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STRESZCZENIE

Tradycyjne piwo produkowane jest najczesciej ze stodu jeczmiennego. Ok. 75% biatek jeczmienia sta-
nowig polipeptydy tworzace gluten, z czego 50% to prolaminy, a 25% gluteniny. Ze wzgledu na sktad su-
rowcowy spozywanie piwa przez osoby z nadwrazliwoscig na gluten moze wywota¢ niepozadane reak-
cje organizmu. Celem pracy byto oznaczenie prolamin w dostepnych na rynku piwach za pomocg bez-
posredniej i posredniej metody ELISA oraz pordwnanie mozliwosci detekcyjnych stosowanych komer-
cyjnie dostepnych przeciwciat. Stwierdzono, ze wiekszymi mozliwosciami detekcyjnymi hordein w pi-
wie charakteryzowaty sie antygliadynowe przeciwciata znakowane enzymatycznie stosowane w meto-
dzie ELISA bezposrednia.

Comparison of two ELISA methods with commercially available
antibodies for prolamin detection in beer
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ABSTRACT

Traditional beer is made by barley malt. Approx. 75% of the barley proteins are polypeptides for-
min gluten, of which 50% is prolamines and 25% glutenins. Due to composition of beer consump-
tion by persons with hyperintensitivity to gluten can cause adverse reactions of the body. The aim
of this study was to determine the prolamins in beers available in the market with use of direct and
indirect ELISA methods and compare detection possibilities of commercially available antibodies.
It was found that enzymatically labeled antigliadin antibodies was characterized much more detection
possibilities of hordeins in beer.
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1. WSTEP

Proces odzywiania stanowi niezbedny warunek
utrzymania zycia, dodatkowo dla ludzi jest réw-
niez zrédtem przyjemnosci i dobrego samopo-
czucia. Dla funkcjonowania catego organizmu na
poziomie fizjologicznym, jak i psychicznym, klu-
czowe znaczenie ma jako$é tego, co spozywa-
my. Cztowiek przez caty okres swojego zycia spo-
zywa ok. 100 ton pokarmoéw réznego rodzaju,
z czego wiekszos¢ stanowig produkty zawierajg-
ce biatko pochodzenia roslinnego i zwierzecego.
U niektérych oséb po spozyciu okreslonych po-
karmow pojawiajg sie niepozgadane reakcje, od
wysypki skdrnej, az do wystgpienia ciezkich obja-
woéw chorobowych [1]. Do takich reakcji zalicza sie
alergie i nietolerancje pokarmowa. W ciggu ostat-
nich lat zaobserwowano wzrost liczby oséb ze
zdiagnozowanymi chorobami alergicznymi i nie-
tolerancjami pokarmowymi. Szacuje sie, ze aler-
gie pokarmowe dotykajg 2% osdb dorostych oraz
ok. 4-8% dzieci [2, 3].

Alergia pokarmowa to nieprawidtowa immuno-
logiczna odpowiedZ organizmu na pokarm lub
sktadnik pokarmowy spozywany zwyczajowo, na
0got nieszkodliwy dla populacji. Reakcja organi-
zmu na spozyty alergen nastepuje niemal natych-
miast po jego spozyciu [4]. Do objawdw alergii po-
karmowej zalicza sie przede wszystkim béle brzu-
cha, reakcje skorne, wymioty, zaburzenia snu, ka-
tar, rozdraznienie, a wstrzgs anafilaktyczny moze
stanowié zagrozenie zycia [5].

Nietolerancja pokarmowa jest natomiast niewta-
$ciwg odpowiedzig organizmu na spozywany po-
karm, u ktdrej podtoza lezg nieimmunologiczne
reakcje takie jak reakcje farmakologiczne, toksycz-
ne, metaboliczno-biochemiczne. W przeciwien-
stwie do alergii, objawy nietolerancji pokarmowe;j
wystepujg od pot godziny do kilku dni po spozyciu
pokarmu. Poza opdzniong reakcjg, nietolerancji
pokarmowe] towarzyszy réwniez wiele schorzen
i objawoéw, ktére niekojarzone z dietg utrzymuja
sie przez miesigce, a nawet lata. Jedng z najcze-
Sciej wystepujacych nietolerancji pokarmowych
jest celiakia [4-6].

