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RESUMO
A doença celíaca é caracterizada pela intolerância ou hipersensibilidade à ingestão de prolaminas
existentes no trigo, centeio, cevada e aveia. As proteínas do glúten do trigo são constituídas de
aproximadamente 50% de prolaminas, denominadas gliadinas. O tratamento adotado para a doença
celíaca é a dieta livre de glúten. A legislação brasileira determina que os produtos alimentícios
industrializados devem apresentar a advertência da presença ou ausência de glúten na rotulagem. Duas
amostras de referência estabelecidas em um estudo interlaboratorial e treze produtos alimentícios
industrializados foram analisados para determinar a presença de glúten por meio de ensaio
imunoenzimático comercial, ELISA técnica sanduíche, utilizando-se anticorpo monoclonal anti ω gliadina.
O limite de detecção foi de 10 ppm (mg/kg). As amostras de referência revelaram resultados satisfatórios
com boa exatidão. O glúten foi detectado nos produtos alimentícios que continham o referido componente
declarado na rotulagem. O glúten não foi detectado nas amostras declaradas isentas de glúten, com
exceção de uma amostra. O ensaio imunoenzimático utilizado discriminou as prolaminas não tóxicas
apropriadas para os pacientes com doença celíaca, como os da farinha de arroz, milho, soja, mandioca,
batata e batata doce, cujos ingredientes constavam nos dizeres de rotulagem. Os resultados apresentados
evidenciam a viabilidade de uso de ELISA para a detecção de baixos teores de glúten em alimentos.
Palavras-chave. gliadina, glúten, prolaminas, doença celíaca, ELISA.

ABSTRACT
Celiac disease is characterized by intolerance or hypersensitivity to ingested prolamins, which are
composites of wheat, rye, barley and oats. Gluten proteins of wheat are constituted of approximately
50% of prolamins named gliadins. The treatment for celiac disease is a gluten - free diet. The Brazilian
legislation determines that the industrialized food products must bring warning about the presence or
absence of gluten in the respective labels. Two reference samples from interlaboratory study, and thirteen
food products were analyzed for determining the gluten by means of commercially available
immunoenzyme assay - ELISA sandwich format using monoclonal antibody anti-ω gliadin. The detection
limit was of 10 ppm (mg/kg). Reference samples showed satisfactory results and good accuracy. Gluten
was detected in analyzed food products in those the cited component was indicated in the respective
labels. No gluten amount was detected in samples with indication of gluten absence, except in a sample.
The used immunoenzyme assay discriminated non-toxic prolamins for patients with celiac disease, as in
rice flour, corn, soy, manioc, potato, and sweet potato proteins, whose ingredients were indicated in the
respective labels. The presented results evidence the performance and the practicability of ELISA for
determining low levels of gluten in foods.
Key words. gliadin, gluten, prolamins, celiac disease, ELISA.
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INTRODUÇÃO

O glúten é responsável por uma enteropatia denominada
doença celíaca, caracterizada pela síndrome de má absorção
de nutrientes e por lesões na membrana da mucosa do duodeno.
A doença celíaca reflete uma permanente intolerância ao glúten,
apresentando os seguintes sintomas: diarréia crônica, distensão,
desnutrição, falta de apetite e vômitos1,2.

A doença afeta ambos os sexos e pode ocorrer em
qualquer idade; poderá surgir na infância, assim que são
introduzidos na alimentação os primeiros grãos de cereais ou,
posteriormente, desencadeada por fatores externos. Uma dieta
livre de glúten é o único tratamento existente para os celíacos3.

O glúten é uma mistura de proteínas individuais
classificadas em dois grupos, as prolaminas e as glutelinas. As
prolaminas tóxicas para celíacos são as gliadinas do trigo, as
secalinas do centeio, as hordeínas da cevada e as aveninas da aveia.

No trigo, o glúten contribui com aproximadamente 85%
do teor das proteínas, restando 15% para as albuminas e
globulinas. O teor de prolamina no glúten é geralmente
considerado 50%4.

