Klasifikace: Draft [ Pro vnitini potfebu VVF
Oponovany draft L1 Pro vnitini potfebu VVF
Finalni dokument L] Pro oficiélni pouziti
Deklasifikovany dokument X Pro verejné pouziti

Nazev dokumentu:

Alergeny v potravinach rostlinného ptivodu

Poznamka:

Zpracoval:
Garant: Ing. Slavomira Vavreinova, CSc. ve spolupraci s Ing. Danou Gabrovskou, Ing. Janou

Rysovou, Mgr. Petrem Hanakem, PhD. a Ing. Alexandrou Proskovou (VUPP, v.v.i.)

Vyzkumny ustav rostlinné vyroby,v.v.i., Drnovska 507, 161 06 PRAHA 6 - Ruzyné

Tel.: +420 233 022 324 , fax.: +420 233 311 591, URL: http://www.phytosanitary.org




Cilem studie je na vybranych alergenech ptedstavit zplisob stanoveni jejich obsahu
v potravinach rostlinného ptivodu. Studie dale slouZi k prezentaci vysledki Setfeni kontaminace
potravin alergennimi slozkami.

Abstrakt: Cilem studie je na vybranych alergenech pfedstavit zplisob stanoveni jejich obsahu
v potravinach rostlinného ptivodu. Studie dale slouzi k prezentaci vysledkt setfeni kontaminace
potravin alergennimi slozkami. Jako zédkladni alergeny byly vybrany gliadin, B-laktoglobulin,
kasein, proteiny hoicice, proteiny vajecného bilku a sdjové alergeny glycinin a B-conglycinin.

Abstract: The aim of the study was to present the method of determination of the selected
allergens in foods of plant origin. The study serves also for presentation of the results of
possible contamination by allergenic proteins. Gliadin, p-lactoglobulin, casein, mustard
proteins, egg white proteins and soya allergens glycinin a B-conglycinin were selected as the
basic allergens.

Zavér: Byly ovéteny Ctyfi ELISA soupravy na stanoveni vybranych alergend v potravinach
rostlinného plvodu. Vysledky neprokazaly ndhodnou kontaminaci analyzovanych potravin
nékterou alergenni slozkou, naopak bylo zjisténo, ze ve vyrobcich, které mély na obalu
deklarovan mozny obsah alergenil, provedené analyzy jejich pfitomnost neprokéazaly. To lze na
jedné strané interpretovat jako mozné nedodrzeni technologie, na druhé stran¢ jako nadmérnou
opatrnost vyrobce, kterd omezuje vybér spotiebitele - alergika. Testovanou metodou Western
blot bylo mozno detekovat sledované alergeny pouze u vyrobkll, v nichz s6ja tvoii majoritni
slozku.
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1. Uvod

Jako alergie je ozna¢ovana neadekvatni reakce imunitniho systému na nékterou slozku
prostiedi, zprostiedkovand imunoglobuliny tfidy IgE. DalSimi vyznamnymi slozkami
patologické alergické reakce jsou zirné buiiky, neboli mastocyty, na jejichz povrchu jsou
také navazadny molekuly IgE, a déle latky, které mastocyty uvoliiuji, ptedevsim histamin.
Ne vsechny reakce precitlivélosti jsou alergiemi (napt. u celiakie hraji dominantni roli
imunoglobuliny tfidy IgG), a ani vSechny precitlivélosti nemuseji byt zprostiedkovany
imunitnim systémem (napf. intolerance laktozy). Nekteré potraviny bohaté na tyramin
nebo histamin mohou vyvoldvat patologickou reakci prakticky nerozeznatelnou od
potravinové alergie.

Alergickd reakce se u postizeného jedince projevuje nejCastéji jako otok sliznic
(zndma sennd ryma), paleni a zarudnuti kiize nebo oc€i, astmatické projevy provazené
stazenim svaloviny prudusek. V nejhorSich piipadech, oznacovanych jako tzv.
anafylakticky Sok, dochazi k masivnimu rozsifeni prusvitu cév, tim k poklesu krevniho
tlaku a naslednému ob&hovému selhani, které maze koncit smrti.

Problém potravinovych alergii spociva pfedev§im v tom, Ze na rozdil od ostatnich
alergii zatim neexistuji ucinné metody 1écby, respektive desenzibilizace, a dale i v tom, Ze
alergicka reakce je vzdy vyvoldna pozitim potraviny obsahujici alergenni slozku. To neni
vzdy — viz ,,pekatské astma“

Alergenni slozka miZe byt v potraviné obsazena skryté, konzument o jeji pritomnosti
nemusi védét. To, spolu s hrozicim nebezpecim anafylaktickéko Soku, vytvaii skutecné
z&vazny problém.

Tato nepfizniva situace postupné vyvolala tlak na deklaraci, a tedy i stanoveni
objevovat. To se odrazilo v prislusné legislativé Evropské unie a nasledné 1 v legislativeé
narodni. Na urovni EU jde o smérnice Evropského parlamentu a rady 2000/13/ES
a2003/89/ES a smémici Evropské komise 2005/26/ES; na trovni Ceské republiky
existuje vyhlaska ¢. 113/2005 Sb. o zplisobu oznaCovani potravin a tabakovych vyrobkda.
V téchto dokumentech je pfesn¢ uveden seznam alergennich latek, kterych se tyka
povinna deklarace na obalech vyrobku. V pifipad¢ gliadinu/lepku je potieba zminit také
vyhlasku €. 54/2004 Sb. o potravinach urcenych pro zvlastni vyzivu a o zptsobu jejich
pouziti, ve znéni pozdéjSich pravnich piedpist, kterd, v ¢asti 7, fesi ptimo bezlepkové
potraviny.

