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1. UVOD

Tijekom posljednjih nekoliko desetlje¢a alergije na hranu predstavljaju ozbiljan problem javnog
zdravstva zbog njihove povecane ucestalosti. Alergije znacajno utjecu na kvalitetu Zivota osoba
koje od njih pate s obzirom na njihovu prirodu i potencijalnu opasnost po Zivot senzibiliziranih
pojedinaca. Buduci da je strogo pridrzavanje izbjegavanja konzumacije hrane koja sadrzi
alergene najvaznija preventivha mjera, od izrazitog je znacaja da prehrambeni proizvodi budu

jasno i nedvosmisleno oznaceni (Van Hengel, 2007).

Keksi i Cokolade su prehrambeni proizvodi u kojima se Cesto kao sastojci koriste kikiriki i
ljieSnjaci radi postizanja specificnog okusa, medutim alergeni kikirikija takoder mogu biti
prisutni u hrani i uslijed krizne kontaminacije prilikom koriStenja zajednickih proizvodnih
pogona, pri ¢emu se proizvodaci moraju pridrzavati dobre proizvodacke prakse kako bi pravilno

naveli moguénost nenamjernog prisustva alergenih sastojaka u hrani (Stein i sur., 2005).

Buduci da su mnoge studije pokazale kako je unos hrane koja sadrzi ¢ak 0,1 mg proteina
kikirikija sposoban izazvati simptome alergijske reakcije u senzibiliziranih pojedinaca, koje u
nekim slucajevima mogu biti opasne po zivot, razvijene su mnoge metode utvrdivanja njihovog
prisustva u hrani (Hourihane i sur., 1997; Taylor i sur., 2002; Wensing i sur., 2002). Ove
metode moraju biti visoko osjetljive i specifine, sposobne detektirati prisustvo alergena u
tragovima te je pozeljno da daju rezultate u kratkom vremenu i po pristupacnoj cijeni
(Lexmaulova i sur., 2013). Za detekciju alergena u prehrambenim proizvodima cesto se koriste
imunoenzimske metode kao Sto je ELISA (engl. Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay)

metoda, koja se temelji na specificnom vezanju antitijela i antigena (proteini kikirikija).

Cilj ovog rada bit ¢e odrediti udio potencijalnih alergena kikirikija u Cetiri uzorka kakaovog

praha i Cetiri uzorka instant kakaovih proizvoda primjenom ELISA testa.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. ALERGIJE NA HRANU
2.1.1. Mehanizam alergijske reakcije

Alergija na hranu se definira kao pretjerana reakcija imunosnog sustava Sto se opetovano
javlja nakon izlozenosti odredenoj vrsti hrane (Johannson i sur., 2004). UnatoC velikoj
izloZenosti potencijalnim alergenima kojima smo izlozZeni prilikom konzumiranja hrane, samo
mali broj genetski predisponiranih osoba razvije alergijsku reakciju na hranu. Procjenjuje se
da u zapadnim zemljama 1-10 % ukupne populacije ima neku vrstu alergije na hranu, a novija

istraZivanja ukazuju i na porast prevalencije nutritivnih alergija (Stimac i sur., 2014).

Mehanizam alergijskih reakcija moze biti posredovan imunoglobulin E antitijelima (IgE),
odnosno moze biti IgE zavisan (reaginski tip reakcije) i IgE nezavisan (imunokompleksni, kasni
i rijetko citotoksi¢ni tip reakcije) (VujoSevi¢ i sur., 2002). Bitno je od alergije na hranu
razlikovati intoleranciju na hranu buduéi da je ona neimunoloska reakcija koja moze biti
uzrokovana razli¢itim svojstvima hrane ili osjetljivos¢u domacina (primjer su metabolicke

bolesti, poput intolerancije na laktozu) (Sampson, 1999; 2004).

Imunoloska reakcija zapocinje kontaktom s alergenom koji se najéeS¢e odvija preko sluznice
probavnog sustava koja predstavlja ulazna vrata, ali i barijeru za antigene (alergene) koji se
unose hranom. Ostali moguéi nacini senzibilizacije su putem disnog sustava i koze (Sadi¢ i
Maltez Cati¢, 2013).

U slucaju imunosnog odgovora koji je posredovan IgE antitijelima, prilikom prvog kontakta s
antigenom (alergenom) iz hrane dolazi do senzibilizacije domacina. U kontaktu antigena s
limfocitima B dolazi do njihove aktivacije i diferencijacije aktiviranih B limfocita. Limfociti B
imaju na svojoj povrsini antitijela kao stani¢ne receptore. Kada se za receptor (antitijelo) veze
odgovarajuéi antigen on uzrokuje aktivaciju limfocita B, odnosno zapocinje njihovo dijeljenje
te stvaranje plazma stanica (koje izluCuju antitijela) i stanica s paméenjem. Stanice s
pamcenjem ce ostati u krvotoku te Ce isti antigen prepoznati pri svakom sljede¢em kontaktu,
a imunosni ¢e odgovor tada biti brzi i ucinkovitiji (Andreis i sur., 2010). Plazma stanice ¢e
izluciti antitijela IgE za specificni antigen u krvotok, koja e se vezati na membranu efektorskih
stanica imunosnog sustava (mastocita i bazofila) preko visokoafinitetnog receptora te

uzrokovati njihovu aktivaciju (Pevec i sur., 2011).

Aktivacija mastocita i bazofila je srediSnje zbivanje u nastanku alergijske upale, a iz aktiviranih

stanica se djelovanjem signalne kaskade oslobadaju razli¢iti upalni medijatori koji dovode do
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alergijske reakcije (Slika 1). Razlikujemo ranu i kasnu alergijsku reakciju. Kod rane se simptomi
najcesée pojavljuju brzo, unutar prvih 30 minuta od ingestije alergena, uslijed osobadanja
primarnih upalnih medijatora (histamin, triptaza, citokini) iz granula pohranjenih u efektorskim
stanicama. Histamin je glavni upalni medijator alergijske reakcije jer povecava propusnost
krvnih Zila, a triptaza razgraduje komponente vezivnog tkiva, ¢ime omogucéavaju ulazak upalnih
medijatora i stanica na mjesto reakcije (Pevec i sur., 2011). Histamin u konacnici moze
uzrokovati razlicite upalne procese, svrbez, kontrakcije glatkog misi¢ja krvnih Zila, probavnog
i diSnog sustava (Lehrer i sur., 1996). U nekim slucajevima nakon 6 do 72 sata od ingestije
alergena dolazi do kasne alergijske reakcije. Nju uzrokuju novonastali sekundarni upalni
medijatori, nastali nakon reagiranja antigena i antitijela, a medu najvaznijima se navode
prostaglandini, leukotrijeni, citokini i kemokini koji novace i aktiviraju druge upalne stanice
(Pevec i sur., 2011).

