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НА&ОР РЕАГЕНТОВ ДПR ИММУНОФЕРМЕНТНОГО ОПРЕДЕПЕНИR 
ГПИАДИНА В ПРОДУКТАХ ПИТАНИR: ТЕХНИКО-АНАЛИТИЧЕСКИЕ 

ХАРАКТЕРИСТИКИ И ВОПРОСЬI ПРО&ОПОДГОТОВКИ 

AlmOТII.ЦIUI. Белки эндосперма зерен пшеницы, ржи и ячменя (rлютены, включая rлиадины) 
провоцируют развитие целиакии, единственным способом лечения которой является без
глютеновая диета. Контроль концентрации глютена в пише основан на количественном 
определении глиадина, который составляет 50% глютена. В Институте биоорганической 
х:и:м:ии НАН Беларуси разработана технология производства набора реагентов для количе
ственного определения rлиадина в продуктах питания методом и:ммуноферментного анали
за (ИФА) под названием «ПРОДОСКРИН" ИФА-Глиадин• (ТУ ВУ 100185129.195-2022). 
По параметрам технического уровня набор «ПРОДОСКРИН" ИФА-fлиадин• соответствует 
применяемому в РБ импортному аналогу Ridascreen" Gliadin (арт. R 7001), имеющему статус 
Официального методаАОАС за номером 2012.01. Показано, что процедура пробоподrотовки, 
традиционно используемая в наборах аналогичного назначения и включающая механическую 
гомогенизацию и экстракцию глиадина 70% этанолом, не обеспечивает полную экстракцию 
глиадина из продуктов питания, имеющих пластилинаобразную консистенцию. Эrо приво
дит к получению ложноотрицательных результатов. Для устранения указанного Bh!llle ма
трикс-эффекта процелура механической гомогенизации была дополнена химической гомо
генизацией, проводимой с использованием специального коктейли, состав которого 
представляет собой «но у-ха у•. 
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А TEST SYSTEM FOR GLIAOIN ENZVМE IMMUNOASSAV IN FOOO: 
TECHNICAL ANO ANALYТICAL CНARACТERISTICS ANO SAMPLIE 

PREPARATION ASPECТS 

AЬstract. Wheat, гуе and barley endosperm proteim (glutenв, inclucling gliadins) provoke the 
development of celiac disease, for which the only treatment is а gluten-free diet. The control of 
gluten concentration in foods is based on the quantitative determination of gliadin that makes up 
50% of total gluten. А test system for the quantitative determination of gliadin in food Ьу an enzyme 
immunoassay, "PRODOSCREEN"' ELISA-Gliadin" (TU ВУ 100185129.195-2022), has been 
designed. In terms of technical and analytical level parameters, the test system corresponds to 
Ridascreen" Gliadin ( art. R 7001) ELISA kit, which is used in Belarus and has the status of an 
АОАС Official Method No 2012.01. We found tlшt the conventional sample preparation procedure, 
inclucling mechanical homogenization and extraction of gliadin with 70% ethanol, did not provide 
complete extraction of gliadin from foods with а plasticine-like consistency and led to false negative 
results. То solve the matrix-effect proЬiem, а special cocktail was developed enaЬiing additional 
chemical homogenization of samp1es. 
Кеу words: celiac disease, gluten-free diet, gliadin, gluten, ELISA. 
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Введепе. Зерновые (злаки) являются основными проду~аа:ми питания человека. Пшени
ца - самый широко культивируемый злак в мире. Его посевная площадь превышает 220 
млн. га. Почти 70% пшеницы используется в питу, а на корм для скота и промышленную 
переработку приходится 20% и 2-3%, соответственно [1]. По данным Мехщупародного со
вета по зерну, производство пшеницы в 2019/2020 ГОдУ составило 763,7 млн тонн, из которых 
более 523,3 млн тонн было использовано в пищевой промышленности [2]. На rексаплоидную 
(мягкую) пmеницу Triticum aestivum и тетраплоидную (твердую) пшеницу Triticum durum при
ходится 95% и 5% мирового производства пшеницы, соответственно [3]. 
При среднем содержании всего 10% белки не являются основными ингредиентами пше

ничной муки, однако в развиваюшихся странах она обеспечивает до 30% потребности чело
века в белке, причем из основных аминокислот дефицитным является только лизин [4]. 
Пшеница является источником микроэлементов (кальция, железа, магния, марганца, фос
фора, калия, натрия, цинка и селена), а также витаминов группы В (Bl, В2, В3, В5, В6 и В9) 
и витамина Е [5]. 
Каковы причины такой большой популярности пшеницы в сравнении с дРугими злаками? 

