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1. UVOD

Imunoloske metode obuhvacaju Siroku paletu metoda koje se koriste u razne svrhe pa tako i u
prehrambenoj industiji, to¢nije analitici prehrambenih proizvoda. Temelje se na specifi¢nosti
vezanja antigena i antitijela te upravo zbog svoje specificnosti nalaze primjenu u ovom

podrucju.

Cesto koristenu imunolosku metodu predstavlja imunoenzimska ELISA metoda (eng.
Enzyme-Linked Immunosorbent Assay; ELISA). ELISA se u podru¢ju prehrambene
industrije najviSe koristi U odredivanju kontaminanata, procjeni autenti¢nosti hrane, a u
danasnje vrijeme i odredivanju alergena u hrani te takoder za detekciju genetski modificiranih

organizama, a predstavlja selektivnu, brzu i osjetljivu metodu.

Cilj ovog rada biti ¢e, pregledom znanstvene literature, istaknuti pojedine primjere primjene

ELISA metoda u analitici prehrambenih proizvoda.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. PRINCIPI IMUNOLOSKIH ODREPIVANJA

Imunoloski testovi se temelje na specificnosti vezanja antigena i antitijela. lzuzetna
specificnost antitijela za antigene Ccini antitijela vaznim reagensima za detekciju i
prociS¢avanje antigena. Obrnuto, kao reagens za identifikaciju i kvantifikaciju specifi¢nih

antitijela koriste se antigeni.

Antigeni su tvari koje su sposobne, pod odgovaraju¢im uvjetima, izazvati produkciju
specifi¢nih antitijela. Postoje razlike izmedu antigena i antigenskog materijala. Antigen je
molekula koja ima sposobnost da potakne stvaranje antitijela te sposobnost specifi¢nog

reagiranja sa antitijelima.

Prvi je korak u razvoju metoda priprava prikladnog antitijela. Nakon imunizacije zivotinja
antigenom te uzimanja uzoraka, serum takovih zivotinja sadrzi poliklonska antitijela. Stanice
slezene dobivene od imuniziranih Zivotinja se koriste pak za proizvodnju hibrida stanica koje

izlu¢uju monoklonska antitijela (Graham i sur., 2004).

Razvitak tehnike proizvodnje monoklonskih antitijela uvjetovao je mogucnost dobivanja
antitijela za gotovo svaki tip makromolekula, ¢ime su tehnike bazirane na reakciji antigen-
antitijelo dobile Siroku primjenu u istrazivackom radu i klini¢kim ispitivanjima. Detekcija
antigena ili antitijela je moguca ukoliko reakcija antigen-antitijelo moze biti vidljiva ili
izmjerena. Selekcija metode ovisi 0 svojstvima antigena (veli¢ina, broj i struktura antigena),
svojstvima odgovarajucih antitijela (specifi¢nost, afinitet) i koncentraciji antigena koji se

odreduje. Kriti¢ni faktor je odnos koncentracija antigena i antitijela.

Tehnike koje se baziraju na reakciji antigen-antitijelo mogu se podijeliti u dvije kategorije:
neizravne i izravne, odnosno indirektne i direktne. Indirektnim metodama koje omogucuju
izravnu vizualizaciju svojstvena je relativna neosjetljivost jer je neophodno prisustvo
dovoljno reaktanata za formiranje vidljivih precipitata, odnosno agregata imunogenih
kompleksa. Direktna mjerenja antigen-antitijelo kompleksa su vrlo osjetljiva obzirom da se

koriste uredaji koji izravno mjere reakciju (Kindt i sur., 2006).



Moderne imunoloske metode su nastale iz Zelje da se otkriju i kvantificiraju slozene bioloske
molekule jer kemijske i fizikalne analiticke metode su ili neprikladne ili nisu dostupne.
Visoka osjetljivost i visoka specifi¢nost reakcije antitijelo-antigen su privukli pozornost
znanstvenika koji zele iskoristiti ta svojstva u potrazi za poboljSanim analitickim tehnikama.
Dapace, sve se viSe zele razviti novi osjetljivi testovi i testovi koji omogucuju detekciju
Sirokog spektra sastojaka. Pokretacka snaga za ove metode se s vremenom promijenila.
Izvorno, imunoloske metode su se razvile kako bi se olakSalo proucavanje imunologije,
posebno u antigen-antitijelo interakcijama. Ova istrazivanja usko su povezana s klini¢kim
istrazivanjima te se koriste u medicinske svrhe. Imunoenzimska ELISA metoda (eng.
Enzyme-Linked Immunosorbent Assay; ELISA) predstavlja jedan od osnovnih testova u

okviru imunoloskih testova (Bonwick i Smith, 2004).

2.1.1. ELISA test

Imunoenzimskim ELISA testom (engl. Enzyme-Linked Immunosorbent Assay; ELISA) se
odreduje prisutnost i koli¢ina antigena. Reakcija ELISA se temelji na vezanju antitijela 1
antigena iz uzorka te spektrofotometrijskom mjerenju nastale reakcije, do koje dolazi zbog
promjene boje (Slika 1). Ovom visoko osjetljivom i selektivnom metodom moguce je odrediti
vrlo nisku koncentraciju analita od primjerice nekoliko ng po kg ispitivanog uzorka. Postoji
vise vrsta tehnika imunoloskog odredivanja pomocu testa ELISA: indirektna, "sendvi¢",
konkurentna i nova viSestruka i prijenosna metoda pomoc¢u mikrotitarskih ploca (Butorac i

sur., 2013).

Uvodenju ELISA metode u istrazivanja prethodilo je otkrice da se topljivi antigen ili
protutijela mogu vezati za ¢vrstu podlogu tako da se ne isperu puferiranom fizioloskom
otopinom. U tu se svrhu rabe polistirenske mikrotitracijske plitice Cetvrtastog oblika koje

obi¢no imaju 96 (12 x 8) jazica (Runje i sur., 2006).