Simptomi

( 5_ alergijske = Histamin i druge
2 ;na:lcéﬁg:n:;makt Alergen reakcije ‘Jr/ molekule

DL

_, klefoat B ? ° o \
: : 9
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/\w\ - ElR) "5
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g (4)Ponovljeni kontakt

@ 7,@ ) s alergenom
\?@@.@ ' /
@) RO

Mastocit ol -

Slika 1. Pojednostavljeni prikaz mehanizma alergijske reakcije (Lewis, 1998)

2.1.2. Nutritivni alergeni

Nutritivni alergeni (antigeni) su po kemijskom sastavu najcesce proteini molekulske mase iznad
10 000 Da ili tvari vezane na proteine (hapteni) (Martinis, 2004). Hapteni su male molekule
koje same po sebi nisu imunogeni (ne izazivaju imunosni odgovor), vec to postaju tek nakon

vezanja na molekule nosace koje su imunogeni (proteini) (Andreis i sur., 2010).
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Prilikom kontakta s antigenom (alergenom), antitijela se specificno vezu za antigenske
determinante odnosno epitope, a dio antitijela odgovoran za vezanje na epitop se naziva
paratop (Andreis i sur., 2010). Veza epitopa antigena i paratopa antitijela ostvaruje se po
principu strukturne komplementarnosti i to nekovalentnim interakcijama (ionske, vodikove,

hidrofobne, Van der Waalsove) (Schroeder i Cavacini, 2010).

Intenzitet potencijalnog alergenog djelovanja se razlikuje izmedu proteina, polisaharida i lipida,

pri ¢emu su jaci alergeni proteina i polisaharida nego lipida (Martinis, 2004).

Najéesc¢i nutritivni alergeni koji su odgovorni za 90 % reakcija preosjetljivosti na hranu kod
djece su proteini prisutni u mlijeku, jajima, kikirikiju, soji i pSenici, dok su kod adolescenata i
odraslih za 85 % reakcija preosjetljivosti na hranu odgovorni proteini kikirikija, ribe, Skoljkasa

i orasastih plodova (Sampson, 1999).

Pojedini alergeni mogu imati homologne proteine ili strukturno vrlo sli¢ne epitope Sto dovodi
do njihovog vezanja s istim IgE protutijelima, a ta se pojava naziva krizna reakcija. Zbog toga
osobe koje su hipersenzibilizirane na jedan alergen, mogu reagirati i na drugi, a da prije toga
nisu s njime doSle u kontakt (Brandtzaeg, 2011). Primjerice, kod osoba s alergijom na pelud
breze moguca je i krizna reakcija na alergene kikirikija zbog strukturne sli¢nosti alergena

kikirikija Ara h 5 i alergena breze Bet v 2 (Wang i sur., 2013).

2.2. ALERGIJA NA KIKIRIKI

Kikiriki (Arachis hypogaea) je jednogodisnja biljka koja spada u porodicu leguminoza, odnosno
mahunarki (Fabacea). Izvorno kikiriki potjeCe iz Juzne Amerike, a danas je njegova
konzumacija rasirena u cijelom svijetu. Konzumiraju se oljustene cijele przene jezgre kikirikija
ili samljevene u razli¢itim vrstama snack proizvoda i proizvoda s kakao dijelovima radi
postizanja specificnog okusa. Cijela zrna se takoder preraduju za dobivanje ulja i maslaca od
kikirikija.

Mehanizam nastanka alergije na proteine kikirikija joS uvijek nije u potpunosti razjasnjen, no

poznato je da je to jedan od najceséih oblika reakcije posredovane IgE (EFSA, 2014).

Obicno se alergija na kikiriki prvi puta javlja u ranoj zivotnoj dobi. Prema nekim istrazivanjima
89 % alergijskih ispitanika mlade je od 18 godina, a prosjecna dob oboljelih je 5 godina. Vecina
djece dozivljava prvu alergijsku reakciju na proteine kikirikija u dobi od 14 mjeseci, a u 74 %
sluajeva prve reakcije pojavljuju se pri prvom poznatom izlaganju alergenima (Sicherer,

2001). Alergija na kikiriki je ¢es¢a kod djece nego kod odraslih (Grundy i sur., 2002; Hourihane,
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2011). U posljednjih nekoliko desetlje¢a ucestalost i ozbiljnost alergijskih reakcija na kikiriki je
u porastu, a tome pridonosi i njegovo sve ranije uvodenje u prehranu kod djece. Djeca su
osobito ugrozena skupina buduéi da nedeklarirani tragovi kikirikija uslijed krizne kontaminacije

mogu biti skriveni u ¢okoladi, snack proizvodima i keksima (Husain i Schwartz, 2012).

Bududi da jo$ uvijek ne postoji dovoljno ucinkovita terapija lijekovima za tretiranje alergije na
kikiriki, vec je naglasak na prevenciji kontakta s doti¢nim alergenom, svakodnevica alergi¢ne
osobe se sastoji od pazljivog citanja deklaracija prehrambenih proizvoda kako bi se izbjegla

konzumacije hrane koja sadrzi alergen.

Alergijski odgovor moze uslijediti ve¢ nekoliko minuta nakon ingestije alergena, a ovisno o dozi
i osjetljivosti pojedinca moze varirati od blage iritacije koZe do po Zivot opasne anafilakticke
reakcije. NajceSce zabiljezeni simptomi su osip, crvenilo i otok koze, suzenje ociju, nosa ili
oteZano disanje koji ne traju duze od jednog dana. U nekim sluCajevima moZe se javiti i najtezi
oblik alergijske reakcije, a to je anafilakticki Sok koji ukoliko se ne potrazi hitna medicinska
pomo¢ moze imati fatalan ishod. Kao posljedica anafilaktickog Soka, uslijed oticanja sluznice
dolazi do znacajnog suzenja i/ili zatvaranja diSnih puteva, nesvjestice uslijed nedostatka kisika,
znacajnog pada krvnog tlaka, disritmije i prestanka rada srca, kome i u konacnici smrti (BosSnir
i sur., 2009). O ozbiljnosti alergijskih reakcija svjedoCi i podatak da je u Velikoj Britaniji od 37
zabiljezenih smrtnih slucajeva izazvanih hranom izmedu 1992. i 2000. godine, deset uzrokovala

konzumacija kikirikija (Pumphrey, 2000).