Известно более 25 000 видов Triticum aestivum, что обеспечивает адаnтацию пmсницы к ши
рокому диапазону условий умеренного климатического пояса. При наличии достаточного 
количества воды, минеральных и питательных веществ, а также обеспечении эффективной 
борьбы с вредителями и патагенами урожайность пmеницы может превысить 10 т/га. Эrот 
злак можно эффективно хранить в течение неопределенного времени при содержании воды 
менее 15% от сухого веса и при условии борьбы с вредителями. Высокая приспособляемость 
и урожайность пmеницы способствовали ее успеху, но одного этого недостаточно, чтобы 
объяснить ее высокую востребованность. 
Ключевой особенностью, которая дала пmенице иреимущество перед дРугимИ культурами 

умеренного пояса, являются уникальные реолоrические свойства (упругость, пластичность, 
эластичность, вязкость) теста, приготовленного из пшеничной муки. Указанные свойства 
позволяют использовать пшеничную муку для nриготовления хлеба и другой выпечки, ма
каронных изделий и лапти, а также других обработанных пищевых продуктов. Особые ре
алогические свойства пшеничной муки зависят от тех белков эnдосперма, которые объеди
нены сборным термином rлютен (клейковина) [3]. 
Эnдосперм представляет собой питательные вещества для развития зародыша, которые 

составляют 81-84% веса зерна [6]. Белки эnдосперма пшеницы nринято делить на четыре 
группы на основе их растворимости [7]: альбумины (растворимые в воде), глобулины (рас
творимые в разбавленном солевом растворе), глиадины (растворимые в 70% этиловом спир
те) и глюrенины (растворимые в разбавленных кислотах и основаниях). Альбумины и гло
булины не представляют интереса в контексте данной работы, т.к. не оказывают влияния на 
качество пшеничной муки [8] и не вызывают пищевой непереносимости у определенной 
категории лиц, в отличие от белков двух других групп; именно их называют глютеном. Вы
деление rлютена впервые было описано в 1745 году [9]. Объем исследований пшеничного 
глюrена огромен: простой поиск в базе данных Web of Science показывает почти 20 000 
статей с 1945 года. 
Глиадины и rлютенины также известны как проламины из-за аномально высокого по 

сравнению с дРугими белками содержавия остатков пролипа и глутамина в их струкrурах. 
Эта гетерогенная группа включает более 50 различных белков [10], которые составляют 75-
80% белков эндосперма [11]. Анализ 15 различных сортов пmеницы показал, что rлиадины 
составляют 43-54% общего rлюrена [12]. 
Глиадины представляют собой гетерогенную смесь одноцепочечных полипептидов, рас

творимых в 70% водном зтаноле. На основании их электрофоретической подвижности в по
лиакриламидном геле (ПААГ) при низком рН они были разделены на четыре группы (пере
числены в порядке убыли подвижности): а-, J3-, у- и rо-глиадины [13, 14]. Обнаружение 
высокой струхтурной гомологии привело к объединению а- и J3-глиадинов в единую группу 
а-глиадинов, а среди rо-глиадинов выделили ro5- и rо1,2-rлиадины [13, 15]. Установлены 
молекулярная масса rлиадинов и их процентное содержание в обших rлиадинах: а/~-rлиа
дины (28-35 I<Да, 28-33%), у-rлиадины (31-35 I<Да, 23-31%), ro5- глиадины (49-55 I<Да, 3-6%), 
rо1,2-rлиадины (39-44 I<Да, 4-7%) [13]. Дисульфидные связи в молекулах глиадинов либо 
отсутствуют (ro5- и rо1,2-глиадины), либо присутствуют в виде внутрицепочечных поперечных 
связей (а/~- и у- глиадины) [13]. 
Глютенины представляют собой полимеры (молекулярные массы в диапазоне 500-1 О 000 

I<Да), субъединицы которых соединены межцепочечными днсульфидными связями. После 
восстановления дисульфидных связей полученные субъединицы глютенина (glutenin 
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subunits, GS) проявляют растворимость в водных спиртах, аналогичную rлиадинам. По ре
зультатам ПААТ электрофореза в восстанавливающих условиях, GS принято делить на 
субъединнпы с высокой молекулярной массой (high molecular weight, НМW) (молекулярные 
массы 67-88 кДа [13] или 75-120 кДа [16]) и субъединицы с низкой молекулярной массой 
(low mo1ecula:r weight, LМW) (молекулярные массы 32-39 кДа [13] или 20-55 кДа [16]). 
Установлено, что нативные rлютенины состоят из основной цепи, образованной полиме
рами HМW-GS, и полимеров LМW-GS, ответвленных от HМW-GS [13]. Только LМW-GS 
одновременно имеют внутримолекулярные дисульфидные связи и образуют межмолеку
лярные дисульфидные связи [17]. Анализ 15 раз.личных сортов IШiеннпы показал, что со
отношение HMW-GS/LMW-GS находится в диаnазоне 0,31-0,93 [12], т.е. HМW-GS со
ставляют 24-48% rлютенинов. 
Хорошие хлебопекарные качества теста определяются балансом между ero вязкостью и эла

