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Cosa è il glutine
Cereali che contengono glutine o 
prolammine simili  

cereali e pseudocereali senza glutine



Perché servono metodi sensibili per individuare il glutine?

Sicurezza Alimentare  Monitoraggio dell’aderenza alla 
dieta senza glutine



Sicurezza Alimentare  

principali tecniche analitiche per 
rilevare il glutine:

❑ ELISA  

❑ lateral flow devices

❑ Spettrometria di massa (LC-MS/MS):

Metodi 
immunoenzimatici



ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) il i metodi di riferimento per la certificazione gluten-free 
nell’industria alimentare.
 specificità, sensibilità, semplicità e costo contenuto

Sicurezza Alimentare  

Scelta dell’anticorpo
•Un anticorpo ideale per l’analisi del glutine deve:

• Rilevare prolamine da specie cerealicole tossiche per i celiaci.
• Riconoscere le regioni intramolecolari responsabili dell’immunotossicità.
• Sono stati sviluppati diversi anticorpi contro differenti epitopi delle prolamine 

Tabella da:  Cebolla et al , Nutrients 2018



Sicurezza Alimentare: metodo immunochimico   

ELISA (Méndez method) –
R5 (Sandwich) ELISA

Procedura di estrazione

Procedura di analisi

• Officially approved by Codex 
Alimentarius Type I

• Adopeted by AOAC International 
• Validated by AACC International 

Example of amino acid sequence of α-gliadin



DETERMINAZIONE DEL GLUTINE IN ALIMENTI FERMENTATI CONTENENTI GLUTINE PARZIALMETE FERMENTATO 

R5 Competitive ELISA
(Méndez method)

• Adopeted by AOAC International 
• Validated by AACC International 

Competitive ELISA

G12 Competitive ELISA
LQLQPFPQPQLPYPQPQLPYPQPQLPYPQPQPF



Tipi di test ELISA per la rilevazione del glutine: Come scegliere un test diagnostico
Anticorpo R5  (metodo di Mendez) 

ELISA 
Sandwich

ELISA 
Competitivo

Metodi ufficiale 
(method type I) da 

parte del
Codex Alimentarius

*Cocktail di estrazione di 
Mendez Sensibilità

(grano, segale e orzo)
LOD: 3 mg/kg di glutine
LOQ: 5 mg/kg di glutine

Sandwich ELISA

Competitive ELISA

Sensibilità
(grano, segale e orzo)

LOD: 4,6 mg/kg di glutine
LOQ: 10 mg/kg di glutine

Prodotti non fermentati o non 
idrolizzati)

Prodotti  fermentati o non 
idrolizzati)





Gluten analysis in food matrices using mass spectrometry

protein extraction and hydrolysis

Food containing / 
contaminated by 
gluten 

Mapping of the food 
proteome

Search for gluten proteinsQuantitative Analysis of gluten

Mass spectrometry 
LC-MS/MS



ELISA vs LC-MS/MS 

Gluten contents 
were expressed as 
sum of all 
determined protein 
type 
concentrations.

Strong correlation 
between LC-MS/MS 
and ELISA methods



ELISA                                                                                            SPETROMETRIA DI MASSA
        LC-MS/MS

Metodi alternativi o complementari nelle ricerca del glutine negli alimenti?

Sicurezza Alimentare  



Microwave

RESULT
Gluten free < 20 ppm

Gluten friendly < 80 ppm 

Immunogenicity assessed by sandwich R5 ELISA 

ELISA vs mass spectrometry (LC-MS/MS method):
Physical treatment of wheat using microwave irradiation has been proposed to reduce the immunoreactivity of gluten proteins

protein 
extraction

R5 ELISA (sandwich)

hydrated grain 

protein extraction and hydtolysis

LC-MS/MS

Gianfrani, Mamone, et al, Microwave-based treatments of wheat kernels do not abolish gluten epitopes implicated in celiac disease Food and Chemical Toxicology, 101 (2017), pp. 105-113

Immunogenicity evaluated  by LC-MS/MS based analysis

microwave treatment of gluten 
proteins cannot decrease its celiac-
related toxicity.



