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VYUZITi FLUORESCENCNICH METOD K DETEKCI SOJOVEHO
PROTEINU V MASNYCH VYROBCICH
USE FLUORESCENCE METHODS FOR THE DETECTION OF SOY
PROTEIN IN MEAT PRODUCTS

Michaela Talandova, Matej Pospiech, Martina ElidSova, Bohuslava Tremlova

Abstract: The aim of the study was to prove the methodology for determination of soy
protein in meat products by fluorescence microscopy. For detection was chosen a histological
procedure optimized by using of cryo slices. In this procedure was not necessary to use
dewaxing of slices, which reduces the time required for analysis. Our results were then
compared with the ELISA method and immunohistochemical examination, where the
percentage of matches for comparing fluorescence with ELISA were 75.59% and
fluorescence with immunohistochemistry examination were 91.34%.
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UvOD

Pro snizeni celkovych nékladi v masném priimyslu je za dobrou strategii povazovano
pouzivani levnéjSich rostlinnych bilkovin jako nahrada masa. Bilkoviny z riznych rostlinnych
zdroj, jako je s6jova, nebo pSenicna bilkovina jsou pro své vlastnosti pouzivany jako plnivo
a pojivo do masnych vyrobka. Hlavnimi kritérii pro pouziti rostlinnych bilkovin v masnych
vyrobcich jsou niz$i vyrobni ndklady, dale pojivovd schopnost, stabilita a vytvareni
homogenni textury (Modi et al., 2003). Sojové bilkoviny jsou Siroce pouzivany po celém
svété také diky jejich vyzivové hodnoté, funkénim vlastnostem nizkym nakladim na
pestovani a snadnou vyuzitelnost pro technologické zpracovani, coz umoziuje pouziti s6jové
bilkoviny v celé fad¢ potravinaiskych vyrobkt (Saz and Marina, 2007). Na druhou stranu je
vsak sdja spolu s kravskym mlékem, vejci, pSenici, arasidy, ofechy, rybami, korysi a mékkysi
odpovédna za piiblizné¢ 90 % potravinovych alergii a patii také mezi potraviny zplsobujici
anafylaxi (Sicherer and Sampson, 2000). Potravinové alergie mohou byt podle zplsobu
senzibilizace rozdéleny do dvou tfid a to do I. a II. tfidy potravinovych alergii. U tfidy I.
dochazi k potravinové alergii po senzibilizaci pfes gastrointestindlni trakt. Mezi typické
zastupce této tfidy patii praveé s6ja (Bohle et al., 2003). Dosud bylo v séji nalezeno
21 alergennich bilkovin (Wilson et al., 2005). Tti z nich a to bilkovina Gly m Bd 60K, Gly m
Bd 30K a Gly m Bd 28K, jsou hlavnimi s6jovymi alergennimi proteiny (Ogawa et al. 2000).
Jedinou moZnosti ochrany proti nezddoucim imunitnim reakcim pro osoby s potravinovymi
alergiemi je striktn¢ dany alergen ze své stravy vyloucit. Sice narlistd pocet studii
pojednavajicich o znizeni nebo stratu alergenicity, piesto vSak nejsou tyto postupy béznou
praxi. VétSina populace s potravinovou alergii je tak stdle zavisla na pfisném vylouceni
potravin zpisobuji nezadouci alergické rekce z jejich stravy. Tento problém je také zakotven
v legislativé Evropské unie a to ve smérnici 2011/1169/ES kterou se méni smérnice
2000/13/ES, ktera podmiiiuje uvadeéni slozek pfitomnych v potravindch. Mnoho vyrobci
potravin také preventivné varuje alergické spotiebitele upozornénim na obale vyrobku, ze ve
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vyrobku muze byt alergen pfitomen. Priizkumy komeréné dostupnych produkti ukazuji, ze
pfitomnost nebo absence preventivniho varovani pfili§ neodpovida skute¢né piitomnosti
alergenu ve vyrobku, (Spanjersberg et al., 2007, Pele et al.,, 2007), coz by mohlo vést
k potencialné nebezpecnym situacim (Spanjersberg et al., 2010, Sheth et al., 2010). Studie v
Kanad¢ ukazala, ze pfiblizn€ u 17 % osob s potravinovymi alergiemi dochéazi k nechténému
vystaveni se alergenlim v diisledku neumysIné kontaminace vyrobku béhem jeho vyroby, kdy
toto upozornéni na obale chybi (Sheth et al., 2010). Naopak je mnoho vyrobku, které
alergeny neobsahuji a pfesto, toto upozornéni maji na etiketé uvedeno. V disledku toho milize
nastat situace, kdy alergicky spotiebitel bude takovéto preventivni informace na vyrobku
ignorovat (Hefle et al., 2007). Aby doslo ke zlepSeni situace, je nutny vyvoj dostate¢né
citlivych metod, které umozni presné urceni alergenni potraviny a aby tak doslo k eliminaci
poc¢tu potravin s preventivnim oznaenim na obale. Vyvoj takovéto metody pro detekci
sojového proteinu v masnych vyrobcich byl cilem nasi prace.

