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Uj bioszenzor alapu kitet fejlesztettek ki B, vitamin meghatdrozdsara a
Nestlé Kutatokozpont, a Xenosense Ltd ¢és a Biacore AB
kozremikodésével, korvizsgalatban. A B, vitamin meghatirozasat
élelmiszer matrixbol és a National Institute of Standards and Technology
(NIST)-t8l szarmazé tantsitott referencia mintdkban végezték, indirekt
SPR maddszerrel. Flavin analog vegyiileteket, flavin bomlastermékeit és a
B-csoportba tartozo tobb vitamint is megvizsgaltak keresztreaktivitas
szempontjabol. A kimutatasi hatar 12,4 ng/ml. Minden vizsgalati mintat két
kiilonb6z4 laborban fliggetleniil megvizsgaltak, és a mérés mindségét az
ismételhetOség €s a szords alapjan értékelték. A bioszenzor alapi mérés
eredménye jO korrelaciot mutatott a Journal Officiel de la Republique
Francaise-ban k6zolt HPLC modszerével.

A vitaminokat, példaul fdlsavat, biotint, By, vitamint és a riboflavint
kilonbozd egészségvédd €s nutritiv élelmiszerhez adjak kiegészitOként.
Tobb orszagban torvényi eldiras a folsav hozzdadasa bizonyos gabona alapu
termékekhez. A vitaminok koncentracidéjat az élelmiszerekben az
élelmiszer-feldolgozids sordn hatarozzdk meg. Az analitikai adatok
pontossaga lényeges a vitaminadagolas ellenGrzése szempontjabdl,
nemcsak azért, hogy a jelolés fogyasztoi igényeinek megfeleljen, hanem a
veszteség minimaldsa miatt is. A riboflavin vizoldhaté B-komplex vitamin,
masképpen B, néven ismert, els6sorban in vivo taldlhatd, mint a flavin
adenin dinukleotid (FAD) és flavin mononukleotid (FMN) koenzim
komponense.

(S

A B-csoportba tartoz0 vitaminok koncentraciojat hagyomanyosan
mikrobioldgiai mdédszerekkel hataroztak meg, de sok HPLC alapt mdédszer
is jelent meg az irodalomban az elmult 20 évben. Bar a
vitaminkoncentraciok meghatarozasa mikrobioldgiai €és kromatografias
moddszerekkel viszonylag egyszeri, a pontos és megbizhaté eredmények
reprodukdldsa bonyolultabb. Sok analizis esetén a mikrobiologiai és
kromatografias modszereket alternativ technikaként tekintik, mindkettd
fontos informéciot szolgaltat az analitikusnak. A riboflavin rutin
mennyiségi meghatarozasit HPLC vagy mikrobiolégiai alapd hivatalos
moddszerekkel végzik. Bizonyos egyszerli minta-elGkészitések esetén, pl.
premixekben, a riboflavin koncentraci6 egyszerd  félkvantitativ
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fluorometridas elemzéssel meghatarozhat6. A HPLC elemzés azonban
hosszabb extrakcios €s futtatdsi idot igényel, ami a napi mintaszamot kb.
24-ben limitalja, a mikrobioldgiai modszerrel viszont egy minta mérése két-
hiarom napot vesz igénybe. Emellett a mikrobiologiai mddszerek nagy
szakértelmet kivdnnak, a pontossdg és reprodukalhatdosidg kicsi. A
bioszenzor alapu SPR technikaval azonban kevesebb mint 6 Ora alatt 20
minta konnytiszerrel megmérhetd, €s egy O0ra a manipulacios iddigénye.

A tipikus SPR technika inhibicién alapszik, a riboflavin-specifikus
fehérje megkotése a szenzor chip felilletén gatlast szenved az adott minta
szabad riboflavinja jelenlétében. Igy kalibraciés gorbét nyerhetiink, amibdl
meghatdrozhatd a riboflavin szint az extrahalt mintidban. A mérés {6
komponensei a végfelhaszndl6 szamara kit formdjaban elérhet8k, amely
mind rutin laboratoériumi hasznalatra, mind specifikus alkalmazasi
kovetelményeknek megfeleld tovabbi fejlesztésre alkalmas. Az élelmiszerek
mindségellendrzésben és tapérték-jelolésben Indyk és McWhirter (2001)
foglalta Ossze.