V dobé, kdy vesla v platnost legislativa EU a také Ceskd legislativa, nebyly na
stanoveni vSech ve vyhlaskach vyjmenovanych alergennnich slozek dostupné analytické
metody. Predlozend studie se zaméfuje na imunochemické metody a nejCastéji se
vyskytujici alergeny potravin rostlinného piivodu a vychdzi z experimentdlnich praci
provedenych na pracovistich VUPP, v.v.i.



2. Struéna charakteristika vybranych alergenu

2.1.Prolaminy obilovin a jejich tiloha v bezlepkové dieté a alergii

Zakladnimi bilkovinami vSech obilovin jsou albuminy, globuliny a ve vod¢
nerozpustné¢ prolaminy a gluteliny. Trividlni ndzvy prolaminové frakce vychdzeji
u jednotlivych obilovin z latinskych nazvi rostlin (hordein u jeCmene, sekalin u zita, gliadin
u pSenice, avenin u ovsa, oryzin u ryze, zein u kukuftice). Gluten definuje Codex Alimentarius
jako frakci bilkovin pSenice, zita, jeémene,[ovsa], ktera je nerozpustna ve vodé a 0,5 M NaCl.
Prolaminova frakce je definovana jako frakce glutenu extrahovatelnd 40 — 70% ethanolem
a tvorici 50% glutenu (ALINORM 07/30/26-Rev).

Bilkoviny pSeni¢ného glutenu jsou tvofeny rezervnimi, ve vod¢é nerozpustnymi
gliadiny (prolaminova frakce) a gluteniny (glutelinova frakce) reprezentované ftadou
piibuznych proteinli vzdjemné se liSicich slozenim aminokyselin. Je mozné je rozdélit do tii
zéakladnich skupin :

1. HMW (high molecular weight) skupina, kam patii x- a y- typy HMW podjednotek

gluteninu

2. MMW (medium molecular weight) skupina, kam patii ®-5, ®-1,2 gliadiny

Tato skupina byva také oznaCovéana S-poor skupina pro nepfitomnost cysteinu

3. LMW (low molecular weight), kam patii LMW podjednotky gluteninu

a o-a 7-gliadiny; tato skupina byva také oznacovéana S-rich

Gliadiny maji relativni molekulovou hmotnost 30 az vice nez 100 kDa, obvykle mezi
60-80 kDa. Obsahuji velké mnozstvi glutaminu (36-45 %) a prolinu (14-30 %), méné
kyseliny asparagové a glutamové. Obsahuji neobvykle malo bazickych aminokyselin (Arg,
Lys, His). Nizky obsah kyselych a bazickych aminokyselin s poldrnimi fetézci souvisi
s malou rozpustnosti gliadind. Gluteniny maji vys$$i molekulovou hmotnost, od 40 kDa do
20 000 kDa a jsou tvofeny polypeptidovymi fetézci spojenymi disulfidovymi vazbami .

Vysoky obsah prolinu prakticky znemoziuje tvorbu helikdlni sekundarni struktury
obou druht proteini. Molekuly gliadinti a glutenini proto obsahuji jen kratké tiseky a-helixti
spojené useky s neorganizovanou sekundarni strukturou. V oblastech a-helixi se vyskytuji
jeden az dva cysteinové zbytky vzajemné spojujici podjednotky do dlouhych fetézci. Nachazi
se zde velké mnozstvi polypeptidovych usekli znamych jako reverzni smycky nebo B-otocky,
které jsou uspofadany do tzv. B-spiral (Wieser 1996; Wieser 2004).

2.1.1. Struktura gliadinti pSenice

Prvni rozdé€leni frakei gliadinti bylo provedeno elektroforézou na Skrobovém gelu.
Byly identifikovany 4 dil¢i frakce, podskupiny a—, B—, y— a w—gliadiny, v zévislosti na
elektroforetické pohyblivosti. Pozd¢€jsi studie provedené na zékladé¢ rozboru sekvenci
aminokyselin ukézaly, Zze rozdéleni podle elektroforetické pohyblivosti nesouhlasi vzdy
s klasifikaci na zakladé primarni struktury; ztohoto divodu byly frakce a— a f—gliadint
zahrnuty do jedné skupiny — mezi a-gliadiny. Moderni metody — dvourozmérna elektroforéza
a RP-HPLC umozZnily rozdéleni gliadini na vice nez 100 sloZek. Podle primérni struktury
jsou rozdéleny na w5, @l,2- gliadiny, a—a y—gliadiny. Gliadin @-5 a gliadiny typu @—1,2
jsou ptibuzné, stejné tak gliadiny typu o—a 7y—. w-gliadiny jsou charakterizovany vysokym
obsahem glutaminu, prolinu a fenylalaninu, které spole¢né tvoii okolo 80 % vSech jejich
aminokyselin. @—5 gliadiny maji vysS§i molekulovou hmotnost a vyssi obsah glutaminu



a fenylalaninu nez wm-1,2-gliadiny, o—a fy—gliadiny maji vyssi molekulovou hmotnost
a obsah glutaminu a prolinu je niz$i nez u w-gliadint. Odlisuji se vyznamné pouze nékolika
aminokyselinami, napf. tyrosinem. N- koncové sekvence jsou typické pro kazdy typ a jeho
stanoveni je dilezitym faktorem pro identifikaci gliadinovych proteinti.

