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Dokaz aditivnych pSenic¢nych a séjovych proteinov v tepelne
opracovanych misovych vyrobkoch metédou ELISA

ANDREJ MARCIN - RUDOLF FENCIK - RASTISLAV MATI

SUHRN. V ¢lanku je opisany postup urceny na ddkaz pSeni¢ného a sdjového proteinu
v tepelne opracovanych mésovych vyrobkoch vypracovany na baze nepriamej sendvicovej
imunochemickej techniky ELISA. Ako primdrna protildtka bolo pouZité kréliCie antisé-
rum pripravené proti tymto rastlinnym proteinom, ako sekunddrna protildtka prasacie
antikrali¢ie imunoglobuliny znacené peroxiddzou. Ako substrat pre peroxidazu bol pou-
zity o-fenyléndiamin. Testovana bola citlivost, opakovatelnost, selektivita, schopnost kva-
litativne klasifikovat slepé vzorky a detekény limit. Dosiahnutd citlivost pri detekcii pSe-
ni¢nych proteinov bola 220 mg.kg-! (t. j. 0,2 % pSeni¢nej muky pri pSeni¢nej muke obsa-
hujicej 11 % proteinov) a pri detekcii s6jovych protenov 800 mg.kg1 (t. j. 0,2 % séjovej
muky pri koncentrdcii 40 % proteinov v boboch).

KIUCOVE SLOVA: mésové vyrobky; pSenica; soja; parky; imunochemicka detekcia

Existuje viacero dovodov, preo sa nezivoCiSne proteiny priddvaju
do mésovych vyrobkov. Zlepsuju schopnost mésovych vyrobkov viazat vodu,
ktord sa obvykle straca pri tepelnej uprave. Okrem toho tieto proteiny umoz-
nuju lepSiu emulgéciu tukovych €astic po pomleti svaloviny, ¢o vedie k lepsSej
konzistencii findlnych produktov [1]. Obohatenie mésovych vyrobkov pro-
teinmi nezivoCiSneho pdOvodu je dnes akceptované a legalizované takmer
vo vSetkych Statoch Eurdpy, na pouzitie tychto proteinov vo vyrobkoch je
vSak predpisand prisna povinnost oznacovania [2].

A tak detekcia priddvania neZivociSnych proteinov do mésovych vyrobkov
je dolezitd v dvoch zdkladnych pripadoch, a to, ak ich priddvanie:

a) nie je deklarované,

b) je zahrnuté v recepture, ale koncentrdcia je prekrocena.
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Pre prvy pripad je dostato¢nad kvalitativna metdda. Kvantitativna metdda
bude ddlezitd pri dokaze ndhodného primiesania [3].

V Eurdpe je v najvdcSej miere vyuzivany pSenicny protein, pridavany
vo forme pSeni¢ného gluténu alebo v neupravenej forme ako pSeni¢nd mika
a tiez sojovy protein vo forme izoldtu alebo koncentratu [4,5]. Je vSak velmi
tazké kvantifikovat aditivne rastlinné proteiny zvlast vtedy, ak potravina bola
uvarend alebo ind¢ tepelne upravend. Neimunochemické metédy na dokaz
rastlinnych proteinov [6-8] nie su dostatocne citlivé a Specifické. Imunoche-
mické metddy ako imunodifizia a imunoelektroforéza [9] boli pouzité pre-
dovSetkym na dokaz spomenutych proteinov v surovych mésovych vyrob-
koch. Ich nevyhodou je neschopnost detegovat denaturované a teda neroz-
pustné proteiny. Hitchcock a kol. [10] pouzil velmi citlivi ELISA metédu
na stanovenie sdjového proteinu v mésovych vyrobkoch. Janssen a kol. [11]
pouzil na podobny tucel jednoduchSiu imunochemicku sendvicovd metddu
dot-blot.

Po predchadzajucich skisenostiach s technikou dot-blot [12-14] pouzitou
na dokaz pSeni¢ného a séjového proteinu sme si dali za ciel vypracovanie
nepriamej ELISA metddy (enzymovej imunoadsorbentovej analyzy) umoz-
fujucej kvantitativne stanovenie oboch spominanych proteinov v tepelne
upravenych mésovych vyrobkoch a uréenie jej zakladnych analytickych para-
metrov.

