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Hulín, P. – Dostálek, P. – Hochel, I.: Stanovení prolaminů ječmene v pivu a pivovarských materiálech. Kvasny Prum. 53, 2007, č. 9, s.
273–276.

Práce se zabývá možnostmi imunochemické detekce hordeinové frakce bílkovin ječmene a případných štěpných derivátů, respektive cha-
rakterizací monoklonálních protilátek připravených za účelem vývoje rychlého, specifického a citlivého stanovení hordeinových bílkovin v po-
travinářství, konkrétně v pivu.

Byla vyvinuta metoda nepřímé kompetitivní ELISA prolaminů ječmene a stanoveny pracovní koncentrace všech imunoreagencií. Dále byly
testovány křížové interakce jednotlivých monoklonálních protilátek s proteiny ostatních cereálií. Detekční limit metody činil 2 ppm, přičemž li-
neární rozsah kalibrační křivky se pohybuje v rozmezí 1–100 ppm.

Hulín, P. – Dostálek, P. – Hochel, I.: Determination of Barley Prolamins in Beer and Brewing Materials. Kvasny Prum. 53, 2007, No. 9,
p. 273–276.

The work deals with the possibilities of immunochemical detection of hordein fractions of barley proteins and possible cleavage derivates,
or more precisely by characterization of monoclonal antibodies prepared for the purpose of a rapid, specific and sensitive determination of
hordein proteins in the food industry, specifically in beer.

A method of indirect competitive ELISA for barley prolamins has been developed and working concentrations of all immunoagents have
been determined. Further to this, cross interactions of particular monoclonal antibodies with the proteins of the other cereals have been tes-
ted. The detection limit of the method was 2 ppm with the linear range of the calibration curve ranging from 1 to 100 ppm.

Hulín, P. – Dostálek, P. – Hochel, I.: Die Bestimmung von Gerstenprolamins im Bier und in den Braumaterials. Kvasny Prum. 53, 2007,
Nr. 9, S. 273–276.

In diesem Artikel beschreiben die Verfasser die Möglichkeiten einer Detektion der Hordeinsfraktion von Gersteneiweißstoffen und etwai-
geren spaltbaren Derivats, beziehungsweise die Charakterisierung der monoklonalen Gegenstoffen, die mit dem Ziel der Entwicklung einer
schnellen, spezifischen und empfindlichen Bestimmung von Hordeinseiweißstoffen in der Lebensmittelindustrie, konkret im Bier vorbereitet
wurden.

Weiterhin wurden eine Methode der undirekten kompetitiven ELISA Gerstenprolamins entwickelt und die Arbeitskonzentrationen von al-
len Reagens festgestellt. Weiter wurden die Kreuzwechselwirkungen von einzelnden monoklonalen Gegenstoffen mit den Proteins der an-
deren Zerealien getestet. Das Detektionslimit der Methode war 2 ppm, anbei der linearer Bereich der Kalibrierungskurve im Bereich 1–100
ppm lag.
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2007, çÓ. 9, ÒÚ. 273–276.

ëÚ‡Ú¸fl Á‡ÌËÏ‡ÂÚÒfl ‚ÓÁÏÓÊÌÓÒÚÂÈ ËÏÏÛÌÓıËÏË˜ÂÒÍÓ„Ó ‰ÂÚÂÍÚËÓ‚‡ÌËfl „Ó‰ÂËÌÓ‚ÓÈ Ù‡ÍˆËË ·ÂÎÍÓ‚ fl˜ÏÂÌfl Ë ‚ÓÁÏÓÊÌ˚ı
‡Ò˘ÂÔÎÂÌÌ˚ı ‰ÂË‚‡ÚÓ‚, ËÎË ÊÂ ı‡‡ÍÚÂËÁ‡ˆËÂÈ ÏÓÌÓÍÎÓÌ‡Î¸Ì˚ı ‡ÌÚËÚÂÎ ÔÓ‰„ÓÚÓ‚ÎÂÌÌ˚ı Ò ˆÂÎ¸˛ ‡Á‡·ÓÚ‡Ú¸ ·˚ÒÚÓÂ,
ÒÔÂˆËÙË˜ÂÒÍÓÂ Ë ˜Û‚ÒÚ‚ËÚÂÎ¸ÌÓÂ ÓÔÂ‰ÂÎÂÌËÂ „Ó‰ÂËÌÓ‚˚ı ·ÂÎÍÓ‚ ‚ ÔË˘Â‚ÓÈ ÔÓÏ˚¯ÎÂÌÌÓÒÚË, ËÏÂÌÌÓ ‚ ÔË‚Â.

