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6. LITERATURA



1. UVOD

Alergije na hranu predstavljaju vazan javnozdravstveni problem u razvijenim zemljama. U
zadnjem desetljecu primijecen je porast ucestalosti i ozbiljnosti alergijskih reakcija. Razlog za
porast slu¢ajeva alergija na hranu zadnjih godina nije jo§ u potpunosti poznat. Pretpostavlja se
kako promjene u nadinu Zivota, a Samim time i promjene prehrambenih navika i nacina
pripreme hrane te sloZen sastav prehrambenih proizvoda vjerojatno imaju utjecaja, dok neki
autori kao objasnjenje predlazu ,higijensku hipotezu“. Alergije na hranu mogu se
manifestirati Sirokim spektrom simptoma koji mogu varirati, od kroni¢nih gastrointestinalnih
problema do ozbiljnih, po zivot opasnih anafilakti¢kih reakcija.

S obzirom da ne postoji sigurna i1 ucinkovita terapija u lijeCenju alergija na hranu,
jedina prevencija nezeljenih imunoloskih reakcija u alergi¢nih osoba je potpuno izbjegavanje
hrane na koju su osjetljivi. Stoga je pravilno deklariranje hrane i pruzanje potpunih, to¢nih i
lako razumljivih informacija nuzno kako bi alergi¢ne osobe svoj odabir hrane mogle
prilagoditi svojim prehrambenih potrebama. Prema vazeéem zakonodavstvu Europske unije,
svi sastojci prehrambenih proizvoda moraju biti deklarirani s posebnim naglaskom na
alergene. Osim $to alergeni mogu biti prisutni namjerno, kao sastojak proizvoda, oni se u
proizvodu mogu naci i kao posljedica krizne kontaminacije prilikom proizvodnje.

U mesnoj industriji koriste se razli¢iti proteini biljnog i zivotinjskog porijekla s ciljem
postizanja zeljenih tehnoloskih 1 organoleptickih svojstava, nutritivne vrijednosti te nize
cijene proizvoda. Gluten, soja, proteini mlijeka i goruSica najceS¢e se koriste, a ujedno
pripadaju skupini osnovnih alergena hrane. Njihova prisutnost u mesnim proizvodima,
ukoliko nisu jasno istaknuti na deklaraciji proizvoda, moZe predstavljati potencijalnu opasnost
po zdravlje potroSaca alergi¢nih na te sastojke.

U svrhu detekcije prisutnosti alergena u prehrambenim proizvodima nuzno je
provoditi analize pouzdanim analiti¢kim metodama. Njihova primjena nuzna je radi provjere
uskladenosti sa deklaracijama i1 zaStite zdravlja 1 interesa potroSaca. Trenutno najcesce
koriStena metoda za detekciju alergena u hrani je ELISA ¢ije su prednosti jednostavnost,
osjetljivost 1 specificnost.

U ovom radu, primjenom ELISA metode, analizirat ¢e se prisutnost alergena glutena,
soje, gorusice 1 proteina mlijeka u razli¢itim vrstama mesnih proizvoda razli¢itih proizvodaca,
zastupljenih na trzistu Republike Hrvatske. Ujedno ¢e se istraziti oznacavaju li proizvodaci

eventualno prisutne alergene u skladu sa vazeCom zakonskom regulativom.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. ALERGIJE NA HRANU

Alergije na hranu poznate su ve¢ dugo, no tek su krajem 20. stolje¢a prepoznate kao vazan
javnozdravstveni problem. Istrazivanja u zadnjih desetak godina pokazala su kako 4-8 %
djece i 2-4 % odraslih u razvijenim zemljama pati od alergija na hranu §to znatno smanjuje
njihovu kvalitetu Zivota (Ward, 2015). Pojavnost alergija na hranu mijenja se s dobi, a
mijenjaju se i alergeni koji je izazivaju. Ce$¢e su u prvim godinama Zivota zbog jo$
nedovoljne zrelosti imunoloskog sustava. Kod djece, Ceste su alergije na mlijeko, jaja,
Kikiriki, soju, pSenicu, morsku ribu, a kod odraslih na kikiriki, orasaste plodove, morsku ribu i
voce. Alergije na hranu mogu se javiti u svakoj zivotnoj dobi, a javit ¢e se ¢eS¢e u osoba koje
ve¢ imaju sklonost alergijama na druge supstancije (tzv. atopi¢ne konstitucije) (HAH, 2009).

Alergija na hranu definirana je kao $tetna, imunoloski posredovana reakcija koja se
javlja kao posljedica konzumacije ili kontakta s odredenom hranom. Pogada osobe koje su
osjetljive ili senzibilizirane na specificni alergen iz hrane koji je inace normalno toleriran od
ostatka populacije. Za osobe alergi¢ne na odredeni sastojak hrane, konzumacija tog sastojka,
¢ak i u minimalnim koli¢inama (10-100 mgkg™) mozZe prouzrogiti po Zivot opasne reakcije
(Ward, 2015).

Opcenito, hrana moze prouzrokovati razli¢ite tipove Stetnih reakcija (Slika 1), no s
aspekta javnog zdravstva i sigurnosti hrane, najznacajnije su one prilikom kojih imunoloski
sustav stvara IgE antitijela kao posljedica alergena iz hrane (FDE, 2013). Takve reakcije
povezuju se s brzim razvojem simptoma (reakcija tipa | ili trenutna preosjetljivost), najéesée u
roku od nekoliko minuta do dva sata. Simptomi stani¢no-posredovanih reakcije se razvijaju
nakon nekoliko sati ili dana (reakcije tipa IV ili kasna preosjetljivost), a te reakcije mogu
imati ulogu i u celijakiji. Simptomi alergija na hranu ukljuCuju: probavne smetnje
(povracanje, proljev), probleme respiratornog sustava (rinitis, astma), probleme s krvozilnim
sustavom (edem, hipotenzija), kozni simptomi (urtikarija, atopi¢ki dermatitis), a u nekim
slu¢ajevima po zivot opasni anafilakticki Sok (Alves i sur., 2016).

Pritom je nuzno razlikovati alergiju od intolerancije jer se u praksi ¢esto zamjenjuju,
iako se radi o razli¢itim problemima. Kod intolerancije ne dolazi do reakcije antigen-antitijelo
i uglavnom se pojavljuje radi urodenih enzimskih defekata kod ljudi (Martinis, 2004).
Ukljucuje reakcije na razlicite komponente hrane, poput laktoze, histamina ili na razliCite

aditive u hrani (Lawley i sur., 2008).



NEZELJENE REAKCIJE NA HRANU

v v v
ATLERGIJE NA HRANU AUTOIMUNE INTOLERANCIJE NA HRANU
(Imunoloski posredovane) (Celijakija) (Neimunoloski posredovane)
v Y v v v v
IgE Mjesovite Stanicno Enzimske Farmakoloske Ostale/nepoznate
posredovane posredovane
(IgE 1 stani¢no
posredovane)

Slika 1. Podjela nezeljenih reakcija na hranu (EFSA, 2014)

2.1.2. Mehanizam IgE posredovanih alergijskih reakcija

Prema klasifikaciji po Gellu i Coombsu, imunoloski mehanizmi alergijskih reakcija se dijele u
4 tipa, a medijatori koji nastaju u tim reakcijama dovode do oStecenja tkiva i klinickih
manifestacija (Anonymous 1, 2014). Prema istoj klasifikaciji, kao $to je ranije navedeno,
vecina alergijskih reakcija na hranu pripada reakcijama tipa I (iako su reakcije tipa III i IV
isto uobicajene) (Poms i sur., 2004).

Opcenito, ¢ovjekov imunoloski sustav stvara imunoglobuline, poput IgA, 1gG, IgM i
IgE koji imaju sposobnost prepoznavanja i vezanja stranih molekula poput onih u
mikroorganizmima, parazitima te tvari iz okoline poput peluda ili proteina iz hrane (Mills i
sur., 2009). Prilikom alergijske reakcije preosjetljivosti tipa I tijelo stvara IgE odgovor protiv
odredenih stranih tvari poput alergena iz hrane Sto dovodi do alergijskih reakcija na hranu
(Lawley i sur., 2008).

Sve alergijske reakcije sastoje se od dvije faze; senzibilizacije i izazivanja reakcije.
Tijekom faze senzibilizacije, prilikom koje je osoba prvi put izlozena antigenu (alergenu),
imunoloski sustav (B stanice) prepoznaje alergeni sastojak hrane (gotovo uvijek protein) kao
stranu tvar, §to rezultira nizom metabolic¢kih reakcija koje dovode do stvaranja IgE antitijela i
njihovu distribuciju kroz tijelo. Svaki alergeni protein moze imati viSe strukturnih aktivnih
strana ili konformacijskih epitopa koji reagiraju sa covjekovim imunoloskim sustavom. IgE se
vezu za povrsinu specifi¢nih tipova stanica, uglavnom mastocita (Crevel i Cochrane, 2008). U
navedenoj prvoj fazi nema simptoma, medutim ponovnim unosom doticnog alergena u
organizam dolazi do reakcije (Taylor i Hefle, 2001). U fazi izazivanja reakcije, alergen se

povezuje s IgE antitijelom vezanim na povrsinu mastocita u tkivima ili bazofila u krvi i potice
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izlu€ivanje kemijskih medijatora poput histamina. Medijatori se otpusStaju u tkiva i1 krv i
uzrokuju simptome alergijskih reakcija sto se odvija prilikom svakog sljedeceg izlaganja
alergenu (FAO, 2001).

2.2. ALERGENI 1Z HRANE

Alergeni iz hrane su uglavnom proteini, iako postoji moguénost da se drugi sastojci hrane
ponasaju kao hapteni, male molekule koje ulaze u interakciju s proteinima iz hrane ili
proteinima tijela i izazovu da isti postanu alergeni (FAO, 2001). Veéina alergena iz hrane su
alergeni tipa I, proteini ili glikoproteini topljivi u vodi veli¢ine 10-70 kD otporni na toplinu,
zelucanu kiselinu 1 proteaze (primjerice kazein iz mlijeka, vilicin iz kikirikija ili ovomukoid iz
jaja) (Alves i sur., 2016). Mogu nepromijenjeni uc¢i u organizam (¢ak i nakon termicke
obrade) te zbog svoje izuzetne otpornosti, kod senzibiliziranih osoba izazvati sistemske
alergijske reakcije. Ovakvi alergeni nazivaju se kompletnim nutritivnim alergenima (Pevec,
2007).

Alergeni tipa Il (nekompletni) su termolabilni i osjetljivi na procese u probavnom
sustavu, stoga se vrlo brzo denaturiraju. Uzrokuju simptome jedino kad je hrana konzumirana
sirova, a lokalizirani su jedino na sluznicu usne Supljine jer daljnjim prolazom kroz probavni
trakt dolazi do gubitka alergogenih svojstava, stoga u principu nemaju sposobnost senzibilizacije
organizma. Medutim, u organizmu koji je prethodno (inhalacijskim ili kontaktnim putem)
senzibiliziran na neki krizno-reaktivni alergen, mogu izazvati simptome. Primjer
nekompletnog nutritivnog alergena je Mal d 1 iz jabuke, koji inducira simptome oralnog
alergijskog sindroma u osoba senzibiliziranih na Bet v 1 iz breze (Pevec, 2007).

Unatoc¢ tome $to je poznato otprilike 170 sastojaka koji uglavnom uzrokuju alergijske
reakcije (iako u teoriji svaka hrana moze izazvati alergiju ukoliko je osoba na nju osjetljiva),
vecina alergijskih reakcija posljedica je konzumacije alergena iz skupine ,,osnovnih alergena“
(Burks i sur., 2012). Zakonodavstvo Europske unije naglasava Cetrnaest specifi¢nih alergena
koji se koriste (kao sastojci ili pomoéne tvari) u proizvodnji ili pripremi hrane (ukljucujuéi i
pica) 1 prisutni su u gotovom proizvodu ¢ak i u promijenjenom obliku, a o ¢ijoj prisutnosti
informacije moraju biti pruzene potrosacu (Vodi¢, 2015). Sli¢na regulativa postoji primjerice
u SAD-u, Kanadi, Australiji i Novom Zelandu.

Popis tvari ili proizvoda koji uzrokuju alergije ili netolerancije nalazi se u Prilogu I1.
Uredbe (EU) br. 1169/2011 Europskog parlamenta 1 Vije¢a od 25. listopada 2011. o
informiranju potrosaca o hrani (u daljnjem tekstu: Uredba (EU) br. 1169/2011).



Popis ukljuduje: 1. Zitarice koje sadrze gluten (p$enica, raZ, je¢am, zob, pir, kamut ili njihovi
krizanci, te proizvodi od tih zitarica); 2. Rakovi i proizvodi od rakova; 3. Jaja i proizvodi od
jaja; 4. Riba i riblji proizvodi; 5. Kikiriki i proizvodi od kikirikija; 6. Zrna soje i proizvodi od
soje; 7. Mlijeko 1 mlijecni proizvodi (ukljucujuéi laktozu); 8. OraSasto voce, tj. bademi,
kvinslandski orasi te njihovi proizvodi; 9. Celer i njegovi proizvodi; 10. Gorusica i proizvodi
od gorusice; 11. Sjeme sezama i proizvodi od sjemena sezama; 12. Sumporni dioksid i sulfiti
pri koncentracijama veéim od 10 mg/kg ili 10 mg/L racunati kao ukupni SO,; 13. Lupina i

proizvodi od lupine; 14. Mekusci i proizvodi od mekusaca, uz neke iznimke (Uredba, 2011).

2.2.1. Zitarice koje sadrzZe gluten i njihovi proizvodi

Gluten je smjesa proteina netopivih u vodi koji se nazivaju glutelinima i prolaminima (HAH,
2009). Kada je rije¢ o glutenu, najces¢e govorimo o pSeni¢nom glutenu koji je definiran kao
elasti¢an protein koji se sastoji uglavnom od glutenina i glijadina (prisutni su i albumini i
globulini), a predstavlja ostatak nakon ispiranja Skroba iz pSeni¢nog brasna. Glijadini
pripadaju skupini skladi$nih proteina bogatih prolaminima (EFSA, 2014).

U literaturi se uglavnom govori o alergiji na pSenicu, medutim i druge zitarice kao §to
su jeam, raz, zob, krupnik ili pir ili spelta, kamut ili njihovi hibridi, a koje sadrze sli¢ne
prolaminske frakcije, takoder izazivaju alergijske reakcije, te ukoliko je detektirana alergija na
pSenicu, savjetuje se izbjegavanje i navedenih Zitarica (HAH, 2009). Hibridi poput tritikala
(pSenorazi) ili derivati poput slada takoder sadrze gluten. Prolaminske frakcije prisutne su u
razi kao sekalin, hordein u jemu 1 avenin u zobi 1 kolektivho se nazivaju ,,gluten®
(Biesiekierski i sur., 2013). Unato¢ tome $to zob sadrzi male koli¢ine prolaminske frakcije
(avenina) i1 ne predstavlja opasnost, prilikom prerade se Cesto kontaminira Zitaricama koje
sadrze gluten (najceS¢e jeCam), stoga se osjetljivim osobama preporuca izbjegavanje zobi.
Vazno je napomenuti kako i drugi proteini iz Zitarica (koje sadrze i ne sadrze gluten) mogu
uzrokovati alergijske reakcije, no naglasak je na Zitaricama koje sadrze gluten, prateci Prilog
I1. Uredbe (EU) br. 1169/2011 (EFSA, 2014).

