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Néhany aestivum bulzafajtdbdl el@allitott liszt alkalmas j6 min6ségll élesztés
kenyér készitésére, mig mas fajtdkbdl kivalé keksz gyarthat6, a durum buzafajték
pedig a szaraztésztak kivald alapanyagai. A buzafajtdk ezen tulajdonsaga a blza
tartalékfehérjéinek egyedilalld sajatossagan alapul, hogy' a blzamaghol eléallitott
6rleménybdl tészta készithetd, melybdl a keményitét kimosva rugalmas, alakithat6
massza, a sikér marad vissza. A sikér mennyisége és min6sége a blzafajtara jellemz6
mindségi mutatd, a kulonbdzé analitikai modszerekkel becsult mennyisége igen
fontos a fajta megitélése szempontjabal.

A klasszikus gabonafehérje-kémia [1] nyomén a 70 %-os vizes etanolban old-
haté fehérjéket tekintik gliadinoknak, a hig savval, liggal oldhatokat gluteineknek.
Irodalmi forrasok [2] szerint a gliadinok oldatban mint egyedi polipeptid lancok
komplex keverékei vannak jelen a disszocialé oldoszerben, a glutenin pedig
aggregatumok formajaban.

Vizsgalatunkban a gliadin mennyiségi becslését tliztiik ki célul, ahol a 70 %-os
etanolban és 50 %-os propanolban oldédé fehérje mennyiségét tekintjlik
antigénnek. A teljes nyers gliadin mennyiségi becslését ELISA mddszerrel végeztik
el. Ezt a mddszert azért valasztottuk, mivel az ELISA mddszer lényege, hogy kis
anyagmennyiségek kimutatasara alkalmas, érzékeny és nagy specificitasli. Az
antitesttel kapcsolt enzim szintelen vegydlet, mely a szubsztrattal szines vegyiiletet
hoz létre, és a szinintenzitds mérhetd optikai denzitas alapjan, mely aranyos az
antigén, vagy az ellenanyag mennyiségével. A gliadinok kvantitativ becsléséhez a
fehérjék térszerkezetének lerombolasa nélkil sziikséges a méréseket elvégezni [3].

Az ELISA tesztekhez nyulakban fejlesztett poliklonalis immunszérumot
alkalmaztunk, mely a teljes gliadin kiilsé epitdpokkal adott reakciot [4], [5] munkaja
alapjan mértiik. Az agliadin immunszérum 1gG-t tormaperoxidazzal kapcsoltuk [6].
Az enzim szubsztratjaként TMB-t (3,3',5,5'-tetrametil-benzidin-dihidro-klorid) alkal-
maztunk. A kilénb6zd fajtaju buzalisztek gliadinmennyiségi becslését [7] dolgozata
alapjan végeztik el.

Anyagok és modszerek
Az antigént, a gliadint 9 fajta buzabol: Mv-4, Mv-8, Mv-9, MvlO, Mv-15, Mv-16,

Mv-14-85, Mv-21, Mv-107-85 nyertiik ki. A blzafajtakat az ELTE N&vényélettani
Tanszékétdl kaptuk. 1g 6érleményt 10 ml 50 %-os propanollal vagy 70 %-os etanollal
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mérsekelten lasst keverés mellett felszuszpendaltuk, majd két éra hosszat 37 °C-0s
vizfurddre tettilk. Ezt kovet6en két 6ran at magneses keverévei kevertlik, majd 10
percig 10000 rpm-mel lecentrifugaltuk. A feliilisz6t 1,5 %-os NaCl-dal lecsaptuk és
a sOban oldddo fehérjét kioldottuk, a 10000 rpm centrifugélds utdn a csapadékot
gy(jtottik. A csapadékot alkoholban oldottuk és a séoldat hozzaadasaval a séban
oldddo fehérjét eltavolitottuk. A mdveletet haromszor ismételtiik. Az alkoholban
visszaoldott csapadékot dializalé csébe toltottiik és desztillalt vizzel szemben 24
oran keresztul dializaltuk, a desztillalt viz tébbszori cseréje mellett.