Neki autori ukazuju i na sluCajeve prerastanja alergije na kikiriki (Hourihane i sur., 1998;
Vander Leek i sur., 2000; Spergel i sur., 2000). Provedena studija sugerira da tolerancija moze
biti postignuta nakon 4 do 5 godina izbjegavanja konzumacije hrane koja sadrzi alergen
(Skolnick i sur., 2001). Prema podacima nekoliko studija, tolerancija se postiZze kod otprilike

20 % osoba, no zabiljezeni su i slucajevi ponovne senzitizacije (Fleischer i sur., 2004).

Osim genetskih predispozicija, kulturoloske prehrambene navike i priprema hrane takoder
predstavljaju vazan ¢imbenik u prevalenciji nutritivnih alergija u svijetu. Usporedujuéi Kinu i
SAD, gdje je jednaka konzumacija kikirikija po glavi stanovnika, u Kini gotovo da i nije prisutna
alergijska reakcija na kikiriki (Hill i sur., 1999). Kinezi uglavhom pripremaju kuhani kikiriki ili
przen u ulju, dok Amerikanci jedu iskljucivo suho przeni kikiriki u ¢ijem procesu pripremanja

temperatura od 180 °C stupnjeva pridonosi alergenosti proteina kikirikija (Chung i sur., 2003).



2.1.1. Alergeni kikirikija

Alergeni sastojci kikirikija su njegovi proteini, Ciji udio u jezgri kikirikija iznosi 24-30 %
(Lexmaulova i sur., 2013). Jezgra kikirikija sadrzi viSe od 50 razli¢itih proteina, od kojih njih 19

vezuje IgE iz krvnog seruma ispitanika alergicnih na kikiriki (Clarke i sur., 1998).

Proteini kikirikija Ara h 1 i Ara h 2 su identificirani joS poCetkom devedesetih godina (Burks i
sur., 1991b; 1992a), te su najéesée proucavani. Proteini Ara h 1, Ara h 2 i Ara h 3 se smatraju
glavnim alergenima jezgre kikirikija (Burks i sur., 1998). Ara h 1 Cini otprilike 20 %, a Ara h 2
10 % svih proteina jezgre kikirikija (De Meulenauer i sur., 2005). Ara h 1 i Ara h 2 su prepoznati
od strane IgE kod 70-90 % osoba alergicnih na kikiriki, a Ara h 3 je prepoznat od strane 45 %
osoba alergi¢nih na kikiriki (Flinterman i sur., 2007). Svi alergeni kikirikija s pripadajuc¢im

molekulskim masama su prikazani u tablici 1.

Proteini kikirikija nisu osjetljivi na uobicajene postupke termickog procesiranja hrane te
zadrzavaju svoj alergeni karakter i nakon zagrijavanja. Vezivna svojstva proteina kikirikija za
IgE pojacavaju se nakon prZenja, vjerojatno zbog strukturnih modifikacija molekula proteina
(EFSA, 2004.) Za razliku od przenja, hidrolizom s proteolitickim enzimima osjetljivost IgE na

alergene kikirikija Ara h 1, Ara h 2 i Ara h 3 je smanjena (Cabanillas i sur., 2011).

Tablica 1. Alergeni kikirikija (Arachis hypogaea ) (EFSA, 2014)

[E]

Alergen Biokemijski naziv Superohiteli/obiteli Molekulska masa
Arahl 78 Globulin(tip vicilina) Kupin 6

Arahl Konglutin (25 albumin) Prolamin 17

Arah 3 115 Globulin (legumin) Kupin 60.34 (fragment)
Arah 5 Profilin Profilin 15

Arah§ Konslutin (28 albumin) Prolamin 15

Arah7 Eonglutin (25 albumin) Prolamin 15

ArahB PRE-10 Bet-vl 17

Arah?9 ns-LTP Prolamin 98

Arah 10 Oleozin Oleozin _ 16 ™

Arah 11 Olzozin Oleozin 14

Arah12 Defenzin - 8 kDa (reducirajuca)

12 ¥Da (nersducirajuca)

5.154 kDa (masa)
Arah 13 Defenzin - 8 kDa (reducirajuéa)

11 kDa (nereducirajuca)

5.472 kDa (masa)

() Molelulska masa odredena SDS-PAGE metodom
b): kDa.



2.3. 0ZNACAVANIE ALERGENA U HRANI
2.3.1. Alergeni i zakonska regulativa

Oznacavanje, reklamiranje i prezentiranje hrane su najvazniji oblici komunikacije subjekta u
poslovanju s hranom (koji hranu stavlja na trziste) s potrosacem, te su ujedno i jedno od
najsloZenije zakonski reguliranih podrucja vezanih uz hranu. Davanje informacija o sadrzaju
prehrambenih proizvoda unutar Europske unije regulirano je Uredbom (EU) br. 1169/2011
Europskog parlamenta i Vije¢a o informiranju potrosaca o hrani, a koja se od 13. prosinca
2014. primjenjuje i u Hrvatskoj. Uredba je donesena kako bi se pojednostavili postojeci propisi
0 oznacavanju hrane te pruzile potrebne informacije potrosacima o sastojcima prisutnim u

prehrambenim proizvodima (Uredba EU, 2011).

Informacije o hrani podrazumijevaju skup informacija koje se odnose na hranu, a dostupne su
krajnjem potrosacu putem etiketa, drugog popratnog materijala ili na neki drugi nacin,
ukljucujuéi sredstva moderne tehnologije ili verbalne komunikacije. Subjekti u poslovanju
hranom se moraju pridrZzavati prakse postenog informiranja, odnosno potroSacu pruziti
informacije o hrani koje su tocne, jasne, lako razumlijive te nisu obmanjujuce (Uredba EU,
2011).

