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A tulérzékenysegi reakciokat kivalto
fehérjek viselkedese élelmiszer-
feldolgozasi folyamatok soran

1. Osszefoglalas

Mivel a talérzékenységi reakcidkat (allergia, cdliakia) kivalt6 komponensek altalaban
fehérjék, ezért ezek estleges valtozasainak megismerése élelmiszerbiztonsagi szem-
pontbdl fontos téma. Amennyiben a fehérjék a feldolgozas soran kilonb6z6 szerke-
zeti médosuldsokon esnek at, az élelmiszerekb6l torténé meghatarozasuk akada-
lyokba Utkodzhet. Ha a médosult fehérjék a rendelkezésre all6 analitikai médszerekkel
kilonb6z6 eredményt adnak, nem feltétlenul jelenti azt, hogy a szervezetben is el-
téréen viselkednek. E témaval kapcsolatosan felmerulé kérdések megvalaszoldsa a
betegek, a klinikusok és az analitikusok egyuttmkodését igényli.

A végso6 fogyasztasra szant élelmiszerek szamos feldolgozéasi folyamaton esnek &t
a nyersanyagtol a végtermékig. Minden olyan hatds, amely megvaltoztatja a fehér-
jék szerkezetét, varhatéan befolyasolja azok ellenanyagokhoz torténé kotédését is.
Az élelmiszer-feldolgozasi folyamatok szdmos olyan fizikai, kémiai és biokémiai
valtozast okoznak, amelyek hatassal lehetnek egy fehérje allergén tulajdonséagaira.
A feldolgozas novelheti, csdkkentheti vagy valtozatlanul hagyhatja a fehérjék aller-
gén hatdsat a fehérje tulajdonsagaitél, a feldolgozasi midvelet tipusatél, id6tarta-
matol és intenzitasatol, illetve a matrixtol fuggden.

s

A jelenleg rutin modszerként hasznalt ELISA tesztek eltérd antitesteket alkalmazhat-
nak, igy az immunreakciokban megcélzott epitopok is kilonbdz6ek lehetnek. A k-
I6nb6z6 epitépok pedig més-mas modosuldsokon eshetnek &t az élelmiszerek fel-
dolgozésa soran, ezért az antitesthez val6 affinitdsuk is valtozhat, ami hatassal van a
maodszer altal szolgaltatott eredményekre. Ez arra a tényre hivja fel a figyelmet, hogy a
kereskedelmi forgalomban kaphato tesztek alkalmazésa soran részben eltéré eredmé-
nyeket kaphatunk, tehat az immunanalitikai modszerek fejlesztése és harmonizalasa

egyarant szikségszerd.

2. Bevezetés

Az élelmiszerekkel szemben jelentkezd tulérzékeny-
ségi reakciok komoly élelmiszer-biztonsagi problé-
mat jelentenek. A nem toxikus reakciok legnagyobb
hanyadaért nyolc élelmiszer-d6sszetevd a felel6s: a
glutén (sikér), a rakfélékbdl elballitott alapanyagok,
a tojas, a halhus-féleségek, a foldimogyord, a sz6-
ja, a tej és a diofélékbdl készitett termékek. Emellett
az EU-ban hat masik tulérzékenységi reakciot kivaltd
komponens (zeller, mustar, szezam, csillagfirt, pu-
hatestlek, kén-dioxid) jel6lése is kotelezd az élelmi-

szerek csomagolasan [1]. A rendellenességeket - a
kén-dioxid kivételével - az adott élelmiszer fehérje-
komponensei valtjak ki. Mindegyik élelmiszer-alkoto-
rél elmondhatd, hogy igen valtozatos fehérje-6ssze-
tétellel rendelkezik, és tobb olyan fehérjét tartalmaz,
amelyekben megtalalhat6k a tulérzékenységi reakci-
6t kivalto, specidlis aminosav-sorrenddel rendelkezé
szakaszok, un. epitépok is.

