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RESUMO

A doenca celiaca caracteriza-se pela intolerancibigersensibilidade a ingestéao
de prolaminas existentes no trigo, centeio, ceveadaeia. As proteinas do gluten do
trigo contém aproximadamente 50% de prolaminaspraeradas por gliadinas. O
tratamento para a doenca celiaca consiste em fazardieta livre de gluten. Assim
sendo, torna-se imperativo dispor de metodolograitecas capazes de detectar e
quantificar o teor de gluten em alimentos, espewate em alimentos rotulados “sem
gluten”.

Neste trabalho, estudou-se a aplicabilidade de istensa de multi-sensores (e-
tongue), com 36 membranas poliméricas de sensddidcruzada como técnica
analitica alternativa para analise qualitativareisguantitativa de produtos alimentares.
O objectivo foi estabelecer uma distin¢cdo, entimeattos “com” e “sem gluten”. A
discriminacéo entre os alimentos analisados baseaa capacidade do sistema multi-
sensor fornecer diferentes perfis potenciométrimmssoante diferentes contetudos de
gliadinas presentes nos alimentos, apds extraag@ouma solucdo aquosa de etanol a
70%. Os perfis de sinais do sistema de multi-sessem conjunto com métodos
estatisticos multivariados de reconhecimento derdead nomeadamente a analise
discriminante, foram utilizados para diferenciamantos “com” e “sem glaten”. Foram
analisados quinze alimentos comercializados em u@alrt e, adquiridos em
supermercados: 8 alimentos cujo rétulo indicavaesgnca de gluten e 7 alimentos,
com indicacdo no rotulo de auséncia de gluten. @ de gliadinas nos alimentos
estudados foi confirmado por cromatografia liquika alta resolucdo, apds a sua
extraccdo. O sistema de multi-sensores utilizadaresentou um desempenho
satisfatorio na diferenciacédo de extractos conretlifies teores de gliadinas, permitindo
discriminar alimentos “com” e “sem gluten” com séi&lade e especificidades globais
superiores a 95% nos dados originais e de 75%auees0 de validacdo cruzada. Além
disso permitiu classificar de forma semi-quanti&tium alimento em 3 grupos:
alimento sem glaten (<10 ppm), alimento com teogldgen (20-40 ppm) e alimento
com teor de gluten (100-400 ppm). Nesta discrinéipagbteve-se sensibilidades e
especificidades globais de 100% e superiores a pata os dados originais e

procedimento de validacao cruzada (predicdo), otispenente.




Os resultados satisfatérios obtidos mostraram gsestema potenciomérico de
multi-sensores desenvolvido com base em membrapaspdliméricas pode ser

utilizado como uma ferramenta na deteccao prelimdeayliten em alimentos.




ABSTRACT

Celiac disease is characterized by intolerance ymeisensitivity to ingested
prolamins which are composites of wheat, rye, barley and.datsten proteins of
wheat are constituted of approximately 50% of protes named gliadins. The
treatment for celiac disease is glutdree diet.

A multisensor potentiometric (e-tongue) with 36 cross-sensibilgglymeric
membranes was applied for qualitative foodstuffalysis. The objective was to
distinguish gluten-containing from gluten-free fgod’he discrimination was based on
the capability of the e-tongue device to detedied#nt gliadins contents. The e-tongue
signal profiles were used together with supervisedtivariate statistical methods for
pattern recognition. A set of 15 Portuguese footlsopds samples with gluten-free
indicating and 8, indicating gluten-containing) rghased in commercial supermarkets
were analyzed. The multisensor systamsed, showed satisfactory performance in the
differentiation of extracts with different level$ gliadins, allowing discriminating food
"with gluten" and "gluten free" with an overall sgivity and specificity higher than
95% in the original data and 75% for the crosselaion procedure. Moreover it
allowed to semi-quantitatively classify food sanspiato 3 groups: gluten-free food
(<10 ppm), gluten-containing foods (20-40 ppm) ahden-containing food (100-400
ppm). This discrimination was achieved with an allesensitivity and specificity of
100% and greater than 79% for the original data am$s-validation (prediction)
procedure, respectively. The satisfactory resubisioed showed that the multisensor
potentiometric device developed based on lipo-pelyecnmembranes can be used as an

effective tool in the preliminary detection of gdatin foods.
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ABREVIATURAS

ADN - acido desoxirribonucleico

AOAC - Associacdo de Quimicos Analiticos Oficiais (atatira de “Association of
Official Analytical Chemistry”)

CE - eletroforese capilar

CV% - coeficiente de correlacéo

Da — Dalton

DC — Doenca celiaca

ELISA —Ensaio por inmunoabsorcao ligado a enzin@sreviatura de “Enzyme linked
immuno sorbent assay”

FAO - Organizagcao das Nag¢Oes Unidas para AgricultukBneentacdo (abreviatura de
“Food and Agriculture Organization)

GC - cromatografia gasosa (abreviatura de “Gas Chmgrephy”)

HMW - subunidades de gluteninas de alto peso molecular

HPLC - cromatografia liquida de alta resolucdo (abtaw@ade “High Performance
Liquid Chromatography or High pressure liquid chedagraphy”)

kDa — kilodalton

LD — limite de deteccéo

LQ - limite de quantificacéo
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(abreviatura de “Matrix-Assisted Laser Desorptionitation - Time-Of-Flight”)

MS — espectrometria de massa (abreviatura de “Massti®metry”)
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CAPITULO 1 —INTRODUCAO

O trigo € uma das mais importantes culturas deateeenivel mundial, em termos
de producdo e utilizacdo na alimentacdo humanan& importante fonte de energia,
proteina e fibraO trigo € consumido em muitas formas diferentemcgalmente no
pao, massas, bolachas, bolos, pizzas, entre odtrospacidade da farinha de trigo ser
transformado em diferentes alimentos € amplameaterrdinada pelas proteinas do
gluten. Os gréaos de trigo contém 8% a 20% de prateiAs proteinas do gluten
constituem 80% a 85% do total das proteinas daharie conferem propriedades de
elasticidade e extensibilidade que sé&o essencas @ funcionalidade da farinha de
trigo [1].

1.1. IMPORTANCIA DO GLUTEN

A importancia do glaten na indastria alimentar dege essencialmente as
propriedades das suas proteinas. Estas desempemmarpapel fundamental na
determinacao da qualidade do trigo, especialmemt@pimento ao conferir capacidade
de absorcdo da agua, retencdo de géas, coesiviadaesidade e elasticidade a massa
[2-5]. As proteinas presentes no glaten podemisetidas em duas fracgdes principais
de acordo com a sua solubilidade numa solucaoam®le¢ agua: gliadinas caso sejam
soluveis e gluteninas caso sejam insoluveis. Anasafraccdes apresentam elevados
contetdos em glutamina e prolina [5].

Por exemplo, as propriedades reologicas das maésasondicionadas pelo teor
em gliadinas e gluteninas. As gliadinas quandoaltédias tém pouca elasticidade e séo
menos coesas que as gluteninas; contribuem prin@pée para a viscosidade e
extensibilidade da massa. Em contraste, as glasmnando hidratadas séo coesas e
elasticas e séo responsaveis pela forca e elasteda massa [4-7].

A auséncia de gluten resulta frequentemente nunsaarimuida em lugar de uma
massa pré-cozedura e pode resultar num péo cozidaima textura esmigalhada, cor
pobre e outros defeitos na qualidade da pos-coae@uremocao do gluten das farinhas
pode conduzir a graves problemas para a industradificacdo e, actualmente, muitos
produtos sem gluten disponiveis no mercado sao aira bqualidade, exibindo
caracteristicas sensoriais em geral pouco apeiggiae os consumidores [4].

As proteinas do gluten estéo entre as proteinascoaiplexas da natureza devido

ao seu grande numero de componentes e tamanhosntife devido a variabilidade
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CAPITULO 1 —INTRODUCAO

causada pelo gendtipo, condi¢des culturais e psosetecnoldgicos. Elas influenciam
as propriedades reologicas da massa e apresentanmflu@ncia muito significativa na

qualidade de panificagcéo do trigo [5].

1.2. PROTEINAS DO GLUTEN

Glaten de trigo € um termo geral para as proted@asarinha de trigo pouco
solaveis em agua [8]. De um ponto de vista biogudmo glaten € uma mistura de
quatro tipos de proteinas: albuminas, globulinAadimas e gluteninas. As albuminas e
globulinas séo aproximadamente 15% das proteirmasesiantes 85% correspondem as
proteinas monomeérica e polimérica, denominadaslighae glutenina, dos quais 40%
sao gliadinas. As gliadinas e gluteninas enconsaram quantidades aproximadamente
idénticas no gluten de trigo, e podem ser difegas tendo-se em conta a solubilidade
de cada fraccdo em etanol: as gliadinas séo selauena solu¢cdo aquosa de etanol (por
exemplo 60%) enquanto as gluteninas sao insolinesta mesma solucéo. Estas duas
fraccOes sao caracterizadas por elevadas quandidadgiutamina e prolina e por baixas
quantidades de aminoacidos com grupos lateraisgados [5].

As gluteninas (soluveis em acido) sdo polimerosepdd ser divididas em
subunidades de gluteninas de alto (HMW) e baixo\{)Mbeso molecular. As gliadinas
(soluveis em alcool) sdo proteinas monomeéricasaptando as fraccoes -, y- € w-,
cuja classificacdo depende da mobilidade [9].

A cisteina é um aminoacido das proteinas do glatga quantidade apesar de
reduzida (aproximadamente 2%), é extremamente taumer para a estrutura e
funcionalidade deste, pois é a responsavel palagdes dissulfeto entre uma mesma
cadeia de proteina (ligacdo intramolecular) ou eenais proteinas (ligacéo
intermolecular) [5].

