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1. Allati eredet(i élelmiszerek analitikaja

VAMOSNE VIGYAZO LILL Y**é TORLEY DEZS O***

Az enzimes analizis elméleti alapjait kozleménysorozatunk 1. részében ismer-
tettiik (1). A 1l. részben az allati eredet(i élelmiszerek analitikajaban alkalmazott
fontosabb enzimes mddszereket ismertetjik, a kdvetkezd felosztasban: az élelmi
anyagokban asajat enzimek aktivitasanak vizsgalata; a feldolgozasban alkalmazott
enzimkészitmények aktivitdsanak ellendrzése; az élelmiszerek osszetev6inek, ada-
lékanyagainak meghatarozasa.

1 Huas és histermékek

7.7. Sajat enzimek

A hisok szoveti enzimei kozlil a glutamat-oxalacetat-transzaminaz (GOT)
izoenzimek kimutatasa a friss és fagyasztott sertés- vagy marhahus, ill. -maj meg-
kilonboztetésére alkalmazhatd (2, 3,4,5): amitokondriumokban taladlhaté GOT”
izoenzim a fagyasztaskor megseril6 membranokbol atkeril a szarkoplazmaba, s
az ott taldlhatd GOTs aktivitdsat noveli, ill. a has levébdl cellul6z-acetat elektro-
forézissel vagy ioncseréld kromatogréfiaval kimutathaté. Az enzim a kovetkezd
reakciot katalizalja:

. ., GOT . .
L-aszpartat + a-ketoglutarat oxélacetdt + L-glutamét (1)

A tartdsitott hasok és hiskészitmények kell6 h6kezeltségének ellendrzésére az
izom-foszfataz (6), ill. Gjabban a karboxileszteraz-zmAm inaktivalédasanak mértékét
alkalmazzak (7, 8, 9, 10). Az utébbi enzim szubsztratumaként a-naftil-acetatot
vagy indoxil-acetatot alkalmaznak. A modszer viszonylag gyors, izemellen6rzésre
alkalmas valtozatat is kidolgoztak, azonban nem minden termék esetében ad meg-
bizhaté eredményeket (9).

1.2. A feldolgozasban alkalmazott enzimkészitmények

A husok porhanyositasara, csontokt6l vald elvalasztasara stb. alkalmazott
novényi vagy baktérium-eredetld proleazkészitmények aktivitdsdnak ellendrzésére
legegyszer(ibb a valamely — viszonylag jol definialt — fehérjébdl (pl. Bacto-he-
moglobin) meghatarozott kérilmények kozott az enzimkészitmény adott mennyi-

* Elhangzott a MKE Biokémiai Szakosztdlya, a METE és a Magyar Klinikai Laboraté-
riumi Diagnosztikai Tarsasdg ,,Enzimes analizis és enzimdiagnosztika” kollokviuméan. Matra-
fired, 1978. méaj. 4—6.

** Kozponti Elelmiszeripari Kutatd Intézet, Bud,aPest.

*** Budapesti M(iszaki Egyetem — Biokémiai és Elelmiszertechnol6giai Tanszék.

167



sége altal az id6egységben felszabaditott tirozin mennyiségének mérése UV-spektro-
fotometriaval, 280 nm-en, tirozinnal felvett kalibraciés gorbe alapjan.

Protedzok - és egyéb, makromolekulédkat bonté enzimek - esetében is a leg-
célszerlibb a készitmény sziikséges adagjat a technoldgiai adottsagokat lehet6leg
minél jobban megkdzelité koridlmények kozott kikisérletezni. Az aktivitdsmérd
modszereket tisztitott vagy szintetikus szubsztratumokon az enzimkészitmények
egyes gyartasszériainak Osszehasonlitasara vagy a tarolas soran esetleg fellépd
aktivitasveszteségek ellendrzésére ajanlatos alkalmazni.

1.3. Hus-dsszetevdk, adalékok

Az izmokban lejatszédé anaerob glikolizis végterméke, a tejsav, enzimes Uton
egyszer(ien meghatarozhato, a kovetkez6 reakcio alapjan:

LDH _.
Laktat + NAD+ — Piruvat + NADH + H+ 2

LDH = laktat-dehidrogenaz
NAD+ = oxidalt nikotinamid-adenin-dinukleotid
NADH = redukalt nikotinamid-adenin-dinukleotid

Az egyensulyi reakcié lagos pH alkalmazasaval és a pirosz6l6sav reakcioter-
mék megkdtésével (hidrazinnal) a fels§ nyil irdnyaban tolhat6 el, igyhogy a tejsav
atalakulasa kvantitativ és aranyos a NAD atalakulasaval. Ez a reakcioelegy 340
nm-en mért extinkcidjanak valtozasaval kovethet6 (11).