NajraSirenija primjena glutena je u pekarskoj industriji, no njegova no vrlo ¢esto se
primjenjuje prilikom proizvodnje mnogih drugih prehrambenih proizvoda zbog razli¢itih
korisnih svojstava (utjecaj na teksturu, senzorska svojstva, toplinsku stabilnost) i niZe cijene

nego $to je imaju primjerice proteini soje ili mlijeka (Day i sur., 2006).



Opcenito, poremecaji vezani uz gluten dijele se u tri osnovna oblika: alergijski
(alergija na pSenicu, anafilakSija uzrokovana vjezbanjem i pekarska astma), autoimuni
(celijakija) 1 vjerojatno imunoloski posredovani (ne-celijaki¢na preosjetljivost na gluten)
(Misak, 2014). Celijakija je autoimuna bolest koju karakterizira specifi¢na preosjetljivost
organizma na prolaminsku frakciju glutena. Kada osoba oboljela od celijakije unese hranu
koja sadrzi gluten, on potice imunoloski sustav na reverzibilno uniStavanje mukoze tankog
crijeva. Klinicka iskustva ukazuju da alergija na pSenicu nije Cesta pojava, no nema to¢nih
brojc¢anih podataka kojima bi se izrazila uCestalost (HAH, 2009). Alergija na pSenicu moze
biti IgE-posredovana te se moze ocitovati kao urtikarija, angioderma, anafilaksija, mucnina,
povracanje, dijareja, alergijski rinitis 1 zaclepljenje bronhija. Alergija moze biti i
neposredovana IgE antitijelima (reakcija kasne preosjetljivosti), a razvija se nekoliko sati ili
dana nakon unosa antitijela. lako postoje vanjske sli¢nosti izmedu alergije posredovane IgE
antitijelima i drugih nezeljenih reakcija na proteine Zitarice, potrebno ih je medusobno
razlikovati (HAH, 2009).

U svakodnevnom zivotu, zivot s celijakijom i alergijom na gluten je slican — jedini
uspjeSan tretman za obje bolesti je izbjegavanje hrane koja sadrzi gluten te zamjena tih
zitarica sa proizvodima koji ne sadrze glutenske proteinske frakcije, kao Sto su riza ili
kukuruz. Proizvodaci hrane moraju imati dobre sustave kontrole i sljedivosti, te pravilno
oznacavati prisustvo potencijalnih alergena u hrani, kako kod ljudi koji su alergi¢ni ne bi
izazvali neZeljenu alergijsku reakciju te kako bi takve osobe mogle provoditi kvalitetne
restriktivne ili eliminacijske dijete (HAH, 2009).

U tu svrhu, Europska komisija izdala je Provedbenu uredbu Komisije (EU) br.
828/2014 od 30. srpnja 2014. o zahtjevima za informiranje potroSaca o odsutnosti ili
smanjenoj prisutnosti glutena u hrani u (u daljnjem tekstu: Provedbena uredba Komisije (EU)
br. 828/2014) prema kojoj se hrana moze oznacavati kao:

- “bez glutena” (ako je sadrzaj glutena u hrani kao gotovom proizvodu manji od 20

mgkg™)

-« vrlo mali sadrzaj glutena” (ako ne sadrzava koli¢inu glutena visu od 100 mgkg™ u

gotovom proizvodu) (Provedbena uredba, 2014).

2.2.2. Soja i proizvodi od soje

Soja (Glycine max) je jestiva leguminoza iz porodice Fabaceae. Zrno soje sadrzi oko 20 %

ulja i 38-40 % proteina (EFSA, 2014). Proizvodi soje bogati su na proteinima i esencijalnim
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aminokiselinama stoga se Cesto uvode u prehranu u najranijoj zivotnoj dobi, posebice kod
djece koja pokazuju intoleranciju ili alergiju na kravlje mlijeko (HAH, 2009). Soja i proizvodi
(soja sos, tofu, tempeh 1 mnogi drugi) konzumiraju se najéesée u Aziji i SAD-U, a Cesta su
namirnica u vegetarijanskoj prehrani. Soja i preradevine soje takoder se koriste u
prehrambenoj industriji u svrhu pobolj$anja teksture, stabilizacije emulzija te kao jeftini izvor
proteina, osobito prilikom proizvodnje mesnih, pekarskih i konditorskih proizvoda (EFSA,
2014).

Alergija na soju i njene proizvode manifestira se na razne nacine — od enterokolitisa pa
sve do trenutnih IgE-posredovanih reakcija, koje mogu uzrokovati pojavu akni, angioderme,
rinitisa, dijareju, zadepljenja nosa i atopijski dermatitis (HAH, 2009). Sest proteina u SOji
prepoznati su kao alergeni: proteini ljuske (Gly m 1 and Gly m 2), profilin (Gly m 3), a
transportni protein (Gly m 4), f -konglicinin (Gly m 5) i glicinin (Gly m 6) (Taylor i sur.,
2015). Medutim, ¢ini se da za razliku od kikirikija, koji kao i soja pripada porodici
leguminoza, alergija na soju vrlo rijetko izaziva ozbiljne reakcije koje mogu dovesti do
anafilaktickog Soka i1 smrti. Neke studije su pokazale da je potrebna 100 puta veéa
koncentracija sojinih proteina u odnosu na koncentraciju drugih alergena kako bi se izazvala
ista alergijska reakcija organizma (HAH, 2009). Veéina osoba alergi¢nih na soju razvije
otpornost za zivota (EFSA, 2014). S obzirom da je prevalencija alergija na soju mala i
simptomi uglavnom blagi, neki autori predlazu iskljucivanje soje sa liste glavnih alergena
(Taylor i sur., 2015).

Radi visokog udjela ulja u zrnu soje, soja se uzgaja i radi proizvodnje ulja. Rafinirano
sojino ulje ne izaziva alergijske reakcije 1 sadrzi izrazito male koli¢ine sojinih
proteina/alergena. Vrlo Cesto koristena preradevina soje je sojin lecitin, koji se koristi kao
stabilizator i emulgator prilikom proizvodnje hrane, lijekova i drugih proizvoda. Lecitin je
kompleksna smjesa fosfolipida, glikolipida i masnih kiselina, ali prilikom proizvodnje lecitina
mogu¢ je zaostatak proteina koji mogu prouzrociti alergijske reakcije u osjetljivih osoba
(EFSA, 2014).

Potrebno je posebno obratiti pozornost Citanje deklaracija jer su proizvodi iz soje
postali najc¢esce koriSteni aditivi u suvremenoj industrijskoj proizvodnji hrane, s naznakom da
ne izazivaju svi proizvodi jednake reakcije (HAH, 2009). Istrazivanja su pokazala kako
termicko tretiranje, visoki hidrostatski tlak i fermentacija mogu smanjiti alergenost sojinih
proteina (EFSA, 2014).



2.2.3. Mlijeko i mlije¢ni proizvodi

Mlijjeko 1 mlije¢ni proizvodi izvor su proteina, masti, vitamina i minerala i imaju vaznu ulogu
u prehrani. Unato¢ navedenom, mlijeko i mlije¢ni proizvodi mogu kod pojedinaca izazvati
alergiju ili intoleranciju. Alergija na mlijeko predstavlja neZeljenu imunolo$ku reakciju na
proteine mlijeka razli¢itih vrsta sisavaca, osobito na kravlje, kozje i ovcje, pretezito kod djece
(EFSA, 2014). Mlije¢ni Secer (laktoza) razlog je pojave intolerancije ili nepodnosSenja laktoze
zbog nedostatka enzima laktaze u probavnom sustavu koja razgraduje laktozu. Sastojci
mlijeka, koji se koriste kao aditivi u mnogim prehrambenim proizvodima, takoder su izvor
alergije i/ili intolerancije, stoga je veliki broj hrane skriveni izvor alergena (HAH, 2009).
Proteini mlijeka dijele se na proteine sirutke (beta-laktoglobulin i alfa-laktoalbumin
kao glavni alergeni) te kazein (alergeni o, B, v, x kazeini) (Immer i Lacorn, 2015). Reakcija
na proteine iz mlijeka u ljudskom organizmu ukljuuje imunolosku reakciju. Najvise su
izloZzena dojencad i mala djeca, buduci da su proteini mlijeka prvi strani proteini s kojima se
susreée organizam dojenceta. Na srecu, preosjetljivost na mlijeko ¢esto nije trajni poremecaj

(HAH, 2009).
2.2.4. GorusSica i proizvodi od goruSice

Gorusica pripada porodici kupusnja¢a i premda postoji Cetrdesetak razli¢itih podvrsta, u
prehrani se upotrebljava sjeme tri osnovna tipa gorusSice: crna gorusica (Brassica nigra L.),
zatim smeda (Brassica juncea L.) te bijela gorusica (Sinapis alba L.). Prah gorusice koji se
obi¢no koristi mjesavina je mljevenog zrna bijele i crne goruSice. Najpoznatiji proizvod
gorusice je senf koji se naj¢esce upotrebljava kao dodatak jelima, u pripremi mesnih jela ili
umaka. Najznacajnija tvar je glikozid sinigrin, koji se u vodi uz sudjelovanje enzima
mirozina, koji se takoder nalazi u sjemenci, razgraduje u alilno gorusi¢ino ulje i grozdani
Secer. Osim navedenog, u sjemenci se nalazi masno ulje, bjelan¢evine i sluz (HAH, 2009).
Dva glavna alergena u gorusici (Sina 1l i Braj 1) su sli¢na i pripadaju bjelanéevinama
(2 S albuminima), koje su otporne na visoke temperature i enzimatsku razgradnju. Alergijske
reakcije na goruSicu ukljucuju poremecaje od opasnog anafilaktickog Soka da oralnog
alergijskog sindroma, preko povracanja, teSko¢a u disanju, oticanja, mucnine, Zzarenja.
GorusSica se smatra jednim od najces¢ih alergena u odredenim europskim zemljama. Poznate
su alergijske reakcije izazvane vrlo malim koli¢inama gorusice (0ko 1 mg), a u nekim

slu¢ajevima dovoljna je samo kontaminacija posuda za kuhanje (HAH, 2009).



2.3. METODE ODREDIVANJA ALERGENA U HRANI

Pouzdane metode za detekciju 1 kvantifikaciju alergena u hrani nuzne su kako bi se osigurala
uskladenost deklaracija sa zakonskom regulativom vezanom za oznacavanje hrane.
Primjenjuju se razliCiti pristupi kako bi se detektirala prisutnost alergenih sastojaka u
prehrambenim proizvodima, ovisno o alergenu koji se zeli odrediti, matriksu i1 primjenjenim
tehnoloSkim postupcima, stoga se ne moze svaka metoda primijeniti u svaku svrhu. Nekim
metodama se odreduje specificni alergeni protein ili njih nekoliko (direktna analiza), dok se
nekima odreduje DNA kao indikator alergenog sastojka (indirektna analiza) (EFSA, 2014).
Odredivanje alergena u hrani moze biti ponekad komplicirano jer su Cesto prisutni u
tragovima i maskirani drugih komponentama hrane (Poms i sur., 2004). S obzirom na
navedeno, analiticke metode moraju biti vrlo specifi¢ne, osjetljive, robusne i pouzdane

(Taylor i sur., 2009).

Tablica 1. Pregled najcesée koristenih metoda za analizu alergena u hrani (prilagodeno prema
EFSA, 2014)

Analiza proteina Analiza DNA
Fizikalno-kemijske metode | Imunoloske metode PCR metode
(1D/2D) SDS elektroforeza | ELISA End-point PCR
HPLC Imunoblotting Real-time PCR
Kapilarna elektroforeza ,,Rocket* imunoelektroforeza PCR-ELISA
Masena spektrometrija ,,Lateral-flow* uredaj DNA biosenzori

Imunokromatografske trakice (,,dipsticks®) | DNA mikro¢ipovi
Dot-imunoblotting
Proteinski biosenzori

Proteinski mikroc¢ipovi

2.3.1. Analiza proteina

Analiza proteina najcesée se provodi imunoloskim metodama (najvise ELISA metodom), a
primjenjuju se i fizikalno-kemijske metode (Tablica 1). Imunoloske metode podrazumijevaju
primjenu antitijela za prepoznavanje specifi¢nog alergenog proteina (EFSA, 2014). Pritom se

koriste razli€iti tipovi antitijela koja mogu biti monoklonalna i poliklonalna. Monoklonalna su
9



visoko specificna za odredeni epitop ciljanog antigena, primjerice R5 antitijelo protiv
odredenog epitopa glijadina/glutena koje se koristi u ELISA metodi. Poliklonalna nisu
specificna, ve¢ imaju mogucnost prepOzZnavanja vise epitopa na proteinu i otporniji su na
modifikacije proteina, a ujedno im je cijena proizvodnje niza stoga se CeS¢e koriste U
testovima za analizu alergena (Monaci i Visconti, 2010). Serum poliklonalnih antitijela moze
se koristiti za detekciju jednog proteina ili smjese alergenih proteina iz hrane (Taylor i sur.,
2009).

Analiza imunoloskim metodama moze se provoditi direktno na smjesu proteina
ELISA metodom, ,lateral-flow* uredajima, imunokromatografskim trakicama, ,,rocket®
imunoelektroforezom, dot-imunoblottingom te proteinskim mikro¢ipovima ili biosenzorima,
koje predstavljaju brze ,,screening® metode (EFSA, 2014). S obzirom da se one provode bez
prethodne separacije proteina, moze doé¢i do krizne reaktivnosti S drugim alergenima ili
drugim komponentama hrane i dovesti do lazno pozitivnih rezultata (Monaci i Visconti,
2010). Analiza imunoloskim metodama moze ukljucivati i prethodnu separaciju proteina
jedno- ili dvodimenzionalnom elektroforezom, HPLC metodom ili kapilarnom elektroforezom
proteina, popra¢enom imunoblottingom (EFSA, 2014).

Masena spektrometrija (engl. Mass Spectrometry, MS) je analiticka metoda koja
razdvaja ione u plinskoj fazi pod visokim vakuumom uslijed utjecaja elektricnog ili
magnetskog polja, a razdvojeni ioni se detektiraju prema omjeru mase i naboja m/z. Na
temelju snimljenog spektra moguce je odrediti sastav ispitivanog uzorka. Masena
spektrometrija, u kombinaciji s tehnikama poput 2D-elektoforeze (SDS-PAGE) ili
kromatografije (tekucinske ili plinske) za preliminarnu separaciju proteina, uz koristenje baze
podataka alergena za njihovu identifikaciju, predstavlja pouzdanu metodu za detekciju i
identifikaciju alergena (EFSA, 2014). Najveci potencijal ove metode lezi u moguénosti
istovremene analize viSe alergena (screening). Takoder, za razliku od imunoloskih metoda,
procesiranje hrane manje utjee na samu analizu s obzirom da MS detektira masu, a ne
strukturu proteina koja se Cesto mijenja tijekom procesiranja. Nedostatci ove metode su jo$

uvijek veliki troSkovi opreme i potreba za stru¢nim osobljem (FDE, 2013).

2.3.2. DNA analize

Metode temeljene na DNA analizi ne analiziraju protein direktno ve¢ detektiraju gen koji
kodira za taj protein (Monaci i Visconti, 2010). Od metoda koje se temelje na analizi DNA

najéeSce se upotrebljava PCR metoda (lan¢ana reakcija polimeraze, engl. Polimerase Chain
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Reaction) i njene modifikacije (Butorac i sur., 2013). Cesto se provodi kao verfikacijska
metoda nakon provedene ELISE. Indirektne metode bazirane na detekciji specifi¢ne sekvence
DNA koriste se kad direktne metode za odredivanje alergena nisu prikladne (npr. hrana koja
sadrzi nizak udio proteina ili procesirana hrana velikim modifikacijama nativnih proteina)
(EFSA, 2014).