стичностьюjпрочностью. Полимеры rлютенина образуют непрерывную сеть, которая прида
ет тесту эластичность и прочность, необходимые для удержания газов, образующихся в про
цессе брожения, и оказывают сильное влияние на объем буханки хлеба [18], причем вклад 
HМW-GS и LМW-GSs в технологические качества mпеничной мухи составляет 50-70 % 
и 30%, соответственно [16]. Мономерные глиадины вьmолняют роль пластификаторов по
лимерной сети rлютенина и придают тесту вязкость [19]. 

Несмотря на очень дошую историю упатребления IШiеницы в пищу, есть категория лиц, 
для которых характерен аномальный иммунный ответ на белки IШiеняцы и родственных 
злаков. В частности, известны несколько видов аллергических реакций, развивающихся при 
употреблении мухи в пищу или ее попадании в дыхательные пути [20]. В контексте данной 
работы представляет интерес глютеновая энтеропатия или целиакия (celiac disease, CD) -
аутаиммунное заболевание, возникающее у лип с генетической предРасположенностью в ре
зультате развития аномального иммунного ответа на проламины IШiеняцы, ржи и ячменя, 

а также некоторых сортов овса. Заболеваемость CD составляет в среднем 0,5-2% населения 
[21], достигая в некоторых попутщиях 5% [22]. 
Молекулярный механизм развития CD хорошо изучен и кратко изложен ниже. Высокое 

содержание глутамина (35%) и пролина (20%) в составе глютена предотвращает его протео
лиз до аминокислот ферментами желудочно-кишечного тракта человека [23]. Пептвды глю
тена токсичны и иммуноrенны только для людей, являющихся носителями аллелей HIA
DQ2 и HIA-DQ8 генов белков главного комплекса гистосовмести:мости, экспрессярованных 
на антиrен-презентирующих клетках иммунной системы [24]. Кmочевым участником ауrо
иммунноrо процесса при CD является кишечный фермент трансглутаминаза 2 (ТГ2, КФ 
2.3.2.13), функция которой в норме состоит в «Латании дыр» в эпителии кишечника за счет 
образования изопептидной связи между двумя белками. Реакпия протекает в две стадии -
дезамидирование и трансамидирование. По иронии судьбы, глиалины являются «ЛЮбимыми 
субстратами:» ТГ2, т.к. имеют высокое сродство к активному центру фермента. На первой 
стадии ТГ2 катализирует дезамидирование шутаминов глиадиновых пептидов, что приводит 
к повышению их иммунореактивности [24]. На второй стадии ТГ2 может образовать изо
пептидную связь между глутаминовой кислотой глиадина и собственным лизином [25] или 
лизином в составе белков соединительной ткани кишечника, в частности колла:rеном [26]. 
В результате происходит образование антител не только к глиадину, но и к разным эпитопам 
ковалентноrо комплекса «белок человека- пептид rлиадина», а затем- собственно ауrо
антител к белкам человека. Эrот процесс также принимает характер ауrоиммунноrо (т.е. 
направленного на компоненты собственных тканей) с участием компонентов клеток эпите
лия кишечника (в частности, кальретикулина), имеющих эпитопы, гомологичные иммуно
rенным пептидам глиадина [27]. 
Единственным известным методом лечения CD является полная и неотраниченная во 

времени безглютеновая диета [21]. Согласно стандарту CXS 118-1979 (Standard for Foods for 
SpeciaJ Dietary Use for Persons Intolerant to Gluten) Комиссии «Кодекс алиментариус», без
глютеновыми являются продукты, содержание rлютена в которых не превьШiает 20 мг/кг. 
Продукты, обозначенные как продукты с очень низким содержанием rлютена, могут содер
жать этот белок в диапазоне концентраций (20-100) мг/кг. Такая низкая концентрация глю
тена в продуктах питания может достигаться только при полном исключении мухи из ука

занных выше злаков в списке ингредиентов. В качестве замены муки из IШiеницы, ржи 
и ячменя обычно используют рисовую муку, муку из пшена или тапиоки, картофельный 
крахмал и т.п. (http:/ /goodatcooking.net/index.php/ru/archives/4564). Помимо ухазанных выше 
риса, проса и тапиоки, не содержат глютен гречка, кукуруза, просо, амарант, киноа и сорго 

(https:/ /dieteпa.ru). 
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Существует ряд коммерческих наборов реагентов для количественного определения глю
тена в продуктах nитания методом иммуноферментноrо анализа (ИФА). Тест-системы для 
определения концентрадии rлютена в продуктах питания в РБ до настоящего времени не 
производились. В современных условиях вопросы разработки, изготовления и обеспечения 
практическоrо применения отечественных аналитических изделий для пищевой промыш
ленности приобретают особую актуальность. 

