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SAZETAK

Odredivanje glutena u prehrambenim proizvodima imunoenzimskom (ELISA) metodom
Katarina OrSuli¢

Gluten je tvar koja se nalazi u zitaricama, a sastoji se od dva glavna proteina, glutenina i
glijadina koji mogu izazivati imunoloske reakcije kod pojedinaca. Pri lijecenju osjetljivosti na
gluten bezglutenskom prehranom dolazi do problema zbog namjerne ili nenamjerne
kontaminacije razli¢itih prehrambenih proizvoda glutenom.

Analizu glutena u razli¢itim prehrambenim proizvodima provedena je imunoenzimskom
(ELISA) metodom. Od ukupno 30 analiziranih proizvoda, dva uzorka piva sadrzavali su
masenu koncentraciju glutena ve¢u od 100 mg/kg te se svrstavaju u proizvode s glutenom, dva
su uzorka piva s udjelom glutena izmedu 20 i 100 mg/kg (proizvodi s vrlo niskim sadrzajem
glutena), dok su ostali uzorci sadrzavali masenu koncentraciju glutena manju od 20 mg/kg i
smatraju se bezglutenski. Metoda je validirana, a svi se parametri validacije nalaze unutar
statisticki prihvatljivih granica prihvatljivosti, dobiveni rezultati metode mogu se smatrati
pouzdanim i preciznim te je metoda prihvatljiva za rutinsku analizu. Sve vrijednosti masenih
koncentracija uzorka glutena imaju RSD (%) manji od 1,46 te se nalaze unutar granica
prihvatljivosti metode.
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ABSTRACT

Determination of gluten in food products using enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)
Katarina Orsuli¢

Gluten is an elastic protein substance found in cereals. It consists of two main proteins, glutenin
and gliadin, which can cause immune reactions. The main treatment for gluten-sensitive
individuals is a gluten-free diet which might be problematic due to intentional or unintentional
contamination of food products with gluten.

The immunoenzyme (ELISA) method is validated, and all validation parameters are within
statistically acceptable limits of acceptability. Results of the method can be considered reliable
and the method is acceptable for routine analysis. All values of the mass concentrations of the
gluten samples have a RSD (%) less than 1,46 and are within the acceptability limits of the
method. Analysis of gluten in various food products was performed by ELISA method and 30
products were analyzed. Two samples contained a mass content of gluten greater than 100
mg/kg and are classified as products with gluten, two samples with a gluten content between
20 and 100 mg/kg (products with very low gluten content), while other samples contained a
gluten mass content of less than 20 mg/kg and are considered as gluten-free.
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§ 1. Uvod 1

§1. UVOD

Gluten je elasti¢na, bjelancevinasta tvar koja se nalazi u pSenici, je¢mu, razi, piru i zobi. Sastoji
se od dva glavna proteina, glutenina i glijadina. Gluten je poznat kao alergena tvar jer se kod
pojedinih ljudi javlja prirodena sklonost nepodnosenja glutena. Buduci da su zitarice medu
najvaznijim prehrambenim kulturama, od osobite vaznosti je istrazivanje glutena i razvoj

metoda njegove detekcije u razli¢itim prehrambenim proizvodima.*

Zbog sve vece spoznaje o alergijskim ucincima glutena, na trzistu je sve vise proizvoda
s oznakom ,,bez glutena“ ili ,,sa smanjenim sadrzajem glutena®. Uklanjanje glutena iz Zitarica
koje sadrze gluten je sloZzen proces u kojem moze doc¢i do razlicitih tehnoloSkih poteskoca.
Upravo zbog toga, ali i zbog ekonomskih troskova, vrlo je tesko proizvesti hranu sasvim bez
glutena. Velik problem predstavlja kontaminacija zobi i drugih zitarica bez glutena pSenicom,
razi ili jeémom, koji sadrze gluten, za vrijeme Zetve, prijevoza, skladistenja ili prerade, ¢ime se
glutenom zagaduju i krajnji proizvodi. Upravo zbog toga postoji potreba za razvoj metoda za
otkrivanje alergena i nuzno je poboljsati oznacavanje prehrambenih proizvoda kako bi se

zastitili krajnji potrosaci.®

Cilj ovog diplomskog rada istraziti je udio glutena u prehrambenim proizvodima na
trziStu za koje se zna da sadrze, 0dnosno ne sadrze gluten, te utvrditi moguce nepravilnosti kod

proizvoda koji imaju oznaku ,,bez glutena“ i ,,sa smanjenim sadrzajem glutena®.

Udio glutena u hrani analizirat ¢e se analitickom imunoenzimskom ELISA metodom
(eng. Enzyme-Linked Immunosorbent Assay), prema Normi HRN EN ISO/IEC 17025, za koju
je Laboratorij akreditiran od Hrvatske akreditacijske agencije. Za odredivanje masene
koncentracije glutena u razli¢itim prehrambenim proizvodima imunoenzimskom metodom
ELISA, metoda ¢e se prethodno validirati. Na temelju rezultata analize prehrambeni proizvodi
podijelit ¢e se na bezglutenske (s masenom koncentracijom glutena manjom od 20 mg/kg prema
Uredbi (EU) br. 828/2014 o zahtjevima za informiranje potrosaca o odsutnosti ili smanjenoj

prisutnosti glutena u hrani) te proizvode koji sadrze manji i ve¢i udio glutena.

Katarina OrSuli¢ Diplomski rad



§ 2. Literaturni pregled 2

§ 2. LITERATURNIPREGLED
2.1. Alergeni u hrani

Alergija na hranu, poznata i kao preosjetljivost na hranu, javlja se zbog reakcije imunoloskog
sustava na inace bezopasne proteine u hrani tzv. alergene.? Glavni prehrambeni alergeni su
glikoproteini topljivi u vodi, mase 10 do 70 kDa, koji su relativno stabilni na razgradnju
djelovanjem topline, kiselina ili proteaza.®

Najcesci alergeni su proteini u jajima, mlijeku, oraSastim plodovima, kikirikiju, soji,
pSenici, ribama i Skoljkama, ali kod nekih ljudi, preosjetljivost mogu izazvati i alergeni koji se
nalaze u vocu, povréu ili sjemenkama. Alergije na hranu naj¢esce su povezane s imunoloskim
poremecajima imunoglobulina E (IgE) koji nastaju nakon izlaganja alergenoj hrani. Alergije se
razli¢ito manifestiraju, od blagog svrbeza, gastrointestinalnih simptoma do Zivotno prijeteceg
anafilakti¢kog $oka.® Osobe koje imaju alergijske reakcije obi¢no potpuno izbjegavaju hranu
na koju su osjetljive.*

Problem u javnom zdravstvu predstavlja sve vise alergija na hranu. Uoceno je da su
alergije ¢eS¢e u razvijenim zemljama, a pretpostavlja se da je razlog tome Sto je u tim zemljama
ljudski imunoloski sustav manje izloZzen uzro¢nicima infekcija i ne treba prepoznati i boriti se
protiv infekcija.? Utjecaj na ucestalost alergija imaju i promjene prehrambenih navika, na¢in
pripreme hrane te sloZen sastav prehrambenih proizvoda.*

Razli¢ite metode prerade hrane takoder utjecu na ucestalost alergija jer tijekom prerade
moze do¢i do kemijske ili konformacijske promjene specifi¢nih proteina Cime se moze povecati
ili smanjiti njihova alergenost. Kod voéa i povrca stupanj zrelosti moze znatno utjecati na

alergenost proteina koje sadrze.?

2.2. Gluten

Gluten je po svojim svojstvima ljepljiva, elasti¢na bjelanéevinasta tvar, kompleks kojeg
¢ine stotine razlicitih proteina, medu kojima su najvazniji glijadin i glutenin. Bioloska uloga
glutena je skladiStenje ugljika, dusika i sumpora, s$to je potrebno za klijanje sjemena i rast biljke.
Nije poznata druga bioloSka uloga glutena, a izuzetno elastiCna Se svojstva smatraju

posljedicom strukture i interakcija gradevnih proteina glutena.’

Katarina OrSuli¢ Diplomski rad



§ 2. Literaturni pregled 3

Zajednicki naziv za proteine glijadin i glutenin je prolamin, sadrze visoki udio glutaminskih
(38%) i prolinskih (20%) ostataka, netopljivi su u vodi, a ekstrahiraju se etanolom.!

Opcenito, glutenski proteini mogu se razvrstati u razli¢ite podskupine prema njihovim
razli¢itim svojstvima, kao $to su primjerice razlicit udio sumpora ili molekulska masa, razlicita
struktura pa tako postoje a, B, y i ® glijadini. Pojedina¢ni glutenski proteini povezani su
kovalentnom vezom i razli¢itim nekovalentnim interakcijama koje doprinose jedinstvenim
svojstvima glutena.!

Gluten je glavni sastojak psenice, jedne od najvaznijih svjetskih prehrambenih kultura
koja se uzgaja, konzumira i kojom se trguje Sirom svijeta. Zrno pSenice sadrzi 8% -15%
proteina, od ¢ega je 10% -15% albumin/globulin, a 85% -90% ¢ini gluten. Neke zitarice sadrze
glutenu sli¢ne proteine, koji se nazivaju glutenom, primjerice u je¢mu je hordein, u razi sekalin,
a avenin u zobi. Neke Zitarice kao $to su pir i kamut sadrze i gluten i glutenom.