Huaskészitmények etanoltartalmat —az etanol szelektiv vizgézdesztillacioval
végzett elkllonitése utdn - alkoholdehidrogendz (ADH) enzimmel acetaldehidda
alakitjak. A reakci6ban felszabadulé hidrogén a NAD-ot redukalja, hasonl6an,
mint az el6z8 reakcidban. igy az atalakulas - amely az acetaldehid szemikarbazi-
dos megkdtésével teheté kvantitativva —ugyancsak extinkcioméréssel kovethetd,
340 nm-en (12).

A reakcidegyenlet a kovetkez6:

ADH o
CH3- CH2- OH + NAD+-—----CH3- Cf + NADH + H+ 3)
H

(pH=8,7)

A husarukhoz izesit6ként adagolt mononatrium-glutamat meghatarozéasara
kétféle enzimes eljarads is alkalmazhat6: az egyikben a glutaminsavboél névényi
vagy mikroba-eredet(i glutaminsav-dekarboxilazzal C02ot szabaditanak fel,
amelynek mennyiségét manometriasan, Warburg-késziilékben hatarozzak meg (13).
A masik mddszerben glutaminsav-dehidrogenaz (GDH) enzimet alkalmaznak, a
kovetkezd reakcidegyenlet szerint:

GDH
L-glutamat + HD + NAD +-—- *a-ketoglutarat + NH3 + NADH (@)

A glutamat kvantitativ atalakulasat a NAD foléslegben valé adagoléasa, a
ligos pH és az a-ketoglutarsav megkotése hidrazinnal, biztositja. Ismét a keletkez6
NADH UV-abszorpcidjanak mérésével koévetik az atalakulast. A reakcié erdsen
specifikus, egyéb aminosavak nem zavarjak (14).
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A toltelékes arukhoz adagolt szacharo6z specifikusan meghatarozhaté a kovet-
kez6 enzimreakciok segitségével (15):

Szachar6z + HD InvV—aZ Glikoz + Fruktdz (5)

Glikoéz + Fruktdz + 2 ATP Hex" iniz Qilikéz-6-foszfat + Fruktdz-6-foszfat +
+ 2 ADP (6)

0_p_0T

Q_o_
Glikoéz-6-foszfat + NADP n 6-foszfogliikonat + NADPH + H+ (7)

ATP = adenozin-trifoszfat
ADP = adenozin-difoszfat
G-6-P-DH = glukoz-6-foszfat-dehidrogenaz

A meghatéarozashoz tehat 3 enzim szikséges, az invertdz, a hexokinaz és a
glukéz-6-foszfat-dehidrogenaz, tovabba foszfat-donorként ATP és hidrogén-ak-
ceptorként NADP. A (6) és a (7) egyenlettel leirt reakciok komponensei egyidejileg
adhatdk az (5) reakcié termékeihez. A (7) reakcié termékei kozil a NADPH meny-
nyiségét hatarozzak meg extinkcioméréssel 340 nm-en; a szachardzkoncentracié
a 0-110 mg cm-3 tartomanyban aranyos az extinkciéval.

Keményitészorp-adalékot rézredukciés moédszerrel hataroznak meg malt6z
alakjaban, a- és /9-amildzzal végzett hidrolizis utan (16). Elképzelhet6 azonban
mas enzimek alkalmazasaval a keményit6 hidrolizise gliikézza és ennek meghata-
rozésa pl. az emlitett hexokinazos médszerrel.

A sovany tejpor-adalék a laktéz-tartalom alapjan hatarozhaté meg. A laktozt
/Tgalaktozidazzal gluikézza és galakt6zza hidrolizaljak s a glukdztartalmat az is-
mertetett hexokinazos modszerrel mérik (17). Keményit6szorpot és tejport egyiitte-
sen tartalmazoé hiskészitményekben a szachardzt éleszt6-fermentacioval, az egyéb
E:ul;rokat maltézzal és glikozoxidazzal tavolitjak el a laktéz meghatarozésa el6tt
18).

