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ORZECHY ARACHIDOWE (ARACHIS HYPOGEA) - POPULARNE
ZRODLO ALERGII POKARMOWEJ

Streszczenie

W pracy przedstawiono mozliwo$¢ zastosowania testu immunoreaktywnego RIDASCREEN® Peanut
firmy R-Biopharm do oznaczania zawarto$ci podstawowego alergenu orzechéw arachidowych, Ara hl
w surowcach roélinnych i wyrobach cukiemiczych. Ogdlem analizie metoda sandwich ELISA poddano 19
probek (9 stanowily surowce roSlinne za$ 10 czekolady, batoniki i kremy do smarowania pieczywa).
Obecnosé Ara h 1 stwierdzono we wszystkich produktach cukierniczych, rowniez w tych, w ktérych
skladzie producent nie deklarowal dodatku orzechéw arachidowych. Wéréd wybranych surowcoéw roslin-
nych trzy z nich (migdaly - Amygdalus communis, soja - Glycine max, owies - Avena) zareagowaly
z przeciwcialem skierowanym do Arah 1.

Wstep

Bezpieczenstwo ludzi zwigzane ze spozywaniem zywno$ci w obliczu pojawiaja-
cych sie nowych produktéw pokarmowych jest niezmiernie wazne. Niezbedne wydaja
si¢ by¢ nowe wyrdzniki opisujace jako§é zywnosci. Dotychczas nie wprowadzono
zadnych wskaznikow analitycznych méwiacych o takich wlasciwosciach zywnosci, jak
alergenno$é¢, opioidowos¢ czy mutagennos$é. Fakt ten nabiera szczegdlnego znaczenia
w obliczu pojawiajacych si¢ nowych produktow przetworzonych tzw. Novel Foods
takich, jak zywno$¢ funkcjonalna, fast food rekombinowane biatka, czy produkty spo-
zZywcze powstajace przy zastosowaniu technik inzynierii genetycznej. Okreslenie stop-
nia alergenno$ci poszczegdinych surowcdw i przetwordw spozywczych jest jednym
z podstawowych czynnikéw decydujacych o jakosci produktéw zywnosciowych.

Orzechy arachidowe (4rachis hypogeae) naleza do rodziny roslin straczkowych.
Stanowig warto$ciowy sktadnik zywnosci, ale jednoczesnie sa popularnym zrodlem
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wielu silnych alergenéw. Okoto 7-10% biatka ogodlem zawiera substancje biatkowe
o stwierdzonym charakterze alergennym. Dwoma najbardziej znanymi, wyizolowany-
mi i scharakteryzowanymi alergenami orzechéw arachidowych sg biatka o nazwie Ara
h 11 Arah 2. Alergen Ara h 1 posiada mase czasteczkowg 63,5 kD, a punkt izoelek-
tryczny wynosi 4,55 [4]. W badaniach immunometrycznych ELISA, w ktorych zasto-
sowano przeciwciata monoklonalne wykazano, Ze alergen Ara h 1 posiada cztery rézne
epitopy — miejsca antygenowe [3]. Stwierdzono takze, Ze jest on rowniez catkowicie
odporny na dzialanie wysokiej temperatury [10]. Drugi, bardzo silny alergen, Ara h 2
jest biatkiem o masie czasteczkowej 17 kD i punkcie izoelektrycznym wynoszacym
5,20 [5]. W 1999 r. wykryto kolejny alergen Ara h 3 bgdacy homologiem biatka 11 S
[14]. Ostatnio wyizolowane alergeny wystgpujace w skladzie orzeszkéw arachidowych
oznaczono kolejno Ara h 4 (36 kDa), Ara h 5 ( 14 k Da), Ara h 6 (16 kDa), Arah 7
(14,5 kDa) [9].