Material a metddy

Na ziskanie pSeni¢ného a s6jového proteinu ur¢ené¢ho pre pripravu imu-
nogénu bola pouzitd pSeni¢nd, resp. sojovd muka. Z muky boli odstrdnené
lipidy extrakciou s trojndsobnym mnozstvom aceténu pri teplote 0°C
po dobu 60 min a po ndslednej centrifugacii pri 2000 g po dobu 15 min, pou-
zité na dvojstupiiovu izoldciu pSeni¢ného, resp. sdjového proteinu. Na izo-
laciu bol pouzity Tris-NaCl tlmivy roztok (0,02 mol.I'l a 0,5 mol.I'! NaCl),
ktory bol priddvany v pomere 200 g odtu¢nenej muky a 600 ml timivého roz-
toku. Po centrifugdcii (2000 g, 15 min) bol sediment pouzity na opakovanu
izolaciu proteinov. Supernatanty z oboch extrakcii obsahujuce pSeni¢ny resp.
sojovy protein boli dialyzované oproti destilovanej vode (velkost porov
membrany 10 kDa). Dialyzat bol ndsledne lyofilizovany a po termickom
oSetreni (ohriatie na teplotu 100 °C 5 min) pouzity na pripravu imunogénu.
Proteiny boli emulgované v mnozstve 0,5 g s 2 ml fyziologického roztoku
a 2 ml Freundovho kompletného adjuvans premiesavanim v dvoch 10 ml
striekackdch vzajomne prepojenych trubickou [13]. Imunogény boli pouzité
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na imunizéciu 4 krélikov plemena novozélandsky biely podla beZnej imuni-
zacnej schémy (dva pre pSeni¢ny protein a dva pre sdjovy protein) [15].

Imunogén bol aplikovany pri prvej imunizdcii intradermdlne a pri dalSich
subkutdnne. Pri jednej imunizécii bolo celkovo podané 2 ml imunogénu
pre jedného krdlika na 4-6 miest do dorzdlnej Casti chrbta. Reimunizacia
bola vykondvana 14., 21., 28. a 42. den po prvej imunizacii. Krv od kralikov
bola odoberanad z vena auricularis alebo arteria auricularis za ucelom imu-
noelektroforetického posudenia Specificity protilatok v sére [13]. Sérum
bolo izolované z krdli¢ej krvi beznym sposobom. Z neho boli izolované imu-
noglobuliny s pouzitim etanolovej frakciondcie [16]. Dosiahnuty titer proti-
latok v antisére proti pSenicnym proteinom bol 1:3000 a proti sGjovym pro-
tefnom 1:2600. Studovali sme tiez ne$pecifické reakcie pripravenych imu-
noglobulinov s proteinmi izolovanymi z bravéového, hoviddzieho mésa a tiez
izolovanymi z razného, kukuri¢ného a ovseného zrna.

Ako Standardné vzorky sme pouzili proteiny izolované z modelovych
masovych vyrobkov s definovanym pridavkom pSenicnej, resp. sojovej muky
(3,2; 1,6; 0,8 a 0,2 %), t. . 3,52; 1,76; 0,88 a 0,22 pseni¢ného [g.kg1], resp.
12,8; 6,4; 3,2 a 0,8 sGjového proteinu [g.kg1].

Modelové mésové vyrobky boli pripravené podla uZ publikovanej meto-
diky [12,13]. Po pomleti chudého bravéového misa bola pSenicnd resp. sojo-
va muka pridand do vytvorenej pasty. Pasta bola ndsledne tepelne opracova-
nd (ohrievanie vo vodnom kupeli na teplotu 100 °C 5 min).

Ako experimentalne vzorky boli pouZité proteiny izolované z komer¢nych
tepelne upravenych masovych vyrobkov, ktoré boli ziskané z miestnej
obchodnej siete:

a) vyrobky obsahujuce pSeni¢nu muku - Spekdcik, parkova klobdsa, jemné
parky (z produkcie mésokombindtu MECOM, Humenné),

b) vyrobky obsahujiice sdjovy protein - desiatovd saldma, liptovskd saldma,
parky obycajné (z produkcie masokombindtu TIPSO s. r. 0., Michalovce),

¢) vyrobky neobsahujice pSeni¢nu resp. sdjovd muku - Kalinka, Pribina;

Horndd (z produkcie mésokombindtu MECOM, Humenné; Miso

Vychod, KoSice).

