Uniwersytet Przyrodniczy w Poznaniu
Wydziat Nauk o Zywnosci i Zywieniu
Katedra Biochemii i Analizy Zywnosci

Mgr inz. Paulina Zielinska

Identyfikacja bialek soi o wlasciwosciach alergennych

w produktach miesnych

Rozprawa doktorska

Promotor: dr hab. Dorota Piasecka-Kwiatkowska

Poznan 2018



Streszczenie

Wazrastajace spozycie soi na calym $wiecie zwigzane jest przede wszystkim z jej bogatym
sktadem chemicznym. Soja w zywnos$ci moze wystepowaé w postaci catych nasion, maki, oleju
czy dodatkéw funkcjonalnych — izolatéw i koncentratéw biatek sojowych oraz lecytyny
sojowej. Dzigki wihasciwosciom emulgujacym, teksturyzujacym i wypetniajacym, dodatki
funkcjonalne znalazty zastosowanie w produkcji wyrobéw o wysokiej zawartosci thuszezu, np.
produktow migsnych. Biatka roslinne, w szczegélnosci biatka sojowe, ktérych obecnosci
producent nie zadeklarowat na etykiecie, moga by¢ Zrédtem tzw. ,ukrytych alergenéw”
i stanowi¢ zagrozenie dla os6b uczulonych.

Powszechne dodawanie biatek sojowych w procesie produkeji zywnosci, a przy tym coraz
wigksza liczba 0séb uczulonych na sojg¢, wymaga stosowania odpowiednich, czutych metod
analitycznych, ktére pozwolg na wykrycie alergenéw sojowych dodawanych do zywnosci
nawet w niewielkiej ilosci. Detekcja alergennych biatek soi w zywnos$ci wymaga zastosowania
nie tylko odpowiedniej metody ich oznaczania, ale réwniez wiasciwego sposobu
przygotowania prébki do dalszych analiz. Obecnie stosowane metody ekstrakcji alergenéw
sojowych z Zywnosci nie uwzgledniaja specyficznych wlasciwosci poszezegdlnych produktow.
Prowadzi¢ to moze do zafatszowan wynikéw oznaczen zawartodci alergenéw.

Celem pracy bylo wskazanie optymalnej metody wyodrebniania alergennych biatek soi
z produktéw migsnych. Sprawdzono réwniez mozliwosci detekcyjne komercyjnie dostepnych
przeciwcial rozpoznajgcych biatka sojowe. W badaniach wykorzystano 18 réznych metod
izolacji alergenéw sojowych z nasion soi, sojowych dodatkéw funkcjonalnych oraz farszéw
parowkowych o réznym stopniu przetworzenia i zawarto$ci biatek sojowych. Do ekstrakeji
wykorzystano 6 rozpuszczalnikéw o réznej wartosci pH, a proces izolacji prowadzono
réwnolegle w 3 wariantach. Skutecznos¢ zastosowanych metod izolacji alergennych biatek soi
oceniono na podstawie oznaczenia zawartosci biatka rozpuszczalnego w otrzymanych
ekstraktach, poréwnano takze profile biatkowe uzyskanych ekstraktéw oraz sprawdzono
wiasciwosci immunoreaktywne wyizolowanych biatek wobec surowic krwi 0séb uczulonych
oraz wiasciwosci antygenowe wobec komercyjnych przeciwciat rozpoznajacych biatka sojowe
(Sigma S2519), sojowy inhibitor trypsyny (abcam a34549) oraz wytworzonych specjalnie na
potrzeby tej pracy przeciwcial specyficznych wobec alergennego peptydu Gly m Bd 30K
(Novazym NP34).

Wykazano, ze na ekstraktywnos¢ alergennych biatek soi wptywat rodzaj zastosowanego

buforu i warunki, w jakich prowadzony byt proces izolacji. Znaczenie miat takze rodzaj




matrycy, z ktdrej biatka te byty izolowane. Wyniki analiz z surowicami krwi oséb uczulonych
wykazaty, ze wszystkie ekstrakty z nasion soi oraz izolatu biatka sojowego zawieraly biatka
0 wlasciwos$ciach immunoreaktywnych.

Biatka sojowe zawarte w nasionach soi najlepiej rozpuszczaly sie w buforach
PBS-7,4, PBS-T-7.4, Tris-8,6 oraz Tris-T-8.6. Najbardziej optymalng metoda wyodrebniania
biatek alergennych z nasion soi byta ekstrakcja za pomoca buforu Tris-8,6 wspomagana
sonikacjg w temperaturze 37°C, a sojowego inhibitora trypsyny — izolacja z uzyciem buforu
PBS-7,4 w temperaturze 37°C. Natomiast w przypadku sojowych dodatkéw funkcjonalnych
oraz farszéw paréwkowych, najskuteczniejszymi rozpuszczalnikami biatek sojowych byty
Tris-TBSM-7,4 oraz Tris-TBSM-8,6. Najwiecej alergennych peptydéw w ekstraktach z izolatu
biatka sojowego oznaczono w probie otrzymanej z uzyciem buforu Tris-TBSM-8.6
w temperaturze pokojowej. Dlatego metode te wskazano jako najbardziej optymalng do
wyodrebniania alergennych biatek soi z produktéw miesnych.

W niniejszej pracy podjeto takze problem mozliwosci zastosowania komercyjnie
dostgpnych przeciwciat do identyfikacji alergenéw sojowych w produktach miesnych.
Poliklonalne przeciwciata rozpoznajace biatka sojowe (Sigma S2519) okazaty sie
nicodpowiednie do detekcji alergenéw sojowych w tych produktach ze wzgledu na wystapienie
reakcji krzyzowych z biatkami zwierzgcymi, mimo deklaracji producenta o ich braku. Niepeina
odpowiedz na temat alergennosci produktéw miesnych wykazaty przeciwciata abcam a34549,
ktore sa specyficzne wobec sojowego inhibitora trypsyny, ktéry jednak nie jest gléwnym
alergenem soi. Natomiast trudnoéci z doborem wiasciwej sekwencji aminokwasowej
zsyntetyzowanego peptydu uzytego do immunizacji spowodowatly, ze préba wytworzenia
monospecyficznych przeciwciat rozpoznajacych w badanych produktach alergenny peptyd
Gly m Bd 30K (Novazym NP34) nie powiod!a sie.
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