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A buza endosperm tartalék fehérjéinek kiilonleges tulajdonsédga, hogy
a tésztakészitést kovetden a keményitd €s mdas oldhaté komponensek
kimosdsa utdn rugalmas, alakithaté masszdt képeznek, melyet sikérnek
(glutén) neveziink. Az utébbi teszi lehet6vé a jO6 mindségd siitdipari
termékek eldallitdsat. A glutént alkoté fehérjéket az etilalkoholban
oldhaté gliadinokra és a hig savban, hig lugban oldhat6é gluteminekre
csoportositottdk. A kis molekulatomegl gliadin komponenseket csokkend
elektroforetikus mobilitasuk alapjan a-, B-, y-, ®-gliadinnak nevezték el.
A csoportositds azonban a kéntartalom alapjdn is ismert. E szerint az
o-gliadint a kénben szegény, az a-, B-, y- gliadint pedig a kénben gazdag
prolaminok csoportjdba soroltdk (POMERANZ, 1988.).

A gabonafélék fehérjéit hagyomdnyosan kiilonb6z4é elektroforetikus
modszerekkel lehet szétvalasztani és azonositani. E technikdk kozott a
poliakrilamid-gélelektroforézist (PAGE), az izoelektromos fokuszalést
(IEF) és a kombinalt két dimenzids eljardsokat (IEF-PAGE) egyardnt
alkalmazzdk (KAISER és KRAUSE, 1985).

Ezek a moddszerek - a kapilldr elektroforézis kivételével - kevéssé
érzékenyek és hatékonyak, valamint mennyiségi meghatdrozdsra nem
alkalmasak. Az ujabban elterjedd, specifikus antigén - ellenanyag
kapcsolddason alapuld, immunkémiai moddszerek koziil az enzimmel
jelzett immunabszorbens vizsgdlat (ELISA) a leginkdbb megfeleld
technika az élelmiszerek gluténtartalmanak meghatdrozasdra (LUTHY,
1987.).

A glutén ELISA  fontos egyrészt élelmezés-egészségiigyi
vonatkozédsban az ugynevezett gluténmentes élelmiszerek ellendrzése
szempontjabél (YURUKER etal.1989), mdsrészt lehet§ség a biizalisztek
egzakt mindsitésére a gliadin specifikus kvantitativ meghatdrozdsa révén
a gabona- és siitéiparban jelenleg alkalmazott nehézkes, nedves sikér-
tartalom meghatdarozas helyett. A gyakorlatban 4ltaldban a direkt
"sandwich" (TRONCONE et al., 1986; AUBRECHT et al., 1992), vagy az
indirekt ,,two-site"(MIZZS et al., 1989) enzimimmun-analitikai mdédszert
haszndljak, mivel a mikrotiter lemezhez kozvetleniil kotott gliadin antigén
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fehérje-térszerkezetében jelentds valtozas kovetkezik be (KIZSHAW et
al., 1986). A gliadin-tartalom meghatarozdasndl nem hdkezelt termékeknél
leggyakrabban a-gliadint és az ugynevezett Osszes gliadint (a, B ,y -
gliadin) mérték ELISA moddszerrel (FRITSCHY et al., 1985). Hdékezelt
élelmiszereknél, pl. siitGipari termékeknél a héhatds idGtartamatdl és az
alkalmazott h6mérséklettdl fiiggden az a-gliadin-tartalom nagymértékben,
a lisztbeni eredeti értékének 0,5 - 40 %-ara csokkent (MEIER et al,
1984.). Ugyanakkor SKERRITT és munkatarsai (1985) megéllapitottak,
hogy a hékezelés utian az alacsony kéntartalmu
o-gliadin nagyon hd&stabil. Kutatasaik eredményeképpen igen érzékeny,
specifikus monoklondlis antitest alapid tesztet fejlesztettek ki, mely
hékezelt élelmiszerek gliadin (glutén) tartalmdnak meghatdrozdsdra is
alkalmas. A rutin laboratériumi célra a "gluten assay kit"-et az ausztraliai
Commonwealth  Scientific and Industrial Research Organization
(C.S.I.R.O.) laboratériumdban fejlesztették ki.

A modszertani munka célja volt a glutén ELISA adaptdldsa automa-
tikus enzimimmun-analitikai mérérendszere és a megbizhaté szamitogé-
pes kiértékelési eljards megvaldsitasa.