Izoldcia proteinov z modelovych i komerénych maisovych vyrobkov
[12-14] bola vykonand nasledovne: 20 g modelového alebo komercného
masového vyrobku bolo pomleté a zo vzniknutej pasty boli odstranené lipi-
dy extrakciou s pouzitim 60 ml aceténu pri teplote 0 °C po dobu 15 min
(pomer pasty a aceténu 1:4). Dalsi postup bol ako pri izol4cii pSeni¢nych
a sojovych proteinov z pSenicnej alebo sdjovej muky s pouzitim Tris-NaCl
tlmivého roztoku [12-14].
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Dokaz pritomnosti sojového resp. pSenicného proteinu metodou ELISA
Vzorky boli aplikované v trojiciach. Inkubdcia delenych mikrotitra¢nych

dosticiek bola vykondvand vo vSetkych krokoch vo vlhkej komorke (vo vod-

nom kupeli) pri 37 °C. TImivé a premyvacie roztoky boli aplikované pri izbo-
vej teplote. Sachovnicovo boli skiimané optimélne podmienky ELISA ana-
lyzy (koncentricia reagencie, inkubacné Casy a teploty):

a) aplikdcia Standardnych resp. vySetrovanych vzoriek riedenych s vizobnym
roztokom na povrch mikrotitracnej doSticky v mnozstve 100 pul
na 1 jamku, inkubdcia 12 h pri 4 °C,

b) blokovanie nespecifickych vdzobnych miest blokovacim tlmivym rozto-
kom 30 min

¢) premyvanie - po kazdom reakénom kroku 4-krat premyvacim roztokom,

d) aplikdcia primarneho antiséra riedeného v riediacom roztoku po 100 ul
na 1 jamku, inkubdcia 90 min pri 37 °C,

e) premyvanie ako v c)

f) aplikdcia enzymového konjugdtu SwaR-Px (prasacie antikrdli¢ie imuno-
globuliny znacené peroxiddzou - SEVAC, Praha, CR) po 100 ul na 1 jam-
ku riedeného 1:4000 az 1:5000, inkubdcia 90 min pri 37 °C,

g) aplikdcia substratu pre peroxiddzu - o—fenyléndiaminu (OPD) po 100 ul
do kazdej jamky (2 mg.ml-! timivého roztoku), inkubécia 15 min v tmavej
komore pri laboratdrnej teplote,

h) zastavenie reakcie s 5 ul 2 M H2SOg4 v kazdej jamke mikrotitracnej
dosticky,

i) zmeranie absorbancie pri 492 nm.

V ramci vyvoja metddy bolo vyhodné pouZit relativne hodnoty absorban-
cif (% E). Pritom sa aplikovalo 5 negativnych kontrol, t. j. negativnych Stan-
dardov pri kazdom teste. Aritmeticky priemer piatich jednotlivych vysledkov
(hodnoty E) sa pouzil ako jeden negativny Standard. Relativna hodnota E
jednej vzorky bola definovand ako pomer nameranej hodnoty E vzorky ku
hodnote E negativneho Standardu v %. % E = (E vzorky/E negativneho
Standardu).100.

Roztoky

Extrakény tlmivy roztok Tris-NaCl: Tris 0,02 mol.l-1, NaCl 0,5 mol.I-1,

Vizobny tlmivy roztok TBS: 1,215 g Tiis (Tris-hydroxymetylaminometdn),
9 g NaCl, 1000 ml H20, upravené 1 M HCl na pH 7,2),

Blokovaci tlmivy roztok: 10 % odtu¢nené suSené mlieko Eligo v roztoku
0,9 % NaCl s 0,02 % Tween 20,

Premyvaci roztok: 9 g NaCl, 0,5 ml Twween 20, 1000 ml H2O,
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Riediaci roztok: 10 g hovadzi sérovy albumin, 0,1 g mertiolat, 1000 ml vizob-
ny tlmivy roztok TBS,

Substrdtovy tlmivy roztok: 29,4 g citran trojsodny, 0,1 g mertiolat, 1000 ml
H>O0.

