Tejfehérje meghatarozasara alkalmas késztlék*
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A tej fehérjetartalmanak meghatarozasa jelenleg nem szerepel a szabvanyos-
vizsgéalatok kozott, jollehet atejfehérje atej boldgiailag egyik legfontosabb alko-
torésze.

A fehérjetartalom meghatarozasa tobb szempontb6l okoz problémét. A ki-
16nb6z6 tipusl, de az azonos termékek egyedei koz6tt is valtozé a fehérje-0ssze-
tétel. Ugyanakkor a kiilonb6z6 eljarasok altaldban afehérjék egyes elemi alkoté-
részét, vagy bizonyos csoportjait hatarozzdk meg (1, 2), és az eredményekbdl
koévetkeztetnek a fehérje mennyiségére. igy az eljardsok nem szigorGan speci-
fikusak, a nem fehérje-tipusu, azonos jellegii egyéb dsszetevék is befolyasolhatjak
a meghatarozas eredményét a fehérje-dsszetételben rejlé szerkezeti killonbségek
okozta eltérések mellett.

Szinezékmegkotéses tejfehérje-meghataroz6 mddszerek mar korabban is
rendelkezésre alltak. Ezek fotométeres eljarasok, 1964 6ta pedig a dan A/S Foss
Electric cég altal kibocsatott pro Milk Il. automatikus fehérjevizsgalé készilék-
kel —szintén szinezékmegkdtéses alapon —kozvetlenil a fehérjetartalmat lehet
meghatarozni (3).

A Sasad MOtsz-ben készitett ismertetésre kertlé miszer az egyre inkabb
teret haditd szinezékmegkotéses mddszer (4, 5, 6) elve alapjan m(kddik. A meg-
kotott szinezékmennyiség és a fehérjetartalom kozott korrelacié all fenn. A fe-
hérje és a szinezék kozotti reakciomechanizmust még nem sikerilt egyértelmien
megismerni. Altalaban feltételezik, hogy egységnyi sulyu fehérje allandé mennyi-
ségl szinezéket kot meg és valaszt le sztochiometrikusan lejatsz6dé reakcié folya-
man, amely a fehérje bazikus csoportja és a szinezék savas csoportja kozott
megy végbe. A megkotott szinezékfehérje aranyt nevezik a fehérje szinezék-
megkoté képességének.

Anyagok és mddszerek

Az egyes szinezékek meghatarozott korilmények koézott koté6dnek a fehér-
jéhez. A keletkezett fehérje-szinezék komplex oldhatatlan, igy szlirhet6 és a
sz6riéib6l a nem reagalt szinezék mennyisége kolorimetriAsan meghatarozhatok

A Sasad MgTSZ Miszerén a fehérjetartalom mérése a kovetkez6képpen tor-
ténik:

Egy oOras bemelegedés utan a miiszer skaldjanak kezd6 és végpontjat meg-

* Az 1975. nov. 13-4n Kecskeméten tartott konferencian elhangzott el6adas alapjan
*»* KEVI,*** MEVI, Pécs,**** Sasad Mgtsz. Budapest.
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Az amidofekete 10 B oldat Osszetétele 10 1desztillalt vizben:

9 g amidofekete 10 B

19,8 g Na,HP04+2HD
172,7 g citromsav

3 g thymol

A skalavégpontok bedllitAsat az elkészitett amidofekete 10 B reagenssel (0%),
illetve ennek desztillalt vizzel higitott (8%-os az eredetire nézve) oldataval
(5,5%) végezzik el. Amennyiben eltérést tapasztalunk, higitassal, illetve tovabbi

A fehérjetartalom mérése a tejmintdkban a kdvetkez6k szerint torténik:

1cm3tejet 20 cm3 szinezékoldattal szobah6mérsékleten 6sszekeverink. A
szuszpenzi6t Osszerdzzuk és a miszeren levd fecskend6be toltjuk. A fecskendd
bajonett-zarral csatlakozik egy sz(r6felilethez, amelyet egy MN 85 tipusu sz(ir6-
szovet képez.