End-point PCR je kvalitativna metoda koja Kkoristi detekciju umnozene ciljane DNA
najéeS¢e pomocu elektroforeze u agaroznom gelu ili kapilarne elektroforeze dok real-time
PCR omogucava semi-kvantitativno/kvantitativno odredivanje alergena u hrani (Monaci i
Visconti, 2010). DNA metode su specificne i osjetljive, no ponekad mogu dovesti do
pogresnih rezultata. S obzirom da su alergeni proteini, procesiranje hrane moze utjecati na
nukleinske kiseline i proteine. Takoder, udio alergen-kodiraju¢e DNA ne kolerira uvijek s
koli¢inom alergena prisutnim u hrani (Alves i sur., 2015). Ciljana sekvenca DNA nije nuzno
locirana u genima koji kodiraju za alergeni protein stoga analiza detektira genomsku DNA
odredenog sastojka, ali ne ukazuje nuzno na prisutnost proteina odgovornog za alergijsku
reakciju (EFSA, 2014). Postoje odredeni problemi prilikom detekcije alergena zivotinjskog
porijekla jer PCR ne ne moze razlikovati DNA porijeklom iz nealergene govedine i alergenog

mlijeka ili nealergene piletine i alergenih jaja (FDE, 2013).
2.4. ELISA METODA U ODREDPIVANJU ALERGENA U HRANI

ELISA metoda (engl. Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) je imunoloSska metoda
razvijena sedamdesetih godina 20. stoljeca iz RAI (engl. Radioimmunoassay) metode i ubrzo
se pocela nasiroko primjenjivati u biokemiji i medicini zahvaljujuéi specifi¢nosti, osjetljivosti
i jednostavnosti koristenja (Schubert-Ullrich i sur., 2009). ELISA metodom odreduje se
prisutnost i koli¢ina bioloskih parametara (antitijela ili antigena) na nacin da je jedan od
imunoreaktanata imobiliziran na krutu podlogu. Kao kruta podloga primjenjuju se
polistirenske mikrotitracijske ploce Cetvrtastog oblika koje obi¢no imaju 96 (12 x 8) jaZica
(Crowther, 2001). Metoda se temelji na vezanju antitijela ili antigena iz uzorka te mjerenju
intenziteta obojenja produkta reakcije koji nastaje interakcijom enzima i dodanog supstrata
na spektrofotometrijskom ¢itacu. Ovom metodom moguce je odrediti vrlo nisku koncentraciju
analita od primjerice nekoliko ngkg™ ispitivanog uzorka. Postoje vise vrsta tehnika
imunoloskog odredivanja pomocu testa ELISA: indirektna, sendvi¢, konkurentna i1 nova
viSestruka i prijenosna metoda pomoc¢u mikrotitarskih ploca. Primjena testa ELISA je vrlo

rasirena u analitici hrane i koristi se u mnoge svrhe, primjerice za odredivanje alergena u
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hrani, pesticida, mikotoksina, antibiotika ili detekciju prisutnosti mikroorganizama (Butorac i
sur., 2013).

ELISA je najcesce koriStena metoda za rutinske analize koja se primjenjuje za
detekciju i kvantifikaciju alergena u hrani (Schubert-Ullrich i sur., 2009). Najcesce
podrazumijeva koristenje imunoglobulin G (IgG) antitijela iz sisavaca koje sluze za detekciju
alergenih proteina. Upotreba IgG antitijela omogucava proizvodnju dovoljnih koli¢ina
antitijela i smanjuje varijabilnost do koje dolazi prilikom upotrebe ljudskog IgE seruma
(Baumert, 2014). Razvijeni su ELISA kitovi za detekciju odredenog alergena (poput Ara h 1
iz kikirikija, lizozima, kazeina i laktoglobulin iz mlijeka) ili grupe alergenih proteina (poput
ukupnih proteina mlijeka, prolamina, proteina kikirikija ili badema) (Alves i sur., 2015).

Za detekciju alergena u hrani komercijalno su dostupne sandwich i kompetitivna
ELISA, obje sa direktnim ili indirektnim odredivanjem (EFSA, 2014). Koja vrsta ¢e se
koristiti, uglavnom ovisi o veli¢ini molekule analita, ali se u vecini slu¢ajeva za detekciju
alergena koristi se sandwich ELISA. (Immer i Lacorn, 2015).

Princip ,,sandwich* ELISA metode temelji se na vezanju antigena iz uzorka hrane sa
specifi¢nim antitijelom imobiliziranim u suviSku na ¢vrstoj podlozi (EFSA, 2014). Dodatkom
otopine uzorka na plo€icu s jazicama, prisutni antigen specifi¢no se veze za antitijela tvoreci
antigen-antitijelo kompleks. Nakon odredenog vremena inkubacije i ispiranja prilikom kojeg
se odstranjuju nevezane komponente, dodaje se sekundarno antitijelo vezano na enzim
(najcesée peroksidazu ili alkalnu fosfatazu). Taj enzimski konjugat se veze za Ab-Ag-
kompleks te se formira antitijelo-antigen-antitijelo kompleks (,,sendvi¢*). Dva IgG vezujuca
epitopa moraju biti prisutna na alergenom proteinu kako bi se vezalo i primarno i sekundarno
antitijelo. Nakon dodatka supstrata (kromogena) dolazi do razvitka boje Ciji je intenzitet
direktno proporcionalan koncentraciji alergena u uzroku. Kvantifikacija se postize
usporedbom apsorbancije uzorka s apsorbancijom na krivulji standarda. (Immer i Lacorn,
2015 i Baumert, 2014).

Sandwich ELISA (Slika 2) je najée$¢i tip za detekciju alergena u hrani jer su alergeni
proteini velike molekule koji imaju uglavnom vise od jednog epitopa. Postoji 1 ,,indirektna“
sandwich metoda, koja se koristi ukoliko nije dostupno sekundarno analit-specificno antitijelo
oznaceno enzimom stoga se koristi sekundarno antitijelo neke druge vrste (Schubert-Ullrich i

sur., 2009).
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Slika 2. Princip sandwich ELISA metode (Anonymous 2, 2015)

Kompetitivna ELISA (Slika 3) temelji se na vezanju antigena (alergenog proteina od
interesa) na povrsinu ploc€ice s jazicama. Uzorak hrane prethodno se inkubira s alergen-
specificnim IgG antitijelima, §to omogucéava vezanje antitijela s alergenima prisutnima u
uzorku. Otopina se potom dodaje na ploCicu s antigenima, a alergeni protein iz uzorka
kompetitivno inhibira vezanje IgG na plo€icu. Nakon nekoliko koraka ispiranja radi
uklanjanja nevezanih komponenti, dodaje se sekundarno antitijelo vezano s enzimom nakon
cega slijedi dodatak supstrata §to rezultira obojenim produktom. Za razliku od sandwich
ELISA metode, intenzitet boje je obrnuto proporcionalan koncentraciji alergena u uzorku.
Drugim rije¢ima, $to je viSe obojenog produkta, niza je koncentracija alergena u uzorku jer je
manje prisutnih alergena koji se natjecu s antigenom vezanim na plo€icu za vezanje s IgG
antitijelom.

Za izvedbu kompetitivne ELISA-e potreban je samo jedan epitop na alergenom
proteinu za vezanje s IgG antitijelom §to ¢ini ovaj tip metode korisnim za detekciju uzoraka
koji su prosli fermentaciju ili hidrolizu (primjerice analiza glutena u pivu) i u kojem proteini
mogu biti djelomi¢no razgradeni, odnosno omogucava detekciju manjih fragmenata peptida.
Posljedica hidrolize proteina moze biti uniStavanje epitopa Sto rezultira smanjenjem slobodnih
epitopa za detekciju sandwich ELISA-om (Baumert, 2014). Ukoliko nema dostupnog
enzimom oznafenog analit specifi¢nog antitijela, moZe se provesti indirektno odredivanje

(EFSA, 2014).
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IMOBILIZIRANU ANTITUELIMA ANTITIELA OZNACENOG IRAZVITAK OBOJENJA
ENZIMOM

Slika 3. Princip kompetitivne ELISA metode (Anonymous 3, 2015)

Prednosti ELISA metode su jednostavno koristenje, niski troskovi, osjetljivost, brza i
automatizirana analiza te nizak limit detekcije/kvantifikacije u rasponu od 0.05 do 10 mgkg™
ovisno o alergenu i matriksu (EFSA, 2014).

Nedostaci su nemoguénost odredivanja vise alergena po jednoj analizi, moguénost
dobivanja lazno pozitivnih rezultata, dugotrajna priprema uzorka i trajanje analize od dva do
tri sata, a na rezultate mogu utjecati matriks hrane (npr.vezanje alergena na druge proteine ili
ugljikohidrate), procesiranje hrane te razlike u kitovima zavisno od proizvodaca (Monaci i

Visconti, 2010).

2.5. ALERGENI U MESNIM PROIZVODIMA

Prilikom proizvodnje mesnih proizvoda koriste se razli¢iti aditivi biljnog i1 Zivotinjskog
porijekla radi poboljsanja tehnoloskih svojstava mesnih proizvoda, nize cijene proizvodnje |
vlakana i biljnih proteina (poput proteina soje i pSenice), dok su od aditiva zivotinjskog
porijekla najéesce koristeni plazma, kolagen i mlijeko (kazeinat, sirutka, mlijeko u prahu i sl.)
(Petrasova i sur., 2015). Njihova primjena je zakonski regulirana ne samo radi zastite interesa
potrosaca ve¢ radi moguceg utjecaja navedenih aditiva na njihovo zdravlje.

Proteini se vrlo Cesto dodaju u mesne proizvode iz niza razloga. Imaju sposobnost
stabilizacije emulzija jer otopljeni proteini imaju hidrofilnu i lipofilnu grupu u molekuli stoga
djeluju kao emulgatori i stabiliziraju dvije faze koje se ne mijeSaju tijekom termickog
tretiranja. Takoder povecavaju sposobnost vezanja vode pomocu vodikovih veza c¢ime
povecavaju ¢vrstocu i socnost proizvoda. Neki proteini djeluju pozitivho na okus zavr$nog
proizvoda ili se dodaju radi povecanja ukupnog udjela proteina u proizvodu radi

zadovoljavanja zakonske regulative (Feiner, 2006).
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Kako je ranije navedeno, gluten je zajednicko ime za elasti¢ni i ljepljivi protein iz
pSenice, jeCma, razi, zobi i pira. Glijadin je ljepljive teksture dok je glutenin elastian i
hidratiziran, a zajednicki tvore trodimenzionalnu mrezu. Omjeri navedenih proteina variraju
ovisno o vrsti zitarice i vremenu zetve. Gluten predstavlja najjeftiniji izvor proteina stoga se
naSiroko primjenjuje u proizvodnji mesnih proizvoda poput kobasica zahvaljujuéi izvrsnoj
sposobnosti vezanja vode (SVV) i moguénosti emulzije masti. PSeni¢ni gluten Cesto se dodaje
prilikom proizvodnje kobasica radi povecanja ukupnog udjela proteina i redukcije troskova
(Feiner, 2006).

Od svih proteina koji se koriste u mesnoj industriji, proteini soje se najvise primjenjuju
zbog njihove izvrsne sposobnosti vezanja vode, povecanja stabilnosti emulzija i prinosa.
Takoder imaju visoku biolosku vrijednost i lako su probavljivi, a njihov utjecaj na boju i okus
zavr$nog proizvoda je minimalan (Feiner, 2006). Zbog navedenih pozitivnih karakteristika,
proteini soje Cesto se Koriste i prilikom proizvodnje funkcionalnih proizvoda od mesa (Gruji¢
i sur., 2012).

Prilikom proizvodnje mesnih proizvoda, proteini soje dodaju se u obliku sojinog
brasna, teksturiranih biljnih proteina te sojinih koncentrata ili izolata (Feiner, 2006). Svaki od
tih sojinih proizvoda ima drugacija funkcionalna svojstva, stoga se svaki od njih primjenjuje
za razli¢ite mesne proizvode (Belloque i sur., 2002). Primjerice, sojini proteinski preparati
(koncentrati i izolati) imaju sposobnost vezanja i zadrzavanja prirodne arome i vlage u
proizvodima i nakon smrzavanja, odmrzavanja i ponovne toplinske obrade. Teksturirani sojini
proteini imaju neutralan okus i utjeCu na formiranje karakteristi¢ne strukture, koja doprinosi
poboljSanju nutritivnog profila standardnih prehrambenih proizvoda i ponudi alternativnih
mogucnosti za razvoj novih proizvoda (Gruji¢ 1 sur., 2012).

Proteini mlijeka pozitivno utjecu na so¢nost, sposobnost stvaranja gela i okus mesnih
proizvoda. Najéesc¢e se dodaju u obliku kazeinata, sirutke, mlijeka u prahu i sl. (Petrasova i
sur., 2015). Kazein je najzastupljeniji protein mlijeka i ¢ini oko 80 % ukupnih proteina
mlijeka. NajceS¢e se u mesne proizvode dodaje u obliku kazeinata, koji se proizvode
izdvajanjem kazeina iz obranog mlijeka pomocu kiseline. Ima odli¢nu sposobnost emulgiranja
masti koje su stabilne ¢ak 1 prilikom toplinskih tretmana pri visokim temperaturama
(sterilizacija). Nedostaci kazeinata su mala sposobnost zadrzavanja vode i visoka cijena
(Feiner, 2006).

Proteini sirutke ¢ine oko 20 % od ukupnih proteina mlijeka, mnogo su jeftiniji od

kazeinata i Cesto se koriste u mesnoj industriji (Petrasova i sur., 2015). Najcesce se dodaju u
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obliku koncentrata proteina sirutke ¢ija je upotreba vrlo raSirena u proizvodnji mesnih
proizvoda. Lako su topljivi, stabilni pri promjenama pH, imaju veliku sposobnost stvaranja
gela (pri nizim temperaturama) i djeluju pozitivno na okus mesnih proizvoda (Feiner, 2006).
GorusSica se u mesne proizvode dodaje kao zacin, no istraZzivanja su pokazala kako se
goruSica moze Koristiti kao prirodni antioksidans u svrhu sprje¢avanja lipidne oksidacije
mesnih proizvoda odnosno produzetka stabilnosti i kvalitete proizvoda (Karwowska i sur.,
2013). Takoder je razmatrana kao alternativa nitratima i nitritima u mesnim proizvodima, no

jos su potrebna dodatna istrazivanja (Gassara i sur., 2016).

2.6. UPRAVLJANJE ALERGENIMA U PREHRAMBENOM LANCU

Osim §to alergeni mogu biti namjerno prisutni u proizvodu, poznato je kako se u hrani mogu
nalaziti 1 slu¢ajno kao posljedica krizne kontaminacije prilikom proizvodnje, prerade ili
rukovanja hranom. Takvi skriveni alergeni predstavljaju rizik za potroSaca alergi¢nog na
odredenu hranu (Crevel i Cochrane, 2014). Sljedivost je klju¢na komponenta upravljanja
sigurno$¢u hrane u slucaju prisutnosti alergena jer omogucéava proizvodacima da identificiraju
sastojak/proizvod koji ih sadrzi, a nije naznaen te ih efikasno povuku s trzista (Millard i sur.,
2015). Alergeni su i dalje jedan od glavnih razloga povlacenja proizvoda s trziSta, unatod
novoj zakonskoj regulativi (Crevel i Cochrane, 2014). Prema godi$njem izvje$¢u RASFF-a iz
2015. godine, dvostruko je vise obavijesti vezano uz alergene postavljeno u 2015. u odnosu na
2013. godinu, a osobito je primijeen porast prisustva proteina mlijeka u proizvodima
(RASFF, 2016).