Stanovenie parametrov skiisky

Stanovenie citlivosti
Na stanovenie citlivosti boli pouzité vzorky 0; 220; 880; 1760 a 3520 mg
pSeni¢ného proteinu v 1 kg mésového vyrobku alebo 0; 800; 3200; 6400
a 12800 mg s6jového proteinu v 1 kg masového vyrobku. Aritmeticky
priemer hodnoty % E kazdej koncentrécie bol definovany s pouzitim troj-
ndsobnej hodnoty smerodajnej odchylky (3 SD).

Stanovenie opakovatelnosti
Pri kazdej koncentracii bola vzorka rozdelend do 20 jednotlivych vzoriek,
ktoré boli identicky opracované s pseniénym alebo sdjovym proteinom
a vySetrené ako slepé vzorky.

Stanovenie selektivity
Na skuSanie selektivity boli pouzité modelové mésové vyrobky s pridav-
kom rastlinnych proteinov rozli¢nej skupinovej prisluSnosti. Na stanove-
nie hodnot % E bola strednd hodnota vypocitand z piatich paralelne
vySetrovanych vzoriek, ktoré neobsahovali detegovany analyt (negativny
Standard) a tie boli oznacené hodnotou 100 %.

Kvalitativna klasifikacia slepych vzoriek
Na preskusSanie a potvrdenie skimanych parametrov boli vySetrované
vzorky ako slepé. 20 vzoriek mésa bez pridavku rastlinnych proteinov
bolo dotovanych pSeni¢nym proteinom a vySetrovanych pri simulovani
beznych praktickych podmienok ako slepé vzorky. Negativny Standard
slizil na od¢itanie hodnoty extinkcie. Vysledky boli zaradené do tabulky
podla relativnych hodnot absorbancii plus/minus trojndsobnd hodnota
smerodajnej odchylky (% E = 3 SD).

Stanovenie detekéného limitu
Dolnou hranicou rozptylu (priemer *= 3 SD) bol kvantitativny detekény
limit. Kvalitativny detekény limit bol hornym ohrani¢enim rozsahu
pre vzorky.

Skusanie komerénych tepelne opracovanych mésovych vyrobkov
V oboch pripadoch (antisérum proti pSeni¢nym i sGjovym proteinom) boli
vySetrované dve skupiny tepelne opracovanych méasovych vyrobkov, a to
mikké salamy, do ktorych su obvykle pridivané muky rastlinného pévodu
alebo proteiny a suché salamy, do ktorych nie su priddvané tieto aditiva.
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Vysledky a diskusia

Skiisanie citlivosti (tab. 1, 2)

Hranica citlivosti ELISA metddy pre pSeni¢ny protein bola 220 mg pSe-
ni¢ného proteinu v 1 kg tepelne upraveného mésového vyrobku (t. j. 0,2 %
pSeni¢nej muky pri obsahu 11 % pSeni¢ného proteinu v muke) a pre séjovy
protein dosiahla hodnotu 800 mg sdjového proteinu v 1 kg tepelne upra-
veného misového vyrobku (t. j. 0,2 % séjovej muky pri obsahu 40 % sdjové-
ho proteinu v muke).

TaBUIKA 1. Stanovenie citlivosti ELISA metddy - dokaz pSeni¢ného proteinu.
TABLE 1. Sensitivity determination of the ELISA method - wheat protein detection.

Koncent{ama pseni¢né- 0 220 880 1760 3520

ho proteinu! [mg.kg!]

Koncentrdcia pSenicnej

muky? [%] 0 0,2 0,8 1,6 3,2
Pocet vzoriek3 20 20 20 20 20

XA % E 89,91 61,79 45,32 28,85 14,83

SD 4,095 3,367 2,093 2,639 1,729
XA % E = 3SD 89,91 + 12,285(61,79 = 10,101 |45,32 = 6,279 28,85 = 7,917 | 14,83 = 5,187
Percentudlny podicl 100 100 100 100 100
vzoriek4

TaBUIKA 2. Stanovenie citlivosti ELISA metddy - dokaz séjového proteinu.
TABLE 2. Sensitivity determination of the ELISA method - soya protein detection.