Wraz z rozpowszechnianiem sig alergii pokarmowej, zauwaza si¢ wzrost uczulen
spowodowanych spozyciem orzeszkow arachidowych. W Anglii szacuje sig, ze 1,3%
calej populacji cierpi z powodu tego rodzaju alergii, zas§ w Stanach Zjednoczonych ok.
0,4% [13]. W krajach o odmiennych preferencjach pokarmowych problem ten przed-
stawia sig jeszcze inaczej i tak np. w Arabii Saudyjskiej ok. 20% pacjentéw alergikow
cierpi na ten rodzaj alergii. Uczulenia na arachidy sg tam najcz¢Sciej wystepujaca for-
ma choroby powodujaca czeste przypadki anafilaksji [11]. Spozycie nawet niewelkiej
ilosci orzeszkow arachidowych (kilku miligraméw), moze stanowi¢ dawke pobudzaja-
cq reakcje alergiczna organizmu, mogaca doprowadzi¢ poprzez szok anafilaktyczny do
$mierci. Nie zostala okreslona w sposob jednoznaczny ilo$¢ progowa dawki biatka
arachidowego, ktére moze pobudzi¢ organizm do walki z alergenem. U niektorych
pacjentéow dawka 100 mg biatka arachidowego jest w stanie sprowokowaé reakcje
alergiczna, u innych za$ reakcja taka pojawia si¢ dopiero po spozyciu 2 mg bialka.
Zauwazono takze, ze sa pacjenci nie reagujacy na obecno$¢ arachidow nawet po ich
spozyciu w ilosci 50 mg [8]. Praktycznie jedyna skuteczna ochrona, dla oséb cierpia-
cych na alergie pokarmowe wywolywane spozyciem arachidow, jest unikanie kontak-
téw z potencjalnym alergenem. Czesto jednak jest to trudne. Sladowe iloéci orzeszkow
arachidowych moga znajdowac¢ si¢ w réznych produktach pokarmowych, co nie zaw-
sze jest deklarowane na etykiecie towaru, w tym takze napojow i kosmetykow. Mozli-
wos¢ okre$lania obecno$ci arachidow jest niezwykle istotna analiza. Sposrod aktualnie
dostgpnych, najczesciej stosowane sa elektroforeza rakietowa, FPLC i ELISA. Ostatnia
wymieniona metoda wydaje si¢ by¢ najbardziej specyficzna i niezawodna.

Materialy i metody badan

Celem podjetych badan byto okres$lenie zawarto$ci Ara h 1, czyli jednego z gtow-
nych alergendéw orzechéw arachidowych, a takZze oznaczenia tego alergenu w wybra-
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nych surowcach roslinnych i produktach spozywczych przemystu cukierniczego.
Oszacowano roéwniez podobienstwo konformacyjne pomigdzy biatkami wybranych
ro$lin w stosunku do orzechoéw arachidowych oznaczajac poziom reakcji krzyzowych.
Zastosowano immunometryczny test RIDASCREEN® Peanut firmy R-Biopharm. Pod-
stawowa zasada tej metody jest wykorzystanie specyficznej reakcji antygen-
przeciwcialo.

Przygotowanie probek

Do analizy przeznaczono 9 probek surowcéw roslinnych: orzeszki ziemne (4ra-
chis hypogea), migdaly (Amygdalus communis), soje (Glycine max.), owies (Avena),
jeczmien (Hordeum), gryke (Fagopyrum sagittatum), pszeniceg (Triticum), orzech wlo-
ski (Juglans regia), orzech laskowy (Corylus avellana) oraz 10 probek wyrobow cu-
kierniczych takich, jak: czekolady, batoniki i kremy do smarowania pieczywa pocho-
dzace z réznych firm. Wsréd wyrobdow byly takie, dla ktorych producent podawal w
sktadzie obecno$¢ orzeszkéw ziemnych, a takze i takie, ktore nie zawieraty tej deklara-
cji. Ekstrakt wykonany z orzeszkoéw ziemnych potraktowano jako pozytywna probe
kontrolna. Probki zostaly przygotowane zgodnie z wytycznymi zawartymi w instrukcji
wykonania testu [15].

Pobierano ok. 5 g proby, rozdrabniano je, a nastepnie odwazano doktadnie 1 g
i dodawano 20 ml buforu do ekstrakcji, uprzednio podgrzanego do temperatury 60°C.
W czasie 60 minut prowadzono ekstrakcjg stosujac mieszanie proby. Ostatecznie prob-
ke poddawano wirowaniu przez 10 min. przy przyspieszeniu 2500 g. Uzyskany w ten
sposéb supernatant rozcienczano buforem ekstrakcyjnym w stosunku 1:5. Do analizy
metoda ELISA pobierano 100 ml tak przygotowanego ekstraktu.