Jellemz8en élelmiszerek Gtjan kertlnek a szervezetbe
a reakciokat kivalté fehérjék, amelyek véaltozatos 6sz-
szetétel(l matrixok lehetnek, és szamos, illetve sokféle

1 Budapesti Mliszaki és Gazdasagtudomanyi Egyetem, Alkalmazott Biotechnoldgia és
Elelmiszer-tudomanyi Tanszék, Gabonatudomanyi és Elelmiszerminéség Kutatécsoport
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feldolgozasi folyamaton esnek at. E hatasok koévet-
keztében afehérjék denaturalédhatnak, ami a legtdbb
esetben intra- vagy intermolekularis kélcsénhatasok-
ra vezethetd vissza, és amelynek soran dsszetételi és
szerkezeti valtozasok allnak el. Mindezek hatassal
lehetnek a fehérjék szerkezetére és viselkedésére,
valamint a reakciot kivalté epitépokra is. A jelenlegi
szakirodalom azonban nem egységes ebben a té-
maban. A reakciét kivaltd fehérjék szama, az egyes
fehérjék epitop szekvenciai, valamint a fehérjék visel-
kedése egyarant a vitatott kérdések korébe tartozik.

Az érintett fogyasztOk biztonsaga érdekében elenged-
hetetlen a megbizhat6 analitikai modszerek fejlesztése
és alkalmazéasa. A fehérjék valtozdsai hatassal lehet-
nek az analitikai meghatarozast megel6z6 mintael6-
készités - benne az extrakcio - hatékonysagara, va-
lamint befolydsolhatjak az eredmények pontossagat
€s precizitasat. igy sziikségszerl a fehérjék mind jobb
megismerése, mind viselkedésiik tanulmanyozasa.

3. A tulérzékenységi reakcidkat kivaltd fehérjék
és valtozasaik

A fehérjék reakciokészségét szamos tényezd befo-
lyasolhatja, melyek kozil a legfontosabb az els6d-
leges szerkezet. Az aminosav dsszetétel és sorrend
értelemszerlien meghatarozza a reaktiv csoportok

MAILLARD KERESZTKOTESEK
MAILLARD CROSSLINKS
see figure 2

O/\

NEM KARAKTERIZALT
MAILLARD
KERESZTKOTESEK?
UNCHARACTERISED
MAILLARD CROSSLINKS?

kevéssé reakcioképes
(kivéve talan gyokos reakcidkat?)
largeiyunreac tive
(except perhaps radical reactions?)

tipusat és aranyat. A hidroféb aminosavak felelnek a
fehérje konformécibjaért, a hidratacidért, befolyasol-
jak az oldhat6sagot és a gélképzd tulajdonsagokat
is. A toltéssel rendelkez6 aminosavak képesek elekt-
rosztatikus kolcsdnhatasok létrehozasara, valamint
hatdssal vannak a fehérjék vizkétd képességére. A
kolcsdnhatasok létrejottét befolydsolja tovdbba a
fehérje mérete, alakja és tbltéseloszlasa is. A reak-
cidk kialakuldsa az élelmiszerek feldolgozasa soran
alkalmazott koriilmények (hémérséklet, pH, enzimek
jelenléte, stb.) k6zott valosulhat meg [2], [3].

A legkritikusabb és a leggyakrabban alkalmazott
technoldgiai lépés a kulénb6zd intenzitasa (idejd,
hémérsékletld, dinamikaju) hoékezelés. A hbkezelés
55-70°C-on a masodlagos szerkezet elvesztését
eredményezi, 70-80°C-on felhasadnak a diszulfid
kotések, 80-90°C-néal (j intra- és intermolekularis
kélcsbnhatasok alakulnak ki, mig 90-100°C-on kiala-
kulnak a fehérje aggregatumok [4]. A h6kezelés hata-
sara az adott fehérjemolekulan beldl intramolekularis,
vagy a fehérjemolekulak kozott intermolekularis kol-
csbnhatasok johetnek létre (1. 4bra) kovalens vagy
nem kovalens koétésekkel.

Fehérjemolekulak kozott leggyakrabban inter- és
intramolekularis diszulfidkdtések jonnek létre a cisz-
teinek szabad tiolcsoportjainak kapcsol6dasa réveén.

