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Buzafehérjék technologiai miiveletek soran bekovetkezo val-
tozasai és ennek hatasa a sikértartalom ELISA modszerekkel
torténo meghatarozasanak eredményeire

Schall Eszter — Torok Kitti — Hajas Livia — Bugyi Zsuzsanna — Tomoskozi Sandor

Osszefoglalis

Az élelmiszeriparban alkalmazott technologiai ke-
zeléseknek szamos célja lehet. Ezek vonatkozhatnak
az élelmiszer fogyaszthatosaganak, élvezeti értéké-
nek novelésére, de élelmiszerbiztonsagi szempontbol
is indokoltak lehetnek. Az alkalmazott feldolgozasi
lépések hatassal lehetnek az élelmiszert alkoto kom-
ponensek szerkezetére. A tulérzékenységi reakciokat
kivalto feherjék valtozasa (denaturacioja) befolydssal
lehet a betegséget kivalto képességre (allergenitasra)
valamint a detektdalhatosagra is. Jelen munka Ossze-
foglalast kivan adni a feldolgozas hatdsara bekovet-
kezo legfontosabb fehérjeszerkezeti valtozasokrol és
azok lehetséges kovetkezményeirol. A technologiai
kezelés hatasait buzafehérje tartalmu modelltermé-
kek immunanalitikai (ELISA) és méretkizarasos kro-
matogrdfias (SE-HPLC) vizsgalataval kovettiik. Elo-
zetes eredményeink a hokezelés hatasara bekévetkezo
makropolimer képzddest, és igy az immunkémiai re-
akciok gatoltsagat valosziniisitik a tapasztalt eltéré-
sek lehetséges magyarazataként.

Komoly élelmiszerbiztonsagi kérdést jelentenek az
¢élelmiszerekben jelen levd olyan fehérje komponen-
sek, melyek tulérzékenységi reakciot képesek kival-
tani az arra hajlamos fogyasztokban. Mivel a betegek
szamara a leginkabb biztonsagos kezelési lehetdség,
hogy a kivaltd komponenseket tartalmazo élelmisze-
rek fogyasztasat keriilni kell, a komponensek jelen-
1étét egyértelmiien fel kell tlintetni az élelmiszerek
csomagolasan. A gluténtartalmti gabondk részét ké-
pezik annak a 14 élelmiszer-csoportnak, melyek a
legtobb nemkivanatos reakcio kivaltasaért feleldsek,
és jelolésiik kotelezd az €lelmiszerek csomagolasan
(EU rendelet 1169/2011). Azonban a tulérzékeny-
ségi reakciok koziil nem csak az allergids reakci-
ok kivaltasaért felelések, hanem szerepet jatszanak
a colidkia (lisztérzékenység) kialakulasaban is. A
lisztérzékenyeknek szant élelmiszerekre kiterjedd
szabalyozast a 41/2009/EK, illetve a 1169/2011 eu-
ropai jogszabalyok foglaljak 6ssze, melynek értelmé-
ben megkiilonboztetiink ,,gluténmentes” (<20 mg/kg
glutén) €s ,,nagyon alacsony gluténtartalmu” (<100
mg/kg glutén) termékeket (Scherf et al., 2015).
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1. abra: A buizafehérjék osztalyozasa (Khan & Shewry, 2009)
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A buzafehérjék és altalaban a gabonafehérjék osz-
talyozasa az oldhatosagi tulajdonsaguk alapjan az
Osborne-féle csoportositas szerint a kovetkezoek:
vizoldhato albuminok, s6éoldatban oldodoé globulinok,
alkohol oldhat6 prolaminok és a hig savban/ligban
0ldodo glutelinek. Egyes gabonak prolaminjai kiilon-
b6z6 elnevezést kaptak: buza esetében gliadinokrol,
rozs esetében szekalinokrol, arpa esetében pedig
hordeinekrdl beszélhetiink. A biizaban 1évé prolamin
és glutelin fehérjéket egyiittesen sikérnek (glutén)
nevezziik. A gliadinok a sikér fehérjék kis molekula-
tomegli, monomer frakciojat képezik, amelyek hidro-
gén-hidakkal kapcsolodnak egymashoz. A gliadinok
elektroforetikus mozgékonysaguk alapjan a-, -, y- és
w-gliadinokra oszthatok. A gluteninek a sikért ké-
pezd polimer fehérjék, melyek kis molekulatomegii
(LMW) illetve nagy molekulatomegii (HMW) alegy-
ségekre oszthatok (1. abra) (Sharma, 2012).