Sadrzaj proteina u glutenu moze se razlikovati zbog uvjeta uzgoja i koriStenih
tehnoloskih procesa prilikom obrade. Primjerice, a-glijadini prisutni u zrnu pSenice mogu se
ukloniti tehnoloskim procesom, odnosno djelovanjem valjka. Sadrzaj w-5 glijadina u glutenu
raste s gnojidbom prilikom uzgoja pSenice, a na njegov sadrzaj se moze utjecati i promjenom
temperature.t

Gluten je termicki stabilan, koristi se kao vezivno sredstvo, punilo i dodatak preradenoj
hrani za poboljSanje teksture, zadrzavanje vlage i poboljSanje okusa. Gluten se u svijetu najvise
koristi za kruh i tjesteninu, u kolac¢ima, pecivima, keksima i ostalim pekarskim proizvodaima,
moze se prona¢i i u drugim prehrambenim proizvodima kao Sto su preradeno meso,
vegeterijanske zamjene mesa, morska hrana itd. Gluten se moze pronaci i kao zgusnjivac,
emulgator ili sredstvo za geliranje u sladoledu, bombonima, za¢inima, maslacu, marinadama i
preljevima. U lijekovima i prehrambenim proizvodima dobivenim obradbom ugljikohidratnih
sirovina uz razli¢ite dodatke, gluten se koristi kao punilo ili prevlaka.’

Funkcionalnost glutena uvelike ovisi o omjeru i interakciji molekula glijadina i
glutenina, pa tako primjerice hidratizirane molekule glijadina doprinose viskoznosti, a
hidratizirane kohezivne molekule glutenina doprinose ¢vrstoéi i elastiCnosti krajnjeg

proizvoda.! Kohezivnost i elasti¢nost proizvoda prikazane su na Slici 1.

Katarina OrSuli¢ Diplomski rad



§ 2. Literaturni pregled 4

Slika 1. Prikaz rastegnutog glutena na kojem se mogu primjetiti njegova kohezijska i

elasti¢na svojstva.’

2.2.1. Kemijska struktura glutena

Glijadini i glutenini glavni su proteini koji ¢ine kompleks glutena. Vecina glijadina su
monomeri izgradeni od polipeptida molekulske mase 3000 do 6000. Polipeptidi su medusobno
povezani preko cisteinskih ostataka koji tvore disulfidne veze (Slika 2).2

'\AA/\,—S—S—’\IVWQM/\ AAM,—S—S—M/V\,QM/»
SH ?

Glutenin —_—
uteni Bid

S

Slika 2. Prikaz povezivanja lanaca glutenina pomocu disulfidnih veza (preuzeto i prilagodeno

prema ref 8).8

Prvotno su glijadini, ovisno o pokretljivosti pri niskom pH u gel elektroforezi, bili
podijeljeni na a-, -, y- i o-glijadine. Daljnjim istrazivanjima glijadina uo¢ene su male razlike
u aminkiselinskim slijedovima te su glijadini podijeljeni u ®5-, ®1,2-, a/B- i y-glijadine. ®-

glijadini imaju najveci sadrzaj glutamina, prolina i fenilalanina koji ¢ine ¢ak do 80% sastava.

Katarina OrSuli¢ Diplomski rad



§ 2. Literaturni pregled 5

®5-glijadini ve¢e su molekulske mase (=50000) od w1,2-glijadina (=40000). Kod w-glijadina
moze se uociti jako malo cisteina zbog ¢ega ne moze doci do nastajanja disulfidne veze. o/p- i
v-glijadini sli¢ne su molekulske mase (28000-35000), a udjeli glutamina i prolina puno su manji
nego kod o-glijadina.® 1°

Kod glutenina dolazi do povezivanja lanaca disulfidnim vezama te se tako od
polipeptida stvaraju polimeri velike molekulske mase. Takvi polimeri mogu biti mase od
500000 pa sve do 10 milijuna. U prehrambenoj industriji, glutenin najvise doprinosi svojstvima
tijesta u pekarstvu jer utjece na ¢vrstocu tijesta i na volumen kruha.%0

Cisteinske su skupine prisutne i u glijadinu i gluteninu, a razlikuju se jesu li slobodne
sulfhidrilne (-SH) ili disulfidne (-S-S-) skupine. Upravo povezivanjem izmedu navedenih
skupina dolazi do vezanja glijadina i glutenina u molekulu glutena. Pri sobnoj temperaturi
vodikove veze omogucuju intramolekulske i intermolekulske interacije izmedu proteinskih
lanaca. Povecanjem temperature dolazi do naruSavanja vodikove veze, a daljnje zagrijavanje
dovodi do prevodenja slobodne sulfhidrilne skupine u disulfidnu ¢ime dolazi do nastajanja
kovalentne veze S§to dodatno pridonosi povezivanju proteinskih lanaca. Takva reakcije

prikazana je na Slici 3.8 10

gh_]adm SH d— s o S—& S—sg

—r\f\f\f\dd\/\/\/\/ BT, _S_S_ﬂnﬂﬂd’\l\A ’\nr‘\.n.\— S_n_n.n_n_,

glutenm

Slika 3. Prikaz reakcije izmedu lanaca glijadina i glutenina (preuzeto i prilagodeno prema
ref. 8.)8

U strukturi glutena postoje i druge funkcionalne skupine koje pridonose reakcijama
umrezavanja s razli¢itim reagensima te sudjeluju u razli¢itim kemijskim modifikacijama, kao
§to su amino skupine jedinica arginina i lizina ili fenolne reaktivne skupine u tirozinskoj
jedinici.

Prolamini, zajednicki naziv za glijadine 1 glutenine, razlikuju se ovisno o broju i1
svojstvima prolaminskih polipeptida koji ih tvore. Uobicajena je podjela u tri skupine:

prolamini siromasni sumporom, prolamini bogati sumporom te prolamini velike molekulske

Katarina OrSuli¢ Diplomski rad



§ 2. Literaturni pregled 6

mase. Navedeni prolamini, zajedno s prolaminima zobi, kukuruza i riZe, ¢ine prolaminsku
“superobitelj”. Proteini i polipeptidi untar takvih skupina imaju slicnu strukturu. Strukturu
prolamina ¢ini signalni peptid za translokaciju u stani¢ne dijelove, N-terminalni dio koji se ne
ponavlja, C-terminalni dio koji se ne ponavlja te dugacki sredisnji dio koji se ponavlja. Takva

struktura prikazana je na Slici 4.

A
S-bogati prolamim
piemica: 0= 17 -glijadmi 1 B- 1 C-tip podjedinica glutenma male molekulske mase
jecam: B-hordein 1 f-hordein
rag: "r’ -sekalin
i, 8 | ponavljajuci dio A B . e 1 coow

S-srromasm prolamim

piemica o -glyadim 1 D-tip podjedinica glutenma male molekulske mase
jecam: C-hordein

raz ¢ -sekalin

NH, 5 ponavljajuéi dio [T coom

prolamim velike molekulske mase

psenica; podjedimce glutemna velike molekulske mase
jecam: D-hordein

raz: sekalin velike molekulske mase

. — . A | 8 . pﬂu,a‘.lja]um dio C. — COOH

D Fob: avemni
A BiC avenini

s, 8 | | ponavljajuéidio | A B ponavliauéidio  [C oo

Slika 4. Struktura prolamina sa prikazom N- i C-terminalnim dijelovima koji se ne ponavljaju
te dugackim sredi$njim dijelom prolamina koji se ponavljaju (preuzeto i prilagodeno prema
ref. 10.).%°

Sredis$nji dio strukture su ponavljajuce jedinice specifiéne za svaku skupinu prolamina,
bogate glutaminom i prolinom. Uocena je povezanost izmedu motiva u sredisnjem dijelu

prolamina bogatih sumporom i prolamina siroma$nim sumporom. Takoder, cisteinski polozaji

Katarina OrSuli¢ Diplomski rad
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u prolaminima visoke molekulske mase i prolaminima bogatim sumporom ostali su ouvani.
Sve navedeno o prolaminu dokaz je da skupine prolamina imaju zajedni¢ko evolucijsko

podrijetlo.°

2.3. Poremecaji zdravlja izazvani glutenom

Gluten se kod pojedinaca povezuje sa razli¢itim zdravstvenim tegobama kao §to su umor,

migrena, debljina, autizam, gastrointestinalni problemi i sli¢no.®

Poremecaji zdravlja
uzrokovani glutenom mogu se podijeliti u tri skupine: autoimuni poremecaji, alergijski
poremecaji te neautoimunski nealergijski. U te skupine ukljucene su naj¢e$¢a oboljenja poput
celijakije, dermatitis herpetiformisa, glutenske ataksije, alergija na pSenicu te preosjetljivost na

gluten.’% Podjela poremecaja po skupinama prikazana je na Slici 5.

Poremecayji
uzrokovani
glutenom

ili psenicom

Neautoimunski
ne-alergijski

Alergijski

Preosjetljivost
na gluten

Glutenska Dermatitis Alergija na

RIS ataksija s psenicu

Slika 5. Podjela poremecaja uzrokovanih glutenom ili pSenicom (preuzeto i prilagodeno

prema ref. 1.).1

Manji udio (2 — 4 %) pseni¢nih proteina su albuminski inhibitori amilaza-tripsina,
djeluju kao biljni obrambeni proteini i kao takvi utje¢u na ljudsku preosjetljivost na gluten. Sa
zdravstvenim tegobama ¢ovjeka povezan je i aglutinin iz pSeni¢nih klica, protein koji veze
ugljikohidrate, odnosno lektin. Taj protein Stetno djeluje na epitel i imunoloski sustav ¢ime

doprinosi intestinalnim i ekstraintestinalnim potesko¢ama povezanim s unosom glutena.'% 11

Katarina OrSulié¢ Diplomski rad



§ 2. Literaturni pregled 8

Glijadin sadrzi peptidne sekvence otporne na zelu¢anu probavu, probavu gusterace ili
crijeva, pa ne dolazi do njegove razgradnje u crijevima ¢ovjeka. Razlog otpornosti glutena
prema gastrointestinalnim enzimima su prolin i glutamin, a kako ostatci prolina mogu tvoriti
uske, kompaktne slagaline, glutenski peptidi na povrsini sluznice mogu potaknuti razvoj upalne

reakcije.l:®

.....

y-glijadina, a najjaci i najéesc¢i odgovor imunoloskog sustava izaziva fragment peptida od 33

aminokiseline iz a-glijadina.'%

2.3.1. Celijakija

Celijakija (engl. Celiac disease, CeD) je kroni¢na autoimuna bolest koja pogada ljude svih
starosnih dobi.?!3 Nastaje kao rezultat imunoloske reakcije na uneseni gluten, a takva reakcija
dogada se samo kod genski predispodiranih pojedinaca. Bolest uzrokuje glijadinski dio glutena
koji dovodi do imunoloske reakcije koja rezultira atroficnom lezijom sluznice jejunuma i
trajnom netolerancijom na gluten.* Celijakija je okarakterizirana crijevnom malapsorpcijom s
histoloskom lezijom sluznice u gornjem dijelu tankog crijeva. Zbog malapsorpcije najcesce

dolazi do nedostatka zeljeza, kalcija, vitamina D te do pojave anemije.

