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A szo6jafehérje és kazein alapu adalékokat elterjedten alkalmazzédk
egyes hdékezelt élelmiszerek, kiilondsen huskészitmények €s konzervek
gyartasdnal komponensként, mivel igen kedvezd technofunkcids (viz-
megkotd zsiremulgedld) és eldnyos tapldlkozds-élettani tulajdonsdgokkal
is rendelkeznek [1].

Ugyanakkor tulzott mértékd felhaszndldsuk nem kivdnatos, mert
nem huseredetd, idegen fehérje tartalmuk folytan érzékeny egyéneknél
€¢lelmiszerallergiat valthatnak ki, és esetenként heveny, sudlyos
megbetegedést is okozhatnak [2, 10].

Az idegen fehérjék kimutatdsa els6sorban fehérje alapon valésithaté
meg. A hagyomédnyos mddszerek koziil leginkdbb a poliakrilamid
gélelektroforézist [3], a peptid analizist [4] haszndljédk. Ezek a technikédk
pl. az SDS-PAGE nem eléggé specifikusak és érzékenyek. Az elektro-
foretikus mdédszerek hatékonysdgdt a hékezelés rontja, a peptidanalizis
eredménye pedig a fehérjehidrolizis mindségétdl fiigg.

Az Ujabban alkalmazott, specifikus antigén-ellenanyag
kapcsoléddason alapuldé, immunanalitikai moddszerek bizonyultak a
legmegbizhatobbnak az érzékenység és reprodukdlhatdsag

szempontjabél. Az immun-elektroforetikus moddszerek azonban nem
alkalmasak mennyiségi meghatdrozdsra. A korszer(ibb jelzéses technikdk
(RIA, ETA) koziil az enzimmel kotott ellenanyagot felhaszndlo eljards az
ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) a leginkdbb megbizhato
[5, 6, 7]. Az immunkomplex jelzésére 4altaldban az elsd ellenanyag
elleni, enzimmel kovalensen kapcsolt anti-immunglobulin aktivitdsu
masodik ellenanyagot haszndlnak.

Anyagok és modszerek

Vizsgdlataink sordn hdékezelt husipari termékek (vordsaruk,
felvagottak, fott kolbéaszfélék) ¢és husos konzervek készitéséhez
felhaszndlt szdja- és tejfehérje készitmények szdjaprotein és kazein
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tartalmanak mérését végeztiik indirekt, kompetitiv ELISA-mddszerrel. A
vizsgdlatokhoz a CORTECS DIAGNOSTICS (UK) cég (forgalmazo:
NOACK Magyarorszag Kft., Budapest) biokitjeit hasznaltuk. Az eljaras
sordn az eredetileg késziilék modulokra (dispenser, shaker, washer, plate
reader) leirt mddszereket adaptidltuk az Auto-EIA automatikus,
enzimimmun-analitikai mérdrendszerre (LABSYSTEMS) megfeleld
szamitégépes programok kidolgozasdval. fgy kikiiszoboltik a
standardok, a minta- és reagens oldatok kézi pipettdzdsdbdl, a mosési
miveletek elégtelenségébdl szarmazdé hibdkat. Az egyes Iépéseket
gondosan szinkronizéltuk.

A mintaelSkészités soran a hdkezelt huskészitmények meghatarozott
mennyiségét a szdjaprotein-tartalom meghatarozdsnal 0,05 mol/dm?
Tris-HCI1 pufferben (pH=8,6) homogenizédltuk, majd ditiotreit tartalmu
forré ureaoldatban extrahdltuk. Igy a hékezelt termékben tobbé-kevésbé
denaturdlédott szdjafehérje antigén oldhatovd lesz. A ditiotreit a SH-
csoportok védelmét biztositja.

A mintdk renaturdlasat L-cisztin tartalmi oldatban valé higitdssal
végeztiilk. A kazein mennyiségi meghatdrozdsdhoz a mintdt 0,9 %-os
konyhasdoldatban szobahdmérsékleten extrahdltuk.