Sama metodologija ELISA tehnika ukljucuje imobilizaciju jedne ili dvije komponente, tj.
antigena ili antitijela na ¢vrstu podlogu. To uklanja probleme separacije, obzirom da nakon
reakcije izmedu vezane i1 nevezane komponente jedna komponenta ostaje pri¢vrS¢ena na
¢vrstu podlogu, a ostatak se jednostavno uklanjanja pri ¢emu ostavlja vezani reaktanat u
obliku u kojem ga je moguce lako izmjeriti. Mjerenje predstavlja drugu veliku prepreku koja

je obzirom na metodologiju rijeSena na nacin da se jedna komponenta, odnosno detektor



antitijelo, obiljezi s enzimom. Obiljezena antitijela se tada mogu detektirati. Nakon dodatka
supstrata za enzim, reakcija rezultira mjerljivim promjenama intenziteta obojenja.
Imunoenzimski testovi dolaze u mnogim oblicima i imaju brojne primjene. Analiti¢arima su
dostupni komercijalni testovi ili pak razvijaju specifi¢ne testove za svoje vlastite primjene.
Konac¢ni odabir ovisi o opremi u laboratoriju. Imunoenzimske metode pruzaju neprocjenjiv
alat za prehrambenog stru¢njaka koji te metode koristi u kontroli kvalitete i osiguranju

sigurnosti prehrambenih proizvoda (Bonwick i Smith, 2004).

Y Y
¢
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Y. Y ®  Antigen
' I Detektor anlillijelu
A VeZdNo za enzim
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'
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Slika 1. Imunoenzimski test ELISA (Butorac i sur., 2013)

2.1.1.1. "Sendvic" ELISA

XN

"Sendvi¢" ELISA mjeri koli¢inu antigena izmedu dvaju slojeva antitijela (hvatanje i detekcija
antitijela). Antigen koji se odreduje mora sadrzavati najmanje dva antigenska mjesta sposobna
za vezanje na antitijela, jer najmanje dva antitijela djeluju u "sendvicu". Prednost ovih testova
je Sto uzorak ne mora biti Cist prije analize i ispitivanja mogu biti jako osjetljiva (Anonymous
1). Izmjerena apsorbancija je direktno proporcionalna koncentraciji analita (Slika 2) (Besler i

sur., 2002).



l

Slika 2. Princip "sendvi¢" ELISA testa (Besler i sur., 2002)

2.1.1.2. Konkurentna ELISA

Konkurentna ELISA metoda ¢esto ukljucuje imobiliziranje antigena i njihovo vezanje na
krutu fazu. Ukoliko uzorak ne sadrzi antigen, antitijelo oznaceno enzimom pokazuje
maksimalno vezanje na krutu fazu Sto rezultira visokim  izmjerenim vrjednostima
apsorbancije obojenog produkta. Povecanjem udjela antigena u uzorku, dolazi do inhibicije
vezanja antitijela oznacenih enzimima na podlogu te posljedi¢no i niZih izmjerenih vrijednosti

apsorbancije (Slika 3) (Besler i sur., 2002).



Slika 3. Princip konkurentnog ELISA testa (Besler i sur., 2002)

2.2. PRIMJERI PRIMJENE ELISA METODA U ODREDIVANJU
KONTAMINANATA | REZIDUA U PREHRAMBENIM PROIZVODIMA

ELISA metode se, zbog svoje visoke osjetljivosti i brzine, sve vise upotrebljavaju i ¢esto

koriste pri odredivanju tragova kontaminanata i rezidua u prehrambenim proizvodima.

2.2.1. Odredivanje akrilamida

Akrilamid je kemijski sastojak koji nastaje u industrijskim procesima kroz kataliziranu
hidrolizu akrilonitrila. KoriSten je skoro 60 godina u sintezi modificiranih poliakrilamida koji
se upotrebljavaju u raznim granama industrije poput proizvodnje plastike, ljepila, kozmetike
te cementa za gradevinske potrebe. Ti sastojci se takoder koriste pri obradi otpadnih voda kao
koagulans. Poliakrilamid pronalazi veliku ulogu u industriji koja ukljucuje gel elektroforezu

proteina i aminokiselina te imobilizaciju enzima na stacionarne ploce.



Kvantifikacija akrilamida se moze provoditi bioanaliticCkim metodama. Jedna od njih je

ELISA pri kojoj se identifikacija i kvantitivna determinacija bazira na imunoloskoj reakciji.

Primjena ELISA metode u kvantifikaciji akrilamida zahtjeva sintezu specifi¢nih antitijela koja
su se ranije teSko sintetizirala zbog svoje niske molekulske mase. Opcenito, spojevi sa
molekulskom masom ispod 1000 Da nisu imunogeni i ne izazivaju sintezu antitijela.
Znanstvenici predlazu koristenje poliklonalnih antitijela u tu svrhu. lzolacijom akrilamid
vezujucih antitijela, omoguceno je kvantitativno odredivanje akrilamida u hrani. Zbog niske
molekulske mase i nedostatka jakih epitopnih skupina, akrilamid ne moze izazvati sintezu
specificnih antitijela sam, medutim, utvrdeno je da se povezuje (kao hapten) na imuno-

stimulirajuce proteinske nosace koji onda stimuliraju sintezu antitijela.