Celijakija je kompleksna i smatra se rezultatom reakcije glutena te ima vise faktora, kao
Sto su imunoloski, genetski, ali 1 faktori okoliSa. Sam mehanizam pojave celijakije pocinje
razgradnjom glutena probavnim enzimima na aminokiseline i peptide, te peptide glijadina koji
induciraju promjene u epitelu i time aktiviraju urodeni imunoloski sustav, a u lamini propriji

aktiviraju ste¢eni imunoloski sustav. Mehanizam je slikovito prikazan na Slici 6.1
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Slika 6. Prikaz mehanizma nastajanja celijakije (preuzeto i prilagodeno prema ref. 13.).13

Simptomi ove bolesti su razli¢iti, a moze do¢i do pojave dermatitisa herpetiformisa, oste¢enja
zubne cakline, osteoporoze, zastoja u rastu, odgodenog puberteta, trajne sideropeni¢ne kronicne
dijareje, trbusnih gréeva, nateCenosti, umora, glavobolje i zatvora. Pacijenti s celijakijom imaju
veci rizik za rak, osobito limfom B i T stanica, a Cesto se mogu pronaci pacijenti koji uz

celijakiju imaju i disfunkciju jetre te povisene jetrene enzime.!® 14 1

Testiranje na celijakiju preporuca se ukoliko netko od bliskih rodaka boluje od
celijakije, ili oboljenja poput Turnerovog sindroma, Downovog sindroma ili dijabetesa tipa 1.%3
Dijagnoza celijakije najceS¢e se provodi kombinacijom testova, odnosno seroloskim
ispitivanjima, duodenalnom biopsijom te uvidom u klinicku povijest bolesti pacijenta. Kod
veéine belesnika dijagnoza se lako postavlja, za bolest je karakteristi¢na atrofija crijevnih

resica, hiperplazija kripta te povecanje infiltracije epitelnih limfocita (Slika 7).t
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sluznica crijeva sluznica crijeva kod
kod zdrave osobe osobe s celijakijom

Slika 7. Prikaz sluznice crijeva kod zdravih osoba i sluznice crijeva kod osoba koje pate od

celijakije (preuzeto i prilagodeno prema ref. 13).1

Trenutno dostupni testovi su na antiglijadinska antitijela, antitijela vezivnog tkiva, antitijela
tkivne transglutaminaze te odredivanje enzima odgovornih za deaminaciju glijadina u lamina
propriji. Testovi za odredivanje antitijela antiglijadina danas se koriste kod djece mladih od 18

mjeseci, a u ostalim sluéajevima se ne smatraju dovoljno osjetljivim i specifi¢nim.

temelje se na visokospecificnim IgA endomizijskim antitijelima u krvi. Enzim tkivne
transglutaminaze (engl. tissue transglutaminase, tTg) je antigen endomizijskim antitijelima pa
inicijalni test u serumu ukljuéuje analizu IgA klase anti-tTg2.*® Osim seroloskih ispitivanja, za

dijagnosticiranje celijakije koristi se i biopsija tankog crijeva.*®

Jedino poznato lijecenje oboljelih od celijakije je cjelozivotna prehrana bez glutena.
Eliminacija glutena iz prehrane dovodi do remisije bolesti i popravljanja sluznice tankog
crijeva, a znakovi bolesti brzo nestaju.’* Velik problem kod ovakve prehrane je §to pacijenti
koji boluju od celijakije ne moraju izbjegavati samo kruh, rezance i slicne proizvode za koje se
zna da sadrze gluten nego i razli¢ite druge preradene proizvode koji mogu biti ili kontaminirani

glutenom ili je gluten dodan zbog poboljsanja svojstava.*

Klinicka istrazivanja su pokazala da osobe s celijakijom ve¢inom dobro podnose zob i
na taj na¢in mogu pojaati nutritivna svojstva prehrane. Medutim, problem je zob

kontaminirana glutenom tijekom uzgoja, transporta ili tijekom procesa glodanja.*®
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2.3.2. Glutenska ataksija

Glutenska ataksija jedan je od naj¢esc¢ih neuroloskih poremecaja uzrokovanih glutenom te se
svrstava u idiopatske sporadi¢ne ataksije. UocCeno je da antiglijadinska antitijela (IgA i 1gG
klase) protiv glutenskih proteina prepoznaju antigene koji se nalaze u stanicama u ravnoteznom
centru mozga. Zakljuceno je da dio stanica mozga ima sli¢nu strukturu s dijelom proteina
glutena. Ovaj poremecaj jos uvijek nije dovoljno istrazen, a istrazivanja su usmjerena prema
razvoju krvnog testa koji ¢e iskljucivo dijagnosticirati glutensku ataksiju i time ju razlikovati
od svih ostalih poremecaja uzrokovanih glutenom. Ova bolest moze uzrokovati trajna ostec¢enja

mozga, pa su izuzetno vazni rano otkrivanje bolesti i uvodenje stroge dijete bez glutena .16 7

2.3.3. Dermatitis herpetiformis

Dermatitis herpetiformis je kroni¢na, autoimuna, polimorfna pruriticna kozna bolest, koja se
o¢ituju na kozi, ali i puno opasnije, na tankom crijevu. Bolesnici koji boluju od ove bolesti
nemaju vazna kozna membranska antitijela, ali imaju antitijela IgA (izazvana glutenom) protiv
transglutaminaze (TG)2 i TG3.

Bolest se o¢ituje kao 1-3 mm velike papule, vezikule, mali mjehuri¢i, ogoljenja ili oziljci

koji su ¢esto hiperpigmentirani (Slika 8).

Slika 8. Najc¢es¢i oblik i podruéje na kojem se pojavljuje dermatits herpetiformis.
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Karakteristicna mjesta na kojima se pojavljuju promjene na kozi su laktovi i koljena, ali
| Straznjica, ramena, srednji dio leda, vlasiste te prsti i nozni prsti. Bolest se moze pojaviti u bilo
kojoj zivotnoj dobi, a ukoliko je nelijeCena moze biti dozivotna. Kao glavni tretman kod pojave
ove bolesti primjenjuje se stroga, dozivotna bezglutenska dijeta, a kod nelijecenih bolesnika se
preporucuju redovite kontrole zbog moguce malapsorpcije ili pojave limfoma. Bolest je takoder
jako Cesto povezana s razli¢itim stomatoloskim problemima, promjenama u tjelesnoj masi,

osteoporozom, anemijom te razli¢itim autoimunim i zloéudnim bolestima.*®

2.3.4. Alergija na psenicu

Alergija je imunoloSka reakcija koja se javlja nakon izlaganja specificnoj hrani. Na
pSenicu, odnosno pseni¢no brasno, alergi¢ni su samo pojedinci osjetljivi na taj alergen koji
izaziva proizvodnju IgE specifiénog alergena B-stanica.? Dijagnoza alergije na psenicu se
postavlja nakon pojave simptoma alergije, odredivanjem IgE specifi¢énog za psenicu. Alergija
na pSenicu obi¢no se razvija u djetinjstvu, a uzrokuju ju glutenski proteini kao Sto je glijadin,
ali i neglutenski proteini kao Sto su profilin, serpin, a-purotionin i drugi. Najvazniji proteini
koji uzrokuju alergiju na pSenicu su m-glijadini, koji uzrokuju alergiju na hranu izazvanu
vjezbanjem (engl. wheat-dependent exercise-induced anaphylaxis, WDEIA). Alergija WDEIA
javlja se nakon nakon konzumacije psenice nakon koje slijedi fizicka tjelovjezba,® 1° najéesce
kod odraslih osoba,® ° obi¢no bez ikakve prethodne alergije na penicu. Klinicke manifestacije
alergije WDEIA ukljucuju svrbez, urtikariju, angioedem, kratko¢u daha, disfagiju, stezanje u
prsima, obilno znojenje, glavobolju, mu¢ninu, proljev, kolike u trbuhu, zatvaranje grla i
promuklost.® Osim ove alergije postoji i klasi¢na alergija na hranu koja utje¢e na probavni ili
respiratorni sustav (pekarska astma i rinitis).> 1% 20 Pekarska astma je respiratorna alergija jer
nastaje udisanjem braSna, najcesce kod pekara i mlinara koji su svakodnevno izlozeni velikim
koli¢inama brasna.> ¥° Osim pseni¢nog brasna, alergijsku reakciju mogu prouzrogiti i proteini
iz brasna zitarica bez glutena te o/B-glijadini i y-glijadini. Proteini y-glijadin, o/B-glijadin i

o1,2-glijadin uzrokuju alergiju WDEIA i pekarsku astmu.