A vizsgalat kivitelezésére szobahdmérsékleten, tisztitott széjaprote-
in, 1ll. kazein prepardtummal el6zetesen bevont mianyag mikrokiivetta-
ban (mikrotiterlemez) keriilt sor. A kezdd kompetitiv reakcidé sordn 50 pl
higitott mintakivonatot juttattunk a mikrokiivettaba, egyiitt 50 ul nyudl
antisz6ja protein, 1ill. birka anti-kazein oldattal. A mintédval
megnodvekedett szdjaprotein, ill. kazein koncentriacié6 kovetkeztében a
mikrokiivettdban rogzitett szdjaproteinhez, 1ll. kazeinhez kot6dd
ellenanyag mennyisége csokkent. A reakcid lefutdsa utdn a nem kotddott
anyagokat (szabad fé4zis) szivatdssal ¢és tobbszdri  mosdssal
eltavolitottuk. A mikrotiterlemez alapos mosédsa céljabol un. "soak"
(dztatd) mosasi muveletet alkalmaztunk, tekintettel az eljaras kritikus
voltara (hamis immunvalasz elkeriilése).

A mikrokiivettdban rogziilt nydl anti-sz6ja protein, ill. birka anti-
kazein mennyiségét 100 ul peroxiddzzal konjugdlt sertés anti-nyul, ill.
nyul anti-birka immunglobulinnal tortént reakcié alapjdn hatdroztuk
meg. Az inkubécids 1d6 letelte utdn a felesleges konjugdtumot ismételt
mosdssal eltdvolitottuk, és a kotott peroxiddz enzim aktivitdsat érzékeny
2,2’ -azino-di-3-etil-benztiazolin-6-szulfonat (ABTS) szubsztrat hozza-
addsit kovetd, a peroxidaz jelenlétére utaléo z6ld szinez6dés alapjan
allapitottuk meg. A szinképz6dés forditottan ardnyos az eredeti
szOjaprotein, ill. kazein koncentrdciéjaval a higitott extraktban. A zo6ld
szin kifejl6dését a inkubdcidés periddus végén a "maximum binding"
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abszorbancia programozott ismételt mérésével (Feltétel: A, ospm > 1,4)
szamitogépes ellenGrzéssel optimalizaltuk.

Az enzimes reakciot 50 pl 1,5 % (m/v)-os natrium-fluorid oldat
hozzdadasaval allitottuk le. A vizsgdlt antigén koncentracidjat hékezelt
hiskészitményekben 3,5-70,0 pg/ml szdéjaprotein, ill. 0,5-10,0 pg/ml
kazein koncentrdci6ju standardokkal egyidejileg felvett kalibracids
gorbe segitségével 405 nm hulldmhosszon végzett fotometrdldssal,
szamitogépes kiértékeléssel hatdroztuk meg: az automata milszer a
mikrokiivettdban 1évd azonos térfogatd (150 pl ) oldatok abszorbancidjat
szubsztrdt vakkal szemben mérte.

Kontrollként szdjaprotein izoldtumot (Purina PP500E), ill. savas
kazeinport hasznaltunk.

A mérési eredmények értékelése

A kalibracios gorbék mérési pontjait parhuzamosban minden
méréssorozat mikrotiterlemezére vonatkozéan felvettiik. Az 1. és 2. dbra
szerint a kiilonb6z6 id6pontokban (6sszesen hat, ill. hdrom alkalommal)
mért abszorbancia-értékek és a szdjaprotein, ill. kazein koncentrdcid
kozott az alkalmazott mérési tartomanyban nem linedris az 0sszefliggés.
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Léathat6, hogy a gorbék lefutdsa nagyon hasonld, de az enzimes
szinreakci6 id6beli lefolyasdnak optimalizdldsa sordn kapott standard
gorbék kisebb abszorbancia értékeket vettek fel. A kiértékeléshez
szokdsos - kevésbé pontos - kvdazilinedris (grafikus) kozelités helyett
szamitégépes nemlinedris fiiggvény illesztéseket végeztink. Ugy
taldltuk, hogy mindkét fehérje komponens vizsgdlatdnal a harmadfoku
polinomidlis egyenlet adta a legjobb eredményt mindegyik mérési
alkalommal. Ezt igazolja az 1. és a 2. tabldzat szerinti variancia tdbldzat
az 1. és 2. dbra egy-egy gorbéjének adatparjaibdl az y=a +a,x+a,x*+a;x’
egyenlet illesztésének regresszidanalizis€éhez. A teljes korreldcids
koefficiens, R=0,9998, ill. 0,9996, tehat a kiszamitott kobos Osszefliggés
nagyon szoros és P=5 % szinten szignifikdns, amit a varianciatdblédzat
regresszié sordnak F-prébdja mutat. A becslés standard deviédcidja:
0,0173, ill. 0,0255. Osszehasonlitdsképpen a pontsorra egyenest
illesztve a korreldcids egyiitthatd, r=-0,9414, ill. -0,9926.

