’j iranyzatok a vitaminanalitikaban

Lasztity Radomir

Budapesti Miszaki és Gazdasdgtudomanyi Egyetem

Biokémiai és Elelmiszertechnolégiai Tanszék
Erkezett: 2006. december 21.

Bevezetés

A vitaminok felfedezése nemcsak a taplalkozastanban nyitott 1
fejezetet, hanem fordulatot jelentett az élelmiszeranalitikdban is. Mig a 20.
szazad elején elegendd volt az élelmiszeranalitikus szdmara néhany kémiai
Osszetételi adat (nedvesség, fehérje, zsir N-mentes kivonat, dsvanyi anyag,
nyersrost) megadasa a mindség megallapitdshoz, az elsé vitaminok nyoman
a mai napig egyre ujabb és djabb élelmiszer mikrokomponensek
meghatarozasat igényli a gyakorlat. Gondoljunk csak a ma egyre divatosabb
funkcionalis élelmiszerekre vagy a taplalék-kiegészitGkre. Es még itt allnak
elSttiink a tadplalkozasgenomika (nutrigenomics) fejlédését varhatdan
kovetd tovabbi vizsgélati igények.

Az analitikus az 0j komponensek vizsgalataban az adott id&szakban
ismert technikdk alkalmazhatésdgat probalta ki. Igy a kezdeti id§szakban a
fotometridas €s ritkabban titrimetrids modszerek dominaltak. A Mérnok
Tovabbképzd Intézet tanfolyamain Vuk Mihdaly professzor altal tartott
eldadasok alapjan késziilt az els6 magyar nyelvl vitaminanalitikaval
foglalkoz6 konyv (1942) példaul a kovetkez6 meghatarozasokat emliti: C-
vitamin titrimetrids meghatarozasa 2,6-diklor-fenol-indofenollal, A-vitamin
mérése  fotometridsan antimon-triklorid  reagenssel, E-vitamin
meghatarozasa fotometriasan dipiridil reagens segitségével, B1- és B2-
vitamin meghatarozasa fluorometriasan. Fokozatosan gyakorlatilag
mindegyik vitamin szamadara taldltak egy szines vegylletet add reagenst.
Egyes esetekben, ha vitamin-készitményrdl vagy jellegzetes specifikus
spektrummal rendelkez$ vitaminrdl van szd, a direkt spektrofotometrias
meghatarozas 1is lehetséges. A szarmazékképzés tovabb bdovitette a
lehetGségeket. Példaként emlithetjik a fenilhidrazon képzést az
aszkorbinsavval és a dehidroaszkorbinsavval, amely alkalmas mind a nativ,
mind az oxidalt C-vitamin mennyiségi meghatdrozdsira (Spanyar et al.,
1953). Hasonl6 a helyzet az o-fenilén-diamin szdrmazékkal, amelynek
kinoxalin szdrmazéka fluorometridsan mérheté (Sullivan and Carpenter,
1993). A mault szidzad kozepétdSl indult el a kromatografids modszerek
térhoditasa a papir- és réteg-gazkromatografiatol kezdve a nagynyomasu
folyadék kromatografidig. De megemlithetd a mara csaknem teljesen
visszaszorult polarografia és a f6leg a B-vitamin analitikdban ma is jelentds
helyet elfoglalo mikrobioldgiai vitamin-meghatarozas is.
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Jelen helyzet

Ha végiglapozunk korszerd analitikai szakkonyveket vagy folyoiratokat
(a fiatal generédcid az interneten taldlhatd informéacidkat) szembetlind a
HPLC médszerek dominancidja. igy példaul az egyik viszonylag djnak
tekinthet$ élelmiszeranalitika konyv (Nollet et al., 1996) vitaminanalitikai
fejezetében a zsiroldhato vitaminok esetében kizarolag HPLC modszerek
szerepelnek, és a vizoldhato vitaminoknal is ezek az uralkodok. A modern
kromatografids médszerekkel foglalkoz6 Gjabb monografia (De Leenheer
et al., 2000) is els6sorban a HPLC mddszereket emeli ki. Hozz4jarul ezen
modszerek bdoviild alkalmazasdhoz az is, hogy ezaltal gyakran tobb vitamin
szimultan meghatarozasa valik lehetségessé. A mikrobioldgiai mddszerek
alkalmazdsa — mint azt az el6bb emlitésre keriilt a — B-vitaminok
analitikdjaban szdmottevd. A fluorometrias meghatarozas sok orszagban
megmaradt mint referencia modszer a B1 és a B2 vitamin esetében. Ismert
egy sor gazkromatografias modszer (Velisek és Davidek, 2000), és dusitott
termékeknél, vitaminkészitményeknél a fotometrids moddszerek is
alkalmazhatok.