Jedna od moguénosti kvantifikacije akrilamida pomo¢u ELISA metode temelji se na reakciji
izmedu Ade-3 MBA-HSA antigena sa specificnim antitijelom. Detekcija se sastoji od reakcije
sa dodanim specificnim antitijelima oznac¢enim peroksidazom iz hrena (HPR). Reakcija koju
katalizira ovaj enzim doprinosi obojenju produkta, a apsorbancija se mjeri pri valnoj duljini

od 450 nm. Ova metoda je vrlo specifi¢na, sa niskom razinom detekcije (LOD).

ELISA testovi ne zahtijevaju skupu opremu niti pripremu uzoraka u vise koraka, a mogu se
koristiti u rutinskim analizama veceg broja uzoraka. Dodatne prednosti te metode su
preciznost, visoka osjetljivost, mali tros§kovi, kratko vrijeme analize i jednostavnost. Zbog tih
prednosti ELISA testovi se mogu Koristiti u odredivanju akrilamida u razli¢itim

prehrambenim proizvodima (Oracz i sur., 2011).

2.2.2. Odredivanje atrazina

U posljednje vrijeme postoji sve veci interes za primjenu imunoloskih tehnika u odredivanju
zagadivaca okoliSa. Imunoenzimski testovi pri tome kombiniraju ogromne diskriminatorne
karakteristike antitijela koja imaju visoki afinitet za specifi¢ni antigen ili hapten uz visoku

kataliticku mo¢ enzima (Pfeifer-Fukumura i sur., 1999).

Herbicidi se nasiroko koriste u poljoprivredi, prije i poslije nicanja te kontrole usjeva i drugih

biljaka. Zbog Siroke primjene, postavlja se pitanje o njihovoj rasprostranjenosti u okolisu.



Jedna od najistaknutijih skupina herbicida koja se koristi u Europi i SAD-u u posljednjih 30
godina su e-triazini, osobito atrazin. Zahvaljuju¢i svojoj snazi i topljivosti u vodi, atrazin se
smatra najces¢im onecis¢ivacem U Njemackoj, cak 1 nakon njegove zabrane u travnju 1991.
godine. Nedavne studije pokazuju kako se u tlu i dalje nalazi atrazin, kao i u povrsinskim

vodama i kiSama (Pfeifer-Fukumura i sur., 1999).

Atrazin i simazin su naj¢e$¢e monoklor supstituirani te pripadaju e-triazin obitelji. Zbog
visoke postojanosti u okoliSu, akumulacijom e-triazina u tlu moze do¢i do kontaminacije
podzemnih voda. Stovie, atrazini mogu biti §tetni za odredene rotacije usjeva i zbog toga tlo
treba analizirati prije sadnje. Za potrebe analitickih metoda odredivanja, hapten-protein se
dobiva pomoc¢u derivata atrazina i simazina te se konjugira putem aminoheksanske
karboksilne i tiopropionske karboksilne grupe. Na taj nacin proizvedena antitijela,
imunizacijom kunic¢a, omogucuju odredivanje atrazina u uzorcima vode u rasponu od 0,02 do

5 pgL™ izravnim ELISA testom (Franek i sur., 2005).

2.2.3. Odredivanje antibiotika

Proizvodnja proizvoda ribarstva je naroCito porasla u posljednjih nekoliko desetljeca,
uglavnom zbog intenzivnog uzgoja. Razli€iti antibiotici koriste se za lijecenje infekcija
uzrokovanih raznim bakterijskim ribljim patogenima. Tetraciklini (TCs) su antibiotici Sirokog
spektra koji se siroko koriste u uzgoju i lijeCenju riba. Djeluju vrlo uéinkovito pri niskim
dozama i u potpunosti se izlucuju iz tijela u kratkom vremenu koje je poznato. Medutim, u
nekim slucajevima mogu se akumulirati u prehrambenim proizvodima uzrokujuéi ozbiljnu
prijetnju za ljudsko zdravlje, kao $to su alergije, toksi¢ni ucinci i otpornost bakterija na
antibiotike. Stovise, tetraciklini su utvrdeni u uzorcima vode iz okoli$a kao i u stajskom gnoju

i poljoprivrednim zemljistima.

Chafer-Pericas i1 suradnici (2010) razvili su ELISA metodu za odredivanje oksitetraciklina,
jednog od najcesc¢ih antibiotika, u ribi. Tijekom istrazivanja usporedena su dva razliCita
naéina detekcije te je utvrdeno kako su rezultati statisticki usporedivi sa referentnom HPLC
metodom. Razvijena brza metoda uz jednostavnu pripremu uzoraka moze posluziti kao

"skrining" metoda za analizu velikog broja komercijalnih uzoraka ribe (Chafer-Pericés i sur.,

2010).



ELISA test je najceSc¢e koriStena orijentacijska metoda u kontroli odredenih tvari 1 njihovih
rezidua u zivotinjama 1 proizvodima zivotinjskog podrijetla. Primjer odredivanja
koncentracije ostataka tetraciklina (TTC), oksitetraciklina (OTTC), klortetraciklina (CITTC) i
doksiciklina (DTTC) u miSi¢nom tkivu Zivotinja primjenom ELISA metode prikazan je u

Tablici 1. (Makovec i sur., 2014)

Tablica 1. Odredivanje rezidua tetraciklina (TTC), oksitetraciklina (OTTC), klortetraciklina
(CITTC) 1 doksiciklina (DTTC) u uzorcima misi¢nog tkiva goveda, kokosi, kuni¢a, ovaca,

patki, purana i svinja ELISA metodom (Makovec i sur., 2014)

Najniza grani¢na konc. Rezidui
Matriks TTC OTTC CITTC DTTC odredivanja prema
ng/g ng/g ng/g ng/g ng/g legislativi