Цель работы - разработка технологии производства и лабораторная апробация набора 
pearemoв для количественного определения глиади:на в продуктах питания методом И ФА. 
Материалы и методы исследований. 1. Пробаподготовка включает (1) механическую rомо

генизаци:ю, (2) химическую гомогенизацию и (3) экстракцию. 
1.1 Механическая гомогенизация. 
1.1.1 Жидкие образцы персмешивают встряхиванием в упаковке. Полужидкие образцы 

переносят в соответствующую тару и персмешивают доступным способом (шпателем, блен
дером и т.п.). Твердые образцы измельчают с помощью ступки, гомогенизатора или мель
ницы до получения однородной массы. 

1.1.2 Взвешивают твердые образцы (0,25 г) или отмеряют жидкис образцы (0,25 мл} и по
мещают их в предварительно маркированные пробярки для центрифуги объемом не менее 
15 мл, снабженные герметично закрывающимися пробками. 

1.1.3 Разделяют образцы на груrшы 1 и 2 в зависимости от консистенции препарата, по
лученного в результате механической rомоrенизадии. Гpyrma 1 - образцы, в результате 
механической гомогенизации которых получен плотный пластилинаобразный препарат (кол
басные изделия, паштеты, глазированные сырки, конфеты, шоколад и т.п.). Гpyrma 2- жид
кие и полужидкие образцы (напитки, сметана, кетчуп, горчица и т.п.), а также твердые об
разцы, в результате механической гомогенизации которых получен рыхлый сыпучий 

ирепарат (специи, крупы, макаронные изделия, нежирные чипсы и т.п.). 
1.2 Химическая гомогенизация. 
1.2.1 Химическая гомогенизация необходима только для образцов груrты 1. Для этоrо 

в вытяжном шкафу добавляют к навеске каждого образца 2,5 мл коктейля для химической 
гомогенизации образцов. Закрывают пробярки герметично, персмешивают с использовани
ем вихревого смесителя типа «VorteX», инкубируют 40 мин при температуре (50±5) •с, ис
пользуя ротатор для персмешивания пробярок Themю Fisher Scientific или другой прибор 
аналогичного назначения с тем же принципом работы, охлаждают до комнатной температу
ры (18-25) •с. 

1.2.2 Образцы группы 2 не требуют химической гомогенизации. К навеске/отмеренному 
объему каждого образца груrшы 2 добавляют 2,5 мл дистиллированной воды, закрывают 
пробярки герметично, персмешивают с использованием вихревого смесителя типа «VorteX». 

1.3 Экстракция. 
1.3.1 Для экстракции rлиади:на из всех образцов, подверrнуrых подготовке как указано 

выше, вносят в каждую пробирку с образцом 7,5 мл 80% этилового спирта, закрывают про
бирки герметично, перемешивают с использованием вихревого смесителя типа «VorteX». 
Инкубируют 1 ч при температуре (20-25) •С, используя ротатор для перемешивания пробн
рок Thermo Fisher Scientific или другой прибор аналогичного назначения с тем же принципом 
работы. 

1.3.2 Центрифугируют экстракты при 2000 g в течение 5 мин. В вытяжном шкафу отбира
ют надосадочную жидкость в маркированные пробярки или флаконы с герметично закры
вающимися пробками для использования в анализе и хранения. 1 мл экстракта достаточно 
для 50 анализов данной пробы в дубликатах. Полученные экстракты могут храниться при 
температуре (18-25) •с в течение 1 месяпа. 

2 Процедура анализа. 
2.1 Разводят экстракты исследуемых образцов в 12,5 раз, используя раствор для разведения 

экстрактов и калибровочных проб (И ФА-буфер). При необходимости разводят пробу допол
нительно ИФА-буфером в 10 и 100 раз. Калибровочные пробы (25-кратные концентраты, 
(С -С) разводят в 25 раз И ФА-буфером. 

2.2 ~исуют схему планшета. Вносят по 100 мкл калибровочных и исследуемых проб в со
ответствующие лунки в дублях. Инкубируют 1 ч при температуре (18-25) •с без встряхивания, 
избегая попадания света на планшет. Удаляют содержимое лунок персворачиванием план
шета и промывают 3 раза промывочным буфером из расчета 250 мкл на лунку при каждой 
промывке. 
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2.3 Вносят в лунки по 100 мкл рабочего раствора конъюгата и инкубируют 15 мин при 
комнатной температуре (18-25) ос. Удаляют содержимое лунок переворачиванием планшета 
и промывают 5 раз промывочным буфером как указано выше. 