A maioria das gliadinas, estdo presentes como merasre apresentam massas

molares (MWSs) compreendidas entre 28.000 a 50.0@0[@11. Podem ser agrupadas em
quatro diferentes tipos com base na sua mobilidagld baixo ¢-, B-, y-, w-gliadinas,

em ordem decrescente de mobilidade) [5]. Estuda$epores em aminoacidos, no
entanto, tém demonstrado que a mobilidade elecétida nem sempre reflecte as

relacdes das proteinas e que-gliadina ep-gliadina ficam num grupoa(p-tipo). Os




CAPITULO 1 —INTRODUCAO

meétodos analiticos, como a electroforese bidimeasiou cromatografia liquida de alta
resolucdo em fase reversa permitem a separacdaatdd de gliadina em mais de cem
componentes. Com base na andlise completa ou Ipale®m sequéncias dos
aminoacidos, composi¢cdo em aminoécidos e MWs, &stagdes podem ser agrupadas

em quatro tipos diferentes5-, ®1,2-, a/p- e y-gliadinas, como indicado na Tabela 1

[5]

Tabela 1: Diferentes tipos de proteinas do gltaeagtado de H.Wieser [5])

Tipo MW x 107 Proporgdes® Composicao parcial de aminoacidos
(9/ mol) (%) (%)

Gin Pro Phe Tyr Gly

«5-Gliadinas 49-55 3-6 56 20 9 1 1
wl,2-Gliadinas 39-44 4-7 44 26 8 1 1
a/B-Gliadinas 28-35 28-33 37 16 4 3 2
y-Gliadinas 31-35 23-31 35 17 5 1 3
x-HMW-GS 83-88 4-9 37 13 0 6 19
y-HMW-GS 67-74 3-4 36 11 0 5 18
LMW-GS 32-39 19-25 38 13 4 1 3

#De acordo com as proteinas totais de gliten.

As o-gliadinas apresentam maior quantidade de glutgrpnmdina e fenilalanina,
representando 80% da composicéo total. A maiogaeigliadinas ndo contém cisteina,
portanto ndo existe a possibilidade de ligacdesutleto. As o/p- e y-gliadinas,
principais constituintes da gliadina, tem propos;@® glutamina e prolina muito
menores que as&-gliadinas, e diferem significativamente na quaadiel de alguns
poucos aminoacidos como a tirosina. Estes doiss tig@ gliadinas apresentam os
dominios N- e C-terminal diferentes. O dominio N¥timal consiste principalmente de
sequéncias repetitivas ricas em glutamina, profar@lalanina e tirosina e é Unico para
cada tipo de gliadina. Quanto ao dominio C-termirza o/pf- e y-gliadinas séo
homologas, apresentando sequéncias nao repetgiv@asontém menos glutamina e
prolina que o dominio N-terminal. Com algumas egdeg, asi/p-gliadinas contém
seis e ag-gliadinas oito cisteinas localizadas no dominitefinal e formam trés e
quatro ligagOes cruzadas intramoleculares, res@acénte [5].

A fraccdo das gluteninas compreende proteinas ag@sgligadas por ligacoes

-1
dissulfeto intermoleculares; tém tamanhos variawdgsde 500.000 g mohté valores

superiores a 10 milhdes. Apos a reducdo das ligad@sulfeto, as subunidades de




CAPITULO 1 —INTRODUCAO

glutenina resultantes apresentam uma solubilidadsa@ucéo alcodlica semelhante as
gliadinas, e sao divididas em subunidades de ghasrde baixo peso molar (LMW) e
de alto peso molar (HMW). O tipo predominante detgina sdo as subunidades de
glutenina LMW, que estdo relacionadas conu/is e y-gliadinas em massa molar e
composicao de aminoacidos. As gluteninas LMW condé&ms dominios diferentes: o
dominio N-terminal, que consiste de unidades repasiricas em glutamina e prolina, e
o dominio C-terminal, que € homologo ao d#% e y-gliadinas. As gliadinas LMW
contém oito cisteinas; seis residuos estdo emgessipomoélogas agp- ey-gliadinas, e
portanto, propde-se que estao ligadas por ligadi8@sslfeto intramoleculares [5].

As subunidades de glutenina HMW tém as maiores asas®lares de todas as
proteinas do gluten, com sequéncias ricas nos agigus prolina, glutamina e glicina
[10]. A glutenina HMW consiste de trés dominiosrstrais: um dominio n&o-
repetitivo N-terminal (A), um dominio central rejtigb (B) e um dominio C-terminal
(C). Os dominios A e C séo caracterizados pelaepgasda maioria ou de todas as
cisteinas [11]. Observa-se, portanto, que as lgmdissulfeto tém um papel importante
na determinacdo da estrutura e propriedades desmas de gluten, visto que @§- e
y-gliadinas apresentam trés e quatro ligagcbes dssul intramoleculares,
respectivamente, enquanto as gluteninas LMW e HMWluem tanto ligacdes
dissulfeto intramoleculares quanto ligacdes intéeadares [12].

Na Figura 1 apresenta-se esquematicamente a eatrdtu gluten, onde as
subunidades de glutenina HMW se ligam atravésgaedies dissulfeto intermoleculares
formado um esqueleto, que forma a base para adicapdes da subunidade de
glutenina LMW (também ligadas por ligacdes disga)feAs gliadinas também podem

interagir com os polimeros de glutenina por intgas ndo-covalentes [10].
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Figura 1. Modelo estrutural sugerido para o glidentrigo (retirado de P.R. Shewry
[10]).

As proteinas da farinha de trigo sdo elicitores dlsgias alimentares se
estiverem presentes na dieta de individuos comgialermesmo em baixas
concentracdes. Apés sua ingestdao podem causaifesade hipersensibilidade aguda

nos individuos com predisposicéo genética [13].

1.3. DOENCA CELIACA

A doenca celiaca, também conhecida como enteropatisivel ao glaten, € uma
doenca intestinal inflamatodria crénica, auto-imysFmanente, que se manifesta em
individuos com predisposicdo genética através gmsido de prolaminas [14]. E
causada por uma intolerdncia permanente ao glémmposto proteico presente em
cereais como o trigo, 0 centeio, a cevada e a §U/BJaA fraccdo toxica do gliten e a
gliadina, sendo esta a responsavel pelas manibestaifinicas da doenca. As gliadinas
dividem-se nas fraccoes, B-, y- € w-, sendo todas toxicas para pacientes com doenca
celiaca, embora a fraccdo mais toxica parecaegliadina [16].

A toxicidade esta relacionada com a inactivagcdalegaada das células-T
intestinais, que reconhecem os péptidos de gliadimodificados pela enzima
transglutaminase tesidular (tTG ou TG2) nos indiegl que apresentam moléculas
celulares HLA-DQ2/DQ8 activadas pelos péptidos liadma do trigo e prolaminas
relacionadas da cevada e centeio [17].
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Apoés a ingestdo de glaten, os individuos que pawdlat doenca celiaca sofrem
de uma inflamacéo crénica da mucosa duodenal quéuzca uma fraca absorcdo dos
nutrientes essenciais, incluindo ferro, acido fijlicalcio e vitaminas liposoluveis [17-
31]. De facto, as gliadinas impulsionam o sistemaniitério para a producdo de auto-
anticorpos. Para além de anticorpos anti-gliaded@®, também gerados no organismo
anticorpos contra a transglutaminase tecidular.es€Estiois auto-anticorpos sao
responsaveis pelos danos causados no intestinadde[@8]. Além disso, 0os pacientes
com doencga celiaca tendem a sofrer de outras do@m@ricas nas quais 0 sistema
imunitario ataca as suas proprias células e tecidolslindo diabetes de tipo 1, doenca
auto-imune da tirdide, doenca auto-imune do figatrijte reumatoide, doenca de
Addison e sindrome de Sjogren, bem como cancresting, osteoporose, infertilidade
feminina, perturbacbes neurolégicas e psiquidtricastre outras [20,22,30-32].
Segundo estudos de base populacional, chegou-saciusdo que a prevaléncia da
doenca celiaca se encontra numa escala de 0,34 1a0Europa e nos Estados Unidos
[20,22,31,33-35].

O glaten é uma fraccdo proteica do cereal predarteénque se pode encontrar,
por exemplo, no trigo, espelta, cevada, centeios eseus hibridos [18-20,36]. As
proteinas: gliadina (trigo), secalina (centeio)rdeina (cevada) e possivelmente as
aveninas (aveias) sdo descritas como activadoyas-B8]. Muitos autores consideram
que a aveia ndo é téxica para o doente celiace elgypodera tolerar pequenas porgdes
deste cereal, porque o conteudo em prolamina @ ciezes menor do que no trigo,
centeio ou cevada. Contudo, esta matéria € aindgauno discutivel, ndo sendo
consensualmente aceite por parte dos investigadesgsonsaveis pelos diferentes
ensaios clinicos em doentes celiacos [39,40].

Os disturbios revertem, parcial ou totalmente, doamestabelecida uma dieta
permanente e rigorosa isenta de glaten, sendmasteo tratamento disponivel até ao
momento, permitindo quer a recuperacdo da mucdsatimal quer a prevencdo de
outras condi¢cdes complicadas [4,18,19,21,34,41] p&gentes tém de efectuar uma
dieta a base de alimentos naturalmente isento&itlngcomo o amido, arroz, painco e
trigo mourisco ou em produtos cuja base seja @ toig 0 amido de cevada que sao

modificados de forma a serem isentos de gluter3(28,
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1.4. LEGISLACAO E LIMITES DE TOLERANCIA AO GLUTEN

A legislacdo europeia exige uma rotulagem obrigatdia indicacdo das
substancias potencialmente alergéneas no rotulogélosros alimenticios através da
Directiva 2003/89/CE, do Parlamento Europeu e dos€no de 10 de Novembro,
transposta para a ordem juridica interna pelo Dedrei n.° 126/2005 de 5 de Agosto e
este por sua vez aditou o anexo Il do Decretorleb60/99 de 18 de Dezembro, que
estabelece as regras a que deve obedecer a rotylageesentacdo e publicidade dos
géneros alimenticios. O Decreto-Lei n°. 126/208tivo a indicagdo dos ingredientes
presentes nos géneros alimenticios, estabelecegatobiedade de fazer uma referéncia
clara no rotulo ao nome de qualquer ingrediente cuiinue presente no produto
acabado quando se trata de “cereais que contéenglddmeadamente trigo, cevada,
centeio, cevada, aveia, espeKamutou as suas estirpes hibridas. Ou seja produtos a
base de cereais, tém de ser rotulados, a fim degmoos consumidores contra as
reaccdes adversas [23,36,42].