Odredivanje koncentracije alergena u proizvodima ispod koje vec¢ina osjetljivih
potroSaca nije u riziku od pojave alergijskih reakcija privukla je mnogo pozornosti od strane
regulatornih tijela, udruga potrosac¢a i prehrambenih industrija u Europi (EFSA, 2014).
Unato¢ tome, jo$ uvijek nije postignut dogovor kako interpretirati te vrijednosti u kontekstu
javnog zdravstva s obzirom da one ovise 0 razli¢itim faktorima, osobito o o0sjetljivosti
pojedinca (FDE, 2013). Razli¢ite grani¢ne vrijednosti su razmatrane, no zasad jo$ uvijek nisu
zakonski odredene, osim za sulfite iznad 10 mgkg™ i gluten iznad 20 mgkg™ (Immer i Lacorn,
2010).

Znanstveni panel za alergije na hranu Njemackog druStva za alergologiju 1 klinicku
imunologiju i UdruzZenje njemackih alergologa predlaze granicu od 10-100 mgkg‘1 alergene

hrane ili 1-10 mgkg™ proteinske frakcije alergene hrane (ovisno o njenoj alergenosti) kako bi
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se zastitili osjetljivi potrosaci od ozbiljnih alergijskih reakcija. Nize granice trebale bi se

primjenjivati za hranu koja izaziva jake reakcije, poput kikirikija (Alves i sur., 2015).
2.6.1. Zakonski okvir Europske unije

Donosenjem Uredbe (EU) br. 1169/2011 o informiranju potrosaca o hrani od strane Europske
komisije, izmijenila se dotada$nja zakonska regulativa vezana uz oznaCavanje hrane,
ukljucujuéi i zahtjeve vezane uz oznafavanje alergena. U slucaju da drZzava Clanica ne donese
nacionalni propis o nacinu navodenja alergena, isti se moraju navoditi prema pravilima
utvrdenim u Uredbi (EU) br. 1169/2011 i jednaki su za pretpakiranu i nepretpakiranu hranu.
Nova pravila pocela su se primjenjivati od 13. prosinca 2014. godine (Vodic, 2015).

U Republici Hrvatskoj vazeéi je Zakon o informiranju potros$aca o hrani kojim se
omogucuje provedba Uredbe (EU) br. 1169/2011 te Provedbene uredba Komisije (EU) br.
828/2014 (Zakon, 2013).

2.6.2. Informacije o prisutnosti alergena u prehrambenim proizvodima

Komunikacija s potroSa¢ima za prehrambenu industriju od iznimne je vaznosti, a najbolji
nacin za to je deklaracija na hrani. Proizvoda¢i, medutim, nemaju potpunu slobodu u
oznacavanju hrane jer je neke podatke obavezno navesti na deklaraciji dok je neke zabranjeno
navoditi.

Medu podacima koje je obavezno navoditi, sukladno Uredbi (EU) br. 1169/2011,
subjekti u poslovanju hranom obavezni su navesti i tvari koje mogu izazivati alergije i
intolerancije. Vazno je pruziti to¢ne informacije o prirodi i sastavu hrane kako bi potrosac¢
mogao donijeti ispravnu odluku pri kupnji hrane i prilagoditi je svojim prehrambenim
potrebama. Kako je ranije navedeno, vazece zakonodavstvo naglasava Cetrnaest specifi¢nih
alergena o ¢ijoj prisutnosti informacije moraju biti pruZene potroSacu.

Ukoliko je rije¢ o pretpakiranoj hrani, alergeni se navode u popisu na odgovaraju¢em
mjestu, uzimaju¢i u obzir padaju¢i redoslijed navodenja sastojaka s obzirom na masu te
naglaSeno uporabom vrste pisma koja se jasno razlikuje od vrste pisma kojim je pisan ostatak
popisa sastojaka (razliitim slovima, stilovima ili bojama u pozadini). Budu¢i da za veéinu
nepretpakirane hrane nije propisana obveza navodenja popisa sastojaka, informacije koje se
navode moraju ukljucivati rije¢ "sadrzi" nakon koje slijede nazivi specifi¢nih alergena (Vodic,
2015). Ukoliko postoji moguénost nenamjerne prisutnosti u hrani tvari ili proizvoda koji

uzrokuju alergije ili intolerancije, proizvodaci, mogu upotrebljavati navod ,,moze sadrzavati®,
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no takve oznake ne smiju biti zamjena za dobru higijensku praksu. Potrosaci ih Cesto
pogresno interpretiraju, Sto ih dovodi u rizik ukoliko ignoriraju napisano ili ih s druge strane
ograni¢ava u kupnji sigurnog proizvoda (Daly, 2015). S obzirom da alergeni mogu uzrokovati
reakcije u vrlo malim koli¢inama 1 vrlo Siroku upotrebu navoda ,,moze sadrzavati“ od strane
mnogih proizvodaca, neki autori predlazu razmatranje same Uredbe (EU) br. 1169/2011 i

stroze definiranje granica za oznacavanje alergena u hrani (Reese i sur., 2015).
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. MATERIJAL
3.1.1. Uzorci

Odredivanje alergena provedeno je na pedeset i jednom uzorku razli¢itih mesnih proizvoda
razli¢itih proizvodaéa zastupljenih na trziStu Republike Hrvatske. Proizvodi su u tablici 2
razvrstani prema sistematizaciji propisanoj Pravilnikom o mesnim proizvodima (Pravilnik,
2012).

Tablica 2. Mesni proizvodi analizirani u radu svrstani prema sistematizaciji propisanoj

Pravilnikom o mesnim proizvodima (Pravilnik, 2012)

Kategorija Skupina Podskupina Naziv Proizvodaci Broj

uzoraka

Stani¢ d.o.o.
Proizvodi od cijelih ili Proizvodi od Mesni pripravci Cevap¢i¢i Billa 5
izrezanih komada ili mljevenog Spar

mljevenog mesa mesa Aro

Hrenovka Sljeme 8
Obarene kobasice Mesnice
Vugrinec
Toplinski Bureti¢ Bregi
Kobasice obradene Mesnice Kudeli¢
kobasice Podravka
Vindon

Pariska PIK Vrbovec 3

Kranjska PIK Vrbovec 6
Polutrajne Vugrinec

kobasice Mesnice Ravli¢
Mesnice Francek

Cerovski

Tirolska PIK Vrbovec 4

Sljeme

Kobasice od mesa Sunka u Gavrilovi¢ 3
u komadima ovitku Aro
PIK Vrbovec
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Kuhane kobasice Pasteta Spar
K plus
PIK Vrbovec
Svjeze kobasice Kobasica za Mesnica Safar
pecenje MM Medven
Pivac
Tradicionalna
Mesnhi proizvodi u Kuhana hrana
komadima Sunka PIK Vrbovec
Gavrilovié
Proizvodi od usitnjenog Mesni Spar
mesa dorucak Gala
Billa
Cvarci Cvarci MM Medven
Billa
Konzum

3.1.2. Oprema i pribor

* kemijski analizator, ChemWell 2910, Awareness Technology Inc., SAD

» digitalna vaga, AND GF 2000, Njemacka

« vodena kupelj, Thermo Haake SWB 25, Njemacka

» centrifuga, Universal 120R, Hettich, Njemacka

« mlin, TECATOR Cylotec 1093 Sample Mill, Hogands, Svedska
» homogenizator, Grindomix GM 200, Retsch, Njemacka

* hladnjak 2-8 °C, LTH, Slovenija

* jednokanalne i multikanalne mikropipete 10-100 pL i 100-1000 uL, Eppendorf Research,

Njemacka

* epruvete
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Slika 4. Automatizirani ELISA uredaj, kemijski analizator ChemWell 2910, Awareness

Technology Inc.

Slika 5. Homogenizator Grindomix GM 200, Retsch, Njemacka
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3.1.3. Sadrzaj kita i reagenasa za odredivanje glijadina/glutena

SadrZaj kita:

Kemikalije za ovu metodu sadrzane u kitu RIDASCREEN®GLIADIN, R-Biopharm,

Njemacka:
» mikrotitracijska ploca sa 96 jazica (12 redova sa po 8 jazica)

« 6 standardnih vodenih otopina gliadina (svaka 1,3 mL) koncentracije: 0 pugL™, 5 pgL™, 10
ngL™ 20 ugl?, 40 pgL™, 80 pgL™

* konjugat (1,2 mL) — koncentrat peroksidaza konjugiranog antitijela
* supstrat (7 mL) — sadrzi urea peroksidaza

* kromogen (7 mL) — sadrzi tetrametilbenzidin

* stop otopina — 1M H,SO,4 (14 mL)

* otopina za razrjedivanje uzoraka (60 mL) — 5x koncentrirana

* pufer za ispiranje (100 mL) — 10x koncentrirani

Dodatni reagensi:

» destilirana ili deionizirana voda

* obrano mlijeko u prahu

* koktel otopina

* 80 % etanol —u 120 mL etanola p.a. dodati 30 mL destilirane vode i dobro promijesati
ili

« RIDA® ekstrakcijska otopina

* 68% otopina 2-propanola — u 68 mL 2-propanola p.a. dodati 32 mL destilirane vode i dobro

promijesati
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3.1.4. Sadrzaj kita i reagenasa za odredivanje soje

SadrZaj kita:

Kemikalije za ovu metodu sadrzane u kitu RIDASCREEN“FAST SOYA, R-Biopharm,

Njemacka:
* mikrotitracijska ploca sa 48 jazica (6 redova sa po 8 jazica)

« 5 standardnih vodenih otopina proteina soje (svaka 1,3 mL) koncentracije: 0 mgL™, 2,5
mgL™?, 5 mgL?, 10 mgL™, 20 mgL™

» enzimski konjugat (peroksidaza konjugirano antitijelo) (0,7 mL) - 11 x koncentrirani
» crveni kromogen Pro, (substrat/kromogen) (10 mL)

* stop otopina — 1M H,SO,4 (14 mL)

» alergen ekstrakcijski pufer (125 mL) — 10 x koncentrirani

* pufer za ispiranje (100 mL) — 10 x koncentrirani

» ekstraktor 3 (30 mL)

Dodatni reagensi:

» destilirana ili deionizirana voda

» za uzorke hrane koja sadrZi tanine i polifenole potrebni su: kazein (Sigma C5890)

i polivinilpirolidon (PVP) K15 ili K17 (AppliChem A2258)

3.1.5. Sadrzaj kita i reagenasa za odredivanje proteina mlijeka

Sadrzaj kita:

Kemikalije za ovu metodu sadrzane u Kitu RIDASCREEN®FAST Milk, R-Biopharm,
Njemacka:

» mikrotitracijska ploca sa 48 jazica (6 redova sa po 8 jaZica)

« 5 standardnih vodenih otopina mlije¢nih proteina (svaka 1,3 mL) koncentracije: 0 mgL™, 2,5
mgL?, 7,5 mgL?, 22,5 mgL™, 67,5 mgL™
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* konjugat (0,7 mL) - 11 x koncentrirani

* substrat/kromogen (10 mL)

* stop otopina — 1M H,SO,4 (14 mL)

* 3x ekstraktor 2 (30 mL) - 2 x koncentrirani

« alergen ekstrakcijski pufer (100 mL) — 10 x koncentrirani
« aditiv 1 (2g)

* konjugirani pufer (7 mL)

Dodatni reagensi:

* destilirana voda

* 1 M klorovodi¢na Kiselina

* 1 M natrijev hidroksid

3.1.6. Sadrzaj kita i reagenasa za odredivanje gorusice
Sadrzaj kita:

Kemikalije za ovu metodu sadrzane u kitu RIDASCREEN®FAST Senf/Mustard, R-

Biopharm, Njemacka:
* mikrotitracijska ploca sa 48 jazica (6 redova sa po 8§ jazica)

« 5 standardnih vodenih otopina gorusice (svaka 1,3 mL) koncentracije: 0 mgL™, 0,5 mgL™,
1,5mgL?, 45mgL™, 13,5 mgL™

« enzimski konjugat (peroksidaza konjugirano antitijelo) (6 mL)

» crveni kromogen Pro (substrat/kromogen) (10 mL)

» stop otopina — 1M H,SO,4 (14 mL)

« RIDASCREEN® Allergen ekstrakcijski pufer (125 mL) — 10 x koncentrirani

« RIDASCREEN® pufer za ispiranje (100 mL) — 10 x koncentrirani
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Dodatni reagensi:

» destilirana ili deionizirana voda

3.2. METODE

U uzorcima mesnih proizvoda odredivan je udio alergena glutena, soje, proteina mlijeka i
gorusice. Nakon uzorkovanja, uzorci su homogenizirani pomo¢u homogenizatora (Grindomix
GM 200, Retsch) i1 pohranjeni na + 4 °C do provedbe analize. Na istima je odredivan je udio
navedenih alergena validiranom sandwich ELISA metodom. ELISA metoda provedena je
pomocu kita za gluten/soju/mlijeko/gorusicu po naputcima proizvodaca kita R-Biopharm

(Darmstadt, Njemacka).

Slika 6. Homogenizirani uzorci mesnih proizvoda

3.2.1. Odredivanje koncentracije glijadina/glutena u mesnim proizvodima

» PRINCIP METODE

ELISA metoda provedena je prema uputama proizvodaca kita RIDASCREEN® Gliadin, R-
Biopharm, Njemacka. Princip testa je antigen-antitijelo reakcija. JaZice mikrotitracijske ploce
oblozZene su specificnim antitijelima protiv gliadina. Dodatkom standardne otopine ili otopine
uzorka u jazicu, prisutni gliadin specificno se veze za antitijela. Rezultat je antitijelo-antigen
kompleks. U koraku ispiranja nevezane komponente se odstranjuju. Slijedi dodatak
konjugiranog antitijela vezanog na peroksidazu te se taj enzimski konjugat se veze za Ab-Ag-
kompleks. Formira se antitijelo-antigen-antitijelo kompleks (,,sendvic®). Sav nevezani

konjugat uklanja se u koraku ispiranja, nakon ¢ega slijedi dodatak supstrata i kromogena te
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slijedi inkubacija. Vezani enzimski konjugat konvertira bezbojni kromogen u plavi produkt.
Dodatak stop otopine omogucuje promjenu boje iz plave u zZutu. Slijedi fotometrijsko
mjerenje pri valnoj duzini od 450 nm. Apsorbancija je proporcionalna koncentraciji gliadina u

uzorku.

Priprema reagenasa

Otopina za razrjedivanje uzoraka je 5x koncentrirana. Samo koli¢inu potrebnu za analizu
treba razrijediti u omjeru 1:5 (1+4) sa destiliranom vodom (npr. 3 mL koncentrata + 12 mL

destilirane vode = dovoljno za pripremu 10 uzoraka).

Antitijelo enzimski konjugat je 11x koncentrirani. Budué¢i da je razrijedeni konjugat
ograniene stabilnosti, samo koli¢ina trenutno potrebna u analizi se razrjeduje. Prije
pipetiranja konjugat je potrebno paZljivo protresti. Konjugat je potrebno razrijediti u omjeru
1:11 (1+10) sa destiliranom vodom (npr. 200 pL. koncentrata konjugata + 2 mL destilirane

vode) — dovoljno za 2 reda jazica.

Pufer za ispiranje je 10x koncentrirani. Prije upotrebe potrebno ga je razrijediti u omjerul:10
(1+9) sa destiliranom vodom (npr. 100 mL koncentriranog pufera sa 900 mL destilirane
vode). Prije razrjedivanja, potrebno je otopiti eventualno nastale kristale inkubiranjem pufera

u vodenoj kupelji na 37 °C. Razrijedeni pufer stabilan je na 2-8 °C 4 tjedna.

