Tehéntej meghatarozasa hazai sajtokban

izoelektromos fokuszalassal
Szerdahelyi Emdke, Hajos Gyongyi és Molndr Pal

Kozponti Elelmiszeripari Kutaté Intézet, Budapest
Erkezett :1994. oktéber 31.

A tehéntej-kazein meghatdrozdsdval a juhtejnek a tehéntejjel valo
helyettesitése kimutathaté a juhsajtban. Ennek a fogyaszték érdekvédel-
mén és az élelmiszermindség biztositdsdn tdl, nagy jelent6sége lehet az
egészségmegdrzd taplalkozasban, példaul egyes specidlis diétak esetén is.

Az elektroforetikus moddszerek jol alkalmazhaték az 4llatfajok
azonositasdra hus- és tejfehérjékbol egyardant (1, 2). Az izoelektromos
fokuszaldst nagy felbontoképessége nem csak a fajok azonositdsdra,
hanem ezek keverékeinek vizsgdlatdra is alkalmassé teszi (3, 4).

Krause és munkatdrsai a poliakrilamid-gélben valdé izoelektromos
fokuszalast talaltak a legmegfelel6bbnek a tehéntej kimutatdsdra juh-,
illetve kecskesajtban (5). Az altalunk 1s alkalmazott meghatdrozas alapja
a juhtejben 1évd y,-kazein kimutatdsa, amelynek izoelektromos pontja
kissé magasabb, mint a tehéntej y,-kazeinje. A mddszer érzékenységét
jelent6sen nodveli a plazmin haszndlata, mivel elhidrolizdlja az
egyébként zavaré [-kazeint (6), igy lehet6vé teszi a tehéntej-kazein
specifikus és érzékeny detektdldsat.

Munkdank célja az volt, hogy a tehéntejet kimutassuk ¢és
mennyiségileg meghatdrozzuk juh- és tehéntej keverékekbdl, valamint
hazai sajtokbol. Vizsgélatainkat kisebb moddositdsokkal, illetve
tovabbfejlesztéssel egy EU-szabvany (7) elGirdsai alapjan végeztiik.

Anyagok és modszerek
Vizsgalati anyag

Hazai kereskedelemben forgalmazott tehéntej, juhtej és sajt,
valamint ismeretlen 0sszetételd keverék sajtmintak.

A kazein izolalasa

10 g felapritott sajtot egy 100 ml-es centrifugacs6be mértiink é€s 60 ml
desztilldlt vizet adtunk hozz4d. ULTRA-TURRAX-al 10000-es fordulaton
1,5 percig homogenizdltuk. Jégecettel 4,5-re 4llitottuk az oldat pH-jat és
3000 g-n 5 percig centrifugaltuk. A zsirt és a savodt eltdvolitottuk és a
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maradékhoz 20 ml diklér-metdnt adtunk, djra homogenizdltuk, majd
centrifugaltuk. Ovatosan eltdvolitottuk a vizes és a szerves fazist, és a
megmaradt kazeint 40 ml desztilldlt viz és 20 ml dikloér-metdn
hozz4dadasa utan ismételten homogenizaltuk. A vizes és a szerves fazist
azutdn eltdvolitottuk, és az eljarast még kétszer megismételtiik. A
megmaradt fehérjét 50 ml szdraz acetonnal j6l elkevertiik és redds
szUrdn leszlrtiik. A szlrGpapiron maradt kazeint kétszer atmostuk 25-25
ml szdraz acetonnal. Ezutédn a kazein-kivonatot levegén megszaritottuk.

A B-kazein plazminos bontasa

2,5 mg 1zoldlt kazeint 50 pl ammoénium-karbonat pufferben oldottunk
fel és 3 percig homogenizdltuk ultrahangos homogenizdlé berendezéssel.
Hozzédadtunk 10 pl plazmin-oldatot (Bovine plasmin /E. C. 3.4.21, 7/ 5U/ml,
ammonium-karbonat pufferben oldva) és folyamatos razatas kozben 40 °C-on
I Ordn keresztiil inkubdltuk. Az enzimes reakciot 2 pl e-amino-kapronsav
oldat (2,63 g e-amino-kapronsav 100 ml 40%-os etilalkoholban oldva)
hozz4adédsaval allitottuk le, majd liofilizdltuk. Az ammoénium-karbonét
puffer Osszetétele: 1,58 g ammoénium-hidrogén-karbonat / 100 ml
desztillalt viz, pH=8.