TTC | OTTC | CITTC | DTTC

govedi | 22,8477 | 38,087 |5,71191 | 2,85596 | 46 56,5 49,6 64,1 Negativno
misic¢

kokosji | 23,7123 | 39,5284 | 592807 | 2,96404 | 46 56,5 49,6 64,1 Negativno
misi¢

misié 43,9494 | 43,9494 | 13,7342 | 6,86709 | 46 56,5 49,6 64,1 Negativno
kunic¢a

ov¢ji 44,7372 | 51,1283 | 15,9776 | 7,98879 | 46 56,5 49,6 64,1 Negativno

misié

pacji 31,2471 | 52,0889 | 7,81177 | 3,90589 | 46 56,5 49,6 64,1 Negativno
misicé

misic¢ 30,5098 | 50,8598 | 7,62745 | 3,81372 | 46 56,5 49,6 64,1 Negativno
purana

svinjski | 32,4296 | 54,0601 | 8,1074 4,0537 | 46 56,5 49,6 64,1 Negativno
misicé

Kolistin (“colistin™) je antibiotik kojeg proizvode pojedine vrste Bacillus polymyxa.
Mjesavina je ciklickih polipeptida kolistina A i B. Ucinkovit je protiv vecine gram-
negativnih bakterija i koristi se kao polipeptidni antibiotik. Komercijalno su dostupna 2 oblika

kolistina: kolistin sulfat i natrijev kolistinmetat.

Tijekom jednog od istrazivanja, za odredivanje kolistina koriStena je indirektna ELISA
tehnika kao "screening"™ metoda. Analiza je provedena na uzorcima kravljeg mlijeka.
Primijenjena su poliklonalna antitijela. Osim antitijela, metoda zahtijeva i sljedece reagense:
colistin sulfat kao premaz, ovalbumin kao reagens za prekidanje rekacije, enzimski konjugat

protutijela anti- kuni¢a kao supstrat (Suhren i Knappstein, 2005).




Odredivanje sulfonamida

Zhog alergijske ili toksi¢ne reakcije i Siroke primjene, mnogi imunoloski testovi su razvijeni
za otkrivanje sulfametazina. Osjetljiva imunoloska ispitivanja na sulfametazin imaju granice
detekcije, u puferu za analizu, i ispod 10 pgL™. Za razvoj izravnih i neizravnih ELISA
formata s homolognim sustavom koriste se poliklonalna antitijela. Nekoliko vrsta uzoraka,
kao S$to je svinjska plazma, miSi¢ i jetra, su ispitani na sulfametazin pomocu ELISA metode.
Postupci ekstrakcije i procis¢avanja za takove razvijene ELISA metode su jednostavniji od
onih za instrumentalne metode. Razvijeni su takoder imunoloski testovi za druge sulfonamide
kao $to su sulfamerazin, sulfadiazin, sulfadimidin, sulfadimetoksid, sulfaklororpiridazin,
sulfatiazole i sulfasalazin. Mnogi uzorci, kao Sto su jaja, mlijeko, govedina, janjetina,

svinjetina, pcelinji med i druge namirnice su istrazeni pomoc¢u ELISA metode.

Ucestalost uporabe multi-sulfonamida, kao vrste lijekova koji se koriste za lije¢enje zivotinja,
raste te se imunoloske metode moraju usavrsiti kako bi mogle detektirati niz razliitih
komercijalnih sulfonamida. Za detekciju sulfonamidnih skupina specifi¢nih za imunoloska
ispitivanja, razvijena su antitijela Siroke specifiénosti na aromatsku amino skupinu.
Sulfonamidi su posebno otporni na pokusaje da se proizvede paleta specifi¢nih antitijela. To
je vrlo iznenadujuée jer sulfonamidi posjeduju strukturu s relativno velikim zajednickim
prstenom koji na jednom kraju molekule izgleda vrlo pogodan za Siroko generiranje
specifi¢nosti antitijela. Neki istrazivaci su opisali proizvodnju takvih antitijela, ali dobivena

antitijela nisu pokazala tako veliku reaktivnost kakva se oéekivala (Zhang i Wang, 2009).

2.2.4. Odredivanje mikotoksina

Mikotoksini su toksi¢ni sekundarni metaboliti iz roda gljivica, ukljucujuci one vrste koje se
kolokvijalno nazivaju plijesni. Takve gljivice su u mogucnosti zaraziti mno$tvo domacina,
kao na primjer Zitarice, te se mikotoksini mogu na¢i na samom polju, u sirovinama tijekom

skladiStenja i1 prerade ili cak u zavrSnom proizvodu.

U danasnje vrijeme razvijeni su kvalitativni, polu-kvantitativni i kvantitativni ELISA setovi
za odredivanje mikotoksina, a brzina analize se obi¢no smanjuje prema navedenom
redoslijedu. U svakom slucaju, osnovna prednost ELISA tehnike je njezina prenosivost i

jednostavnost uporabe u odnosu na stacionarni, kromatografski sustav, iako postoji velika
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mogucnost pojave lazno pozitivnih rezultata zbog unakrsnih reakcija ili lazno negativnih

rezultata zbog inhibicije koristenih antitijela od strane komponenata matriksa.

Vazno je napomenuti da se lazno pozitivni rezultati mogu pojaviti ne samo zbog uporabe
setova razlicitih proizvodaca na istom uzorku, ve¢ i takoder uporabom istog seta na razli¢itim

uzorcima hrane (Siegel i sur., 2011).

Laboratorijske analize mikotoksina naj¢es$¢e ukljuc¢uju HPLC (eng. High Performance Liquid
Chromatography; HPLC) analize uz odgovaraju¢u detekciju kao takoder i masenu
spektrometriju. Obzirom da mikotoksini nisu hlapljivi ukoliko nisu derivatizirani, plinsko
kromatografske analize se rijetko koriste. Zbog predhodno navedenih prednosti, ELISA
metode kao brze metode izbora u odnosu na kromatografske pronalaze svoju primjenu pri

odredivanju mikotoksina kao $to je vidljivo i na Slici 4. (Siegel i sur., 2011).