Distribuce jednotlivych typt gliadini mezi riiznymi druhy pSenice je zavisla na druhu
a agrotechnickych ~ podminkach.  oa—gliadiny  tvofi  nejvétsi  slozku  gliadind,
nasleduji y—gliadiny, zatimco @—5 a @—1,2-gliadiny tvofi minoritni skupinu. Byla stanovena
sekvence o—a y—gliadin pomoci stanoveni sekvence komplementarni DNA. Kompletni
sekvence w—gliadinii nebyla dosud stanovena, pouze je znadmo, Ze obsahuji opakujici se
sekvence s kratkymi N-koncovymi sekvencemi.. Dominantnimi jednotkami jsou Pro-Gln-
GIn-GIn-Phe (w5—gliadin) a Pro-GIn-Gln-Pro-Phe-Pro-GIn-Gln (w1,2 gliadin) .

Sekvence o—a 7y— gliadinil jsou rozdéleny do nékolika oblasti. Oblast I je typicka
pro kazdy typ a obsahuje N-koncovou sekvenci (Ia) a opakujici se sekvenci bohatou na Gln,
Pro a aromatické aminokyseliny. Opakujici se jednotky a-—gliadinu tvofi dodekapeptid
GIn-Pro-GIn-Pro-Phe-Pro-Pro-GIn-GIn-Pro-Tyr-Pro, ktery se opakuje 5x. y—gliadin ma 16x se
opakujici jednotku tvofenou sekvenci Gln-Pro-Gln-Gln-Pro-Phe-Pro. Oblast 1 je oblasti,
kterou se lis$i o—a vy— gliadiny navzajem. Oblast II je obsazena pouze u o— gliadinu a je
tvofena sekvenci 18 glutaminti. Oblasti III a V jsou oblasti, kde nedochazi k opakovani
sekvenci a obsahuji méné Gln a Pro. Oblast IV je bohatd na GIn a obsahuje maximalné
15 zbytki Gln za sebou.

Studie sekundarni struktury gliadinu ukazuji, Ze © -gliadiny a oblasti
[a a—a y—gliadini jsou charakterizovany konformacemi (3-otocky (reverzni spiraly), které
jsou usporadany do P—spirdl. Neopakujici se oblasti III-V obsahuji vyznamné podily
o—helixt a B—struktury (Wieser 1996; Seilmeier et al. 2001; Wieser 2004).

2.1.2. Struktura hordeinti jeCmene

Hordeinova frakce je¢mene zahrnuje HMW (high molecular weight) D-hordein,
C-hordein a LMW (low molecular weight) B-hordein. D-hordeiny jsou zna¢n€¢ podobné
HMW frakci pSeni¢nych proteint.

C-hordeiny se sestavaji ze 4-15 jednotlivych proteint, v zévislosti na kultivaru,
a jejich molekulova hmotnost se obvykle pohybuje mezi 55-70 kDa. Jejich typickym znakem
jsou repetitivni sekvence slozené prevazné z oktapeptidu Pro-Gln-Gln-Pro-Phe-Pro-Gln-Gln,
dale pak pentapeptidu Pro-GIn-GIln-Pro-Thr pobliz N-koncové ¢asti. Slozeni repetitivniho
oktapeptidu (4x Gln, 3x Pro, 1x Phe) odpovida i pomérnému zastoupeni téchto aminokyselin
v celém proteinu. C-hordeiny neobsahuji cystein, v jednom molu obsahuji jeden methionin
anula az dva lysinové zbytky. Sekundarni struktura téchto bilkovin se vyznacuje vyskytem
repetitivnich sekvenci vedoucich ke vzniku p-otocek a B-hiebent (Shewry et al. 2002; Shewry
et al.1990).

B-hordeiny tvoii 80-90 % vSech prolamint je¢mene a jejich aminokyselinové sloZeni
je zhruba podobné sloZeni ostatnich S-Rich prolamind, tedy a- , B- , y-gliadint a y-sekalind.
Struktura B-hordeini obsahuje obvykle C-koncovou ¢ast slozenou z repetitivnich sekvenci
bohatych na prolin, N-koncovou ¢ast obsahujici cysteinové fetézce a konformacné se znacné
podoba odpovidajicim proteiniim gliadinové frakce pSenice s mirné¢ zvySenym podilem
B-hiebenti. Molekulova hmotnost bilkovin této frakce se pohybuje obvykle v rozmezi
20-50 kDa. Dvourozmérna analyza B-hordeinovych frakei je rozdélila na Bi- a Bs- hordeiny
s molekulovymi hmotnostmi okolo 35 kDa a 45 kDa. Jednotlivé proteiny B;-hordeint se mezi
sebou lisi inzerci, deleci ¢i substituci jednotlivych aminokyselin, zatimco Bs-hordeiny se



navic je$té vzajemné odliSuji organizaci repetitivnich domén (Hulin et al.2007; Stern et al.
2001).

2.2. Alergenni proteiny hotcice

Hofi¢ice jako potravinaisky vyrobek se pfipravuje ze semen hoici¢nych rostlin. Jedna
se zejména o hot¢ici bilou (Sinapis alba) vyuzivanou pro vyrobu plnotu¢né hoicice a brukev
sitinovitou (brukev, hoi¢ici sarepskou, Brassica juncea). Tmavosemenné odrudy této hoicice
se vyuzivaji na vyrobu kremzské hoicice a zlutosemenné odriidy do vyrobkia orientalniho
typu. Na vyrobu kremzskych hoi¢ic se dale pouZzivaji i semena brukve ¢erné (Brassica nigra).