Koncentricia sGjového 0 800 3200 6400 12800
proteinu’ [mg.kg!]

Koncentrdcia sdjovej

makyt [%] 0 02 08 1,6 32
Pocet vzoriek3 20 20 20 20 20

XA % E 65,42 44,92 3232 29,10 15,20

SD 431 2,009 2,202 1,747 1,147
XA %E = 3 SD 65,42 = 12,03 | 44,92 + 6,027 | 32,32 + 6,606 | 29,10 = 5,241 | 15,20 = 3,441
Percentudlny podiel 100 100 100 100 100
vzoriek4

XA %E - aritmeticky priemer relativnej hodnoty absorbancie (% E), % E = (absorbancia
vzorky/absorbancia negativneho Standardu).100, SD - smerodajnd odchylka.

XA %E - arithmetic average of the relative value of absorbance (% E), % E = (absorbance of the sam-
ple/absorbance of the negative standard).100, SD - standard deviation.
1 - wheat protein concentration, 2 - wheat flour concentration, 3 - number of samples, 4 - percentage
of samples, 5 - soya protein concentration, 6 - soya flour concentration.
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Stanovenie opakovatelnosti (tab. 3, 4)

Varia¢né koeficienty lezia pre hodnoty % E medzi 3,376 pri 0 mg.kg!
a 2,45 pri 3520 mg.kg 1 vzorky pre pSeni¢ny protein. Pre s6jovy protein medzi
2,482 pri 0 mg.kg! vzorky a 1,447 mg.kg! vzorky pri 12800 mg.kg-! vzorky.
To znamend, Ze hodnoty varia¢nych koeficientov pri tych istych vzorkach
su rozptylené len v malom rozsahu od strednej hodnoty. Kvalitativne i kvan-
titativne sa da test spolahlivo zopakovat.

TABUIKA 3. Stanovenie opakovatelnosti ELISA metddy - dokaz pSeni¢ného proteinu.
TABLE 3. Repeatibility determination of the ELISA method - wheat protein detection.

Koncentrécia pSeni¢ného proteinu! [mg.kg-1] 0 220 880 1760 3520
Koncentrécia p$eni¢nej muky? [%] 0 0,2 0,8 1,6 32
Pocet vzoriek3 20 20 20 20 20
XA %E 90,54 60,88 43,41 30,3 14,83
SD 3,276 3,270 3,731 2,73 1,91
VK % 3,376 3,180 3,735 2,61 2,45

TABUIKA 4. Stanovenie opakovatelnosti ELISA metddy - dokaz séjového proteinu.
TABLE 4. Repeatibility determination of the ELISA method - soya protein detection.

Koncentrécia sdjového proteinut [mg.kg1] 0 800 3200 6400 12800
Koncentrécia séjovej mukyS [%] 0 0,2 0,8 1,6 3,2
Pocet vzoriek3 20 20 20 20 20
XA % E 65,95 44,35 30,98 30,4 14,01
SD 3,448 3,453 3,925 1,807 1,267
VK % 2,482 2,480 2,827 2,068 1,447

XA % E - aritmeticky priemer relativnej hodnoty absorbancie (% E), % E = (absorbancia
vzorky/absorbancia negativneho §tandardu).100, SD - smerodajnd odchylka, VK - varia¢ny koeficient.

XA % E - arithmetic average of the relative value of absorbance (% E), % E = (absorbance of the sam-
ple/absorbance of the negative standard).100, SD - standard deviation, VK - coefficient of variation.

1 - wheat protein concentration, 2 - wheat flour concentration, 3 - number of samples, 4 - soya protein
concentration, 5 - soya flour concentration.

Stanovenie specificity (tab. 5, 6)
Vzorky s hodnotou % E 61,05 pri detekcii pSeni¢ného proteinu a 45,10
pri detekcii séjového proteinu boli oznacené ako negativne.

