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|dentifikace masa rizného druhového puvodu v potravinaiskych vyrobcich je dulezita jak z hlediska falSovani
drazSich druht mas levnéjSimi, tak z ddvodu zvySujiciho se mnozZstvi potravinovych alergii. Byly vyhodnoceny

imunochemické metody identifikace tepelné opracovanych bilkovin zivociSného puvodu

v potravinarskych

vyrobcich. Pro smésné tepelné opracované vyrobky nelze pouzit metodu nativni elektroforézy, nebot detekce
takto rozdélenych bilkovin neni dostacujici pro identifikaci druhd a jsou tedy nutné metody imunochemické.

Imunochemické soupravy ELISA od dvou vyrobcl byly validovany a porovnany vzhledem k imunitni odezvé na
hovézi maso v tepelné opracovanych masnych vyrobcich. U obou souprav ELISA Tek a Tepnel Biosystems,
které jsou specifické pro hovézi maso, jsme stanovili sensitivitu (mez detekce — LOD= Limit of Detection),
specificifu, selektivitu a aplikovatelnost.

Material a metody

Komerc¢ni soupravy Elisa :

Elisa Tek, USA a Elisa Tepnel Biosystems, UK
Vzorky - zmrazené konzervy s rozemletym masem :

 jednim druhem masa,

» nékolika druhy a s pfidavkem rostlinnych bilkovin- vzorky S1-S7, obsahuji maso hovézi, veprove,
kufeci, krati, kachni, jehnéci, a konské v kazdém vzorku rizné mnozstvi, dohromady 47,5%.
Procentické slozeni —viz obr. 1 v legendé k obrazkum

 specialnimi vyrobky s nékolika druhy masa a riznymi pfisadami ve formé pastiky (Leb1, Leb2),
hamburgert (Ham1 a Ham 2), uzeny vyrobek (S26)

Chemikalie byly chemicky Cisté.

Spektrofotometr pro mikrodesticky-Sunrise, Tecan, Rakousko

Software na vyhodnocovani namérenych dat — Magellan
Homogenisator- Euroturrax T20 Standard, 27 000ot/min, IKA, Némecko
Stolni odstredivka- Hettich 32R, Némecko

Validace

v v

positivni signal -mez detekce (LOD-Limit of Detection)

Specificita —UrCeni species a subspecies, které samostatné
davaji positivni reakci a species a subspecies, které davaji
negativni reakci, bez ovlivnéni ostatnimi slozkami potraviny.
Selektivita —Zjisténi jakékoliv interference ostatnich species, ktera
vede kdvojznatnému signalu, ktery neni zpusoben
predpokladanym signalem analytu pfi vySetfovani.
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Obr. 2. Sensitivita setu ELISA Tek pro hovézi maso
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Obr. 3. Sensitivita setu ELISA Tepnel pro hovézi maso
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Obr. 6. Selektivita setu ELISA Tek pro hovézi maso
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Obr. 7. Selektivita setu ELISA Tepnel pro hovézi maso
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Obr. 8. Aplikovatelnost setu ELISA Tek pro hovézi maso

Obr. 9. Aplikovatelnost setu ELISA Tepnel pro hovézi maso

Priprava extraktu:

Postup

 pro Elisa Tek :
podle pozadavku soupravy jsme pfipravili extrakty ze vzorkd v poméru smeés : roztok 0,9% NaCl = 1:2
a extrakty z jednoho druhu masa, které budou slouzit jako negativni a positivni kontrola, v poméru
samostatny druh : roztok 0,9% NaCl = 1:3.

» pro Biosystems Tepnel
podle pozadavku soupravy jsme pfipravili extrakty ze vzorka v poméru vzorek : roztok 0,9% NaCl = 1:4

Dale stejny postup pro obé soupravy :

Po CasteCném rozmrazeni se 10 g drobné nakrajeného vzorku z konzervy + 20 (30, 40) ml 0,9% roztoku NaCl
homogenisuje 20 sec pfi 27 000ot/min, necha se stat 60 min v klidu pfi pokojové teploté a pak se centrifuguje
pfi 15 300xg po dobu 15 min. Poté se filtruje pfes husty filtracni papir, druh ¢. 390.