Pokud jde o prevalenci, alergie na hofcici je asi patou az Sestou nejcasté)si
potravinovou alergii. Jeji vyskyt tzce souvisi se spotfebou hoic¢ice v dané oblasti.
Hlavnim alergenem bilé¢ hoicice je protein o molekulové hmotnosti 14 kDa oznacovany jako
Sin a 1. Minimélni davky proteinu Sin a 1 vyvolavajici alergickou reakci se pohybuji
v mikrogramovych mnozstvich. Dal§im vyznamnym alergenem je Bra j 1, alergen hot¢ice
Brassica juncea. Oba proteiny jsou rezistentni k proteolyze trypsinem, chymotrypsinem
a pepsinem. Odolavaji teplotam nad 88 °C . Alergické reakce na hoicici véetné anafylaxe byly
uz dokumentovany v fadé studii a setkavame se s nimi i u malych déti (The EFSA Journal,
2004; Rance, et al. 2000; Monreal, et al 1992).

2.3. Alergenni proteiny mléka

Mléko je jedna z hlavnich alergizujicich potravin, a to pfedev§im u déti. Prevalence
této alergie se liSi v rlznych zemich, udaje se pohybuji od 1 % az do 3 % v populaci.
Alergenni proteiny se nachdzeji nejen v mléce a mléénych vyrobcich, ale vtadé dalSich
potravin, kam se pfidavaji mlécné bilkoviny pro zlepSeni funkc¢nich vlastnosti (vazba vody,
zahust'ovani, tvorba gelu, emulgace, tvorba pény, zvyseni nutriéni hodnoty). Technologické
zpracovani neméni strukturu mlécnych proteinti natolik, aby se meénila vyznamné jejich
alergenicita. To plati i o tepelném zpracovani mléka.

Kravské mléko obsahuje 30-35 g proteini na litr. Po jeho okyseleni na pH 4.6
vzniknou dv¢ frakce: syrovatka (20 % proteinll) a tvaroh (80 % proteinll). Syrovatka
piedevs§im obsahuje B-laktoglobulin (BLG), a-laktalbumin (ALA), hovézi sérovy albumin
(BSA) laktoferin (LF) a imunoglobuliny (Igs). Tvaroh je tvofen kaseinem (CAS), a to ¢tyfmi
druhy oznaCovanymi jako os . 0g, B a k. Hlavnimi alergennimi proteiny mléka jsou
—laktoglobulin, a-laktalbumin a kasein (Kleber, Hinrichs 2007a; Kleber, Hinrichs 2007b;
Monaci et al. 2006; Wroblewska et al. 2007).

Procentické zastoupeni bilkovin mléka Koncentrace Molekulova
v mléce, g/L hmotnost, kDa
BLG (10) 3-4 18.3 / dimer 37
ALA (5) 1-1.5 14.2
Syrovatkova frakce Igs (3) 0.6-1 150
BSA (1) 0.1-0.4 66.3
LF (stopy) 0.09 80
as1 - CAS (32) 12 -15 23.6
Kaseinova frakce a - CAS (10) 3-4 25.2
B - CAS (28) 9-11 24.0
k - CAS (10) 3-4 19.0




2.4. Alergenni proteiny vajec

Prevalence alergie na vajecné bilkoviny je jedna z nejvétSich — odhady se pohybuji mezi
3-7 % u déti do 2 let véku. RovnéZ i vyskyt u celé populace je na Grovni jednotek procent.
Alergeny jsou obsazeny v bilku i ve Zloutku, a jejich ucinek se tepelnym opracovanim
potravin neodstrani. Podobn¢ jako u mléka jsou vajecné bilkoviny obsaZeny v mnoha
potravinach v skryté¢ formé jako aditiva. Naptiklad lysozym je pouzivan pii vyrobé nekterych
1€kd, albumin se pouziva jako Cifici reagencie pii vyrobé ¢erveného vina.

Vajecné alergeny jsou nasledujici — sefazeno dle klesajici alergenicity:

molekulova hmotnost
(kDa) obsah (%)
Vajecny bilek:
ovomukoid 28 13.3
ovalbumin 43 67.5
konalbumin 76 15.1
lysozym 14 4.2
Vajecny Zloutek:
lipovitelin 400
fosvitin 175
low density
lipoprotein
livetiny 45-150

vvvvvv

Uvadi se, ze uz mikrogramova mnozstvi alergennich proteinii mohou u nékterych
jedinct vyvolat alergickou reakci. (Eggesbo et al. 2001; Cooke et al. 1997; Eigenmann et al.
1996).

2.5. Alergenni proteiny soji

U zdravé populace mohou sojové bilkoviny zlepsit zdravotni stav piedev§im v oblasti
kardiovaskularni, dale maji antiskleroticky vliv a pisobi také antikarcinogenné. Na druhé
stran¢ mohou vyvolavat u citlivych jedinct silné alergie.