ëÓÁ‰‡Ì ÏÂÚÓ‰ ÍÓÒ‚ÂÌÌÓÈ ÍÓÌÍÛÂÌÚÓÒÔÓÒÓ·ÌÓÈ ELISA ÔÓÎ‡ÏËÌÓ‚ fl˜ÏÂÌfl Ë ÓÔÂ‰ÂÎÂÌ˚ ‡·Ó˜ÂÂ ÍÓÌˆÂÌÚ‡ˆËË ‚ÒÂı ËÏÏÛÌÓ-
Â‡„ÂÌˆËÈ. Ñ‡ÎÂÂ ÚÂÒÚËÓ‚‡Ì˚ ÔÂÂÍÂÒÚÌ˚Â ‚Á‡ËÏÓ‰ÂÈÒÚ‚Ëfl ÓÚ‰ÂÎ¸Ì˚ı ‡ÌÚËÚÂÎ Ò ÔÓÚÂËÌ‡ÏË ‰Û„Ëı ˆÂÂ‡ÎËÈ. ãËÏËÚ ‰ÂÚÂÍÚË-
Ó‚‡ÌËfl ÒÓÒÚ‡‚ÎflÎ 2 ppm, ÎËÌÂÈÌ˚È ‰Ë‡Ô‡ÁÓÌ Í‡ÎË·Ó‚Ó˜ÌÓÈ ÍË‚ÓÈ ÍÓÎÂ·‡ÂÚÒfl ‚ ÔÂ‰ÂÎ‡ı ÓÚ 1–100 ppm.
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1 ÚVOD

Prolaminová frakce bílkovin pšenice (gliadin), ječmene (hordein)
a žita (secalin) vykazuje toxické účinky u osob s onemocněním ce-
liakie.Toto geneticky podmíněné onemocnění, zvané též gluten sen-
sitivní enteropatie, má za následek intoleranci pacientů vůči lepku,
respektive prolaminové frakci pšenice, ječmene, žita a ovsa, která
se projevuje vymizením střevních klků a mikroklků, snížením schop-
nosti vstřebávání živin a celou řadou doprovodných chorob. V sou-
časné době se předpokládá výskyt celiakie v evropské populaci
okolo 0,5 %.

Hordeiny jsou bílkovinnou frakcí ječmene, která se vyznačuje ne-
rozpustností ve vodných roztocích solí a zároveň je rozpustná ve vod-
ném roztoku ethanolu. Z hlediska aminokyselinového složení je pro
tyto proteiny typický vysoký obsah glutaminu a prolinu.

Elektroforetické a chromatografické analytické metody jsou využí-
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1 INTRODUCTION

The prolamin fraction of wheat proteins (gliadin), barley proteins
(hordein) and rye proteins (secalin) show toxic effects to persons ha-
ving coeliac disease.This genetically conditioned disease, also known
as gluten-sensitive enteropathy, results in the intolerance of the pati-
ent to gluten or more precisely to the prolamin fraction of wheat, bar-
ley, rye and oats, causing disappearing of intestinal villi and micro villi
and reducing the capability of absorption of nutrients, together with
a number of additional diseases. Nowadays it is supposed that about
0.5 % of the population in Europe suffers from coeliac disease.

Hordeins are protein fractions of barley that can be characterized
by their insolubility in aqueous solutions of salts and by their solubi-
lity in the aqueous solution of alcohol on the other hand. In terms of
amino acid composition, a high content of glutamine and proline is
typical for these proteins.
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vány pro podrobnější frakcionaci hordeinů na základě jejich moleku-
lové hmotnosti. Pro citlivé a specifické stanovení hordeinů a jejich de-
rivátů z hlediska jejich alergenních účinků se používají imunoche-
mické metody. V nedávné době bylo vyvinuto velké množství ELISA
(enzyme linked immunosorbent assay) metod, obzvláště za účelem
kvantifikace pšeničných prolaminů v potravinách. Tato stanovení bý-
vají založena obvykle na monoklonální protilátce, jejíž vlastnosti
a možnosti se pro různé práce různí [1, 2, 3]. Menší pozornost byla
věnována analýze prolaminů ostatních toxických cereálií (žito, ječ-
men), a determinace těchto bílkovin a peptidů v pivu je probádána
podstatně méně [4, 5].