A folyadékot fecskenddvel atpréseljuk a sz(ir6n. A szlrlet atfoly6é rendszeri
kuvettdba kertl, amelyet allandd hulldmhosszl és intenzitdst fényforras vilagit
meg. A miszer érzékel6je egy fotocella, amely az atjutott fénnyalab intenzitasat
méri. A fényintenzitassal aranyosan mozdul el a mutatd, amely egy kozvetleniil
fehérje-tartalmat mutaté skala el6tt mozog.

Amellett, hogy a miszer alkalmazéastechnikai vizsgalatat elvégeztik, célul
tlztuk ki a mérések megbizhatésaganak ellenérzését is. Egyrészt a skala hiteles-
ségét, masrészt a reprodukalhatésagot vizsgaltuk.

A skala hitelességét hagyomanyos tejfehérje meghatarozasi modszerekkel
kap« tt adatok és a miszeres mérések eredményeinek 6sszehasonlitasaval ellen-
Griztuk.

A kisérletek soran a szokasos referenciamodszerként alkalmazott — az dsszes
nitrogén mennyiségét mér6 —Kjeldahl-, valamint a szinezékmegkdtéses médszer-
hez hasonlé, a funkcionalis csoportok mennyiségének meghatarozasan alapuld
formoltitralasos médszerrel kilénb6zd kereskedelmi tejmintakbél a milszeres
vizsgalattal egyidejlleg hataroztuk meg a fehérjetartalmat (7). A kereskedelmi
tejmintakbol tejporral dusitva két higitasi sort készitettiink a teljes mérési tar-
tomany kihasznalasara. Tejpor vizes oldatabdl, valamint dusitatlan tejmintabol
is készitettink higitasi sort . igy kulénbdz6 eredetli mintédk keriltek vizsgélatra.

Abbdl a célbdl, hogy a szinezékmegkotés intenzitasanak a fehérjekoncent-
raciétél vald fiiggését megdllapitsuk, a kovetkezé kisérletsorozatot végeztiik el:

A vizsgalatokhoz hasznalt szinezékoldatbdl higitasi sort készitettiink, a
raci6 és a hozzatartoz6 skalaérték alapjan megallapitottuk, hogy egy adott
skalaértékhez mennyi kotott szinezékmennyiség tartozik. Kereskedelmi tejmin-
tadbol is készitettiink higitasi sort. A kezdeti fehérje koncentraciét meghataroztuk
és ebbdl a higitasnak megfelel6 koncentraciokat kiszamitottuk. Ezutan elvé-
geztiik a miszeres meghatarozast.

Eredmények

A Kjeldahl-médszerrel végzett dsszehasonlitd vizsgalat-sorozat eredményeit
tartalmazza az 7. dbra. Az adatok minden esetben két-két meghatarozas atlagat
jelentik.

A formoltitralas és miszeres mérések eredményeit tartalmazza a 2. abra.

A 3. dbran a szinezékmegkotés intenzitdsdnak és a fehérjekoncentracionak
kapcsolatat szemléltetjuk.
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7. dbra
Szinezékmegkotéses modszerrel
kapott eredmények a Kjeldahl
modszerrel megallapitott fehér-
jetartalom faggvényében.

2. abra
Szinezékmegkotéses modszerrel
kapott eredmények a form oltit-
rédlassal megallapitott fehérje-
tartalom figgvényében

Kovetkeztetések, matematikai-statisztikai értékelés

Az eredmények értékelésénél figyelembe vettik, hogy az ésszehasonlitandd
adatok mindegyike hibaval terhelt, hogy nem azonos jellegl vegyiletek meg-
hatarozasan alapulnak az egyes alkalmazott modszerek, ugyanakkor a fehérje-
Osszetétel is statisztikus ingadozast mutat, ami miatt tovabbi bizonytalansagot
novel6 hatdsokra kell szamitani.

A szamitasokndl a kétvaltozés linearis regresszié-szamitasbdl kiinduld
Deming-féle értékelési médszer Zukal és munkatarsai altal tovabbfejlesztett
valtozatat alkalmaztuk, amelynél a fenti szempontok figyelembevétele megtor-
tént (8).