Koju metodu koristite z2 znalizu
mikotoksina uw Vasoj tertci?
100 ]
1
=% 80 ]
704
80 |
50 |
L |
404 | :aw
3] 4 | 127 %
204 | 20 %

Dostotzi #01 % [ 000

1 | 1%
10 4 { _]
4 |
ol | D'ﬁ-lﬂ'ﬂn

ELIZA Lvantitztivnz ELIEA (oatzls) HPLC Bazirens na 00

Slika 4. Usporedba ucestalosti uporabe pojedinih metoda za odredivanje mikotoksina (Siegel
i sur., 2011)

Aflatoksin M1 (AFM1) je jetreni kancerogeni metabolit pronaden u mlijeku zivotinja koje
konzumiraju aflatoksin B1. M1 je relativno stabilan u sirovim i obradenim mlije¢nim
proizvodima i ne utjee na pasterizaciju ili preradu u sir. Medutim, ako mlijeko sadrzi ovaj
mikotoksin i sir proizveden od tog mlijeka ¢e takoder sadrzavati taj mikotoksin. Razina
aflatoksina u mlije¢nim proizvodima je razliita obzirom na svojstva pojedinih sastojaka
proizvoda. Mlijeko i mlije¢ni proizvodi se Cesto koriste u prehrani ljudi, osobito djece.

Medutim, ovi proizvodi mogu sadrzavati i mikotoksine kao Sto je aflatoksin M1 te je stoga
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potrebna kontrola razine mikotoksina u mlijeku kako bi se smanjio rizik. Za odredivanje

koncentracije aflatoksina u mlijeku koristi se i ELISA tehnika (Sarimehmetoglu i sur., 2004).

2.2.5. Odredivanje karbonil proteina

Proteinska karbonilizacija je glavni oblik oksidacije proteina i §iroko se koristi kao pokazatelj
oksidativnog stresa. Karbonilne skupine ne absorbiraju UV ili vidljivi dio spektra, te nemaju
ni fluorescentne karakteristike te njithovu detekciju 1 kvantifikaciju mozemo provesti samo

pomocu specifi¢nih kemijskih proba.

Kvantifikacija karbonil proteina moze se mjeriti pomoc¢u imunoenzimskog testa (ELISA).
Test ukljucuje upotrebu biotin povezanih anti-DNP antitijela koja ne samo da se vezu na
obloZzene DNP-derivatizirane proteine, ve¢ olaksavaju detekciju sa streptavidinom. Prednost
ELISA metode je da test treba samo mikrogramske koli¢ine proteina te se moze mjeriti vise

uzoraka istovremeno (Yan i Forster, 2011).
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Slika 5.  Karbonilacija i derivatizacija aminokiselinskog postranog lanca proteina

(Anonymous 1).
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2.3. PRIMJENA ELISA METODA U PROCJENI AUTENTICNOSTI
PREHRAMBENIH PROIZVODA

Ispitivanje autenti¢nosti prehrambenih proizvoda, kao §to su meso, mlijeko ili riba, vazno je
za oznacavanje i procjenu vrijednosti kvalitete hrane. Stoga se sve ¢eSée provode ispitivanja

autenti¢nosti prehrambenih proizvoda prvenstveno radi zastite potrosaca ali i proizvodaca.

Vecéina studija koje koriste imunoloske tehnike za provjeru autenti¢nosti hrane je bazirano na
primjeni ELISA testa. Ovaj postupak ukljucuje proizvodnju antitijela ili antiseruma koji se
mogu Vvezati na protein od interesa, ¢cime se omogucuje otkrivanje tog proteina, kvalitativno i
kvantitativno. Glavna prednost ovog pristupa je da antitijela ili antiserum mogu biti
proizvedena te da specificno odgovaraju proteinu, ¢ime se omogucuje prepoznavanje i
kvantifikacija isklju¢ivo tog proteina. U dosada$njim ELISA principima Su postojale
poteSkoce u proizvodnji antitijela koja su specificna za odredeni protein. Medutim, to je
relativno mala poteSkoca kada se uzme u obzir selektivnost tehnike. Nedavna istrazivanja
pomoc¢u ELISA tehnike ukljucivala su detekciju prisustva razli¢itih vrsta mesa u
prehrambenim proizvodima te prisutnost biljnih proteina u mlijeku u prahu. Ova tehnika
pokazuje visok potencijal u procjeni autenti¢nosti prehrambenih proizvoda iako zahtijeva

brojna poboljsanja (Sanchez i sur., 2002; Reid i sur., 2006).

2.3.1. Meso i mesni proizvodi

Identifikacija vrste mesa i podrijetla u uzorcima prehrambenih proizvoda provodi se u korist

potroSaca iz nekoliko razloga:

1. kako bi se onemogucio ekonomski gubitak uslijed neodgovaraju¢ih zamjena ili primjesa
2. medicinskih zahtjeva pojedinaca predisponiranih na alergije na hranu

3. iz vjerskih razloga.

Dakle, pouzdani i osjetljivi analiticki alati su potrebni za detekciju 1 identifikaciju sastojaka
hrane i hrane za zivotinje. Metode bazirane na DNA tehnologiji te ELISA tehnike su najvise
koristene metode za procjenu autenti¢nosti mesa. Metode na bazi DNA su najspecifi¢nije i

najosjetljivije metode za identifikaciju razlicitih vrsta mesa, ali te metode zahtijevaju skupu
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laboratorijsku opremu i odredeni stupanj znanja. Naprotiv, ELISA je takoder i specifi¢na i
osjetljiva ali brza od genetskih metoda te se koristi za rutinsku analizu velikog broja uzoraka.
Prema tome, ELISA metode su najces¢e koriStene metode za identifikaciju vrste mesa u
posljednjih nekoliko godina. Pri tome se Kkoriste antitijela za miSi¢ne i serumske proteine

zivotinjskog podrijetla ili termostabilne proteine (Asensio i sur., 2008).