Celiakia, inaczej nazywana enteropatig glute-
nowg lub glutenozalezng chorobg trzewng, jest
chorobg, polegajgcy na zaburzeniach funkcji tra-
wienia i wchtaniania przez jelita, ktérg wywotuje
spozycie glutenu. Szacuje sie, ze choroba ta do-
tyka jedng na 300 oséb w Europie, a w Polsce z
jej powodu cierpi okoto 30 tysiecy osdb. Gluten
tworzy sie z mieszaniny biatek obecnych w ziar-

nach takich zbdz, jak pszenica, jeczmien, zyto
i owies [7, 8]. Spozycie produktéw zawierajgcych
gluten przez osoby chore na celiakie powoduje
uszkodzenie bfony jelita cienkiego, co z kolei do-
prowadza do obnizenia zdolnosci wchtfaniania,
a w konsekwencji do niedozywienia organizmu
i innych komplikacji [9, 10]. Osoby dotkniete ce-
liakig czesto muszg utrzymywac Scistg diete bez-
glutenowg przez cate zycie, co oznacza dla nich
wykluczenie pokarmdéw zawierajagcych w swym
sktadzie pszenice, zyto, jeczmien i owies, chociaz
zdania co do toksycznosci owsa sg w Srodowisku
naukowcow podzielone [11].

Ze wzgledu na wzrost wystepowania alergii pokar-
mowych oraz konieczno$¢ uwzglednienia ewen-
tualnego zagrozenia dla zdrowia i zycia przez nie-
Swiadome spozycie produktéw zawierajgcych
alergeny, Unia Europejska w 2003 roku wprowa-
dzita przepisy, ktére nakazujg znakowanie zyw-
nosci w taki sposéb, aby utatwic alergikom swia-
domy wybér bezpiecznych dla nich produktéw
spozywczych [12]. Obecnie obowigzujgcym ak-
tem prawnym dotyczacym znakowania produk-
tow spozywczych jest Dyrektywa UE 2007/68/
EC, ktora mowi, ze wszystkie surowce i produk-
ty zawierajgce alergenne sktadniki muszg by¢ w
odpowiedni sposéb oznakowane bez wzgledu
na ilo$¢ wystepujacych w nich alergenéw. W od-
niesieniu do zywnosci specjalnego przeznacze-
nia, jaka jest zywnos¢ bezglutenowa, stosuje sie
rézne zapisy. ,,Produkt o bardzo niskiej zawarto-
Sci glutenu” oznacza, ze maksymalna zawartos¢
glutenu w tym produkcie nie moze przekraczac
100 mg/kg produktu. Natomiast zywnos¢ ozna-
czona nazwg ,produkt bezglutenowy” oznacza,
ze maksymalna zawartosc¢ glutenu nie przekracza
20 mg/kg produktu [13, 14].

Problem obecnosci glutenu w produktach spo-
zywczych dotyczy takze napojow, m.in. piwa. Tra-
dycyjne piwo wytwarzane jest z jeczmienia, ale
moze by¢ réwniez warzone z innych zbdz, m.in.
pszenicy, zyta, kukurydzy czy sorgo. Na aromat
i jakos¢ gotowego piwa szczegdlny wplyw ma
sktad surowcowy, a takze rodzaj i sposdb warze-
nia. Ze wzgledu na tatwo$é poddawania techno-
logicznym modyfikacjom, najczesciej wykorzysty-
wanym surowcem do produkcji piwa jest jecz-
mien [15]. W piwie znajdujg sie przechodzace ze
stodu frakcje prolaminowe biatek nazywane w je-
czmieniu hordeinami. To one sg odpowiedzialne
za wywotywanie niepozgdanych reakcji pokarmo-
wych u 0séb chorych na celiakie [16, 17].
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Na podstawie badan przeprowadzonych w 2010
roku przez Dostdlek i wsp. stwierdzono, ze w pro-
cesie warzenia piwa prawie wszystkie prolaminy
z jeczmienia zostajg wyeliminowane, a biatka
podczas stodowania rozktadane sg do polipep-
tydow i peptydéw. Dodatkowe usuniecie prola-
min nastepuje rowniez w procesie fermentacji ze
wzgledu na ich adsorpcje na powierzchni droz-
dzy i niskie pH [18]. Wczes$niejsze badania wyko-
nane przez Perrocheau i wsp. w 2006 roku wyka-
zaty jednak, ze piwo nadal moze stanowi¢ zagro-
zenie dla oséb z alergig i nadwrazliwoscig na biat-
ka glutenowe [19]. Poniewaz w procesie produk-
cji piwa biatka alergenne ulegajg réznym przemia-
nom, mogg wchodzi¢ w interakcje z innymi skfad-
nikami tworzgc nowe produkty potencjalnie aler-
genne.

