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Deteccéo de gluten em alimentos por meio de EL1SA
Detection of gluten in foods by means of ELISA
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RESUMO

A doenca celiaca é caracterizada pela intolerancia ou hipersensibilidade a ingestéo de prolaminas
existentes no trigo, centeio, cevada e aveia. As proteinas do gliten do trigo sdo constituidas de
aproximadamente 50% de prolaminas, denominadas gliadinas. O tratamento adotado para a doenca
celiaca é a dieta livre de gluten. A legislacédo brasileira determina que os produtos alimenticios
industrializados devem apresentar a adverténcia da presenca ou auséncia de gl iten narotulagem. Duas
amostras de referéncia estabelecidas em um estudo interlaboratorial e treze produtos alimenticios
industrializados foram analisados para determinar a presenca de gluten por meio de ensaio
imunoenzimético comercial, EL | SA técnicasanduiche, utilizando-se anticorpo monoclonal anti w gliadina.
Olimitede deteccdo foi de 10 ppm (mg/kg). As amostras de referénciarevel aram resultados satisfatérios
com boaexatidao. O gluten foi detectado nos produtos ali menticios que continham o referido componente
declarado na rotulagem. O gliten ndo foi detectado nas amostras declaradas isentas de glUten, com
excegdo de uma amostra. O ensaio imunoenzimatico utilizado discriminou as prolaminas néo toxicas
apropriadas para os paci entes com doenga cel iaca, como os dafarinha de arroz, milho, soja, mandioca,
batata e batata doce, cujosingredientes constavam nos dizeres de rotulagem. Os resultados apresentados
evidenciam aviabilidade de uso de ELISA para a deteccdo de baixos teores de gluten em alimentos.
Palavras-chave. gliadina, gltten, prolaminas, doenca celiaca, 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 diseaseisagluten - free diet. The Brazilian
legislation determines that the industrialized food products must bring warning about the presence or
absence of glutenin the respectivelabels. Two reference samplesfrom interlaboratory study, and thirteen
food products were analyzed for determining the gluten by means of commercially available
immunoenzyme assay - EL1SA sandwich format using monoclonal antibody anti-w 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 sampleswith indication of gluten absence, except in asample.
The used immunoenzyme assay discriminated non-toxic prolaminsfor patientswith celiac disease, asin
riceflour, corn, soy, manioc, potato, and sweet potato proteins, whoseingredients 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.
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INTRODUCAO

O gluten éresponsavel por umaenteropatiadenominada
doenca celiaca, caracterizada pela sindrome de ma absorgéo
de nutrientes e por | esdes namembrana da mucosa do duodeno.
A doencaceliacareflete umapermanenteintolerénciaao glGten,
apresentando os seguintes sintomas: diarréiacronica, distensio,
desnutricao, falta de apetite e vomitos'2.

A doenca afeta ambos os sexos e pode ocorrer em
qgualquer idade; podera surgir na infancia, assim que sdo
introduzidos na alimentagdo os primeiros gréos de cereais ou,
posteriormente, desencadeada por fatores externos. Umadieta
livre de gluten € o Gnico tratamento existente para os celiacos®.

O gluten é uma mistura de proteinas individuais
classificadas em dois grupos, as prolaminas e as glutelinas. As
prolaminas toxicas para celiacos sdo as gliadinas do trigo, as
secdinasdo centelo, ashordeinasdacevadaeasaveninasdaaveia

No trigo, o glUten contribui com aproximadamente 85%
do teor das proteinas, restando 15% para as albuminas e
globulinas. O teor de prolamina no gluten € geralmente
considerado 50%".

As gliadinas sd0 proteinas monomeéricas classificadas
como ., B, Y e o de acordo com asuamobilidade eletroforética
e seqliéncia de aminoacidos*. Experimentos in vitro,
demonstraram que a seqiiéncia do pentapetideo glutamina-
glutamina-prolina-fenilal nina-prolina (GGPFP) é responsavel
pela toxicidade na doenga celiace®. Existem, até o presente
momento, divergéncias quanto atoxicidade das prolaminas da
aveia para os celiacos®’®,

Diante da gravidade da doenca celiaca, no Brasil, aLei
Federal n° 8543/1992° determinou a impressdo de adverténcia
em rétulos e embalagens de alimentos industrializados que
contenham gldten. Em 2002, pela Resolugdo RDC n°40%
estendeu-se a obrigatoriedade da adverténcia “CONTEM
GLUTEN"” em caracteres com destaque, nitidose def&cil | eitura,
também para as bebidas embaladas, excluindos as alcodlicas.
Por dltimo, a Lei n° 10.674/2003" obriga as inscri¢des
“CONTEM GLUTEN” ou “NAO CONTEM GLUTEN” nos
rétul os de alimentos comercializados, como medida preventiva
e de controle da doenca.