A Kjeldahl-inédszerrel végzett 6sszehasonlité vizsgalatok eredményeibdl
szamitott, legjobban illeszked6 egyenes egyenlete (1. abra):

Y = 1,077+0,735 X
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3. abra
Megkotott szinezékek mennyi-
sége a fehérjetartalom fluggvé-
nyében

A formol-titralassal végzett vizsgalatsorozat eredményeibél szamitott egyen-
let (2. abra):
Y = 1,429+ 0,601 X

A reprodukéalhatésag és a minta-el6készités, valamint a kiilénb6z6 tej mintak
feldolgozasabdél szarmazé bizonytalansdgokat egyszer(i varianciaanalizissel ha-
taroztuk meg:

Azonos tejmintab6l szinezékmegkétés utan a mliszeren kilonbdz6 idépontok-
ban leolvasott értékekbdl a leolvasas reprodukalhatésadga volt szamithaté. /0
adatot dolgoztunk fel, melybdl a reprodukalhatésag (st):

(s2= 0,0031) s, = +0,055%

Azonos tej mintadbol kilénb6z8 szinezék-oldattal végeztik a meghatarozast,
az eredményekbdl szamitott széras (s2 az el6készités hibajat is magaban foglalja.
12 adatparb6l szamitva a szorast:

(s2 = 0,0046) 2= +0,068%

Ha kulénb6z6 eredetli tejmintak fehérjedsszetételét hatarozzuk meg, a
két médszer kapcsolatat kifejez6 regresszids egyenes koruli széras (s3 a fehérje-
Osszetétel eltéréseibdl ered6 bizonytalansagot is tartalmazza.

(s2= 0,0073) 3= +0,085

Két mérés dsszehasonlitasandl lehet6ség van annak a viszonyszamnak a ki-
szamitasara, amely megmutatja, hogy a médszerek kozil melyik az érzékenyebb
(8). A referenciamodszer reprodukalhatésaga, valamint a vizsgalt Gj mdédszerrel
mért értékek regresszios egyenestdl valé atlagos eltérése hatarozza meg az un.
érzékenységi hanyadost. Ennek értéke a Kjeldahl-modszerrel végzett 6sszehason-
lité vizsgalati eredmények alapjan:

E = 126

azaz a miszeres eljaras 1,26-szor érzékenyebb, mint a referencia-modszer. Ha-
sonlé eredményre jutottunk aformoltitralassal végzett kisérletsorozat értékelése
sorén is.
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A fehérjekoncentracié fuggvényében a szinezékmegkdtés jellegére vonat-
koz6 kisérletekbdl a kovetkeztetéseket a 3. abra alapjan vontuk le. Ennek alapjan
megallapithatd, hogy a higabb fehérjeoldatokban a szinezékmegkétés intenzitasa
nagyobb, mint a téményebb fehérje-tartomanyban, vagyis a mlszeren nagyobb
fehérjekoncentracié olvashat6 le, mint a tényleges. Ez magyarazza a kisebb fe-
hérjetartalmd mintak esetében tapasztalt eltérést a Kjeldahl-moédszerrel megha-
tarozott értékhez viszonyitva:

A készilékre vonatkozé észrevételeink:

A Sasad Mgtsz &ltal gyartott milszer a kereskedelmi értékesitésre keruld
tej mintak fehérjetartalmanak meghatarozasara alkalmas. A mérések kivitelezése
egyszerd. 1 mintabdl a fehérjetartalom meghatarozdsa 3 percet vesz igénybe.
A miszerrel kapott eredmény a normdl fehérjetartalma tejeknél gyakorlatilag
megegyezik a Kjeldahl-mddszerrel kapott értékkel. A regressziés egyenes ismere-
tében atszamithaté ez az érték mas koncentracio-viszonyokra is.

A miszer megbizhatéan miikodik, az azonos tej mintakra vonatkoz6 bizonyta-
lansag és aleolvasasnal fellép6 eltérések nem kiilbnbéznek Iényegesen egymastdl, a
szoras értéke: 0,05—0,06%. A kilonboz6 eredetli tejmintdknéal ez a bizonyta-
lansag csekély mértékben novekszik és a szamitott regressziés egyenes koruli
szbras 0,08%-nak adddott.
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