A tulérzékenység tipusatol és az allergén szervezetbe
jutasi madjatol (belégzés, lenyelés), a buza tobbféle
allergias reakciot valthat ki, illetve ezeket is tobbféle
fehérje okozhatja. A buza allergiat a bliza egyes fe-
hérjéi okozzak, melyek ellen a szervezet immunrend-
szere IgE antitestek termelésével védekezik. A buza
allergia a teljes élelmiszerallergias esetek legnagyobb
hanyadat teszi ki (kb. 14-20 %) (Hischenhuber et al.,
2006). A lisztérzékenység (colidkia) kivaltasaban el-
sodleges szerepet a bliza gliadin fehérjéi jatszanak.
Azonban szerkezeti hasonldosaguk miatt nemcsak a
bliza, hanem a rozs és az arpa prolamin fehérjéi is
okozhatnak rendellenességet. A lisztérzékenység egy

immunmedialt, autoimmun betegség, és vilagszerte a
fogyasztok kb. 1%-at érinti. A betegség kialakulasat
kornyezeti és genetikai tényezok is befolyasolhatjak,
elofordulasa pedig nemtdl és ¢letkortol is fligghet,
ugyanis ndk és gyerekek esetében tobb esetet regiszt-
raltak (Rallabhandi, 2012).

A szervezetiinkben az antitest az antigént annak egy
kiilonleges molekularis elemérdl (epitop) ismeri fel és
1ép azzal kapcsolatba. Két tipust kiilonboztetiink meg
(2. abra): a konformaécios epitop a polipeptidlanc kii-
16nb6z0 részleteibdl all 6ssze, mintegy haromdimen-
zios struktirat alkotva, mig a linearis epitopoknal a
fehérje lanc elsédleges szerkezetének néhany amino-
savbol allo részlete vesz részt a specifikus fehérje-fe-
hérje kapcsolat kialakulasaban. Ezek mellett beszél-
hetiink tigynevezett neoantigénekrdl, melyek a nativ
fehérjében nincsenek jelen, de a fehérje szerkezeté-
nek kiilsé hatasra (pl. technoldgiai miiveletek soran
alkalmazott koriilmények) torténé megvaltozasa ese-
tén kialakulhatnak (Gomaa & Boye, 2013).

A buza allergia ¢és a coliakia esetében az eltérd me-
chanizmusuk révén a betegségeket kivaltdé kompo-
nensek is kiilonbozéek, csak néhany atfedés tapasz-
talhato. Szamos olyan epitdpot azonositottak mindkét
esetben, amelyek bizonyitottan karosak ezen tulér-
zékenységi reakciokban szenvedd fogyasztok sza-
mara. Az allergia esetében a f0 allergén fehérjék az
albuminok, a globulinok, az m-gliadinok és az LMW
gluteninek csoportjaibol keriilnek ki. Ezek mellett
a tobbi csoport is tartalmaz bizonyitottan allergiat
okozo fehérjéket, ezek jelentdsége azonban kisebb.
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2. abra: Az epitopok fajtai (Abbas et al., 2005)
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A lisztérzékenységért felelds legjelentdsebb fehérjék
az o-gliadinok, de azonositottak karos fehérjéket a
v-gliadinok és az LMW gluteninek kozott is (Matsuo
et al., 2015; Salentijn et al., 2012).