1. tablazat: Varianciatablazat a harmadfoki polinomialis egyenlet
illesztésének regresszidanaliziséhez széjaprotein ic ELISA-nal
(6. standardgorbe)

Tényezd N.égyzet Szal;‘ﬁﬁségi N;Etgl};det F
Osszeg
Osszes 0,956
Regresszio 0,955 3 0,318 1069*
Maradék (hiba) 2,98-10* 1 2,98-10*

*tablazati F érték = 216 (P=5%)

2. tablazat: Varienciatablazat a harmadfokiu polinomialis egyenlet
illesztésének regresszidanaliziséhez kazein ic ELISA-nal
(3. standardgorbe)

Tényezo l\iégyzet Szal;il)ﬁségi Ngtgl};fget F
Osszeg
Osszes 0,899
Regresszio 0,899 3 0,300 459%*
Maradék (hiba) 6,52-10* 1 6,52-10*

*tablazati F érték = 216 (P=5%)

A hoékezelt huskészitmények szdja-tartalma mennyiségi meghaté-
rozasanak eredményeit a 3. tablazat tartalmazza. A szamitott %-os adatok
az abszorbancia mérés eredménye alapjdn, a bemérések ismeretében,
sz6jaizoldtum standardra vonatkoztatott értékek. A tdbldzat szerint a mért

132 Elelmiszervizsgilati Kozlemények, 40, 1994/2



szOjafehérje tartalom viszonylag széles tartomdnyban (0-6,4 %) véltozik.
Périzsi, virsli és felvagott termékcsoportban el6fordulnak kiugréan magas
(5,1 - 6,4 %) a modositott huskészitmények altalanos eldirdsai szabvany
[9] 4.1. szakaszédban elSirt 3 %(m/m)-nél nagyobb értékek is, igy ezeket a
termékeket a felhaszndlt nem huseredetd fehérjére utalé megnevezéssel
(pl. szdjas pdrizsi) lehetne csak forgalomba hozni. A termékcsoportok
szerint nézve az atlagos szdjatartalom nem haladja meg a kritikus értéket,
ugyanakkor nagy szor6ddst mutat. Az 4atlagosndl nagyobbmértékd
szOjakészitmény felhaszndlds inkdbb a nagyobb volumenben gyartott
vordsaru-féléknél (pdarizsi, virsli) és egyes felvagottakra jellemz6.

3. tablazat: Széjaprotein-tartalom meghatarozas (ic ELISA)

Termékcsoport szlzi/lrinn(tdab) Terj((i;:;:lem Atlag(%) Szoras| CV%

| Vorosaruk 31 0-6,4 2,09 1,64 78,6
Parizsi 12 1,0-5,1 2,54 1,44 56,7
Virsli 9 1,4-6,4 2,84 1,60 56,4
Krinolin 4 0-1,5 0,73 0,84 114,8
Szafaladé 3 0-2,0 0,67 1,15 172,3

. Baromfi term. 3 0-3,8 1,27 2,19 172,8
F‘;’::llgé‘;tztf’éfl‘é“ 12 0-6,1 1,98 | 1,74 | 88,0
Felvagott 8 0-6,1 2,61 1,81 69,3
Fétt kolbdsz 0-1,3 0,73 0,59 80,9

A husos konzervek ¢és felvagottak kazein-tartalmédnak mérési
eredményeit a 4. tdbldzatban foglaltuk 0ssze. A meghatdrozott értékek
savas kazein standardokra vonatkoztatott adatok. Ezek szerint a kazein-
tartalom szlk intervallumban valtozik (0-0,48 %), és az éatlagos érték
alacsony, 0,1 % koriili, mivel a vizsgalt termékek kb. 75 %-a nem
tartalmazott kimutathaté mennyiségben kazein fehérjét. A kis mértékd
kazein felhaszndlds arra utal, hogy a termékbe vitel célja kizdardlag az
allomédnyjavité funkcié és nem a husfehérje kiegészitése, ill. potlasa.
Ennek ellenére vizsgdlata fontos feladat, mivel a tehéntej fehérje
gyakori allergén.