Martin i suradnici (1998) su uspjesno proveli kvantitativnu procjenu svinjskih primjesa u
sirovom mljevenom mesu uz pomo¢ ELISA testa. Neke strateske tvrtke su razvile razne vrste
ELISA testova koji detektiraju i identificiraju vrstu mesa u kuhanom, sirovom i termicki
obradenom mesu sa primjesama te u hrani za zivotinje (Martin i sur., 1998; Asensio i sur.,
2008).

U mesnim proizvodima se mogu detektirati proteini koji nisu podrijetlom mesni proteini, kao
npr. sojini proteini, a koji se dodaju zbog svojih zanimljivih prehrambenih i funkcionalnih
svojstava. Poteini soje se ¢esto dodaju u mesnu hranu i ne navedu na deklaraciji te tako dolazi
do patvorenja. Ova patvorenja uzrokuju potencijalnu opasnost po zdravlje, polsebno za osobe
s alergijama. ELISA tehnike se koriste za identifikaciju ove zamjene proteina i sprjeavaju
namjerno ili nenamjerno povisenje cijene zbog visokog udjela "mesnih™ proteina. Na primjer
"chorizo", $panjolska kobasica, se Cesto supstituira sa sojom jer je proizvod snaznog okusa i
lako se zamaskira okus sojinih proteina. Koppelman i suradnici (2004) su razvili ,,sendvi¢*
ELISA test, koji se primjenjuje za kvantifikaciju proteina soje i namirnica koje sadrzavaju
soju. Metoda omogucuje granicu kvantifikacije od 1 ppm pomocu poliklonalnih antitijela
(Koppelman i sur., 2004; Asensio i sur., 2008).

2.3.2. Riba i riblji proizvodi

Sposobnost prepoznavanja vrste ribe i nakon uklanjanja vanjskih karakteristika preradom,
poput konzerviranja, dimljenja ili filtriranja je jako teSko. Iako je to prepoznavanje tesko i
odvija se uz dosta problema, vrlo je bitno u odredivanju autenti¢nosti proizvoda. Nakon §to su
morfoloSke karakteristike tijekom prerade uklonjene, postoji velika opasnost da se dijelovi
ribe ili preradevina visoke kvalitete i visoke cijene, zamjene sa ribom ili dijelovima ribe koja

je losije kvalitete uz istu ili veéu cijenu te laznu deklaraciju.
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Kako bi se sprije¢ila patvorenja u preradi i prodaji ribe i ribljih proizvoda, laboratoriji za
kontrolu hrane moraju posjedovati raspolozive tehnike za utvrdivanje odredenih sastojaka.
Identifikacija vrste ribe i ribljih preradevina se u posljednjih nekoliko godina naj¢esc¢e provodi
ELISA tehnikom (koja je pogodna za rutinsku analizu velikog broja uzoraka) i metodama
koje su bazirane na DNA tehnologiji. Medutim, ELISA tehnike su jeftinije i metode
jednostavnije za provedbu od onih baziranih na DNA tehnologiji.

Opcenito, sama identifikacija ribljih vrsta je teSka i rijede se provodi najviSe zbog raznolikosti
vrsta riba. Ipak, u posljednjih nekoliko godina su proizvedena antitijela za miSi¢ni protein
srdele te vise vrsta listova. U buduénosti ¢e se vjerojatno puno raditi na razvoju ELISA

metoda za identifikaciju vrste ribe (Asensio i sur., 2008).

2.3.3. Mlijeko i mlije¢ni proizvodi

Dodatak jeftinijeg kravljeg mlijeka tijekom proizvodnje sira je uobicajena praksa, te moze
postati problem uslijed razlicitih razloga poput alergija, vjerskih stajalista te etickih i kulturnih
razlika ali i zbog zakonskih propisa.

Toéno odredena vrsta mlijeka mora se Koristiti za proizvodnju odredenih mlije¢nih proizvoda,
na primjer ili iskljuc¢ivo kozje ili iskljué¢ivo ov¢je mlijeko, te je potrebna provjera kvalitete
posebno ako se proizvode visoko kvalitetni sirevi od kojih su pojedini zasticeni oznakom
izvornosti. Ipak, kravljem mlijeku moze biti dodano kozje ili ovéje mlijeko tijekom
proizvodnje sira ili mlije¢nih preradevina ali je to potrebno navesti na proizvodu. U tim
slucajevima potrebno je navesti na deklaraciji vrste koristenog mlijeka u proizvodnji sira ili

drugih mlije¢nih preradevina u kojima je doslo do "narusavanja" izvornosti.

Dakle, iz pravnih razloga te u svrhu zastite potroSaca, na mlije¢nim proizvodima kao §to su
sirevi trebale bi se nalaziti vjerodostojne deklaracije. U tu svrhu, kao pouzdane i osjetljive
analiticke metode, izdvajaju se ELISA metode.

ELISA metode predstavljaju i jedne od najéesce koristenih metoda za identifikaciju vrste
mlijeka obzirom da su jednostavne za koriStenje i brze. Hurley i suradnici (2004) su razvili

Ml

neizravnu i konkurentnu ELISA metodu te "sendvi¢" ELISA metodui za otkrivanje dodataka

niskih udjela kravljeg mlijeka u kozje ili ov¢je mlijeko.
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U drugoj studiji, Lo'pez-Calleja i suradnici (2006) primjenjuju indirektnu ELISA metodu, uz
mAb protiv govedeg b-kazeina, za kvantifikaciju kravljeg mlijeka u sirevima bez navedenog
sadrzaja kravljeg mlijeka na deklaraciji (Hurley i sur.,2004; Lo pez-Calleja i sur., 2006;
Asensio i sur., 2008).