Az élelmiszeriparban alkalmazott feldolgozasi 1épé-
sek célja tobbféle lehet. Az alkalmazott technologia
szolgalhat az élelmiszer allaganak, izének, emészthe-
tOségének javitasara, vagy akar az alapanyagban 1évo
mikrobioldgiai eredetii veszélyforrasok csokkentésé-
re. Illyen forman a feldolgozas soran szamos miive-
lettel talalkozhatunk, mint példaul a hokezelés (stités,
f6zés, porkolés), fermentacié (enzimes, savas hidro-
lizis), fizikai kezelés (magas nyoméason val6 kezelés,
extrizid), tartdsitoszerek hasznalata, pH valtoztatasa
vagy ezek kombinacidgja (Davis & Williams, 1998;
Verhoeckx et al., 2015).

A fehérjemolekuldk kiilonb6z6é mértékben, de ér-
z€kenyen reagalnak fizikai, kémiai vagy biologiai
kornyezetiik valtozasaira. Az élelmiszer feldolgozas
fizikai és kémiai modosulasokat indukalhat maguk-
ban a fehérjékben, de eredményezheti a fehérjék és
az élelmiszert alkotd tobbi komponens kozotti kol-
csonhatasok kialakuléasat is. A valtozasok okozhatjak
tobbek kozott a fehérje kitekeredését, aggregaciot,
fragmentaciot, hidrolizist, kovalens modosulast vagy
teljes degradéciot (Khuda et al., 2015). A fehérjékben
az ¢élelmiszer feldolgozas hatdsara bekdvetkezd val-
tozasok iranyanak és mértékének megismerése két
szempontbdl is I1ényeges. Egyrészt a technoldgiai mii-
veletek hatdsara valtozhat reakcioképességiik azaltal,
hogy a meglévo epitopok sériilhetnek, de akar Gjak is
kialakulhatnak. Masrészt szerkezetiik, fizikai-kémiai
tulajdonsagaik és Osszetett molekulak, komplexek
létrejotte miatt oldhatdsaguk is jelentdsen modosul-
hat, ami a mintaeldkészités hatékonysagat is jelen-
tésen befolyasolhatja (Gessendorfer et al., 2010). A

crcr

talérzékenységi reakciot kivaltd képességiik miatt
fontos, hanem kimutatasukra, mennyiségi meghata-
rozasukra alkalmas analitikai modszerek teljesitoké-
pessége, megbizhatdsadga szempontjabol is. Jelenleg a
legelterjedtebb modszerek a tulérzékenységi reakciot
kivalto fehérjék, vagy azokat tartalmazo alapanyagok
mérésére alkalmas, immunkémiai reakcion alapuld
ELISA eljarasok, melyek a célfehérje szelektiv fel-
ismerésén és megkotésén alapulnak. Igy ha a feldol-
gozas hatasara valtoznak a fehérjék, azzal valtozhat
oldhatésaguk, reakcioképességik, illetve egyéb, az
analitikai mddszertan szempontjabol relevans tulaj-
donsaguk, igy nem megfeleld informaciot kaphatunk
az élelmiszer valos glutén koncentracidjarol (Johnson
etal., 2011).

Nativ allapotaban egy globularis fehérje sajatos, na-
gyon Osszetett, magasan rendezett konfiguracioban
van jelen a bioldgiai marixokban. A fehérje elsddleges
szerkezetét az aminosavak meghatarozott sorrendje
képezi. A masodlagos szerkezet a hidrogén kotések
ben, ami a nagyon sajatos a-hélix és a B-redo kiala-
kulasat eredményezi. Ezek a régiok Osszekapcsolva
épitik az egész 3D konformaciot, amit szamos ténye-
z0 stabilizal. A hidrofob csoportok a struktira azon
részében helyezkednek el, amelyek a vizes kozegtol
tavol vannak, mig a hidrofil csoportok interakcioba
lépnek a kornyezd vizzel a fehérje felszinén. Ezt a
nativ konfiguraciot stabilizaljak a hidrofob kapcsola-
tok, hidrogén kotések, elektrosztatikus kapcsolatok és
a diszulfid kotések. A feldolgozatlan élelmiszerben a
fehérje tilnyomorészt ebben a stabil formaban marad,
torekedve az energiaminimumra (Davis & Williams,
1998).