A norma do Codex para alimentos isentos de glidemagrovada em 1976 pela
Comissédo doCodex AlimentariusEm 1981 e em 2000 procedeu-se a revisdo do
projecto de normas e os denominados alimentos $@®ngsdo descritos como: (a)
constituidos por, ou elaborados apenas a partirgiledientes que ndo contém qualquer
prolaminas de trigo ou de todas as espéciesritieum, tais como espelt&kamutou
trigo duro, centeio, cevada, aveia ou as suasdadés hibridas com um nivel gliten
que ndo exceda os 20 ppm, ou (b), elaborado coradiemtes a partir de trigo, centeio,
cevada, aveia, espelta ou suas variedades hibgdasforam tornadas sem glaten;
gliten com um nivel ndo superior a 200 ppm, ouqledlguer mistura dos dois
ingredientes, no (a) e (b) mencionados, com umlni® superior a 200 ppm
[4,25,27,31,32,35,38,43].

A quantidade maxima permitida de gliadinas nos efitos para estes serem
considerados isentos de gluten de acordo com assamiddCodex Alimentariug de
100 ppm (10 mg gliadinas/100 g de alimento) o qyeivale a 200 ppm de gluten.
Contudo alguns investigadores consideram este eli@ehdo para proteger a populacao
susceptivel. Segundo a Comissédo do Codex, a imgdstd0 mg gliadina/dia ndo deve

ser ultrapassada por grupos susceptiveis [44].
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O desenvolvimento da legislacdo sobre os niveisgldéen admissivel em
alimentos rotulados como “sem gluten” tem sidocditado pela falta de um adequado
método de andlise. O que torna a legislacdo nestarian inespecifica e susceptivel de
controversa [45].

Recentemente, a Comissdo@odex Alimentariu§2008), aprovou novas normas
para os alimentos sem gluten. Segundo esta norgiatemn é definido como “ fraccéo
proteica do trigo, cevada, centeio e aveia, sudedades cruzadas e derivados, a que
algumas pessoas sao intolerantes e que € inselivéfjua e numa solucdo de 0,5 M de
cloreto de sodio”. Um alimento “sem gluten” é da&fomncomo “um produto que contém
menos de 20 mg de gluten /kg de alimento e 100engjiden / kg de alimento no caso
de alimentos especialmente produzidos para readut&or de gluten para um nivel
compreendido entre 20 e 100 mg/kg” [36,42,45].

Segundo o Regulamento (CE) n.° 41/2009 da Comuds&® de Janeiro de 2009
relativo a composicao e rotulagem dos géneros atigies destinados a pessoas com
intolerancia ao gluten, os alimentos com um teotegl inferior a 20 mg/kg de alimento
podem ostentar a mencgdo “isento de gluten”; osealios com um teor de gluten
compreendido entre 20 e 100 mg/kg no alimento tmtera mencdo de “teor muito
baixo de gluten”. As mencdes «teor muito baixo tlgeg» ou «isento de gluten»
devem figurar proximo da denominacdo de venda doealo. Este regulamento é

aplicavel em todos os Estados-Membros a partir die Janeiro de 2012 [46].

1.5. METODOS DE DETECCAO E ANALISE DO GLUTEN

O glaten pode estar presente em muitos produtaBpeddos a partir de farinhas
de trigo, centeio, cevada e aveia, como no paosasadolachas, papas, cereais, mas
também pode ser adicionado a um produto como iregrex] aditivo ou devido a razées
tecnologicas do processo de fabricacdo. Os métq@ma a analise de glaten
confrontam-se com diferentes problemas, tais comoatmreza heterogénea dos
alimentos, composicdo variavel do gluten e difiadel de quantificar produtos
processados aquecidos ou quando o gluten estik@alpaente hidrolisado [29].

Assegurar que um alimento é livre de gliten é deemra importancia para os
doentes celiacos sendo imperativa a necessidadevds métodos analiticos de glaten

com sensibilidade, selectividade, fiabilidade, batxisto, rapidos e validados [19]. A
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disponibilidade de produtos alimentares isentosamu baixo teor de glaten (abaixo de
4 mg de gluten/100 g de alimento, 40 ppm) é fulpaia a qualidade de vida dos
pacientes que sofrem de doenca celiaca. No en@fwpdutos alimentares comerciais
declarados, frequentemente, como isentos de glpmem ser frequentemente
contaminados por gluten (numa escala de 20-200 [97].

As técnicas seguintes sao frequentemente utilizaalas detectar, fraccionar e/ou
quantificar proteinas de trigo: eletroforese ens gi& poliacrilamida (A-PAGE e SDS-
PAGE) [7,19,37,48-50], cromatografia liquida deaaksolucdo em fase reversa (RP-
HPLC) e exclusdo de tamanho (SE-HPLC) [6,7,13,284337,38,44,48-56],
eletroforese capilar (CE) [32,48,52], ensaios inamzamaticos (ELISAS)
[14,17,21,24,26,27,29,31,32,34,36-38,43,44,55,5éhsaios de imunofluorescéncia
competitivos homogéneos para a determinacdo ddirgliaitilizando gliadina marcada
como térbio [32], espectroscopia de correlacadwedscéncia [21], espectroscopia de
massas MALDI-TOF [26,31,32,41,43,55,58], métodosehdos em ADN tais como,
reaccdo em cadeia da polimerase (PCR e RT-PCR28232,36,55], citometria de
fluxo acoplada a um fluxo de anticorpos de ratareoa um péptido de 16-residuos da
gliadina [35].

Os tratamentos térmicos, aplicados na transformde&dimentos, ndo afectam a
toxicidade da prolamina mas podem afectar a suantifjuacdo. Os efeitos do
tratamento térmico dependem das condi¢cbes aplicddagempo e temperatura do
tratamento, bem como as caracteristicas da matrigraduto alimentar e do método
utilizado [19]. Ndo obstante, os métodos imunoqod®isdo as ferramentas mais
utilizadas [19,34]. Presentemente, a técnica deSKLlque utiliza o anticorpo
monoclonal parao-gliadina, que sdo estaveis ao calor [59], € cenath, 0 método
oficialmente aceite pelassociation of Official AnalyticaChemistry(AOAC). O limite
deteccédo € de 160 ppm de gliadina, possui baixsitskade para a aveia e cevada e
nao detecta as prolaminas do arroz e milho [57186].novo método para a analise de
gluten, ELISA tipo sanduiche que utiliza o antiermonoclonal R5 contra o
pentaptideo toxico GGPFP e sequéncias homologastitiegs no glaten, foi
desenvolvido. Este método denominado de R5-ELIS#gpaz de identificar gliadinas,
hordeinas e secalinas com sensibilidades de 0,38,600,39 ng/ml, respectivamente.
Os limites deteccéo foram 1,5 ng gliadinas/ml (Jpp6n gliadinas, 3,2 ppm de glaten).

10
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Também foi capaz de detectar gliadinas e hordeemsprodutos a base de trigo e
cevada transformados e nao transformados pelo [631@&2,63].

No entanto, os “kits” actualmente disponiveis panmmedicdo de gluten séo: (i)
ensaios ELISA tipo sanduiche; (i) ndo detectamnamlo equivalente o gliten nos
diversos cereais; (iii) ndo séo especificos paghaaina toxica da doenca celiaca; (iv)
nao detectam as formas hidrolisadas da gliading;s§o destruidos pelos agentes
redutores comummente utilizados para extrair oeglutlos alimentos (os quais
desnaturam os anticorpos e as marcacdes enzimgfchs

Recentemente relatou-se o0 uso da citometria d® fhax deteccdo de niveis de
gliadinas abaixo dos 10 pg/ml [35], bem como umaengle espectroscopia de
fluorescéncia de correlacdo, relatando um limitedeleeccéo de 0,006 ppm de gluten
inferior a 3,2 ppm recentemente relatado para RESEI21].

Também se encontra documentado na literatura,ez gt de gluten pela PCR,
em amostras de farinha de cereais e em produtpaniécacdo sem gluten, com limites
de deteccéao de 0,1% (w/w), um valor aproximadamegievalente ao limite de 10 mg
por 100g de gluten proposto p&odex Alimentariu§25]. O método de PCR selectivo
para a amplificando um fragmento de 135 pb do gema detectar ADN de glutenina
trigo numa infinidade de matérias-primas e alimenpoocessados termicamente O
limite de deteccéao foi de 21,5 pg de ADN. A ausé&nlg amplificacdo nos cereais como
a aveia, centeio, cevada e milho torna este mé&adlisivo para a deteccdo de trigo
[24]. Ensaios de PCR em tempo real, usando as sdratgMar?, foram aplicados para
a deteccao de gluten em diferentes cereais, obtesnibilidades de 2,5 mg/kg e 5
mg/kg de trigo, em matrizes a base de produtos tasge a base de carne,
respectivamente [36].

O método de andlise por HPLC permite quantificar diferentes tipos de
proteinas do gluten. Em diferentes farinhas de ralifies espécies de trigo a
percentagem de gliadinas totais esta compreendida &4,5-86,8%. Aa-gliadinas sao
as que apresentam maiores proporcoes (28-45,3@tlidas day-gliadinas (21-31,3%)

e asw-gliadinas encontram-se em menor quantidade (63%4y[64].