Anyagok és modszer

Vizsgdlataim sordn kiilonb6z6 kidrlést  buzalisztek: BZ-80
(kenyérliszt), BZ-55 (finomliszt), BFF-55 (rétesliszt) gliadin-
tartalmanak mérését végeztem direkt "sandwich" ELISA-mddszerrel. A
vizsgdlatokhoz a Cortecs Diagnostics (UK) cég (forgalmazé: NOACK
Magyarorszdg Kft., Budapest) biokitjét hasznaltam.

Az eredetileg késziilék-modulokra leirt modszert adaptdltam az Auto-
EIA II. automatikus, enzimimmun-analitikai mérdrendszerre
(1. tabldzat) megfeleld vezérlé program kidolgozdsdval. Igy elkeriiltem a
standardok, a minta és reagens oldatok kézi pipettdzasdbol, a
mikrotiterlemez mosasi miveleteinek elégtelenségébdl szarmazo hibédkat.

A mintael6készités sordn az egynemisitett lisztb6l 10 g-ot 100 ml
40 % (V/V) etanol/viz elegyben extrahdltam 10000 rpm-en 30
masodpercig, majd szobahd&mérsékleten 2500 rpm-en 10 percig
centrifugédltam. A tiszta felsé rétegbdl 100 pl-t két 1épésben - a glutén
precipitdcidjanak elkeriilésére - azonnal 1:2500 ardnyban higitottam
konyhaso tartalmu foszfat-puffer (PBS) oldattal. Az enzimimmun-
vizsgdlathoz ezt a tiszta, higitott mintakivonatot haszndltam. A vizsgdlat
kivitelezésére  szobahOmérsékleten  omega-gliadin ellen termelt
antitesttel el6zetesen bevont mianyag mikrotiterlemezen
(mikrokiivettdban) keriilt sor. A mikrokiivettdkba el6szor 100 pl gliadin
standardot, majd 100 pul mintakivonatot juttattam. A mintakivonatban
1évé glutén koncentrdacidjatol fiiggden tobb-kevesebb gliadin lesz jelen
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az oldatban és kot6dik a mikrokiivettdban rogzitett antitesthez. A
reakcid lefutdsa utdn a nem kot6dott anyagokat szivatassal és tobbszori
alapos gépi mosdssal eltdvolitottam. Tekintettel a mosdsi mdvelet
kritikus voltdra, udgynevezett "soak" (4ztatd) technikdt alkalmaztam,
hogy a hamis immunvalasz teljesen elkeriilhetd legyen.

1. tablazat: Az Auto-EIA II. automatikus immun-analitikai
mérémodszer néhany technkai adata (LABSYSTEMS, Helsinki)

Tipus: FP-1300 Technikai jellemzdk
Optikai rendszer Vertikalis fotométer, 8 db szinszlrd: 340-690 nm

fényforras: kvarc-halogénlampa (8 V/50 W)
linedris tartomdny: 0,2-2,0 A
max. dev. <2 %

Optikai fényut / 3 nm = 100 pl minimum
térfogat 6 nm = 200 ul normél

9 nm =300 pl maximum
Kapacitdas 96 mikrokiivetta / mikrotiterlemez
Folyadékadagolé Minta térfogat: 1-300 ul
rendszer reagens térfogat: 10-300 nl
Inkubacids 37 °C, 40 °C és szobahdmérséklet
hdmérséklet
Tomeg 18 kg

Moso6folyadékként konyhasds Tris-pufferoldatot (TBS) hasznédltam. A
mikrokiivettdban rogzitett antitesthez kotott gliadin mennyiségét 100 ul
PBS-ben oldott, BSA-t (Bovine Albumin Solutions) 1is tartalmazé
peroxiddz enzimmel jelzett monoklondlis egér anti-m-gliadinnal tortént
reakci6 alapjdn hataroztam meg. Az inkubdcidés 1d6 letelte utdn a
felesleges konjugdtumot ismételt gépi mosdassal eltdvolitottam, majd a
kotott peroxiddz enzim aktivitdsdt érzékeny 2,2’-azino-bis[3-etil-benz-
tiazolin-6-szulfonsav] (ABTS) subsztrat peroxid citrat pufferes oldatdnak
hozzdadéasat kovetd, a peroxiddz jelenlétében kifejl6dd zold szinezddés
alapjan allapitottam meg. A szinképzddés ardnyos a gliadin-
koncentrdcidval a higitott extraktban.