GLUTAMIL-LiZiN KERESZTKOTESEK (izopeptid kotés)
GLUTAMYL-LYSINE CROSSLINKS (an isopeptide bond)
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1 abra. A fehérjék feldolgozéas hatasara bekovetkezd reakcioi [2]
Figure 1 Reactions ofproteins due to Processing [2]
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A kénatomok kozotti kdtések nagyban hozzdjarulnak
a fehérjék hdéstabilitAsahoz. A ligos kérilmények ko-
z0tt véghezvitt h6kezelés az aminosavak racemizaci-
Ojaval jarhat, igy dehidroproteinek keletkeznek, ame-
lyek rendkivil reaktivak, a cisztein tiol csoportjaval,
valamint a lizin s-amino csoportjaval kapcsolédnak.
A tirozin aminosavak bizonyos koriilmények kozott
képesek ditirozin kotések létrehozasara. Emellett
kozvetve a polifenol-oxidaz is eredményezhet fehér-
je-kdlcsbnhatasokat a cisztein, tirozin vagy lizin va-
zokinon kozott. A hékezelés és a transzglutaminaz
enzim egyulttes hatadsara a glutamin y-karboxiamid
csoportja és a lizin s-amino csoportja kozott 1étrejo-
het glutamil-lizin kotés, amely az izopeptid kotések
egy fajtadja. Tovabba kis szénhidrat-tartalmua élelmi-
szerekben h6 hatadsara egyéb izopeptid kotések is
létrejbhetnek a lizin s-amino csoportja és az aszpa-
ragin vagy a glutamin amid csoportja kdzoétt [2], [5].

A fehérje-nem fehérje kélcsénhatasok leggyakoribb
résztvevli a szénhidratok és a lipidek, ugyanakkor
kialakulhatnak kolcsdnhatdsok az élelmiszer matrix
egyéb makro- és mikro-komponenseivel is. A Mail-
lard-reakcio a fehérje egy aminjanak és egy karbonil
csoportnak a reakcibja, utébbi szarmazhat redukalé
cukorbdl vagy zsir bomlastermékb6l. Emellett poli-
szacharidok lokalis dip6lusainak és a fehérjék toltott
ionjainak reakcidja kdvetkeztében gyenge komplexek
johetnek létre. Fehérjék és lipidek kdzott szamos kol-
csbnhatas kialakulasa lehetséges: elektrosztatikus
kélcsbnhatasok johetnek létre egy foszfolipid poziti-

Konforméacios epitop
Conformational
determinant

Linearis epitép
Linear determinant

van toltott csoportja és egy fehérje negativan toltott
csoportja vagy egy foszfolipid negativan toltott fosz-
fat csoportja és egy fehérje pozitivan tdltétt csoport-
ja kozott; oxidalt lipidek és fehérjék kdzott kovalens
kélcsdnhatasok kialakulasa jellemz8, emellett a zsir-
savak hidrogén- és hidroféb kotést is kialakithatnak
fehérjékkel [2], [6].

4. A reakcidkat kivalto epitopok

A talérzékenységi reakciokat kivaltd fehérjék kotédé-
se az immunrendszer ellenanyagaihoz az epitépokon
keresztil megy végbe. Az epitopok a fehérje rovid
peptid fragmentumai, amelyeket az antitest felismer.
A tulérzékenységi reakciokat kivalté fehérjék szinte
mindegyikérdl elmondhaté, hogy tébb epitépot tar-
talmaznak. Bizonyos egyének esetén azonban nem
mindegyik, illetve nem mindegyik azonos mértékben
valtja ki az immunvalaszt. Azokat az epitbpokat, me-
lyeket az immunrendszer a legkénnyebben felismer,
illetve a legintenzivebb valaszreakciot valtjak ki, im-
mundominans epitépoknak nevezzik. Az epitépok
szerkezetét tekintve léteznek lineéaris (12-18 ami-
nosav hosszlsagu) epitopok, amelyeknél a fehér-
je els6dleges szerkezete hatarozza meg a reaktiv
szakaszt. Ugyanakkor beszélhetliink konformacios
epitépokrol is, amelyek a fehérje masodlagos és har-
madlagos szerkezete révén alakulnak ki. A fehérjék
térszerkezetéb6l adoddéan az egyes epitopok elhe-
lyezkedhetnek az ellenanyaghoz hozzaférhetéen, de
rejtetten is [7].