Sendo também considerado um método preciso pagteaminacao quantitativa
de gliadinas e gluteninas em farinhas de trigo emlyios processados termicamente,
permitindo excelentes recuperacdes de gliadinatafor, pode ser usado como um

eficiente método de controlo para os ensaios imuinaigos [38]. Apos a adaptacéo do

11
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método para amostras pobres em gluten, o limitketErcdo pode ser cerca de 20 pg de
proteina gluten por grama de farinha de gluten, @u®nsideravelmente inferior ao

valor maximo proposto pela norma do Codex paraeadtos sem glaten. [38]

A andlise de gluten é desafiadora porque o gluteima mistura de proteinas
insollveis em agua, derivado dos gréos de triggadae ou centeio, que em alimentos
comerciais, esta envolvido numa gama de diversaszeme é modificado pelo calor e
processamento [29]. Neste sentido, é de extremartéarnria desenvolver métodos
analiticos de facil utilizacdo, economicos, simgesnsiveis para detectar proteinas em
produtos alimentares, nomeadamente as gliadin&s sgo responsaveis pela doenca
celiaca.

Relativamente ao diagndéstico da DC podemos menciaigans trabalhos, tais
como, o desenvolvimento de um “imunosensor impetliond para a deteccdo de
anticorpos anti-gliadinas [18], um biosensor deab Opticas para a deteccdo de
anticorpos anti-gliadinas [65] e sobre a implemgida de um imunosensor
electroquimico para diagnosticar a doenca celiteagdo por base a deteccdo de
anticorpos de transglutaminase tecidular em sonsahno [20]. No que diz respeito, ao
desenvolvimento de sensores para analise de ghitesimentos pode-se consultar na
literatura dois trabalhos [41,66], que mostrarahesenvolvimento e aplicacdo de um
microsensor Optico de proteina interferométricaydte por base uma superficie
nanoestruturada de silicone poroso modificada guamente que ligam covalentemente
proteina de ligacdo da glutamina (GInBP) Escherichia coli,para a deteccdo de
vestigios de gliadina e outras prolaminas nos aliose A resposta do sensor para a
concentracdo de proteina foi medida numa gama@d®@ug/L e a sensibilidade do
método foi 45%.

O crescente interesse em relacdo a aplicacdo themsismulti-sensor na area
alimentar pode ser, em parte, atribuido aos batxstos de calibracdo, a precisao
satisfatoria para tamanhos relativamente pequemesmjunto de dados da calibracéo e
a facil adaptabilidade a diferentes condi¢fes aleatho, quando comparado com outras
metodologias analiticas [67].

Nassef et al. (2008) desenvolveram um imunosenkmtrequimico para a
deteccdo de gliadinas em alimentos. Foram estudhdessuperficies quimicas para a
captura e estabilidade do anticorpo monoclonalgli@dina. Os limites de deteccdo

obtidos para as superficies quimicas 1 e 2 foramsle 11,6 ng/mL, respectivamente.

12
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Este imunosensor quando aplicado as analise detpsodlimentares sem glaten e com
gluten apresenta correlacdes excelentes, em cogdga@m o teste de ELISA. O
imunosensor desenvolvido € muito sensivel, deteateos niveis de gliadinas (ppb),
quantitativos fidveis e a deteccdo do conteludoliddiga pode ser atingido dentro de
90 minutos, com um minimo de exigéncia de mani@adaip operador [45].

Na literatura, encontram-se descritos varias mébgis para extrair e fraccionar
as proteinas do glaten. Na extraccdo da gliadisaglmente utilizam-se soluc¢des
aquosas de etanol a 60-70% (v/v) [14,21,22,33,383%83,69], ou solugbes a 40%
etanol (v/v) [28,17,31,37] ou com 50% 1-propand,p2]. As gluteninas, proteinas
insollveis em solugcdes de etanol a 60-70%, sendoatmente extraidas em solucéo
aquosa de 50% (v/v) 1-propanol contendo Tris-HGOFOmol/L, pH 7,5), ureia (2
mol/L) e (1%) DTT a 60°C ou 2-mercaptoetanol [70].

O método de extracgcdo de gliadinas, proposto peizBi colaboradores (1984),
foi utilizado neste trabalho devido a sua simphde, reduzido custo, rapidez (sem
tempos longos de incubacdo das amostras) e ressiltatitaveis na analise por RP-
HPLC. Este método foi utilizado, para diferenciiadjnas extraidas de grao de trigo
ou de amostras de farinha, permitindo a identificagas variedades de trigo [68].

A maior parte dos produtos alimentares comerciaidem conter proteinas
modificadas, como consequéncia de tratamentosdeésmalteracbes no pH, quimica e
hidrélise enzimatica e de alta pressao duranteasepsos de fabricacdo. No caso dos
alimentos que contém glaten, a interaccdo das rpioés entre si, ou com outros
componentes da matriz alimentar, que ocorrem ptardocdes covalentes (pontes
disulfeto) e nao-covalentes estabelecidas durafben@acido da massa, pode provocar
uma reducdo substancial das proteinas e sua racépenas amostras, representando
uma desvantagem adicional na analise de alimeatogkiten. [34]

1.6. SISTEMA DE MULTI-SENSORES

Na industria alimentar a caracterizacdo de amostraglexas € realizada com a
aplicacdo de diversas técnicas analiticas basgaith@gpalmente na separacédo eficiente
de compostos, por exemplo, HPLC, espectroscopia,76Z8]. Contudo estas técnicas
sdo demoradas, caras, requerem equipamento ema@lmale o pré-tratamento da

amostra [78].
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Os sensores quimicos dos sistemas analiticos désemslores podem ser
aplicados nos mais modernos sistemas analiticosgezal, ndo necessitam de pré-
tratamento da amostra, permitindo ndo s6 a discagdio das propriedades das
caracteristicas das amostras de alimentos mas namlavaliar a qualidade global dos
alimentos [76,78]. No entanto, requerem sofistisadwétodos quimiométricos para
analisar os dados ou perfis de sinais medidosgigiena de multi-sensores, tais como
ferramentas de reconhecimento de padrbes: an&@ismmponentes principais (PCA)
[73,77]; analise discriminante linear (ADL) [76]pdes neurais artificiais (ANN)
[76,77], regressao parcial dos minimos quadradbS)(AFmodelacdo independente por
analogia de classes (SIMCA) [75,78].

Nos sistemas de multi-sensores podem ser utilizalifesentes sensores com
varios principios de funcionamento, sendo os masguentes os potenciométricos
[71,77], amperométricos [77] e voltamétricos [H$tes sistemas podem ser preparados
com diferentes materiais, como por exemplo, eldogode vidro de calcogénio
[64,67,74], 6xidos e membranas cristalinas [77],mm@nas a base de polimeros
organicos plastificados contendo diferentes subsénactivas [77], membranas
sensiveis a catido ou anido [64], fios de metasipsos e raros como Au, Ir, Pd, Pt, Re,
Rh [71] e filmes poliméricos [72,73].

O numero de sensores utilizados num sistema dei-senisores depende da
funcdo analitica e de quantos materiais difereest8o disponiveis. O numero de
sensores pode variar de 4 a 40. Tipicamente, utensas de multi-sensor contém
namero elevado de unidades de sensores, o quet@earrnsua aplicacdo a diferentes

funcdes analiticas [77].

1.7. OBJECTIVOS

O gluten € uma mistura de proteinas presentes eensds cereais e derivados
(trigo, centeio, cevada, aveia, entre outros) eepoder classificadas em dois grupos, as
prolaminas e as glutelinas. As prolaminas resp@is®ela intolerancia dos pacientes
celiacos sdo: as gliadinas do trigo, as secalioazdteio, as hordeinas da cevada e as
aveninas da aveia.

Assegurar que um alimento esta livre de glauten &itk importancia para o

doente celiaco, sendo imperativo o desenvolvimeetanétodos analiticos robustos
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para a sua deteccdo e quantificacdo. Neste tralailimpu-se um sistema de multi-

sensores contendo membranas poliméricas de satelgiicruzada a constituintes, para
analisar a presenca ou auséncia de gliadinas edntpsoalimentares. Paralelamente foi
implementado e validado um método de cromatogtafida de alta resolugéo, que
permitiu corroborar a presenca ou ndo de gliadimascomposicdo dos alimentos
analisados e estabelecer regras de classifica¢éo @analimentos com 0 novo sistema

de multi-sensores.

Assim sendo, como objectivos especificos preteséeu-
— Optimizar um método de cromatografia liquida (HPLQara a
deteccao/quantificacdo de gliadina em alimentos;
— Aplicar uma sistema de multi-sensores na discrig@inade alimentos “com” e
“sem glaten”, através da presenca ou ausénciaakirgs;
— Estudar a sensibilidade do sistema de multi-seasoidiferentes concentragdes

de gliadinas adicionadas a um alimento.
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Neste capitulo apresenta-se a descricdo da amastrafgctuada, bem como, os
reagentes, o equipamento, os procedimentos e asgdens experimentais usadas nos
métodos aplicados na andlise das gliadinas.

2.1. AMOSTRAGEM

As amostras dos alimentos foram adquiridas em swyendos, tendo em conta a
informacado presente nos rotulos. Foram estudadadit®entos no total: 8 alimentos
com glaten (farinha 1, farinha 2, papa 1, papadd, b, bolacha “Maria” 1, bolacha 1,
cereal de pequeno-almoco 1) e 7 alimentos semng{ptpa 3, papa 4, farinha 3, cereal

de pequeno-almoco 2, bolacha “Maria” 2, bolachaé®, 2).

2.2.METODO DE ANALISE DE GLIADINAS EM ALIMENTOS PORHPLC

Descrevem-se, a seguir, 0 equipamento, reagestsantes, os padrbes, o0 modo
de preparacao de solucdes e extractos, bem cornondgdes cromatograficas usadas.

2.2.1. Equipamento

As analises foram realizadas num sistema cromdiogréonstituido por um
cromatografo marca ProStar, equipado com uma bowdan Prostar 220 e um
injector manual Rheodyne modelo 7725i provido adgplde 10uL. A deteccéo foi feita
com um detector Varian ProStar 330 Photodiode Af&yaquisicdo e tratamento dos
dados utilizou-se o Software Star Chromatographykdétation, versao 4,5.