As gliadinas são proteínas monoméricas classificadas
como α, β, γ e ω de acordo com a sua mobilidade eletroforética
e seqüência de aminoácidos4. Experimentos in vitro,
demonstraram que a seqüência do pentapetídeo glutamina-
glutamina-prolina-fenilalnina-prolina (GGPFP) é responsável
pela toxicidade na doença celiaca5. Existem, até o presente
momento, divergências quanto à toxicidade das prolaminas da
aveia para os celíacos6,7,8.

Diante da gravidade da doença celíaca, no Brasil, a Lei
Federal no 8543/19929 determinou a impressão de advertência
em rótulos e embalagens de alimentos industrializados que
contenham glúten. Em 2002, pela Resolução RDC no4010

estendeu-se à obrigatoriedade da advertência “CONTÉM
GLÚTEN” em caracteres com destaque, nítidos e de fácil leitura,
também para as bebidas embaladas, excluindos as alcoólicas.
Por último, a Lei no 10.674/200311 obriga as inscrições
“CONTÉM GLÚTEN” ou “NÃO CONTÉM GLÚTEN” nos
rótulos de alimentos comercializados, como medida preventiva
e de controle da doença.

A comissão do Codex Alimentarius da FAO (Food And
Agricultural Organization of the United Nations) e da WHO
(World Health Organization) tem estabelecido que os produtos
contendo mais de 0,3% de proteínas do trigo, centeio, cevada
e ou da aveia devem ser excluídos da dieta do celíaco. O amido
do trigo com 0,3% de proteína apresenta aproximadamente
200 ppm (mg/kg) de glúten, sendo considerado “livre de
glúten”. É recomendado que a detecção de glúten em
alimentos e em seus ingredientes seja baseada em métodos
imunológicos que ofereçam sensibilidade entre 20 e 100 ppm
(mg/kg) de glúten. Entretanto, o limite de 20 ppm ainda está
em discussão12,13. Para garantir um alimento livre de glúten, o
seu conteúdo deve ser controlado nos ingredientes e no
produto final.

As gliadinas podem ser detectadas por análise de DNA14,
espectrometria de massa15, westen blotting e cromatografia
líquida de alta eficiência (CLAE)16. A técnica ELISA é a mais
utilizada devida à especificidade e sensibilidade.

O teste de ELISA tipo sanduíche desenvolvido por
Skerritt e Hill17 foi validado em estudo interlaboratorial18,
adotado como método oficial da AOAC. O teste ELISA utiliza
o mesmo anticorpo monoclonal tanto para captura como para
anticorpo marcado. O determinante antigênico é estável ao calor
e expresso, essencialmente, pela ω gliadina e por uma pequena
quantidade de γ gliadina. O teste reconhece as prolaminas do
centeio e da cevada detectando até 0,001% de glúten (10 ppm).
O anticorpo não se liga às prolaminas da aveia, arroz, soja e
milho. Este método encontra-se disponível no comércio na
forma de kit.

Métodos analíticos sensíveis e específicos para detectar
glúten que garantam a qualidade dos alimentos para consumo
de celíacos necessitam ser implantados na rotina analítica dos
Laboratórios de Saúde Pública que atuam juntamente com a
Vigilância Sanitária. No presente trabalho, foi utilizado o Gluten
Assay Kit, ensaio imunoenzimático, para a detecção de glúten
nas amostras de referência e nos produtos industrializados
disponíveis no comércio.