Simptomi alergije na pSenicu obi¢no se javljaju ubrzo nakon konzumacije, a ukljucuju

svrbez, nadimanje, osip na kozi, moguca je pojava anafilaksije, pekarske astme, rinitisa,

1

atopijskog dermatitisa, urtikarije i slicno.” LijeCenje alergije na pSenicu temelji se na

izbjegavanju psenice, no sve se vise istrazuje se i moguénost lije¢enja imunoterapijom.®
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Postoje tri tehnike u kojima se pacijentu postepeno daju sve vece koli¢ine alergena na
kojeg je osljetljiv koje se proucavaju, a to su oralna imunoterapija (engl. oral immunotherapy,
OIT), sublingvalna imunoterapija (engl. sublingual immunotherapy, SLIT) i epikutana
imunoterapija (engl. epicutaneous immunotherapy, EPIT). Navedene metode su se u veéini
sluc¢ajeva pokazale kao dobre, ali postoji jako puno mogucih nuspojava te su zbog toga jos$

uvijek u fazi istrazivanja.

2.3.5. Preosjetljivost na gluten

Preosjetljivost na gluten ili necelijakijska osjetljivost na gluten (od engl. non-celiac gluten
sensitivity, NCGS) je klini¢ki sindrom koji ne ukljucuje ni alergijske ni autoimune mehanizme,

21

nema specificnu gensku pozadinu,” a simptomi se javljaju nakon konzumacije hrane s

glutenom.??

U histologiji NCGS-a zabiljezeno je povecanje intraepitelnih limfocita. Sam mehanizam
NCGS-a nije poznat, ali se pretpostavlja da vaznu ulogu u pojavi ima urodeni imunoloski
sustav, izravni citotoksi¢ni ucinak glutena i glijadina, ali i razni drugi ogranizmi te druge
proteinske komponente pSenice. Kao druge proteinske komponente psSenice za koje je moguce
da imaju utjecaja na izazivanje ovog sindroma navode se fermentiraju¢i oligosaharidi,
disaharidi, monosaharidi i polioli prisutni u pSenici (fruktani), a koji izazivaju nespecifi¢ne
gastrointestinalne simptome, osobito napuhnutost. Takvi ugljikohidrati kratkog lanca
fermentiraju u debelom crijevu i1 dolazi do oslobadanja plinova, odnosno crijevne distenzije.
Kao proteini koji takoder mogu utjecati na ovaj sindrom navodi se obitelj inhibitora amilaze
tripsina koji su snazni pokreta¢i urodenog imunoloS§kog sustava receptora te mogu potaknuti

oslobadanje proupalnih citokina u stanicama.?*

Simptomi koji se javljaju su gastrointestinalne tegobe, bolovi, muénine, anksioznost,
trnjenje ruku/nogu, gubitak tjelesne tezine, anemija, depresija, dermatitis, osip na kozi i mnogi

drugi.?®

Problem pri odredivanju preosjetljivosti na gluten NCGS je nepostojanje biomarkera,
zbog Cega je jako tesko posti¢i jasnu dijagnozu. Upravo zbog toga, na NCGS se moze
posumnjati samo na klini¢kim osnovama, nakon §to se utvrdi da se ne radi o celijakiji ili alergiji

na pSenicu. Za potvrdu bolesti je nuzna seroloska negativnost na anti-transglutaminaze IgA i
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antitijela protiv pSeni¢ne komponente IgE i/ili odsutnost duodenalne atrofije u duodenalnoj

histologiji i reakcija koZe tijekom testa uboda.?: %

2.4. Bezglutenska prehrana

Ne postoji posebna metoda lijeCenja poremecaja na gluten ve¢ se pacijenti podvrgavaju
prehrani bez glutena ili s minimalnim sadrzajem glutena (engl. gluten free diet, GFD).?: 2
Pretpostavlja se da su minimalne doze glutena koje izazivaju bolest izmedu 10 i 20-100 mg
dnevno.’® Uvodenjem bezglutenske prehrane kod oboljelih dolazi do oporavka sluznice tankog
crijeva, potpun oporavak moze trajati i do 8 godina, a seroloski testovi Se mogu normalizirati
unutar godine dana.?* Zitarice poput rize, kukuruza, heljde i prosa te leguminoze poput kvinoje,
amaranta i soje preporucuju se kao zamjena za proizvode koji sadrze gluten, a u prehranu bi
trebala biti ukljucena prirodna hrana bez glutena kao Sto su meso, riba, jaja, voce i povrce.
Nakon 1-2 godine preporuc¢a se i ponovno unosenje glutena da se ispita je li osjetljivost na

gluten trajno ili prijelazno stanje.?

Prehrana potpuno bez glutena je prakticki nemoguéa zbog kontaminacije hrane
glutenom i/ili zbog malih koli¢ina glutena prisutnog u hrani i lijekovima.l® Prema Uredbi
komisije (EU) br. 828/2014, sluzbenom listu Europske unije definiran je sastav i oznacavanje
hrane za osobe osjetljive na gluten. Hrana iz koje je razli¢itim procesima uklonjen gluten ne
smije sadrzavati vise od 100 mg/kg glutena u gotovom proizvodu, dok hrana ,,bez glutena“ ne
smije sadrzavati viSe od 20 mg/kg glutena u gotovom proizvodu. Sukladno tome se proizvodi
mogu oznaciti kao proizvodi s oznakom ,bez glutena“ ili s oznakom ,,vrlo mali sadrzaj
glutena®. Takoder, u proizvodnji hrane za dojen¢ad zabranjeno je koristenje namirnica koja
sadrzi gluten i sukladno tome se zabranjuje stavljanje oznaka ,,bez glutena“ ili ,,vrlo mali sadrzaj
glutena“.?® Proizvodi bez glutena na trzistu se mogu lako uoéiti po internacionalnom znaku

prekrizenog klasa prikazanom na Slici 9.
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Slika 9. Internacionalni znak za proizvode bez glutena.?’

Osobama intolerantnim na gluten preporuéa se konzumiranje voéa i povréa bogatog
vitaminima i antioksidansima odnosno namirnice koje ne sadrze gluten. Takoder, u prehranu se

moze uvrstiti mlijeko ili mlijeéni proizvodi, meso, riba i biljna ulja.°

lako je bezglutenska dijeta jedini nacin lijeCenja poremecaja izazvanih glutenom, takav
nadin lijeCenja moze dovesti i do razliCitih nuspojava. Bezglutenska dijeta smatra se
neuravnotezenom prehranom zbog nedostatka kalcija, magnezija, cinka, ali i raznih drugih

nutrijenata.'® 2 Primjerice, Zitarice bez glutena sadrZe puno nize koli¢ine folata.°

Detaljan popis namirnica koje bi pacijenti intolerantni na gluten trebali koristiti i izbjegavati

nalazi se u Tablici 1.

Katarina OrSuli¢ Diplomski rad



§ 2. Literaturni pregled

16

Tablica 1. Prikaz dopustenih, rizi¢nih i zabranjenih prehrambenih proizvoda za osobe s

intolerancijom na gluten.?

Grupa . Dopustene Rizi¢ne Zabranjene

namirnica

Zitarice i kukuruz; riza; proso; heljda; amaranth; ¢ips od krumpira; pSenica i njezini derivati; zob i njezini

namirnice | brasno rogaca; kvinoa; tapioka; manioka; instant palenta; derivati; jeCam i njegovi derivati; raz i

bogate krumpir; kesteni kukuruzne njezini derivati; pira i njezini derivati;

Skrobom pahuljice s raznim | pSenoraz; emmer, kamut, zeleni oras¢ici,

dodacima bulgur couscous, mekinje gore
navedenih Zzitarica; je¢meni slad; miisli i
zitarice za dorucak napravljene od gore
navedenih zitarica; tjestenina (svjeza,
suha, s punjenjenjem ili bez njega);
slatki ili slani peceni proizvodi (kruh,
Stapici, kolaci, krekeri, pizza, keksi, pite,
kroasani itd.)

Voce sve vrste svjezeg ili zamrznutog vo¢a bez | kandirano voce suho voce preliveno brasnom
dodatka drugih sastojaka koji su
zabranjeni; sve vrste orasastih plodova sa
soli ili bez nje (sirovi, prZeni, soljeni); voce
u sirupu, suho ili dehidrirano voée koje
nije preliveno brasnom ($ljive, datulje,
smokve, grozdice itd.)

Povrce sve vrste povréa (sirovo, kuhano i suho); gotova jela na bazi | povrce sa zitaricama; panirano povrée ili
sve vrste smrznutog povréa bez dodatka povréa povrée peceno u brasnu; smrznuto
drugih sastojaka koji su zabranjeni; povrée (przeni krumpir ili gljive) koje
konzervirano povrée (u ulju, octu, sadrzava pSenicu 1/ili njezine derivate
salamuri, soli itd.); svjeze i konzervirane
mahunarke (slanutak, grasak, grah, bob,
le¢a, soja) bez dodatka arome i
konzervansa, oja¢ivaca okusa; pire rajcice,
oguljena rajcica ili pasirana rajéica

Mlijeko i svjeze mlijeko ili mlijeko u tetrapaku; napitci na bazi jogurt sa sladom, Zitaricama ili keksima

mlijecni prirodni jogurt (punomasni ili bez mlijeka; voéni

proizvodi masnoca); svijeze vrhnje ili UHT vrhnje; jogurt;
svjezi i zreli sirevi aromatizirano UHT

vrhnje za kuhanje
(s gljivama,
lososom itd.);
tuceno vrhnje;
kreme i pudinzi;
sirni namazi; sirevi
s plijesni (kao Brie)

Meso, riba, | sve vrste mesa i ribe, svjezi ili zamrznuti ¢ajne salame, panirano meso ili riba, uvaljano u brasno

jaja (bez dodatka ostalih sastojaka); prsut; naresci, kobasice, ili kuhano s umacima koji sadrzavaju

konzervirane ribe prirodno, u ulju,
dimljene ili zamrznute; jaja

hrenovke itd.; meso
u limenkama;
umaci na bazi mesa
ili ribe

brasno s glutenom; kuhane zamrznute
ribe (surimi ili imitacija raka)
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Napitci gazirani napitci; bezalkoholna pica i vocni sirupi i pivo; instant kava ili nadomjesci kave
dijetna pica; ¢aj u filtar-vrecicama, ¢aj bez | sladoled,; koji sadrzavaju jeCam ili jeCmeni slad;
kofeina, kamilica, kava, kava bez kofeina, | pripremljene zobeni napitci
biljni ¢ajevi; Voéni sokovi i nektari; mjeSavine za frape,
alkoholna piéa, bijelo, rose ili crveno vino, | topla cokolada;
pjenusci i Sampanjci, rakija, konjak, viski, pSeni¢na
brandi, rum, tekila i ostali alkoholni napitci | votka, gin
(osim zabranjenih)