A comisséo do Codex Alimentarius daFAO (Food And
Agricultural Organization of the United Nations) e daWHO
(World Health Organi zation) tem estabel ecido que os produtos
contendo mais de 0,3% de proteinas do trigo, centeio, cevada
eou daaveiadevem ser excluidosdadietado celiaco. O amido
do trigo com 0,3% de proteina apresenta aproximadamente
200 ppm (mg/kg) de gliten, sendo considerado “livre de
gluten”. E recomendado que a deteccdo de gluten em
alimentos e em seus ingredientes seja baseada em métodos
imunol dgi cos que of erecam sensibilidade entre 20 e 100 ppm
(mg/kg) de gliten. Entretanto, o limite de 20 ppm ainda esta
em discussdo*?®®. Paragarantir um alimento livrede gliten, o
seu contetido deve ser controlado nos ingredientes e no
produto final.

Asgliadinas podem ser detectadas por andlisede DNA,
espectrometria de massa'®, westen blotting e cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE)™. A técnicaELISA éamais
utilizada devida a especificidade e sensibilidade.

O teste de ELISA tipo sanduiche desenvolvido por
Skerritt e Hill*” foi validado em estudo interlaboratorialé,
adotado como método oficial daAOAC. O teste ELISA utiliza
0 mesmo anticorpo monoclonal tanto para captura como para
anticorpo marcado. O determinante antigénico é estavel ao calor
e expresso, essencial mente, pelam gliadinae por umapequena
guantidade de y gliadina. O teste reconhece as prolaminas do
centeio e dacevadadetectando até 0,001% de gl Gten (10 ppm).
O anticorpo ndo se liga as prolaminas da aveia, arroz, soja e
milho. Este método encontra-se disponivel no comércio na
forma de kit.

M étodos anal iticos sensivei s e especificos para detectar
glten que garantam a qualidade dos alimentos para consumo
de celiacos necessitam ser implantados na rotina analitica dos
Laboratérios de Salde Plblica que atuam juntamente com a
VigilanciaSanitéria. No presentetrabalho, foi utilizado o Gluten
Assay Kit, ensaio imunoenzimético, para a deteccdo de gliten
nas amostras de referéncia e nos produtos industrializados
disponiveis no comércio.

MATERIAL E METODOS

Amostras de referéncia A (2705) e B (2705) do controle
interlaboratoriad FAPAS/MAFF/UK*: aamostraA era congtituida
de2,2 kg demassaparabolo, livredeglUten, eamostraB damistura
de 20 g de massade bolo comum com 2 kg demassade bolo, livre
de glGten. Na mistura para bolo livre de gliten, constavam os
seguintes ingredientes: agUcar, farinha de arroz, amido de batata,
agentes de crescimento (bicarbonato de sbdio, fosfato dissadico),
estabilizante (hidroxi propil metil celulose, carboximetilcdulose
sodica, goma guar, goma xantana), sal, emulsificante ésteres de
poliglicerol de &cidos graxos, estearoil-2-lactil-lactato de sodio) e
amido demilho modificado®. Namisturadebolo normal continham
os ingredientes: farinha de trigo, agUcar, agentes de crescimento
(hidrogenio carbonato de sodio, fosfato de aluminio e sddio),
dextrose, leiteem pd desnatado, maltodextrina, emulsificante (E471,
E472b, EAT7), sal, estabilizantes (E466 e E450a), flavorizantes e
corante (beta carateno).

Produtosalimenticiosindustrializados

Treze amostras de diferentes produtos alimenticios
adquiridasno comércioforam avaliadas|evando em consideracéo
a adverténcia da rotulagem, “contém ou ndo contém glten”. Os
produtos rotulados “ndo contém glUten” foram creme de arroz,
amido de milho, biscoito salgado, biscaito tipo chips (raizes de
mandioca, batata doce), lasanha, farinha de soja e macarrdo. Os
produtos declarados “contém glaten” compreendiam: biscoito
artesand tipo sequilho, farinhade aveia, biscoito maisenaebiscoito
integral (deaveiaemd), farinhade centeio e cevadatorradamoida
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Reagentes