Pruzanjem informacija o hrani se treba posti¢i visoka razina zastite zdravlja i interesa
potroSaca, a vazan aspekt za zdravlje potrosaca koji pate od alergija i intolerancija na hranu
predstavlja oznacavanje sastojaka prehrambenih proizvoda koji mogu izazvati alergijsku
reakciju (Uredba EU, 2011). Prehrambeni proizvodi koji sadrze alergene sastojke, a koji nisu
navedeni na deklaraciji proizvoda, nisu sigurni za skupinu potrosaca s alergijom na hranu, te

se kao takvi ne smiju stavljati na trziste (Van Hengel, 2007).

Ako alergeni sastojak ili njegov derivat nije jasno naveden u imenu ili to ne proizlazi iz same
vrste proizvoda, alergen se mora jasno navesti u popisu sastojaka proizvoda. Naziv
potencijalnog alergenog sastojka mora biti naglasen uporabom vrste pisma koje se jasno
razlikuje od vrste pisma kojim je pisan ostatak popisa sastojaka, primjerice razli¢itim slovima,
stilovima ili pozadinskim bojama (Uredba EU, 2011).

2.3.2. Navodi u okviru informacija o hrani koji se odnose na alergene

U sklopu dobrovoljnih informacija o hrani subjekti u poslovanju hranom mogu dobrovoljno iz
predostroznosti informirati potroSate o mogucoj i nenamjernoj prisutnosti u hrani tvari ili
proizvoda koji uzrokuju alergije ili intolerancije (Uredba EU, 2011). Razliciti izrazi sluze za

navodenje i upozoravanje kao Sto su primjerice: sadrzi tragove (alergen), moze sadrzavati



(alergen), proizvedeno na proizvodnoj liniji gdje i (alergen), proizvodi se u tvornici koja takoder
koristi (alergen) (Kolari¢ Kravar, 2016).

Ovakve informacije mogu biti prisutne kod proizvoda u kojima alergeni nisu sastojci nego u
njemu mogu biti prisutni uslijed krizne kontaminacije prilikom upotrebe zajednickih proizvodnih
pogona. Ovakav nacin oznacavanja vodi nedosljednom pristupu od strane subjekta u
poslovanju hranom te potencijalno ukazuje i na nemoguénost kontrole tehnoloskih procesa od

strane proizvodaca, te loSu proizvodacku praksu u proizvodnii i skladistu (Van Hengel, 2007).

Potrosaci Zele jasne i dosljedne izjave s obzirom na deklariranje prisutnosti alergena u hrani,
a izrazi poput "Proizvodi se u tvornici u kojoj se koristi (alergen)" nisu razumljivi Sirokoj
populaciji potrosaca jer zahtijevaju poznavanje tehnoloSkog procesa kako bi se mogla
procijeniti potencijalna mogucnost kontaminacije te u konacnici dovode potrosaca u dilemu

ima li alergena u proizvodu ili nema (Van Hengel, 2007).

Potrosaci s alergijama na hranu se zbog prekomjernog nepotrebnog koriStenja oznaka
predostroznosti od strane proizvodaca Cesto susrecu s vrlo ograni¢enim izborom "sigurnih"
prehrambenih proizvoda, odnosno proizvoda koji prema deklaraciji ne sadrze potencijalne
alergene. Postoji moguénost da ¢e u tom slucaju potrosaci koji pod svaku cijenu Zele izbjeci
konzumaciju hrane koja sadrzi alergene u konacnici i odustati od kupovine proizvoda (Van
Hengel, 2007).

Druga mogucnost je da potrosaci pogresno tumace i povezuju razliCite izraze vezane uz
moguce prisustvo alergena s razlicitim razinama rizika (Kolari¢ Kravar, 2016). Istrazivanje
provedeno 2009. godine u Ujedinjenom Kraljevstvu je pokazalo kako veci broj roditelja djece
koje pate od alergija na hranu izbjegava kupovinu proizvoda s navodom "MoZe sadrzavati
(alergen)", u odnosu na proizvod s navodom "Moze sadrzavati tragove (alergen)" (Noimark i
sur., 2009).

Jos jedna mogucnost je ignoriranje upozorenja o moguéem prisustvu alergena od strane
potrosaca. Istrazivanje iz 2007. godine je pokazalo kako se potrosaci sve ceSce odlucuju
ignorirati ovu vrstu navoda na deklaraciji te se tako potencijalno izlazu nepotrebnom riziku
(Hefle i sur. 2007). Za potroSace su najprihvatljivije jasne negativne ("Nije prikladno za
alergic¢ne osobe") ili pozitivne ("Ovaj proizvod je bez (alergen)") izjave na deklaraciji proizvoda
(Van Hengel, 2007).

Upotreba oznaka predostroznosti trenutacno nije regulirana te joS nije dokazano u kojoj mjeri

prehrambeni proizvodi s takvim navodima na deklaraciji doista i sadrze alergene sastojke i



upotrebljava li se ova vrsta oznacavanja ispravno kao posljednje sredstvo, ili kako bi
proizvodadi hrane prikrili loSe higijenske uvjete i time se ogradili od odgovornosti i izbjegli

potencijalne tuzbe od strane potrosaca (Van Hengel, 2007).
2.4. ELISA METODA U ODREDIVANJU NUTRITIVNIH ALERGENA
2.4.1. Opcenito o ELISA metodi

Imunoenzimski ELISA test (engl. Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) sluzi za kvalitativno i
kvantitativno odredivanje antigena. Temelj ELISA metode je reakcija specificnog vezanja
antitijela i analiziranog antigena iz uzorka, te spektrofotometrijsko mjerenje nastale reakcije,

do koje dolazi zbog promjene boje (Butorac i sur., 2013).

U osnovi ELISA metode postoje dvije reakcije: imunoloska i kemijska. Imunolosku reakciju
predstavlja reakcija antigena i antitijela koja nije vidljiva, a reakcija enzima i supstrata
predstavlja kemijsku reakciju, pri ¢emu se bezbojni supstrat oboji i reakciju ucini vidljivom i

mjerljivom (Engvall i Perlmann, 1971).

ELISA je vrlo osjetljiva i selektivna metoda koja omogucuje kvantifikaciju analita prisutnog i u
vrlo niskim koncentracijama u analiziranom uzorku, zbog ¢ega ima rasirenu primjenu u
prehrambenoj industriji u analizama kojima se utvrduje odgovara li sastav prehrambenog
proizvoda njegovoj deklaraciji i je li u skladu sa zakonskim propisima. ELISA testovi se takoder
koriste u detekciji kontaminanata, alergena, GMO-a te utvrdivanju autenti¢nosti prehrambenih

proizvoda.