A separagcdo cromatogréfica foi conseguida usanda coluna cromatografica
PLRP-S, da marca Poymer Laboratiries, constituistaum polimero de poliestireno
divinilbenzeno (tamanho de particulasu, de poro 300 A, 15&,6 mm d.i.). A
coluna foi colocada no interior de um forno marocme$ Chromatography, modelo
7981. Na desgasificacdo dos eluentes e preparasaandostras utilizou-se um banho

de ultra-sons, marca Elma e modelo Transsonic 460/H
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CAPITULO 2—MATERIAIS EMETODOS

2.2.2. Reagentes e Padrdes

O padréo de gliadina utilizado foi a “Gliadin fromineat” da Sigma-Aldrich.

Na preparacdo dos eluentes utilizaram-se reageletegualidade analitica sem
terem sido submetidos a qualquer purificacdo adatioO acetonitrilo (Labscan), foi
adquirido a Merck, com uma pureza superior a 99@%cido trifluoracético (TFA) de
pureza minima de 99%, foi adquirido a Acros Organic agua desionizada foi obtida
através de um sistema de desionizacdo TGl PurerV¥gstems. O solvente etanol
absoluto utilizado foi adquirido a Panreac.

Todos os solventes foram filtrados usando membrdeasylon de porosidade
0,20um e diametro 47 mm da Millipore. Todas as amosrpadrdes injectados foram
previamente filtrados com filtro de nylon de podagle 0,2um e diametro 25 mm,
Puradisc 25 NYL da Whatman.

2.2.3. Quantificacdo das solucdes padrao de ghadin

Na quantificacdo das solucdes padrao utilizou-seagitador de microplacas da
marca StatFax-2100. A leitura das microplacaszealse num leitor de microplacas da
BioTek Instrument, modelo ELx800 e o registo doenes das absorvancias medidas a
um comprimento de onda de 595 nm, foi efectuado@@mograma Geneb.

Utilizou-se o “Kit” da Pierce, Coomassie Plus — Buwiter Bradford” Assay Kit
para a quantificacdo das solucdes padrédo de albu(aolucdes diluidas a partir da
solugéo concentrada fornecida no kit) de acordo a®mstrucdes do fornecedor (anexo
A).

2.2.4. Preparacédo de solucdes e extractos

A seguir, descreve-se 0 modo de preparacao dagdsslypadriao de gliadina, da

quantificacao das solucdes padréao de gliadina eldestes para HPLC.

Preparacédo das solucfes padrdo de gliadinAs solucdes padrao de gliadina foram

preparadas com diferentes massas de padrao dagl{@dsolido foi pulverizado antes
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de ser usado) e extraidas com uma solucdo aquastardd a 70% (v/v). As misturas
foram homogeneizadas num vortex durante 15 minataentrifugadas durante 10

minutos a 5000 rpm.

Preparacdo das amostras dos alimentosAs amostras de farinha e papas foram
extraidas directamente, as restantes foram tréssradm triturador até ficarem em po.
O procedimento de extraccdo das gliadinas dos atoeeencontra-se descrito no ponto
2.3.3 (capitulo 2, seccdo Material e Métodos). m®stras analisadas por HPLC foram
as mesmas analisadas no sistema multi-sensoresa Raélise no HPLC, aliquotas de 1
mL foram filtradas com um filtro de nylon de pomdesie 0,2um e didametro 25 mm
(marca Whatman) e guardadas a 4°C. As condi¢cdasdalse encontram-se descritas no
ponto 2.2.5 (capitulo 2, sec¢do Material e Métodos)

Quantificacdo das solucdes padrdao de gliadina porkit”. Os ensaios foram
realizados de acordo com as instrugbes do fabecaohtidas no Kit da Pierce,
Coomassie Plus — The Better BradfdtdAssay Kit. O procedimento encontra-se no
Anexo A. A leitura da absorvancia a 595 nm foi ila num leitor de microplacas
BioTek Instruments, modelo ELx800.

Uma vez que o grau de pureza do padrao comercigliaiina ndo ser indicado
pela marca procedeu-se a extracgdo do mesmo eipogteantificacdo das solucdes de

forma a confirmar a concentracéao final das mesmas.

Preparacdo de eluentes para cromatografia liquidaA separacdo das gliadinas foi
efectuada apds a injeccdo de |ll0de amostra usando como eluentes 99% de agua
desionizada, 1% de acetronitrilo e 0,01% TFA ({&0lvente A) e 99% acetronitrilo,
1% agua desionizada e 0,01% TFA (v/v) (solvente B).

Os eluentes foram filtrados com membrana de nyl@ut num sistema de
filtracdo de eluentes. Todos os eluentes foramasesiicados em banho de ultra-sons

durante, pelo menos, 15 minutos.
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2.2.5. Condicdes cromatograficas para analiseiddighs

A melhor resolucdo cromatografica das gliadinaésdprem sido experimentados
diferentes gradientes, foi obtida utilizando o ggate 20%-80% de solvente B durante
30 minutos. A eluicéo foi realizada a um fluxo danse de 0,6 ml/min, & temperatura
de 40£0,1°C e a deteccéo foi feita a 210 nm.

2.2.6. ldentificacdo dos picos referentes as gieslinos cromatogramas das

amostras de alimentos

Os picos referentes as gliadinas presentes nostespdJV das amostras de
alimentos analisadas foram identificados por coag#o dos tempos de retencéo
registados para as solucbes padrédo de gliadinas anglise do espectro UV associado
a cada pico.

Os espectros UV foram registados na gama de coraptinde onda de 190-400

nm, tendo-se verificado que o espectro lido a 2h(armitia uma maior sensibilidade.

2.2.7. Parametros analiticos avaliados no métodéRl«C

Limite de deteccéo e quantificacaoO limite de deteccdo (LD) pode ser definido
como a menor concentracdo de uma substancia qeeseodletectada, utilizando um
dado procedimento experimental. A menor concenbralgiuma substancia que pode
ser quantificada, utilizando um procedimento expental, denomina-se de limite de
quantificacao (LQ) [83,84].

Os limites de deteccao (LD) e de quantificacdo (fdpam calculados através de
parametros da curva analitica. Os LD e LQ foranerdé@hados usando as equacoes 1 e

2, respectivamente:

LD = 3,3x(3j 1)

m
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LQ = 10x [%j )

onde: s é o desvio padréo da resposta, que podedasvio padrdao do branco, da
ordenada da origem da equacao da recta ou da equ@acgécta da regressao linear; m é

o declive ou coeficiente angular da curva analitica

Precisdo. A precisdo avalia a dispersao de resultados de séria de medi¢cbes
repetidas a uma mesma amostra, a amostras seneslitant uma solucédo padréo, em
condi¢Bes definidas. E normalmente avaliada usandalor do desvio padréo relativo
(DPR%, também conhecido como coeficiente de vania€4d/%), em circunstancias
especificas de medi¢do, como a repetitividadepre@séao intermédia.

Normalmente, métodos que determinam substanciasmaro quantidades
requerem um CV% de 1 a 5%. Em métodos de andlisqudatidades residuais,
aceitam-se CV% até 20%, dependendo da complexidademostra (Ribanét al,
2004). Os critérios experimentais usados na aviag precisao sdo a seguir referidos
para: a) repetibilidade; b) precisdo intermédia.

a) Repetibilidade avalia a disperséo dos resultddasedicdes sucessivas usando
0 mesmo método sob as mesmas condi¢cdes de medigdggja, usando 0 mesmo
procedimento, com 0 mesmo técnico e equipamenttitianae usando as mesmas
condicOes experimentais do mesmo laboratorio. pstigbes devem ser realizadas num
curto intervalo de tempo. Para o estudo da refidabie, o Instituto Nacional de
Metrologia e Qualidade Industrial do Brasil (INMEDR recomenda sete ou mais
repeticdes para o calculo da estimativa do desaurgm, enquanto a “International
Conference on Harmonisation” (ICH) e ANVISA sugergue a repetibilidade seja
verificada a partir de um minimo de nove deternieac para trés niveis de
concentracdes (trés repeticbes cada) ou a partindeinimo de seis determinagfes a
uma concentracdo proxima do valor esperado [83,85].

b) Precisdo intermédia reconhecida como a mais representativa da vicedie
dos resultados num laboratério. Avalia o efeito dasacdes dentro do laboratério
associadas a medicoes em diferentes dias ou cenemliés analistas ou com diferentes
equipamentos ou com uma combinacdo destes factBeza. determinar a precisao
intermédia de um método, efectuam-se “n” medi¢Besutha solugdo amostra e

padrbes, de varios niveis de concentracdo, emsvéias (de acordo com o numero de
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ensaios descritos na medicdo da repetibilidadeprécisdo intermédia € também
avaliada através do valor do desvio padrdo relativaoeficiente de variagdo (CV%)
dos resultados das andlises repetidas nas condicies referidas [83,85].

2.3. ANALISE DE GLIADINAS EM AMOSTRAS DE ALIMENTOS POR STEMA

MULTI-SENSORES

A seguir descrevem-se 0s equipamentos, reagertgseparacdo das solucoes e
extractos usados na analise de gliadinas em ammaigralimentos com o sistema de

multi-sensores potenciométricos.

2.3.1. Equipamento

Todas as pesagens das amostras dos alimentosdasllsem como do padréo de
gliadina foram efectuadas numa balanca analiticaalaa KERN, modelo ASS 220-4,
com preciséo de +0,1 mg.

Nas extrac¢Oes de gliadinas das amostras dos atisnestudados e do padrao de
gliadina utilizou-se um Vortex, modelo VM2 CAT 23@&/uma placa magnética VELP
Scientifica. Nas etapas de centrifugacdo utilizeutsma centrifuga refrigerada

Centurion KR Series.

2.3.2. Reagentes e Solventes

Todos os reagentes e os solventes utilizados rsasosrealizados foram de grau
analitico e utilizados como fornecidos. O solveetanol absoluto utilizado foi
adquirido a Panreac.

Todas as solucbes foram preparadas usando agumidada, obtida a partir de
um sistema de desionizagcdo TGI Pure Water Systems.

O padréo de gliadina utilizado foi a “Gliadin fromineat” da Sigma-Aldrich.