A z61d szin kifejl6dését az inkubdcids periddus végén a standard sor
programozott ismételt mérésével (feltétel: A,ps nm >1,0) szdmitdégépes
ellendrzéssel optimalizdltam. Az abszorbancia-mérés 1,1 - 1,4 egység
kozott tekinthetd a legkedvezS6bbnek a maximadlis standard-kocentracié
értéknél. A megfeleld szinképz6dés utdn az enzimes reakciot 50 pl,
1,5 % (m/v) natrium-fluorid oldat adagoldsdval allitottam le. A mért
abszorbancidhoz tartoz6 antigén koncentraciot 0,16-5,00 pg gliadin kon-
centrdciéjui standardokkal egyidejlleg felvett kalibrdaciés gorbe segit-
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ségével 405 nm hulldmhosszndl végzett vertikdlis fotometrdldst, kovetd
szamitogépes kiértékeléssel hataroztam meg. A kapott koncentricid
értékeket a minta higitdsi faktordval és az dtszamitédsi tényezdvel szorozva
az eredményt glutén %-ban kaptam meg.

Eredmények és értékelés

A kalibrdaciés gorbék mérési pontjait, pdrhuzamosan minden mérési
sorozat mikrotiterlemezén felvettem. Az 1. dbra a kiilonb6z8 idépontokban
3 alkalommal mért abszorbancia értékek és a gliadin-koncentracio kozotti
nemlinedris Osszefliggést mutatja. Az enzimes szinreakcié lefolydsdnak
optimalizdldsa sordn a kalibrdciés gorbék a mérés szempontjabol
legkedvez6bb abszorbancia értékeket vették fel. A maximalis, 5,00 pl/ml
koncentracioju standardhoz tartozé 4dtlagos abszorbancia érték 1,12-1,32
kozotti, ami a tesztbeni eldirdsnak megfelel.

A AN A
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LIN . 2
-3
' A=ag+aq c+a2c2+a3c3
0,51

L] A L] L L]
0,16 0,31 0,62 1,25 2,50 5,00 LoG

Gliadin ¢ (ug/ml)

I. abra: Kiilonb6z6 id6pontokban "sandwich" ELISA-moédszerrel
meghatdrozott gliadin kalibrdciés gorbék

A kiértékelést a szokdsos, kevésbé pontos grafikus (kvdazilinearis)
kozelités helyett szamitogépes nemlinearis fiiggvény illesztést kovetSen
alkalmas iteracids eljardssal végeztem. Azt tapasztaltam, hogy a kiilonb6z6
fliggvény-illesztések koziil a harmadfokd polinomidlis egyenlet adja a
legjobb eredményt mindegyik mérési sorozatnal. Ezt igazoljdk a 2. tdblazat
statisztikai mutatéi az 1. d4bra gorbéinek adatpérjaira illesztett
y=a,+a;x+a,x*+a;x’ tipust egyenlet regresszié analizisével. A kiszamitott
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kobos Osszefliggés nagyon szoros és P=1% szinten szignifikdns, amit a
tabldzat F-prébdja mutat. Osszehasonlitdsképpen a pontsorokra egyeneseket
illesztve a kozelités l1ényegesen rosszabb.

2. tablazat: Regresszios tablazat a harmadfoki polinomialis
egyenlet illesztésének regresszios analiziséhez gliadin S ELISA-nal

Tényez6 1. mérés 2. mérés 3. mérés
Regresszids négyzetgyok: 1,1269 0,8560 0,9199
szabadsdagi fok: 3 3 3
négyzetatlag: 0,3756 0,2853 0,3066
Maradék négyzetdsszeg: 4-8399E-04 | 3,4451E-04 | 1,7017E-04
szabadsdagi fok: 2 2 2
négyzetatlag: 2,4199E-04 1,7226E-04 | 8,5086E-05
Teljes négyzetdsszeg: 1,1274 0,8564 0,9201
szabadsdagi fok: 5 5 5
F-érték: 1552,28 1656,53 3603,96
Determindcids koefficiens: 0,9996 0,9996 0,9998
A becslés standard devidcidja: | 1,5556E-02 1,3125E-02 | 9,2242E-03

A kiilonbdz4 buzaliszt tipusokat képviseld mintdk gliadin (glutén)
mérési eredményeit a 3.tdbldzat foglalja 6ssze.