Jedng z metod rekomendowanych w UE do de-
tekcji alergendw w zywnosci jest metoda ELISA,
wykorzystujgca specyficzne narzedzia analitycz-
ne, jakimi sg przeciwciata. Jednak w przypadku
hordein brak jest komercyjnie dostepnych odpo-
wiednich przeciwciat dedykowanych do swoistych
sekwencji aminokwasowych tych biatek, czyli ich
epitopow. W ramach prezentowanych badan
podjeto probe wykorzystania komercyjnych anty-
gliadynowych przeciwciat do oznaczania hordein
w piwie. Przeciwciata te wykorzystano ze wzgledu
na znaczng homologie sekwencji aminokwasow
pomiedzy prolaminami pochodzacymi z réznych
gatunkéw zbdz, w tym gliadyn z pszenicy, horde-
in z jeczmienia i sekalin z zyta. Jednoczesnie pro-
ducent zastosowanych przeciwciat deklaruje wy-
stepowanie reakcji krzyzowych pomiedzy prola-
minami tych zbéz i oferowanymi przeciwciatami.

2. MATERIALY | METODY

Materiat badany stanowity dostepne na rynku
piwa o odmiennych sktadach, w gtéwnej mie-
rze réznigce sie od siebie gatunkiem zboza wy-
korzystanym do produkcji stodu lub zastosowa-
nym jako niestodowany surowiec. Badania prze-
prowadzono na 6 zakupionych w pobliskim skle-
pie piwach: , Karmi” zawierajgce stéd jeczmienny;
,Ksiazece” — stody jeczmienny i pszeniczny; ,Zy-
wiec” — stéd jeczmienny; ,Corona Extra” — stéd
jeczmienny, kukurydze/ryz; ,Zytnie” — stéd zytni,
pilznenski, monachijski, stody karmelowe i bar-
wigce oraz deklarowane jako bezglutenowe piwo
,Estrella” wyprodukowane na bazie stodu jecz-
miennego i ryzu.

Ze wzgledu na mate stezenie biatka w badanych pi-
wach, po odgazowaniu zageszczono je metodg ul-
trafiltracji (Millipore Ultracone) w punkcie odcie-
cia 3000 Da.

Oznaczenie zawartosci biatek hordeinowych w ma-
teriale badanym przeprowadzono za pomocg
dwdch formatéw testu immunoenzymatycznego
fazy statej ELISA: ELISA bezposrednia z wykorzys-
taniem przeciwciat antygliadynowych znakowa-
nych peroksydazg chrzanowg (SIGMA A1052) oraz
ELISA posrednia z detekcyjnymi pierwszorzedo-
wymi przeciwciatami antygliadynowymi (SIGMA
G1944) i drugorzedowymi znakowanymi perok-
sydazg chrzanowg (SIGMA A8275) specyficznymi
wobec pierwszego przeciwciatfa. Jako standard za-
stosowano hordeine wyizolowang ze stodu jecz-
miennego zgodnie z procedurg opisang przez Ko-
nerva i wsp. [20].

Uzyskane wyniki poddano analizie statystycznej
przy pomocy programu MS Excel. Wyznaczono
odchylenia standardowe oraz grupy jednorodne.