A poliklonalis antitestet nyulakban fejlesztettik, az allatokat a Godoll6i
Kisallattenyésztési Kutatd Intézet godoll6i telepén vasaroltuk. A tesztallatok sulya,
neme azonos Vvolt. Az antigént (gliadint) 0,01 M ecetsavval és a Human
Oltéanyagtermel6 és Kutaté Intézett6l vasarolt komplett immun adjuvanssal
oltottuk. A hiperimmun szérum elGallitdisahoz az injektalasi adag felét a
combizomba, mig a masik felét a bér ala fecskendeztiik 20 tliszdrassal.

Az ELISA vizsgalatokhoz a polipropilén mikrotiter lemezeket a s(lysépi
Miszeripari és Mdanyagfeldolgoz6 GMK-t6l véséroltuk. Az Osszes vegyszer
analitikai tisztasagu volt, melyeket a REANAL-t4l szereztiink be.

A kot6 karbonat pufferhez 2,688 g NaHCOR és 1,908 g Na2Co 3 -ot mértiink
be, melyet 1000 cm”-re toltottlink fel desztillalt vizzel, majd pH 9,6-ra allitottunk be.
A higito és mosopufferként PBS-t hasznaltunk, melyhez 8,0 g NaCL, 0,2 g KC1, 2,68
g Na2HPo 4 ~2H20 és 0,27 g KH2Po 4 -et 1000 cm”-re toltottik fel, az oldat pH-jat
7,4-re allitottuk be. A mosdpuffer 1 % Tween 20 detergenst tartalmazott. A
konjugatumot [6] szerint allitottuk el tormaperoxidaz enzimmel, az enzimet a
KEKI Biomérnoki Osztalya allitotta el6 kromatografiasan.

Az el6allitott immunszérum titerét indirekt ELISA modszerrel hataroztuk
meg. A 96 lyukd mikrotiter lemezt a 1 mg/cm” gliadin 6tszords higitasanak tovafuto
higitasi sorozataval boritottuk, a higitast a kot6pufferrel végeztiik (1000 f.g, 200 /xg,
40 /xg, 8 1xg, 1600 ng, 320 ng, 64 ng, 12 ng), mely oldatokbdl 100-100/xI-t mértlink be
a lemez valyataiba. A lemezt 4 °C-on egy éjszakan at h(it6szekrényben inkubaltuk.
Ezt kovetéen a lemezt haromszor PBS-Tween oldattal mostuk és térl6ruhdhoz
utdgetve jol kiszaritottuk. A lemezre felmértik az immunizécié sordn kapott pozitiv
szérumok tovafutd higitast 80, 160, 320, 640, 1280, 2560, 5020 és 10040, a negativ és
a gyengén pozitiv szérummal egyitt és az el6z6vel azonos moédon higitva. A bemért
mennyiség 100-100 ~U/lyuk. Két 6ras inkubaldssal 37 °C-on létrejott az antigén és
antitest reakcid, melyet a mésodik tormaperoxidazzal jelzett antitesttel jeleztiink. A
mosast és széritast kdvetben az anti-nyllkecske HRP 250-szeres higitdsanak 100-100
jul-ét mértlk fel a lemezre és 2 6rat inkubaltuk 37 °C-on. A haromszoros mosas és az
ezt kovet§ széritds utan a lekotdtt ellenanyagot ABTS vagy TMB szubsztrattal
jeleztiik.

Jelenlegi munkankban a TMB szubsztrattal kapott eredményekrél szdmolunk
be. A TMB 42 mMol mennyiségét DMSO-ban oldottuk és 0,1 M Na-acetattal
higitottuk, melybdl 10 yd H202 hozzdadasa utan a mikrotiter lemezre mértik 100-
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100 /m mennyiséget. 5 percig inkubaltuk és 50 M 2 M H2So 4 -el leéllitottuk a
folyamatot, a mérést 449 nm-en végeztik.