ELISA test omogucuje detekciju analita koji moze biti protein, ugljikohidrat ili lipidni spoj za
koji je moguée proizvesti odgovarajuca antitijela (Butorac i sur. 2013). Koristi se pri
odredivanju alergena u hrani kao Sto su mlijeko, kikiriki, ljeSnjak i jaja te kontaminaciju

mikroorganizmima, pesticidima i antibioticima (Chen i sur., 2012).
2.4.2. Vrste ELISA testova

Postoji viSe razli¢itih tehnika imunoloskog odredivanja pomocu ELISA testa: direktna ili
"sendvi¢", indirektna, konkurentna i nova viSestruka i prijenosna metoda pomocu
mikrotitarskih ploca (Butorac i sur., 2013). U analizi prehrambenih proizvoda se najcescée

primjenjuju setovi koji se temelje na "sendvi¢" ELISA tehnici i konkurentnoj ELISA tehnici.



1) Direktna ili "sendvi¢" ELISA

Kod ovog oblika testa primarno antitijelo specificno za analizirani alergen je imobilizirano na
dnu mikrotitarske ploCe. Za njega ¢e se vezati antigen iz analiziranog uzorka, ukoliko je u
njemu prisutan. Nakon koraka ispiranja kojim se uklanja nevezani antigen, dodaje se konjugat
koji sadrzi sekundarna antitijela specificna za analizirani antigen koja su obiljezena enzimom.
Ova antitijela se vezu za imobilizirani kompleks antitijela i antigena. Nakon dodatka bezbojnog
supstrata dolazi do njegovog prevodenja u obojeni produkt koje je katalizirano enzimom (Slika
2). Intenzitet nastalog obojenja reakcijske otopine je proporcionalan koli¢ini prisutnog antigena

u analiziranom uzorku (Tizard, 1996).

"Sendvic" ELISA

Ispiranje Ispiranje Ispiranje
—_— ——y i’{ {?'E —_— ‘glﬁE_}, ?I‘;
MikrojaZica s Dodatak uzorka i Dodatak i vezanje Dodatak bezbojnog
imobiliziraim vezanje antitijela sekundarnog antitijela supstrata i njegovo
primarnim s analiziranim obiljefenog enzimom s prevodenje u
antitijelima antigenom, nastalim kompleksom obojeni produkt
specifitnim za ukoliko je antitijela i antigena. katalizirano
analizirani prisutan u uzorku. enzimom.
antigen.

Slika 2. Pojednostavljeni prikaz "sendvic" ELISA testa (Anonymous 1, 2015)
2) Konkurentna ELISA

Kod ovog oblika ELISA testa antigen je imobiliziran za dno jaZice mikrotitarske ploce. U
pojedinu jazicu se dodaje odredena koli¢ina primarnog antitijela i slobodnog antigena (iz
uzorka), ¢ime dolazi do kompeticije izmedu slobodnog antigena (iz uzorka) i imobiliziranog
antigena za stvaranje kompleksa s antitijelom. Prednost za vezanje s primarnim antitijelom
ima antigen iz analiziranog uzorka, ukoliko ga u njemu ima, jer prvi dolazi u kontakt s
antitijelom. Nakon koraka ispiranja kojim se uklanja nevezani antigen dodaje se sekundarno
antitijelo obiljezeno enzimom koje prepoznaje i veze se za nastali antigen-antitijelo kompleks.
Dodatkom bezbojnog supstrata za enzim dolazi do njegovog prevodenja u obojeni produkt
koje katalizira enzim (Slika 3). Ukoliko u uzorku nisu prisutni antigeni, antitijelo obiljezeno
enzimom pokazuje maksimalno vezanje za imobilizirani antigen, Sto rezultira velikom
apsorpcijom nastalog obojenog produkta. Sto je veca koli¢ina slobodnog antigena u uzorku
vedi je i stupanj inhibicije vezanja antitijela obiljezenih enzimom za imobilizirani antigen.
Koncentracija analiziranog antigena je u ovom slucaju obrnuto proporcionalna intenzitetu

obojenja otopine (Besler i sur., 2002).
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Konkurentna ELISA _— ~__
> o

Ispiranje Ispiranje
Smjesa primarnog Ha % e
antitijela i slobodnog AT ) L we o ) \b‘_;‘;:h_l_j,
antigena (uzorak). Dodatak smjese u Dodatak sekundarnog Dodatak bezbojnog
jazicu s imobiliziranim antitijela obiljezenog supstrata i njegovo
antigenom. enzimom koje prevodenje u obojeni
Kompeticija izmedu prepoznaje nastali produkt katalizirano
slobodnog (uzorak) i antigen-antitijelo enzimom.
vezanog antigena za kompleks.
stvaranje kompleksa s
antitijelom.

Slika 3. Pojednostavljeni prikaz konkurentnog ELISA testa (Anonymous 1, 2015)
2.4.3. Komercijalno dostupni ELISA testovi za odredivanje alergena kikirikija

U danasnje vrijeme na trzistu su dostupni setovi za ELISA test razli¢itih proizvodaca koji za
detekciju pojedinih alergena koriste razlicite vrste ELISA testa ("sendvic" ELISA, konkurentna
ELISA). Antitijela koja se primjenjuju u testu proizvode se imunizacijom razli¢itih Zivotinja
donora (zec, mis, koza, konj, ovca, kokoS) (Poms i sur., 2005). KoriStenjem monoklonskih
antitijela moguca je detekcija pojedinog epitopa antigena (alergena), dok je koriStenjem
poliklonskih antitijela moguca detekcija svih epitopa koje nosi alergen (Goodwin, 2004). Razlike
u komercijalno dostupnim ELISA testovima su prisutne i u pogledu zahtjeva za pripremu samog
uzorka i pH primijenjenog ekstrakcijskog pufera dostupnog u setu, ¢ime se utjeCe na
ucinkovitost ekstrakcije proteina iz matriksa uzorka, koja je izuzetno bitna za daljnju analizu.
Testovi pojedinih proizvodaca se takoder razlikuju u otopinama standarda kikirikija koje se
koriste za izradu bazdarne krivulje, tako neki testovi kao standard koriste procisceni ekstrakt
proteina kikirikija, a neki sadrze ukupni topljivi ekstrakt proteina kikirikija (Zeleny i Schimmel,
2010).