Neoantigén
Neoantigenic determinant
(created by proteolysis)

B  Elérhet6 epitop / Accessible determinant

Rejtett epitép
Inaccessible
determinant

Denaturacié
Dénaturation

Denaturacio
Dénaturation

Az epitép csak
denaturacio
utdn hozzaférhetd
Ig binds to determinant
in denatured protein only

Az epitép elveszik
denaturdcié utan
Determinantlostby
dénaturation

Determinant
absent

Proteolizis helye
Site of limited
proteolysis

Denaturacio

Uj epitop
New determinant

Az epitép a nativ és
denaturalt fehérjében
is hozzaférhetd
Ig binds to determinant
in both native
denatured protein

Uj epitép keletkezik
Determinant near site
ofproteolysis

2. abra. A feldolgozasi folyamatok hatasa az allergén epitépokra [7]
Figure 2. The effect of Processing steps on allergenic epitopes [7]
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A fehérjékben a feldolgozas hatadsara bekodvetkez6
valtozasok természetszerlileg hatassal lehetnek az
epitopok szerkezetére és hozzaférhet6ségére is. A
lineéaris epitopok nagyobb valészinliséggel valtoznak
meg hidrolizalt allapotban, mig a konformaciés epito-
pok sokkal érzékenyebbek a feldolgozéas soran el6al-
16 valtozdsokra. A denaturéacio hataséara elveszhetnek
epitépok, ugyanakkor a rejtett strukturak elérhetévé
valhatnak, tovabba a fehérje els6dleges szerkezeté-
ben bekodvetkez8d véltozasok Uj epitdpok létrejottét
eredményezhetik (2. 4bra) [7], [8].

Az egyes fehérjék, illetve epitdpjaik azonositasarol,
viselkedésérél, allergénaktivitasaroél jelenleg rendel-
kezésre 4all6 szakirodalmi informaciék hianyosak és
sok esetben ellentmondasosak. A kovetkez6kben
néhany gyakran el6fordulé rendellenességért felelés
élelmiszer fehérje (tejfehérjék, tojasfehérjék, szojafe-
hérjék, gliadin) jellemz6 valtozasait tekintjuk at.

4.1. Az allergiat kivalto tejfehérjék és stabilitasuk

A tej esetében a tilérzékenységi reakcié kivaltasa-
ban az a-laktalbumin (ALA), a (3-laktoglobulin (BLG),
a marha szérum albumin (BSA), a laktoferrin, az im-
munglobulinok és a kazeinek vesznek részt, a leg-
tébb tanulmany azonban azt mutatja, hogy a f6 aller-
gének a kazeinek, a BLG és az ALA [9].

Hékezelés hatasara a tejfehérjék oldhatésaga csok-
ken a kialakul6 aggregatumok kovetkeztében. A sa-
vofehérjék globularis szerkezetliek, érzékenyek a
hére, denaturdlodnak, majd peptidjeikre esnek szét,
amit aggregatumok képzddése kovet. A (3-laktoglo-
bulin és az a-laktalbumin a K-kazeinnel is képes ko-

valens kotés létrehozédséra. A szérum albumin csak
korlatozottan aggregélédik, azonban hé hatasara gli-
kolizalodik, ami konformacié valtozast eredményez.
A kazeinek h@stabilitasa lényegesen magasabb - az
as és (3-kazeinek a legstabilabbak - ugyanakkor pro-
tedz enzimek gyorsan képesek lebontani azokat. A
kazeinek jelenléte gatolja tovabba mas fehérjék agg-
regéaciojat [10], [11].

A f6zés szignifikansan csodkkenti vagy akar meg is
szlunteti a (3-laktoglobulin és a szérum albumin aller-
génaktivitasat, csokkenti tovabba az ALA és a kazei-
nek IgE-kot6 képességét is. Tébb tanulmany bebizo-
nyitotta azonban mar, hogy a kazeinek nem veszitik
el antigenitasukat h6 hatasara. A savofehérjék képe-
sek szénhidratokkal konjugéalédni, ami csokkenti az
a-laktalbumin és a (3-laktoglobulin allergenitasat [10].

4.2. Tojasfehérje-allergének és jellemzé valtozasaik

A tojasallergiat kivaltd6 fehérjék a tojasfehérjében
(ovomukoid, ovalbumin, ovotranszferrin, lizozim,
ovomucin) és a tojasséargajdban (lipovitellinek, fosz-
vitin, a-livetin, apovitellenin 1, apovitellenin VI) egya-
rant talalhatok, a f6 allergének azonban atojasfehérje
Osszetevdi [12].