Dokaz pSenicného a sojového proteinu v slepych vzorkdch - zistovanie para-
metrov testu (tab. 7, 8)

Maximadlne 11 % analyzovanych vzoriek bolo zaradenych do zlého rozsa-
hu koncentracii.
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TaBUIKA 5. Stanovenie Specificity ELISA met

6dy - dokaz pSeni¢ného proteinu.

TABLE 5. Specificity determination of the ELISA method - wheat protein detection.

Koncentrécia proteinu! [mg.kg1] 220 1800
Pseni¢ny protein? (% E) 61,05 31,2
Séjovy protein3 (% E) 96,128 91,931
Razny protein* (% E) 93,71 99,83
Kukuri¢ny protein’ (% E) 94,37 90,14
Ovseny protein® (% E) 90,73 93,03

TABUIKA 6. Stanovenie Specificity ELISA metddy - dokaz séjového proteinu.

TABLE 6. Spe

cificity determination of the ELISA method - soya protein detection.
Koncentrécia proteinu! [mg.kg1] 800 6400

Psenic¢ny protein? (% E) 97,566 98,135

Séjovy protein3 (% E) 45,10 29,51

Razny protein* (% E) 91,744 89,112

Kukuri¢ny protein’ (% E) 91,274 97,565

Ovseny protein® (% E) 94,529 92,72

1 - protein concentration, 2 - wheat protein, 3 - soya prot
protein.

TaBUIKA 7. Kvalitativna klasifikdcia slepych vz

ein, 4 - rye protein, 5 - maize protein, 6 - oat

oriek - dokaz pSeni¢ného proteinu.

TABLE 7. Qualitative classification of the unknown samples - wheat protein detection.

Koncentrécia pSeni¢ného proteinu! [mg.kg-1] 0 220 880-3520
Koncentrécia p$eni¢nej muky? [%] 0 0,2 0,8-3,2
Pocet vzoriek3 20 20 60

% E min. 78,53 45,59 9,377
% E max. 99,92 71,16 54,054
Kvalitativne negativne* (% E 71,89) 100 0 0
Kvantitativne pozitivneS (% E 51,688) 0 100 100

TaBUIKkA 8. Kvalitativna klasifikdcia slepych vzoriek - dokaz sdjového proteinu.

TABLE 8. Qualitative classification of the unknown samples - soya protein detection.

Koncentrécia sdjového proteinu® [mg.kg1] 0 800 3200-12800
Koncentrécia sGjovej muky?’ [%] 0 0,2 0,8-3,2
Pocet vzoriek? 20 20 20

% E min. 51,883 28,858 25,8

% E max. 80,134 54,137 18,71
Kvalitativne negativne* (% E 71,89) 100 0 0
Kvantitativne pozitivneS (% E 51,688) 0 100 100

% E min. - minimum relativnej hodnoty absorbancie, % E
cie.

max. - maximum relativnej hodnoty absorban-

% E min. - minimum of the relative value of absorbance, % E max. - maximum of the relative value

of absorbance.
1 - wheat protein concentration, 2 - wheat flour concentr:

ation, 3 - number of samples, 4 - qualitatively

negative, 5 - quantitatively positive, 6 - soya protein concentration, 7 - soya flour concentration.
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Stanovenie detekcného limitu (tab. 9, 10)

Pozitivny Standard obsahoval 220 mg pSeni¢ného proteinu v 1 kg mode-
lového mésového vyrobku (t. j. 0,2 %) alebo 800 mg s6jového proteinu v 1 kg
modelového mésového vyrobku (t.j. 0,8 %). Kvantitativny detekény limit bol
pri dokaze pSeni¢ného proteinu 51,688 % E a pri dokaze séjového proteinu
34,273 % E. Kvalitativny detekény limit bol pri dokaze pSeni¢ného proteinu
71,89 % E a pri dokaze sdjového proteinu 55,567 % E.

TaBUIKA 9. Detekeny limit ELISA metddy - dokaz pseni¢ného proteinu.
TABLE 9. Limit of detection of the ELISA method - wheat protein detection.