Osjetljivost, limit detekcije i kvantifikacije analitickog sustava za detekciju alergena u in vitro
uvjetima bi trebao biti dovoljno nizak kako bi omogucio detekciju alergena u uzorku koja
potencijalno moze izazvati alergijsku reakciju kod hipersenzibiliziranih osoba. Zbog toga bi
granice detekcije komercijalno dostupnih ELISA testova za detekciju pojedinih alergena u hrani
trebale biti od 1 do 100 mgkg™. Trenutno su na trzistu dostupni ELISA testovi za odredivanje
alergena kikirikija s limitom detekcije za Ara h 1 od 0,1 mgkg?, za Ara h 20,5 mgkg' i za
proteine kikirikija 2,5 mgkg™. Limit kvantifikacije za Ara h 1 i Ara h 2 varira u rasponu od 1-20
mgkg? i 1-15 mgkg?, odnosno 3,3-90 mgkg™ za proteine kikirikija (Fielder i sur., 2010).
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. MATERIJAL

3.1.1. Uzorci

Tijekom ovog istrazivanja analizirana su Cetiri uzorka kakaovog praha razliCitih proizvodaca te

Cetiri uzorka instant kakaovih proizvoda razlicitih proizvodaca. Navedeni uzorci su kupljeni na

zagrebackom trzistu te su svakom pridruzene sljedece oznake: od KP1 do KP4 za kakaov prah,

a od IKi do IK4 za instant kakaov proizvod.

3.1.2. Laboratorijska oprema i pribor

Prilikom provedbe analiza koriSteni su sljedeéi uredaiji:

analiticka vaga (YMC Cho, tip JK-180 Mikrotehna, Zagreb)

centrifuga (Rotofix 32A, Hettich, Njemacka) (Slika 4)

ELISA-Citac s filterom od 450 nm i racunalnim programom Gen 5, Bio Tek Instruments
(Slika 5)

vodena kupelj (INKO, Zagreb)

vortex (VWR, tip VV3).
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Slika 4. Centrifuga

3 I

Slika 5. ELISA cita¢ mikrotitarskih ploca
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Laboratorijsko posude i pribor:

e boca Strcalika

e automatska jednokanalna pipeta
e nastavci za pipetu

e Falcon epruvete

e Spatula

e laboratorijska ¢asa od 100 mL

o laboratorijska ¢asa od 250 mL

e odmijerna tikvica od 10 mL

e odmjerna tikcica od 200 mL

e Erlenmeyerove tikvice

e stakleni lijevak

o stakleni Stapic¢

o filtar-papir

e set od 8 mikrojazica

o mikrotitarska ploca, AgraQuant, Romer Labs, Austrija

e staniCevina.

3.1.3. Reagensi

e Ekstrakcijski pufer; AgraQuant, Peanut, Extraction & Sample Dilution Buffer, Romer
Labs, Austrija

e Pufer za ispiranje; AgraQuant, Peanut, Wash Buffer, Romer Labs, Austrija

e Konjugat; AgraQuant-Peanut Enzyme, Romer Labs, Austrija

e "Stop" otopina; AgraQuant-Stop Solution, Romer Labs, Austrija

o filtrat otopine uzorka.

3.2. METODE RADA
3.2.1. Priprema otopina reagensa

Razrijedena otopina ekstrakcijskog pufera i pufera za ispiranje pripremljena je u kolicini

potrebnoj za navedeni broj uzoraka.

U odmjernu tikvicu je otpipetiran koncentrat ekstrakcijskog pufera te je razrijeden s

destiliranom vodom u omjeru 1:10 i uskladisten pri 4°C do upotrebe.
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Otopina pufera za ispiranje je pripremljena razrjedivanjem koncentrata pufera za ispiranje s

destiliranom vodom u omjeru 1:10 te je uskladiStena pri 4°C.

Pripremljene otopine su neposredno prije upotrebe izvadene iz hladnjaka te temperirane na

sobnoj temperaturi prije koriStenja.

3.2.2. Priprema otopina uzoraka

Izuzet je reprezentativni uzorak svakog pojedinog kakaovog praha i instant kakaovog
proizvoda te je odvagnuto 1 g uzorka na analitickoj vagi u Falcon epruvetu. Uzorak je zatim
razrijeden dodatkom 20 mL ekstrakcijskog pufera te vorteksiran do potpune homogenizacije.
Tako dobivena suspenzija uzorka je prenesena u vodenu kupelj i inkubirana pri 60 °C petnaest

minuta, uz potresanje svake dvije minute kako bi se izbjeglo taloZenje.

S ciljem dobivanja bistrog supernatanta, dobivena je suspenzija zatim podvrgnuta
centrifugiranju (Slika 4) na 10 minuta pri 2 000 okretaja. Buduci da nakon provedenog
centrifugiranja nije dobiven potpuno bistri supernatant, on je dekantiran i dodatno profiltriran
u Erlenmeyerovu tikvicu. Dobiveni bistri filtrat je prikupljen kako bi se u njemu odredio udio

potencijalnih alergena kikirikija ELISA testom.

3.2.3. ELISA test
3.2.3.1. Princip odredivanja

AgraQuant test za kikiriki koji je koristen tijekom ovog istrazivanja, prema principu odredivanja
se ubraja u "sendvi¢" ELISA test. Alergeni kikirikija se primjenom ekstrakcijskog pufera
prethodno ekstrahiraju iz ¢vrstog uzorka, a zatim se otopina uzorka nanosi na mikrojazice na
Cijoj su povrsini imobilizirana primarna antitijela. Dolazi do vezanja alergena kikirikija iz uzorka
i antitijela, a nakon koraka ispiranja kojim se uklanjaju nevezani antigeni se u mikrojazice
dodaje konjugat. Konjugat je enzimom obiljezeno sekundarno antitijelo koje reagira s
imobiliziranim kompleksom alergena i primarnog antitijela. Nakon odredenog vremena
inkubacije slijedi ponovno ispiranje mikrojazica te dodatak kromogenog supstrata za enzim,
prilikom ¢ega dolazi do razvoja plave boje otopine. Nakon inkubacije se reakcija zaustavlja
dodatkom "stop" otopine u mikrojazice, pri ¢emu dolazi do promjene boje otopine iz plave u
Zutu, a intenzitet nastalog obojenja se mjeri spektrofotometrijski pri 450 nm. Buduéi da je

izmjerena apsorbancija izravno proporcionalna koncentraciji alergena kikirikija u uzorku, na
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temelju prethodno izradenog bazdarnog dijagrama standarda kikirikija (Slika 7) odreduje se

udio potencijalnih alergena kikirikija u uzorku (mgkg).
3.2.3.2. Postupak odredivanja

Na mikrotitarsku plocu je postavljen set mikrojazica s imobiliziranim primarnim antitijelom.
Koristenjem jednokanalne pipete s odgovarajuéim nastavcima je u svaku mikrojazicu
otpipetiran alikvot od 100 pL filtrata pojedinog uzorka. Za svaki uzorak koriSten je novi

nastavak za pipetu te je sadrzaj nastavka u potpunosti ispusten u pojedinu mikrojazicu.