Na-kazeinat specifikus kimutatasara nyers és hékezelt hustermékekben agar-
gél precipitaciés modszert dolgoztak ki (19). Ez azon alapszik, hogy egyes protea-
zok, pl. a-kimotripszin hatdsara a Na-kazeinat kicsapddik, egyéb, a huskészitmé-
nyekben adalékanyagként alkalmazott fehérjék, pl. sovany tejpor- v. szdjafehérje
viszont nem.

Szervetlen difoszfat-adalék specifikusan meghatarozhatd hdsarukban éleszt6-
b6l el6allitott pirofoszfatazzal. A reakcioban a szervetlen pirofoszfat Mg-aktivator
jelenlétében 2 molekula o-foszfatta alakul (pH 6.8-on). Az o-foszfat megfelelé ko-
ralmények kozott szinreakcié alapjan spektrofotometridsan meghatarozhaté (20).

2. Halkészitmények

Tengeri halak (pl. kdzonséges és foltos tékehal) fagyasztott fiié-termékei LDH-
izoenzimeik elektroforézises mozgékonysagai, ill. inaktivalodasi hémérsékletei
alapjan megkiloénbodztethet6k. Az izoenzimek eltéré volta immunreakcidkkal még
egyértelm(ibben kimutathat6 (21).

3. Tej és tejtermékek
3.1. A tej sajat enzimei

A nyers tejben szdmos enzim van (22,23). Ezek egy része, pl. az amilaz, a lipaz,
a foszfataz, a peroxidaz, a xantin-oxidaz, a B-glukuroniddz, a tej normalis alkotoi,
masok, pl. a katalaz, baktériumtevékenység, anyagcsere-zavarok stb. kovetkezté-
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ben fordulnak el8. A gyakorlatban az alkélikus foszfatdz inaktivalodasat tejben és
tejtermékekben a pasztérozottség mértékédl tekintik. A hétlrébb peroxidaz in-
aktivalodésa a tej magasabb hémérsékleten végzett hdékezelésének kimutatésara
alkalmas.

A nyers tejben elszaporodé baktériumok kimutataséra un. ,reduktaz''-aktivi-
tasukat haszndljak fel. A ,reduktaz’-aktivitas mérése azon alapszik, hogy a bak-
tériumflora altal termelt kiilonbozd, kozelebbrél nem specifikalt enzimek hatasara
a tej redox-potencidlja megvéaltozik. A valtozds kimutatdsara kulonféle redox-
indikatorok alkalmazhatok (pl. metilén-kék vagy TTC). Ujabban a baktériumok
savképz6 hatasat mutatjak ki az érzékeny resazurin-prébaval.

A tej baktériumflorajanak természetes szénhidrat-tapanyaga a laktéz, amelyet
tejsavva bontanak. A tejsav és a bel6le laktatdehidrogenaz (LDH) enzim hatéasara
képz8d6 piroszolésav meghatarozasara automata enzimes modszert dolgoztak ki a
kovetkez6 reakcié alapjan:

®

Az egyensuly a reakciokorulmények megfelel valtoztatasaval a kivant irdnyba
eltolhaté (24). Az automata moédszerrel naponta tébbszaz mérés végezhets. A meg-
felel§ sztereospecifikus LDH-készitmények alkalmazasa lehetévé teszi a (L —) —és
ED(—) - tejsav kilon-kilon meghatéarozasat savanyu tejtermékekben, pl. yoghurt-

an.

A tejsav oxidacidjat pirosz6lésavva a metilénkék redukcidjaval (elszintelene-
désével) indikalva, egyszer(i laboratériumi gyors modszert is kidolgoztak a két
tejsav-izomér mennyiségi meghatarozasara (25). A modszerrel nemcsak tejtermé-
kekben, hanem pl. rozskenyérben, hisarukban, savanyitott zéldségek levében is
meghataroztak a tejsavat.