3. tablazat: Buzaliszt mintak gliadin (glutén)-tartalma (Sw ELISA)

Gliadin Higitasi Gliadin- Glutén-
Liszt tipus koncentracio tényezd tartalom | tartalom
*(pg/ml) (%) **(%)
BL-80 1,61 2500 4,04 8,07
BL-55 0,995 2500 2,49 4,98
BL-55 1,12 2500 2,81 5,62
BL-55 1,21 2500 3,02 6,05
BL-55 2,18 2500 5,45 10,9
BFF-55 1,65 2500 4,12 8,25
Atlagos érték: - - 3,66 7,31
Szoras: - - 1,10 2,20
CV (%): - - 30,1 30,1

* az extraktban
** a gliadin-tartalom alapjdn becsiilt érték.

A tdbldzat szerint a mért gliadin-koncentrdacié alapjdn szamitott
gliadin (glutén)-tartalom viszonylag széles intervallumban viltozik. A
vizsgdlt mintdk dtlagos gliadin-, ill. gluténtartalma 3,66, ill. 7,31 %. (Az
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adatok a déldunantili régi6 malmaiban véletlenszerien mintdzott
lisztekre vonatkoznak.)

A vizsgdlati tapasztalatok és eredmények alapjan megéllapithato,
hogy az automata miszer biztositotta lehet6ségek kihaszndldsdval a
buzalisztek és "gluténmentes" termékek egzakt mindsitésére a gliadin
(glutén) tartalom alapjan korszerd, gyors és nagy kapacitdsu sorozat
vizsgdlati eljards alakithaté ki, amennyiben annak alkalmassagat egy
interlaboratériumi korvizsgélat igazolja. H6kezelt gabonaalapu élelmiszerek
(pl. siitéipari termékek) gluténtartalma jol becsiilhet6 a mért gliadin-
tartalom alapjdn. Ezen kiviil ez a mérés a hdkezelt hiuskészitmények,
huskonzervek készitésénél felhasznalt buzaliszt kimutatdsdra, glutén-
tartalmdnak ismeretében mennyiségének mérésére is alkalmas.
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Buzalisztek gliadin (glutén)-tartalmanak gyors
meghatarozasa automatizalt enzimimmun-analitikai
eljarassal
Kerekes Ldszlo

A szerz6 buzalisztek és "gluténmentes termékek" gliadin (glutén)
tartalmdnak meghatarozasara direkt" sandwich" ELISA modszert adaptalt
automatikus enzimimmun-analitikai mérdérendszer (AUTO-EIA 1I,
Labsystems) megfelel6 programozédsdval. A  gliadin-koncentrdci6
meghatdrozdsdndl - a szokdsos grafikus kiértékelés helyett - harmadfoku
polinomialis egyenlet szdmitogépes illesztését kovetd iterdcids eljarast
alkalmazott. A mdédszer hékezelt gabonatartalmud élelmiszerek gliadintar-
talmdnak mérésére, illetve gluténtartalméanak becslésére is alkalmas.

Fast determination of gliadin (gluten) content of wheat

flours by an enzyme immune-analytical procedure
Kerekes, L.

A direct, "sandwich" ELISA method was adapted to an automatic
enzyme immune analytical measuring system (AUTO-EIA II,
Labsystems) for the determination of gliadin (gluten) in wheat flour and
"gluten-free" products, elaborating a relevant computer program. Instead
of the usual graphical evaluation, an iterative procedure was used for the
determination of gliadin concentration, following a computerized fitting
of a third degree polynomial equation. The method is capable for the
measurement of gliadin content in heat-treated wheat-containing foods
and for the estimation of their gluten content.

Schnellbestimmung des Gliadin(Gluten)-gehalts von
Weizenmehlen mit automatisiertem
enzymimmunanalytischem Verfahren
Kerekes, L.

Zur Bestimmung des Gliadin(Gluten)-gehaltes von Weizenmehlen und
"glutenfreien Produkten" wurde eine direkte "Sandwich" ELISA-
Methode fiir das automatische enzymimmunanalytische MeBsystem
(AUTO-EIA II., Labsystems) mit der Ausarbeitung eines entsprechenden
Rechnerprogramms angewandt. Bei der Bestimmung der
Gliadinkonzentration wurde anstelle der iblichen graphischen
Auswertung ein Iterationsverfahren eingesetzt, das rechnerisch einer
polinomialen Gleichung dritten Grades folgt. Die Methode ist fiir die
Messung des Gliadingehaltes von hitzebehandelten getreidehaltigen
Lebensmitteln bzw. auch fiir die Schitzung des Glutengehaltes geeignet.
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