Mikrotitarska plo¢a s mikrojaZicama je zatim inkubirana 20 minuta pri sobnoj temperaturi bez
pomicanja, kako bi se izbjegla kontaminacija iz jedne mikrojazice u drugu. Zatim je sadrzaj
mikrojazica ispraznjen izokretanjem mikrotitarske ploce s mikrojazicama za 180° na nekoliko
slojeva staniCevine postavljenih na ravnu povrsinu. Potom je u svaku mikrojaZicu otpipetiran
zadani volumen razrijedenog pufera za ispiranje, nakon ¢ega je sadrzaj mikrojaZica ispraznjen
izokretanjem mikrotitarske ploce te lupkanjem na slojeve stanicevine s ciliem uklanjanja
zaostale tekucine iz mikrojazica. Postupak ispiranja je ponovljen te je svaka mikrojazica isprana

ukupno pet puta koristenjem razrijedenog pufera za ispiranje.

Nakon toga je u svaku mikrojazicu otpipetirano 100 WL konjugata te inkubirano pri sobnoj
temperaturi 20 minuta bez pomicanja stalka s mikrojaZzicama. Sadrzaj mikrojazica je ispraznjen
izokretanjem mikrotitarske ploCe na povrSinu sa stani¢evinom, a mikrojaZice su pet puta
isprane s razrijedenim puferom i dobro osusene lupkanjem o stanicevinu kako bi se uklonili

mjehuridi zraka.

Zatim je u svaku jazicu otpipetirano 100 L supstrata te inkubirano 20 minuta u tami pri sobnoj

temperaturi.

Nakon provedene inkubacije u tami, u svaku je jaZicu otpipetirano 100 pL "stop" otopine Sto

je dovelo do promjene boje otopine u jazicama iz plave u Zutu.

Kako bi se izmjerio intenzitet nastalog obojenja, mikrotitarska ploca s mikrojazicama (Slika 6)
je pazljivo prenesena do Citaca s filterom od 450 nm (Slika 5) te je pokrenut racunalni program
za oCitavanje apsorbancije. Izmjerene vrijednosti apsorbancije za svaku pojedinu mikrojaZicu

su oCitane i zabiljezene.
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Udio alergena kikirikija u svakom pojedinom uzorku je odreden pomocu prethodno izradenog
bazdarnog dijagrama standarda kikirikija (Slika 7). Za izradu bazdarnog dijagrama su bile

koriStene otopine standarda koncentracija 0, 1, 4, 10, 40 mgkg™.

Slika 6. Mikrotitarska plo¢a s mikrojaZicama

1,400
A-45ﬂnrn
1,200 4
1,000 +
0,800 4
0,600 4
0,400

0,200 1

0,000 - v r
0 1 4 10 40
Koncentracija standarda kikirikija [mgkg1]

Slika 7. Bazdarna krivulja standarda kikirikija
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3.2.4. Obrada podataka

Rezultati koji su dobiveni provodenjem mjerenja analizirani su pomoc¢u programa Microsoft
Excel 2016. Dobivenih rezultati su prikazani koriStenjem standardnih metoda deskriptivne

statistike i to kao srednja vrijednost (X), prosjecna vrijednost i standardna devijacija (SD).
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4. REZULTATI I RASPRAVA

Tijekom ovog istraZivanja su ELISA metodom odredeni potencijalni alergeni kikirikija u Cetiri
uzorka kakaovog praha te Cetiri uzorka instant kakaovih proizvoda razlicitih proizvodaca, sa
zagrebackog trzista. Uzorci kakaovog praha oznaceni su oznakama KP1, KP2, KP3, KP4, a uzorci
instant kakaovih proizvoda oznakama IK:, IK;, IK3, IKs. Rezultati odredivanja udjela

potencijalnih alergena kikirikija (mgkg™) su prikazani u tablicama 2-5.

Za potrebe kvantitativnog odredivanja alergena kikirikija u ispitivanim uzorcima, u ovom
istrazivanju primijenjen je set za ELISA test AgraQuant Peanut Assay Ciji je proizvoda¢ Romer
Labs iz Austrije. Limit detekcije ovog ELISA testa iznosi 0,10 mgkg™, a detektirani udio alergena

kikirikija je izrazen u mgkg™.

Usporedno s rezultatima ELISA testa su za svaki pojedini uzorak i tablicno prikazani navodi s

deklaracija koji su upucivali na eventualno prisustvo alergena.

Rezultati odredivanja potencijalnih alergena kikirikija u uzorcima kakaovog praha nalaze se u
tablici 2.

Tablica 2. Udio (mgkg™) alergena kikirikija u uzorcima (n=4) kakaovog praha

Uzorak Udio alergena kikirikija [mgkg]
(srednja vrijednost + SD)
KP1 0,37 + 0,000
KP2 <LOD*
KP; 0,47 £ 0,010
KP4 0,64 + 0,010
Prosjecna vrijednost 0,37
Raspon 0,37-0,64

*limit detekcije (eng. Limit Of Detection)

U tri od ukupno Cetiri uzorka kakaovog praha detektirano je prisustvo alergena kikirikija. Udio
alergena kikirikija u uzorku "KP;" nalazi se ispod limita detekcije (LOD) testa, odnosno maniji
je od 0,10 mgkg. Pri tome na deklaraciji ovog proizvoda nema navoda za moguce prisustvo

alergena kikirikija.