Az alkalmazott technologiai 1épések koziil a ho-
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3. abra: A fehérjeszerkezet médosulasa Kiilonboz6 homérséklet tartomanyokban (Davis & Williams, 1998)
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kezelés hathat a legnagyobb mértékben és a legdsz-
szetettebb modon a fehérjék szerkezetére. Ennek
valtozasa fiigg a kezelés homérsékletétol és iddtar-
tamatol (3. abra). A hohatasra bekovetkezo valtoza-
sok a polipeptid lanc hdmozgasanak novekedésével
kezdddnek, atalakitva a finom egyenstlyban 1évo
intramolekuléris kolcsonhatasokat és jelentsen uj-
rarendezve a fehérje struktirat minden szinten. A
hémérséklet novelésével a fehérjék eldszor harmad-
lagos szerkezetiiket veszitik el, majd kb. 50-70 °C-on
kovetkezik be a masodlagos szerkezet modosulasa. A
hidrofob csoportok, melyek idaig befelé iranyultak,
most kifordulhatnak, ezzel csokken a hidratburok ki-
alakulasanak lehetdsége. A kitekeredés mértéke kb
80 °C-s hatarig novekszik, ahol majdnem mindegyik
eredeti masodlagos és harmadlagos szerkezet meg-
szlinik, atalakul, a meglévo diszulfid hidak felbom-
lanak, ezzel el6idézve egy teljesen kitekeredett, ran-
dom coil konformacié kialakulasat. 80-90 °C {516tt 0]
intermolekuldris kdlcsonhatasok és 1) diszulfid hidak
jonnek létre. A homérsékletet tovabb emelve azonban
nemcsak a fehérjén beliili kolcsonhatasok rendezdd-
nek Gjra, hanem a fehérjék kozottiek is. Ez jelentheti
a kialakult reaktiv aminosav oldallancok kapcsola-
tat vagy a hidrofob kolcsonhatasok kialakulasat az
egyes fehérjék kozott. Ezek a kolcsonhatasok vég-
eredményben a fehérjék aggregaciojat idézik elo (4.
abra). 100 °C felett izopeptid kotések johetnek 1étre
a lizin és az aszparagin vagy glutamin aminosavak
kozott (4. abra) (Jansen et al., 2011). Ezen a homér-
sékleten jatszodik le a Maillard-reakci6 is, mely soran
a szabad aminosavak képeznek kapcsolatot a cukor

komponensek aldehid vagy keto csoportjaival. A fe-
hérjék azonban nem csak egymassal ¢és a szénhidrat
komponensekkel, hanem az élelmiszerben 1év6 tobbi
osszetevovel, pl. lipidekkel is kolcsonhatasba keriil-
hetnek (Davis & Williams, 1998; Wall, 2003; Thomas
et al., 2007).

Ahokezelés elméletben hatassal lehet a fehérje talér-
zékenyégi reakciot kivalto képességére azaltal, hogy
a szerkezeti valtozasok modosithatjak a konformacios
epitopokat. Ugyanakkor a feldolgozas indukalta fe-
hérjevaltozasok kevésbé érintik a linedris epitopokat
és nyugtalanito, hogy az allergén epitopok foként li-
nedarisak, igy nagy valdsziniiséggel ,,talélhetik” a leg-
tobb fent leirt atalakulasi folyamatot. Mindemellett
pedig el6fordulhat, hogy a technoldgiai miveletek
soran létrejovo konforméacio valtozasok uj epitdpokat
eredményeznek, melyek a nativ fehérjében nem vol-
tak jelen (2. abra) (Davis & Williams, 1998, Khuda
etal., 2015). Az élelmiszer feldolgozasi 1épések pedig
olyan forman hatnak a ttlérzékenységi reakciot kival-
to fehérjék mennyiségi meghatarozasara, hogy meg-
valtoztathatjak a fehérjék oldhatosagat, csokkentve
ezzel az extrahalhatosagukat illetve a szerkezeti val-
tozasok hatassal lehetnek a modszer altal alkalmazott
immunreakcio lejatszodasara is (Khuda et al., 2015).