As 36 membranas poliméricas, utilizadas na condtrutp sistema multi-sensor,

foram preparadas com aproximadamente 31,9-32,3%PYE, 64,7-65,2% de
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compostos plastificantes e 2,8-3,2% de compostitiz@sd Na Tabela 2 indicam-se os

compostos aditivos e plastificantes utilizados.

Tabela 2. Aditivos e plastificantes usados na pegg@® das membranas polimeéricas.

Composto Identificagéo do Composto Identificagcéo do
aditivo composto aditivo plastificante composto plastificante

. ) Fatalato de Bis
Octadecilamina 1 (2-ethil-hexilo) A

Fosfato de Bis Adipato de Bis

(2-ethil-hexilo) 2 (1-butil-pentilo) B
Alcool oleilico 3 Fosfato de Tris C
(2-etil-hexilo)
Cloreto de
metil-trioctil- 4 Sepacgto de D
. . dibutilo
amonio
Cloreto de . . .
tridodecil-metil- 5 2-Nitrofenil-octil- E
o éter
amonio
Acido oleico 6 Fosfato de dioctil- =

fenilo

2.3.3. Preparacéao de solucdes e extractos

Neste trabalho utilizou-se uma solucdo aquosa derokta 70% (v/v) como
solugédo de extraccdo das gliadinas presentes mosnabs. A referida solugéo foi
preparada, diluindo 70 mL de etanol absoluto até&valmme final de 100 mL com agua

desionizada.

Neste trabalho experimental, fizeram-se duas eaxpeadas que envolvem
procedimento de extraccdo de gliadinas dos 15 atwmseadquiridos ou de 1 alimento
sem gluten, ao qual foi adicionado concentracdesatites de padrao de gliadinas.

Na experiéncia 1, pretendeu-se quantificar gliaglinas produtos alimentares
(com e sem glaten) em estudo e verificar se a nmigéo contida no rétulo era a
correcta utilizando o método HPLC-RP e discrimiaaralimentos com e sem gluten

atraveés da presenca ou auséncia de gliadinagaatild o sistema de multi-sensores. Na
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experiéncia 2, pretendeu-se estudar a sensibilidadgstema multi-sensor e se podia
ser usado para diferenciar matrizes alimentares dderentes concentracbes de

gliadinas adicionadas de modo semi-quantitativo.

Experiéncia 1: Neste ensaio utilizaram-se as 15 amostras de ralismdécom e
sem gluten). Para tal, foram extraidas gliadinat2lg de cada alimento com 60 mL de
solucdo aquosa de etanol a 70% (método de Biailabaradores (1984), com algumas
modificacdes) durante 30 minutos com agitacdo eobstnuma placa magnética a
temperatura ambiente. A mistura resultante foi diecka e posteriormente centrifugada
a 5000 rpm a temperatura ambiente durante 10 nenGtsobrenadante foi recolhido e
posteriormente analisado.

Nesta experiéncia todas as amostras de alimerdamnfextraidas em triplicado e
analisadas no sistema de multi-sensores e por HP&fa a analise no sistema multi-

sensores utilizaram-se 35 mL do sobrenadante op#tibcada amostra.

Experiéncia 2: Neste ensaio utilizou-se apenas um alimento séiterg
(confirmado por analise por HPLC), tendo-se esdollai papa de arroz para criancas. O
ensaio consistiu na preparacdo de varias mistests gpapa com padréo de gliadina.
Misturou-se amostra com padrdo de gliadinas (m/emymbdo a obter amostras do
alimento sem gluten contaminadas com teores pab@stidos de gliadinas: 10 ppm (2
mg de gliadinas em 200 g de papa 4), 20 ppm (4 engliddinas em 200 g de papa 4),
50 ppm (5 mg de gliadinas em 100 g de papa 4)pp@®(10 mg de gliadinas em 100 g
de papa 4) e 200 ppm (20 mg de gliadinas em 1@@ada 4). Como controlo negativo
utilizou-se uma amostra da papa 4 sem gluten a @@l foi adicionada qualquer
quantidade de gliadina.

Adicionaram-se 4 g de cada mistura a 40 mL solagfimsa de etanol a 70%
(v/v) e misturou-se num vortex durante 15 minuRrgpararam-se 10 amostras de papa
sem adicdo de (gliadinas e das restantes misturagméstras de cada uma,
respectivamente, obtendo-se no total 35 amostmsnfostras foram guardadas a 4°C
durante a noite e analisadas no dia seguinte tenwsmulti-sensores. Antes de cada

analise a amostra foi agitada num vortex duramghensl segundos.
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2.3.4. Analise com o sistema de m-sensores

As medicdes foram efectuadas com um sistema de-sensores e um eléctro
de referéncia de Ag/AgCI de duguncéo (solucdo externa de k@hol/L) acoplados
um sistema de aquisi¢ao de dados, da marca Agmodelo 34970A. A aquisi¢édos
sinais registados por cada sensfoi efectuada recorrendo asoftware “Agilent
BenchLink Data Loggé controlado por um computadoOs dados obtidos fora
analisados e visualizados recorrendo ao softwarec€lE As experiéncias foral
efectuadas a 25°C, nunaélule de vidro de pareddupla com uma capacidade de
cm®. O aquecimento do interior da célula de vidro, ondda amostra a analisar
colocada, foi efectuado por circulacdo de aguatguea camisa exterior, proveniel
de um banho termostatdo. O banho termostatizado encorgea-munido de um
cabeca de aguecimento (Selecta Tectron Bio) carnlacdo interna e externa de ag
A cabeca de aquecimento permite uma estabilidade0@d°C, permitindo manter
temperatura da agua de aquecimera célula de vidro com um rigor de +0,1‘Na

Figura 2 pode observae o equipamento experimel utilizado.

Sistema de multi-sensores
potenciometrico

Software de
aquisiciio de dados

Figura 2.Esquema da instalacdo experimental na andlisereactr a sistema de

multi-sensores.
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Construiram-se &istemas de mu-sensores em corpos cilindricos de acri
(diametro de 1,5m e altura de 6 cm). Cada sistema possui 20 pEosontacto cor
uma resina epoxdu poliepdxidi condutora de prata (EPTEK E4110). As mistura
das membranas poliméricas fm adicionadas, gota a gota, até 0 pogo ¢
completamente preenchido. O resultado final € urealonana transparente e brilhar
ligeiramente amarelada. Em cada sistema at@ramse 18 membranas poliméric
(nos restantes 4 poc@socede-se a adicdo das misturde membrars poliméricas
cuja membranapoOs a adi¢do inicial apresentaum aspecto visuacristalino). No
primeiro sistema as membranas foram preparadas @ambinacfes entre 06
compostos aditivos e @doscompostos plastificantes (A, B e G)o segundo sistema
membranas poliméricas sdo constituidas com confixdsagos6 compostos aditivos
dos restantes @mpostos plastificant(D, E e F).

Na Figura 3 mostrae o sistema de mi-sensores conjuntamerdem o eléctrodo

de referéncia Ag/4Cl, que foiutilizado nas experiéncias realizadas.

Eléctrodo de referéncia
Ag/ApCl

Dispositivo Multi-sensor
potenciometrico: dois sensor
array

ll t.- \_

Figura 3 Sistema de mu-sensores e o eléctrodo de referéncia Ag//

Os dadosexperimentaisobtidos com o sistema mukensores foramtilizados
para desenvolveum modelo de previsdo linear capaz de discriminaostras
alimentares “com” e sem gliading” na sua composicadrara tal recorre-se a uma
técnica estatisticamultivariada supervisionadatendose seleccionadca analise
discriminante linearfADL), com c objectivo de obter regras de classificacdo
permitam a diferenciacdo entre os alimer‘com” e “sem glaten” Esta técnica
aplicada quando a variavel dependente é qualité¢jigpos de alimentos com e s
gluten) e as variaveis independentes santitativas (sinais registados pelos senso

O método permite seleccionar as variaveis indepgadeque distinguem os grup
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permitindo que caso se conhecam as caracterisicam novo caso se possa prever a
que grupo pertence. O processo baseia-se na obtdacfuncoes discriminantes, cuja
significancia é aferida através do teste Wilk's bala [79], a partir de combinacdes
lineares das variaveis iniciais, que maximizam iferehcas incorrectas dos casos nos
grupos [80]. As probabilidades a prior de cada grfgram determinadas tendo em
conta a dimensdo de cada um. O método é supemKonPOIS assume um
conhecimento prévio do grupo ao qual cada amosttance.

A analise discriminante requer a verificacdo deesgupostos. Cada grupo deve
ser uma amostra aleatéria de uma populacdo nornudtivariada. Os testes de
normalidade multivariada séo dificeis de implemestapor isso, a verificacdo destes
pressupostos é feita estudando se os erros némlastzados do modelo linear seguem
uma distribuicdo normal, recorrendo ao meétodo démkgorov-Smirnov com a
correccao de Lilliefors ou ao meétodo de ShapirokWiDentro dos grupos a
variabilidade deve ser idéntica, ou seja, as nesrite variancia e covariancias sao
iguais para todos os grupos. A verificagdo destsguposto € feita através do teste M
de box [80]. A homogeneidade de variancia em cadg@ogindividual foi testada
atraveés do teste Levene. No entanto, convém regilgaa ADL mostra ser uma técnica
bastante robusta a violacdo destes pressupostdscidese os referidos pressupostos
séo violados moderadamente a classificacdo cordestaesultados é pouco afectada.
Quanto maior o tamanho da amostra, mais robustaalisa € a violagdo destes
pressupostos [81].

As probabilidades foram calculadas a prior com leaseada grupo.

Para obter a classificacdo mais correcta possivelsado o procedimento ADL
“stepwise” que permitiu seleccionar o grupo de sm s que permitiram uma maior
diferenciacéao.

A técnica “stepwise” foi aplicada para a selecc&o vdriaveis, utilizando o
método Wilk’'s Lambda, considerando a probabilidaige F para uma variavel ser
incluida ou removida de 15% (p = 0,15). Este privoedto utiliza uma combinacéo de
seleccao “forward” e de procedimentos de “backwaattites de seleccionar uma nova
variavel a incluir, e verifica se todas as variavgireviamente seleccionadas
permanecem significativas.

