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1. BEVEZETES

A gabonafélék a humén taplalkozasban mar 6sidéktdl fogva fontos szerepet tdltenek be. Osszes
energiabeviteliink 50%-4t és az Osszes fehérjebeviteliink 45%-at gabonafélekbdl fedezziik. A
cerealiak azon kiviil, hogy fontos vitamin-, asvanyi anyag- és komplex szénhidrat-forrasok, élelmi
rostokban is rendkiviil gazdagok. Koziiliikk ma is az egyik leginkabb elterjedt gabonaféle a buza.
Egy sziik embercsoport szamara azonban a buza és még néhany rokon gabonaféle fogyasztasa
stlyos egészségiigyi problémak okozdjava valhat. Bizonyitott, hogy a buza, rozs, arpa, tritikalé,
esetleg a zab, alkoholban oldhat6 fehérje frakcioi, a prolaminok felelések a bélnyalkahartya
bolyhainak deformalodasaval jard betegség kialakulasaért. A betegséget gluténszenzitiv
enteropathianak, vagy colidkianak nevezik. A colidkia autoimmun betegség, amely egy egész életre
sz016 ,.gluténmentes” diétat kovetel meg a betegekt6l. Tekintettel arra, hogy a felsorolt cerealiak
koziil a buzanak van a legnagyobb szerepe a human taplalkozasban, a kutatasok tilnyomo része a
buza prolaminjdra, illetve a gluténre iranyul. A zab karos hatisa a mai allaspont szerint nem
megalapozott, de nem lévén megfeleld bizonyiték az ellenkezdjére, a jelenlegi Codex Alimentarius

ajanlasok szerint gluténmentes diéta soran nem fogyaszthato.

Jelenleg tisztazatlan colidkiasok esetében a kovetkezmények nélkiil elfogyaszthatd glutén
mennyiség, a klinikai tiinetek sulyossaga €s a szovettani eltérések kozotti osszefiiggés. A teljesen
gluténmentes termék készitése lenne a cél, de ez csak idealis esetekben valosithatdé meg. Jo gyartasi

gyakorlattal (GMP) azonban biztositani lehet a prolamin-szennyez6dés minimalisra csokkentését.

A prolaminok kimutatasara kidolgozott referencia modszer fehérje alapu és a prolamin
extrakcio utdn RS ellenanyagon alapuld szendvics ELISA technikat alkalmaz. Bizonyos esetekben,
foleg feldolgozott élelmiszereknél a fehérje olyan konfiguraciot vehet fel, amely megnehezitheti a
kioldodasat, igy modosithatja a valosdghoz képest az ELISA modszerrel kapott mennyiségi
eredményt. Ilyen esetekben sziikség lehet egy olyan kiegészitdé moddszerre, amely komplexebb
matrixbol, technologiai behatasoknak kitett élelmiszerekbdl is kimutatja a szennyezddéseket. Ilyen
kiegészitdé modszer lehet egy DNS alapi molekularis biologiai mddszer, amely a polimeraz
lancreakciot (PCR) felhasznalva mutatja ki a gabonanyomokat az élelmiszerekb6l. A DNS és a
nincs elég irodalmi bizonyiték, ezért a PCR modszeren alapuld DNS vizsgalat nem helyettesiti a
fehérje mdodszereket, csak megerdsitésre, ellenOrzésre szolgal, viszont elég bizonyitékot nyujt arra,

hogy az adott élelmiszer valamikor buizaval, vagy vele keresztreagalé gabonaval szennyezddott.



1.1. Célkitizések

A fentiek ismeretében {6 céljaim az alabbiakban 6sszegezhetok:

Célom volt olyan primer par kombinaciok adaptalasa, amelyek az élelmiszerek széles
spektrumaban alkalmazhatok megbizhatéan a Magyarorszdgon koztermesztésben 1&vo
buzafajtak és veliik keresztreakciot mutatd egyéb gabonafajtak esetleges jelenlétének

kimutatasara.

A gabona mintdkbol izoladlt ndvényi DNS, illetve feldolgozott élelmiszermintakbol
kivont DNS sokszorozhatésaganak (A49855/B49317 primer par), eredetének
(TRO1/TRO2 primer par; WBR11/WBRI13 primer par) bizonyitasat, illetve az allergén
részletet kodold DNS jelenlétének megallapitasat (P1/P2 primer par) is célul tiiztem ki.