4. tablazat: Kazein-tartalom meghatarozas (ic ELISA)

. Minta |Terjedelem | ¢ L.
Termékcsoport szém(db) (%) Atlag(%)| Szoras | CV%
Husos konzervek 12 0-0,48 0,11 0,16 145,5
Felvagottak 12 0-0,25 0,02
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A vizsgdlatokhoz kontrollként haszndlt tisztitott szdjaprotein
izolatum, 1ill. savas kazeinpor visszanyerés dtlagos értéke: 101,4%
(89,7 - 109,6%), ill. 103,5%, (90,4 - 112%). Az eredmény szdmitdsdnal -
szOjaprotein izoldtum esetében - figyelembe vettik a Kjeldahl-féle
nitrogén analizissel meghatarozott és a készitményen "protein értékként"
megadott fehérjetartalmat (83%).

A vizsgdlatok tapasztalatai alapjan megdallapithaté, hogy a kisérleti
koriilmények gondos betartdsdval, az automata miszer biztositotta
lehetdségek kihaszndldsdval hékezelt huskészitmények szdjaprotein és
kazein tartalmdnak meghatdrozdsa megbizhat6 eredményt szolgéltat.
Ugyanakkor, ha a vizsgdlt termék gydartdsdndl felhaszndalt szdjafehérje,
ill. kazein készitmény tipusa eltér a modszernél leirtaktdl (pl. szdja
texturatum, natrium-kazeinat), célszeri azt az analizisbe iktatni és
egyiitt futtatni a kontroll mintdval. A visszanyerési eredmények
ismeretében a megfeleld korrekcids faktor kiszamithato.
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Szoja- és tejfehérje készitmények proteintartalmanak
meghatarozasa automatizalt enzimimmun-analitikai
eljarassal hékezelt hiskészitményekben
Kerekes L.

A szerzd hiuskészitmények széjafehérje ¢és kazein tartalmdnak
meghatdrozdsara  indirekt, kompetitiv ELISA-mddszert adaptalt
automatikus, enzimimmun-analitikai mérdrendszerre (Auto-EIA,
LABSYSTEMS) megfelel§ szdmitégépes programok kidolgozdsaval. Igy
kikiiszobolte a standardok, a minta és a reagens oldatok kézi
pipettazdsabol, a mosdsi miveletek elégtelenségébdl szdrmazd hibakat.
Megbizhat6 eredményeket kapott a kalibrdciés gorbe felvételénél - a
szokasos kvdzilinedris kozelités helyett lényegesen jobb - harmadfoku
polinomidlis egyenlet szamitégépes illesztést végezve.

Determination of Protein Content from Soy-and Milk
Protein Preparations in Heat-Treated Meat Products
by Automatic Enzyme Immune Analytical Procedure

Kerekes, L.
An indirect, competitive ELISA-method was adapted to an automatic,
enzyme immune analytical measuring system (Auto-EIA,

LABSYSTEMS) for the determination of soy protein and kazein content
of meat products, with the -elaboration of relevant computer
programs.Thus the errors arising from manual pipetting of standards,
sample and reagent solutions as well as the insufficient washing steps
were excluded. Reliable results were obtained using a significantly
better cubic polinomial equation computer fitting for taking the
calibration curve instead of the usual quasilinear approximation.

Bestimmung des Proteingehalts von Soja- und Milcheiweil3-
preparaten mit einem automatisierten enzymimmunanalyti-
schen Verfahren in wirmebehandelten Fleischprodukten
Kerekes, L.

Durch die Ausarbeitung von geeigneten Rechnerprogrammen wurde eine
indirekte, kompetitive ELISA-Methode mit dem automatischen,
enzymimmunanalitischen MeBsystem (AUTO-EIA, LABSYSTEMS) zur
Bestimmung des Sojaeiweill- und Caseingehaltes von Fleischprodukten
anwendbar gemacht. So konnten die Fehlerquellen eliminiert werden, die
durch die Standards, durch das Handpipettieren der Probe und der
Reagenzlosungen sowie durch die ungeniigende Waschoperationen
entstehen. Bei der Aufnahme der Kalibrationskurve wurden zuverldssige
Resultate durch die rechnergestiitzte Anpassung der polynomialen
Gleichung erhalten, die wesentlich besser waren als durch die iibliche
quasilineare Niherung geliefert werden kdnnen.
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