hogy az RDA tartalmi marhavér és a
kikevert sertésveér kozott linearis kapcsolatot nem lehet feltételezni, mivel az R? értéke csupan
0,44 ¢és az F-proba szignifikancia szintje 0,652, tehat a nyomaskezelés hatasara teljesen

mashogy viselkednek.

A tobbi vizsgalatot elvégezve az tapasztalhatd, hogy az EDTA-s, litium-heparinos és
alvadtvér mintdk mindhdrom paraméter esetében (L*, a*, b*) erds linearis kapcsolatot
mutatnak (R2 > 0,9), valamint nem csak lineéris az Osszefiiggés, hanem a szinértékek szinte
teljesen megegyezdek. Ez annak a kovetkezménye, hogy mindegyik regresszional az
egyenesek meredeksége kozel 1, valamint a konstans értéke kozel 0. Ezektdl a mintaktol
teljesen eltérd volt a sertésvér viselkedése. Semmilyen linearis kapcsolatot nem lehetett talalni
a sertésvér és a masik harom vérminta kozott, tehat azt a végsd kovetkeztetést lehet levonni,
hogy mig az EDTA-s, litium-heparinos és alvadtvér kozel azonos moddon reagilt a

nyomaskezelésre szinértékeket tekintve, addig a sertésvér teljesen kiillonbozott ezektol.
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6. OSSZEFOGLALAS

Kisérleteim soran arra torekedtem, hogy olyan teriileteket vizsgaljak és fejtsek ki, melyek
még kevésbé kutatottak, de kiemelt fontossaguak lehetnek az élelmiszeripar szempontjabol.
Vizsgalataim soran a nagy hidrosztatikus nyomaskezelés hatasaira bekovetkezd valtozasokat
vizsgaltam marhahus, marhavér és sertésvér esetében. A kisérleteimben kiilonboz0 eljarasokat
hasznaltam. A nyomaskezelés hatasara bekovetkezd szinvaltozasok nyomonkovetésére
szinméréseket végeztem. A fehérjékben végbemend valtozdsok megismerése végett
fehérjedenaturacios, SDS poliakrilamid gélelektroforézis és izoelektromos fokuszalast
végeztem. A hus szinével és mindségével Osszefiiggd dipeptidek (karnozin és anszerin) a
HHP kezelés hatasara torténd valtozasainak felderitése végett kapillar elektroforézis
vizsgalatokat folytattam.

Kutatasaim sordn a kovetkez6 eredményekre jutottam:

e A szinmérés eredményeibdl elmondhatd, hogy a his nyomdskezelés hatdsara
jelentdsen kivilagosodott, mig a vérmintak ezzel ellentétesen sotétedtek. A regresszios
vizsgalatok alapjan megallapithatd, hogy a vizsgalt EDTA, litium-heparin tartalmu és
alvadtvér mintdk a kezelés hatasara egyforméan valtoztak, valamint mindegyik
mintaknal a 300 MPa-nal ugrés volt tapasztalhatd az adatokban. A kikevert sertésvér
a nyomaskezelés hatisara ettdl teljesen eltért, melynek valdsziniisithetdé oka a
fibrinszalak hidnya.

e Az SDS poliakrilamid gélelektroforézis vizsgalatai kimutattak, hogy a husfehérjék — a
nyomaskezelés hatasara — sokkal nagyobb mértékben denaturalodtak és aggregalodtak
mint a vérfehérjék. A miofibrillaris fehérjéknél megallapithaté volt, hogy a miozin
konnyli és nehéz lancai a nyomdaskezelésre érzékenyek, mig az aktin a kezelésnek
jobban ellendll. A szarkoplazmafehérjék egyik legfontosabb fehérjéje a mioglobin,
mely a hus szinét is adja a HHP kezelés hatasara csak kis mértékben denaturalodott.

o A vérfehérjék a HHP kezelés hatasainak sokkal jobban ellenalltak, mint a husfehérjék.
A vérfehérjék legfontosabb fehérjéje a hemoglobin, még a kezelés soran hasznalt
legnagyobb nyomaésértékeknek a 600 MPa-nak is ellendllt. Ezen eredményeket

tamasztotta ala az izoelektromos fokuszalas is.
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e A fehérjedenaturacids vizsgalatok sordan a 60°C és a 70°C kozotti tartomanyban
jelentds csticsot detektaltam. A csucs a plazmafehérjék csoportjat, és azon beliil a
globulinokat foglalja magaban. Megallapithat6, hogy a 300 MPa - 600 MPa
nyomaskezelés a magasabb homérsékleti tartomdnyon denaturdlodo fehérjékre hatott.

e A Kkapillar elektroforézis vizsgalatok eredményei azt mutattdk, hogy a kezelés
hatésara az imidazol dipeptidek csoportjaba tartozé karnozin és anszerin mennyisége
jelentésen nem valtozott. Tehat ennek fényében elmondhatd, hogy a karnozin és az

anszerin ellenall a kezelésnél hasznalt legnagyobb 600 MPa nyomasnak is.
A dolgozatban elért eredmények fényében az a kovetkeztetés vonhatd le, hogy érdemes

tovabb foglalkozni a témaval és tovabbi kutatdsokat végezni annak érdekében, hogy a friss

husban és vérben fellép6 oxidacios folyamatokat is megvizsgaljuk.
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