O gluten Assay Kit (Tepnel BioSystems,UK) é composto
de: a) antigeno de gliadinaliofilizada padr&o; b) trés amostras de
controle com teores de gldten: baixo (<0,016%), médio (0,02-
0,04%) e alto (0,1-0,3%); c) peroxidase ligada ao anticorpo
monoclonal anti-omegagliadinadiluido em tamp&o salino-fosfato
com BSA (Soro albuminabovino) etimerosal; d) substrato TMB
(tetrametilbenzidina), f) solugdo delavagem concentrada (tamp&o
Trissalino com timerosal); g) diluente das amostras concentrado
(tampéo salino-fosfato com gelatina e timerosal); h) solugdo
finalizadora da reagdo 25% v/v de &cido fosférico e i) placa de
microtitulacdo com 12 tiras (96 alvéolos) e previamente
sensibilizada com anticorpo monoclonal de dmegagliadina

Equipamentos

Homogeneizador de amostra (Diax 900 - Heidolph),
centrifuga (ExcelsaBaby |1 - Modelo 206-R—FANEM), lavadora
de placas ELISA (Wellwash4 - Labsystems) e leitora de placas
ELISA (Multiskan Ascent - Labsystems) com filtro.

Preparo das amostras

Osensaiosforam realizados de acordo com asinstrugdes
do fabricante contidas no kit. Resumidamente, as amostras
foram extraidas com etanol a40%, homogenei zadas (Diax 900)
ecentrifugadas (2500 rpm) por 10 min. Os extratos dasamostras
foram diluidos (v/v) em solucdo tampdo. Os produtos
declarados* ndo contém glGten” foram diluidos a 1/50 enquanto
os rotulados “contém gldten”, assim como as amostras de
referéncia e os controles fornecidos pel o kit com ata, mediae
baixa concentragéo de gldten, foram diluidos 1/50 a 1/20.000.

Procedimento

Aliquotasde 100uL dasdilui¢cGesdo padréao degliadina,
dos extratos preparados e diluidos das amostras de controle de
glaten, dos produtos alimenticios industrializados e das
amostrasdereferéncia (A e B) foram adicionadas, em duplicata,
nos alvéolos da placa de microtitulagéo. Ap6s incubagdo por
60 minutos atemperaturaambiente, aplacafoi lavadatrésvezes
com solucdo tamp&o. Apos adicao de 100uL de conjugado,
procedeu-se a incubagéo por 60 minutos, a temperatura
ambiente e um novo ciclo de lavagem. Foram adicionados
100uL de substrato TMB a cada alvéolo e ap6s 30 minutos, a
temperatura ambiente, a reagdo foi paralisada com 50uL de
solugdo finalizadora. A leitura da absorbancia a 450nm foi
realizada em leitora ELISA. As concentragdes de glUten das
amostras foram determinadas pela interpolacdo da média das
absorbancias frente a uma curva padrao pré-estabel ecida com
diluicdes do padréo de gliadina.

RESULTADOSE DISCUSSA0

A curva constituida com padrbes de gliadina nas
concentragdes de 10, 20, 50, 100 e 200 ng/mL revelou (Figura
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1) resposta linear (r?= 0,980) para a faixa de concentragdo
utilizada, obedecendo aequagdo Y = 0,0051 log x + 0,1475. O
limite de deteccdo de 5 ppm de gliadina (10 ppm de glten),
estabel ecido no kit, foi experimentalmente confirmado.

y = 0,0051 log x + 0,1475

R2 = 0,980
1,3
1,2 4
1,1 4
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Figura 1. Curva padréo de gliadina

Os teores dos padrfes de gluten, fornecidos pelo
kit, de alta, média e baixa concentragado, foram,
respectivamente, 1498, 216 e menor que 10 ppm (mg/kg).
NaTabela 1, estdo apresentados os resultados do ensaio de
exatiddo realizado com as amostras de referéncia do estudo
interlaboratorial de proficiénciaFAPAS/MAFF/UK. O valor-
z (“z-score”) da determinagdo do gluten, estabelecido pela
relacdo z=(x-X)/c, onde x=concentracdo do analito
determinada, X=concentracdo verdadeira do analito,
o=desvio-padréo parao valor x, foi considerado satisfatério
para[z]<2, questionavel quando 2<[z]<3 einsatisfatorio se
[z]>3. Os valores encontrados neste trabalho para as
amostras A e B foram considerados satisfatorios, por
apresentarem valores de [Z] < 2.

Tabela 1. Resultados do teor de gluten nas amostras de referéncia A e B
valores-z obtidos no teste de proficiéncia FAPAS.