Existence citlivých a rychlých analytických metod, vhodných pro
stanovení těchto alergenních bílkovin, je základním předpokladem pro
stanovení limitní koncentrace reziduí prolaminů v bezlepkových po-
travinách.

Do piva přecházejí rozpustné proteiny a peptidy sladu a kvasnic,
které jsou zároveň dostatečně stabilní vůči aktivitě proteolytických
enzymů, teplotě a pH prostředí v průběhu pivovarského procesu.
Technologický význam těchto látek spočívá v ovlivnění tvorby a sta-
bility pěny, možnosti vzniku koloidních zákalů a podpoře plnosti chuti
piva. Mezi zákalotvorné peptidy patří především hordeinové peptidy,
které se vyznačují vysokým obsahem glutaminu a prolinu. Vlastnosti
pivní pěny ovlivňují protein Z, dále pak níže- i výšemolekulární deri-
váty hordeinů.

Analytické metody se zaměřují buď na stanovení celkových prote-
inů piva (metoda Bradfordové, absorbance při 280 nm, Lowryho me-
toda apod.), nebo na stanovení jednotlivých bílkovinných frakcí. Pro
frakcionaci a následnou detekci proteinů a peptidů se využívá elekt-
roforetických, chromatografických, případně imunochemických me-
tod.

Cílem předkládané práce bylo vyvinout metodu enzymového imu-
nochemického stanovení prolaminů ječmene. Pro tyto účely byly při-
praveny a charakterizovány monoklonální protilátky.

2 EXPERIMENTÁLNÍ ČÁST

2.1 Extrakce prolaminové frakce

Mouka ječmene, případně jiných obilovin, byla nejprve zbavena li-
pidového podílu pětihodinovou extrakcí petroletherem a následně
podrobena extrakci fosfátovým pufrem (0,4 M NaCl + 0,034 M K2HPO4

+ 0,033 M Na2HPO4.12 H2O; pH ~ 7,6) pro odstranění bílkovin albu-
minové a globulinové frakce. Zbylý materiál byl poté třikrát extraho-
ván 60% ethanolem. Získaný extrakt byl filtrován a roztok odpařen na
vakuové odparce při teplotě 30 °C.

2.2 SDS-PAGE a western blot

Diskontinuální SDS-PAGE byla provedena podle postupu uvede-
ného v literatuře [6]. Elektroforéza byla prováděna na 4% zaostřova-
cím a 15% separačním gelu, při konstantním napětí 200 V na přístroji
Mini-Protean II (Bio-Rad Laboratories, USA). Pro stanovení moleku-
lárních hmotností separovaných buněčných proteinů byly použity
standardy SDS-PAGE Molecular Weight Standards Broad Range (Bi-
oRad Laboratories, USA).

Western blot byl proveden na stejném zařízení jako SDS-PAGE
přenosem bílkovin z gelu na PVDF membránu po dobu 1 h za kon-
stantního napětí 100 V a následně barvením pomocí monoklonální
protilátky. Volná vazebná místa membrány byla nejdříve maskována
3% roztokem BSA v PBS (1 h), dále byla membrána inkubována se
zředěným roztokem protilátky (c ~ 10 µg/ml v 3% BSA/PBS) po dobu
2 h při pokojové teplotě, promyta 2x5 min v PBS, 2x5 min v deioni-
zované vodě a 2x5 min v PBS. Následně byla membrána inkubována
se zředěným konjugátem (SWAM, křenová peroxidasa, 8 µg/ml v 3%
BSA-PBS) po dobu 2 h při pokojové teplotě, promyta 3° 10 min v PBS
a přelita 5 ml substrátu (3 mg 3-amino-9-ethylkarbazolu, 1 ml for-
mamidu, 4 ml 0,05 M acetátového pufru a 7 µl H2O2, konečná kon-
centrace ~ 0,004 %) po dobu 10 min při pokojové teplotě. Obarvená
membrána byla promyta v deionizované vodě a skladována při tep-
lotě 4 °C.