Metoda ELISA

W badaniach stosowano metode¢ sandwich ELISA. Do wykonania testu wykorzy-
stano mikroptytke pokryta przeciwcialem poliklonalnym, skierowanym do gléwnego
alergenu orzeszkow arachidowych Ara h 1. Nastepnie do czgsci studzienek dodano
roztwory standardu w stezeniach 0, 2, 5, 10, 40, 160 ppm, a do pozostatych przygoto-
wane ekstrakty prob w ilosci 100 pl. Calos¢ inkubowano w czasie 30 minut, w tempe-
raturze pokojowej. W kolejnych etapach analizy mikroptytke ptukano 4 razy i doda-
wano 100 pl koniugatu immunoglobuliny z peroksydaza. Po delikatnym wymieszaniu,
mikroplytke poddawano powtérnej inkubacji w czasie 30 min., w temperaturze poko-
jowej. Powtarzano proces ptukania j.w. i dodawano jednoczesnie do kazdej studzienki
substratu oraz chromogenu zawierajacego tetrametylobenzydyng. Po zmieszaniu oby-
dwu analitow i inkubacji przez 30 min. w temperaturze pokojowej, bez dostepu §wia-
tta, zatrzymywano reakcjg stosujac 1 M kwas siarkowy(VI) w iloéci 100 ml na stu-
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dzienk¢. Pomiaru absorbancji dokonywano wobec proby kontrolnej, przy dtugosci fali
wynoszace] 450 nm. Zawarto$¢ alergenu Ara h 1 w probach okre$lono na podstawie
wyznaczonej krzywej standardowe;j.

Wyniki

W celu ilo§ciowego oznaczenia zawarto$ci alergenu Ara h 1 w badanych prob-
kach wyznaczono krzywa standardowa w zakresie 2,6—160 ppm (rys. 1).
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Rys. 1. Krzywa standardowa do oznaczania alergenu Ara h 1.
Fig. 1.  Standard curve for allergen Ara h 1 content determination.

Zawarto$¢ Ara h 1 oszacowang dla orzeszkéw ziemnych wynoszaca 20 tys ppm
przyjeto jako warto$é proby kontrolnej — pozytywnej (tab. 1). Powyzsza warto$¢ przy-
jeto za 100% przy oznaczaniu poziomu reakcji krzyzowych (tab. 2).

Podczas przeprowadzonych badan analizie poddano 19 probek, w tym 9 z nich
stanowily surowce roslinne, za$ pozostate to wyroby cukiernicze takie jak: czekolady,
batoniki i kremy do smarowania pieczywa, ktorych nazwy oraz producenci znajduja
si¢ w kartotece autoréw. Niektore wyroby cukiernicze mialy zadeklarowang w swoim
sktadzie obecno$¢ orzeszkdw arachidowych, inne za$ nie.

W tab. . przedstawiono wyniki dotyczace ilo§ciowego udzialu alergenu Ara h 1
w poszczegoOlnych probkach. Stwierdzono, ze ekstrakty przygotowane z niektdrych
surowcow, takich jak jeczmien (Hordeum), gryka (Fagopyrum sagittatum), pszenica
(Triticum), orzech wloski (Juglans regia) 1 orzech laskowy (Corylus avellana) nie re-
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agowaly z przeciwcialem skierowanym do badanego alergenu (tab. 1). Jest to jedno-
znaczne z tym, ze nie stwierdzono wystepowania reakcji krzyzowych pomiedzy eks-
traktami biatkowymi wyzej wymienionych roslin, a ekstraktem z orzeszkéw arachido-
wych (tab. 2). Badane produkty cukiernicze w wyniku dokonanej analizy zostaty po-
dzielone na dwie grupy. Pierwsza stanowilty produkty o wzglednie niskiej zawarto$ci

Tabelal

Wyniki oznaczania alergenu Ara h 1 w wybranych surowcach i produktach przy uzyciu testu
RIDASCREEN Peanut, firmy R-Biopharm GmbH.