Sladila i med; Secer; fruktoza; dekstroza; glukozni ¢okolade, praline; kupovni kolaci, savijace od pSenice,

slatkisi sirup kakao u prahu; razi, jema i zobi, instant Zelirani

sladoled, ledene
vocéne lizaljke

pudinzi, krem punjenja; kupovni slatkisi
prekriveni pSeni¢énim brasnom; ¢okolada

sa zitaricama 1 keksima

Pacijenti bi trebali izbjegavati Zitarice koje sadrze gluten, ali i razliCite gotove proizvode
u koje je namjerno ili slu¢ajno dodan gluten (najéesée zob).?* 2° Konzumacija zobi u
bezglutenskoj prehrani vazna je zbog nutritivnih osobina zobi, dobar je izvor Zeljeza, tiamina i
prehrambenih vlakana.?® Kontaminaciju je tesko kontrolirati jer moZe nastati ve¢ prilikom

uzgoja zitarice ili prilikom transporta, skladistenja, proizvodnje, pakiranja i distribucije.

Osobe s intolerancijom na gluten prisiljene su na bezglutensku prehranu koja,
osiromasena nutrijentima, ne pruza uravnotezenu prehranu. Najcesce se koriste Skrobna brasna
i brasna s niskim udjelom proteina, kao $to je kukuruzno i rizino brasno. Kako bi se osiguralo
bolje zdravstveno stanje takvih ljudi, neke zemlje su uvele obogacivanje hrane nutrijentima,
odnosno suplementiranje hrane. Brasna bez glutena obogacuju se folnom kiselinom, cinkom,

kalcijem, Zeljezom i ostalim nutrijentima kojih manjka u bezglutenskoj hrani.3!

Velik problem bezglutenske prehrane su troskovi takvog zivota. U jednom istraZivanju
znanstvenici su usporedili cijene prehrambenih proizvoda sa i bez glutena, u dva velika lanca
trgovina prehrambenim proizvodima. Ustanovljeno je da su u prosjeku proizvodi bez glutena
bili 242% skuplji nego obic¢ni proizvodi, zitarice te kruh i pekarski proizvodi bili su skuplji za
205% do 267% u usporedbi sa sli¢nim proizvodima koji sadrze gluten.? Takoder, u pojedinim
trgovinama je teSko pronaci bezglutenski proizvod, a ¢esto postoji sumnja radi li se uistinu o

bezglutenskom proizvodu.?
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2.5. Metoda ELISA

Imunoenzimska metoda ELISA (engl. enzyme-linked immunosorbent assay) je osjetljiva i
precizna metoda za rutinsko odredivanje alergena u hrani. Kvalitativno i kvantitativno
odredivanje temelji se na vezanja antitijela i antigena nakon ¢ega slijedi spektrofotometrijsko
mjerenje apsorbancije kompleksa nastalog reakcijom.®? 3 U takvoj reakciji enzim je kovalentno
vezan sa specifiénim antitijelom (imunoglobulin) koje prepoznaje ciljni antigen.3* Koriste se i
poliklonska i monoklonska antitijela, no postoji razlika u preciznosti rezultata jer monoklonska
reagiraju s jednim, a poliklonska s vise epitopa na antigenu.®* Sam postupak priprave uzorka
ukljucuje postupak ekstrakcije u kojem se protein iz prehrambenog uzorka otapa pomocu
odgovarajuéeg ekstrakcijskog pufera.®? Metodom ELISA mogu se detektirati vrlo niske

koncentracije analita (ng/kg).?

Postoje razlicite tehnike metode ELISA, najéesce se koristi ,,sendvi¢® metoda, ali i
indirektna metoda, konkurentna te visestruka i prijenosna metoda u mikrotitarskim jazicama.
Tehnika ,,sendvi¢ ELISA Koristi se za detekciju antigena vezanjem na antitijelo imobilizirano

na &vrstoj podlogi,* 3 pri éemu nastaje kompleks antigen-antitijelo (Slika 10).

A) “Sendvi&” ELISA B) konkurentna ELISA

o]
~ 0 0 0

& .
I antitijelo za "hvatanje”

i enzimom oznafeno detekcijsko antitijelo

<> antigen (gluten/peptidi glutena)
0 imobilizirani antigen

[ enzimski supstrat

W obojeni produkt

Slika 10. Prikaz dvaju najée$¢ih mehanizama ELISA metode. A) mehanizam ,,sendvic¢
ELISA tehnike. B) mehanizam konkurentne ELISA tehnike.*®
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Apsorbancija je izravno proporcionalna koli¢ini antigena u ekstraktu uzorka, a koli¢ina
se moze izracunati iz kalibracijske krivulje pomocu referencijskog proteina glutena. Tehnika
»sendvic ELISA pogodna je za odredivanje velikih molekula alergena, kao Sto su glutenski
proteini, antigen ima dva prostorno odvojena vezna mjesta za antitijela, jedno za hvatanje,
drugo za detekciju.®® S druge strane, tehnika konkurentne ELISA (Slika 10. b) Koristi se za
odredivanje netaknutih proteina i manjih antigena (glutenski peptidi), koji imaju samo jedno

vezivno mjesto za antitijelo.®

Komercijalno dostupni ELISA testni setovi daju brze rezultate, ne zahtijevaju
sofisticiranu laboratorijsku opremu, jednostavni su za rukovanje, pogodni za rutinske analize,
metoda je Cesto jeftinija od ostalih tehnika, daju zadovoljavajuc¢e performanse u smislu
ponovljivosti, obnovljivosti, oporavka i dovoljne osjetljivosti za otkrivanje glutena pri udjelima

manjim od 20 mg/kg glutena.®

Do sada je otkriveno nekoliko antitijela specifi¢nih za gluten i1 glijadin, pa su

komercijalno dostupni razli¢iti kitovi za testove ELISA (Skerritt, R5, G12 i a20 mAb ili pAb).®

Primjerice test Skerritt prepoznaje epitope aminokiselinskog slijeda PQPQPFPQE i
PQQPPFPEE te reagira s glijadinima i prolaminima u razi i je¢mu, a test R5 prepoznaje
glijadine, sekaline i hordeine, ali pokazuje ograni¢enu reaktivnost i prema gluteninima,
primarno prepoznaje epitop QQPFP, ali i sekvence QQQFP, LQPFP te QLPFP.3® Tehnika
,»sendvic” R5 ELISA koristi smjesu reagensa (cocktail otopine) odobrena je kao sluzbena
metoda za analizu netaknutog glutena u uzorcima na osnovu kukuruza te za odredivanje

djelomi¢no hidroliziranog glutena.® %

Testovi G12 i A1 mADb osjetljivi su na epitope QPQLPY i QLPYPQP, a koriste se za
odredivanje prolamina psenice, razi i jeCma, te je odobrena metoda za analizu netaknutog
glutena u uzorcima na osnovu rize.*> Danas se koriste noviji testovi, kao $to je primjerice test
a20 mAb, koji se temelji na reakciji odredenih monoklonskih antitijela koji prepoznaju
glijadine, sekaline i hordeine.® akreditirano tijelo ne provede izmjene valjanost akreditacija se

ne produzuje.>®
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2.6. Validacija

Vecina hrane sadrzi potencijalno opasne tvari, primjerice alergene. Da bi se zastitile osobe s
intolerancijama na odredene tvari potrebna je svakodnevna kontrola hrane na trzistu. Ukoliko
laboratorij Zeli biti konkurentan na trziStu informacija potrebno je da uvede i primjenjuje sustav
kvalitete sukladno normi HRN EN ISO/IEC 17025. Kako bi se u laboratoriju mogla provesti

analiza alergena, potrebno je odrediti parametre validacije za metodu koja se sluzbeno Kkoristi.

Validacija metode je postupak kojim se dokazuje da je koriStena analiticka metoda
prikladna za tu svrhu, odnosno da sluzi za rjeSavanje odredenog analitiCkog problema. Rezultati
analiti¢kih metoda daju odredene vrijednosti uzorka, a kako bi te vrijednosti bile $to blize
stvarnim vrijednostima potrebno je provesti validaciju analiticke metode. Vjerodostojni podatci
i osiguranje kvalitete mogu se posti¢i prema preporukama Dobre laboratorijske prakse (DLP),
Dobre proizvodacke prakse (DPP), Dobre analiticke prakse (DAP), ISO normi (engl.
International Organization for Standardization, 1SO) i s1.%°

Validacija metode moze biti potpuna ili djelomi¢na, ovisno o tome radi li se o validaciji
prije uvodenja nove analiticke metode u upotrebu, validaciji nakon promjene odredenih uvjeta
metode ili validaciji nakon promjene metode. Rezultati validacije ponekad mogu ukazati na
nuznost promjene metode, nakon &ega je potrebna validacija za tu novu metodu. %°

Parametari validacije su: specifi¢nost, selektivnost, preciznost, to¢nost, linearnost,
granice detekcije i kvantifikacije te robusnost. Specifiéna metoda je ona metoda kojom se
odreduje samo jedan analit, a selektivnom metodom moguce je istovremeno odrediti vise
analita.*?