2.3 Nepřímá kompetitivní ELISA

Proteiny prolaminové frakce rozpuštěné v 60% ethanolu, a ná-
sledně ředěné 0,01 M PBS pH 7,4 na koncentraci 12,5 µg/ml byly
imobilizovány na povrch mikrotitrační destičky pasivní adsorpcí
přes noc při teplotě 4 °C. Povrch jamek byl třikrát promyt PBS,
a poté byl sycen 1% roztokem hovězího sérového albuminu po

Electrophoretic and chromatographic analytical methods are used
for finer fractionation of hordeins according to their molecular weight.
For sensitive and specific determination of hordeins and their deri-
vates in terms of their allergenic effects, immunochemical methods
are used. Recently, a great number of ELISA (enzyme linked immu-
nosorbent assay) has been developed, especially for the purpose of
quantification of wheat prolamins in foods. These determinations are
usually based on a monoclonal antibody, properties and possibilities
of which are different for each determination [1, 2, 3]. Less attention
was paid to the analysis of prolamins of the other toxic cereals (rye,
barley) and the determination of these proteins in beer has been re-
searched significantly less [4, 5].

The existence of sensitive and rapid analytical methods suitable
for the determination of these allergenic proteins is the fundamental
prerequisite for the determination of the limit concentration of prola-
min residues in gluten-free foods.

Soluble proteins and peptides from malt and yeast are transferred
into beer and they are sufficiently stable against the activity of pro-
teolytic enzymes, temperature and pH value during the brewing pro-
cess. The technological importance of the substances lies in the in-
fluence of foam formation and its stability, in the possibility of the
formation of colloidal haze and in the support of beer palatefulness.
Haze-forming peptides are primarily represented by hordein peptides
being characterized by a high content of glutamine and proline. The
properties of beer foam are affected by the Z protein, low-molecular-
weight as well as higher-molecular-weight hordein derivates.

The analytical methods are aimed at the determination of total pro-
teins of beer (the method by Bradford, absorbance at 280 nm, the
method by Lowry, etc.) or at the determination of individual protein
fractions. Electrophoretic, chromatographic or immunochemical met-
hods are used for fractionation and subsequent detection of proteins
and peptides.

The aim of the submitted work is to develop a method of enzyma-
tic immunochemical determination of barley prolamins. For this pur-
pose, monoclonal antibodies have been prepared and characterized.

2 EXPERIMENTAL PART

2.1 Extraction of prolamin fraction

First of all, the lipid fraction in barley flour or in flour of some other
cereals was removed by a five-hour extraction by petrol ether, follo-
wed by extraction by phosphate buffer (0,4 M NaCl + 0.034 M K2HPO4

+ 0.033 M Na2HPO4.12 H2O; pH ~ 7,6) to remove the proteins of al-
bumin and globulin fractions. Afterwards, the remaining material was
extracted three times by 60 % alcohol. The obtained extract was fil-
tered and the solution was evaporated on a vacuum evaporator at
a temperature of 30 °C.

2.2 SDS-PAGE and western blot

Discontinuous SDS-PAGE was carried out according to the pro-
cedure given in literature [6]. Electrophoresis on a 4% focusing gel
and a 15% separating gel at a constant voltage of 200 V on the Mini-
Protean II apparatus (Bio-Rad Laboratories, USA). For the determi-
nation of molecular weights of separated cell proteins, standards
SDS-PAGE Molecular Weight Standards Broad Range (BioRad La-
boratories, USA) were used.