Céljaim kozeé vettem az adaptalt és fejlesztett modszerek tesztelését egy gluténmentes
terméket gyartd technologiai sor megallapitott kritikus pontjainal az esetleges
szennyezOdés kiszlirésére nyomonkovetéses kisérlettel. Ugyanezen modszerek
segitségével a technoldgiai sor mesterséges szennyezése utan a gabonafélék

végtermékbdl vald kimutathatosagat vizsgaltam.

Ezen kivill célom volt még az adaptalt és fejlesztett modszerek alkalmazasa egy

kiilonleges fogyasztasi célra szant gluténmentes termék példajan keresztiil.



2. KISERLETI ANYAGOK ES VIZSGALATI MODSZEREK

2.1. Mintak

A modszer optimalasa olyan teljes kidrlésii lisztek segitségével tortént, melyeket a buza, rozs,
arpa, tritikalé, zab, rizs, kukorica, hajdina és amarant kiilonb6z6, Magyarorszagon elterjedt fajtaibol
nyertem. A hokezelés hatasainak vizsgalata soran kenyerek, szaraztésztak és fozott tésztak
szolgaltak modellként.

Optimalas utan tovabbi mintdkon teszteltem az adaptalt és kifejlesztett modszereket. A
Dunakenyér Siitéipari és Kereskedelmi Rt. jovoltabdl gluténmentes kenyeret siitd ilizemben
mesterséges szennyezést (buzaliszt €s rozsliszt) iktattam be a technolédgiai folyamatok soran, majd
az igy vett kenyérmintakat teszteltem. Vizsgaltam a kenyerek nyersanyagait (kukoricakeményito,
rizsliszt, burgonyapehely, tojaspor, élesztd) is.

Tovabbi alkalmazasként teszteltem a modszereket sargaborso lisztbol késziilt szaraztésztakon,

amelyeket uj fejlesztésként, mint gluténmentes élelmiszert kivannak forgalomba hozni.

2.2. Alkalmazott modszerek

A méréseim sordn PCR alapli modszerekkel dolgoztam. A DNS izolaldsok soran a
rendelkezésemre allo mintamennyiségtol fiiggdéen a Wizard gyantds DNS tisztitas segitségével 2
vagy 3 parhuzamos izolalas tortént. A DNS oldat jellemzésére spektrofotometrias mérést végeztem,
a hokezelt mintdk DNS toredezettségét pedig az optimalads sordn agardz gélelektroforézissel
ellendriztem.

A kvalitativ polimeraz lancreakcié soran alkalmazott primer parokat az irodalomban ismertetett
szekvencia informaciok alapjan szintetizaltattam. A kivalasztas soran figyelembe vettem, hogy a
hokezelés egyes esetekben akar 1000 bp aléd is csokkentheti az atlagos DNS méretet. Kisérleteim
soran 4 primer part adaptaltam: A49855 és B49317 kloroplaszt DNS primer part (400-700 bp
amplikont sokszoroz, fajspecifikus) az izolalt DNS amplifikdlhatosaganak ellenérzésére,
TRO1/TRO2 buzaspecifikus primer part (109 bp amplikont sokszoroz) a DNS eredetének
vizsgalatara, egy glutenin specifikus mikroszatellit (P1/P2) primer part (150 bp amplikont
sokszoroz) az LMW glutenint kodold gén intronja jelenlétének kimutatasara és végiil egy buza,
rozs és arpa szelektiv kimutatasara alkalmas WBR11/WBR13 nevii primer part (201 bp amplikont
sokszoroz buza és rozs esetében; 196 bp amplikont sokszoroz arpa esetében) alkalmaztam. Ez
utobbi esetben az irodalomban ismeretetett moédon PCR-RFLP vizsgalatot végeztem. Az

amplikonok restrikciés endonukleazos emésztése Alul és BsmAl enzimekkel tortént.



A PCR termékeket és a restrikcios termékeket az optimalas sordn akrilamid gélelektroforézis
segitségével jelenitettem meg. Az optimalt modszer tovabbi alkalmazisanal agardz

gélelektroforézist hasznaltam.