2.4 Вносят в лунки планшета по 100 мкл хромаген-субстратного раствора, инкубируют при 
температуре (18-25) ос в темноте в течение 10-15 мин. Вносят в лунки планшета по 100 мкл 
стоп-реагента. Измеряют на фотометре оптическую плотность в лунках при длине волны 
450 нм (ОП450). 

2.5 Строят калибровочный график. По калибровочному графику определяют содержание 
глиадина, в нгfмл (ррЬ), в исследуемых пробах. Рассчитывают содержание глютена в мгfкг 
(ppm) в исследуемых образцах продуктов как указано ниже. 
Содержание глютена, ppm = Концентрация глиадина (полученная по калибровочному 

графику), ррЬ Ч 2* Ч 500** / 1000*** 
* Глиадин составляет в среднем 50% глютена; 
**Общий фактор разведения 500 (факторы разведения 40 (40 = 10 Ч 4) и 12,5 при приго

товлении экстрактов и исследуемых проб, соответственно); 
*** коэффициент пересчета ррЬ в ppm. 
3 Определение предела обнаружения, предела количественного определения, коэффици

ента вариации (КВ). 
3.1 Рисуют схему планшета из расчета 10 лунок для калибровочной пробы С1 (концентра

ция глиадина О нг/мл), 10 лунок для калибровочной пробы С3 (концентрация глиадина 10 
нгfмл), по две лунки для калибровочных проб С2 и (С4 - С6). Вносят по 100 мкл калибро
вочных проб в соответствующие лунки. Проводят анализ как указано выше в соответствии 
с п.п. 2.2 - 2.4. 

3.2 Определение предела обнаружения. Предел обнаружения - минимальная массовая 
концентрации глиадина (глютена), в мгfкг (ppm), которая может быть обнаружена (или 
приближенно оценена) в продуктах питания с использованием данного набора. 

Находят среднеарифметическое значение ОП450 , в оптических единицах (о. е.), для всех 
лунок с пробой С1 • Рассчитывают величину среднего квадратичного отклонения (SD) по 
формуле (1): 

SD= 
n-1 

(1), 

-
где Bi- значение ОП450 каждого измерения в лунках с пробой СР о. е.; В- среднее арифметическое 
значение ОП450 в лунках с пробой Cl' о. е.; n- число измерений (n=lO). 

В линейных координатах строят калибровочный график зависимости колориметрическо
го сигнала, в о. е. (ось ординат) от массовой концентрации глиадина в калибровочных про
бах С1 - С6 , в н!}мл (ррЬ). На оси ординат графика от точки с координатами (0;0) отклады
вают значение В плюс 3SD, в о. е. Из полученной точки проводят прямую, параллельную 
оси абцисс, до пересечения с графиком. Из точки пересечения опускают перпендикуляр на 
ось абцисс. Получают значение концентрации глиадина, в нг/мл (ррЬ), которое используют 
для дальнейших расчетов по указанной ниже формуле. 

Предел обнаружения глиадина, мг/кr (ppm) = Концентрация глиадина (полученная по 
калибровочному графику), нг/мл (ррЬ) Ч 0,5. Множитель 0,5 выведен из соотношения 
500 1 1000, в анализе образца где 500- общий фактор разведения 

1000 



РР. 98-108 FOOD INDUSTRY: SCIENCE AND TECHNOLOGIES 

Предел количественного определения глиадина, мг/кг (ppm) = Концентрация глиадина 
(полученная по калибровочному графику), нг/мл (ррЬ) Ч 0,5. Множитель 0,5 выведен, как 
указано в расчетах предела обнаружения. 
Для установления предела количественного определения глютена, в мгj:кг (ppm) в продук

тах питания следует умножить полученное значение на фактор 2. 
3.4 Определение К.В. 
По калибровочному графику определяют концентрацию глиадина в каждой лунке с пробой 

С3, нг/мл (ррЬ). 
Рассчитывают К.В., в процентах, по формуле (2): 

n - 2 

100 L:(ci- с) 
К.В. = -- -=-' =....:.1----

С n -1 
(2), 

где С;- зн_gчение массовой концентрации глиадина для каждого измерения в лунках с пробой С, нr/ 
мл (ррЬ); С- среднее значение массовой концентрации глиадина в лунках с пробой С3, нr/мл (ррЬ) ; 
n- число измерений (n=lO). 