3.2. A feldolgozasban alkalmazott enzimkészitmények

A tejfeldolgozasban szdmos enzimkészitményt alkalmaznak jelenleg is, és
tavlatilag tovabbiak alkalmazasa varhat6. Kataldzt hasznalnak a H2 2dal csira-
szegényitett tejben a peroxid-foldsleg elbontasahoz, borjugyomorbdé\, tjabban mikro-
organizmusokbdl nyert tejolté-enzimkészitményt a sajtgyartasban, lipazt, vala-
mint kilonféle proteazkészitményeket a sajtok pikansabb izének kialakitasara,
ill. érlelésuk gyorsitasara, R-galaktozidazt a tej laktoztartalmanak elbontésara di-
etetikai célokra, fehérjebontd készitményeket kdnnyen emészthet6 tejfehérje-kon-
centratumok elGallitasdra. E — rendszerint téltéanyagokat, stabilizatorokat is
tartalmazé — készitmények enzim-aktivitdsanak ellen6rzésére tobbé-kevéshé
bevalt mérémodszereket alkalmaznak, amelyekre itt nem térink ki. A legtobb
felsorolt enzim aktivitasdnak meghatarozasara részletes leirds talalhaté BERG-
MEYER (26) négykdtetes munkajaban. Felhivnank azonban a figyelmet arra,
hogy az attérés Gjabb technolégidkra, vagy enzimkészitményekre, esetleg a szok-
vanyos készitmények alkalmazasa rogzitett formaban mindenképpen az aktivitas-
méré mddszerek valtoztatasat vagy Kiegészitését teszi szlikségesse.
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3.3. Tej-Osszetevk, adalékok

A tej és a tejsavd /aWdztartalmanak meghatarozasara a tejcukrot R-galaktozi-
dazzal glikozza és galaktozza hidrolizaljak, s a keletkezett monoszacharidok ko-
zUl vagy a gliikéz mennyiségét mérik a hexokinazos mddszerrel (27), vagy a galak-
t6zét galaktdz-dehidrogenazzal (28). Az utébbi eljaras kilonodsen elegans: a két
reakcid egyszerre végezhetd' s a reakcidelegyben a laktézzal ekvivalens, keletkezett
NADH értéke spektrofotometriasan leolvashatd. A reakcidegyenletek:

B-galaktozidaz
Laktéz + H,0 17 Glikéz + Galaktéz 9)

Galaktéz + NAD+ = Glikono -6-lakton + NADH (pH 7) (10)

Fagylaltokban a lakt6zt, a gliikézt és a szacharézt két egymas mellett m(ikoéd-
tetett automata enzim-analizatorral 10 percnél rovidebb id6 alatt lehet meghata-
rozni (29).

A( tej)fehérje taplalkozastani értékének a hékezeléskor fellép6 fehérje - cukor,
ill. fehérje —fehérje kdlcsonhatasok kdvetkeztében bekdvetkezd csokkenését pep-
szines, ill. tripszines emésztéssel lehet megallapitani (30).

Tejtermékek zsirtartalmanak meghatarozasara a gravimetrias eljarasnal lé-
nyegesen megbizhatébb enzimes mddszert dolgoztak ki. Ehhez s6savas feltaras
utan a zsiradékot szerves fazisba atoldjak, az oldészer elparologtatésa utan a zsirt
elszappanositjak, majd a glicerint enzimesen meghatarozzak. Ehhez a glicerint
ATP-vel glicerin-kinaz jelenlétében L-(— glicerin-I-foszfatta alakitjak. A reakcio-
ban keletkezett ADP-t foszfo-enol-piruvat jelenlétében piruvat-kindz enzimmel
ATP-ta alakitjak vissza, mikozben piruvat keletkezik. Ezt laktat-dehidrogenazzal
NADH jelenletében laktattd és NAD+-va alakitjdk s az ismertetett médon meg-
hatarozzak (L 8. reakcitegyenlet) (31).]

4. Tojas és tojastermékek

A tojassargajaban kulonboz6 foszfatazokat (32), kozottik egy alkalikus fosz-
fatazt hataroztak meg (33). Ez utébbi szubsztrdtuma a dinatrium-p-nitrofenil-
foszfat is. Az enzim hatasara keletkezé p-nitrofenol-anion lagos koézegben sarga
szinének intenzitasa az aktivitassal aranyos és annak mértékéul szolgal. Ugyan-
csak a tojassargajdban GOT-t is meghataroztak (34). Az enzim altal katalizalt
reakcioban keletkez6 oxal-acetatot (L az 1 egyenletet) malat-dehidrogenaz (MDH)
enzimmel L-malattad alakitjak, mikdzben a jelenlevé NADH oxidalédik:

Oxal-acetat + NADH + H+ MMH L-malat + NAD+ (11)

A NADH abszorpci6janak csokkenése 366, 340 vagy 334 nm-en kozvetlen
mérészama a GOT-aktivitasnak.

Tojasporok tarolasa soran afoszfolipdzok aktivitasanak valtozasat is vizsgal-
tak (35).

Cikksorozatunk kovetkez6, befejez6 részében a novényi eredet(i élelmiszerek
enzimes analitikdjarol adunk attekintést.
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