Najnizi udio alergena kikirikija detektiran je u uzorku "KPi" te iznosi 0,37 mgkg™. Najvisi

detektirani udio alergena kikirikija je u uzorku "KP4" te iznosi 0,64 mgkg?, sto je donekle i

19



ocekivano bududi da je u okviru informacija o hrani proizvoda navedeno da moze sadrzavati
tragove nekoliko razliCitih alergena, iako medu njima nije izriCito naveden kikiriki. Buduci da
kikiriki ne spada u skupinu orasastih plodova, vec¢ u skupinu leguminoza, prema Uredbi (EU)
br. 1169/2011 je svrstan u zasebnu skupinu alergena (Kikiriki i proizvodi od kikirikija). Sukladno
tome navod o mogucoj prisutnosti orasastih plodova u tragovima se ne odnosi na kikiriki.
Prosjecna vrijednost detektiranog udjela alergena kikirikija u uzorcima kakaovog praha je 0,37
mgkg.

Tablica 3. Navodi u okviru informacija o hrani analiziranih uzoraka kakaovog praha vezani uz

prisustvo alergena

Uzorak Navod vezan uz prisustvo alergena
KP1 (nema navoda)
KP (nema navoda)
KP3 (nema navoda)
KP4 "Moze sadrzavati gluten, jaja, mlijeko i orasaste plodove u tragovima"

U tablici 4 su prikazani rezultati odredivanja alergena kikirikija u uzorcima instant kakaovih

proizvoda.

Tablica 4. Udio (mgkg) alergena kikirikija u uzorcima (n=4) instant kakaovih proizvoda

Uzorak Udio alergena kikirikija [mgkg]
(srednja vrijednost + SD)
IKi 0,26 + 0,005
IK2 <LOD
IKs 0,15 + 0,005
IK4 0,14 + 0,000
Prosjecna vrijednost 0,14
Raspon 0,14-0,26

Najnizi udio alergena kikirikija detektiran je u uzorku "IKs" te iznosi 0,14 mgkg™, a najvisi je
detektiran u uzorku "IKi" te iznosi 0,26 mgkg, pri ¢emu na deklaracijama oba proizvoda nisu
postojali navodi o mogucem prisustvu alergena. U uzorku "IK>" se udio potencijalnih alergena
kikirikija nalazio ispod limita detekcije testa. Prosjecna vrijednost detektiranog udjela alergena

kikirikija u uzorcima instant kakaovih proizvoda je 0,14 mgkg™. U tri od Cetiri analizirana uzorka
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su detektirani alergeni kikirikija iako niti na jednoj deklaraciji proizvoda nije navedeno da

proizvod moze sadrzavati tragove kikirikija.

Tablica 5. Navodi u okviru informacija o hrani analiziranih uzoraka instant kakaovih proizvoda

vezani uz prisustvo alergena

Uzorak Navod vezan uz prisustvo alergena
IK4 (nema navoda)
IK> ""MoZze sadrzavati mlijeko"
IK3 "Moze sadrzavati mlijeko u tragovima"
IK4 (nema navoda)

Iz dobivenih rezultata prikazanih u tablicama 2. i 3. vidljivo je kako je u uzorcima kakaovog
praha ELISA testom detektiran visi udio alergena kikirikija (prosje¢na vrijednost 0,37 mgkg™)
nego u uzorcima instant kakaovih proizvoda (prosjecna vrijednost 0,14 mgkg™). Mogucdi razlog
tomu je taj Sto instant kakaovi proizvodi sadrze manju koli¢inu kakaovih dijelova (sadrzaj kakao
praha prema deklaraciji analiziranih proizvoda se kretao u rasponu od 16 do 25 % kakaovog
praha smanjene masti) od kakaovog praha pa je stoga i manja vjerojatnost da je doslo do

znacajnije kontaminacije potencijalnim alergenima kikirikija.

Posebno ugrozenu skupinu s obzirom na alergiju na kikiriki predstavljaju djeca, a s obzirom na
to da oni Cesto konzumiraju proizvode koji sadrze kakaov prah (primjerice Cokolada) i napitke
s instant kakaovim proizvodima, osobito su izloZeni skrivenim alergenima u ovim proizvodima

koji u njima mogu biti prisutni uslijed krizne kontaminacije.

Prema nekim istraZivanjima minimalna doza alergena kikirikija koja moZze izazvati kratkotrajne
simptome alergijske reakcije u hipersenzibiliziranih pojedinaca je 0,1 mg alergena kikirikija,
dok teske sistemske reakcije uzrokuje ingestija 5 mg alergena kikirikija (Hourihane i sur.,
1997).

Detektirani udio potencijalnih alergena kikirikija u analiziranim uzorcima instant kakaovih
proizvoda kretao se u rasponu od 0,14-0,26 mgkg!, a preporuCena doza za serviranje
pojedinacnog napitka je 13-15 g. Na temelju toga moZe se pretpostaviti da konzumacija instant
kakaovih proizvoda teoretski ne bi trebala izazvati alergijsku reakciju kod hipersenzibiliziranih

pojedinaca, no unato¢ tome potrebno je biti na oprezu.
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5. ZAKLJUCAK

Na osnovu prikazanih rezultata i provedene rasprave, mogu se donijeti sljedeci zakljucci:

1. Imunoemzimska ELISA metoda koristena je za detekciju potencijalnih alergena kikirikija u
uzorcima kakaovog praha i instant kakaovih proizvoda. Od ukupno osam analiziranih uzoraka,

u njih Sest su ELISA testom detektirani potencijalni alergeni kikirikija.

2. Udio alergena kikirikija u analiziranim uzorcima kakaovog praha se kretao u rasponu od 0,37
do 0,64 mgkg™, dok se u uzorcima instant kakaovih proizvoda kretao u rasponu od 0,14 do
0,26 mgkg™. Promatrajuci prosjecne vrijednosti, u uzorcima kakaovog praha detektiran je visi
udio (0,37 mgkg) alergena kikirikija u odnosu na uzorke instant kakaovih proizvoda (0,14
mgkg).

3. Najvisi udio potencijalnih alergena kikirikija (0,64 mgkg™) detektiran je u uzorku kakaovog
praha "KP4", pri ¢emu je u okviru informacija o hrani proizvoda navedeno kako moze sadrzavati

tragove orasastih plodova, medutim bez navoda o sadrzaju kikirikija.
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Izjava o izvornosti

Izjavljujem da je ovaj zavrsni rad izvorni rezultat mojeg rada te da se u njegovoj

izradi nisam Koristio drugim izvorima, osim onih koji su u njemu navedeni,
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