Séja patii mezi tzv. majoritni alergeny, tzn., Ze minimaln¢ 50 % sledovanych
alergickych jedinci mé v séru pfitomny specificky IgE. Glycinin a B-conglycinin jsou
hlavnimi reservnimi proteiny s6ji a soucasné i hlavnimi alergeny, vedle trypsin inhibitoru
a nékolika dalSich proteinti, které jsou v soji pritomny v men$im mnozstvi. Lze je od sebe
oddélit frakénim sraZenim a ultracentrifugaci jako tzv. frakce 11S a 7S. Hlavnim alergenem
s6ji je Gly m 1 (Gly m Bd) o mol. hmotnosti 30 kDa, ktery je obsazen v 7S globulinové
frakci. Vodou extrahovatelné proteiny (asi 90 %) obsahuji 25-35 % glycininu a 20-35 %
B-conglycinu (Yamauchi et al., 1991). Subjednotky glycininu jsou acidické (asi 38 kDa)
a basické (asi 20 kDa) polypeptidy, spojené vétSinou jednoduchymi bisulfidickymi mistky
(Maruyama et al. 2003, Lakemond 2000, Staswick et al. 1984, Staswick et al. 1981). Pii
pH 7,6 a iontové sile 0,5 je vétSinou glycinin pfitomen v hexametrické formé asi 360 kDa se
sedimenta¢nim koeficientem 11S (Badley et al. 1975). Druhy alergen, B-conglycinin, je



pfitomen jako trimer s koeficientem 7S a mol. hmotnosti 150-170 kDa (Yaklich 2001),
skladajici se ze téi podjednotek (Maruyama et al. 2003).

V sojovém extraktu bylo pii klinickych zkouskach s pacienty nalezeno 16 riznych
alergend, jejich molekulova véha byla mezi 14 000-70 000. Nejvice alergii na s6ju vyustuje v
kozni alergie - atopickou dermatitis. Nejcastéj$i odezva v séru pacientd byla na alergen,
nazvany Gly m Bd 30 s molekulovou vahou 30 000 (Ogawa et al. 1991), ktery se vyskytuje
ve frakci 7S spoleéné s -conglycininem a Ize je od sebe oddélit. Jako dalsi nejcastéji
zminovany alergen je o’ subjednotka [-conglycininu suvadénou molekulovou vahou
70-72 000 (Ogawa et al. 1995) a o subjednotka B-conglycininu s molekulovou vahou 60 000.
Dalsi alergen je Gly m Bd 28. Jednd se o minoritni slozku sdjovych proteind, a to soucast
frakce 7S (Ogawa et al. 2000).

Méné se vyskytujici alergie je astma z prachu na pracovistich, kde se pracuje se sdjou.
Tu zptsobuji nizkomolekularni alergeny s mol. vahou pod 14 000, napt. 7 000, 7 500, 8 000
(Ogawa et al.1991,2000), jsou to obvykle degrada¢ni produkty B-conglycininu. Alergenické
jsou také acidické podjednotky glycininu (Ogawa et al. 2000, Djurtoft et al. 1991).

3. Metody

Ke studiu byly vybrany imunochemické metody. ELISA metody pro stanoveni
gliadinu, B-laktoglobulinu, kaseinu, proteinii hoicice a proteinii vaje¢ného bilku, metoda
Western blot pro stanoveni alergent soji.

3.1. ELISA metody
Gliadin ELISA kit

(Imunoenzymaticka souprava pro kvantitativni stanoveni prolamint pSenice, zita a pro detekci
prolaminu je¢mene)

ELISA stanoveni gliadinu je stanoveni sendvicového typu, které probiha ve dvou
imunochemickych krocich. Kalibratory nebo ziedéné extrakty jsou inkubovany v jamkach,
pokrytych dvéma monoklondlnimi protilatkami proti gliadinu. Na tyto protilatky se béhem
inkubace gliadin navéaze. Po inkubaci a promyti se do jamek pfidd polyklondlni protilatka
proti gliadinu konjugovand s kfenovou peroxidazou. Vytvoii se komplex s gliadinem
zachycenym v jamce. Po inkubaci se jamky promyji a na jamkédch navdzana peroxidaza je
detekovana pridavkem chromogenniho substratu (tetramethylbenzidin, ddle TMB). Intenzita
vzniklého zabarveni je imérna koncentraci gliadinu v kalibratorech a zfedénych extraktech.

Mustard ELISA Kit
(Imunoenzymatickd souprava pro stanoveni obsahu proteint hoi'¢ice (Sinapsis alba, Brassica
juncea, Brassica nigra) v syrovych i tepelné upravenych potravinidch

Imunoenzymatické stanoveni proteini hoicice je stanoveni sendvi¢ového typu, které
probihd ve dvou imunologickych krocich. Kalibratory, kontrolni vzorky nebo extrakt vzorku
jsou inkubovany v jamkach pokrytych krali¢i protilditkou proti proteinim hoic¢ice. Na
protilatku se béhem prvni inkubace ze vzorku nebo kalibratoru navazi proteiny hoicice. Po
inkubaci a promyti se do jamek piidd konjugat specifické¢ krali¢i protilatky s kifenovou
peroxidazou. Vznikne komplex protilatka — antigen znaceny peroxiddzou. Po inkubaci se
jamky promyji a na jamkach navazana peroxidaza je detekovana ptidavkem chromogenniho



substratu  (TMB). Intenzita vzniklého zabarveni je umérna koncentraci hoicice
v kalibratorech, kontrolnich vzorcich a extraktech vzork.