Vyrobky S1-S7 a Leb1,2, Ham1,2 byly tepelné opracované ve vyrobnim procesu jen na 75°C (teplota
v jadru 72°C), a proto musely byt znovu zahraté na teplotu 95°C po dobu 15 min, jak to vyzaduje souprava.

Soupravou se identifikuji druhy zvifecich tkani, pouzitych jako doplhky ve varenych a konzervovanych
masovych potravinach s pouzitim jednoduché extrakce vzorku a aplikace dvojité sendvicové ELISA metody.
Mnozstvi tepelné odolné bilkoviny ve vzorku, vazaného k protilatce v jamce destiCky je stanoveno nejprve
imunoreakcii s biotinylovanou protilatkou , ktera se identifikuje pres vazbu avidin-biotin enzymatickou reakci
peroxidasy konjugované na avidin. Substratem je ABTS - 2,2 azino-di-(3-ethylbenzthiazoline) sulphonic acid.
Vznikla zelena barva (reakce se ukonci fluoridem sodnym), se méfi pfi 415 nm .
Vznikla barva je proporcionalni k pavodnimu mnozZstvi specifického antigenu
imunoreakce a méfeni probihaly v termostatu pfi 25° C.

Meéreni byla dvé nezavisla, kazdé se Sesti paralelami.

v extraktu. Postup

Podrobny postup imuoreakce je k disposici u autora.

Hodnoceni

Souprava Tepnel Biosystems méla ponékud lepSi sensitivitu vzhledem k hodnoté LOD, ktera byla 0,1%,
zatimco u ELISA Tek byla 0,25% (obr.2,3).

Obé soupravy vykazuji vysokou specificitu k hovézimu masu. Z ostatnich sledovanych druht savéiho a
drabeziho masa reagovalo positivné maso ovci, ale hodnota absorbance byla pod mezi detekce, kterou jsme
urcili na poCatku méreni (obr.4,5).

Pro stanoveni selektivity jsme sledovali vzorky, které obsahovaly rizné mnozstvi masa hovéziho, ovciho,
konského a tfi druhy dribeziho masa. Jako srovnavaci vzorky slouzily ridzné koncentrace hovéziho extraktu,
které odpovidaly koncentraci ve vzorcich S1-S7. Vzdy i je nutné, zvlasté pfi nizkych koncentracich pod 1%,
méfit se standardem hovéziho masa o koncentraci, odpovidajici mezi detekce (obr.6,7).

Aplikovatelnost obou souprav pro varfené hovézi maso je velmi dobra (obr.8,9). Absorbnce Biosystems
Tepnel je vyssi nez u ELISA Tek. Obé soupravy jsou vyrovnané co do vysledku, pouze detekCni Cas je
v pfipadé ELISA Tepnel ponékud delSi a mnozstvi Cinidel je vétSi. Zadny ze setl vSak nemuze byt pouzit
pro kvantitativni stanoveni, nebot krivky vykazuji linearitu ve velmi kratkém rozsahu.

Aplikovatelnost — Demonstrace aplikovatelnosti  metody
v potravinarskych vyrobcich.
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Obr. 1 Slozeni vzorku S1-S7
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Obr. 4. Specificita setu ELISA Tek pro hovézi maso

Slozeni vzorku Leb1, Leb2, Ham1, a Ham 2 je
nasledujici:

Leb 1-veprové, hovézi, kureci,
Leb 2- veprové, hovézi,kriti
Ham 1-hovézi, veprove, jehnédi,
Ham2- veprove, kureci, konske
S 26 - hovézi , veprové

Obr. 5. Specificita setu ELISA Tepnel pro hovézi maso

Zaver
» Oba sety ELISA Tek a ELISA Biosystems (Tepnel) jsou dobfe pouZzitelné pro sledovani tepelné

opracovaného hovéziho masa.

* Je mozno je pouzit i pro koncentrace analytu mensi nez 1%, vzdy se standardem, ktery ma

koncentraci, odpovidajici hodnoté LOD.
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