MATERIAL E MÉTODOS

Amostras de referência A (2705) e B (2705) do controle
interlaboratorial FAPAS/MAFF/UK4: a amostra A era constituída
de 2,2 kg de massa para bolo, livre de glúten, e amostra B da mistura
de 20 g de massa de bolo comum com 2 kg de massa de bolo, livre
de glúten. Na mistura para bolo livre de glúten, constavam os
seguintes ingredientes: açúcar, farinha de arroz, amido de batata,
agentes de crescimento (bicarbonato de sódio, fosfato dissódico),
estabilizante (hidroxi propil metil celulose, carboximetilcelulose
sódica, goma guar, goma xantana), sal, emulsificante ésteres de
poliglicerol de ácidos graxos, estearoil-2-lactil-lactato de sódio) e
amido de milho modificado6. Na mistura de bolo normal continham
os ingredientes: farinha de trigo, açúcar, agentes de crescimento
(hidrogenio carbonato de sódio, fosfato de alumínio e sódio),
dextrose, leite em pó desnatado, maltodextrina, emulsificante (E471,
E472b, E477), sal, estabilizantes (E466 e E450a), flavorizantes e
corante (beta caroteno)4.

Produtos alimentícios industrializados
Treze amostras de diferentes produtos alimentícios

adquiridas no comércio foram avaliadas levando em consideração
a advertência da rotulagem, “contém ou não contém glúten”. Os
produtos rotulados “não contém glúten” foram creme de arroz,
amido de milho, biscoito salgado, biscoito tipo chips (raízes de
mandioca, batata doce), lasanha, farinha de soja e macarrão. Os
produtos declarados “contém glúten” compreendiam: biscoito
artesanal tipo sequilho, farinha de aveia, biscoito maisena e biscoito
integral (de aveia e mel), farinha de centeio e cevada torrada moída.
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Reagentes
O gluten Assay Kit (Tepnel BioSystems,UK) é composto

de: a) antígeno de gliadina liofilizada padrão; b) três amostras de
controle com teores de glúten:  baixo (<0,016%), médio (0,02-
0,04%) e alto (0,1-0,3%); c) peroxidase ligada ao anticorpo
monoclonal anti-omega gliadina diluído em tampão salino-fosfato
com BSA (Soro albumina bovino) e timerosal; d) substrato TMB
(tetrametilbenzidina), f) solução de lavagem concentrada (tampão
Tris salino com timerosal); g) diluente das amostras concentrado
(tampão salino-fosfato com gelatina e timerosal); h) solução
finalizadora da reação 25% v/v de ácido fosfórico e i) placa de
microtitulação com 12 tiras (96 alvéolos) e previamente
sensibilizada com anticorpo monoclonal de ômega gliadina.

Equipamentos
Homogeneizador de amostra (Diax 900 - Heidolph),

centrífuga (Excelsa Baby II - Modelo 206-R – FANEM), lavadora
de placas ELISA (Wellwash4 - Labsystems) e leitora de placas
ELISA (Multiskan Ascent - Labsystems) com filtro.

Preparo das amostras
Os ensaios foram realizados de acordo com as instruções

do fabricante contidas no kit. Resumidamente, as amostras
foram extraídas com etanol a 40%, homogeneizadas (Diax 900)
e centrifugadas (2500 rpm) por 10 min. Os extratos das amostras
foram diluídos (v/v) em solução tampão. Os produtos
declarados “não contém glúten” foram diluídos a 1/50 enquanto
os rotulados “contém glúten”, assim como as amostras de
referência e os controles fornecidos pelo kit com alta, media e
baixa concentração de glúten, foram diluídos 1/50 a 1/20.000.

Procedimento
Alíquotas de 100µL das diluições do padrão de gliadina,

dos extratos preparados e diluídos das amostras de controle de
glúten, dos produtos alimentícios industrializados e das
amostras de referência (A e B) foram adicionadas, em duplicata,
nos alvéolos da placa de microtitulação. Após incubação por
60 minutos à temperatura ambiente, a placa foi lavada três vezes
com solução tampão. Após adição de 100µL de conjugado,
procedeu-se a incubação por 60 minutos, à temperatura
ambiente e um novo ciclo de lavagem. Foram adicionados
100µL de substrato TMB a cada alvéolo e após 30 minutos, à
temperatura ambiente, a reação foi paralisada com 50µL de
solução finalizadora. A leitura da absorbância a 450nm foi
realizada em leitora ELISA. As concentrações de glúten das
amostras foram determinadas pela interpolação da média das
absorbâncias frente a uma curva padrão pré-estabelecida com
diluições do padrão de gliadina.