MATERIAL A METODA

Vysetfovanym materidlem bylo 129 masnych vyrobki zakoupenych ztrzni sité, u
kterych byla vyhodnocovana ptfitomnost s6jového proteinu, jehoz mnozstvi musi byt ve
vyrobcich peclivé sledovano. Jako metoda detekce byla zvolena fluorescenni mikroskopie
jakoZzto metoda citlivéjsi a selektivnéjsi nez svételna mikroskopie. Vzorky byly nakrajeny na
kostky o velikosti 1 x 1 x 0,5cm a zpracovany ve form¢ kryofezl. Vlastni zpracovani bylo
z diivodu lepsi fixace fezu zahdjeno vlozenim vzorkl do acetonu, nasledovalo promyti v PBS,
blokace nespecifické vazby pomoci Goat normal séra a aplikace primarni protilatky antisoy
Rabbit. Vzorky byly nechdny pies noc v lednici a druhy den byl proveden oplach v PBS. Dale
byla na vzorky aplikovana biotynylovand sekundarni protilatka, nasledovalo dalsi promyti
v PBS a nakonec byl na vzorky nanesen fluorochrom Texas Red. Pro kontrolni vzorky byl
pouzit imunohistochemicky postup dle Pospiecha (2011). Po té byly fezy zamontovany a
vySetfeny pomoci fluorescencniho mikroskopu Leica type-11307072057/BZ:09 a dale
zpracovavany programem Leica IM 50. Ziskané snimky byly uloZzeny ve formatu TIFF.
Vysledky byly srovnany s ELISA vySetfenim.