Content of Ara h 1 allergen in selected raw materials and sweet confectionery products by RIDASCREEN
Peanut test (firm R-Biopharm GmbH).

Badane gru Wynik Sredni Zaz;:;aretgzc
Erupy Surowiec / produkt* absorbangji &
Sampled . . Content of
FouDs Raw material / sweet confectionery product Absorbance alleroen
group 450 nm g
ppm
Grupa surowcoéw nie wykazujacych reakcji krzyzowych z Ara h 1
1. jeczmieh — Hordeum 0,141 0
2. gryka - Fagopyrum sagittatum 0,158 0
A 3. pszenica — Triticum 0,153 0
4. orzech wloski - Juglans regia 0,158 0
5. orzech laskowy - Corylus avellana 0,169 0

Grupa surowcow i produktéw zawierajacych “$rednia” ilos¢ alergenu, badz reagujacych krzyzowo
zArahl

6. owies — Avena 0,291 400
7. soja - Glycine max. 0,519 1500
B 8. orzechowo-czekoladowy krem do smarowania — 1 0,483 1000
9. czekolada petnomieczna z orzechami laskowymi 0,516 1100
10.czekolada mleczna 0,617 1700
11. czekolada deserowa 1,425 7000
Grupa surowcow i produktéw zawierajacych “duza” ilo§¢ alergenu
12.migdaty - Amygdalus communis 1,822 11000
13.batonik z orzeszkami ziemnymi- “P” 2,036 15000
14.batonik z orzeszkami ziemnymi -"K" 2,082 16000
C 15.orzechowo-czekoladowy krem do smarowania — 2 2,087 16000
16.czekolada z orzeszkami ziemnymi - “F” 2,125 17000
17.czekolada z orzeszkami ziemnymi - “A” 2,189 18000
18.czekolada mieczna z bakaliami 2,189 18000
Produkt odniesiena - préba kontrolna
D | 19. orzeszki ziemne - Arachis hypogea 2,195 >20000

* przy nazwach surowcéw pominigto nazwy gatunkowe, natomiast wyszczegdlniajac kolejne produkty
cukiernicze zastospwano nazwy ogélne bez podawania firm produkujacych w/w wyroby.
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alergenu. Byly to: orzechowo-czekoladowy krem do smarowania pieczywa 1 (1000
ppm), czekolada pelnomleczna z orzechami laskowymi (1100 ppm), czekolada mlecz-
na (1700 ppm) i czekolada deserowa (7000 ppm) (tab. 1). Pierwszy z wyzej wymienio-
nych produktéw - krem do smarowania — zawieral w swoim skladzie informacje
o obecnosci orzeszkéw arachidowych, a wiec pozytywny wynik byt spodziewany.
W pozostatych produktach nie deklarowano zawarto$ci arachidéw, a jednak zaobser-
wowano bardzo wyrazng reakcjg z przeciwciatem. Uzyskane dane wskazujg na obec-
no$¢ determinanty antygenowej reagujacej tak, jak Ara h 1. Druga grupg produktow
stanowily stodycze o skladzie wskazujacym na uzycie orzeszkéw arachidowych jako
jednego ze sktadnikow. Byly to dwa rézne batoniki oznaczone w tab. 1 jako “P” i “K”,
orzechowo-czekoladowy krem do smarowania pieczywa 2, dwie rozne czekolady z
arachidami oznaczone jako “F” i “A”, oraz czekolada mleczna z bakaliami. Zawarto$¢
oznaczonego alergenu Ara h 1 dla tych produktéw miescila si¢ w granicach 1500-1800
ppm (tab. 1).

Tabela 2

Poziom reakcji krzyzowych pomiedzy proba kontrolna tj. orzeszkami ziemnymi, a wybranymi surowca-
mi.

Cross reactivity between control sample (peanut) and selected raw materials.