3. WYNIKI | DYSKUSJA

Na Rysunku 1 przedstawiono wyniki pomiaru ste-
zenia biatek hordeinowych w badanych piwach
z zastosowaniem dwdéch formatéw metody ELISA.
Najwieksze stezenie hordein oznaczono w piwie
Ksigzecym 18,66 pug/ml (ELISA bezposrednia) oraz
15,99 pg/ml (ELISA posrednia). Wysoka zawartosé
hordein w tym piwie wynikata ze sktadu surowco-
wego, bowiem do jego produkcji uzyto oprocz sto-
du jeczmiennego rowniez stéd pszeniczny, a stoso-
wane przeciwciafa uzyskano po immunizacji zwie-
rzat gliadynami — prolaminowg frakcjg pszenicy.
W konsekwencji mogto to wptynac na zwieksze-
nie mozliwosci detekcyjnych wszystkich prolamin
obecnych w badanym piwie.

Natomiast w piwie Zytnim oznaczono o 6 pg/ml
mniej hordein za pomocg obu metod ELISA (12,17
ug/ml — test bezposredni oraz 9,38 pug/ml — test
posredni).

Niskie stezenie biatek hordeinowych w piwie Zy-
wiec, wyprodukowanym ze stodu jeczmiennego,
uznawanego za surowiec zawierajacy gluten, byto
dos¢ zaskakujace. Ksztattowato sie ono na pozio-
mie odpowiednim dla piw bezglutenowych (5,49
pg/ml — ELISA bezposrednia, 3,92 — ELISA posred-
nia). Prawdopodobnie proces technologiczny pro-
dukcji stodu i sposdb warzenia piwa wptynety na
ekstraktywnos¢ prolamin z jeczmienia oraz na sto-
pien ich modyfikacji. Piwo to jest otrzymywane
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Rysunek 1 Stezenie hordein [ug/ml] w badanych piwach oznaczone za pomoca

bezposredniej i posredniej metody ELISA przy uzyciu przeciwciat antygliadynowych

Figure 1 Hordein concentration [pg/ml] in analysed beers measured with the use
of direct and indirect ELISA with antigliadin antibodies

technika high gravity, co mogto spowodowaé, ze
w czasie uzyskiwania stezonej brzeczki nie wszyst-
kie polipeptydy hordeinowe zostaty wyodrebnio-
ne ze stodu, poniewaz przechodzg one do brzecz-
ki tylko do okreslonego punktu nasycenia [21].
Wskutek tego ich stezenie w gotowym piwie mo-
gto byc tak niewielkie, ze nie zostaty one wykry-
te przez przeciwciata detekcyjne. Piwa Karmi i Co-
rona nie roznig sie statystycznie istotnie zawarto-
$cig prolamin oznaczonych metoda bezposrednig
(okoto 6,6 pg/ml). Natomiast metoda posrednig
wykryto nizsze stezenie prolamin, odpowiednio
5,02i4,29 pg/ml.

Zawartosc¢ hordein w bezglutenowym piwie Estrel-
la byta zgodna z deklaracjg producenta i nie prze-
kroczyta 6 pug/ml niezaleznie od zastosowanego
formatu metody ELISA. Poniewaz zawarto$é glute-
nu w piwie bezglutenowym nie moze przekraczac
poziomu 20 ppm [14], a przyjmuje sie, ze zawar-
tos¢ wykrywanych prolamin w produkcie nalezy
podwoié, aby wyznaczy¢ zawartos¢ glutenu, piwo
Estrellla mozna zakwalifikowa¢ do piw bezglute-
nowych [22]. Zgodnie z Codex Alimentarius [23]
do tej grupy, na podstawie zaprezentowanych
wynikéw badan, mozna bytoby witgczy¢ réwniez
piwo Zywiec, jednak wymaga to dalszego po-
twierdzenia innymi metodami analitycznymi, przy
wykorzystaniu innych przeciwciat.

Stwierdzono, ze zawartos$¢ prolamin oznaczonych
za pomocg bezposredniej metody ELISA byta 15-
30% wyzsza od zawartosci prolamin oznaczonych
za pomocg metody ELISA posrednia we wszyst-
kich badanych piwach.

4. WNIOSKI

Bezposrednia metoda ELISA wykorzystana do wy-
krywania prolamin w piwie okazata sie o wiele
bardziej czuta w poréwnaniu z metodg ELISA po-
Srednia. Znakowane enzymatycznie przeciwcia-
fa stosowane w metodzie bezposredniej wykry-
ty wiecej swoistych epitopédw prolamin zawartych
W piwie niz nieznakowane przeciwciata w meto-
dzie ELISA posrednia.
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