AKkrilamid gél készitése

A gél-oldatot (485 mg akrilamid, 15 mg N,N’-metilén-bisz-
-akrilamid, 4,4 g karbamid, 1,2 g 87 %-os glicerol 10 ml-re feltoltve
desztilldlt vizzel + 26 mg P-alanin, 550 ul Servalyt pH 3-10, 550 pl
Servalyt pH 5-7, 11 pl 40 %-os ammoénium-perszulfat oldat, 11 pl
N,N,N’,N’-tetrametilén-diamin) két, egymastol 0,5 mm tdvolsdgra 1évQ
tiveglap kozé ontottiik és egy éjszakdn 4t hlitészekrényben 4llni hagytuk.

Mintafelvitel:

A liofilizalt mintdkat 50-50 pl mintaoldé pufferben (5,7 g 87%-o0s
glicerol, 24 g karbamid, 250mg dithio-threitol 50 ml desztilldlt vizben)
vettik fel, és 10 x 5 mm-es szlrOpapir csikok segitségével 10-10 nl-t
vittiink fel a gélre.

Izoelektromos fokuszalas

Az izoelektromos fokuszaldst Pharmacia FBE-3000 tipusu
késziiléken végeztiik. Andéd oldatként 5%-os foszforsav oldatot,
katédként pedig 2%-os NaOH-ot haszndltunk.
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Az izoelktromos fokuszalas kondiciéi:

Lépés Idé6 Fesziiltség | Aramerdsség | Teljesitmény | Hémérséklet
P (perc) (V) (mA) (W) (°C)
1 60 max. 2500 max. 15 konst. 4 10
2 60 max. 2500 konst. 5 max. 20 10
Festés

A fokuszalds befejezése utdn a fehérjéket fixdltuk, 15 percig 15%-
os triklor-ecetsavban rdzatva. Ezutdn a gélt 15 percig a festékoldatban
(1,5 g Coomassie Brillant Blue, 2,5 g réz-szulfat-pentahidrat 1000 ml
oldoszerben) razattuk. A festékoldd oOsszetétele: 45% metanol és 10%
ecetsav 45% desztilldlt viz. Végiil mosdoldattal (250 ml metanol 100 ml
jégecet 1000 ml vizben) tobbszor atoblitettiik, mindaddig amig a héttér
szintelenné valt.

Ertékelés

Az értékelést BIOTEC-FISCHER videodenzitométerrel végeztiik.

Eredmények és kovetkeztetések

A kalibriacids egyenest ismert Osszetételd tejkeverékek €s sajtok
segitségével vettiik fel. A tejmintdkat el6zbéleg borjigyomoroltéval
kezeltiik, hogy a fehérjeszerkezet megkozelitéleg azonos legyen a
sajtéval. Az 1. és 2. 4abrdn a tehéntej és a juhtej jellegzetes
fehérjemintdzatat és az ezekhez tartozé denzitogramokat mutatjuk be.
Szorosabb korreldciét kaptunk, ha nem a tehéntej mennyisége és a
tehéntejre jellemz6 vy,-kazein csucsteriilete kozotti, hanem a tehéntej
juhtej ardny és a tehén 7,-kazein csucsteriilete és a juh y,-kazein
csucsteriiletének ardnya kozotti Osszefliggést vizsgaltuk (3.4bra).

Néhany sajtminta 1zoelektromos fokuszalassal szeparalt
fehérjesdvjait a 4. dbrdn mutatjuk be. Az ismeretlen Osszetételd sajtok
esetén a kovetkez6 csucsteriilet ardnyokat, illetve tehéntej
kaptuk:
- 2. jeld mintdndal tehéntej és a juhtej ardnya (a y,-kazein sdvok
csucsteriiletaranyai alapjan) 1,13, tehat 53 % tehéntejet tartalmaz (n

=5;s=2,53).

- 3. jeld minta esetén tehéntej és a juhtej ardnya (a y,-kazein sdvok
csucsteriiletaranyai alapjdn) 1,34-nek adodott, igy tehéntej tartalma
57 % (n =5; s =2,42).

aranyt
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1l.abra: Tehéntejbdl izoldlt kazein fehérjemintdzata izoelektromos
fokuszalassal valo elvalasztas utan, €s a videodenzitométeres értékelés
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2.abra: Juhtejbdl izoldlt kazein fehérjemintdzata izoelektromos
fokuszalassal valo elvalasztas utan, €s a videodenzitométeres értékelés

r=10,99%

y=0,913x + 0,033

0,5 +
a 0,5 1 1.5 2 2,5 3 3,5 4
(M1/Mj)

3. abra: A tehén és juhtej tomegardnydnak (M, /M ;) és a tehéntejre,
illetve a juhtejre jellemzd y-kazein videodenzitométerrel meghatarozott
csucsteriilet-aranyanak (T, /T,) 0sszefliggése
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g t 1 ; i 1: 100% juhtejbél készilt sajt
% o 2. ismeretlen osszetétélii sajt
% ! 3: ismeretlen Gsszetétéli sajt