Anyagok és modszerek

A minta-el6készités a forditott fazisa HPLC-s B; és B, vitamin-
meghatarozas hivatalos francia modszerén alapul (Journal Officiel de la
Republique Francaise). Jelenleg elfogadas alatt all egy CEN mddszer
(CEN/TC 275), hivatkozasi szdim prEn 14512, Elelmiszerek, B, vitamin
HPLC-s meghatarozdsa), Ezt a modszert vitaminnal dusitott

élelmiszerekre, pl. csecsemOtapszerekre, gabonaalapu
csecsemGtapszerekre, tejalapu diétas termékekre, reggeli

gabonatermékekre €s vitaminozott italokra validaltadk. A modszer elve
enzimes hidrolizis, melyet HPLC elvalasztas kovet, a detektalas
fluoreszcens marker segitségével torténik.

Mintaeldkészités: 1. protokoll

A bdségesen rendelkezésre allo szilard anyagbol a mintakészitéshez 50 g
mintat mértek be egy 250 ml-es f6zGpoharba, hozzaadtak 100 ml 40 °C-os
vizet és iivegbottal Osszekeverték. A homogenizalt termék 15 grammjat
ezutan (amely az eredeti termék 5 grammjéanak felel meg) atvitték egy 250 ml-
es lapos fenekli barna gomblombikba. 0,5 mg riboflavin mentes Taka-
diasztazt és 5 ml 45-50 °C-os vizet adtak a lombikhoz és alaposan
osszekeverték. A lombikot lezartak, 30 percre 40 °C-os termosztatba
helyezték, majd 30 ml 45-50 °C-os vizet adtak hozza.
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Megjegyzés:  fontos, hogy vakpréobat is  végezzenek, hogy
meggydzGddhessenek arr6l, hogy a Taka-diasztdz (vagy Clara-diasztaz)
enzim valoban riboflavin-mentes. Ha az enzim riboflavint tartalmaz, UV
lampa alatt két orat kell kezelni vizes pH 4,6-o0s puffer oldatban.

A teszt oldathoz 5 ml 1M HCI hozzdadéasaval hidrolizaltak a mintdkat. A
lombikra hiit6t szereltek és forrd vizfiirdébe allitottak 30 perc hosszat. A
lombikot 15 perc utan Osszeraztak a csomoOk szétoszlatdsa céljabol. A
lombik tartalméat hagytdk szobahdmérsékletre lehdlni majd 5 ml 2,5 M
natrium-acetat oldatot adtak hozza és szilirték. Ha a minta oldékonysagat
javitani kell, a szlirést azutan kell elvégezni, hogy az oldat pH-jat 4,5-4,7-re
allitjadk 1N HCI oldattal. A mintat 100 ml-es mérSlombikba vitték at és
pontosan jelre toltotték vizzel. VEgiil a mintat ismét szilrték redds szlrén
vagy egy 0,22 um-es szlrdn.

Mintaeldkészités: 2. protokoll

Kifejlesztették az 1. protokoll egyszerisitett valtozatat ¢és az
eredményeket 0sszehasonlitottdk. Egy homogén gabonamintat (1,00 = 0,02 g)
egy 100 ml-es Erlenmeyer lombikba mértek és hozzaadtak 45 ml foszfat-
citrat extrakcids puffert (164 mM foszfat, 18,2 mM citrat, pH 7,0). A mintat
ezutan gondosan diszpergaltak €s a lombikot alufdliaval vontidk be hogy a
mintdt megvédjék az UV fénytGl a mintakészités elStt és alatt, és
megakadalyozzdk a B, vitamin lebomldsdt. A mintat 30 percig erdsen
keverték, 50 ml-es mérGlombikba vitték at és jelre toltotték az extrakcios
pufferrel. A mintat ezutan szarték, el6szor egy 0,45 pm-es
fecskenddszliron, majd egy 0,22 um-es fecskend@szirdn at. Annyi szirletet
gyljtottek, hogy az elemzéshez hasznalt mintatartd edényt megtoltse.

Miiszer

A mérést Sensor Chip CMS5 -—tel végezték, amelyet egy Biacore Q
miszerbe helyeztek (Biacore AB, Uppsala, Svédorszag).

A B, szarmazék immobilizalasa.

A B, vitamin szarmazékot a Sensor Chip CMS5 felilletére a kovetkezd
amin csatolasi reakcioval rogzitették. A karboximetil dextran gélfeliiletet
0,2 M EDC:50 mM NHS hétperces impulzussal aktivaltdk 10 pl/perc
aramlasi sebességgel. Az aktivalt feliiletre 10 mM B, vitamin szarmazékot
injektaltak pH 8,5-0s borat pufferben 20 perc hosszat 3 pl/perc aramlasi
sebességgel. Az el nem reagalt helyeket azutan 70 pl 1M-os pH 8,5-0s
etanolamin injektalasaval dezaktivaltak 10 pl/perc aramlasi sebességgel.
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Riboflavin-koto fehérje

Tobb riboflavin-kot6 fehérje és antitest aktivitasat vizsgaltak az
immobilizalt ligandummal és szabad riboflavinnal szemben. A valasztott
fehérje tyuk tojasfehérjébdl izolalt riboflavin kot fehérje (RBP), ez volt az
egyetlen, ahol a kotést a szabad riboflavin gatolta.