3.2.1.1. Provedba metode za odredivanje koncentracije glijadina/glutena u mesnim

proizvodima

1. Priprema uzoraka mesnih proizvoda:

lzvaze se 0,25 g homogenog uzorka i doda 2,5 mL Rida® ekstrakcijske otopine, epruveta se
zatvori i dobro promijesa. Uzorci se zatim inkubiraju 15 min na 60 °C i hlade nakon cega se
dodaje 7,5 mL 68% 2-propanola. Epruvete se zatvore i inkubiraju 10 min u vodenoj kupelji
na 60 °C. Zatim se centrifugiraju se 10 min (2500 rpm) na sobnoj temperaturi (20-25 °C) a,

supernatant se koristi u analizi.

Supernatant se razrijedi u omjeru 1:12,5 (1+11,5) odnosno 80 pL uzorka + 920 uL otopine za

razrjedivanje uzoraka. Za analizu se koristi 100 pL tako pripremljene otopine uzorka.
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2. Test procedura:

Pripremi se mikrotitracijska ploc¢a sa dovoljnim brojem jazica tako da standardi i uzorci budu
postavljeni u duplikatima te se odredi polozaj svakog od njih. Doda se 100 uL otopine
standarda i pripremljenih uzoraka po odredenom redoslijedu u duplikatima u jazice i inkubira
30 min na sobnoj temperaturi (20-25 °C). Cjelokupni sadrzaj tekucéine se ukloni iz jazica; u
sve jazice se doda 250 puL pufera za ispiranje i ponovno se ukloni tekucina; ispiranje Se

ponavlja 3 puta.

Potom se doda 100 pL razrijedenog enzimskog konjugata u svaku jazicu i lagano promijesa i
inkubira 30 min na sobnoj temperaturi (20-25 °C). Cjelokupni sadrzaj tekucine se ukloni iz
jazica; u sve jazice se doda 250 pL pufera za ispiranje i ponovno se ukloni tekuéina; ispiranje

se ponavlja 3 puta.

Doda se 50 puL supstrata i 50 pL kromogena u svaku jaZicu i lagano promijesa te inkubira u
mraku na sobnoj temperaturi 30 minuta. Zatim se doda 100 pL stop otopine u svaku jaZicu,
ploca se lagano protrese i mjeri pri valnoj duljini od 450 nm. Oc¢itava se unutar 30 minuta

nakon dodatka stop otopine.
3. Izra¢unavanje koncentracije analita:

Nakon analize pristupa se odredivanju koncentracije gliadina/glutena u uzorku. Srednje
vrijednosti apsorbancija dobivenih za standarde i uzorke dijele se s apsorbancijom prvog
odnosno nultog standarda (0 pgL™) i mnoze se sa 100, te se dobiju postotci apsorbancije B /

BO. Prema tome nulti standard je jednak 100%.

apsorbancija standarda (ili uzorka)
X 100 = % apsorbancije

apsorbancija nultog standarda

Koncentracija gliadina/glutena u uzorcima ocitava se iz bazdarne krivulje koja se stvara
pomocu softwarea kemijskog analizatora ChemWell 2910. Ocitani rezultati pomnoZeni su s
faktorom razrjedenja 500. Koncentracija gliadina je u pgkg™ (ppb) i mnoZi se sa faktorom
razrjedenja 500. Tako dobiveni rezultat zatim se mnoZi sa 2 kako bi se dobila koncentracija

glutena jer gliadin obi¢no predstavlja 50% proteina prisutnih u glutenu.
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3.2.2. Odredivanje koncentracije soje u mesnim proizvodima

» PRINCIP METODE

ELISA metoda provedena je prema uputama proizvodaca kita RIDASCREEN®™ FAST Soya,
R- Biopharm, Njemacka. Princip testa je antigen-antitijelo reakcija. Jazice mikrotitracijske
ploce oblozene su specificnim antitijelima protiv sojinih proteina. Dodatkom standardne
otopine ili otopine uzorka u jazicu, prisutni sojini proteini specificno se vezu za antitijelo.
Rezultat toga je antitijelo-antigen-kompleks. U koraku ispiranja nevezane komponente se
odstranjuju. Zatim se dodaje antitijelo vezano na peroksidazu (enzimski konjugat). Taj
enzimski konjugat se veZe za antitijelo-antigen-kompleks te se stvara antitijelo-antigen-
antitijelo kompleks (,,sendvi¢® ELISA). Supstrat/kromogen se dodaje nakon uklanjanja
nevezanog enzimskog konjugata u koraku ispiranja. Vezani enzimski konjugat mijenja
kromogen u plavi produkt. Dodatak stop otopine uzrokuje promjenu boje iz plave u Zutu.
Slijedi fotometrijsko mjerenje pri 450 nm. Apsorbancija je proporcionalna koncentraciji
sojinih proteina u uzorku.

Priprema reagenasa

Alergen ekstrakcijski pufer — prije razrjedivanja koncentriranog pufera potrebno je dobro
otopiti sve kristale u puferu odnosno, zagrijati ga u vodenoj kupelji na 37 °C da se skroz otopi
i dobro ga promijesati. Nakon toga, zagrijani koncentrirani pufer potrebno je razrijediti
vodom u omjeru 1:10 (1+9) — 100 mL pufera + 900 mL vode. Razrijedeni pufer stabilan je na

temp. 2-8 °C oko 12 tjedana (~ 3 mjeseca)

Antitijelo enzimski konjugat je 11 x koncentrirani. Budu¢i da razrijedeni enzimski konjugat
ima ogranic¢enu stabilnost potrebno je razrijediti samo onu koli¢inu koja nam je potrebna za
analizu. Prije pipetiranja koncentrirani enzimski konjugat potrebno je pazljivo promijesati.
Razrjeduje se u omjeru 1:11 (1+10) sa destiliranom vodom — 200 pL koncentrata + 2 mL

destilirane vode.

Pufer za ispiranje — prije razrjedivanja koncentriranog pufera potrebno je dobro otopiti sve
kristale u puferu odnosno, zagrijati ga u vodenoj kupelji na 37 °C da se skroz otopi i dobro ga
promijesati. Nakon toga, zagrijani koncentrirani pufer potrebno je razrijediti vodom u omjeru
1:10 (1+9) — 100 mL pufera + 900 mL vode. Razrijedeni pufer stabilan je na temp. 2-8 °C oko
4 tjedna
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3.2.2.1. Provedba metode za odredivanje koncentracije soje u mesnim proizvodima

1. Priprema uzoraka mesnih proizvoda:

Izvaze se 1 g homogeniziranog uzorka i doda 2,5 mL ekstraktora 3 i 17,5 mL razrijedenog i
prethodno zagrijanog na 60 °C alergen ekstrakcijskog pufera. Dobro se promijesa i ekstrahira
10 min u kipucoj vodenoj kupelji. Uzorci se brzo ohlade ( u ledenoj kupelji) i centrifugiraju
10 min / 2500 rpm / 4 °C ili filtriraju. Ekstrakt se mora razrijediti u omjeru 1:5 (1+4) sa
razrijedenim alergen ekstrakcijskim puferom (100 pL ekstrakta uzorka + 400 pL allergen
ekstrakcijskog pufera. Za analizu se koristi 100 pL razrijedenog ekstrakta po jazici.

2. Test procedura:

Pripremi se mikrotitracijska ploca sa dovoljnim brojem jazica tako da standardi i uzorci budu
postavljeni u duplikatima te se odredi polozaj svakog od njih. Zatim se doda 100 uL otopine
standarda i pripremljenih uzoraka po odredenom redoslijedu u duplikatima u jazice i inkubira
10 min na sobnoj temperaturi (20-25 °C). Cjelokupni sadrzaj tekuéine se ukloni iz jazica te se
u sve jazice doda 250 pL pufera za ispiranje i ponovno se ukloni tekucina; ispiranje je se

ponavlja 3 puta.

Potom se doda 100 pL razrijedenog enzimskog konjugata u svaku jazicu i lagano promijesa te
inkubirati 10 min na sobnoj temperaturi (20-25 °C). Cjelokupni sadrzaj tekuéine se ukloni iz
jazica, zatim se u sve jazice doda 250 pL pufera za ispiranje i ponovno se ukloni tekucina, a

ispiranje je potrebno ponoviti 3 puta.

Doda se 100 uL crvenog kromogena u svaku jazicu i lagano promijesa te inkubira u mraku
na sobnoj temperaturi 10 minuta. Zatim se doda 100 pL stop otopine u svaku jazicu, plo¢a se
lagano protrese i mjeri pri valnoj duljini od 450 nm. O¢itava se unutar 10 minuta nakon

dodatka stop otopine.
3. Izratunavanje koncentracije analita:

Nakon analize pristupa se odredivanju koncentracije proteina soje u uzorku. Srednje
vrijednosti apsorbancija dobivenih za standarde i uzorke dijele se s apsorbancijom prvog
odnosno nultog standarda (0 pgL™) i mnoze se sa 100, te se dobiju postotci apsorbancije B /

BO. Prema tome nulti standard je jednak 100%.
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apsorbancija standarda (ili uzorka)
X 100 = % apsorbancije

apsorbancija nultog standarda

Koncentracija proteina soje u uzorcima ocitava se iz bazdarne krivulje koja se stvara pomocu
softwarea kemijskog analizatora ChemWell 2910. Faktor razrjedenja iznosi 100, medutim,
ve¢ je uzet u obzir od strane proizvodaca kita te se koncentracija sojinih proteina u uzorcima

moze direktno oditati iz bazdarne krivulje.
3.2.3. Odredivanje koncentracije proteina mlijeka u mesnim proizvodima

» PRINCIP METODE

ELISA metoda provedena je prema uputama proizvodada kita RIDASCREEN®FAST Milk,
R- Biopharm, Njemacka. JaZice mikrotitracijske ploce obloZene su specificnim antitijelima
protiv kazeina i B-laktoglobulina. Dodatkom standardne otopine ili otopine uzorka u jazicu,
prisutni mlijeCni proteini specificno se vezu za antitijela. U koraku ispiranja nevezane
komponente se odstranjuju. Zatim se dodaje antitijelo vezano na peroksidazu. Taj enzimski
konjugat se veze za Ab-Ag-kompleks. Formira se antitijelo-antigen-antitijelo kompleks
(,,sendvic*). Sav nevezani konjugat uklanja se u koraku ispiranja. Detekcija mlijecnih proteina
dogada se dodatkom substrats/kromogena. Enzimski konjugat konvertira kromogen u plavi
produkt. Dodatak stop otopine omogucuje promjenu boje iz plave u Zutu. Slijedi fotometrijsko
mjerenje pri valnoj duzini od 450 nm. Apsorbancija je proporcionalna koncentraciji mlije¢nih

proteina u uzorku. Rezultat se izraZzava u mg/kg mlijecnih proteina.

Priprema reagenasa

Alergen ekstrakcijski pufer — prije razrjedivanja koncentriranog pufera potrebno je dobro
otopiti sve kristale u puferu odnosno, zagrijati ga u vodenoj kupelji na 37 °C da se skroz otopi
1 dobro ga promijesati. Nakon toga, zagrijani koncentrirani pufer potrebno je razrijediti
vodom u omjeru 1:10 (1+9) — 100 mL pufera + 900 mL vode. Razrijedeni pufer stabilan je na

temp. 2-8 °C oko 12 tjedana (~ 3 mjeseca)

Za pripremu Alergen ekstrakcijskog pufera koji sadrzi Aditiv 1 (A-AEP) potrebno je izvagati
1,35 g Aditiva 1 u staklenoj tikvici i dodati 15 mL 1M NaOH. Mijesati sve dok se aditiv 1 ne

otopi. Zatim u menzuru dodati 700 mL razrijedenog alergen ekstrakcijskog pufera. Dodati 15
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mL Aditiv 1 otopine mijeSajuci konstantno, ukoliko je potrebno, ostatke Aditiv 1 otopine
isprati sa razrijedenim alergen ekstrakcijskim puferom. Potrebno je podesiti pH Aditiv 1
alergen ekstrakcijskog pufera (A-AEP) na 9 dodatkom 1 M HCI i dopuniti menzuru do 750
mL sa razrijedenim alergen ekstrakcijskim puferom. 750 mL A-AEP je dovoljno za 45
uzoraka. Pufer se moze koristiti priblizno 3 tjedna na sobnoj temperaturi (20-25 °C) — ne
pohraniti pufer u frizideru. Za pohranu pufera koristiti potpuno ¢istu bocu bez praSine kako
zrnca prasine ne bi pospjesila kristalizaciju pufera. Ukoliko je kristaliziran, pufer je potrebno

baciti.

Ekstraktor 2 je 2x koncentrirani i treba se razrijediti u omjeru 1:2 (1+1) sa destiliranom
vodom (npr. 30 mL Ekstraktor 2 + 30 mL destilirane vode). Potpuno razrijeden Ekstraktor 2

je dovoljan za analizu 45 uzora i stabilan je oko 3 mjeseca na sobnoj temperaturi (20-25 °C).

Konjugat je 11x koncentrirani. Budu¢i da razrijedeni konjugat je ograni¢ene stabilnosti, samo
koli¢ina trenutno potrebna u analizi se razrjeduje. Prije pipetiranja konjugat je potrebno
pazljivo protresti. Konjugat je potrebno razrijediti u omjeri 1:11 (1+10) sa konjugiranim
puferom (npr. 200 pL koncentrata konjugata + 2 mL konjugiranog pufera) — dovoljno za 2

reda jaZica.

Pufer za ispiranje je 10x koncentrirani. Prije upotrebe potrebno ga je razrijediti u omjerul:10
(1+9) sa destiliranom vodom (npr. 100 mL koncentriranog pufera sa 900 mL destilirane
vode). Prije razrjedivanja, potrebno je otopiti eventualno nastale kristale inkubiranjem pufera

u vodenoj kupelji na 37 °C. Razrijedeni pufer stabilan je na 2-8 °C 4 tjedna.

3.2.3.1. Provedba metode za odredivanje koncentracije proteina mlijeka u mesnim

proizvodima

1. Priprema uzoraka mesnih proizvoda:

Izvaze se 1 g homogeniziranog uzorka i doda 4 mL razrijedenog Ekstraktora 2, dobro se
promijesa, zacepi epruvetu/tikvicu i kuha 10 min u kupelji na 100 “C. Malo se ohladi uzorak i
doda 16 mL zagrijanog (60°C) A-AEP prokuhanom uzorku. Uzorci se zatim dobro
promijesaju te ekstrahiraju 10 min na 60 “C u vodenoj kupelji. Uzorci se ohlade (u ledenoj
kupelji) i centifugiraju 10 min/2500g. Supernatant se filtrira te se uzorci razrijede se u omjeru
1:5 (1+4) sa razrijedenim Alergen ekstrakcijskim puferom bez Aditiva 1 npr. 100 pL + 400

pL. Takav razrijedeni uzorak koristi se za analizu (100 pL).
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2. Test procedura:

Pripremi se mikrotitracijska plo¢a sa dovoljnim brojem jazica tako da standardi i uzorci budu
postavljeni u duplikatima te se odredi polozaj svakog od njih. Zatim se doda 100 uL otopine
standarda i pripremljenih uzoraka po odredenom redoslijedu u duplikatima u jazice i inkubira
10 min na sobnoj temperaturi (20-25 °C). Cjelokupni sadrzaj tekucine se ukloni iz jaZica,
zatim se u sve jazice se doda 250 uL pufera za ispiranje i ponovno se ukloni tekucina, a

ispiranje je potrebno ponoviti 3 puta.