VYSLEDKY A DISKUZE

Vyzkum byl zaméfen na detekci s6jového proteinu, ktery je fazen mezi alergeny a
muze zpusobovat anafylaxi (Sicherer and Sampson, 2000). Tento protein se do masnych
vyrobkil pridava kviili pojivové schopnosti, stabilité¢ a vytvaieni homogenni textury (Modi et
al., 2003). Bylo zpracovano 129 masnych vyrobku z trzni sité, kdy pfitomnost ¢i nepfitomnost
sojového proteinu deklaroval vyrobce na obale vyrobku. VySetiovaci metodou byla zvolena
fluorescen¢ni imunohistochemie. S6jovy protein byl detekovan u 87,4 % vzorkid na zakladé
své specifické struktury a déale za pomoci fluorescence, které bylo dosazeno pomoci
imunohistochemického postupu a barvenim pomoci fluorochromu Texas Red.
Imunohistochemické postupy jsou obecné zalozeny na reakci mezi alergenem a ptisluSnou
znaCenou protildtkou. Navazani znacené protilatky bylo hodnoceno ve fluorescencnim
mikroskopu s I3 filtrem. Pro fluorochrom Texas Red je doporuCovan filtr cCerveny
(Biocompare, 2005). Vysetieni bylo zaloZeno na vytvoifeni fluorescencniho zbarveni, které
signalizuje pozitivni reakci antigenu s protildtkou. Na obrazku €. 1 je s6jovy protein biloSedé
barvy a je tak tedy mozné odliSit jej od bilkoviny masa, ktera nefluoreskuje a je Cerna.
V preparatech bylo mozné sojovy protein detekovat také na zakladé jeho specifické
morfologické struktury, kdy so6jova bilkovina ma charakteristicky tvar prstencovitych, popt.
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srpovitych az kruhovitych ¢astic (Horn, 1987). Jak ve své studii uvadi Spanjersberg et al.
(2007) prizkumy komeréné dostupnych produkti ukazuji, Ze piitomnost nebo absence
preventivniho varovani pfili§ neodpovida skutecné ptitomnosti alergenu ve vyrobku, coz by
mohlo vést k potencialné nebezpecnym situacim (Spanjersberg et al., 2010, Sheth et al.,
2010). Z tohoto pohledu se jako dilezité jevi vypracovani spolehlivych metod detekce tohoto
alergenu.

Obr. ¢&. 1. Mikrofotografie sdjového proteinu v masném vyrobku (zvétSeni 400x)

Néami ziskané vysledky jsme srovnali svysledky zmetody ELISA a
imunohistochemického vysetieni. Ziskané hodnoty z ndlezu s6jového proteinu u jednotlivych

metod udava tabulka ¢. 1. Tabulka ¢. 2 zndzornuje procenta shody, kdy je srovndvana

fluorescence s imunohistochemickym vysetfenim a s ELISOU.
Tab. ¢. 1. Detekce s6jového proteinu jednotlivymi metodami

NE;TEOS;ZJ;) }:/e Fluorescence Imunohistochemie ELISA
0 1) 0
(Suma vysledkl) ) W) W)
pozitivni 111 (87,40) 108 (83,72) 96 (74,42)
negativni 13 (10,24) 14 (10,85) 16 (12,40)
dubidzni 3 (2,36) 7 (5,43) 17 (13,80)

Tab. €. 2. Procenta shody fluorescence a dal§ich metod

Srovnani fluorescence s: Procenta shody

Imunohistochemie 91,34

ELISA 75,59

Jak ztabulky ¢. 1 tak ztabulky €. 2 vyplyva, Ze imunohistochemie s fluorescenci
davaly obdobné vysledky. Procenta shod pro srovnani téchto dvou metod byla 91,34. Hif
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7w

dopadlo srovnani fluorescence s metodou ELISA. Tento vysledek byl nejspiS zapfic¢inén
vyraznym nardstem dubinéznich vysledkili ve srovnani se zbylymi dvéma metodami.

ZAVER

Byla vyvinuta fluorescen¢ni mikroskopicka metoda pro detekci sdjového proteinu. Pro
vySetfeni jsme modifikovali histologicky postup parafinovych fezii s imunohistochemickym
zvyraznénim sdjového proteinu pomoci fluorochromu. Misto klasickych parafinovych blocka
byly pouzity kryotezy z divodu lepsi vazby antigen-protilatka. Pii tomto postupu nebylo
nutné pouzit odparafinovani fezli, ¢imz byl postup zkracen. Imunofluorescencni metoda pro
detekci s6jového proteinu byla oveéfena na zdklad€ vySetfeni 129 masnych vyroki
zakoupenych z trzni sité¢ poztitivnich bylo 111 vzorkt, negativnich 13 a dubidzni byly vzorky
3. Pro ovéfeni metody bylo provedeno srovnani s ELISA metodou a s imunohistochemickym
vySettenim. Vysledky poukazuji na moZznost pouziti této metody na priikaz s6jového proteinu
v masnych vyrobcich.
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