Preciznost je slaganje izmedu rezultata niza mjerenja koji su provedeni na istom
homogenom uzorku prema propisanim uvjetima. Preciznost se koristi za odredivanje slu¢ajnih
pogresaka, a ukljuCuje ponovljivost, medupreciznost i obnovljivost, najeS¢e se izrazava
pomocu standardnog odstupanja (SD), relativnog standardnog odstupanja (RSD) te raspona
pouzdanosti srednje vrijednosti. Granice prihvatljivosti ovise o vrsti analize i matrici uzorka, a
za odredivanje sadrzaja pojedinih analita u prehrambenim i ekoloskim uzorcima prihvatljivo
relativno standardno odstupanije je izmedu 2 i 20 %.%°

Tocnost predstavlja podudaranje izmedu prihvaéene referentne vrijednosti i srednje
vrijednosti koja je dobivena odredenim postupkom, odredeni broj puta. IskoriStenje ovisi

postupku uzorkovanja, koncentraciji analita te o matrici uzorka.*°
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Linearnost metode predstavlja moguénost da metoda daje rezultate izravno
proporcionalne koncentraciji analita u uzorku, unutar danog podrucja, a odreduje se pomocu
kalibracijske krivulje.

Granica detekcije je najmanja koli¢ina analita u uzorku koja se moze detektirati, a
granica kvantifikacije je najmanja koli¢ina analita koja se moze kvantificirati uz odgovarajucu
preciznost i tocnost. Oba parametra se mogu procjeniti na temelju omjera signal/Sum ili na
osnovu standardnog odstupanja. °

Robusnost je mjeru otpornosti analiti¢cnog postupka na male, namjerne promjene uvjeta
metode, a ispitivanjem robusnosti se odreduje u¢inak validacijskih parametara na rezultate

analize.*
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§ 3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. Materijali

3.1.1. Uzorci

U ovom istrazivanju prikupljeno je analizirano 30 prehrambenih komercijalno dostupnih
uzoraka za koje se pouzdano zna da sadrze gluten, te uzorci za koje se zna da ga ne sadrze
(Tablica 2). Uzorci su analizirani metodom ELISA u laboratoriju Odjela za zdravstvenu
ispravnost i kvalitetu hrane i predmeta opc¢e uporabe na Nastavnm zavodu za javno zdravstvo

,.Dr. Andrija Stampar*.

Tablica 2. Uzorci u kojima su metodom ELISA odredeni udjeli glutena.

UZORCI
Uzorak 1 pileca prsa
Uzorak 2 dzem od mandarina
Uzorak 3 pekmez od §ljive
Uzorak 4 dijetalni dZem od jagode
Uzorak 5 namaz od crnih maslina
Uzorak 6 namaz od zelenih maslina
Uzorak 7 dZem od Sipka
Uzorak 8 dzem od kupine
Uzorak 9 dzem od aronije
Uzorak 10 dzem od marelice
Uzorak 11 dzem od jagode
Uzorak 12 dzem od visnje
Uzorak 13 ¢okoladni poljupci
Uzorak 14 prazne kukuruzne kiflice
Uzorak 15 pivo 1 Staropramen dark
Uzorak 16 pivo 2 Ozujsko Tomislav
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Uzorak 17 panirano pile¢e meso

Uzorak 18 cremonte za jelo i kuhanje
Uzorak 19 ajvar

Uzorak 20 razeni kruh s zitaricama bez glutena
Uzorak 21 kreker bez glutena

Uzorak 22 kukuruzne pahuljice bez glutena
Uzorak 23 smjesa za pekarske proizvode
Uzorak 24 tjestenina od kukuruza

Uzorak 25 bezglutenska mjesavina za kruh
Uzorak 26 krupica od integralnog prosa
Uzorak 27 tjestenina od kukuruza i rize
Uzorak 28 rizoto sa sirom bez glutena
Uzorak 29 pivo 3 Gardia

Uzorak 30 pivo 4 Lowenbrau

U eksperimentalnom radu koristeni su uzorci komercijalno dostupnih piva 1-4, dva svijetla

(Lowenbrau i Gardia) i dva tamna piva (Ozujsko Tomislav i Staropramen dark).

3.1.2. Kemikalije

U eksperimentalnom radu koriSten je komercijalni set za test ELISA, Ridascreen® Gliadin

(R7001) ELISA test (R-Biopharm, Njemacka), koji je i preporu¢ena metoda za sluzbenu

kontrolu i odredivanje glutena. Prema uputi proizvodaca, Ridascreen® Gliadin testni kit

potrebno je Cuvati na 2-8 °C, a sve otopine reagensa testnog kita su navedene u Tablici 3 i

prikazane na Slici 11.

Katarina OrSulié
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Tablica 3. Komponente testnog kita Ridascreen® Gliadin (R7001).

KOMPONENTE DETALJI VOLUMEN
Standard 1 0 ng/ml glijadina 1,3 ml
Standard 2 5 ng/ml glijadina 1,3 ml
Standard 3 10 ng/ml glijadina 1,3 ml
Standard 4 20 ng/ml glijadina 1,3 ml
Standard 5 40 ng/ml glijadina 1,3 ml
Standard 6 80 ng/ml glijadina 1,3ml
mikstura, sadrzi metanol,
Kromogen (plavi ¢ep) ) 7ml
glicerol
koncentriran 11x, antitijelo
Konjugat (crveni ¢ep) o ] 1,2 ml
konjugirano s peroksidazom
) mikstura, sadrzi limunsku
Supstrat (zeleni ¢ep) o 7mi
kiselinu
mikstura, sadrzi sumpornu
Stop otopina zuti ¢ep o 14 ml
kiselinu
Otopina za razrjedenje uzorka koncentrirana 5x 60 ml
o koncentriran 10x, pH 7,1 (pri
Pufer za ispiranje 100 ml
20 °C)
96 JAZICA
RIDA® EKSTRAKCIJSKA
; 105 ml
OTOPINA (RIDA® Cocktail)
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Slika 11. Reagensi ELISA testnog seta Ridascreen® Gliadin.

Za odredivanje validacijskih parametara koriSten je standardni komercijalno dostupan testni
uzorak FAPAS, medulaboratorijski testni uzorak kojem je poznata masena koncentracija
glutena, dobiven medulaboratorijskim ispitivanjem, odnosno organiziranjem, provedbom i
ocjenom ispitivanja identi¢nih uzoraka u dva ili vise laboratorija prema unaprijed odredenim
uvjetima.

Uz navedene reagense ELISA testnog seta Ridascreen® Gliadin, koriSteni su reagensi (istoce
p.a.):

e destilirana voda

e 80%-tni etanol

3.1.3. Laboratorijska oprema i pribor
e mikropipetor 8-kanalni 50 — 300 pl i 1-kanalni 5-50 pl (Transferpette®)
e analiti¢ka vaga s to¢no$c¢u odvage +0,1 g (Mettler Toledo)
e Kkivete za centrifugu
e centrifuga
e plasti¢ni pipetni nastavci
e vodena kupelj
e Vorteks (Vortex Genie 2)
e MRC kolorimetar

e rashladna komora

3.2. Postupak analize glutena

Katarina OrSuli¢ Diplomski rad
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3.2.1. Nacelo metode

Za analizu glutena u prehrambenim uzorcima koriStena je metoda ,,sendvi¢” ELISA. Na
mikrotitarsku plo¢icu imobilizirana je poznata koli¢ina antitijela za glijadin RS, nakon ¢ega se
unosi uzorak ili standard. Smjesa se inkubira pri ¢emu nastaje kompleks antigen-antitijelo.
Nakon toga se jazice isperu pomocu pufera za ispiranje ¢ime se uklanjaju komponente koje se
nisu vezale na antitijelo. Na suhu jazicu dodaje se enzim koji se veze za kompleks antigen-
antitijelo. Slijedi ponovna inkubacija pri ¢emu nastaje ,,sendvi¢*“ kompleks antitijelo-antigen-
antitijelo te ponovno ispiranje. Zatim se dodaje supstrat i kromogen ¢ime dolazi do promjene
boje otopine iz bezbojne u plavu. Nakon ponovne inkubacije, dodaje se reagens za zaustavljanje
reakcije (tzv. stop reagens) koji mijenja boju otopine iz plave u zutu (Slika 12), a zatim se
pomocu kolorimetra ocita apsorbancija otopina u jazicama. Odredivanje udjela glutena provodi

pri 450 nm.

Slika 12. Zuto obojene otopine uzorka u jazicama nakon dodatka reagensa za zaustavljanje

reakcije.

3.2.2. Priprema uzoraka i analiza

Prethodno homogeniziranih 0,25 g krutog uzorka (Slika 13) ili 0,25 ml tekuc¢eg uzorka stavi se
u kivetu za centrifugiranje, doda se otopina za ekstrakciju (2,5 ml RIDA® Koktel), promijesa se
na vorteks mijesalici 5-10 sekundi (Slika 14), slijedi inkubacija 40 minuta u vodenoj kupelji na
50 °C i hladenje uzorka.
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Slika 14. MijeSanje otopine na vorteks mjesalici.

Zatim se uzorku doda 7,5 ml 80%-tnog etanola i promijesa na vorteks mijesalici sat vremena,
a nakon toga centrifugiraju 10 minuta na 2500 okretaja. Za pripremu uzorka Koristi se
razrijedeni pufer u volumnom omjeru 1:5 (1 ml pufera + 4 ml destilirane vode). Alikvot uzorka
se razrijedi s otopinom pufera u volumnom omjeru 1:12,5 (80 ul uzorka + 920 ml razrijedenog
pufera).

100 pl tako pripremljenog uzorka se unese u jazicu, inkubira na sobnoj temperaturi 30 minuta

te se nakon inkubacije tekucina izlije iz jazica mikrotitarske plocice.

Katarina OrSuli¢ Diplomski rad



§ 4. Rezultati i rasprava 28

Jazice se ispiru s 250 ul otopine za ispiranje, koja je pripremljena u volumnom omjeru
1:10 (1 ml pufera za ispiranje + 9 ml destilirane vode), te se tekucina ponovno ukloni. Isti

postupak ponovi se tri puta. Za unos uzorka koristena je 8-kanalna mikropipeta (Slika 15).