1 i 4 100% tehéntejbél készilt sajt

{ i 5:20% tehéntejet tartalmazo sajt

¢ i 6:38% tehéntejet tartalmazo sajt

4. abra: Ismert és ismeretlen Osszetételd sajtmintdk fehérjéinek
szeparaladsa i1zoelektromos fokuszalassal

Osszefoglaldsul megallapithatjuk, hogy a plazminos emésztést kovetd
izoelektromos fokuszalds alkalmas a tehéntej specifikus és érzékeny
kimutatdsdra kevert tej, illetve kevert tejbdl késziilt tejtermékek esetében
is. Az alkalmazott eljards — a videodenzitométeres értékeléssel egyiitt — a
tehéntej) mennyiségi meghatdrozdsara szintén j6l hasznédlhato.
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Tehéntej meghatarozasa hazai sajtokban izoelektromos
fokuszalassal
Szerdahelyi E., Hajos Gy. és Molndr P.

A szerz6k kimutattdk és mennyiségileg meghatdroztdk a tehéntejbsl szdrmazéd kazein
frakciét juh- és tehéntej keverékekbdl, valamint hazai sajtokbdl. A vizsgédlatokat kisebb
modositasokkal, illetve tovabbfejlesztéssel egy EU-szabvany elGirdsai alapjan végezték. A
mddszer 1ényege, hogy a sajtmintakbdl izolélt kazeinbdl plazminos hidrolizis utan a Y,-kazein
frakcidt izoelektromos fokuszaldssal elvdlasztottdk és meghatdroztdk. Az eljaras alkalmas
a tehéntej specifikus és érzékeny kimutatdsdra kevert tej, illetve kevert tejbdl késziilt
tejtermékek esetében is. Az elektroforetikus elvélasztasi kép videodenzitométeres értéke-
l1ése a tehéntej mennyiségi meghatdrozdsat szintén lehetdvé teszi a vizsgdlt mintdkban. Ennek
— a fogyasztok érdekvédelmén és az élelmiszermindség biztositdsdn til — nagy jelentGsége
lehet az egészségmeglrzd taplalkozasban, példaul egyes specidlis diétdk esetén is.

Determination of cow’s milk in cheese samples by

isoelectric focusing
Szerdahelyi, E., Hajos, Gy. and Molndr, P.

Cow’s casein fraction was identified and determined in samples of mixtures of ewe’s and
cow’s milk and in cheese samples pruduced in Hungary. Investigations were carried out by
slight modification of an EC-standard. The essence of this method is that the casein
isolated from the milk and cheese samples was hydrolysed with plasmin and the y,-casein
fraction from the hydrolysate was separated and identified by isoelectric focusing. The
method is suitable for specific determination of for the cow’s casein from samples of
mixed milks and milk products. A quantitative determination of the y,-casein fractions is
available by videodensitometric evaluation of the electrophoretic patterns. Knowledge of
the cow’s casein content of the samples is of great impotance parthy safeguarding of
consumers’ intersts and assuring of food quality, parthy in "care of health" food, for
instance in the case of special diets.

Bestimmung von Kuhmilch in einheimischen Kéasesorten

mit isoelektrischer Fokusierung

Szerdahelyi, P., Hajos, Gy. und Molndr, P.
Verfasser haben die aus der Kuhmilch stammende Kaseinfraktion in Schaf- und
Kuhmilchmischungen sowie in einheimischen Késesorten nachgewiesen und quantitativ
bestimmt. Die Untersuchungen wurden anhand geringfiigig modifizierter bzw.
weiterentwickelter EU-Norm-Methode durchgefiihrt. Das Grundprinzip der Methode
besteht darin, da} die y, -Kaseinfraktion von aus Kisesorten isoliertem Kasein nach einer
Plasminhydrolyse mit isoelektrischer Fokusierung abgetrennt und bestimmt wird. Das
Verfahren ist geeignet, die Kuhlmilch in Milchmischungen bzw. in daraus hergestellten
Milchprodukten mit hoher Spezifitit und Empfindlichkeit nachzuweisen. Die
videodensimetrische Auswertung des elektrophoretischen Trennungsbildes ermoglicht
auch die quantitative Bestimmung der Kuhmilch in den untersuchten Proben. Diese
Moglichkeit hat groe Bedeutung iliber den Verbraucherschutz und die Sicherung der
Lebensmittelqualitédt hinaus auch fiir die gesunde Erndhrung beispielsweise im Falle einer
speziellen Diit.
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