RESULTADOS E DISCUSSÃ0

A curva constituída com padrões de gliadina nas
concentrações de 10, 20, 50, 100 e 200 ng/mL revelou (Figura

1) resposta linear (r2 = 0,980) para a faixa de concentração
utilizada, obedecendo a equação Y = 0,0051 log x + 0,1475. O
limite de detecção de 5 ppm  de gliadina (10 ppm de glúten),
estabelecido no kit, foi experimentalmente confirmado.

Os teores dos padrões de glúten, fornecidos pelo
kit ,  de alta,  média e baixa concentração, foram,
respectivamente, 1498, 216 e menor que 10 ppm (mg/kg).
Na Tabela 1, estão apresentados os resultados do ensaio de
exatidão realizado com as amostras de referência do estudo
interlaboratorial de proficiência FAPAS/MAFF/UK. O valor-
z (“z-score”) da determinação do glúten, estabelecido pela
relação z=(x-X)/σ ,  onde x=concentração do analito
determinada, X=concentração verdadeira do analito,
σ=desvio-padrão para o valor x, foi considerado satisfatório
para [z]≤2, questionável quando 2<[z]≤3 e insatisfatório se
[z]>3. Os valores encontrados neste trabalho para as
amostras A e B foram considerados satisfatórios, por
apresentarem valores de [z] ≤ 2.

y  =  0,0051 log x  +  0,1475
R2 =  0,980
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 Figura 1. Curva padrão de gliadina.

Na Tabela 2 estão apresentados os resultados da
determinação do teor de glúten nos alimentos industrializados
utilizando o Gluten Assay Kit. Não foi detectada a presença de
glúten nos produtos designados sem glúten, exceto para o
macarrão. Todas as amostras que apresentavam a advertência
“contém glúten” foram positivas. Observa-se que na lista de
ingredientes no rótulo do biscoito artesanal tipo sequilho não
constava alguma fonte originária de glúten, contudo o resultado

Tabela 1. Resultados do teor de glúten nas amostras de referência A e B
valores-z obtidos no teste de proficiência FAPAS.
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analítico foi positivo, confirmando a sua presença na referida
amostra. O ensaio revelou baixo teor para as prolaminas da cevada
torrada e moída, fato este relatado por outros autores19. Quanto à
análise da aveia, foi obtido o teor de glúten de 40 mg/kg, o que
não era esperado, pois dados da literatura indicam que os anticorpos
monoclonais para ω gliadina não reconheceriam as prolaminas da
aveia2. Estudos de investigação com PCR, tornam-se necessários
para confirmação da presença de glúten na aveia20. O ensaio
realizado discriminou as prolaminas não tóxicas para os celíacos
como as dos alimentos constituídos de arroz, milho, soja, mandioca,
batata e batata doce, cujos ingredientes constavam nos dizeres de
rotulagem. O teor de glúten de 190 mg/kg obtido na análise do
macarrão é considerado livre de glúten pela comissão do Codex
Alimentarius da FAO/WHO (Food And Agricultural Organization
of the United Nations/World Health Organization). Os resultados
de glúten obtidos nos produtos alimentícios analisados evidenciam
a viabilização para o uso do método de imunoensaio e a necessidade
do controle dos alimentos, uma vez que os ingredientes podem,
no processo de industrialização, sofrer contaminação, ou por outro
lado, o glúten pode ser omitido da lista de ingredientes da rotulagem
do alimento.

CONCLUSÃO

O Gluten Assay Kit revelou simplicidade na operação,
rapidez, adequação para o número de amostras ensaiadas e
exatidão satisfatória na quantificação de glúten em amostras
de controle interlaboratorial FAPAS (Food Analysis
Performance Assessment Scheme / UK). Os resultados foram
satisfatórios na detecção de glúten nas amostras comerciais
avaliadas, não revelando reações cruzadas com os produtos de
milho, arroz, soja, mandioca, batata e batata doce, cujos
ingredientes constavam na lista de ingredientes da rotulagem.
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