Doda se 100 pL razrijedenog enzimskog konjugata u svaku jazicu i lagano promijesa te
inkubira 10 min na sobnoj temperaturi (20-25 °C). Cjelokupni sadrzaj tekucine se ukloni iz
jazica, zatim se u sve jazice doda 250 pL pufera za ispiranje i ponovno se ukloni tekucina, a

ispiranje je potrebno ponoviti 3 puta

Doda se 100 pL crvenog kromogena u svaku jazicu i lagano promijesa te inkubira u mraku
na sobnoj temperaturi 10 minuta. Zatim se doda 100 uL stop otopine u svaku jazicu, plo¢a se
lagano protrese i mjeri pri valnoj duljini od 450 nm. Oc¢itajte unutar 10 minuta nakon dodatka

stop otopine.
3. Izracunavanje koncentracije analita:

Nakon analize pristupa se odredivanju koncentracije mlije¢nih proteina u uzorku. Srednje
vrijednosti apsorbancija dobivenih za standarde i uzorke dijele se s apsorbancijom prvog
odnosno nultog standarda (0 pgL™) i mnoze se sa 100, te se dobiju postotci apsorbancije B /

BO. Prema tome nulti standard je jednak 100%.

apsorbancija standarda (ili uzorka)

X 100 = % apsorbancije
apsorbancija nultog standarda

Koncentracija mlije¢nih proteina u uzorcima oc€itava se iz bazdarne krivulje koja se stvara
pomocu softwarea kemijskog analizatora ChemWell 2910. Faktor razrjedenja za uzorke iznosi
100, medutim ve¢ je uzet u obzir od strane proizvodaca kita, te se koncentracija mlije¢nih

proteina u uzorcima moze direktno ocitati iz bazdarne krivulje.
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3.2.4. Odredivanje koncentracije gorusice u mesnim proizvodima

» PRINCIP METODE

ELISA metoda provedena je prema uputama proizvodata kita RIDASCREEN“FAST
Senf/Mustard, R- Biopharm, Njemacka. Princip testa je antigen-antitijelo reakcija. JaZice
mikrotitracijske plo¢e oblozene su specificnim antitijelima protiv goruSice. Dodatkom
standardne otopine ili otopine uzorka u jazicu, prisutni gorusicini proteini specifi¢no se vezu
za antitijelo. Rezultat toga je antitijelo-antigen-kompleks. U koraku ispiranja nevezane
komponente se odstranjuju. Zatim se dodaje antitijelo vezano na peroksidazu (enzimski
konjugat). Taj enzimski konjugat se veze za antitijelo-antigen-kompleks te se stvara antitijelo-
antigen-antitijelo kompleks (sendvi¢ ELISA). Supstrat/kromogen se dodaje nakon uklanjanja
nevezanog enzimskog konjugata u koraku ispiranja. Vezani enzimski konjugat mijenja
kromogen u plavi produkt. Dodatak stop otopine uzorkuje promijenu boje iz plave u zutu.
Slijedi fotometrijsko mjerenje pri 450 nm. Apsorbancija je proporcionalna koncentraciji

gorusice u uzorku.

Priprema reagenasa

RIDASCREEN® Allergen ekstrakcijski pufer — prije razrjedivanja koncentriranog pufera
potrebno je dobro otopiti sve kristale u puferu odnosno, zagrijati ga u vodenoj kupelji na 37
°C da se skroz otopi i dobro ga promijeSati. Nakon toga, zagrijani koncentrirani pufer
potrebno je razrijediti vodom u omjeru 1:10 (1+9) — 100 mL pufera + 900 mL vode.

Razrijedeni pufer stabilan je na temp. 2-8 “C oko 12 tjedana (~ 3 mjeseca)

RIDASCREEN® pufer za ispiranje — prije razrjedivanja koncentriranog pufera potrebno je
dobro otopiti sve kristale u puferu odnosno, zagrijati ga u vodenoj kupelji na 37 °C da se
skroz otopi 1 dobro ga promijesati. Nakon toga, zagrijani koncentrirani pufer potrebno je
razrijediti vodom u omjeru 1:10 (1+9) — 100 mL pufera + 900 mL vode. Razrijedeni pufer

stabilan je na temp. 2-8 °C oko 4 tjedna
3.2.4.1. Provedba metode za odredivanje koncentracije gorusice u mesnim proizvodima
1. Priprema uzoraka mesnih proizvoda:

Izvaze se 1 g homogeniziranog uzorka i doda 20 mL razrijedenog RIDASCREEN® Allergen

ekstrakcijskog pufera (pufer mora biti prethodno ugrijan na oko 60°C). Dobro Se promijesa i
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ekstrahira 10 min u vodenoj kupelji na 60 °C i povremeno Se promijesa. Zatim se centrifugira
10 min / 2500 rpm / 4 °C ili se filtrira. Za analizu se koristi 100 pL supernatanta ili filtrata po

jazici.
2. Test procedura:

Pripremi se mikrotitracijska plo¢a sa dovoljnim brojem jazica tako da standardi i uzorci budu
postavljeni u duplikatima te se odredi polozaj svakog od njih. Zatim se doda 100 uL otopine
standarda i pripremljenih uzoraka po odredenom redoslijedu u duplikatima u jazice i inkubira
10 min na sobnoj temperaturi (20-25 °C). Cjelokupni sadrzaj tekucine se ukloni iz jazica te se
u sve jazice doda 250 uL pufera za ispiranje i ponovno se ukloni tekucina, a ispiranje je

potrebno ponoviti 3 puta.

Doda se 100 uL enzimskog konjugata u svaku jazicu i lagano promijesa te inkubira 10 min na
sobnoj temperaturi (20-25 °C). Cjelokupni sadrzaj tekuéine se ukloni iz jazica, zatim se u sve
jazice doda 250 uL pufera za ispiranje i ponovno se ukloni tekucina, a ispiranje se ponavlja 3

puta.

Doda se 100 pL crvenkaste otopine supstrata /kromogena u svaku jazicu i lagano promijesa te
inkubira u mraku na sobnoj temperaturi 10 minuta. Zatim se doda 100 pL stop otopine u
svaku jazicu, ploca se lagano protrese i mjeri pri valnoj duljini od 450 nm. O¢itava se unutar

10 minuta nakon dodatka stop otopine.
3. Izracunavanje koncentracije analita:

Nakon analize se pristupa odredivanju koncentracije gorusice u uzorku. Srednje vrijednosti
apsorbancija dobivenih za standarde i uzorke dijele se s apsorbancijom prvog odnosno nultog
standarda (0 pgL™) i mnoze se sa 100, te se dobiju postotci apsorbancije B / BO. Prema tome
nulti standard je jednak 100%.

apsorbancija standarda (ili uzorka)
X 100 = % apsorbancije

apsorbancija nultog standarda

Koncentracija goruSice u uzorcima ocitava se iz bazdarne krivulje koja se stvara pomocu

softwarea kemijskog analizatora ChemWell 2910. Faktor razrjedenja za uzorke iznosi 20,
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medutim ve¢ je uzet u obzir od strane proizvodacCa kita, te se koncentracija goruSice u

uzorcima moze direktno ocitati iz bazdarne krivulje.
3.2.5. Validacija ELISA metode za odredivanje alergena u hrani

Validacija analitickih metoda postupak je kojim se dokazuje da metoda sluzi svrsi, a zahtijeva
je zakonodavstvo, ali i analiti¢ka djelatnost. Validirane metode u najvecoj ¢e mjeri osigurati
pouzdanost i to¢nost analitickih podataka. Za prosudbu valjanosti odnosno prikladnosti
odredivanja alergena ELISA metodom najznacajniji su parametri: limit detekcije (LOD), limit
kvantifikacije (LOQ), selektivnost, ponovljivost, iskoriStenje 1 unutarlaboratorijska
obnovljivost, a nacin provedbe validacije, tumacenja validacijskih rezultata te njihove
prihvatljivosti definiran je Pravilnikom o provodenju analiti¢kih metoda i tumacenju rezultata
(Pravilnik, 2005).

Limit detekcije/kvantifikacije najmanja je koli¢ina analita u uzorku koja se moze
detektirati/kvantificirati uz odgovarajucu preciznost 1 to¢nost. LOQ je najniza koncentracija
koja se moze odrediti sa prihvatljivom preciznoséu odnosno ponovljivos¢u. LOD i LOQ
vrijednosti trebaju biti §to manje, a svakako manje od najveée dopustene ili preporucene
koli¢ine za pojedini alergen (primjerice za gluten ili sulfite) ili u odnosu na neke druge
preporucene koli¢ine ukoliko vrijednosti nisu definirane.

Specifi¢nost /selektivnost svojstvo je metode da to¢no 1 specificno odredi Zeljeni analit
u prisutnosti ostalih komponenata u matrici uzorka pod utvrdenim uvjetima ispitivanja. Iako
se u praksi Cesto poistovjecuju, specificnost 1 selektivnost dva su razli¢ita svojstva metode.
Specificna metoda je ona kojom se moze odrediti samo jedan specificni analit. Metoda kojom
se moze odredivati viSe komponenata istodobno, ali pod uvjetom da te komponente pri
odredivanju ne smetaju jedna drugoj, naziva se selektivnom.

Preciznost se odreduje kao izraz slaganja izmedu niza mjerenja izvedenih iz istog
homogenog uzorka pod propisanim uvjetima. Preciznost pod uvjetima ponovljivosti ili
ponovljivost pri ¢emu uvjeti ukljucuju jedan laboratorij, istog analitiCara, istu aparaturu,
kratko razdoblje.

Iskoristenje (engl. recovery) je postotak stvarne koncentracije tvari izdvojene tijekom
analitickog postupka, a odreduje se tijekom vrednovanja metode, ako potvrdeni referentni
materijal nije dostupan. Obnovljivost unutar laboratorija (reproducibilnost) je preciznost
dobivena u istom laboratoriju pod propisanim (unaprijed odredenim) uvjetima (npr. metoda,

materijal koji se ispituje, analitiCari, okoli§) u opravdanim vremenskim razmacima.
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3.2.5.1. Odredivanje validacijskih parametara

U ovom radu, sa svrhom validacije ELISA metoda za odredivanje koncentracije alergena u
mesnim proizvodima odredivani su limit detekcije (LOD), limit kvantifikacije (LOQ) i
iskoriStenje, a selektivnost (specifi¢nost) definirana je od strane proizvodaca ELISA kitova.

U postupku validacije metode za odredivanje glijadina (glutena), odredivanje LOD
provedeno je na nacin da su devet razli¢itih matriksa koje ne sadrze glijadin (Sirup od malina,
kukuruz, zob, heljdino brasno, kobasice, kukuruz, riza, tajlandska riza i indijska riza)
ekstrahirana po 10 puta te je mjerenje provedeno u duplikatima. Nakon provedenog
analitickog postupka, odredena je srednja vrijednost koncentracija glijadina te standardna
devijacija. LOD (mgkg™) je jednak sumi srednje vrijednosti koncentracija i vrijednosti tri
standardne devijacije istih odredivanja za glijadin. LOQ (mgkg™) je jednak sumi srednje
vrijednosti koncentracija 1 vrijednosti Sest standardnih devijacija istih odredivanja za glijadin.
IskoriStenje je utvrdeno obogacivanjem uzoraka koji su pripremani po uputi proizvodaca kita
RIDASCREEN®GLIADIN ekstrahiranih sa , koktel* otopinom, te je utvrden omjer teoretske i
dobivene koncentracije gliadina (glutena). Metoda je specifi¢na jer monoklonsko antitijelo R5
iz kita RIDASCREEN®GLIADIN reagira sa svim frakcijama gliadina iz p$enice i prolamina
iz rize i jeéma na razini od 100%. Nisu primijeCene ni krizne reaktivnosti sa sojom, zobi,
kukuruzom, rizom, heljdom.

Odredivanje LOD u postupku validacije metode za odredivanje proteina soje,
provedeno je na nacin da su tri razliCita matriksa bez soje (smjesa za kruh, ¢okolada,
kobasice) ekstahirani su po 10 puta te je mjerenje provedeno u duplikatima. LOD (mgkg™) je
jednak sumi srednje vrijednosti koncentracija i vrijednosti tri standardne devijacije istih
odredivanja za proteine soje. Za odredivanje LOQ vrijednosti tri razli¢ita uzorka obogacena
su na razinu standarda 2 (2,5 mgkg™ sojinih proteina). Svaki uzorak bio je ekstrahiran 10 puta
i mjerenje je provedeno u duplo. LOQ (mgkg™) je jednak sumi srednje vrijednosti
koncentracija 1 vrijednosti Sest standardnih devijacija istih odredivanja za proteine soje.
Iskoristenje je utvrdeno obogaéivanjem uzoraka smjese za kruh, ke¢apa, margarina, kreme od
ljeSnjaka 1 kobasica te je utvrden omjer teoretske i1 dobivene koncentracije proteina soje.
Antitijelo iz RIDASCREEN®FAST Soya specifi¢no detektira visokoprocesirane sojine
proteine. U hrani, sojini proteini prisutni su u prirodnom ili denaturiranom obliku. Kako bi
bili sigurni u potpunu detekciju sojinih proteina pomocu antitijela, svi uzorci moraju se kuhati

10 min na 100 °C kako bi se potencijalno prirodni oblik proteina preveo u denaturiranu formu.
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U postupku validacije metode za odredivanje proteina mlijeka, odredivanje LOD
provedeno je na nacin su Cetiri razli¢ita matriksa bez mlijecnih proteina (keksi, domaca
¢okolada, kobasice, bijelo vino) ekstrahirana su po 10 puta te je mjerenje provedeno u
duplikatima. LOD (mgkg™) je jednak sumi srednje vrijednosti koncentracija i vrijednosti tri
standardne devijacije istih odredivanja za proteine mlijeka, a LOQ (mgkg™) je jednak sumi
srednje vrijednosti koncentracija i vrijednosti Sest standardnih devijacija istih odredivanja.
Odredivanje iskoriStenja provedeno je analizom uzoraka obogacenih sa NIST SRM 1549
(obrano mlijeko u prahu) koje sadrzi 36,7% mlijenih proteina. Za odredivanje iskoriStenja
koristeni su procesirani i neprocesirani uzorci. Obogaceni uzorci analizirani su prema uputi
proizvodaca kita te je utvrden omjer teoretske i dobivene koncentracije proteina mlijeka.
Antitijela iz RIDASCREEN®FAST Milk kita specifi¢no detektiraju o, p i k-kazeine te p-
laktoglobuline kravljeg, govedeg, ov¢jeg 1 bizonovog mlijeka.