3. EREDMENYEK

Doktori munkdm célja volt olyan PCR alapi vizsgalati modszerek kidolgozasa, melyek
segitségével az ¢élelmiszerekben jelen 1évd, colidkiasok szamara artalmas prolamin szennyezddés
kimutathatd. Méréseim bebizonyitottak, hogy az adaptalt négy primer par segitségével kidolgozott
PCR rendszereknek az alkalmazaséaval jol kiegészithetd a fehérjealaptt modszerek tobbsége, illetve
technologidk kritikus pontjainak ellenérzése is lehetdvé vélhat olyan gyartok esetében, akik
bizonyossagot szeretnének a feldl, hogy a sajat gluténmentes termékiik nem szennyezett artalmas

gabonaval.

Bizonyitottam a DNS mintdk tisztasagat és sokszorozhatdsagat egyrészt az R értékek
meghatarozasdval, majd a B49317/A49855 novényspecifikus kloroplaszt primer péar
alkalmazasaval. Ezen kivill ez az amplifikalasi 1épés alkalmasnak bizonyult élelmiszerekben

megtalalhato gabonafélék elszelektalasara, hiszen fajspecifikus jelet kaptam a mérés soran.

A TROI/TRO2 primer par alapi rendszerrel egy konzervativ bliza amplikont detektiltam a
buzat tartalmazé mintakban, majd bizonyitottam, hogy a buzan kiviil nem mérhetd vele semmilyen
mas gabonaféle. A DNS extraktum buza eredetének igazoldsdra azonban megbizhato valaszt
kaptam a mérések soran még erésen hékezelt mintak esetében is.

A P1/P2 primer part a glutenint kodolo génrészlet jelenlétének kimutatasara hasznaltam. Ezzel
a primer parral kimutathatova valt a buza és a vele keresztreakcidt mutato tritikalé. A P1/P2
mikroszatellit primer par adaptaldsa és a ra alapozott modszerfejlesztés sikeres volt, a technika a
buza és a tritikalé eredeti LMW-glutenin nyomokat megbizhatdan detektalja a nyers és a részben
hoékezelt termékekben. Az amarant a buzaéhoz kozeli mérettartomanyban eso jelet adott, ezért nem
javasolt a negativ kontrollként vald alkalmazdsa, hiszen kis felbontasu gélkép esetében a jel
megtévesztd lehet. Erdsen hokezelt termékek esetében, ha a szennyez6 DNS templat csak
nyomokban van jelen, a modszer eredményeit mindenképpen javasolt 6sszevetni a tobbi primer
parral kapott eredményekkel a végsé kovetkeztetés levonasa eldtt. Mas cerealidk esetében nem

amplifikalhat6 a 150 bp hosszusagu specifikus DNS szakasz.

Végiil a buza, illetve a keresztreagald gabonafélék koziil a rozs és az arpa szelektiv kimutatasara
adaptalt WBR11/WBR13 nevii primer parrol kisérleteim soran bebizonyosodott, hogy alkalmas a
megfeleld kloropaszt DNS részlet azonositasara. A hazai kdztermesztésben 1€v0 buza, arpa és rozs
fajokkal végzett méréseim ezt alatdmasztottdk. Kisérleteim soran fény deriilt arra is, hogy a
WBR11/WBR13 primer par a fenti harom colidkias tiineteket kivalto gabonan kiviil még a tritikalét
is képes kimutatni. A WBR11/WBR13 primer péar tesztelése megtortént a kiilonb6zé mas cerealiak

és pszeudocerealiak esetében is, de ezeknél nem eredményezett specifikus, 201 vagy 196 bp
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hosszusagu jelet a PCR modszer. A szekvencia pontosabb azonosithatosaga érdekében az ezen
primerrel kapott DNS szakaszokat termékanalizis céljabol Alul (68 bp és 133 bp hosszt DNS-
fragmentek) és BsmAl (86 bp és 115 bp hosszi DNS-fragmentek) restrikcios endonukledzokkal
hasitottam, igy az eredményeket PCR-RFLP moddszer segitségével minden amplikon esetében
sikeriilt pontositanom.

A fenti moédszerek mindegyike, optimalas utan, sok esetben 6nmagaban is, de legfoképpen
egylittesen alkalmazva megfelelonek bizonyult glutén szennyezddés szlirésére. Optimalas utan
tovabbi mintakon teszteltem az adaptalt és kifejlesztett modszereket: gluténmentes kenyeret siitd
tizemben vett mintdkon és gluténmentesnek szant élelmiszer mintakon (sargaborso tészta).