Az ovalbumin (OVA) kevéssé hdéstabil fehérje, hé
hatasara denaturaldédik, majd aggregalédik. Az agg-
regatumokat diszulfid kotések tartjak 6ssze, dimer,
oligomer és polimer formaban is el6fordulnak, mo-
nomer OVA kevés marad. Az ovalbumin képes a si-
kérfehérjékkel komplexet kialakitani, valamint szén-
hidratokkal - reduk&l6é cukrokkal a Maillard-reakcion
keresztil - konjugéalédni. Utébbi hatasa vitatott, bizo-
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nyos tanulmanyok szerint a konjugalédas noveli, mig
masok szerint csdkkenti az ovalbumin denaturacios
hémérsékletét. Ezzel szemben az ovomukoid (OM)
hétiré fehérje, melyet kén-kén kotések stabilizalnak.
Koagulaciéra nem hajlamos, valamint a denatura-
I6 4genseknek is ellendll, ugyanakkor h§ hatasara
intermolekularis kotések létrehozasara képes, pél-
daul komplex métrixok esetén a tej szérum albumin
sodlagos szerkezet médosulasa mar 80°C-on beko-
vetkezik, dimer formaju aggregatumok képzddnek. A
vastranszportban szerepet jatszé fehérje ugyanakkor
hétir6 komplexet képez a szallitott fémionokkal. A
hékezelés mértékével és idejével oldhatésaga irre-
verzibilisen csdkken [13], [14].

A tojasfehérjék allergenitdsanak héhatasra bekoévet-
kez6 valtozasat illetéen még sok a bizonytalansag, a
tudomany egyel6re adds a téma részletes kutatasa-
val. Az ovalbuminrdl és az ovomukoidrol megallapi-
tottdk, hogy poliszacharidokkal komplexet képeznek,
amelyet nem kovalens kot6erdk tartanak dssze. Eb-
ben a komplexalt allapotban az IgE-koté képességik
novekedést mutat a nativ fehérjékhez képest. Ugyan-
akkor az ovomukoid esetében tojas és buza egyittes
jelenlétében csokkent allergenitas figyelhet6 meg,
melyet az OM és a buzafehérjék intermolekularis
diszulfid hidak altal stabilizalt komplexének tulajdo-
nitanak [14].

4.3. Allergén szo6jafehérjék és valtozasaik

A széja allergén fehérjéit taglalé irodalmak tartal-
mukban sok helyen eltér6 véleményt fogalmaznak
meg. Osszességében 16 és 33 kozottire tehets az
allergénként azonositott szojafehérjék szama, a leg-
fontosabb allergén frakciok - glicinin, (3-konglicinin,
profilin, P34, Kunitz tripszin inhibitor (KTI) - azonban
jol ismertek [15].

A szljafehérjék denaturaciés hémérséklete erésen
filgg a pH-tél és az ioner6sségtél. Hbékezelés so-
ran a glicinin tobb lépésben aggregalodik, els6ként
alegységeire bomlik, majd a savas és bazikus pep-
tideket Osszetartd kén-kén kotések szakadnak fel.
Ezt kdvet6en oldhatd aggregatumok keletkeznek, sa-
vas polipetidek azonban valtozatlanok maradnak. A
(3-konglicinin killonb6z6 alegységei kiilonbdzd hétliré
képességgel birnak, az a’ és a @alegység a stabi-
labb. H6 hatasara a masodlagos szerkezet médosul,
oldhat6 aggregatumok képz6dnek, amelyeket nem
kovalens kot6er6k tartanak 6ssze. Emellett a glicinin
és a (3-konglicinin egymassal is képes aggregatumok
létrehozaséara. A profilin, a P34 és a KTl hdlabilis fe-
hérjék. A profilin méasodlagos szerkezete mdédosul,
aggregatumok képzd6dnek, ugyanakkor a pH csdk-
kentésével a stabilitds né. A P34 fehérje kénhidakkal
kotédik a 7S globulinokhoz. A Kunitz tripszin inhibi-
tor 90°C-on mar irreverzibilisen denaturalddik, majd
diszulfid hidakkal és/vagy nem kovalens koétésekkel
aggregalodik [16], [17].

A h6kdzlés immunaktivitdsra gyakorolt hatasarél ke-
vés informéacié all rendelkezésre. Elmondhaté azon-
ban, hogy a Maillard-reakci6 altali glikolizis cs6kkenti
a szobjafehérjék antigenitasat [18].