Amostras Glaten (mg/Kg) Valor -z
Resultado do Resultado do
laboratorio FAPAS
gluten Assay Kit

A 43 479 -0.6

B 440 665 2,0

Na Tabela 2 estdo apresentados os resultados da
determinagdo do teor de gluten nos alimentosindustrializados
utilizando o Gluten Assay Kit. N&o foi detectadaapresencade
gluten nos produtos designados sem gllten, exceto para o
macarréo. Todas as amostras que apresentavam a adverténcia
“contém glten” foram positivas. Observa-se que na lista de
ingredientes no rétulo do biscoito artesanal tipo sequilho ndo
constavaalgumafonte originariade gldten, contudo o resultado
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analitico foi positivo, confirmando a sua presenca na referida
amostra. O ensaio revelou baixo teor paraas prolaminasdacevada
torrada e moida, fato este relatado por outros autores®®. Quanto a
andlise da avela, foi obtido o teor de gliten de 40 mg/kg, o que
n&o eraesperado, poisdadosdaliteraturaindicam que osanticorpos
monoclonais parao gliadinando reconheceriam as prolaminasda
aveidl. Estudos deinvestigagao com PCR, tornam-se necessarios
para confirmacdo da presenca de gluten na aveia®. O ensaio
redlizado discriminou as prolaminas ndo tdxicas para os celiacos
como asdosaimentosconstituidosdearroz, milho, soja, mandioca,
batata e batata doce, cujosingredientes constavam nosdizeresde
rotulagem. O teor de gltten de 190 mg/kg obtido na andlise do
macarrdo € considerado livre de gltten pela comissio do Codex
AlimentariusdaFA O/WHO (Food And Agricultural Organization
of the United Nations/World Health Organization). Osresultados
deglUten obtidos nos produtos aimenticios analisados evidenciam
aviahilizago parao uso do método deimunoensaio eanecessidade
do controle dos alimentos, uma vez que os ingredientes podem,
no processo deindustriaizacdo, sofrer contaminacdo, ou por outro
lado, o gl(ten pode ser omitido dalistadeingredientesdarotulagem
do dimento.

Tabela 2. Teor de gliten em produtos alimenticios comerciais.

Advertencia Glaten

Amostras Marca Ingredientes ; p

= no rotulo (mg/Kg)
Creme de A Arroz ND
arroz
Amido de B Amido de milho ND
milho
Biscoito C Farinha de arroz, ND

salgado mandioca, manteiga, sal
e gergelim.

Biscoito tipo D Mandioca, batata doce, ND

chips gordura vegetal ¢ sal
marinho. “NAO
Lasanha E Amido de milho, amido CONTEM ND
de arroz, amido de GLUTEN”
batata, farinha de soja,
farinha de arroz,
emulsificante (E471).
Farinha de F Farinha de soja ND
soja
Macarrio G Farinha de arroz, farinha 190
de milho, fécula de
mandioca, carotenéides
vegetais.
Biscoito H Amido de milho, 4.750
artesanal tipo margarina, ovos, polpa
sequilho de goiaba, edulcorante
sucralose, conservante
propionato de célcio.
Farinha de 1 Farinha de centeio 44 871
centeio
integral
Cevada J Cevada 40
torrada e
moida
ijglizhzl de K Aveia “CONTEM 40
Biscoito L Farinha de trigo. a¢tcar SEULEN 14.900
maisena cristal, amido de milho,
gordura vegetal
hidrogenada, sal e
leveduras, aroma
artificial de baunilha.
Biscoito M Farinha de trigo integral 26.760

integral aveia
e mel

e especial, oleo de
milho, aglicar mascavo,
flocos de aveia, mel, sal,
aromas e estabilizante
lecitina de soja.

ND= n&o detectado (menor que o limite de quantificacdo de gliten de 10mg/Kg
ou 0,001g/100g).

CONCLUSAO

O Gluten Assay Kit revelou simplicidade na operagéo,
rapidez, adequacdo para 0 nUmero de amostras ensaiadas e
exatidao satisfatoria na quantificagdo de gluten em amostras
de controle interlaboratorial FAPAS (Food Analysis
Performance Assessment Scheme / UK). Os resultados foram
satisfatdrios na deteccdo de glUten nas amostras comerciais
avaliadas, ndo revelando reacfes cruzadas com os produtos de
milho, arroz, soja, mandioca, batata e batata doce, cujos
ingredientes constavam nalista de ingredientes da rotulagem.
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