Eeo ELISA Kit — native
(Imunoenzymaticka souprava pro kvantitativni stanoveni proteinu vajeéného bilku (Egg
White Protein - EWP) v potravinach a surovinach)

Souprava sendvi€ového typu. Stanoveni je zaloZeno na imunochemické reakci
specifické¢ protilatky s proteiny vajeéného bilku. V prvnim kroku reaguji proteiny
z kalibratoru nebo ze vzorku — extraktu analyzované potraviny — se specifickou protilatkou
ukotvenou na sténach jamky mikrotitraéni desticky. Po odmyti nenavédzanych bilkovin
nasleduje druhy inkubacni krok, pii kterém reaguje specifickd protildtka konjugovana
s enzymem — kienovou peroxiddzou — s navazanymi bilkovinami. Po inkubaci se jamky
promyji a na jamkach navézana peroxidaza je detekovana piidavkem chromogenniho
substratu (TMB). Intenzita vzniklého zabarveni je umérna koncentraci vajecnych bilkovin
v kalibratorech a vzorcich.

B-Lactoglobulin ELISA Kit
(Imunoenzymaticka souprava na stanoveni alergenniho proteinu kravského mléka)

Souprava sendvi¢ového typu. Stanoveni je zalozeno na imunochemické reakci
B-lactoglobulinu (BLG) se specifickou protilatkou. Po jednoduché extrakci z potraviny
B-lactoglobulin v prvnim kroku reaguje se specifickou protildtkou ukotvenou na sténach
jamky mikrotitracni desticky. Po odmyti nenavazanych bilkovin néasleduje inkubacni krok, pti
kterém reaguje specificka protilatka konjugovand s enzymem — kienovou peroxiddzou —
snavazanym BLG. Po inkubaci se jamky promyji a BLG je detekovan piidavkem
chromogenniho substratu (TMB). Intenzita vzniklého zabarveni je imérné koncentraci BLG
ve vzorcich potravin.

Casein ELISA Kit
(Imunoenzymaticka souprava na stanoveni alergenniho proteinu kravského mléka)

Stanoveni kompetitivniho typu. Stanoveni je zaloZzeno na imunochemické reakci
specifické protilatky s kaseinem. V jamkach desticky, které jsou pokryty touto protilatkou, se
smicha vzorek s kaseinem znacenym biotinem, pfi nasledné inkubaci dochdzi k navazani
kaseinu na stény jamek. Kasein ve vzorcich a biotinylovany kasein soutézi o omezeny pocet
vazebnych mist na protilatce proti kaseinu. Po promyti se do jamek pfidd konjugat kienové
peroxiddzy se streptavidinem. Po inkubaci se jamky promyji a na jamkach navazana
peroxidaza je detekovana ptidavkem chromogenniho substratu (TMB). Intenzita vzniklého
zabarveni je nepfimo umérnd koncentraci kaseinu v kalibratorech, kontrolnich vzorcich
a vzorcich.

3.2. Metoda Western blot

Alergeny s06ji glycinin a 3-conglycinin byly isolovany na nasem pracovisti a nasledné
pouzity jako antigeny pro tvorbu slepiich protilatek typu IgY. Poté byla sledovana
imunoreakce ziskanych protilatek metodou Western blot. Jako sekundarni protilatka byla
pouzivana krali¢i anti-chicken IgY- peroxidase firmy Sigma.
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4. Materiél

Jako material byly vybrany potravinaiské vyrobky rostlinného ptivodu bézné dostupné
na trhu. Stanoveni obsahu gliadinu bylo provedeno u nejvét§siho souboru potravin, a to
predevsim z toho divodu, Ze obsah gliadinu a jinych nezadoucich prolamind je dilezity jak

pro skupinu populace salergii na pSeni¢nou bilkovinu, tak i pro pacienty s celiakii.

U ostatnich alergent bylo provedeno stanoveni pouze v n¢kolika vyrobcich.

5. Vysledky a diskuse

5.1. ELISA metody

Vysledky stanoveni obsahu ¢i pfitomnosti vybranych alergennich proteint jsou
uvedeny v nasledujicich tabulkéach ¢.1 — 7.

Tabulka ¢.1 Obsah lepku (glutenu) ve vybranych vzorcich kofeni ( mg/kg potraviny ve stavu

uréeném ke spotiebg)

vzorek Lepek
Nova volna 12,0
Deko saromex volné 12,2
Deko ptirodni volné 12,2
Dia Nova volna 11,9
Pastikové koteni 12,4
Zlaté kuratko 12,1
Kofteni péti viini 12,2
Garam masala 12,0
Koreni na ¢inu 12,3
Paprika paliva 12,5
Orientalni kofeni 12,3
Kofteni do perniku 12,3
Skoficovy cukr Dia 11,7
Kari 11,8
Kurkuma mleta 12,5
Klobasové koreni 11,8
Smeés mleta masa 12,4
Kmin fimsky 12,1
Kofeni na pizzu 11,0
Data Caj masala 11,7
Pept zeleny drceny 12,4
Sezam loupany 11,4
Bylinkové maslo 12,5
Kardamon mlety 12,3
Grilovaci kofeni 12,2
Zelirka volna 12,3
Rosovické koreni 12,2
Buffalo — grilovaci kofeni 12,3
Tandori masala 11,9
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Adzika 26,8
Kofenici smés Vegeta 11,8
Valencie 11,7
Provensalské koteni 11,6
Kofeni na kufe 14,3
Saturejka drcend 12,3
Oregano 12,5
Rozmaryn 12,2
Kmin drceny 12,0