Pri validaciji metode za odredivanje gorusSice, za odredivanje LOD vrijednosti Cetiri
razli¢ita matriksa bez gorusSice (keksi, domaca ¢okolada, mljeveno meso, keksi) ekstrahirana
su po 10 puta te je mjerenje provedeno u duplikatima. LOD (mgkg™) je jednak sumi srednje
vrijednosti koncentracija i vrijednosti tri standardne devijacije istih odredivanja za koli¢inu
gorusice, a LOQ (mgkg™) je jednak sumi srednje vrijednosti koncentracija i vrijednosti Sest
standardnih devijacija istih odredivanja. Odredivanje iskoriStenja provedeno je analizom
obogacenih uzoraka. Uzorak za obogacivanje sadrzavao je 4 razliCite vrste goruSice (zuta,
bijela, smeda 1 crna goruSica). Uzorci su pripremani po uputi proizvodaca kita
RIDASCREEN®FAST Senf/Mustard te je utvrden omjer teoretske i dobivene koliGine
gorusice. Antitijela iz kita RIDASCREEN®FAST Senf/Mustard specifi¢no detektiraju sve

vrste goruSice (Zuta, bijela, smeda i1 crna gorusica).
3.2.6. Statisticka obrada podataka

Statisti¢ka obrada rezultata provedena je pomocu Microsoft Excel programa (verzija 2016) i

ukljucuje izracun srednje vrijednosti i standardne devijacije.
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4. REZULTATI | RASPRAVA

Prilikom proizvodnje mesnih proizvoda koriste se razli€iti proteini biljnog i zivotinjskog
porijekla s ciljem postizanja Zeljenih tehnoloSkih i organoleptickih svojstava, nutritivne
vrijednosti te povecanja prinosa. Medu najcesce koristenima su gluten, soja, proteini mlijeka i
goruSica (Feiner, 2006). Navedeni proteini ujedno pripadaju i skupini osnovnih alergena iz
hrane. Njihova primjena je zakonski regulirana ne samo radi zaStite interesa potroSaca (s
obzirom da se dio proteina mesa zamjenjuje navedenim proteinima $to proizvodaci mogu
zloupotrebljavati) ve¢ radi njihovog moguéeg utjecaja njihovo zdravlje. S obzirom na
navedeno, njihova prisutnost u mesnim proizvodima, ukoliko nisu jasno istaknuti na
deklaraciji proizvoda, moze predstavljati potencijalnu opasnost po zdravlje potrosaca
alergi¢nih na te sastojke (PetraSova i sur., 2015).

Zakonodavstvo Europske unije naglaSava Cetrnaest specificnih alergena o ¢ijoj
prisutnosti informacije moraju biti pruzene potrosacu. To podruéje uredeno je Uredbom (EU)
br. 1169/2011 o informiranju potrosaca o hrani donesenom od strane Europske komisije, koja
osim obveznog oznaCavanja alergena naglasava i na¢in na koji alergeni moraju biti deklarirani
na prehrambenim proizvodima (Vodi¢, 2015). U Republici Hrvatskoj vaze¢i je Zakon o
informiranju potroSa¢a o hrani kojim se omogucuje provedba navedene Uredbe (Zakon,
2013).

Vazece zakonodavstvo nalaze obavezno oznaCavanje prisutnosti alergena, no jo$
uvijek nisu definirane grani¢ne vrijednosti koncentracije alergena u proizvodima ispod koje
vecina osjetljivih potrosaca nije u riziku od pojave alergijskih reakcija (EFSA, 2014). Postoje
razli¢iti pristupi 1 istraZivanja, no jo§ uvijek nije postignut dogovor kako interpretirati te
vrijednosti u kontekstu javnog zdravstva s obzirom da one ovise o0 razli¢itim faktorima,
osobito o osjetljivosti pojedinca (FDE, 2013). RazliCite grani¢ne vrijednosti su razmatrane, no
zasad jo§ uvijek nisu zakonski odredene, osim za sulfite iznad 10 mgkg™ i gluten iznad 20
mgkg™ (Immer i Lacorn, 2009). Njemacko drustvo za alergologiju i klini¢ku imunologiju i
UdruZenje njemadkih alergologa predlazu granicu od 10-100 mgkg™ alergene hrane ili 1-10
mgkg'1 proteinske frakcije alergene hrane (ovisno o njenoj alergenosti) kako bi se zastitili
osjetljivi potrosaci od ozbiljnih alergijskih reakcija. NiZe granice trebale bi se primjenjivati za
hranu koja izaziva jake reakcije, poput kikirikija (Alves i sur., 2015).

U svrhu detekcije prisutnosti alergena u prehrambenim proizvodima nuzno je

provoditi analize pouzdanim analitickim metodama cija je primjena nuzna radi provjere
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uskladenosti sa deklaracijama i zaStite zdravlja i1 interesa potroSaca. Trenutno najcesce
koriStena metoda za detekciju alergena u hrani je ELISA cije su prednosti jednostavnost,
osjetljivost i specifi¢nost (EFSA, 2014).

S obzirom da ne postoje grani¢ne vrijednosti za deklariranje alergena osim za gluten i
sulfite, a 1 ne postoji standardna metoda za odredivanje alergena u hrani, proizvodaci imaju na
izbor koje ¢e metode koristiti. Navedene metode mogu bili samo kvalitativne ili s druge strane
kvantitativne, no ne i dovoljno osjetljive u sluc¢aju prisutnosti niskih koncentracija alergena.
Proizvodaci u slu¢aju nenamjerne prisutnosti alergena mogu upotrebljavati navod ,,moze
sadrzavati“, no takve oznake ne smiju biti zamjena za dobru higijensku praksu. Potrosaci ih
Cesto pogreSno interpretiraju, $to ih dovodi u rizik ukoliko ignoriraju napisano ili ih s druge
strane ograni¢ava u kupnji sigurnog proizvoda (Daly, 2015). Znaju¢i kako alergeni mogu
uzrokovati reakcije u vrlo malim koli¢inama i vrlo Siroku upotrebu navoda ,,moze sadrzavati*
od strane mnogih proizvodaca, neki autori predlazu razmatranje same Uredbe (EU) br.
1169/2011 i stroze definiranje granica za oznacavanje alergena u hrani (Reese i sur., 2015).

U ovom radu pomoc¢u ELISA metode analizirala se prisutnost alergena glutena, soje,
goruSice 1 proteina mlijeka u razli¢itim vrstama mesnih proizvoda razliitih proizvodaca,
zastupljenih na trziStu Republike Hrvatske. Odredivanje alergena provedeno je na uzorcima
pedeset i jednog proizvoda Kkoji prema sistematizaciji propisanoj Pravilnikom o mesnim
proizvodima (Pravilnik, 2012) pripadaju u pet kategorija: proizvodi od cijelih ili izrezanih
komada ili mljevenog mesa (n=5), kobasice (n=35), mesni proizvodi u komadima (n=3),

proizvodi od usitnjenog mesa (n=4) i ¢varci (n=4).
4.1. REZULTATI VALIDACIJE METODE

Prije analize uzoraka mesnih proizvoda provedena je validacija ELISA metode odredivanja
koncentracije glutena, soje, proteina mlijeka i goruSice pri ¢emu su definirani validacijski
parametri. Provedeno je odredivanje sljede¢ih validacijskih parametara: limita detekcije,
limita kvantifikacije 1 iskoriStenja. Vrijednosti specifi¢nosti (selektivnosti) metoda odredene
su od strane proizvodaca ELISA kita te su navedene u uputama svakog pojedinog Kita.

Rezultati dobiveni u validacijskom postupku prikazani su tablicama 3 i 4. LOD i LOQ
vrijednosti prikazane su u tablici 3. LOD vrijednost za gluten iznosi 3 mgkg™, za soju 0,31
mgkg™, za proteine mlijeka 0,7 mgkg™ i za gorusicu 0,22 mgkg™. LOQ vrijednost za gluten
iznosi 5 mgkg™, za soju LOQ 2,50 mgkg™, za proteine mlijeka 2,5 mgkg™ i za gorusicu 0,5
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mgkg™. U tablici 4 prikazane su vrijednosti iskoristenja koje iznose 100,4 % za gluten, 92 %
za soju, 104,2 % za proteine mlijeka i 101,7 % za goruSicu.

Dobiveni rezultati validacije analitickih metoda u skladu su sa odredbama odnosno
validacijskim kriterijima definiranim Pravilnikom o provodenju analitickih metoda i
tumacenju rezultata (Pravilnik, 2005) te se primijenjene metode mogu smatrati prikladnim za

odredivanje glutena, soje, proteina mlijeka i goruSice kao alergena u mesnim proizvodima.

Tablica 3. Rezultati LOD i LOQ vrijednosti za ELISA metodu za odredivanje alergena u

mesnim proizvodima

Alergen

Lop/ |LOD [LOQ |LOD [LOQ [LOD [LOQ |LOD [LOQ
LOO (mgkg™) | (mgkg™) | (mgkg™) | (mgkg™) | (mgkg™) | (mgkg™) | (mgkg™) | (mgkg™)

Vrijednost 3,00 5,00 0,31 2,50 0,70 2,50 0,22 0,50

Tablica 4. Rezultati odredivanja iskoriStenja za ELISA metode za odredivanje alergena u

mesnim proizvodima

Alergen Mesni proizvod Iskoristenje (%)
Gluten Kobasice 100,4
Kobasice 92,0
Proteini mlijeka Mijesano mljeveno meso 104,2
- Mljeveno meso 101,7

Za odredivanje koli¢ine alergena u mesnim proizvodima izradene su bazdarne krivulje
pomocu standarda za svaki od navedenih alergena. Bazdarne krivulje prikazane su slikama 8-

10.
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4.2. KOLICINA ALERGENA U MESNIM PROIZVODIMA

U tablicama 5-15 prikazani su rezultati odredivanja glutena, soje, proteina mlijeka i gorusice u
uzorcima mesnih proizvoda dobiveni kvantitativnom ELISA metodom. U tablicama su
takoder prikazani 1 navodi vezani uz oznacavanje alergena koji su se nalazili na deklaracijama

na proizvodima.

Tablica 5 prikazuje koli¢inu alergena u uzorcima c¢evapCica. Na deklaracijama na
proizvodima istaknuto je kako proizvodi ne sadrze alergene. Alergeni nisu odredeni niti u
jednom uzorku. S obzirom da su ispitivani alergeni odredeni ispod LOD/LOQ vrijednosti

metode, vjerojatno su posljedica krizne kontaminacije prilikom proizvodnje ¢evapcica.

Tablica 5. Koli¢ina alergena u uzorcima ¢evapcic¢a odredena ELISA metodom

Uzorak Naziv Navod na deklaraciji = Gluten Proteini
proizvoda vezan uz prisutnost  (mgkg?) mlijeka
alergena (mgkg™)

1 Cevapti¢éi  Proizvodag istice

kako proizvod ne
sadrzi alergene. <LOD <LOD <LOD <LOD

2 Cevapgiéi Proizvodac istice
kako proizvod ne
sadrzi alergene. <LOD <LOD <LOD <LOD

3 Cevaptiéi Proizvodac istice
kako proizvod ne
sadrzi alergene. <LOD <LOD <LOQ <LOD

4 Cevapgiéi Proizvodac istice
kako proizvod ne
sadrZi alergene. <LOD <LOD <LOQ <LOQ

5 Cevapti¢i Proizvodac istice
kako proizvod ne
sadrzi alergene. <LOQ <LOD <LOQ <LOQ
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Tablica 6 prikazuje koli¢inu alergena u uzorcima hrenovki. Gluten je odreden u dvama

uzorcima, u uzorku 5 (22,35 mgkg™) gdje prisutnost nije bila deklarirana i u uzorku 6 (105,11

mgkg™) gdje je deklarirana prisutnost glutena. Proteini mlijeka odredeni su samo u uzorku 6

(2111 mgkg'l) s time da prisutnost nije bila deklarirana. Soja je odredena u pet uzoraka, u

uzorku 3,5,6,7 i 8 u rasponu od 19,95 do 23 mgkg™, a na svim uzorcima prisutnost soje je bila

deklarirana. Gorusica je odredena samo u uzorku 7 (12,22 mgkg™) na kojem je oznadena

njena moguca prisutnost. Alergeni Cija je prisutnost ispod LOD/LOQ vrijednosti metode,

vjerojatno su posljedica krizne kontaminacije prilikom proizvodnje.

Tablica 6. Koli¢ina alergena u uzorcima hrenovki odredena ELISA metodom

Uzorak Naziv Navod na deklaraciji =~ Gluten Proteini
proizvoda vezan uz prisutnost  (mgkg™) mlijeka
alergena (mgkg™)
1 Hrenovke Nisu navedeni u
popisu sastojaka. <LOQ <LOD <LOD <LOD
2 Hrenovke Nisu navedeni u
popisu sastojaka. <LOQ <LOD  <LOD  <LOD
3 Hrenovke U popisu sastojaka:
Sojin izolat <LOD  <LOD 21,4 <LOD
4 Hrenovke  Biljne bjelanc¢evine
<LOD <LOQ <LOQ <LOD
5 Hrenovke U popisu sastojaka:
Proteini soje. Moze
sadrzavati gorusSicu. 22,35 <LOD 20,1 <LOD
6 Hrenovke U popisu sastojaka:
Proteini pSenice i
soje 105,11 2111 19,95 <LOD
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7

Hrenovke

U popisu sastojaka:
Bjelancevine soje.
Moze sadrzavati

gorusicu.

<LOQ

<LOD

22,00

12,22

8

Hrenovke

U popisu sastojaka:
Bjelancéevine soje.
Moze sadrzavati

gorusicu.

<LOD

<LOD

23,00

<LOD

Tablica 7 prikazuje koli¢inu alergena u uzorcima pariskih kobasica. Sva tri uzorka bila su od

istog proizvodaca koji na svojim proizvodima istiCe kako proizvod ne sadrzi alergene. Svi

alergeni nalazili su se u koli¢inama ispod LOD/LOQ vrijednosti metode. Prisutni tragovi

alergena vjerojatno su posljedica krizne kontaminacije prilikom proizvodnje.

Tablica 7. Koli¢ina alergena u uzorcima pariskih kobasica odredena ELISA metodom

Uzorak Naziv Navod na deklaraciji = Gluten Proteini
proizvoda vezan uz prisutnost  (mgkg?) mlijeka
alergena (mgkg™)
1 Pariska Proizvodac isti¢e
kobasica kako proizvod ne
sadrZi alergene. <LOD <LOD <LOD <LOD
2 Pariska Proizvodac istice
kobasica kako proizvod ne
sadrzi alergene. <LOD <LOD <LOD <LOD
3 Pariska Proizvodac istice
kobasica kako proizvod ne
sadrzi alergene. <LOD <LOD <LOD <LOD
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Tablica 8 prikazuje koli¢inu alergena u uzorcima kranjskih kobasica. Ispitivani alergeni
prisutni su u uzorku 2 i to proteini mlijeka (4,01 mgkg™), soja (20,5 mgkg™) i gorusica (4,36
mgkg™) &ija prisutnost nije bila navedena na deklaraciji proizvoda. U uzorku 5 odreden je
gluten Cija prisutnost nije bila navedena, ali se nalazi u koli¢inama koju nije obavezno
deklarirati (9,33 mgkg™). Alergeni &ija je prisutnost ispod LOD/LOQ vrijednosti metode,

vjerojatno su posljedica krizne kontaminacije prilikom proizvodnje.

Tablica 8. Koli¢ina alergena u uzorcima Kranjskih kobasica odredena ELISA metodom

Uzorak Naziv Navod na deklaraciji =~ Gluten Proteini
proizvoda vezan uz prisutnost  (mgkg?) mlijeka
alergena (mgkg™)
1 Kranjska Proizvodag istice
kobasica kako proizvod ne
sadrzi alergene. <LOQ <LOD <LOD <LOD
2 Kranjska Nisu navedeni u
kobasica popisu sastojaka. <LOQ 401 20.5 436
3 Kranjska Nisu navedeni u
kobasica popisu sastojaka. <LOD <LOD <LOD <LOQ
4 Kranjska Nisu navedeni u
kobasica popisu sastojaka. <LOD <LOD <LOD <LOD
5 Kranjska Nisu navedeni u
kobasica popisu sastojaka. 933 <LOD <LOD <LOD
6 Kranjska Proizvodac istice
kobasica kako proizvod ne
sadrZi alergene. <LOD <LOD <LOD <LOD
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Tablici 9 prikazuje koli¢inu alergena u uzorcima tirolskih kobasica. Rezultati analize
pokazuju kako je od alergena prisutan samo gluten u uzorku 2 u koli¢ini od 10,04 mgkg™ ¢ija
prisutnost nije navedena, ali s obzirom da je ispod 20 mgkg™ nije ju obavezno deklarirati.
Alergeni Cija je prisutnost ispod LOD/LOQ vrijednosti metode, vjerojatno su posljedica

krizne kontaminacije prilikom proizvodnje.