O desempenho da ADL foi verificado para a class@iio de todas as amostras
nos grupos originais, recorrendo as funcdes distaintes obtidas com base na

informacédo de todas as amostras analisadas. Pdfarese o desempenho desta
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técnica ndo é sobre-estimado, procedeu-se a untagad cruzada dos resultados de
classificagéo obtidos. De entre os procedimentostigacdo existentes, 0 mais comum
€ 0 método da validacdo cruzada “leaving-one-dugsta metodologia, a classificacédo
de uma dada amostra num dos grupos pré-definidtesta recorrendo a funcdes
discriminantes estimadas sem a sua contribuicdobjéctivo € seleccionar e testar a
capacidade do modelo de forma a evitar a selecedunatielos cujo ajuste aos dados
existentes é muito satisfatério mas cujo desempgr@nante novos caso é bastante
insatisfatorio.

Para os dois procedimentos, dados originais eagdm cruzada, a sensibilidade e
especificidade do modelo discriminante final foraaiculadas através do namero de
amostras classificadas correctamente como pertda@om grupo especifico.

A andlise estatistica, relativa a ADL, foi efectaadum nivel de significancia de
5%, utilizando o software de SPSS verséao 17,0 (SR9§$79,81].
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O trabalho desenvolvido teve dois objectivos ppa: optimizacdo e
implementacdo de um método cromatografico paratacc#o e quantificacdo de
gliadinas em produtos alimentares e, avaliar a cdpde de um sistema de multi-
sensores para discriminar alimentos com e sem rglige determinar semi-

guantitativamente o teor de gliadinas. De seguapdeesentam-se os resultados obtidos.

3.1.ANALISE DE GLIADINAS POR HPLC

A calibragéo do sistema HPLC foi efectuada utildmnsolugdes padrao de
gliadinas preparadas a partir do padrao adquirideigina-Aldrich (“Gliadin from
wheat”). As solucbes foram obtidas por dissolucdaliferentes massas conhecidas de
padrdo em misturas de etanol/agua (70:30 v/v). Emde de se ter verificado a ndo
dissolugcéo completa das massas de padréo de gkadlitizadas, o que pode ser devido
a presenca de impurezas no padrdo comercial, agroacdes finais de cada solucéo
padrdo preparada foram determinadas recorrend@mificacdo da proteina presente
em cada solucdo através do Kit “Coomassie Plusyassgent”. Todos os alimentos
estudados neste trabalho foram analisados por HBhCo objectivo de verificar quais
os alimentos que continham gliadinas na sua comgmsbem como, para determinar a

concentracdo de gliadinas nos mesmos.

3.1.1. Quantificagao das soluc¢des padréao por Kobf@assie Plus assay reagent”.

As concentracdes das varias solugbes padrao déngl&autilizadas para obter a
curva de calibracdo do sistema de HPLC foram détexas por analise colorimétrica
utilizando o kit “Coomassie Plus assay reagent&r¢®) de acordo com as instrucdes
do fornecedor e recorrendo a leitura das absoraémaim leitor de microplacas a um
comprimento de onda de 595 nm. De acordo com dsi@des do kit, a recta de
calibracdo foi obtida a partir de solu¢gbes de padtBumina com concentracdes entre
0,125 e 2,000 g/L, por diluicdo de diferentes vatsrda solucao albumina, fornecida no
kit, em etanol a 70%. As solu¢bes padréao foramagvegtas em triplicado. A calibracao
efectuada resulta da utilizacdo dos resultadosodast as repeticbes. Na Figura 4
mostra-se a representacao grafica das médias dasvahcias medidas em triplicado

para cada solucéao padrao de albumina em funcésudasconcentracoes.
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Figura 4. Recta de calibracdo do padrao albumiSa#\(Bt Pierce).

A recta de calibracéo obtida indica-se na segeiqtecao 3:

S=1,3%10%*3x10°%)xC~1,5x104(£3%107).......cevvvieeeeeeeeeicceeeeeeee(3)

sendo, S a absorvancia (unidades arbitrarias) e conaentracdo (g/L), com um

coeficiente de correlacdo de 0,9986. O valor ddicieate de correlacdo é proximo de
1 pelo que o método € linear na gama de conceesagstudada, tal como se verifica
no grafico apresentado. Esta recta foi utilizadaa panalise e quantificacdo das
concentracdes das solucdes padréo de gliadina.

As concentragOes determinadas para as diferentesdss padrédo de gliadina
preparadas foram sempre inferiores as concentraspesadas com base nas massas de
padrdo de gliadinas pesadas e no volume final ef@sidas solucbes. Em média, a
concentracdo final de gliadinas nas solucdes eatasdlera 46+20% inferior as
concentracdes esperadas se toda a massa de padgadchas comercial utilizado se
dissolvesse completamente. A percentagem de digspldo padrdo comercial de

gliadinas foi incrementada apoés pulverizacédo dolg@ntes da sua utilizacéo.
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3.1.2.Linearidade e curva dealibracao do sistema de HPLC

Nas condi¢cdes experimentais descritas no capitntkriar (ver capitulo Materia
e Meétodos, ponto 2.2.5), verific-se uma relacdo linear entre as areas dos
referentes a gliadina e a concentra Na Figura 5, apresent-se o0s perfis
cromatograficos (detecgcdo a 210 nm) obtidos por GiRlas solugcbes drdo de

gliadinas utilizadas para a recta de calibre

Azioam
0,7
0,5 -
Conc. padroes gliadinas
50 ppm
227 ppm
— 576 ppm
03 - 776 ppm
— 941ppm
— 1309 ppm
0,1 -
JL
v T 1
j) 5 10 15 20 25 30
0.1 min.

Figura 5.Perfis cromatograficoobtidos por HPLC (210 nm) dass6lucfes dgpadrédo

gliadinas utilizadas nelaboracéo drecta de calibragéo.

A recta de calibracao festabelecida pelo método do padrdo exteutilizando 6
solugdes padrao de gliadinas preparadas como esarponto 2.2.3 (capitulo Mater
e Métodos) ecuja concentracdo final obtida recorrendo Kit “Coomassie Plus”
segundo as recomaacOes do finecedor (anexo A). O intervalo dinamico
concentracdes estudado foi entre 50 e 1ppm de gliadinasAs solu¢cbe com
concentracdo inferior d25 ppm foram obtidas por diluigd de solugbes ma
concentradas. Na Figuranostr-se a representacao grafata area global dos picos
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gliadinas em fungéao das concentracdes das solpgiz&o, bem como o ajuste linear
obtido. A recta de calibracdo obtida indica-seeguste equacéo 4.

S=2,56<10°(+4x10°)xC-8x10°(+4x10) (4)

sendo S a absorvancia (unidades arbitrarias) e d@naentracdo (ppm), com um
coeficiente de correlagcado de 0,9993. Os pontossaptam tendéncia linear mas com

alguma dispersao.

A210 nm
3,50E+08

3,00E+08 4
2,50E+08 -
2,00E+08 - .
1,50E+08
1,00E+08

5,00E+07 -+

0,00E+00 . . . . . . .
0 200 400 600 800 1000 1200 1400

Concentracéo (ppm)

Figura 6. Recta de calibracdo das solucdes pa@rgbatliina medidas por HPLC.

3.1.2.1. Limites deteccédo e quantificagao

Os limites de deteccao (LD) e de quantificacdo (&) parametros importantes
pois, indicam a partir de que concentracdo a sotistdZem analise se detecta ou é
possivel ser quantificada, respectivamente. O LDQeforam calculados através de
parametros da curva analitica: erro padréo da adi#eda origem da recta de calibracdo
(s) e declive da respectiva recta (m). Os LD e lotarh determinados usando as
equacles 1 e 2, (referidas no capitulo 2 Matefidéwdos, ver ponto 2.2.7).

O LD e o LQ obtidos foram de 46,5 e 140,91 ppmdgtas, respectivamente.
Estes valores séo referentes a area global dortorge picos.
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O LD foi ainda avaliado qualitativamente a parta disualizagdo dos perfis
cromatograficos e dos respectivos espectros UVdabtpor HPLC, para solucdes
padrdo de gliadinas de concentracfes inferiore6,a gpm. Esta analise qualitativa
permitiu verificar que solu¢cdes com concentracdesgtiadinas de 10 ppm ainda
apresentavam picos na zona do ultimo subgrupoiddips, permitindo inferir acerca
da presenca destas ultimas em solucdo. Analisaeanvezes uma solucdo padrao de
gliadinas com concentracdo de 10 ppm tendo-se@biid CV de 6,60% para a area
total dos picos detectados. Deste modo, e peseranapaliticamente o LD ter sido
fixado num valor superior, é possivel afirmar quéenica analitica implementada
permite detectar valores da ordem dos 10 ppm. Hatde ao LQ analisaram-se
visualmente os cromatogramas e respectivos espetlyb de solucbes padrdo de
gliadinas com concentragcdes de 10, 50 e 100 ppnandise realizada permitiu
constatar que é dificil identificar nos cromatogaanobtidos os limites de integracéo
dos picos iniciais inviabilizando a quantificagcdosdpicos registados para essas
concentracdes. Assim sendo, o LQ obtido a parSrgdoametros da recta de calibragcéo
é o limite de quantificacdo da técnica de HPLC engntada.