Lp. Surowiec Poziom reakcji krzyzowych
Sample number Raw material Cross reactivity(%)

1. Orzeszki ziemne - Arachis hypogea 100,0

2. Migdaly - Amygdalus communis 55,0

3. Soja - Glycine max. 7,5

4, Owies — Avena 2,0

5. Jeczmien — Hordeum 0,0

6. Gryka - Fagopyrum sagittatum 0,0

7. Pszenica — Triticum 0,0

8. Orzech wloski - Juglans regia 0,0

9. Orzech laskowy - Corylus avellana 0,0

Bardzo wysoki stopieni reakcji krzyzowych, bo az 55% stwierdzono pomigdzy
badanym alergenem, a ekstraktem uzyskanym z migdatow (Amygdalis communis).
Trudno jest wytlumaczy¢ to podobienstwo immunologiczne dwéch roélin nalezacych
do odmiennych rodzin botanicznych. Migdaty zaliczane sa do rodziny rdézowatych
(Rosaceae), za§ orzeszki arachidowe do motylkowatych (Leguminoseae). Jednakze
okazalo sig, ze determinanty ujawione w ekstraktach biatkowych obydwu surowcoéw sa
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na tyle zblizone do siebie pod wzglgdem immunologicznym, Zze wystgpuje reakcja
z przeciwciatem skierowanym do Ara h 1.

Oczekiwanym rezultatem wydaje sie by¢ reakcja krzyzowa, na poziomie 7,5%
odnotowana w przypadku ekstraktu z soi (Glycine max.). Obydwie rosliny tj. orzeszki
ziemne i soja naleza do tej samej rodziny Leguminoseae, co wyjasnia ich podobien-
stwo w ujawnionych determinantach biatkowych. Ekstrakt biatkowy z owsa pochodza-
cego z rodziny wiechlinowatych (traw) odznaczat si¢ niewielkim podobienstwem im-
munologicznym do orzeszkéw ziemnych. Zaobserwowana w tym przypadku reakcja
krzyzowa wynosita 2,0%.

Dyskusja

W ciagu ostatnich 15 lat alergia pokarmowa upowszechnila si¢ jako jednostka
chorobowa i jest postrzegana jako problem spoleczny. Jej wystgpowanie w duzej mie-
rze uzaleznione jest aktualnie od wielu czynnikéw, wsrdd ktoérych nalezy wyrdznié
nowe zwyczaje dietetyczne, stosowanie dodatkéw do Zywnosci takich, jak kazeiniany,
lizozym, alfa-amylaza, a takZze procesy technologiczne stosowane podczas przerobu
surowcodw zywnosciowych, ktére mogg powodowac powstawanie neo-alergenow [12].

Orzeszki arachidowe ze wzgledu na swoje walory sensoryczne sa coraz chgtniej
uzywanym dodatkiem do réZnych rodzajéw Zywnos$ci. Stanowia takze zrodlo taniego
i wartoéciowego biatka roslinnego. Jednoczesnie charakteryzuja si¢ pozadana cechg
zmiany lepkosci zywnosci, do ktorej sa stosowane. Szczegélnie czgsto wystgpuja
w potrawach kuchni azjatyckiej i amerykanskiej [1].