Tabulka ¢.2 Obsah lepku (glutenu) ve vybranych vzorcich koteni (mg/kg potraviny ve stavu

urceném ke spotiebg)

vzorek Lepek
Anyz cely 12,0
Majoranka 12,5
Pé&t pepiti 12,5
Bobkovy list 11,9
Chilli papricka 1-3 cm 11,6
Petrzel list 1,5 —4 mm 11,9
Safran volny 13,1
Badyan cely hvézdicky 12,0
Skofice fezana 8 cm 12,5
Muskatovy ofech cely maly 12,1
Vanilka cela 16/18 cm 11,7
Pepft Cesnekovy 11,8
Cesnek suseny platky 11,4
Kmin fimsky 12,1
Kofeni na pizzu 11,0
Data ¢aj masala 11,7
Pepft Cerny cely 11,7
Nové kofeni 12,3
Jalovec cely 11,5
Koriandr cely 12,2
Kardamon zrna 12,0
Hof¢ice bila 11,9
Kmin cely 12,0
Tymian 12,4
Kopr list 12,2
Fenykl cely 11,9
Hiebicek cely 11,6
Libecek nat’ drcena 12,3
Bazalka 12,5
Dekoracni kofeni -Steak 12,2
Kofenova zelenina 11,8
Cibule suSena 11,5
Pept pomerancovy 12,2
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Tabulka ¢.3 Obsah lepku (glutenu) ve vybranych vzorcich koteni (mg/kg potraviny ve stavu
uréeném ke spotiebg)

Vzorek Lepek
Chocolate Fruit and Nut Crunch 12.4
Traditional Crunch 12.2
Treasure Crunch 12.2
Hawaiian Crunch 12.4
Strong Exclusiv (doplnék stravy) 12.4
Koralovec jezaty a hliva ustfi¢na s meruiikovym olejem 11.9
Kftehké platky kukufi¢né s vlakninou, 65 g 12.2
Kiehké platky Ryzové, 65 g 12.0
Kukuti¢né ty¢inky, 70 g 12.2
Kiupky kukuficné, 90 g 12.0
Ktupky kukufi¢né s ptichuti slaniny, 90 g 12.3
Kiupky ryzové, 100 g 12.5
Kftehké platky Kukuticné se syrem, 65 g 12.4
Pohankova sekana - smés 13.4
Pohankovy dezert 11.5
Pohankova krupice 12.3
Spaldové kafe 12.1
Kukufi¢na polenta instantni 12.4
Jahly 12.4
Cizrna 12.3
Cervena ocka loupana 12.4
Ryzové pukance 13.1
Ryze dlouhozrmna natural 12.2
Ryze basmati natural 12.2
Rozinky sultanky 12.3

Hodnoty obsahu lepku v souboru vybranych potravin rostlinného ptvodu byly
vSechny az na koteni Adzika (tabulka ¢.1) pod hodnotou 20 mg lepku/kg potraviny uréené
k pfimé spotiebé. Tato hodnota je v souCasné dobé¢ limitni hodnotou, pokud chce vyrobce
oznacovat potraviny jako piirozené bezlepkové. U potravin deklarovanych jako bezlepkové
je tento limit 100 mg lepku/kg potraviny urcené k ptimé spotiebé.
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Tabulka ¢.4 Obsah proteinti bilku ve vybranych potravinach rostlinného ptivodu

Vzorek proteiny vaje¢ného | deklarovana piitomnost
bilku vajecnych bilkovin
(mg/kg)
Palacinky v prasku <0.5 -
Smés na pizzu >15.0 +
Bramborové knedliky v prasku <0.5 +
Ryze <0.5 -
Knemix - smés na houskové a ovocné knedliky >15.0 +
Sedlacka polévka Maggi 0.22 +
Zatkovy vajecné téstoviny-Siroké nudle >15.0 +
Cervené vino - Francie <0.5 -
Cervené vino - Italie <0.5 -
Jogurtovnik <0.5 -

Tabulka ¢.5 Obsah proteinti hoi€ice ve vybranych potravinach rostlinného pavodu

vzorek proteiny hoicice deklarovana pfitomnost hoic¢ice
mg/kg
Francouzsky dressing <0.42 -
Majolka <0.42 +
Marinada s chilli a ¢esnekem pikantni <0.42 +
Sladko-kyseld omacka <0.42 +
Kofenici ptipravek Gril Argentina >12.5 +
Maggi napady cesnek a bylinky <0.42 -
Kofteni Roznéni >12.5 +
Marinada pepft a hoicice >12.5 +
Maggi napady hoicice a smetana >12.5 +
Kofeni Pe¢ena masa <0.42 +
Telka provensalska <0.42 -
Ryze <0.42 -
Ovesné vlocky <0.42 -
Soja <0.42 -
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Tabulka ¢.6 Obsah B-laktoglobulinu ve vybranych potravinach rostlinného ptivodu

vzorek [-laktoglobulin
mg/kg
Chléb konzumni s kminem krajeny <0.20
Telka s provensalskym kotenim <0.20
Kyselé rybicky <0.20
Séjovy dezert merunkovy <0.20
Soéjovy dezert karamelovy <0.20
Ryze dlouhozrnna <0.20
Pseni¢na mouka <0.20
Cerealie-Cini Minis <0.20
Fruit action - ovocny napoj <0.20
Dzus <0.20
Olej <0.20
Letni rajska polévka <0.20
Bylinkové tofu <0.20
Hotka ¢okolada <0.20
Besipky - s vitaminem C <0.20
Perla <0.20
Zapékané kiupavé muesli s merunikami <0.20