Monitoraggio dell’aderenza alla dieta senza glutine: analisi dei peptidi immunogenici del glutine (GIP) 

Ingestione accidentale di alimenti contenenti 
glutine

GIP urinari
GIP fecali

Test diagnostico urinario 

Test diagnostico fecale

Peptidi immunogeni del glutine (GIP)

I GIP (Gluten Immunogenic Peptides) sono frammenti 
del glutine che contengono sequenze 
immunogeniche e possono essere rilevati nelle feci e 
nelle urine in seguito all’ingestione di alimenti 
contenenti glutine.

La presenza di GIP nelle urine o nelle feci, indica un 
recente consumo di alimenti contenenti glutine. 

GIP : 33-mer peptide 
LQLQPFPQPQLPYPQPQLPYPQPQLPYPQPQPF



GIP  DETECTION in biological samples

G12 ELISA:
GIP Stool (G12)

G12 monoclonal antibodies developed against a highly immunotoxic 33-mer 
peptide LQLQPFPQPQLPYPQPQLPYPQPQLPYPQPQPF

Lateral flow immunoassay :
G12/A1 Later-flow



Detection of gluten immunogenic peptides in the urine and stool by lateral flow

Detection of gluten immunogenic peptides in the Urine and stool
Immunochemical methods



Ingestione accidentale di alimenti contenenti 
glutine

Analisi dei GIP nelle urine mediante 
spettrometria di massa



Analysis of Gluten Immunogenic Peptides (GIP) by Mass Spectrometry (LC.MS/MS): 



Analysis of Gluten Immunogenic Peptides (GIP) by Mass Spectrometry (LC-MS/MS): 

Mamone et al: Peptidomics of Dietary Gluten Peptides in Urine of Healthy Humans: Implications for Celiac Disease. submitted, 2025



Analysis of Gluten Immunogenic Peptides (GIP) by Mass Spectrometry: 

Mamone et al: Peptidomics of Dietary Gluten Peptides in Urine of Healthy Humans: Implications for Celiac Disease. submitted, 2025



IMMUNOENZIMATICO

 Conforme alle normative: metodo ufficiale (R5 Sandwich) per 

il controllo degli alimenti senza glutine (es. Codex Alimentarius).

 Sistemi ELISA e Lateral Flow (anticorpo G12) sono utilizzati 

anche per il monitoraggio dei peptidi immunogenici del glutine 

(GIP) in campioni biologici (es. urine, feci).

 Semplicità e rapidità: analisi standardizzate e facilmente 

eseguibili in laboratori di controllo qualità.

 Costi relativamente bassi rispetto alla spettrometria di massa

.

 Dipendenza dagli anticorpi: alcuni anticorpi potrebbero non 

riconoscere tutte le varianti del glutine, causando sottostime o 

falsi negativi.

 Interferenze della matrice alimentare: sottostima del dato 

quantitativo in matrici alimentari complesse, 

 Standard analitico di riferimento applicabile a tutte le matrici 
alimentari, fermentate e non fermentate, per garantire risultati 
comparabili e accurati.

Spettrometria di Massa LC-MS/MS

 Elevata specificità: permette di identificare e 

quantificare peptidi specifici del glutine, inclusi quelli 

immunogenici rilevanti per la celiachia.

 Ampia applicabilità: in matrici complesse o fortemente 

processate.

 Utile per la ricerca su frammenti resistenti alla 
digestione: campioni biologici e per la ricerca dei peptidi 
immunogenici, con future applicazioni quantitative.

 Maggiore complessità e tempi di analisi più lunghi alti 
costi.

 Potenzialmente utile per la quantificazione del glutine, 
ma necessita di ulteriore validazione e standardizzazione 
prima del riconoscimento ufficiale

 Strumentazione costosa e necessità di personale 
altamente specializzato.

CONCLUSIONI



Grazie per l’attenzione
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