Hokezelés hatasara tehat el6fordulhat, hogy a fe-
hérjék allergenitasa illetve tulérzékenységi reakciot
kivaltoé képességiikk nem csokken szamottevd mér-
tékben. Ugyanakkor a fenti folyamatok jelentésen
befolyasolhatjadk az analitikai modszerek teljesito-
képességét, ami komoly élelmiszerbiztonsagi koc-
kazatot jelent. A problémat tobb tényez6 egyiittesen
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4. abra: Fehérjék denaturacidja, aggregacioja és az izopeptid kotés kialakulasa
(Noritomi, 2013; Zakeri & Howarth, 2010)
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5. abra: A két kiilonb6zo ELISA teszt mérési eredményei

okozza, melyek egyértelmii azonositasa és megolda-
sa sziikséges. A BME Alkalmazott Biotechnologia €s
Elelmiszer-tudoményi Tanszék Gabonatudomanyi és
Elelmiszermindség Kutatocsoporton beliil miikodd
Allergén munkacsoportban is foglalkozunk a tulérzé-
kenységi reakciot kivaltd komponensek vizsgalataval,
az ELISA modszertan fejlesztésével és a felmeriild
problémak kezelésével (Torok et al., 2015). A feldol-
gozas hatasanak vizsgélatara egy olyan gluténmentes
liszt alapu modellrendszert fejlesztettiink ki (Bugyi
et al., 2012), mely meghatarozott mennyiségben, ho-
mogén eloszlasban tartalmaz gliadint, igy alkalmas a
mérési eredményeket befolyasold tényezok vizsgala-
tara. Az egyik ilyen tényez6 a feldolgozas hatdsanak
vizsgalata. A jelenleg is folyd kutatas sordn tobbek
kozott arra keressiik a valaszt, hogy a hokezelés ha-
tasara bekovetkez6 fehérjeszerkezeti valtozas miként
hat a mérési eredményekre. Egyrészt hatassal lehet a
fehérjék oldhatosagara, ami a mintael6készités soran
alkalmazott extrakcié hatékonysagat ronthatja. Mas-
részt a fehérjeszerkezet valtozas és a mas moleku-
lakkal torténé komplexképz6dés befolyasolhatja az
immunaktivitast, az antigén-antitest reakciok sebes-
ségét, gatolhatja a célmolekuldk hozzaférhetdségét,
illetve az epitopok is sériilhetnek. Az okok feltarasa-
hoz keményité alapu modellterméket allitottunk eld,
melyek 50 ppm gliadint (a 100 ppm glutén hatarérték
modellezéséhez) tartalmaztak. A feldolgozas hatdsa-
nak vizsgalatdhoz a modelltermék harom eldallitasi
fazisat vizsgaltuk: a szaraz alapanyagokbdl 4ll6 por-
keveréket, az ebbdl késziilt nyers tésztat €s a siitott
végterméket. Az elkészitett mintak gliadin tartalmat
két olyan, kereskedelmi forgalomban kaphato ELISA
kittel mértiik meg, melyek kiilonbozd célfehérjékre
specifikus antitesteket tartalmaznak. Az egyik teszt
(AgraQuant® Gluten G12 Assay - COKALO0200,

Romer Labs) az un. G12 antitestet tartalmazza, mely
az a-gliadin f6 immunogén epitopja ellen keriilt ki-
fejlesztésre. A masik teszt (RIDASCREEN® Gliadin
- R7001, R-Biopharm AG és Cocktail Solution -
R7006, R-Biopharm AG) az R5 antitest alkalmazza,
ami egy 5 aminosavbol allé epitdpot ismer fel, ami
konzervaltan van jelen a gliadinokban, szekalinokban
és hordeinekben. A két teszt hasonld mintaelokészitési
Iépéseket alkalmaz, azonban az extrakcids oldataik-
ban 1évé komponensek aranya eltérd lehet. A kapott
mérési eredményeket az 5. abra mutatja. (Megjegy-
zés: A vizsgalatok célja a fent leirt jelenségek tanul-
manyozasa. Ezért az abrakon az alkalmazott tesztek-
hez kapcsolodo eredményeket nem azonositottuk).