Megjelentek méar a bioanalitikai mddszerekre (enzimes analizis,
immunanalitika) épiil§ vitamin-meghatarozasokkal foglalkoz6 publikaciok is.

Mi varhato a kozeljovoben ?

Egy ilyen kérdésre valaszolni mindig jelentds kockazatot jelent. Mégis
vallalva a tévedés lehetdségét az én szavazatom a bioanalitikdé és a
kapillaris elektroforézisé, még akkor is, ha a HPLC lehetdségei sincsenek
teljesen kimeritve. Mire alapozom ezt az allitast? Elsdsorban arra, hogy a
vitamin-meghatarozasok iranti igény tovabbi novekedése varhato. A
vitaminnal dusitott élelmiszerek terjedése (nem térve ki itt arra, hogy
milyen mértékben van erre tényleges sziikség), a funkcionélis élelmiszerek,
a tapanyag-kiegészit6k (divatja?), a taplalkozas-genomika varhaté
fejleményei, mind ebbe az irdnyba mutatnak. Ugyanakkor a meghatarozasok
szik keresztmetszete a minta-el6készités hosszadalmassaga. Kétségtelen,
hogy a mai kor technikai fejlettsége mellett minden el0készit6 mivelet
automatizalhato, s6t robotokkal is megoldhatd, mégis jarhatobb utnak
latszik egyes bioanalitikai eljarasok hasznalata, amelyek gyakorlatilag
el6készités nélkiil (vagy csekély elGkészitéssel) a vitaminok kozvetlen
mérését teszik lehetové. Természetesen egyet lehet érteni azzal a
torekvéssel, hogy a fizikai munkaigényt csOkkentsiik, az analitikai labor
teljesitoképességét noveljik, é€s a vegyszerfelhasznalas redukalasaval a
kornyezet védjik. A kovetkezGkben — korantsem torekedve teljességre — a
bioanalitika és a kapillaris elektroforézis néhany lehet6ségét mutatom be.
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Egy 1j technika a vitaminok bioanalitikajaban a SPR
(Surface Plasmon Resonance)

A ma uralkodo HPLC modszerek, bar maga a befejezd elvalasztas és a
mennyiségi meghatdrozas viszonylag rovid idSt vesz igénybe, legtobbszor
hosszadalmas minta-elGkészitést igényelnek, amelynek 1épései, modszerei
valtozhatnak a vizsgalni kivant élelmiszer jellege szerint. Ugyanakkor a
szigorodo élelmiszermindségi €s é€lelmiszerbiztonsagi eldirasok arra
kényszeritik az élelmiszer-eldallitékat, hogy sajat mindségbiztosito
rendszerik minél rovidebb 1d6 alatt szolgaltasson adatokat a
gyartasiranyitasnak. Tekintve, hogy a minta-el0készités a leginkabb
iddigényes mivelet, az elGkészités nélkiill kozvetleniil alkalmazhaté
eljarasok az érdeklddés kozéppontjaba keriltek. Ilyen eljards az SPR
modszer.

A modszer elve: Alapjait tekinve az eljaras a szokdsos immunanalitikai
procedaranak felel meg, amelynél valamilyen specifikus szubsztrat-kotd
anyag (leggyakrabban fehérje) a meghatarozand¢é vitamint koti meg.

Mar korabban ismert volt, hogy a természetben taldlhatok specifikus
vitamint kotd fehérjék. Mint példaul a biotint k6t6 avidin vagy a riboflavin-
koté fehérje. Ez adta az Otletet ezen jelenség felhasznaldsara analitikai
célokra. Az irodalmi forrdsok altalaban tojassagdjabol izolalt riboflavin-
kots fehérjék felhasznalasat emlitik (Kalman et al.,, 2003; Grace and
Stenberg, 2002), de elvileg barmely riboflavin- és madas vitamin (biotin,
folsav, B12 vitamin) antitest is felhasznédlhato.

A mobdszer Gj vondsa lényegében a megkotés folyamatanak a kovetési
modja. A tulajdonképpeni szenzor egy iivegre felvitt igen vékony fémlemez
(aranylemez). Az immunanalitikai meghatidrozasi mddszer tipusatol
fliggden a szenzor feliiletére az adott vitaminmolekuldt megkots agenst
viszik fel. Amennyiben a vizsgadlandd oldatbdl vitamin kotddik meg a
szenzor felilletén, az optikai rendszer érzékeli és jelzi, regisztralja ezt a
tényt.