Tabulka ¢.7 Obsah kaseinu ve vybranych potravinach rostlinného ptivodu

vzorek kasein deklarovana piitomnost
mg/kg mléka nebo kaseinatu
Pseni¢na mouka <1.0 -
Pohankova mouka <1.0 -
Bramborové kase s mlékem >30.0 +
Jihlavanka 3 v1 >30.0 +
Sm¢és na babovku >30.0 +
Muesli ¢okoladové s ofechy Emco <1.0 -
Bezlepkova smés na peceni Jizerka <1.0 -
Olej <1.0 -
Cukr <1.0 -
Ryze <1.0 -
Kecup <1.0 -
Kakao <1.0 -
Vegeta - kofeni <1.0 -
Kukufi¢na mouka <1.0 -
Sirup <1.0 -
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5.2. Metoda Western blot

Byla otestovana intensita imunoreakce metodou Western blot u dvou protilatek
(antiglycinin a anti-B-conglycinin) se vzorky plvodniho isolovaného glycininu
a B-conglycininu. Déle byly testovany tyto vyrobky: Tofu natural-s6ja s motskou soli, Tofu
zeleninové-sdja s moiskou soli a smési zeleniny, détsky parek-sdja 0,4 %,
mini klobéska-sdjova bilkovina 4 % a jako kontrola 1 spiSsky parek. V pifipadé isolované
bilkoviny glycininu i B-conglycininu davaly ob¢ protilatky antiglycinin i anti-B-conglycinin
positivni vysledky. U sojovych vyrobka Tofu natural a Tofu zeleninové byla reakce po
vyvolani protilatkami také positivni, zatimco u vyrobkil pouze s piidavkem so6ji (klobaska,
détsky parek) byla reakce vyrazné slabsi a teprve po diisledném odtucnéni téchto vzorka se
objevila intensivnéjsi reakce. Kontrolné byly sledovany i vzorky, kde bylo na obalu vyrobku
piimo garantovdno, ze neobsahuji soju. U spiSského parku byla tato reakce skutecné
negativni.

Testovanou metodou Western blot je mozno detekovat sledované alergeny pouze ve
vyrobcich, v nichz s6ja tvoii majoritni slozku.

Tabulka ¢.8 Vysledky metody imunoreakce metodou Western blot

Vzorek alergenni protein
glycinin -conglycinin

Tofu natural-s6ja s motskou soli + +

Tofu zeleninové — s6ja s motskou soli a smési + +
zeleniny

Détsky parek, sdja 0,4 % + +
Klobéska-s6jova bilkovina 4 % + +
Spissky parek - -

Legislativa tykajici se povinnosti vyrobcli potravin uvadét pritomné alergenni slozky
na obalu nefeSi konkrétni limity obsahu alergenti v potravinach, jako je tomu u lepku
v piipad¢ bezlepkovych potravin. Podle vzitych pravidel je za pozitivni ndlez (pozitivni
pritomnost alergenniho proteinu ¢i alergenni slozky) povazovan vysledek, kdy je obsah
alergenniho proteinu nebo slozky nad hodnotou 1. standardu dané¢ imunochemické soupravy.
Podle tohoto pravidla byly vSechny vzorky analyzovany na obsah [-laktoglobulinu negativni
(tabulka ¢.6). V ptipad¢ dalSich alergent byly vybrany i potraviny, kde vyrobce deklaroval
ptitomnost alergenni slozky — tabulky ¢.4, 5 a 7. V tabulce €. 4 je ptehled vyrobkd, u kterych
byl stanoven obsah proteini bilku. Jeden vyrobek (bramborové knedliky v prasku), kde
vyrobce deklaruje jako slozku susené vejce, vykazal hodnotu obsahu proteinii bilku pod
hodnotou 0,5 mg/kg. U vybranych potravin rostlinného ptivodu, kde byly jako alergenni
slozka sledovany proteiny hoi€ice, byla situace podobnd, a to hned u ¢tyt vyrobkl. Vyrobce
hoi¢ice neprokazala. V pfipad¢ stanoveni kaseinu (tabulka ¢. 7) byly u vSech vzorkd, kde
vyrobce deklaroval ptitomnost mlécné slozky, nalezeny hodnoty kaseinu nad hodnotou
posledniho standardu.
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6. Zavér

Z pohledu moznosti pouziti imunochemickych metod ke stanoveni vybranych
alergenll I1ze konstatovat, ze ELISA metody s pouZzitim uvedenych kitlh se osvédcCily a je
mozné je pouzivat k rutinnim stanovenim. Testovanou metodou Western blot je mozno
detekovat sledované alergeny pouze u vyrobkt, v nichZ s6ja tvoii majoritni slozku.

I z pohledu spotiebitelského je mozné vysledky stanoveni alergennich proteind
a vlastni praci se soupravami na stanoveni alergennich proteinli povazovat za uspokojivé.
Doslo k ptipadiim, kdy nebyl prokazan obsah alergenu, ackoli byl na obalu potraviny alergen
deklarovan. Tuto situaci by bylo mozné hodnotit jako nedodrZeni technologie vyroby nebo
receptury, spise se vSak jedna o preventivni opatfeni vyrobce pro ptipad nahodné kontaminace
vyrobku.

Studie miZe slouzit SZPI jako zakladni material poskytujici moZnost prokazat
pritomnost ¢i nepFitomnost vybranych alergeni v potravinach rostlinného pivodu na
¢eském trhu lékarim — alergologiim i pacientiim samotnym.
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