A mérhet6 fehérje koncentracio szignifikansan csok-
ken a feldolgozas hatasara (hidratacid, hokezelés) a
keményitd alapti modellmatrixokban. Emellett az is
tapasztalhatod, hogy a feldolgozas hatasara bekovet-
kezd analitikai eredmény valtozasanak mértéke a
kiilonbozo kitek esetében eltérd. A jelenség tehat jol
azonosithatd és az analitikai hiba nagysagrendje is
becsiilhetd. Ahhoz azonban, hogy kdzelebb jussunk
a jelenség okainak megértéséhez, tovabbi vizsgala-
tokra van sziikség. Egy ilyen lehetdség a méretki-
zarasos nagyhatékonysagu folyadékkromatografia
(SE-HPLC) alkalmazasa, mellyel a két ELISA kitnél
alkalmazott extrakcios eljarasok hatékonysagat tud-
juk tanulméanyozni a kioldott fehérjék profiljanak
Osszehasonlitasaval és a fehérjefrakciok mennyiségi
aranyainak vizsgalataval (6. abra).

A kromatogramok (6. abra) alapjan egyrészt meg-
allapithato, hogy mindkét kit extrakcios eljarasaval
kapott oldatok hasonld mindségli €s mennyiségii fe-
hérjefrakciokat tartalmaznak, tehat a két extrakcios
protokoll hatékonysaga hasonld. Ugyancsak kije-
lenthetd, hogy a kioldott fehérjék O0sszmennyisége
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6. abra: Kiilonb6zo feldolgozottsagi foku sikértartalmi modell élmiszermatrixbdl extrahalt
fehérjék méretkizarasos kromatografiaval kapott profiljai

sem tér el jelentésen egymastol a harom kiilonb6zo
feldolgozottsagi szintli minta esetében. A lényeges
eltérés a hokezelt mintak fehérjeprofiljaban azonosit-
hat6 a nagyobb méretli fehérjepolimer frakciok meg-
jelenésével. Bar ezek az adatok jelenleg csak elozetes
eredménynek tekinthetdk, az eddig rendelkezésre allo
informacidink alapjan valésziniisithetd, hogy a ki-
tek alkalmazasa soran a hokezelt termékekben mért
alacsonyabb értékek a polimerképzddéssel, attétele-
sen pedig az immunreakciok gatoltsdgaval hozhatok
Osszefiiggésbe. Eredményeink megerdsitésére ter-
mészetesen szélesebb korli vizsgalatokat terveziink
egyéb analitikai modszertan és modellmatrix bevona-
saval.

A feldolgozas hatasara bekovetkezo fizikai-kémi-
ai valtozasok azonositdsa az analitikai modszerek
fejlesztését, teljesitményjellemzoOik javitdsat segiti.
Mindez pedig végsd soron a kapcsolodo élelmiszer-
biztonsagi problémak hatékonyabb kezelését eredmé-
nyezheti.

Koszonetnyilvanitas

A kutatomunkat részben az ,,/mproving gluten-free
dough by a novel hemicellulose network” (OTKA
ANN 114554) projekt tamogatja. A munka célkitiizé-
sei kapcsolodnak a MONIQA Association (Www.
moniqa.org) és a ,,Mindségorientalt, 6sszehangolt ok-
tatasi és K+F+1 stratégia, valamint miikodési modell
kidolgozdsa a miiegyetemen” c. projekt (TAMOP-
4.2.1/B-09/1/KMR-2010-0002) program szakmai
célkitlizéseinek megvalositasahoz.
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Processing-induced modifications of wheat proteins
and their impact on gluten determination by ELISA
method

E. Schall — K. Téré — L. Hajas — Zs. Bugyi —S.
Tomoskozi

Food processing procedures have multiple purposes,
including the improvement of palatability, consumer
acceptance and even food safety aspects. Food pro-
cessing can alter the nutritive, physicochemical and
functional properties of food components Structural
changes of allergenic proteins may affect their aller-
genic nature and also their detectability. This paper

is a brief review of protein modifications by food pro-
cessing and their possible consequences. The effects
of food processing were studied by different ELISA
tests and size-exclusion chromatography (SE-HPLC).
On the bases of our preliminary results, the likely rea-
son of the changes in immune analytical results is the
lower immunreactivity caused by macro-polymer for-
mation during heat treatment.
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