A gliadin mennyiségi becslését szendvics ELISA moddszerrel végeztik. A
lemezt boritottuk az altalunk el6allitott poliklonalis immunszérum IgG 1:160 szoros
higitasaval, melyet egy antitestet a PBS-Tween mosopufferrel kimostuk és
térléruhdhoz Utdgetve Kiszaritottuk. A teljes gliadinbdl a standard sort felmértik,
mely a kdvetkez§ volt: 3000 ng, 1000 ng, 300 ng, 100 ng, 50 ng, 25 ng, 12,5 ng, 6,25
ng. A kilonbdz6 fajtaji buzakbol elGallitott lisztek 70 % etanolban és 50 %
propanolban oldott gliadin mennyiségét mértiik fel az aktualis higitdshan, mely 50x,
IOOx és 300x higitast jelent. A két éras 37 °C-os inkubaciét kdvetben haromszor
mostuk a lemezt és alaposan kiszéritottuk. A sajat konjugdtumunk, melyet [6]
szerint allitottunk el és 100 szoros higitdsban mértink fel. Az inkubalasi mosasi
lépéseket az el6z6ek szerint végeztiik. A TMB szubsztratot az indirekt ELISA-nal
leirtaknak megfelelen alkalmaztuk. Az optikai denzitdsok sorozatos mérése
alapjan a gliadin mennyiségeket becsultiik.

A mérési eredmények értékelése

Az 1 tablazatban a mikrotiter lemezre felmért gliadin mennyiségét ng-ban
tintettik fel és a mért extinkcié értékeket adtuk meg, mely mérési eredmények
TMB szubsztratra vonatkoznak. A standard gorbét kiilonb6z6 idépontokban mért
értékekb6l képzett atlag és a hozza tartozo gliadin valtozd kozotti két valtozds
regresszids analizist végeztink 1 &bra. A nem lineéris illesztések korul az
exponencidlis modell statisztikai paraméterei adtdk a legjobb eredményt, melynek
egyenlete:

y = exp(atbx).

1. tablazat
Az ELISA lemezre felmért gliadin mennyisége és a TMB szubsztrattal mért
extinkci6 értékek atlaga kiulénb6zé mikrotiter lemezeken

Sor Gliadin A mikrotiter lemezeken mért extinkcié titlagértékek |
(ng) x| x2 X3 x4
1 3000 1,086 1,082 1,094 1,119
2 1000 0,719 0,811 0,753 0,820
3 300 0,519 0,584 0,550 0,632
4 100 0,338 0,461 0,431 0,534
5 50 0,158 0,306 0,207 0,347
6 25 0,041 0,122 0,108 0,194

A modell (gorbe) felallitisanak helyességét a 2. tdblézat variancia analizise
igazolja (F préba).
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gliadin (ng)

1. abra: A kilénb6z6 id6pontokban szendvics EL1sA mddszerrel mért extinciok
atlaga a 0 - 3100 ng gliadin tartoméanyra

2. tablazat
A regresszios analizis szignifikancia probaja

A négyzetek 6sszege Szabadsagfok F arany A préba szintje

Modell 111,82 1 569,07 0,000
Hiba 5,50 28
Osszes 117,32 29

Korrelaciés koefficiens (r) = 0,976
A becslés standard hibaja (sec) = 0,443

A vizsgalati modszernél leirt mintael6készitéssel a kiilonbdzd gliadin tartalmu
bizalisztek elkilonithetek. A nem hékezelt gabona alapi élelmiszer nyersanyagok
glutén tartalma becsilhetd a mért gliadin tartalom alapjan.

A modszereknél leirt antigén el6készitésii gliadinok visszamérése megbizhato.
A mintael6készités egyszer(ibb moédja esetén a gliadin becslésekor ez nem
egyértelmd.