Western blot was carried out on the same apparatus as the SDS-
PAGE by transferring the proteins from the gel on a PVDF membrane
for 1 hour under a constant voltage of 100 V, followed by colouring by
a monoclonal antibody. The free bonding positions of the membrane
were first masked by a 3% solution of BSA in PBS (1 hour) and the
membrane was incubated with a diluted solution of the antibody (c ~
10 µg/mL in 3% BSA/PBS) for 2 hours at room temperature, washed
2x5 min by PBS, 2x5 minutes in deionised water and 2x5 min in PBS.
Then, the membrane was incubated with a diluted conjugate (SWAM,
horseradish peroxidase, 8 µg/mL in 3% BSA-PBS) for 2 hours at room
temperature, then washed by PBS 3x10 min and 5 mL of substrate
was poured on it (3 mg of 3-amino-9-ethyl-carbazole, 1 mL of forma-
mide, 4 mL of 0.05 M of acetate buffer and 7 µL of H2O2, final con-
centration ~ 0.004 %) for 10 minutes at room temperature. The co-
loured membrane was washed by deionised water and stored at 4 °C.

2.3 Indirect competitive ELISA

The proteins of the prolamin fraction dissolved in 60 % ethanol and
then diluted by 0.01 M PBS with pH 7.4 to the concentration of
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dobu 1 h při laboratorní teplotě.
Po promytí bylo do jamek de-
stičky aplikováno 50 µl stan-
dardu (proteiny prolaminové
frakce) a 50 µl monoklonální
protilátky o koncentraci 1,25
µg/ml. Vzorky byly inkubovány
1 h při laboratorní teplotě. Po
trojnásobném promytí jamek
roztokem PBS, který obsahoval
0,05 % Tween 20 (PBST), bylo
aplikováno 100 µl prasečích
IgG proti myším imunoglobuli-
nům značených peroxidasou
o koncentraci 4 µg/ml. Obsah
jamek byl inkubován 1 h při la-
boratorní teplotě, poté byly
jamky promyty 4x PBST. Nako-
nec bylo aplikováno 100 µl sub-
strátu pro peroxidasu (5 mg
OPD, 10 µl 30% H2O2, 10 µml
fosfát-citrátového pufru pH
~5,0) a po 20 minutách inku-
bace při laboratorní teplotě byla
enzymová reakce zastavena
přídavkem 50 µl 0,2 M H2SO4.
Absorbance byla měřena při vlnové délce 492 nm.

3 VÝSLEDKY A DISKUSE

Pomocí SDS-PAGE byly rozděleny frakce bílkovin piva a prolaminů
sladu, ječmene a dalších obilovin (obr. 1, obr. 2). Elektroforetický záz-
nam prolaminových bílkovin ječmene obsahoval frakce o molekulové
hmotnosti v rozsahu 37–49 kDa a 16 kDa a dále minoritní podíl pro-
teinů o molekulové hmotnosti 18, 19 a 22 kDa. SDS-PAGE vzorku
piva (obr. 1) rozdělila přítomné proteiny na hlavní frakci v rozmezí mo-
lekulové hmotnosti 40–45 kDa, odpovídající nejspíše proteinu Z,
a dále řadu vedlejších frakcí o nižší molekulové hmotnosti např. okolo
6 a 9 kDa (lipid transfer protein LTP2, LTP1) [5]. Intaktní prolaminové
bílkoviny nebyly zaznamenány ve vizualizovatelné koncentraci, lze
ovšem předpokládat možný výskyt štěpných derivátů hordeinů v níz-
komolekulární oblasti pod 20 kDa.

Byly připraveny monoklonální protilátky proti ethanolovému ex-
traktu bílkovin ječmene a studována jejich interakce s prolaminy ječ-
mene, pšenice, žita a dalších obilovin a s bílkovinami obsaženými
v pivu a v ethanolovém extraktu sladu. Monoklonální protilátky vy-
kazují křížové interakce s prolaminovými extrakty ovsa, rýže a velmi
slabé interakce s proteiny pohanky (obr. 3).Vzhledem k heterogenní
povaze homologního i heterologního antigenu však není možné kří-
žové interakce monoklonální protilátky kvantifikovat, je možno je
charakterizovat tvarem křivky relativního nasycení v závislosti na
koncentraci kompetujícího antigenu (obr. 5). Vlivem značné struk-
turní podobnosti repetitivních domén hordeinu, gliadinu a secalinu
jsou křížové reakce v rámci této skupiny látek v zásadě ekvivalentní.