A mérés kalibralasi koriilményei

Az RBP-t 1:400 aranyban higitottak HBS-EP pufferben és azutan az
injektalas eldtt 8:2 (v/v) ardnyban Oszekeverték a mintdval. A kevert
oldatot 30 méasodperc hosszat injektaltdk a chip feliletre 40 pl/perc
aramlasi sebességgel. A felillet regeneralasara 100 mM HCl-at hasznaltak
20 pl/perc aramlasi sebességgel.

HPLC elemzés

A kiilonb6z6 élelmiszer matrixok riboflavin tartalmat HPLC mddszer
alapjan fluoreszcencias detektalassal mérték. A méréshez egy diddasoros
detektorral (Agilent Technology Inc) és egy fluoreszcencids detektorral
(LaChrom, Merck-Hitachi) felszerelt Agilent 1100 HPLC-rendszert
hasznaltak. A fluoreszcencids detektort 530 nm-re allitottadk, a gerjesztési
hullamhossz 450 nm volt. Agilent 1100 Series automata mintaadagoloval 50
ul mintat injektdltak (Agilent Technology Inc, Urdorf, Svdjc). A mintat
izokratikusan valasztottak szét Nucleosil C;g oszlopon (5 mm, 250x4,6 mm)
(Macherey-Nagel, Diiren, Németorszag) 1,0 ml/perc dramlési sebességgel,
a mozgo6 fazis metanol/0,5 M nétrium-acetat (30:70 v/v) volt.

Eredmények

AZ RBP specificitasat a flavin analogokkal, riboflavin lebomlasi
termékekkel és mas B csoportba tartozé gyakran el6forduld vitaminokkal
szemben vizsgaltak. A kalibracidos gorbéket az 1. tablazatban felsorolt
vegyileteket tartalmazo pufferben vették fel 10 pug/ml €s 50 pg/ml kozott €s
a gorbék inflexids pontjat (IC50) hasonlitottdk Ossze egy riboflavin
standard gorbével. Az eredményeket a riboflavin gorbe inflexiés ponton
kapott valasz szazalékaban adtak meg.

Kalibracios gorbe, kimutatasi (LOD) és mérési hatar(LOQ)

Az 1. adbran egy tipikus kalibralasi gorbe lathatd, a riboflavin 50-500
ng/ml koncentracidtartomanyaban. A goérbe 150-300 ng/ml tartoméanyban
linearis. A standard gorbét vakkal vették fel a foszfat-citrat puffert 20-szor
ismételve, a LOD-ra 3 mérés atlagaban 12,4 ng/ml-t kaptak.
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1. tablazat: AZ RBP és a flavin analogok, riboflavin bomlastermékek
és mas B vitaminok kereszt-reakcigja

Vegyiilet

Keresztreaktivitas a mérésben (%)

Riboflavin 5’-monofoszfat (FMN)
Lumikrom

Lumiflavin

Flavin adenin dinukleotid (FAD)
Biotin

Foélsav

Pantoténsav

Koenzim A

Tiamin

Tiamin monofoszfat

Tiamin pirofoszfat

Tiokrom

18,6

26,5

51,0

nincs kereszt-reaktivitas
nincs kereszt-reaktivitas
nincs kereszt-reaktivitas
nincs kereszt-reaktivitas
nincs kereszt-reaktivitas
nincs kereszt-reaktivitas
nincs kereszt-reaktivitas
nincs kereszt-reaktivitas
nincs kereszt-reaktivitas
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1. abra: SPR valaszgorbe riboflavin standard oldatokkal
két parhuzamosban felvéve

Riboflavin tartalom meghatarozasa élelmiszer és referencia

mintakban

A 2. tablazatban két laboratériumban a Biacore mddszerrel kapott
riboflavin koncentracié eredmények lathatok a HPLC modszerrel kapott

eredményekkel Osszevetve.
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2. tablazat: A Biacore alapu riboflavin koncentracio mérésében
mutatkozo laborok kozotti eltérés a HPLC-s eredményekkel
osszehasonlitva kiillonb6z6 élelmiszer-matrixokban

Atlagérték Atlagérték Atlagérték
Minta (mg/100g) (mg/100g) (mg/100g)
Biacore 1.labor | Biacore 2.1abor | HPLC moédszerrel