Slika 15. Multikanalna mikropipeta za dodavanje reakcijskih otopina.

Na suhu jazicu doda se 100 pl razrijedenog konjugata u volumnom omjeru 1:11 (1 ml konjugata
+ 9 ml destilirane vode) i inkubira se 10 minuta na sobnoj temperaturi.

Jazice se ispiru tri puta, doda se 50 pl supstrata i 50 pl reagensa za boju (kromogena) u
svaku jazicu te se inkubira 30 minuta na sobnoj temperature i u mraku.

Razvijanje plave boje otopine ukazuje na prisutnost gluten u uzorku, a intenzitet boje
proporcionalan je udjelu glutena. Dodatkom 100 ul otopine za zaustavljanje reakcije nastajanja
kompleksa (stop otopina) dolazi do promjene boje otopine u zutu, otopini se izmjeri
apsorbancija pri 450 nm pomoc¢u kolorimetra MRC unutar 30 minuta (Slika 16).

Slika 16. Kolorimetra MRC koristen za analizu glutena metodom ELISA.

Katarina OrSulié¢ Diplomski rad
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§4. REZULTATI | RASPRAVA

U svrhu zastite osoba osjetljivih na gluten vazno je da su prehrambeni bezglutenski
proizvodi sigurni, pravilno i to¢no opisani (deklarirani). Bezglutenski proizvodi obi¢no su
skuplji od proizvoda s glutenom pa su Ceste namjerne nepravilnosti pri ozna¢avanju proizvoda.
Isto tako, moguca je namjerna kontaminacija hrane glutenom u svrhu dobivanja boljih svojstava
ili povecanja volumena proizvoda. Stoga je od izuzetne vaZnosti kontrola bezglutenskih
proizvoda na prisutnih na trZistu. U okviru ovog diplomskog rada provedeno je istrazivanje u
svrhu provjere kontaminacije prehrambenih proizvoda 1 to€nosti opisa udjela glutena u
prehrambenim proizvodima na trziStu. Za odredivanje glutena koriStena je imunenzimska
metoda ELISA koja je prethodno validirana.

Prilikom svakog mjerenja standarda i uzoraka koristen je MRC kolorimetar, a
apsorbancija je mijerena pri 450 nm. Mjerenjem apsorbancije standarda razli¢itih
koncentracijskih tocaka (5 razli¢itih koncentracija) izradi se bazdarna krivulja (Slika 17) iz koje

se oCita nepoznata koli¢ina glijadina u uzorku.

bazdarna krivulja - konc. (ng/ml) / A

0,9

0,8 95
0,7
0,6
0,5
0,4
0,3
0,2

0,1

5 10 20 40 80

Slika 17. Bazdarna krivulja (ovisnost apsorbancije o koncentraciji glijadina).
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Iz literaturnih podataka poznato je da je udio glijadina polovica svih proteina prisutnih
u glutenu, pa se za koncentraciju glutena, rezultat se pomnozi s dva (programski omoguéeno u
ve¢ini instrumenata za mjerenje udjela glutena. Prikaz rezultata dobivenih kolorimetrom

prikazan je na Slici 18.

uzoIrcCl
IO | apsorbancija : T
broj mjerenja D ipsoruancya = glijadin  gluten
(CV) (% 1g/m mglkg mg/kg
01924/20 38 3 Sl
2 01925/20 E 269 367 500.00
3 01296/20 1.8 499 ).07 500.00 5.04 10.07
4 01297/20 = 10 356 500.00 25
5 27216A kontrola Fapas 529E 8.3 66.5 19.98 500.00 9.99 19.98

Slika 18. Rezultati analize udjela glijadina i glutena dobiveni kolorimetrom MRC.

4.1. Validacija metode
4.1.1. Preciznost

a) Ponovljivost
Ponovljivost je odredena ponovljenim mjerenjem (Sest puta) na Sest istovrsnih testnih uzoraka

FAPASA c¢ija masena koncentracija glutena iznosi 35,0 mg/kg, a zatim izra¢unata srednja
vrijednost (SV), standardno odstupanje (SD) i relativno standardno odstupanje (RSD)
izmjerenih apsorbancija (Tablica 5). Dobivena ponovljivost za Sest mjerenja istog uzorka na

temelju RSD (%) iznosi 0,133 i nalazi se unutar granica prihvatljivosti za navedenu metodu.
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Tablica 5. Rezultati mjerenja pri odredivanju ponovljivosti metode pripreme uzorka.

b) Ponovljivost mjerenja masene koncentracije standarda

uzorak mjerenje
br. 1. 2. 3. 4. 5. 6.
1 1,521 1,519 1,517 1,506 1,510 1,518
2 1,510 1,506 1,508 1,503 1,503 1,510
3 1,501 1,497 1,495 1,484 1,488 1,494
4 1,513 1,512 1,512 1,507 1,507 1,514
5 1,515 1,512 1,513 1,511 1,512 1,514
6 1,476 1,473 1,474 1,470 1,471 1,472
SV 1,503
SD 0,002
Ukupni
RSD% 0,133

Eksperiment je proveden mjerenjem apsorbancija standarda glutena (glijadina) masenih

koncentracija: 5, 10, 20, 40 i 80 mg/kg, mjerenje je na istom uzorku ponovljeno Sest puta, a

zatim je izracunta: srednja vrijednost (SV), standardno odstupanje (SD) i relativno standardno

odstupanje (RSD) dobivenih apsorbancija uzoraka. Prema podacima u Tablici 6 najvisa

vrijednost za RSD (%) je 0,31 i nalazi se unutar granica prihvatljivosti metode.

Tablica 6. Rezultati mjerenja masene koncentracije pri odredivanju ponovljivosti pripreme
standarda glutena.

mjerenje
(mgfkg) 1. 2. 3. 4. 5, 6. SV | SD R;,D/
5 0,325 0,325 0,325 0,326 0,327 0,327 0,326 | 0,001 | 0,31
10 0,396 0,396 0,396 0,397 0,397 0,397 0,397 [ 0,001 | 0,25
20 0,534 0,535 0,535 0,535 0,536 0,536 0,535 | 0,001 | 0,19
40 0,662 0,663 0,663 0,665 0,665 0,665 0,664 [ 0,001 | 0,15
80 0,797 0,797 0,797 0,799 0,801 0,801 0,799 [ 0,002 [ 0,25
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€) Medupreciznost
Eksperiment je proveden u kontroliranim uvjetima, jednakim postupkom pripreme uzoraka

koncetracije 35,0 mg/kg, s dva razli¢ita analitiCara. Nakon provedenog mjerenja izracunata je
srednja vrijednost masenih koncentracija glutena u uzorcima (SV), standardno odstupanje (SD)

te relativno standardno odstupanje (RSD) (Tablica 7).

Tablica 7. Rezultati mjerenja masene koncentracije pri odredivanju medupreciznosti metode.

broj uzorka ANALITICAR 1 ANALITICAR 1
1 26,86 27,48
2 26,20 24,29
3 25,67 24,86
4 26,38 27,55
5 26,50 26,89
6 24,24 24,86
SV (mg/kg) 25,98 25,99
SD 0,94 1,48
RSD % 3,61 5,69
Ukupni SV

(mg/kg) 25,98
SD 0,38
Ukupni RSD % 1,46

Sve vrijednosti masenih koncentracija uzorka glutena imaju RSD (%) manji od 1,46 te se nalaze

unutar granica prihvatljivosti metode.

4.1.2. Tocnost metode

Tocnost metode za odredivanje gliadina definirana je na temelju analitickog povrata metode.
Analiti¢ki povrat odreduje to¢nost odredivanja i ujedno ukazuje na moguéu sustavnu pogresku.
Eksperiment je proveden na certificiranim referencijskim standardima A, B i C pri tri razlicite
koncentracije glijadina (w(A) = 6,0 mg/kg, w(B) = 23,0 mg/kg, w(C) = 48,0 mg/kg). To¢nost
metode iskazana je kao postotni udio izmjerenog analita prema njegovoj stvarnoj koli¢ini
(Tablica 8).
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Tablica 8. To¢nost metode iskazana kao postotni udio izmjerenog standarda prema njegovoj
stvarnoj koli¢ini za glijadin.

uzorak A w(glijadin) / mg kg | To¢nost metode / %
1 6,66 111,0

2 5,86 97,7

3 4,76 79,3

4 471 785

5 4,94 82,33

6 5,13 85,5

srednja vrijednost

(SV) 5,34 89,05

SD 0,77 12,80

RSD % 14,41 14,37
uzorak B w(glijadin) / mg kg? | To&nost metode / %
1 20,01 87,00

2 24,05 104,56

3 26,39 114,73

4 24,86 108,08

5 22,84 99,30

6 24,78 107,73

SV 23,82 103,57

SD 2,20 9,55

RSD % 9,23 9,22

uzorak C w(glijadin) / mg kg | To&nost metode / %
1 42,85 89,27

2 50,13 104,43

3 45,19 94,14

4 41,57 86,60

5 49,01 102,10

6 40,45 84,27

SV 44,87 93,47

SD 3,99 8,30

RSD % 8,89 8,87
UKUPNA SV 95,36
SD 7,44
RSD % 7,80

Tocnost je iskazana kao postotni udio izmjerenog standarda prema njegovoj stvarnoj

koli¢ini 1 iznosio je 95,36 % te se nalazi unutar statistic¢ki prihvatljivih granica (nema preveliko

odstupanje od stvarne vrijednosti) i metoda je prihvatljiva za rutinsku analizu.
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4.1.3. Granica kvantifikacije

Granica kvantifikacije odredena je na testnom uzorku FAPAS i za gluten iznosi 5 mg/kg.

Standardni uzorak FAPAS pripremljen je u Sest paralelnih uzoraka kojima je izmjerena

apsorbancija, a relativno standardno odstupanje (RSD), za uzorke glutena iznosi 12,35 %.