A vizsgélatok alapjan szerzett tapasztalatok azt mutatjak, hogy a poliklonalis

és a specifikus monoklonalis ellenanyagok 6sszehasonlitd és kombinalt alkalmazésa
szilkséges.
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A buzaliszt gliadin tartalmanak vizsgalata ELISA
maodszerrel

Aubrecht, E. és Tdoth, A.

A kiilénb6z6 buzafajtakbol ki6rolt liszt eltérd tartalék fehérje dsszetétele miatt
alkalmas arra, hogy késztermékek soréat allitsdk el bel8le, ezért igen fontos a
kilonbozd osszetételli lisztek elkulonitése. Vizsgalatainkban 9 féle martonvasari
bluzafajtabol el6allitott 6rleményb6l 70 %-os etanollal és 50 %-os propanollal
oldottuk ki a gliadin antigént. A s6oldatban oldhaté fehérjéket 15 %-0s NaCl-ban
tavolitottuk el. Az ELISA tesztekben nyulakban fejlesztett poliklonélis
immunszérumot alkalmaztunk. Konjugatumként tormaperoxidazzal kapcsolt nydl
IgG-t alkalmaztunk. A TMB szubsztrattal mért extinkcid értékek &tlagabol a
standard gorbét mértik ki ismert mennyiségl gliadin adagoldsaval. A sandwich
ELISA-val mért eredmények alapjan megallapithatd, hogy az oldékonysag
kilénbség alapjan  el6allitott  gliadin  mennyiségek  visszamérhetéek. A
mintael6készités egyszerlibb modja esetén az nem egyértelmdi.
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Investigation into the Gliadin Content of Wheat Flour
by ELISA Method

Aubrecht, E. and Téth, A.

Flours extracted by milling from different wheat varieties are suitable for the
production of series of finished goods because of their different reserve protein
composition. For this reason it is important to separate the flours of different
composition. In the course of the present study the gliadin antigen was dissolved
with 70 % ethyl alcohol and 50 % propyl alcohol from grists, prepared from 9
different wheat varieties of Martonvasar. Saline soluble proteins were removed with
15 % NaCl solution. Policlonal immun serum developed in rabbits were used in the
ELISA tests. Rabbit 1gG linked to horse radish peroxidase was used as conjugate.
The standard curve was determined from the average of extinction values measured
with TMB substrate, adding known amounts of gliadin. From the results of sandwich
ELISA measurement it can be concluded that the amount of gliadin prepared on the
basis of solubility differences can be recovered. This is not unambiguous using a
more simple sample preparation.

Untersuchung des Gliadingehaltes vom Weizenmehl mit
der ELISA-Methode

Aubrecht, E. und Toth, A.

Das aus verschiedenen Weizensorten gemahlene Mehl ist infolge der
Zusammensetzung des Reserveeiweisses dafir geeignet, eine ganze Reihe von
Fertigprodukten herzustellen. Deshalb ist die Trennung der Mehle von
verschiedener Zusammensetzung sehr wichtig. In unseren Untersuchungen wurde
das Gliadin-Antigen aus dem Mahlgut mit 70 %-igem Ethanol und mit 50 %-igem
Propanol ausgelost. Die in Salzlésung loslichen EiweiRstoffe wurden in 1,5 %-iger
NaCl-Losung entfernt. Fur die ELISA-Methode wurde ein in Hasen entwickeltes
polichlonales Immunserum eingesetzt. Als Konjugat wurde ein mit Merrettich
verbundenem Hasen-IGG angewandt. Die Mittelwerte der mit TMB-Substrat
gemessenen Extinktionswerte ergaben die Standardkurve unter Dosierug von
bekannten Gliadinmengen. Auf der Grundlage der mit Sandwich-Elisa gemessenen
Ergebnisse kann festgestellt werden, daf die nach der Loslichkeitsdifferenz
hergestellten Gliadinmengen konnen wiedergefunden werden. Bei einfacherer
Probenvorbereitung ist es dagegen nicht eindeutig.
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