Byla vyvinuta metoda nepřímé kompetitivní ELISA prolaminů ječ-
mene a stanoveny pracovní koncentrace všech imunoreagencií. De-

12,5 µg/mL were immobilized
overnight on the surface of
a micro-titration plate by passive
adsorption at 4 °C. The surface
of the wells was washed by PBS
three times and then it was sa-
turated by a 1% solution of bo-
vine serum albumin for 1 hour at
laboratory temperature. After
rinsing, 50 µL of standard and
50 µL of the monoclonal anti-
body with a concentration of
1.25 µg/mL were applied into
the plate wells (prolamin fraction
proteins). The samples were in-
cubated for 1 hour at laboratory
temperature.After triple washing
of the wells by PBS containing
0.05 % Tween 20 (PBST), 100
µL of pig IgG were applied aga-
inst mouse immunoglobulines la-
beled with peroxidase, concent-
ration 4 µg/mL.

The content of the wells was
incubated 1 hour at laboratory
temperature, then the hollows

were washed four times by PBST. Finally, 100 µL of substrate for pe-
roxidase (5 mg of OPD, 10 µL of 30% H2O2, 10 mL of phosphate-ci-
tric buffer, pH ~5,0) were applied and after 20 minutes of incubation
at laboratory temperature, the enzymatic reaction was stopped by
adding of 50 µL of 0.2 M H2SO4. The absorbance was measured at
the wave length of 492 nm.

3 RESULTS AND DISCUSSION

The fractions of beer proteins as well as prolamins of malt, barley
and other cereals (Fig. 1, Fig. 2) were separated by means of SDS-
PAGE. An electrophoretic record of prolamin proteins of barley conta-
ined fractions with molecular weights of 18, 19 and 22 kDa. The SDS-
PAGE of a beer sample (Fig. 1) divided the present proteins into the
main fraction with the range of molecular weights of 40–45 kDa, in all
probability corresponding to the Z protein, and into a number of se-
condary fractions with a lower molecular weight, e.g. 6 and 9 kDa (li-
pid transfer protein LTP2, LTP1). Intact prolamin proteins were not iden-
tified in a visualizable concentration, but possible occurrence of hordein
cleavage derivates in the low-molecular range under 20 kDa can be
assumed.

Monoclonal antibodies were prepared against ethanol extract of bar-
ley proteins and their interactions with prolamins of barley, wheat, rye
as well as other cereals and with the proteins contained in beer and
the ethanol extract of malt were studied. Monoclonal antibodies show
cross interactions with prolamin extracts of oat, rice and very weak in-
teractions with buckwheat proteins (Fig. 3). But due to heterogeneous
nature of the homologous and heterologous antigens it is not possible
to quantify the cross interactions of the monoclonal antibody, they can
be characterized by the shape of the curve of relative saturation de-

KVASNÝ PRŮMYSL 275
roč. 53 / 2007 – číslo 9

200,0 kDa

116,0 kDa
 97,5 kDa

 66,2 kDa

 45,0 kDa

 31,0 kDa

 21,5 kDa

 14,4 kDa

  6,5 kDa

200,0 kDa

116,0 kDa
 97,5 kDa

 66,2 kDa

 45,0 kDa

 31,0 kDa

 21,5 kDa

 14,4 kDa

  6,5 kDa

M M M MP PSl SlJ J

SDS-elektroforesa v 15% polyakrylamidovém gelu ; M - markery ;

J - etanolový extrakt prolamin  je mene ; Sl - etanolový extrakt prolamin

je ného sladu ; P - vzorek piva nestab. ležák 

200,0 kDa

116,0 kDa
 97,5 kDa

 66,2 kDa

 45,0 kDa

 31,0 kDa

 21,5 kDa

 14,4 kDa

  6,5 kDa

200,0 kDa

116,0 kDa

 97,5 kDa

 66,2 kDa

 45,0 kDa

 31,0 kDa

 21,5 kDa

 14,4 kDa

  6,5 kDa

M M RK é J Pš M MO

Obr. 1 / Fig. 1 SDS-PAGE ječných a sladových prolaminů a proteinů
piva / SDS-PAGE of barley and malt prolamins and beer proteins

Obr. 2 / Fig. 2 SDS-PAGE prolaminů různých cereálií / SDS-PAGE of
prolamins of various cereals