A Dunakenyér Siitéipari és Kereskedelmi Rt. kdzremiikodésével egy gluténmentes kenyeret
gyartd lizemi technoldgia vizsgalatat végeztem el a lehetséges kontaminacio kiszlrése céljabol.
Vizsgaltam a nyersanyagokat (kukoricakeményitd, rizsliszt, burgonyapehely, tojaspor, élesztd) az
esetleges tarolasi hibak kisziirése végett, majd mesterséges szennyezést iktattam be a technologiai
folyamatok harom fontos pontjan (a dagasztasi eljaras, a siités és a kenyerek szaritasa soran). A
kisérleti gyartast két részletben végeztem, el0szor buzalisztet, majd rozslisztet hasznaltam
mesterséges szennyezdanyagként. Vizsgaltam ezek utdlagos megjelenését, illetve kimutathatosagat
a végtermékbol. Arra torekedtem, hogy a veszélyeztetett tecnoldgiai fazisok pontos meghatarozasa
révén a kontaminacidés kockazat kisziirheté legyen. Eredményeim Osszegzése soran arra a
kovetkeztetésre jutottam, hogy buza specifikus PCR, érzékenységébdl adoddan, a nyersanyagban is
megtalalta a nyomokban jelen 1évé kontaminans tiltott gabonaféle, a buza DNS részletét. Ez a
szennyezettség a végtermékben is érzékelhetd volt. Mas modszerek esetében, mint a buza, rozs és
arpa szelektiv kimutatasara adaptalt WBR11/WBR13 technikdnal megallapithatd volt, hogy a két
legkritikusabb pont a technologia soran a dagaszto tisztasaga €s a nagy nedvességtartalmu kenyerek
24 6ras szaritasa volt.

Tovabbi alkalmazasként teszteltem a modszereket sargaborsé lisztbdl késziilt szaraztésztakon,
amelyeket 1) fejlesztésként, mint gluténmentes ¢lelmiszert kivannak forgalomba hozni.
Eredményként azt allapitottam meg, hogy a sargaborsonak ugyan nincs keresztreakcioja a tiltott
gabonafélékkel, tehat a pozitiv eredményt a sargaborso lisztben és tésztaban nyomokban jelen 1évo
bluza eredetli szennyezddés okozta. Ezt a kontaminaciot a sargabors6 nem megfeleld Orlési
koriilményei, vagy a kereskedelemben kaphatod sargaborso liszt nem megfelel6 kezelése, tarolasa

okozhatta.



3.1. Uj tudomanyos eredmények

1. Glutén szennyezés kimutatasara iranyuld modszerfejlesztés soran adaptaltam a B49317/A49855
novényspecifikus primer part és a TRO1/TR0O2 buzaspecifikus primer part, mint kontroll
modszert. Megallapitottam, hogy a ndvényspecifikus primer parral valéo amplifikacio alkalmas a
tiltott gabonafélék (bliza, arpa, rozs, tritikdl¢) szelektiv kimutatisara a tobbi artalmatlan
gabonaféle ¢és pszeudo-ceredlia jelenlétében, hiszen nagyon kozeli mérettartomanyban
sorolhatok az amplikonjaik. A jelenleg még tiltott, de vitatott zab a novényspecifikus vizsgalat
soran teljesen mas mérettartomanyban adott jelet a tobbi artalmas gabonaféléhez képest, ami
biztositotta az elkiilonithet6éségét ezzel a modszerrel. A két modszert er6sen hokezelt mintaknal

is eredményesen alkalmaztam.

2. P1/P2 mikroszatellit (SSR) primer par segitségével glutén szennyezettség szlirésére alkalmas
modszert fejlesztettem, amely kimutatja a buzabol és a tritikalébol szarmazdé LMW-glutenin gén

egy nem kodolo, ismétlodo szekvenciakbol allo szakaszat.

3. A buza, arpa és rozs specifikus WBR11/WBR13 primer par alapa PCR technikat az utana
kovetkezo PCR-RFLP analizissel egyiitt adaptaltam és mint szirémodszert, alkalmaztam hazai
koztermesztésben 1évo 7 gabonafaj és 2 pszeudocerealia-faj vizsgalatara. Elsoként mutattam ki,
hogy a primer par a buza, az arpa és a rozs fajokon kivill a tritikalé esetében is eredményesen

alkalmazhato. Ezt a technikat megbizhatéan alkalmaztam erésen hokezelt mintédk esetében is.