2.3.4. Voéni sok

Kontrola kvalitete soka od agruma je od presudne vaznosti jer se ti proizvodi mogu lako
patvoriti. Sve je veéi broj istrazivanja koja se odnose na patvorenje voénog soka, $to ukazuje
na znacaj ovog relevantnog problema. Patvorenje se moze temeljiti na jednostavnom
razrjedivanju vodom ili zamjenom sa jeftinijim umjetnim sastojcima (Secer, kiselina, bojila).
Nadalje, zbog velikog broja informacija o kemijskom sastavu plodova, koriste se preciznije
metode. Kako bi se osiguralo da potroSaci zadrze povjerenje, potrebni su osjetljivi analiti¢ki
alati za detekciju tvari koje sadrze voéni sokovi. U tu svrhu, Sass-Kiss i Sass (2002) su
proizveli poliklonalna antitijela razvijena protiv karakteristicnih peptida kore grejpa i narance.
Proizvedena antitijela koriste se u imunoloskim testovima za detekciju stranih tvari u voénim

sokovima.

Od sirokog raspona analitickih metoda na raspolaganju, ELISA je dobro prilagodena za
odredivanje autenti¢nosti hrane obzirom da je osjetljiva i specificna te brza, jeftina i lako
izvediva. Ulaganje u opremu je mnogo manje zahtjevno u odnosu na druge tehnike. Usprkos
pojedinim nedostacima primjene ELISA tehnike u ovom podrucju, ova metodologija moze u
kombinaciji sa drugim analitickim tehnikama, potrosaima osigurati zaStitu od nepoStene

prakse u prehrambenoj industriji (Asensio i sur., 2008).

2.4. PRIMJENA ELISA METODA U ODREDPIVANJU ALERGENA HRANE

U posljednje vrijeme prepoznat je problem pojave skrivenih alergena u hrani. Oznacavanje
prisutnosti alergena na deklaracijama prehrambenih proizvoda najucinkovitiji je nacin
omogucavanja osjetljivim, predisponiranim pojedincima da izbjegnu unos skrivenih alergena
u organizam. Zbog toga je odredivanje alergena u hrani veoma znacajno kako za prehrambenu

industriju, tako i za osobe s alergijama na hranu. Postoji jasna potreba za analitickim
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metodama koje su visoko specifi¢ne i osjetljive za odredivanje ¢ak i tragova alergena (Besler i

sur., 2002).

Do danas je osmisljeno samo nekoliko validiranih metoda za otkrivanje ogranicenog broja
alergena iz hrane. Imunolos$ko odredivanje alergena hrane moze ukljucivati bilo humane IgE
iz seruma ili pak antitijela zivotinja. Imunoenzimski testovi trenutno predstavljaju najcesce
metode koje se Koriste za odredivanje alergena u razli¢itim prehrambenim proizvodima.
Odgovarajuce vrijednosti parametara validacije, kao §to su na primjer osjetljivost, specificnost
te granica detekcije, ¢ine imunoenzimske metode pogodnima i ucestalima za odredivanje

alergena u hrani.

Kako bi se odredili ¢ak i tragovi alergena u hrani, potrebno je povecati osjetljivost ELISA
metode, $to je omoguceno uporabom biotiniliranih sekundarnih antitijela te streptavidin
konjugirane peroksidaze. Nekoliko ELISA metoda je razvijeno za detekciju i kvantifikaciju
bilo citavih proteinskih ekstrakata hrane, bilo odredenih prehrambenih alergena.
Kvantifikacija ELISA metodom se provodi za razne namirnice poput: badema, kravljeg
mlijeka, ljesnjaka, Kikirikija, soje, i pSenice. Alergeni se kvantificiraju u Sirokom
koncentracijskom rasponu od tragova, niske koncentracije od 2 ppm, do nekoliko posto
(Besler, 2001).

Za odredivanje alergena hrane vrlo Cesto se koriste "sendvi¢" ELISA testovi koji predstavljaju
osjetljivive testove kojima je moguce detektirati i kvantificirati koncentraciju specifi¢nih
topljivih proteina. "Sendvi¢" ELISA moze biti specifi¢éna obzirom da koristi antitijela za dva
ili viSe razli¢itih epitopa. Osnovni princip testa ukljucuje suvisak visoko procis¢enih
specifiénih antitijela koja se adsorbiraju ili su "prevuc¢ena™ na plasticne mikrotitarske ploce.
Imobilizirana antitijela sluze za specifi¢no hvatanje svojih odgovarajuéih antigena, kao §to su
alergeni hrane, a koji su prisutni u uzorku. Nakon ispiranja nevezanog materijala, zaostali
antigeni se detektiraju pomocu oznacenih antitijela. Rezultati mogu biti kvantificirani pomocu
standardne krivulje pri ¢emu je, obzirom na princip "sendvi¢" ELISA testa, intenzitet
promjene boje proporcionalan koncentraciji alergena u uzorku, odnosno §to ima vise alergena,

intenzivnija je razvijena boja (Koppelman i sur., 2006).

Nedostaju sustavna istrazivanja o ucestalosti skrivenih alergena u hrani, medutim proveden je

odreden broj istrazivanja na uzorcima hrane za koje je postojala sumnja da sadrze odredene
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alergene. lako ti rezultati ne mogu biti reprezentativni, znafajan broj namirnica sadrzi
skrivene alergene. Cak 43 % od 28 analiziranih uzoraka &okolada i Gokoladnih proizvoda i
zitarica sadrze skrivene koliine proteina ljeSnjaka (Holzhauser i Vieths 1999). Skriveni
proteini kikirikija detektirani su u 29 % od 17 analiziranih uzoraka (Holzhauser i Vieths
1999. Alergeni badema odredeni su u 61 %, te ljesnjaka u 72 % analiziranih uzoraka ¢okolade
(Holzhauser, 1999; Bessler i sur., 2002).