Результаты исследований и их обсуждение. В Институте биоорганической химии НАН Бе
ларуси разработана технология производства набора реагентов для количественного опреде
ления глиадина в продуктах питания методом ИФА под названием «ПРОДОС
КРИН® ИФА-Глиадию> (ТУ ВУ 100185129.195-2022). По традиции концентрация глютена 
рассчитывается на основании данных о том, что глиадин составляет 50% общего глютена 
[12]. 
Набор представляет собой ИФА-систему сэндвич-типа (рис. 1), основанную на использо

вании двух антител к глютену. Иммунохимические реакции проходит в две стадии. На пер
вой стадии анализа в лунки пластмассового микропланшета, покрытые специфическими 
антителами к первому элитопу глиадина («нижние антитела»), вносят исследуемые и кали
бровочные пробы. В ходе инкубации глиадины, находящиеся в составе проб, образуют им
мунный комплекс с <<нижними антителами>>. Все не вступившие в иммунохимическую реак
цию вещества удаляются промывкой лунок специальным: буферным раствором. На второй 
стадии анализа в лунки вносят антитела ко второму элитопу глиадина (<<верхние антитела») 
в виде конъюгата с ферментом пероксидазой. В результате инкубации на твердой фазе об
разуется трехкомпонентный комплекс, содержащий <<сэндвич>> из антигена и двух антител . 
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Рис 1. Схема анализа для количественного определения глиадина в продуктах питания методом ИФА 
Fig. 1. Assay scheme for the quantitative determination of gliadin in food Ьу ELISA 

Фермент, иммобилизовавшийся на поверхности лунок, катализирует реакцию перекисно
го окисления между добавленными хромагеном (3,3',5,5'-тетраметилбензидин) и субстратом 
(перекись водорода), которая сопровождается развитием синей окраски. Стоп-реагент инак
тивирует пероксидазу и меняет цвет раствора в лунке с синего на желтый. ОП450, прямо 
пропорциональная количеству антигена в образце, измеряется фотометрией. 
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С науч:но-практической точки зрения принци:пиалъно важ:ньrм JШJJЯется понимание того, 
каким образом каждое из используемых антител может распознавать каждЫЙ из множества 
белков, образующих в совокупности rетероrенный rлиадин шпеницы, а также мономерные 
компоненты глютена друтих злаков, а имешю ржи (секалины:), ячменя (гордеШIЫ) и неко
торых сортов овса (авенины). Объяснение этого явления состоит в следующем. Во-первых, 
показана высокая гомология структуры и свойств белков rлютена шпеницы и родственных 
злаков (табл. 1) [29]. 

Т а блиц а 1. Классиф:икацив: IWмпопевтов глютепа пшев:в:цы, ржи, нчмеШI в: овса 
Т а Ь 1 е 1. Classifieation of gluten eomponents from wheat, rye, barley, and oats 

Группа Пшеница Ячмень Рожь Овес 

нмw НМW-rJIЮтенины (п) D-rордеины (n) НМW-секаливы (n) ----
11% 5% 9% 

ммw rоl,2-г;шадины (м) С-rордеины (м) rо-секаливы (м) ----
4% 36% 18% 

rоS-глиадины (м) ---- ---- ----
3% 

LМW LМW-rлютенины (n) В-гордеины (n) у-75k-секаливы (n) ----
22% 27% 48% 

у-глиадины (м) у-гордеины (м) у-40k-секаливы (м) Авенины (м) 

27% 32% 25% 100% 
а-глиадвны (м) ---- ---- ----

33% 

ПриА~ечаиие: составлено авторами на основанШI данных [29]. HMW, MMW, LМW -----белки с высоким, средним: 
и низким (high, medium, low) молекулярным весом (molecular weight), соогветственно. В скобках указана мас
совая доля каждого белка в общем глютене (%). Полимеры и мономеры обозначены (п) и (м), соответственно. 

Во-вторых, установлено, что пять классов молекул rлютена шпеницы (а-, у- и rо-rлиадины, 
LМW-и HМW-GS) имеют сходную структуру [28]. Зрелые полипепrидные последовательно
сти а- и у-rлиадинов, а также LМW-GS включают домен П, состоящий из повторяющихся 
коротких (5-12 аминокислот [13]) мотивов, обогащенных пролипом и глутамином; он со
ставляет примерно 45-47% от общей ддины полипептидной цепи (без сигнального пепrида). 
Зрелые полипептидные последовательности rо-rлиадинов, а также HМW-GS состоят главным 
образом из повторяющихся коротких мотивов, в результате чего домен II составляет 87% 
(HМW-GS) и 97% (rо-глиадины) полипепrидной цепи [28]. В контексте ИФА, каждый из 
мотивов JШJJЯется эпитоnом антигена, способным к взаимодействию с антителами. 