Koncentrécia pSeni¢ného proteinu! [mg.kg1] 0 220
Koncentrécia pSeni¢nej muky? [%] 0 0,2
Pocet vzoriek3 20 20

% E min. 80,899 54,236

% E max. 97,279 66,43
XA % E (n=20) 89,908 61,789
SD (VK %) 4,095 (4,186) | 3,367 (4,014)
XA % E -3 SD 77,632 51,688
XA % E + 3 SD 102,184 71,89

Pozitivny Standard 220 mg.kg-1. Vsetky vzorky s hodnotou % E 71,89 obsahuju pSeni¢ny protein.
The positive standard 220 mg.kg 1. All samples with the value % E 71,89 contain the wheat protein.

TaBUIKA 10. Detekény limit ELISA metddy - dokaz sdjového proteinu.

TABLE 10. Limit of detection of the ELISA method - soya protein detection.

Koncentrécia séjového proteinut [mg.kg1] 0 800
Koncentrdcia séjovej muiky> [%] 0 0,8
Pocet vzoriek3 20 20

% E min. 61,08 40,95

% E max. 70,625 48,23
XA % E (n=20) 65,356 44,92
SD (VK %) 5,187 (5,369) | 3,549 (4,932)
XA % E -3 SD 49,795 34,273
XA % E + 3SD 80,917 55,567

Pozitivny Standard 800 mg.kg-!l. VSetky vzorky s hodnotou % E 55,567 obsahuju sGjovy protein.
The positive standard 800 mg.kg 1. All samples with the value % E 71,89 contain the soya protein.

% E min. - minimum relativnej hodnoty absorbancie, % E max. - maximum relativnej hodnoty absorban-
cie, XA % E (n=20) - aritmeticky priemer relativnej hodnoty absorbancie (% E) - celkom 20 merani, %
E = (absorbancia vzorky/absorbancia negativneho S$tandardu).100, SD - smerodajnd odchylka,
VK - varia¢ny koeficient.

% E min. - minimum of the relative value of absorbance, % E max. - maximum of the relative value
of absorbance, XA % E (n=20) - arithmetic average of the relative value of absorbance (% E) - total
number of measurement 20, % E = (absorbance of the sample/absorbance of the negative standard).100,
SD - standard deviation, VK - coefficient of variation.

1 - wheat protein concentration, 2 - wheat flour concentration, 3 - number of samples, 4 - soya protein
concentration, 5 - soya flour concentration.
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Skiisanie komercnych tepelne opracovanych mdsovych vyrobkov (tab. 11, 12)

Dosiahnuté vysledky zodpovedali hodnotdm uvedenym vo vyrobnych
receptuirach.

Opisany postup, zalozeny na nepriamej ELISA metdde, je vhodny
na kvantifikdciu pSeni¢ného a séjového proteinu v misovych vyrobkoch
pred i po tepelnej dprave.

V naSich experimentoch maximdlne 11 % vzoriek bolo zaradenych
do zlého rozsahu koncentracii. Neboli pozorované falo$ne pozitivne a ani
falo$ne negativne vysledky.

Percentudlny podiel pSenicného alebo séjového proteinu v méasovych
vyrobkoch je mozné stanovit dvoma sposobmi, a to vizudlnym porovnanim
intenzity sfarbenia vzoriek v jednotlivych jamkach so Standardmi (semi-
kvantitativne vyhodnotenie) alebo spektrofotometricky (kvantitativne vy-

TaBUIKA 11. Dokaz pSeniéného proteinu v extraktoch z komercnych
tepelne upravenych misovych vyrobkov.
TABLE 11. Wheat protein detection in the extracts from the commercial
heat-treated meat products.

Misovy vyrobok! % E Koncentrécia pSeni¢ného proteinu? [g.kg1]
$pekdcik3 15,63 >3,0
pérkova klobdsa* 15,573 >3,0
jemné parky> 14,176 >3,0
Kalinka 93,03 0
Pribina 90,09 0
Hornad 86,86 0

1 - meat product, 2 - wheat protein concentration, 3 - tender pork sausage, 4 - tender beef sausage, 5 - del-

icate frankfurters.