Validacijski parametri te njihovi kriteriji prihvatljivost*: % 43 za odredivanje glutena u

hrani imunoenzimskom ELISA metodom prikazani su u Tablici 9.

Tablica 9. Rezultat odredivanja parametara validacije i kriteriji prihvatljivosti.4? 4243

VALIDACIJSKI KRITERIJ
PARAMETAR RECULTAT PRIHVATLJIVOSTI
Preciznost”
-ponovljivost pripreme uzorka RSD=0,13% RSD< 20%
-ponovljivost mjerenja standarda RSD=0,31% RSD< 20%
-medupreciznost RSD= 1,46% RSD< 20%
Tocnost™ 95,36 % 80-120%
Granica kvantifikacije™ 5,0 mg/kg <5,0 mg/kg

“Kriterij prema seminaru Validacija analiti¢kih metoda, HMD (2002)

“*Abbott i suradnici (2002) Guideline for collaborative study procedures to validate characteristics

of a method of analysis: AOAC Appendix D

““Uputa proizvodaca Ridascreen® Gliadin

Na temelju rezultata prikazanih u Tablici 10. moze se zakljuéiti kako su svi parametri validacije

nalaze unutar statisticki prihvatljivih granica prihvatljivosti i stoga se odredivanje glutena u

hrani moZe provesti metoda ELISA, dobiveni rezultati metode mogu se smatrati pouzdanim 1

preciznim.
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4.2. Odredivanje udjela glutena metodom ELISA

Metodom ,,sendvi¢” ELISA odreden je maseni udio glutena u razli¢itim prehrambenim
proizvodima komercijalno dostupnim u prodavaonicama na hrvatskom trzistu. Analiza je
provedena na 30 razli¢itih uzoraka od kojih su 4 uzorka pive za koje se zna da sadrze gluten, a
ostalih 26 analiziranih uzoraka su proizvodi za koje je jasno navedeno da su bezglutenski ili je
poznato da su to proizvodi koji su prirodno bezglutenski. Rezultati odredivanja masenog udjela
glutena u 30 odabranih prehrambenih proizvoda prikazani su u Tablici 4. (plavo oznaceno su
prirodno bezglutenski prehrambeni proizvodi, zuto oznaéeni su proizvodi za koje se zna da
sadrze gluten, dok su ljubiCasto oznaceni proizvodi koji su vidljivo oznaéeni (deklarirani) kao

bezglutenski.

Tablica 4. Udio glutena u 30 razli¢itih prehrambenih proizvoda.

MASENI UDIO
OZNAKA UZORKA OPIS PROIZVODA GLUTENA
(mg/kg)
Uzorak 1 pileca prsa 8,1
Uzorak 2 dzem od mandarina <5,0
Uzorak 3 pekmez od §ljive 10,1
Uzorak 4 dijetalni dzem od jagode <5
Uzorak 5 namaz od crnih maslina 9,7
Uzorak 6 namaz od zelenih maslina <5
Uzorak 7 dzem od Sipka <5
Uzorak 8 dZem od kupine <5
Uzorak 9 dzem od aronije <5
Uzorak 10 dzem od marelice <5
Uzorak 11 dZzem od jagode <5
Uzorak 12 dzem od visnje <5
Uzorak 13 ¢okoladni poljupci <5
Uzorak 14 prazne kukuruzne kiflice <5
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Uzorak 15 pivo 1 Staropramen dark 75,5
Uzorak 16 pivo 2 Ozujsko Tomislav 122,15
Uzorak 17 panirano pile¢e meso 6,9
Uzorak 18 cremonte za jelo i kuhanje <5
Uzorak 19 ajvar <5
Uzorak 20 razeni kruh s zitaricama bez glutena <5
Uzorak 21 kreker bez glutena 9,2
Uzorak 22 kukuruzne pahuljice bez glutena 5,3
Uzorak 23 smjesa za pekarske proizvode 8,6
Uzorak 24 tjestenina od kukuruza <5
Uzorak 25 bezglutenska mjesavina za kruh <5
Uzorak 26 krupica od integralnog prosa 8,6
Uzorak 27 tjestenina od kukuruza i rize <5
Uzorak 28 rizoto sa sirom bez glutena <5
Uzorak 29 pivo 3 Gardia 142,8
Uzorak 30 pivo 4 Lowenbrau 52,3

Uzorci piva 15, 16, 29 i 30 su uzorci za koje se zna da sadrze gluten, no u Tablici 4. je

primjetno da samo uzorci piva 15 i 30 sadrze koli¢inu glutena u masenim koncentracijama
izmedu 20 1 100 mg/kg 1 stoga se mogu svrstati u proizvode s vrlo malim sadrzajem glutena.
Uzorak piva 16 sadrzi 122,15 mg/kg glutena, dok uzorak 29 sadrzi 142,8 mg/kg glutena. Uzorci
piva 16 i 29 sadrze koli¢ine glutena vece od 100 mg/kg, prema Uredbi (EU) br. 828/2014
svrstavaju se u proizvode koji sadrZe gluten te bi se prilikom oznafavanja takvog proizvoda to
trebalo navesti. Svi ostali prehrambeni uzorci sadrze koli¢ine glutena manje od 20 mg/kg i stoga
se prema Uredbi (EU) br. 828/2014 svrstavaju u proizvode bez glutena. Nadalje, neki od
proizvoda u svom prirodnom sastavu ne sadrze gluten i mjerenjima u okviru ovog diplomskog
rada utvrdeno je kako nije doslo do njihove kontaminacije glutenom. Iz nekih proizvoda je
gluten uklonjen, a sadrzavali su oznaku da su bezglutenski, $to nije potpuno u skladu s

preporukama za oznaCavanje prehrambenih proizvoda.
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§ 5. ZAKLJUCAK

Imunoenzimskom metodom ,,sendvi¢® ELISA odreden je maseni udio glutena u razli¢itim
prehrambenim proizvodima komercijalno dostupnim u prodavaonicama na hrvatskom trzistu.
Analiza je provedena na 30 razli¢itih uzoraka od kojih su 4 uzorka pive za koje se zna da sadrze
gluten. Ostalih 26 analiziranih uzoraka su proizvodi za koje je jasno navedeno da su
bezglutenski ili se zna da su to proizvodi koji su prema sastavu prirodno bezglutenski.

Metoda je validirana i moze se zakljuciti kako su svi parametri validacije nalaze unutar
statisticki prihvatljivih granica prihvatljivosti metode i stoga se odredivanje glutena u hrani
moze provesti imunoenzimska ELISA metoda, a dobiveni rezultati metode mogu se smatrati
pouzdanim i preciznim. Tocnost je iskazana kao postotni udio izmjerenog standarda prema
njegovoj stvarnoj koli¢ini i iznosio je 95,36 % S$to se nalazi unutar statisti¢ki prihvatljivih
granica metode (nema preveliko odstupanje od stvarne vrijednosti) i metoda je prihvatljiva za
rutinsku analizu. Sve vrijednosti masenih koncentracija uzorka glutena imaju RSD (%) manji
od 1,46 te se nalaze unutar granica prihvatljivosti metode. Granica kvantifikacije odredena je
na testnom uzorku FAPAS i za gluten iznosi 5 mg/kg.

Od 30 analiziranih uzoraka, odabrana su i 4 za koja se pretpostavlja da sadrze gluten. U
konacnici, 2 uzorka piva su imala koncentraciju glutena vecu od 100 mg/kg te se prema Uredbi
(EU) br. 828/2014 ne mogu smatrati bezglutenskim, 2 uzorka piva su imali udio glutena izmedu
201 100 mg/kg te se kao takvi mogu smatrati kao proizvodni s niskim udjelom glutena. Ostalih
26 uzoraka su imali koncentraciju glutena manju od 20 mg/kg i prema Uredbi (EU) br. 828/2014
se mogu smatrati bezglutenskim.

Neki od proizvoda u svom prirodnom sastavu ne sadrze gluten i mjerenjima u okviru
ovog diplomskog rada utvrdeno je kako nije doslo do njihove kontaminacije glutenom. Iz nekih
proizvoda gluten je uklonjen tehnoloskim postupkom, sadrZzavali su oznaku da su bezglutenski

te je utvrdeno da je to bilo u skladu s preporukama za oznacavanje prehrambenih proizvoda.
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§ 6. POPIS OZNAKA, KRATICA I SIMBOLA

CeD — celijakija (engl. celiac disease)

DAP — Dobra analiticka praksa

DLP — Dobra laboratorijska praksa

DPP — Dobra proizvodacka praksa

ELISA — imunoenzimska metoda (engl. enzyme-linked immunosorbent assay)
EPIT — epikutana imunoterapija (engl. epicutaneous immunotherapy)

GFD — bezglutenska prehrana (engl. gluten free diet)

HAA — Hrvatska akreditacijska agencija

IgA, IgE, 19gG — imunoglobulin A, E, G (engl. immunoglobulin A, E, G)

ISO — norme za standardizaciju (engl. International Organization for Standardization)
mADb — monoklonsko antitijelo (engl. monoclonal antibody)

NCGS - preosjetljivost na gluten (engl. non — celiac gluten sensitivity)

OIT — oralna imunoterapija (engl. oral immunotherapy)

pAb — poliklonsko antitijelo (engl. polyclonal antibody)

RSD - relativno standardno odstupanje (engl. relative standard deviation)
SD — standardno odstupanje (engl. standard deviation)

SLIT — sublingvalna imunoterapija (engl. sublingual immunotherapy)

SV —srednja vrijednost

SPR — rezonancija povrsinskih plazmona (eng. surface plasmon resonance)
TG — transglutaminaza (engl. transglutaminase)

tTg — tkivna transglutaminaza (engl. tissue transglutaminase)

WDEIA — anafilaksa izazvana vjezbanjem, ovisna o pSenici (engl. wheat-dependent excercise-

induced anaphylaxis)
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