В-третьих, показано, что одни и те же эпитопы находятся в составе различных классов 
глиадинов пшеницы и гомологичных белков родственных злаков [30]. Так, например, ЭПИ'ТОП 
PFPQPQLPY содержат а-rлиадины, LМW-GS и HМW-GS, эnитоп IQPQQPAQL- а-глиа
дШIЫ, у-глиадины и LМW-GS, эпитоп QQPQQPFPQ- rо1,2-глиадины, HМW-GS, LМW-GS, 
rо-секалины, НМW-секалины, у-75k-секалины, у-40k-секалины и С-гордеины, эпитоп 
PFPQPQQPF - rо1,2-rлиадины, HМW-GS, rо-секалины, НМW-секалины, у-75k-секалины, 
С-rордеины и у-гордеШIЫ [30]. Указанные выше ЭПИ'ТОПЫ реагируют с молекулами DQ2.5, 
экспрессированными на поверхности антиrен-презентирующих клеток больных целиакией. 
Установлено, что молекулы DQ8, также экспресскроваиные на поверхности антиrен-пре
зенrирующих клеток больных целиакией, взаимодействует с эПИ'ТОпом QGYYPТSPQ, общим 
ддя у-rлиадинов, rо1,2-глиадинов, HМW-GS, LМW-GS и НМW-секалинов [30]. Именно с эти
ми эnитоnами (уnоминавшимися выше как мотивы домена II полипептидной цепи глютена), 
общими ддя разных компонентов глютена пшеницы и родственных злаков, могут взаимо
действовать используемые в ИФА антитела. 
В состав набора входят следующие компоненты: микршmаншетный иммуносорбенг, шесть 

калибровочных проб (25-кратные конпентраты), конъюгат (61-кратный конпентрат), раствор 
ддя разведения экстрактов исследуемых образцов и калибровочных проб, раствор ддя разве
дения коннеитрата конъюгата, коктейль ддя химической гомогенизации образцов, промы
вочный раствор (20-кратный конпентрат), стоп-реагент, хромоген и субстратный раствор 
(или хромаген-субстратная смесь). 
Набор «ПРОДОСКРИН'" ИФА-Глиадин~ рассчитан на проведение анализа 42 исследуе

мых проб и 6 калиброво'!НЫХ проб в дубликатах, всего 96 определений. Срок хранения на
бора- 1 год. Область применении- санитарно-гигиеническая экспертиза. 
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Подrотовка образцов к И ФА, помимо традmщошю используемых в наборах аналогично
го назначения механической гомогенизации и экстракции 70% этанолом, включает химиче
скую rомогенизацию, необходимость которой обоснована ниже. Затраты времени на подто
товку 10 проб составляют приблизителъно 2,5 ч. Можно накаnливать подтатовленные 
к анализу образцы и хранить 1 месяц при комнатной температуре. 
Общая продолжительность анализа составляет 2 ч, в том числе время инкубации - первая 

стадия 1 ч, вторая стадия 15 мин. Анализ проводят при комнатной температуре (18-25) "С 
без встряхивания. 
По параметрам техническоrо уровня набор «ПРОДОСКРИН'" ИФА-Глиадин» соответству

ет применяемому в РБ имм:уноферментному набору Ridascreen® Gliadin (арт. R 7001), име
ющему статус Официального метода АОАС за номером 2012.01. Как и имnортный аналог, 
разработанный набор имеет предел обнаружения 0,5 мr/кг глиадина (1 мr/кг глютена) и пре
дел количественного определения 2,5 мгfкг глиадина (5 мr/кт глютена). Коэффициент ва
риации (К.В.) не превышает 15%. Следует отметить, что в соответствии с инструкцией 
к набору Ridascreen" Gliadin, пробоподтотовка также включает химическую гомогенизацию 
проб, однако коктейль для химической гомогенизации (арт. R7006/R7016) является допол
нением к набору, а не его компонентом, в отличие от представляемого в данной публикации 
набора «ПРОДОСКРИН" ИФА-Глиадин». 

Следует отметить, что современные технологии производства мясных, кисломолочных 
и других продуктов часто используют пшеничную клейковину в качестве стабилизатора 
и загустителя. В этой связи необходим контроль продуктов, присутствие глютена в которых 
является неочевидным и носит технологический характер. Эта группа продукгов включает 
колбасные изделия, консервы из мяса и рыбы, молоко, молочные коктейли, жидкие молоч
ные каши, мороженое, кисломолочные продукты и соки, конфеты и т.п. Не исключено 
также присутствие контаминаций в основных заменителях пшеничной и ржаной муки -
рисовой, кукурузной, гречневой, которые могут возникать в процессе сбора, транспортиров
ки и хранения. Ряд продуктов (например, специи, кофе, чай) могут содержать rлютен из-за 
недобросовестиости производителя. 
При использовании набора «ПРОДОСКРИН" ИФА-ГлиадИН» ограничения по выбору 

продукга питания, пригодного для анализа, практически отсутствуют. Так называемый «ма
трикс-эффек:т» заведомо минимизирован благодаря уникальному для белков физико-хими
ческому свойству глиадина - его растворимости в 70% зтаноле. Экстрагент в указанной 
концентрации позволяет извлекать из продукга ограниченный спектр биомолекул, главным 
образом липиды, но не белки, за исключением глиадина. Как указано вьШiе, аминокислот
ный состав глиадина также уникален- каждая третья аминокислота представлена шутами
ном (35%), каждая пятая- пролин (20%) [13]. В этой связи антитела к глиадину являются 
высокоспецифичными и не взаимодействуют с друтими белками матрикса. 