TaBUIKA 12. Dokaz s6jového proteinu v extraktoch z komerénych

tepelne upravenych mésovych vyrobkov.
TABLE 12. Soya protein detection in the extracts from the commercial
heat-treated meat products.

Misovy vyrobok! % E Koncentrécia séjového proteinu? [g.kg-!]
desiatova saldma3 28,65 >6,4
pérkova klobdsa* 30,72 >6,4
pérky oby¢ajné> 27,41 >6,4
Kalinka 93,03 0
Pribina 90,09 0
Hornad 86,86 0

1 - meat product, 2 - soya protein concentration, 3 - snack salami, 4 - tender beef sausage, 5 - normal

frankfurters.

144




Dokaz aditivnych pSeni¢nych a séjovych proteinov...

hodnotenie), ked je koncentracia aditivneho rastlinného proteinu stanovena
na zdaklade nameranej absorbancie od¢itanim z kalibra¢nej krivky. Na kalib-
réciu je vhodné pouzivat extrakty z modelovych mésovych vyrobkov s pridav-
kom pSeni¢ného proteinu (resp. pSenicnej miky) alebo séjového proteinu
(resp. sojovej muky). Pozadie, ktoré vytvdraju Zivo¢iSne proteiny je analo-
gické s pozadim vznikajucim pri analyze rastlinnych proteinov v komer¢nych
masovych vyrobkoch.

Detekcéné parametre popisanej metddy su porovnatelné a v niektorych
aspektoch i lepSie ako doteraz vyvinuté metddy. Janssen a kol. [3] pouzil
metddu elektrobloting na dokaz séjového proteinu a pSenicného gluténu
a dosiahol citlivost 0,1 %. Medina [17] aplikoval nepriamu ELISA techniku
na detekciu a meranie kvantity séjového proteinu v extraktoch modelovych
frankfurtskych pdrkov a v komer¢nych tepelne opracovanych a neopracova-
nych parkoch. Podarilo sa mu kvantifikovat séjovy protein v rozsahu citli-
vosti od 0-5 %. DalSie zvySenie detekénej citlivosti tejto metédy je mozné
s pouzitim Specifického antiséra pripraveného proti nativhym termorezi-
stentnym antigénom, hoci tepelna rezistencia proteinov nie je absolitna.

Inu alternativu poskytuji metddy zaloZzené na bdze analyzy nukleovych
kyselin, DNA-hybridizacii a polymerazovej retazovej reakcii (PCR). Vlastné
vykondvanie analyzy je prdcnejSie. DNA-hybridizdcia je velmi vhodnd iden-
tifika¢nd metdda pre detekciu aditivnych proteinov v mésovych vyrobkoch
opracovanych pri vysokej teplote [S]. PCR metdda deteguje séjovy protein
v komerénych tepelne opracovanych misovych vyrobkoch s detekénou citli-
vostou 1 % [18].

Vyvinutd sendvi¢ovd imunochemickd metdda, zaloZzend na nepriame;j
ELISA metdde, je vhodnd na kvantitativne vyhodnotenie koncentracie pSe-
ni¢ného a séjového proteinu v tepelne opracovanych mésovych vyrobkoch.
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ELISA detection of the added wheat and soya proteins
in the heat processed meat products

MARCIN, A. - FENCIK, R. - MATI, R.: Bull. potrav. Vysk., 39, 2000, p. 135-147.

SUMMARY. A procedure is described for the detecion of wheat and soya proteins in heat
processed meat products and sausages based on an indirect sandwich ELISA, an immuno-
chemical technique. An antiserum of rabbit allotype prepared against the mentioned plant
proteins was used as a primary antibody. Swine antirabbit immunoglobulins conjugated with
peroxidase were used as a secondary antibody. o-Phenylenediamine was used as a substrate
for peroxidase. Sensitivity, reproducibility, selectivity, qualitative classification of unknown
samples and the detection limit were determined. The achieved sensitivity of the wheat pro-
tein detection was 220 mg.kg-! (i. e. 0.2 % of the wheat flour containing 11 % of protein) and,
for the soya protein, 800 mg.kg! (i. e. 0.2 % of the soya flour at 40 % protein in beans).

KEYWORDS: meat products; wheat; soya; sausages; immunodetection
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