Tablica 9. Koli¢ina alergena u uzorcima tirolskih kobasica odredena ELISA metodom

Uzorak Naziv Navod na deklaraciji =~ Gluten Proteini
proizvoda vezan uz prisutnost = (mgkg™) mlijeka
alergena (mgkg™)
1 Tirolska Proizvodag istice
kobasica kako proizvod ne
sadrzi alergene. <LOD <LOQ <LOD <LOD
2 Tirolska Mogu¢i tragovi
kObaSica gomélce 10’04 <LOD <LOD <LOD
3 Tirolska Mogu¢i tragovi
kobasica celera i gorusice. <LOQ <LOD <LOQ <LOQ
4 Tirolska Proizvodac istice

kobasica kako proizvod ne
sadrZi alergene. <LOD <LOQ <LOD <LOD
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Tablica 10 prikazuje koli¢inu alergena u uzorcima Sunke u ovitku razli¢itih proizvodaca.
Alergeni nisu odredeni niti u jednom uzorku. Alergeni ¢ija je prisutnost ispod LOD/LOQ

vrijednosti metode, vjerojatno su posljedica krizne kontaminacije prilikom proizvodnje.

Tablica 10. Koli¢ina alergena u uzorcima Sunki u ovitku odredena ELISA metodom

Uzorak Naziv Navod na deklaraciji =~ Gluten Proteini
proizvoda vezan uz prisutnost — (mgkg™) mlijeka
alergena (mgkg™)
1 Sunka u Moze sadrzavati
ovitku

tragove soje,

pSeni¢nog glutena i

mlijeka. <LOQ <LOD <LOQ <LOD
2 Sunka u Proizvodac istice
ovitku kako proizvod ne
sadrzi alergene. <LOD <LOD <LOD <LOD
3 Sunka u Nisu navedeni u
ovitku popisu sastojaka. <LOQ <LOD <LOD <LOD
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Tablica 11 prikazuje koli¢inu alergena u uzorcima pasteta. Gluten i goruSica nisu odreden niti
u jednom uzorku. Proteini mlijeka odredeni su u uzorcima od 1-5 u rasponu od 305,1 mgkg™
do 446,1 mgkg™, ¢ija je prisutnost bila deklarirana na svakom uzorku. Soja je odredena u
uzorku 1,3,4,5 i 6 u rasponu od 24,1 do 28 mgkg™, a prisutnost soje bila je deklarirana na
svim uzorcima. Alergeni ¢ija je prisutnost ispod LOD/LOQ vrijednosti metode, vjerojatno su

posljedica krizne kontaminacije prilikom proizvodnje.

Tablica 11. Koli¢ina alergena u uzorcima pasteta odredena ELISA metodom

Uzorak Naziv Navod na deklaraciji =~ Gluten Proteini
proizvoda vezan uz prisutnost  (mgkg?) mlijeka
alergena (mgkg™)
1 Pasteta Prisutne sojine i
mlije¢ne

bjelancevine. Moze
sadrzavati tragove
zitarica koje sadrze

gluten. <LOQ 360,9 28 <LOD

2 Pasteta U popisu sastojaka:
Bjelancevine
mlijeka. Moze
sadrzavati tragove
soje i pSeni¢nog

glutena. <LOQ 446,1 <LOD <LOD

3 Pasteta U popisu sastojaka:
Sojina bjelancevina
1 bjelancevine
mlijeka. Moze
sadrzavati tragove
zitarica koje sadrze

gluten. <LOQ 305,1 26,4 <LOD
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4 Pasteta U popisu sastojaka:
Sojina bjelancevina
i bjelancevine
mlijeka. Moze
sadrzavati tragove
zitarica koje sadrze
gluten. <LOQ 416,3 24,1 <LOD

5 Pasteta U popisu sastojaka:
Sojina bjelancevina
1 bjelancevine
mlijeka. Moze
sadrzavati tragove
zitarica koje sadrze

gluten. <LOQ 373,7 24,6 <LOD

6 Pasteta U popisu sastojaka:
Proteini soje i sojin
lecitin. MozZe
sadrzavati gluten,
jaja, mlijeko i celer u
tragovima. <LOQ <LOD 25,4 <LOD
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Tablica 12 prikazuje koli¢inu alergena u uzorcima kobasica za peCenje. Gluten je odreden
samo u uzorku 4 (28,96 mgkg™) &ija prisutnost nije bila deklarirana. Ostali alergeni odredeni
su samo u uzorku 5 i to proteini mlijeka (27,54 mgkg™) i soja (18,24 mgkg™) koji nisu
deklarirani i deklarirana gorusica (14 mgkg™). Alergeni ¢&ija je prisutnost ispod LOD/LOQ

vrijednosti metode, vjerojatno su posljedica krizne kontaminacije prilikom proizvodnje.

Tablica 12. Koli¢ina alergena u uzorcima kobasica za pecenje odredena ELISA metodom

Uzorak Naziv Navod na deklaraciji =~ Gluten Proteini
proizvoda vezan uz prisutnost = (mgkg™) mlijeka
alergena (mgkg™)
1 Kobasica Proizvodag istice
ZAPeCee Kako proizvod ne
sadrzi alergene. <LOQ <LOD <LOD <LOD
2 Kobasica Nisu navedeni u
3 Kobasica Proizvodag istice

za pecenje kako proizvod ne

sadrzi alergene. <LOD <LOD <LOD <LOD

4 Kobasica Nisu navedeni u
za pecenje popisu sastojaka. 28.96 <LOD <LOD <LOD

5 Kobasica Sadrzi gorusicu.
za pecenje <LOD 27,54 18,24 14.00
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Tablica 13 prikazuje koli¢inu alergena u uzorcima kuhane Sunke. Prisutnost alergena na

deklaracijama nije bila navedena. Alergeni nisu odredeni niti u jednom uzorku.

Tablica 13. Koli¢ina alergena u uzorcima kuhane Sunke odredena ELISA metodom

Uzorak Naziv Navod na deklaraciji =~ Gluten Proteini
proizvoda vezan uz prisutnost = (mgkg™) mlijeka
alergena (mgkg™)
1 Kuhana Nisu navedeni u
Sunka . ok
popisu sastojaxa <LOD <LOD <LOD <LOD
2 Kuhana Proizvodag istice
Sunka kako proizvod ne
sadrzi alergene. <LOD <LOD <LOD <LOD
3 Kuhana Proizvodag istice
Sunka kako proizvod ne
sadrzi alergene. <LOD <LOD <LOD <LOD

52



Tablica 14 prikazuje koli¢inu alergena u uzorcima mesnih doruéaka razli¢itih proizvodaca.

Od alergena je odredena samo soja u uzorcima od 1-3 u rasponu od 9,60 do 27,20 mgkg™, a

prisutnost soje bila je navedena na svim uzorcima. Alergeni ¢ija je prisutnost ispod

LOD/LOQ vrijednosti metode, vjerojatno su posljedica krizne kontaminacije prilikom

proizvodnje.

Tablica 14. Koli¢ina alergena u uzorcima mesnih dorucaka odredena ELISA metodom

Uzorak Naziv

proizvoda

Navod na
deklaraciji vezan uz

prisutnost alergena

Gluten
(mgkg™)

Proteini
mlijeka
(mgkg™)

1 Mesni
dorudak

U popisu sastojaka:
Sojina
bjelancevina. U
tragovima moze
sadrzavati gluten 1
mlijeko.

<LOQ

<LOD

25,20

<LOD

2 Mesni
dorudak

Sadrzi sojine
proteine. U
tragovima moze
sadrzavati mlijeko i
zitarice koje sadrze
gluten.

<LOQ

<LOD

2120 _ op

3 Mesni
dorucak

U popisu sastojaka:
Sojina
bjelancevina. Moze
sadrzavati tragove
pSeni¢nog glutena,
mlijeka, celera i
gorusice.

<LOQ

<LOD

9,60 <LOD

4 Mesni
dorucak

Moze sadrzavati
soju, mlijeko i
zitarice koje sadrze
gluten u tragovima.

<LOD

<LOD

LOQ 6
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Tablica 15 prikazuje koli¢inu alergena u uzorcima ¢varaka. U svim uzorcima detektirana je
samo prisutnost proteina mlijeka u rasponu od 29 do 41 mgkg™® &ija je prisutnost bila
deklarirana.

Tablica 15. Koli¢ina alergena u uzorcima ¢varaka odredena ELISA metodom

Uzorak Naziv Navod na  Gluten Proteini
proizvoda deklaraciji vezan uz = (mgkg™) mlijeka
prisutnost alergena (mgkg™)

1 Cvarci Mlijeko

<LOQ 41,00 <LOQ  <LOD

2 Cvarci Mlijeko

<LOD 35,00 <LOQ <LOD
3 Cvarci Mlijeko

<LOD 29,00 <LOD <LOQ
4 Cvarci Mlijeko

<LOD 33,00 <LOD <LOD

Od ukupno pedeset 1 jednog analiziranog proizvoda, u Sest proizvoda detektirani su alergeni, a
da njihova prisutnost nije bila navedena na deklaraciji. Od tri uzorka hrenovki, u jednom
uzorku je prisutan gluten (22,35 mgkg™), u drugom uzorku proteini mlijeka (211,1 mgkg™)
dok u treéem uzorku gorusica (12,22 mgkg™). U jednom uzorku kranjske kobasice prisutni su
nedeklarirani proteini mlijeka (4,01 mgkg™), soja (20,5 mgkg™) i gorusica (4,36 mgkg™). U
jednom uzorku kobasice za pe€enje prisutan je gluten (28,96 mgkg™), dok u drugom proteini
mlijeka (27,54 mgkg™) i soja (18,24 mgkg™).

Usporedujuci deklaracije na proizvodima vecéih tvrtki mesne industrije 1 manjih
mesnica, vidljivo je kako vece tvrtke deklariraju svoje proizvode sukladno Uredbi (EU) br.
1169/2011 dok mali proizvodaci (mesnice) joS uvijek ne oznafavaju svoje proizvode u

potpunosti na pravilan nacin.
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4.3. DESKRIPTIVNA STATISTICKA OBRADA PODATAKA

Statisticka obrada podataka ukljucivala je izra¢un srednje vrijednosti alergena u mesnim
proizvodima i njihove standardne devijacije. Rezultati su prikazani graficki slikama 11-14.
Slika 11 prikazuje koli¢inu glutena (srednja vrijednost = SD) u mesnim proizvodima.
Iz grafickog prikaza vidljivo je kako se najviSe glutena nalazi u hrenovkama (63,73 + 58,52
mgkg™), zatim u kobasicama za pecenje (28,96 mgkg™) te u tirolskoj (10,94 mgkg™) i
kranjskoj 9,33 mgkg™) kobasici. Rezultati su o&ekivani s obzirom da se gluten Eesto koristi
pri proizvodnji kobasica jer dodatkom glutena dolazi do povecanja sposobnosti vezanja vode

(SVV) i mogucénosti emulzije masti $to je izrazito bitno za tu vrstu proizvoda (Feiner, 2006).
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Slika 11. Koli¢ina glutena (srednja vrijednost £ SD) u mesnim proizvodima

Slika 12 prikazuje koli¢inu proteina mlijeka (srednja vrijednost = SD) u mesnim proizvodima.
1z grafi¢kog prikaza vidljivo je kako se najviSe proteina mlijeka nalazi u paStetama (380,42 +
54,08 mgkg™), zatim u hrenovkama (211,1 mgkg™), ¢varcima (34,5 + 5 mgkg™), kobasicama
za pedenje (27,54 mgkg™) i kranjskim kobasicama (4,01 mgkg™). Rezultati su o&ekivani jer
proteini mlijeka pozitivho utjeu na socnost, sposobnost stvaranja gela i okus mesnih
proizvoda. Imaju odlicnu sposobnost emulgiranja masti koje su stabilne cak i prilikom
toplinskih tretmana pri visokim temperaturama (sterilizacija), $to je vazno za proizvode poput

pastete (Feiner, 2006).
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Slika 12. Koli¢ina proteina mlijeka (srednja vrijednost = SD) u mesnim proizvodima

Slika 13 prikazuje koli¢inu soje (srednja vrijednost = SD) u mesnim proizvodima. Iz
grafickog prikaza vidljivo je kako se najvise soje nalazi u pastetama (25,7 + 1,55 mgkg™),
nakon &ega slijede hrenovke (21,15 +1,49 mgkg™), mesni doruéci (20,66 + 9,63 mgkg™),
kranjske kobasice (20,5 mgkg™) i kobasice za pecenje (18,24 mgkg™). 1z rezultata je vidljivo
kako je soja prisutna u proizvodima u otprilike u istim koli¢inama. Od svih proteina koji se
koriste u mesnoj industriji, proteini soje se najviSe primjenjuju zbog njihove izvrsne

Sposobnosti vezanja vode, povecanja stabilnosti emulzija i prinosa (Feiner, 2006).
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Slika 13. Koli¢ina soje (srednja vrijednost £ SD) u mesnim proizvodima

Slika 14 prikazuje koli¢inu gorusice (srednja vrijednost) u mesnim proizvodima. Iz grafickog

prikaza vidljivo je kako se najvise gorusice nalazi u kobasicama za pecenje (14 mgkg™),

nakon &ega slijede hrenovke (12,22 mgkg™) te kranjske kobasice (4,36 mgkg™). Rezultati su

o¢ekivani, s obzirom da se goruSica upotrebljava kao za¢in u proizvodima poput kobasica

(Karwowska i sur., 2013).
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5. ZAKLJUCCI

U ovom radu analizirala se prisutnost alergena glutena, soje, gorusice i proteina mlijeka u
razli¢itim vrstama mesnih proizvoda razli¢itih proizvodaca, zastupljenih na trziStu Republike
Hrvatske. Ujedno se istrazivalo oznaCavaju li proizvodaci eventualno prisutne alergene u

skladu sa vaze¢om zakonskom regulativom. Iz dobivenih rezultata moze se zakljuciti:

1. Od ukupno pedeset i jednog analiziranog proizvoda, u Sest proizvoda odredeni su alergeni,

a da njihova prisutnost nije bila navedena na deklaraciji.

2. Usporeduju¢i deklaracije na proizvodima vecih tvrtki mesne industrije i onih manjih
proizvodaca, vidljivo je kako vece tvrtke deklariraju svoje proizvode sukladno Uredbi
(EU) br. 1169/2011 dok mali proizvodaci (mesnice) jo§S uvijek ne oznaCavaju svoje

proizvode u potpunosti na pravilan nacin.

3. Rezultati ispitivanja pokazali su kako se najviSa razina glutena nalazi u hrenovkama
(63,73 mgkg™), proteina mlijeka u pastetama (380,42 mgkg™), soje takoder u pastetama
(25,7 mgkg™) i gorusice u kobasicama za pecenje (14 mgkg™).

4. Proizvodaci hrane obavezni su pravilno oznacavati prisutnost potencijalnih alergena u
hrani. Uvodenje novog nacina deklariranja omogucéava osobama alergi¢nim i/ili
preosjetljivim na odredene sastojke hrane, sigurne i informirane odluke o hrani koju

konzumiraju.

5. Rezultati istrazivanja upucuju na vaznost sustavne kontrole alergena u mesnim

proizvodima u svrhu zastite zdravlja i interesa potrosaca.
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