A moddszer két kulcseleme a szenzor és a vizsgdlanddé mintat dramoltato
mikroberendezés. Az tvegfelilleten elhelyezkedd vékony aranylemez
biztositja a feltételeket az adott vitamint megkots feliileti kiképzéshez. A
kotd vegytlet leggyakrabban specifikus fehérje. Kotdmatrix-ként
széleskOrtien hasznalatos a karboxi-metil-dextran, amely hidrofil
kornyezetet biztosit a fehérjének €s megdlrzi az immobilizalt fehérjét nativ
allapotban.

Az aramoltatd berendezéssel szemben az a kovetelmény, hogy a
vizsgdland6 anyagban jelenlevd vitamin valtozatlan koncentracidéban jusson
el a szenzor feliilletére. A szenzor feliiletén az aramlasnak egyenletesnek és
reprodukalhatonak kell lennie.
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Az eljaras az el6készitd miveletek elhagyhatosiaga kovetkeztében
lényegesen gyorsabb. Mivel optikai érzékeld rendszere nem a fényelnyelés
(vagy fényszOras) észlelésén alapul, nem kell a fotometriai, illetve
spektrofotometriai mdédszereknél ismert korlatokra szamitani. Zavaros és
szines folyadékok vizsgalata 1is lehetséges. Megoldott a szenzorok
regeneralasa és az egész folyamat automatizaldsa. Mas moddszerekkel
(elsésorban mikrobioldgia eljarassal) végzett Osszehasonlitasok jo
korrelaciot mutattak.

Az aptamerek Gj lehetoségeket nyitnak meg az analitikus szamara

Az aptamerek rovid oligonukletidok, amelyek nagy affinitdssal tudnak
kapcsoldodni meghatarozott célmolekuldkhoz. Sok esetben az aptamer
affinitdsa a célmolekuldhoz olyan erdsségli, mint azt az antigén-
monoclondlis antitest kapcsolodasnal fordul eld. Specifikus aptamereket
random nukleinsav konyvtarakbol lehet kivalasztani (egy-egy konyvtarban
akar 10" - 10" féle szekvencia is lehet) az 4ltalaban hasznilatos SELEX
(Systematic Evolution of Ligands by Exponential Enrichment) eljarassal.
Az aptamereket legtobbszor kapcsolni lehet fluoreszcens molekuldkkal,
ami altal igen érzékeny, és egészen kis mennyiségek meghatirozasara
alkalmas technikdk alakithatok ki (példaul 1ézer indukalt fluoreszcencia).
Ilyen alapon dolgoztak ki eljarast ultra-kicsiny mennyiségben el6fordulo
fehérjék kivalasztasara és mérésére kapillaris elektroforézissel kombinalva
(Zhang et al., 2006).

Az elobbiekben ismertetett lehetdségek elvileg barmely vitamin
meghatarozasara lehetdségeket nyujtanak, anélkiil, hogy tovabb kellene
kiizdeni az antitestek kisérleti allatok felhasznalasaval torténd gyartasat
ellenzé allatvéddkkel.

Kapillaris elektroforézis a vitaminanalitikaban.

A kapillaris elektroforézist még a legujabb technikdk ko6zé sorolhatjuk,
amelynek analitikai lehetdségeit még korantsem tartuk fel teljesen.
Kidolgozasanak kezdeteként Jorgenson €s Lukacs 1981-ben megjelent
publicisztikijat szoktak emliteni. Megfeleld korilményeket valasztva
nemcsak a toltéssel rendelkezd vitamin-molekulak valaszthatdk el, hanem a
semlegesek is. Mar tobb mint tiz éve jelent meg kdzlemény tobb vizoldhato
€s zsiroldhatd vitamin szimultdn meghatdrozasarol MECC (Micellar
Electrokinetic Capillary Chromatograhy) eljarassal (Ong et al., 1991).

Bimolekulak kapillaris elektroforézissel torténé meghatarozasa a mault
szazad 90-es éveiben kezdett egyre jelentGsebb mértékilivé valni. Jelenleg
ezt az analitikai eljarast a legnagyobb gyakorisaggal a klinikai analitikdban
alkalmazzdk (Perret, 1999). A meghatdrozott biomolekuldk k6zott mar a
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90-es években megjelentek a vitaminok is, elsGsorban bioldgiai
folyadékokban, de élelmiszerekben is (Shi et al., 1995; Lambert et al., 1992;
Koch et al., 1993; Wai Siang et al., 2005).
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