2.5. PRIMJENA ELISA METODA U DETEKCIJI GMO-a

Napredak u molekularnoj biologiji i tehnikama sa rekombinantnom DNA su omogucili da se
proizvede biljni genom. U usporedbi s tradicionalnim metodama oplemenjivanja bilja, kao §to
su umjetno krizanje ili hibridizacija, biotehnologija sada omogucuje uvodenje DNA u biljku
iz nekog vanjskog izvora. Selektivno ukljuc¢ivanje jednog ili vise obiljezja, moze posluziti i
kako bi se poboljsala kvaliteta poljoprivrednih kultura. Vecina genetski modificiraninh (GM)
usjeva su trenutno proizvedeni kako bi se poboljsao rast sa agronomske strane, bez herbicida
ili Stetnih nametnika. Medutim, potencijal GM biljaka nije ograni¢en samo na agronomsko
poboljsanje, ve¢ moze posluziti i kao sredstvo za poboljsanje nutritivne vrijednosti hrane za

stoku ili hrane za ljude.

Pracenje prisutnosti GM biljaka u raznim vrstama hrane za ljude i hrane za zivotinje je vazno
za zemlje s propisima o oznacavanju GM sorti biljaka. Osim toga, zemlje mogu testirati biljke

na neodobrene GM vrste (Alexander i sur., 2007).

Hrana i sastojci hrane koji se dostavljaju krajnjem potrosacu, u kojima su prisutni bilo proteini
ili DNK proizvedeni genetskim modifikacijama, su podvrgnuti dodatnim specifi¢nim
zahtjevima oznacavanja. Na temelju te informacije, potrebno je regulirati prisutnost GMO-a u
usjevima, hrani te sirovinama. Trenutna metodologija za analizu GMO usmjerena je na jedan
od dva cilja, transgene DNA ili nove proteine dobivene u GM proizvodu. Vecina metoda se
temelji na detekciji DNA, ali se koriste i ELISA metode sa antitijelima koja se vezu na
odredeni protein. U cjelini, ELISA predstavlja metodu izbora za odredenu GMO sirovinu,
poluprocesiranu hranu i preradene namirnice, pod uvjetom da protein nije denaturiran, i da se

moze detektirati. Medutim, budu¢i da ELISA ima manju snagu detekcije od PCR metoda,
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manje je osjetljiva za testiranje gotovih prehrambenih proizvoda s velikim brojem sastojaka

posebno ako je prag detekcije nizak (Bonwick i Smith, 2004).

ELISA moze dati kvantitativne podatke. Dva su primjenjiva imunoloska testa za detekciju
GM biljaka. Test ,,tok bo¢ne trake™ i ELISA test. U komercijalne svrhe su dostupne obje vrste
za otkrivanje brojnih GM usjeva jer otkrivaju proteine u biljkama koji odbijaju kukce te imaju
toleranciju na herbicide. Medunarodna studija koja je ukljucila 38 laboratorija je pokazala
veliku sposobnost ELISA testa za otkrivanje GM sorte soje preko ekspresije rekombinantnog
proteina CP4 EPSPS. Pokus je osmisljen kako bi se ustvrdilo da li se ti specifi¢ni proteini u

soji mogu detektirati iznad ili ispod praga od 20 mgg™ (Alexander i sur., 2007).

U nekim slucajevima gdje prociséeni ili rekombinantni antigeni nisu dostupni ili se veoma
teSko mogu dobiti ili su antitijela vrlo specifi¢na pa su pozeljne aminokiseline, kratki peptidi
(hapteni) koji su konjugirani na proteinskom nosacu, se mogu koristiti za razvoj antitijela.
Medutim, peptidna antitijela mogu biti reaktivna na denaturirane oblike proteina i zbog toga

se ¢eSce primjenjuju u Western blotu (Grothaus i sur., 2006).
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3. ZAKLJUCAK

1. Moderne imunoloske metode razvijene su u svrhu odredivanja sloZenih bioloskih
molekula. Visoka osjetljivost i visoka specifi¢nost reakcije antigen-antitijelo privlace
pozornost znanstvenika koji primjenjuju ta svojstva u potrazi za pobolj$anim
analitickim tehnikama. Imunoenzimska ELISA metoda predstavlja jedan od osnovnih

testova u okviru imunolo$kih testova.

2. Imunoenzimski ELISA testovi dolaze u mnogim oblicima i imaju brojne primjene.
Analiticarima su dostupni komercijalni testovi ili razvijaju specifi¢ne testove za svoje
vlastite primjene. Izmedu viSe razli¢itih oblika ELISA testova, u analitici

prehrambenih proizvoda najcesce se koristi tzv. "sendvi¢" ELISA test.

3. ELISA testovi obuhvacaju Siroku primjenu te se Cesto koriste za odredivanje razli¢itih
kontaminanata u prehrambenim proizvodima. Posebnu pozornost privla¢i uporaba
navedenih metoda u procjeni autenti¢nosti hrane. Takoder, brojne su prednosti
uporabe ELISA testova u odredivanju potencijalnih alergena hrane, a metodologija

pronalazi i znac¢ajnu uporabu pri detekciji genetski modificiranih organizama.

4. Imunoenzimske ELISA metode pruzaju neprocjenjiv alat za prehrambenog stru¢njaka

u okviru kontrole kvalitete i sigurnosti hrane.
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