Вместе с тем, в случае набора «ПРОДОСКРИН" ИФА-Глиадин» есть друrая причина 
матрикс-эффекта. Она состоит в недостаточности механической гомогенизации и экстракции 
для полного извлечения глиадина из тех продуктов (например, колбасных изделий, паштетов, 
глазированных сырков, конфет, шоколада и т.п.), механическая обработка которых приводит 
к получению пластилинообразного препарата. Напротив, извлечение rлиадина из жидких 
и полужидких продуктов (напитки, сметана, кетчуп, горчица и т.п.), а также твердых про
дуктов, в результате механической гомогенизации которых получают рыхлый сыпучий ире
парат (специи, крупы, макаронные изделия, нежирные чипсы и т.n.), не представляет про
блемы. 
Это было доказано в результате сравнительного анализа глютена в продуктах питания 

(n = 22) с использованием разработанного нами набора «ПРОДОСКРИН"' ИФА-Глиадин» 
(далее - Продоскрин) и упоминавшеrося выше имnортноrо аналога Ridascreeп" Gliadin 
(далее - Ridascreen). 
Калибровочные графики наборов Продоекрин и Ridascreen схожи и совпадают в области 

точки «cut-off» (20 нт/м:л глиадина) (рис. 2), поэтому результаты открытия глиадина в про
дукгах питания (рис. 3) обсУЖдаются в терминах значений ОП450, а не концентраций глиа
дина. 

Корреляции результатов анализа с использованием набора Ridascreen (с коктейлем 
арт. R7006fR7016) и набора Продоекрин (в ero первоначальной версии, без коктейля) соста
вила 87% за счет принципиальноrо несоответствия концентраций глиадина в двух пробах -
N.-4 (колбаса ливерная «Паштетная волковысская», арт. 1072766, РБ) и N•ll (паштет шпрот
ный «За Родину», арт. 237707, РФ). В соответствии с калибровочными графиками, 
подготовленные к анализу пробы N•4 и N•ll содержат более 100 нr/м:л и 30 нr/м:л глютена, 
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соответствешю (набор Ridascreen) или менее 5 ш/мл гтотена (набор Продоекрин в его пер
воначальной версии, без коктейля). 
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Тhиадины, нг/мл. 

-А-ПРОДОСКРИН® ИФА-Глиадин - Ridascreen® Gliadin 

Рис. 2. Калибровочные графики наборов Продоекрин и Ridascreen 
Rg. 2. Calibration curves for Prodoscreen and Ridascreen kits 
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Рис. З. Результаты анализа глиадина в продуктах питания (n = 22) 
Rg. З. The results of the gliadin assay in food samples (n = 22) 

В связи с обнаруженным фактом ведаоткрытия (ложноотрицательных результатов) с ис
полъзованием набора Продоекрин (без коктейля), объяснимым непалной экстракцией гли
адина, мы разработали коктейль для химической гомогенизации образцов. 
Повторный анализ указанных выше образцов с использованием наборов Продоекрин 

и Ridascreen, которому предшествовала трехстадийная пробаподготовка (механическая го
могенизация, химическая гомогенизация с соответствующим коктейлем, экстракция 70% эта
налом), показал полное соответствие результатов (коэффициент корреляции 98%). Таким 
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образом, разработшrn:ы:й нами коктейлъ является функциональным аналогом коктейля, ко
торый используется при подготовке проб к проведению ИФА набором Ridascreen"'Giiadin, 
и позволяет ре= проблему недооткрытия глиадина в широком спектре продуктов питания, 
механическая гомогенизация которых дает плотный пластилинообразный препарат. 

Заключе~mе. СоЗданы конструкция, технология производства и методика применении на
бора реагентов для количественного определения глиадина в продуктах питания, «ПРОДО
СКРИН" ИФА-Глиадин~ (ТУ ВУ 100185129.195-2022). По технико-аналитическому уровню 
и потребительским свойствам отечественный набор соответствует лучшему мировому ана
логу. Предложено научно-практи:ческое решение и разработан коктейлъ для устранения 
ложноотрицательных результатов ИФА глиадина в продуктах питания. 
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