W pracy poddano analizie rézne wyroby czekoladowe. Produkty, w ktérych skla-
dzie firmy nie deklarowaly obecnosci orzeszkéw arachidowych, takze wykazywaly
obecno$¢ alergenu arachidowego Ara h 1, na dosy¢ wysokim poziomie 1100-7000
ppm. Niektérzy z autorow podaja jako przyczyng takiego stanu rzeczy mimowolne
zanieczyszczenie linii produkcyjnej czasteczkami biatka orzeszkéw arachidowych
[12]. Inni za$ podkreslajg istotny i bardzo trudny do analizy problem tzw. “ukrytych
alergenéw” [1, 2, 7). Pojawila si¢ konieczno$¢ oznaczania dokladnego sktadu surow-
cowego poszczegolnych produktéw na ich etykietach, z uwzglednieniem produktow
o potencjale alergennym. Wydaje sig by¢ to koniecznym warunkiem mogacym pomoéc
w doborze prawidlowej diety, gtéwnie dla ludzi cierpiacych na schorzenia alergiczne.
Podstawg prawidlowego leczenia jest unikanie jakiegokolwiek kontaktu z substancja
wywolujaca alergig. Prawo szwajcarskie wymaga, aby na etykiecie towaru byly wy-
szczegblnione wszystkie skladniki, ktore zostaly zastosowane w wyrobie, w ilosci po-
wyzej 2% ogoblnej masy. W przypadku tzw. “mieszaniny warzywnej” deklarowana jej
ilo$¢ winna byé¢ podawana na etykiecie powyzej 10% ogélnej masy. W przypadku
dodatku do zywno$ci orzeszkéw ziemnych pojawia sig¢ problem, albowiem arachidy sa
zaliczane do rodziny botanicznej roélin straczkowych, natomiast jako dodatek do wy-
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robéw nie wystgpuja zazwyczaj w ilosci powyzej 10%. Tym samym nie ma potrzeby
zaznaczania ich obecno$ci na etykiecie towaru. Biorac pod uwage aspekty zdrowotne
koniecznym wydaje si¢ wprowadzenie zmian legislacyjnych [7]. W probkach produk-
tow czekoladowych wytworzonych w Polsce, w ktorych sktadzie zaznaczono obecno$é
orzeszkdéw arachidowych, podczas analizy immunometrycznej stwierdzono obecnos$¢
alergenu Ara h 1 na poziomie 15000-18000 ppm. Ostatnio metody analityczne z wy-
korzystaniem reakcji antygen-przeciwcialo w analizie Zywnosci staja si¢ coraz po-
wszechniejsze. Oprocz zastosowanego w badaniach wlasnych testu firmy
R-Biopharm, sa dost¢pne rowniez testy innych firm m.in., Prolab (Kanada), TNO
(Holandia), Cortecs (Wielka Brytania). Roznig si¢ one rodzajem oraz czuloscia stoso-
wanych metod immunometrycznych [9].

Waznym problemem dla pacjentéw cierpigcych z powodu alergii sa tzw. reakcje
krzyzowe. NajczgSciej wystgpuja one pomigdzy biatkami roélin nalezacymi do tej sa-
mej rodziny gatunkowej [16]. Tak jest w przypadku orzeszkow arachidowych i soi,
albowiem obydwa gatunki naleza do ro$lin straczkowych (Leguminoseae). Potwier-
dzaja to takze badania innych laboratoriéw [6]. Swiadczy to o podobiehstwie immu-
nologicznym obydwu roélin i mozliwoséci wystapienia reakcji alergicznej po spozyciu
produktow reagujacych krzyzowo. Wystgpowanie reakcji krzyzowych stwierdzono
takze w przypadku owsa i migdatoéw, aczkolwiek rosliny te reprezentuja odmienne
gatunki.

Podsumowanie

W wyniku przeprowadzonych analiz stwierdzono przydatno$¢ metody immuno-
metrycznej ELISA do oznaczania §ladowych ilo§ci gldwnego alergenu orzeszkow ara-
chidowych Ara h 1. Test RIDASCREEN® Peanut firmy R-Biopharm jest tatwy i
szybki w wykonaniu oraz odznacza si¢ powtarzalno$cia wynikow. Wobec tego nadaje
si¢ do monitoringowego oznaczania gtéwnego alergenu arachidéw w surowcach ro-
$linnych i produktach przemyshu cukierniczego.

Podzigkowania

Autorzy sktadajq serdeczne podziekowania firmie NOACK Polen Sp. z o.0. za bez-
platne przekazanie testu RIDASCREEN® Peanut firmy R-Biopharm, umozliwiajqcego
wykonanie badan w Zakladzie Enzyméw i Alergenéw Zywnosci, Instytutu Rozrodu Zwie-
rzaqt i Badan Zywnosci PAN w Olsztynie.
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Summary

Possibillities of applying immunoreactive RIDASCREEN® Peanut test (firm R-Biopharm) to deter-
mine the main peanut allergen Ara h 1 content in raw plant material and sweet confectionery were de-
scribed in the present work. The 19 samples were estimated by sandwich ELISA method (9 raw materials
10 chocolate products, chocolate bars and sweet cream spreads). The Ara h 1 was presente in all sweet
confectionery samples, even in those, which were not declared to contain it. Three raw materials (almond
- Amygdalus communis, soy - Glycine max, oat - Avena) cross reacted with Ara h 1 antibody.