4. FElsoként vizsgaltam egy gluténmentes kenyereket gyartod technologia 1épéseit a nyomonkdvetés
szempontjabol a nyersanyagoktol a késztermékekig. A technologia egyes lépéseinél vett
mintakon teszteltem a novényspecifikus, buzaspecifikus, LMW-glutenin specifikus, illetve a
buza-, rozs-, arpa specifikus PCR technikat. Ugyanezeket a technikdkat specidlis diétara
tervezett sargaborsd tésztdk szennyezettségének vizsgalata soran is teszteltem. A
végeredményeket Osszevetve megallapitottam, hogy az alapanyag szennyezettsége minden
esetben kihat a végtermékre, ugyanis a szennyezés utdlag kimutathatd még akkor is, ha a termék

1dokozben hokezelésen ment at.



5.

Az irodalmi adatok alapjan els6ként alkalmaztam mesterségesen tervezett kontaminaciot tizemi
kortiilmények kozott annak érdekében, hogy a technoldgia kritikus pontjait kisziirjem. Miutan
meghataroztam a technologia veszélyeztetett fazisait, ezeknél el6bb buzat, majd rozst
hasznaltam szennyezoként, végil ezeknek a gabonaféléknek a végtermékben vald
detektalhatosagat vizsgaltam. A végterméknek szamité kenyerek vizsgalata utan az
eredményekbdl meghataroztam, hogy a dagaszto tal szennyezettsége és a kenyerek szaritdsanal
tortént utdlagos szennyezés a végtermékbol is kimutathato. A siitéformak szennyezettsége altal

okozott enyhe feliileti szennyezés nem detektalhato a végtermékben.
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4. KOVETKEZTETESEK ES JAVASLATOK

Kisérleteim soran mind a B49317/A49855 novényspecifikus kloroplasztisz primer part, a
buzaspecifikus TROI/TRO2 primer part, az LMW-glutenin specifikus P1/P2 mikroszatellit primer
part, mind pedig a buza-, arpa-, rozs-specifikus WBR11/WBR13 primer part sikeresen adaptaltam
és optimaltam. A segitségiikkel miikodé PCR technikdk parhuzamos vagy egyedi alkalmazasa
javasolhato élemiszer mintak vizsgalatara, természetesen kiegészitve ezzel az immunanalitikai
alapu technikakat. A moddszerek mindegyikét a Magyarorszagon koztermesztésbe vont
gabonafélékre és pszeudocerealidkra, hokezelt termékekre, technologiai nyomonkdvetésre, illetve
kontamindcié  kiszlirésére optimaltam, lehetdvé téve ezzel az eljarasok rutinszerl

alkalmazhat6sagat.

A tovabbiakban mindenképpen javaslom a PCR rendszerek tovabbi kereskedelmi
forgalomban 1évé mintakon vald tesztelését. Nagyon fontos lenne ezekben az esetekben ELISA
modszerrel, vagy mas kvantitativ immunoanalitikai modszerekkel torténé parhuzamba vonast
egyrészt az utdlagos kimutathatdsag mérésére, masrészt a DNS- és fehérjekivonas hatékonysaganak
mérése érdekében. A genetikai adatbankokbol szarmazo6 szekvenciainformacidk ismeretében akar
ugyanezen DNS részletekre, de akdr mas szekvencidkra is ajanlott lenne tovabbi PCR primerek
tervezése ¢€s tesztelése az é€lelmiszermintakon. Ezek hatékonyabb miikddése céljabol sziikséges
lenne mas tipusu é€lelmiszer-matrixokra optimalt DNS kivonasi modszerek fejlesztése is. Tovabb
lehetne haladni abban az iranyban is, hogy a B49317/A49855 primer parral sokszorozott DNS
szakaszokat tovabb hasitani Alul és BsmAl restrikcios endonukleazokkal. Ilyen médon a fajok
pontosabb elkiilonitése valna lehetove.

Fontos cél lehet egy valos idejii (real-time) PCR rendszer kidolgozasa vagy adaptalasa, amely
lehetové tenné a kvantitativ DNS mérést, majd ezt fehérje mennyiségre visszavetitve megallapithato
lenne a DNS és fehérje korrelacidja az egyes mintdk esetében. Ezeknek az informdacidknak a
birtokaban mar megalapozottan lehetne érvelni a PCR rendszerek 1étjogosultsaga mellett.

Fontos volna tobb technologiai-sor tesztelése is, amely feltarna a GMP szamara a kritikus

kontaminacios pontokat, igy elosegitve azok kikiiszobolését.
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