4.4. A tulérzékenységi reakcidkat kivaltdé buzafe-
hérjék és stabilitasuk

A blza fehérjéi a klasszikus allergia mellett kivalt-
hatnak un. buzafliggd mozgéas indukalta analfilaxiat,
amely a buzafehérjéket tartalmazo étel elfogyasztasa
€s az azt kovet6 intenziv mozgas egylttese esetén
jelentkezik. Tovabba egyes buzafehérjék coliakiat
(lisztérzékenység) kivalté szekvenciakat is tartalmaz-
nak. A coliakia genetikai alapon provokaciora kiala-
kul6 autoimmun entheropatia, amely a vékonybél

limfocitas beszir6déssel jar [19], [20].

Blzaallergénként azonositottak az a-amilaz inhibitor
csalddba tartoz6 fehérjéket, a QQQPP szekvenciaval
rendelkezd LMW glutenin alegységet, a- és (3-gliad-
inokat, lipid transzfer proteineket, profilin fehérjéket
valamint az albumin/globulin frakcio egyes fehérjéit. A
coliakia kialakulasaért els6sorban a gliadin és glute-
nin fehérjék felelések, immundominans epitopként az
a2-gliadinban talalhaté 33 aminosavbdl allé szekvenci-
at (57-89) azonositottak. Emellett azonban szamos mas
fehérje epitop is kivalthatja a rendellenességet [5], [20].

A blza albumin és globulin fehérjéi néhany kivétel-
t6l eltekintve hdlabilisak, masodlagos szerkezetiik
modosul hékezelés hatasara. Ezzel szemben a tar-
talékfehérjék, illetve az a-amilaz inhibitor héstabilak.
Az a-, (3 és y-gliadinok oldhatésaga a hémérséklet
novelésével csokken, mivel a cisztein aminosavak
révén diszulfid kotések létrehozasara képesek egy-
massal és a glutenin fehérjékkel, mely valtozatos
méretld aggregatumokat eredményez. A gluteninek
emellett egyéb intermolekularis kolcsonhatasokban
is részt vehetnek (pl. izopeptid kétések, (3-eliminaciod).
Elmondhato tovabba, hogy az izopeptid kdtések sza-
ma a hékezelés idejével n6 [21], [22].

Sités hatasara az a-amilaz inhibitor IgE-k6té aktivi-
tdsa megsz(inik, mig a prolaminoké nem. A legtdbb
allergén epitép stabil marad a kenyérsités soran, s6t
néhany fehérjérél kimutatattak, hogy hékezelés hata-
sara ellendllébba valik a pepszinnel torténé emész-
téssel szemben [5].

5. Afehérjék kémiai és szerkezeti valtozasanak ha-
tasa az immunanalitikai eredmények alakulasara

A szamos rendelkezésre 4ll6 analitikai modszer ko-
zul éleimiszerallergének kimutatdsara és mennyisé-
gi meghatarozdsara leggyakrabban immunanalitikai
modszereket (ELISA: Enzyme Linked Immuno Sor-
bent Assay, LFD: Lateral Flow Devices) alkalmaznak
nagyfokd specifitAsuk és érzékenységik miatt. A
matrix-komponensekkel kialakulé reakciok valamint
az élelmiszer-feldolgozas hatasara bekovetkez6 ké-
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miai valtozasok befolyasolhatjak a fehérjék szerkeze-
tét, igy az analitikai modszerek eredményeire is ha-
tassal lehetnek [23].

Kutatadsaink soran vizsgaltuk a feldolgozasi folya-
matok hatasat az analitikai eredményre tej-, tojas-,
szbja- és buzafehérjék esetében. A kisérletekhez is-
mert adott allergéntartalmu, de részben kilénb6zd
OsszetevOket tartalmazé modellmatrixokat (porke-
veréket, tésztat és sitott terméket) dolgoztunk ki, és
vizsgaltuk, hogy a feldolgozas egyes Iépései milyen
mértékben befolyasoljak az analitikai eredménye-
ket. A jelenleg kereskedelmi forgalomban kaphat6
ELISA tesztek kilénb6z6 vagy részben kilénbozé
mintael6készitési moédszertant alkalmaznak, valamint
a célfehérje is kulonbdz6 lehet, igy az alkalmazott
antitest mas és mas. Ez okokbdl kifolyélag kerestuk
a valaszt arra a kérdésre is, hogy a kilénb6z6 kitek
alkalmazasa hatassal van-e az analitikai eredmény-
re. igy az ELISA méréseket két gyarto tesztjeivel vé-
geztuk el mind a négy vizsgalt komponens esetében:
az R-Biopharmtél a Ridascreen Fast Milk, Fast Egg,
Fast Soya, Gliadin kiteket, a Romerlabs-t6l pedig az
AgraQuant Casein, Egg white, Soy, Gluten teszteket
hasznéltuk a kisérleteinkben. (Mivel nem célunk a
gyarték mindsitése, az egyes gyartok tesztjeire A és
B jelzéssel hivatkozunk.)