Sz6ja alapu termék
1. csecsemdtapszer

Nestlé referencia tejpor 1,40 1,39 1,39+0,07

Szoja alapt termék

0,966 1,07 0,97

s 0,842 1,5 0,71
2. csecsemGtapszer
Gabona lapua termék 3,10 2,52 2,04

Reggeli gabona

Tej alapt termék kakao
hozzdadasaval 1,64 1,17 0,04
Gyerektapszer 3

Gabona alapu termék

Csecsemdtapszer 4 0,714 0,82 0,60

Csecsemd gabona 0,57 0,67 0,32

Tej alapu hipoallergén

termék 1,51 1,25 1,24

Csecsemdtapszer 5

Kutyatap 1,39 1,22 0,99
Nem

Egészségvédd termék 0,55 0,22

mutathatd ki

A 3. tablazatban olyan kisérleti eredmények talalhatok, ahol a kiilonb6z6
élelmiszerekben a NIST altal garantalt B, vitamin tartalmat hasonlitottak
0ssze a Biacore SPR technikaval mért B, vitamin szintekkel.

A riboflavin koncentraciéo meghatarozasara alkalmazott két modszer
osszehasonlitasa

A hivatalos HPLC moddszerrel és a Biacore mddszerrel kapott adatokat
Osszevetve a két moédszer j6 egyezést mutatott, (R*=0,89) (2. 4bra). A
modszerek kozott szisztematikus hibat nem észleltek.
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3. tablazat: A Biacore technikaval mért B, vitamin szintek
osszehasonlitasa a NIST altal garantalt szintekkel

Garantalt Bioszenzorral
Anyag Leiras B, vitamin mért B, vitamin

szint (mg/kg)* szint (mg/kg)
NIST SRM 1846 Csecsemdtapszer 16,4 + 18,4° 16,7
NIST SRM 2383 Bébitapszer keverék 2,3-3,08° 3,14
NIST SRM 1546 Hus homogenizatum 1,41-2,59° 1,72
NIST RM 8415 Teljes tojaspor 12¢ 7,4
NIST RM 8435 Teljes tejpor 7,4-13,8" 11,2

* Ezeket az értékeket a NIST szolgaltatta és az analizis bizonylatokban
szerepelnek (amely a www.nist.gov/sm webhelyen érheté el)
tanusitott érték, b referencia érték, ¢ csak informaéaciods érték.
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2. abra: B, vitamin koncentracié mérése:
A HPLC-vel és a Biacore modszerrel nyert adatok korrelacidoja

A modszer teljesitményének jellemzoi

Az extrakcidés pufferhez B, vitamint adtak ugy, hogy a végsé
koncentracio 150, 300 és 450 ng/ml legyen. A mintakat 10 parhuzamosban
mérték €és az eredményeket standard gorbén interpolaltak. Ezt harom
kilonb0zé miszeren megismételték és az eredményeket hasznaltak fel a
modszer pontossadganak kiszdmitdsara az egyes koncentraciék mellett (4.
tablazat)
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4. tablazat: Pontossagi jellemz6k

% variacids | % variacios % variacios atlagos %
egylitthato egyitthato egyitthatd variacios
150 ng/ml-nél | 300 ng/ml-nél | 450 ng/ml-nél | egyiitthato

Ismételhetdség 7,5 1,7 3,2 4,1

Laboratoériumon
beliili
(intermediate)
ismételhetdség

4,5 4,9 12,4 7,3

Kovetkeztetések

A Biacore SPR technikan alapulo kitet kiilonb6z6 élelmiszertermékekre
két laboratoériumban vizsgaltak és hazon beliil validaltidk élelmiszerekben
és egészségmegOrz6 temékekben, valamint kiilonb6z6 NIST altal tanusitott
mintakban. Az eredmények szoros korrelacioban voltak a hivatalos HPLC
moddszerrel kapott eredményekkel. A vizsgdlat sordn tesztelt élelmiszer
mintdkban az egyszerisitett mintaelGkészitéssel a Biacore mddszer kitlind
eredményeket adott.

Ez a bioszenzor alapu SPR technika minimalis mintaeldkészitést igényld
Qflex B, vitamin kit 4j termék a B csoport vitaminjainak (f6lsav, biotin és
By, vitamin) meghatdrozdsara kifejlesztett tesztkitek kozott, melyek
hasonlo, konnyen Kkivitelezhetd modszerleirast tartalmaznak. AZ SPR
technikdnak nagy lehetdségei vannak a rutin laborokban, ahol naponta
tobbféle vitaminvizsgalatot kell végezni és lényeges, hogy az egyik
tesztkitrél a masikra gyorsan 4t tudjanak allni.

A B, vitamin kit tovabbi validalasat a kozeljovében kezdeményezik
nemzetkozi szinten elismert intézetekben és laboratoriumokban, hogy
meghatarozzak a modszer Osszes teljesitményjellemzgjét.
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