SDS-electrophoresis in 15% polyacrylamide gel; M – markers;
J – barley prolamin ethanol extract; SI – barley malt prolamin ethanol extract;
P – unstabilized lager beer sample

SDS-PAGE parallel to D9 antibody (pH ~ 3); M – markers; K – maize ethanol extract; R – rice
ethanol extract; O – oat ethanol extract; Ž – rye ethanol extract; J – barley ethanol extract;
Pš – wheat ethanol extract

Obr. 3 / Fig. 3 Imunoblotting prolaminů různých cereálií / Immunob-
lotting of prolamins of various cereals
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PVDF membrane coloured by D9 antibody (pH ~ 3); O – oat ethanol extract;
Ž – rye ethanol extract; J – barley ethanol extract; Pš – wheat ethanol extract;
R – rice ethanol extract; K – maize ethanol extract
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tekční limit metody činil 2 ppm, přičemž lineární rozsah kalibrační
křivky se pohybuje v rozmezí 1 –100 ppm (obr. 4). Z hlediska uspo-
řádání imunoanalytické kvantitativní metody je kompetitivní uspořá-
dání výhodnější pro analýzu matrice s větším podílem hydrolyzova-
ných a jinak degradovaných derivátů prolaminů.

4 ZÁVĚR

Pro frakcionaci a charakterizaci zejména pšeničných prolamino-
vých proteinů bylo vyvinuto značné množství elektroforetických
a chromatografických metod. Díky vyšší specifitě a citlivosti bývají
často aplikovány imunochemické metody, založené na reaktivitě
konkrétní protilátky. Díky lepším vlastnostem jsou v posledních le-
tech používány převážně monoklonální protilátky, přičemž jejich fi-
nančně náročná výroba staví jejich purifikaci, charakterizaci a opti-
malizaci jejich reakce do role klíčových kroků sestavení
imunoanalytického systému. Sestavená ELISA metoda je závislá na
zvoleném formátu a její analytická schopnost je vyjádřena hodno-
tou detekčního limitu (2 ppm) a hranicemi lineárního rozsahu ka-
librační křivky (1–100 ppm).

pending on the concentration of the competing antigen (Fig. 5). Due
to considerable structural similarity of the repetitive domains of hor-
dein, gliadin and secalin, the cross reactions within this group of sub-
stances are in principle equivalent. A method of indirect competitive
ELISA for barley prolamins has been developed and the working con-
centrations of all immunoagents have been determined. The detec-
tion limit of the method was 2 ppm, with the linear range of the cali-
bration curve from 1 to 100 ppm (Fig. 4). In terms of the arrangement
of the immunoanalytical quantitative method, the competitive arran-
gement is preferable for matrix analysis with a higher ratio of hydro-
lysed or otherwise degraded prolamin derivates.

4 CONCLUSION

A great number of electrophoretic and chromatographic methods
has been developed for the fractionation a characterization of mainly
wheat prolamin proteins. Thank’s to a higher particularity and sensi-
tivity; immunochemical methods based on the reactivity of a conc-
rete antibody are often used. Thanks to better properties, monoclo-
nal antibodies have been primarily used in the last years, whereas
their costly production puts their purification, characterization and
optimisation of their reaction into the role of the key steps for estab-
lishing the immunoanalytical system. The established ELISA method
is dependant on the format chosen and its analytical capability is ex-
pressed by the value of the detection limit (2 ppm) and by the limits
of the linear range of the calibration curve (1–100 ppm).

Translated by Ladislav Kábrt

Obr. 4 / Fig. 4 Kalibrační křivka nepřímé kompetitivní ELISA prola-
minů ječmene / Calibration curve of indirect competitive ELISA for
barley prolamins

Obr. 5 / Fig. 5 Nepřímá kompetitivní ELISA – určení křížových reakcí
/ Indirect competitive ELISA – determination of cross reactions

Křížové reakce myší monoklonální protilátky proti prolaminům / 
Cross reactions of mouse monoclonal antibody against prolamins

AG2: Ethanolový extrakt – AB: ječmene; CD: ovsa; EF: pohanky; GH: rýže / AG2:
Ethanol extract – AB: barley; CD: oat; EF: buckwheat; GH: rice
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