A feldolgozasi folyamatok ELISA eredményekre gya-
korolt hatasairdl altalanossagban elmondhaté, hogy
a porkeverékhez képest csak kis cstkkenés tapasz-
talhatd a nyers tésztdk esetében, ezzel szemben a
h6kezelés utan nagyon nagymértékl csodkkenés fi-
gyelhet6 meg a mérheté koncentraciéban (3. abra).

350

porkeverék tészta sttemény

porkeverék tészta sutemény

A tapasztalt kuldnbségek szinte minden esetben
szignifikansak.

A nyers tészta esetén mérhetd koncentracidécsokke-
nés mértéke a legtdbbb esetben magyarazhat6 a hoz-
z4aadott viz és margarin higité hatasaval, &m néhany
esetben (példaul a szdja tartalmd modelltermékek B
kittel tortén6 mérése esetén) ennél nagyobb mértéki
csOkkenés tapasztalhat6. Megfigyelhet6 tovabba,
hogy a tej, tojas és szoja tartalmi modelltermékek-
nél a sttdtt termékben visszamérhetd allergén fehér-
jetartalom 60% alatt van, és tébb esetben az adott
ELISA teszt kimutatési hatarat sem éri el.

A két ELISA kit egyidejd alkalmazasa a feldolgozasi
Iépések mellett lehet8séget biztositott a valasztott
modszer analitikai eredményt befolyasold hatasa-
nak vizsgalatara is. Mind a négy vizsgalt komponens
esetén megfigyelhet6, hogy a ,B” gyarté tesztjei altal
szolgaltatott eredmények meghaladtak az ,A” kitek
eredményeit, és a tapasztalt kilénbség a legtdbb
esetben szignifikans. Ugyanakkor az elméleti kon-
centraciotdl vald eltérést vizsgalva megallapithato,
hogy az ,A” tesztek altal kapott visszanyerés sza-
zalékok kodzelebb esnek a 100%-hoz, am attol alta-
laban még igy is szignifikansan eltérnek. Az eltérés
irAnyara azonban tendencia nem allithaté fel egyik
gyarto tesztje esetében sem.

Az élelmiszer-feldolgozasi folyamat ELISA ered-
ményt befolyasolé hatasai lényegében mindeniitt
tapasztalhatok, am a vizsgalt fehérjeforrasok hésta-
bilitAsanak fuggvényében a hatas mas és mas. A
feldolgozasi folyamatok esetében értelemszeriien a

250 P
TOJAS
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® 150
b A kit
100 ia B kit
50
porkeverék tészta sltemény
300
porkeverék tészta sutemény

3. dbra. A feldolgozasi folyamatok ELISA eredményekre gyakorolt hatasa
Figure 3. Effects of processing operations on ELISA results
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h6kezelésnek van nagyobb hatasa és els6sorban a
mérés pontossagat (visszanyerési szazalékot) befo-
lydsolja szignifikAnsan és egyértelm(ien. A jelenség
hatterében dont6en - részben a gliadin kivételével
- nem (csak) fehérje-fehérje kolcsdnhatasok, hanem
fehérje-nem fehérje komponensek kozotti reakciok
allnak, amelyek alapvet6en a célfehérjék oldhatésa-
gat valtoztatjak meg. Tehat els6sorban a lejatsz6dé
reakciokat, képz6d6 termékeket kell azonositanunk,
és ezt kovetben kell megoldést talalni a h6kezelt min-
tamatrixok hatékony fehérje-extrakcidjara. Sajnos
azt kell megéllapitanunk, hogy a jelenleg alkalmazott
mintael6készit6 1épések mellett a forgalomban |évd
egyes ELISA kitek csak jelent6s mértéki hibaval ké-
pesek hékezelt termékek esetében analitikai ered-
mény szolgaltatdsara. Minden vizsgalt komponens
esetében megfigyelhetd, hogy a kilonbdz6 ELISA
kitek mas-méas eredményeket szolgaltatnak. Ugyan-
azon minta vizsgalata soran nagymértéki kilénbsé-
gek tapasztalhaték mar a nativ fehérjéket tartalmazoé
modell-termékek visszanyerés-értékeiben is, ugyan-
akkor precizitasuk kielégitének mondhaté. Az egyes
gyarték ELISA tesztjeinek mintael6készitési proto-
kolljai, célfehérjéi és analitikai teljesitményjellemza6i
kozott jelentds eltérések lehetnek. A mérés pontos-
sadgat befolyasold tényez6k statisztikai értékelése
alapjan megallapithatd, hogy a hasznalt ELISA kit és
a feldolgozottsag szintje van a legnagyobb hatassal
a mérhet6 eredményre mind a négy vizsgalt kompo-
nens esetében.

Mindezen eredmények felhivjdk a figyelmet a matrix-
hatas jelent6ségére, az e mogott allo jelenségek tisz-
thdzasanak fontossagara, és ezek felhasznalasaval az
immunanalitikai médszerek tovabbfejlesztésének és
harmonizalasanak sziikségszeriiségére.

6. Kovetkeztetések

Minden vizsgalt tulérzékenységi reakciot kivalto
komponens esetében azonosithatdéak a feldolgozasi
folyamat analitikai eredményekre gyakorolt hatésai.
Munkank soran a pontossag és a precizitds, mint

teljesitményjellemz8 valtozasat tanulmanyoztuk. A
vizsgalt fehérjeforradsok esetében azonos métrixokat
hasznalva eltér6 mértékli valtozast azonositottunk,
de az alkalmazott technoldgiai |épések kedvezétlen
hatdsa minden célfehérje csoport esetében tetten
érhetd volt. A feldolgozasi folyamatok esetében érte-
lemszerlien a hékezelésnek van nagyobb hatasa, és
els6sorban a mérés pontossagat befolyasolja szig-
nifikdnsan és egyértelmden. A jelenség hatterében
dont6en nem (csak) fehérje-fehérje kdlcsbnhatasok,
hanem fehérje-nem fehérje komponensek kozotti
reakciok is allnak, amelyek valdsziniileg els6sorban
a célfehérjék oldhatésagat valtoztatjdk meg. Tehat
els6sorban a lejatsz6do reakciokat, képz6dd termé-
keket kell azonositanunk, és ezt kévetéen kell meg-
oldast talalni a hékezelt mintaméatrixok fehérje-ext-
rakciojara. A jelenleg alkalmazott redukalé szeres
mintael6készités, illetve detergensek alkalmazasa
nem minden esetben tlnik kielégitének. Ez al6l rész-
ben kivételt képeznek a kevésbé hGérzékeny glutén
fehérjék, amelyek esetében a kénhidak képz6dése
meghatarozé kisér6 jelensége a hbkezelésnek. A je-
lenleg hozzéaférhet6 ELISA mddszerek alkalmazésa
tehéat feldolgozott termékek esetén analitikai hibaval
terhelt eredményeket szolgaltathat, amit mind a sza-
balyozas, mind az allergén menedzsmentben tdrténd
alkalmazéas esetében figyelembe kell venni. A megol-
dast a célfehérjék, epitépok és a tobbi matrixalkoto,
az analitikai modszerek szempontjabdl meghatarozé
fizikai-kémiai folyamatok megismerése és ezek alap-
jan a médszertan pontositasa jelentheti.

7. Koszonetnyilvanitas

A kutatdbmunka kapcsolédik a ,Min8ségorientalt,
O0sszehangolt oktatasi és K+F+l stratégia, valamint
m(ikddési modell kidolgozdsa a Mlegyetemen” c.
projekt (TAMOP-4.2.1/B-09/1/KMR-2010-0002) és
,Gluténmentes tészta mindségének javitasa hemicel-
luléz halézat kialakitasaval” c. OTKA kutatasi prog-
ram (OTKA ANN 114554) szakmai célkitlizéseinek
megvalositasahoz.

A kép illusztracié / Picture is forillustration only
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