O limite de deteccdo obtidos neste trabalho é imfexros obtidos pelo método
oficialmente aceite (ELISA) que apresenta um lindigedeteccdo de 160 ppm [57,60].
No entanto, sédo superiores quando comparados ¢oétanlo R5-ELISA, que apresenta
limites de deteccdo na ordem dos 1,56 ppm gliadi®@sppm de glaten) [57,62,63].
Mas estes métodos podem produzir falsos negativasdp se desnaturam as proteinas
por alteracfes na pressao, temperatura ou conc@otde sais e possibilidade de
reaccdes cruzadas entre as proteinas relacion@dastodo de HPLC € considerado
um bom método de caracterizacéo e quantificacaditagntes de proteinas do gluten,
podendo ser usado como um método de controlo stestde ELISA [38]. Em relacéo
aos métodos de citometria de fluxo, espectroscdpidluorescéncia de correlacdo e
imunosensor, estes métodos detectam/quantificaoreslmuito inferiores a técnica
standard utilizada, no entanto esta possibilitoantjticar os limites que permitem
definir e diferenciar alimentos “com” e “sem gldte@ontudo os métodos de citometria
de fluxo e espectroscopia de fluorescéncia de legde sao recentes, requerem
instrumentac¢éo complexa, custo elevado e técngmecalizados.
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3.1.2.2. Precisao

A precisdo caracteriza a dispersao de resultadbe ensaios sob condi¢des
definidas e foi avaliada tendo em conta a repéeldile e a precisdo intermédia. A
precisdo do método foi estudada ao nivel da reppetibe e precisdo intermédia.

O estudo da repetibilidade do método consistiurddise, no mesmo dia, de uma
solucdo padréo de gliadina com uma concentrac2 d@pm. Foi efectuado o calculo
da média, do desvio padrdo e do coeficiente deg&wi do total das areas dos picos
registados apoés 5 injeccdes da solucdo padrachedxoéndo-se obtido um coeficiente
de variacao de 2,5%.

Para o estudo da precisdo intermédia injectarai-gezes a mesma solucao
padréo (de 227 ppm) em 3 dias diferentes tendds@éooum coeficiente de variacdo de
3,5%.

O método de HPLC optimizado apresentou repetilllbdae precisao intermédia

satisfatorias, com CV%, em geral, inferiores a 5%.

3.1.3. Identificacéo dos picos de gliadinas nasstiras de alimentos estudadas

A identificacdo de gliadinas nos alimentos em estuddi realizada por
comparacao entre os tempos de retencdo observada@smnostras e os registados com
as solugbes padrédo de gliadinas, tendo-se aindarsado através dos espectros UV
registados para cada pico detectado no cromatograma

Na Figura 7 apresenta-se, a titulo de exemplofiil ppomatografico obtido por

HPLC a 210 nm, para uma solucéo padrao de gliadmasconcentracdo de 227 ppm.
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Figura7. Cromatograma tipico das gliadinas

Para picosle maior factor de resposiA, B e C assinaladasa Ficura 7) foram

registados os respectivos espectros UV (Fi8), tendose constatado serem idéntic
confirmando deste modo tre-se de gliadinas.
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Figura 8 Espectro UV das gliadin obtido por HPLC

36



CAPITULO 3—RESULTADOS EDISCUSSAO

Com base no espectro UV tipico para as gliadin@belecido a partir da analise
das solucbes padrédo de gliadinas, foi possivetifaem os picos dos cromatogramas
dos alimentos estudados referentes as gliadinasjtpelo excluir os restantes [82].

Nas Figuras 9 e 10 apresentam-se os perfis crondfitmp registados por HPLC
a 210 nm para as amostras alimentares “com” e {géten”, respectivamente.

Relativamente aos alimentos comercializados conmdicacdo de alimentos
“contendo glaten” foi possivel, com base na viazgéo dos perfis cromatograficos
obtidos e na analise dos espectros UV para os pegistados na zona de tempos de
retencdo tipicos das gliadinas (10 a 20 minuteseadar a presenca de gliadinas, tal
como seria esperado.

Nos alimentos que apresentavam a adverténcia o rtgdem gluten” foram
detectadas gliadinas, nomeadamente na farinhabo3 pdapa 3. Nos alimentos farinha
3 e papa 3 identificaram-se gliadinas nos trésiesnsaalizados e no pao 2 apenas se
detectaram gliadinas num dos trés ensaios (enkain?2 alimentos bolacha “Maria” 2,
bolacha 2 e cereais de pequeno-almoco 2 com a méseid@ gluten”, nao foi possivel
detectar picos que identificam as gliadinas. Conwantudo, referir que a deteccéo de
gliadinas em alimentos “sem glaten” é possivel, wea que atendendo a legislacao,
alimentos comercializados com a indicagéo “semeglUpodem conter até 100 ppm de

gluten, o que equivale a cerca de 50 ppm de ghkadin
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Azioem Farinha 1 com gliten Asioam Farinha 2 com gliten
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Figura 9. Rrfis cromatograficos das amostras alimentares “ghiten’ obtidos por
HPLC a 210 nm.
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Figura 10.Perfis cromatograficos das amostras alimentare®s ‘@@ten” obtidos po
HPLC a 210 nm.

A analise por HPLC das amostralimentares mostrou ser complexa devic

grande variabilidade de nrizes encontradas nos alimentos, 0 que resultébtengac

de extractos etanolicos codiferentes coloragBed?or outro lado, ndo foi possi
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determinar com exactiddo qual o indice de extraat@® gliadinas dos alimentos

estudados. De facto, as gliadinas presentes moerdbs sofreram diversos tratamentos,
entre os quais térmicos, o0 que pode ter levadoaadsgnaturacdo. Assim sendo, a
adicdo de padrdo de gliadina as amostras alimenéasela posterior extraccao podera
nado ser o indicador mais adequado para determinaficeéncia do processo de

extracgdo utilizado. Contudo, diferentes extracgi®snesmo alimento conduziram a
perfis cromatograficos idénticos (areas dos pieosethantes) indicando que o0 processo

de extraccao utilizado é reproduzivel.

3.1.4. Quantificagao de gliadinas nos alimentosHiiC

As amostras alimentares foram analisadas por HPL& @uantificacdo de
gliadinas foi realizada utilizando a recta calil@i@obtida (seccéo 3.1.2).

Foi possivel detectar gliadinas em todos os alios®enanalisados que
apresentavam a indicacdo no rétulo “contém gluterds so foi possivel quantificar o
teor de gliadinas nos produtos alimentares farihHarinha 2, pao 1, papa 1 e papa 2.
Nos alimentos que apresentam a adverténcia “semendl@analisados foi possivel
quantificar gliadinas numa amostra de papas pai@ngas, papa 3. Os valores
determinados encontram-se apresentados na Tabela 3.

Nos alimentos analisados que apresentam a indicag&otulo “sem gluten” foi
possivel quantificar gliadinas numa amostra de pagp@a criancas (papa 3). Nas
amostras pao 2 e farinha 3 “sem glaten” analisddsectaram-se gliadinas, mas nao foi
possivel quantificar, podendo-se concluir que apr@sn um teor de gluten inferior a
20 mg/kg de alimento, o que vai de encontro comf@rnacéo apresentada no rétulo e
com a legislacdo em vigor. Nas restantes amossas ‘gliten” ndo se detectaram
gliadinas o que vai de encontro com as informagliEs respectivos rotulos. Estes
altimos resultados foram confirmados pela comparagiespectro UV registado com o
espectro UV tipico das gliadinas para cada amaoAtamnostra papa 3 apresentou um
teor de gliadinas de 930 mg/kg de alimento (com wasdabilidade de resultados
analiticos de 11%), o que correspondera a cer@)d@ mg de gluten/kg de alimento.
Deste modo, o teor em gluten é bastante superi@0amg/kg alimento, pelo que de
acordo com a legislacdo em vigor este alimento dé@ria apresentar a mencao no

rotulo “ sem glaten” nem a mengdo “teor muito backe gluten”. Com efeito, a
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confirmarem-se estes resultados este alimento e® skbr consumido por pessoas com

intolerancia ao glaten.

Tabela 3. Concentracbes de gliadinas determinadasHPLC nos extractos e a
respectiva concentracao de gliadinas por kg deealiop nos diferentes alimentos
analisados “com e sem gluten”.

ALIMENTOS COM INDICACAO NO ROTULO" COM GLUTEN’

Conc. de gliadinas Conc. de gliadinas por
no extracto kg de alimento

Nome (malL)* CV % 9 (maka)

Farinha 1 760 5 11297

Farinha 2 706 7 10562

Péao 1 624 2 3111

Papa 1 220 1 1090

Papa 2 601 13 2982
Bolacha “Maria” 1 d - -
Bolacha 1 d - -
Cereais de pequeno-almoco 1 d - -

ALIMENTOS COM INDICACAO NO ROTULO"SEM GLUTEN’

Conc. de gliadinas Conc. de gliadinas por
no extracto kg de alimento

Nome (mg/L)* CV% 9 (mg/kg)*
Farinha 3 d - -
Pé&o 2 nd - -

Papa 3 187 11 930
Papa 4 nd - -
Bolacha “Maria” 2 nd - -
Bolacha 2 nd - -
Cereais de pequeno-almoco 2 nd - -

*) nd = ndo detectado (< 10 mg/L de glieadi);
d = detectado (10-150 mg/L de gliad)na

3.2.ANALISE DOS ALIMENTOS COM O SISTEMA MULT4SENSOR

Neste trabalho foi ainda investigada a aplicakidedale um sistema de multi-
sensores potenciométricos na diferenciacdo de mtone‘com gluten” de alimentos
“sem gluten”. Uma vez que as respostas deste gmistiemas, também designados por
lingua electrénica, sao afectadas pela matriz #isandtipo de alimento), foi ainda

avaliada a sua capacidade em distinguir diferezdasentracdes de gliadinas presentes
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numa dada matriz alimentar, apos adicdo intencideajuantidades pré-estabelecidas
de padrao de gliadinas.

Os perfis dos sinais registados pelo sistema ddi-sansores foram tratados
estatisticamente recorrendo a analise discriminénéar, tendo-se estabelecido em
cada caso modelos de classificacdo. Esta técniatistisa multivariada requer, numa
fase inicial, o conhecimenté priori do grupo a que pertencera uma dada amostra
alimentar, isto €, “com” ou “sem gluten”. Para tag alimentos analisados foram
classificados atendendo ndo a informacéo dispdaralh no rotulo mas sim aos
resultados da anélise por HPLC. Deste modo, dasteasaecolhidas e estudadas, em 6
alimentos foram detectadas e quantificadas gliad{nancentragbes superiores a 900
mg gliadinas/kg de alimento, correspondendo a galsuperiores a 1800 mg gluten/kg
alimento), em 4 amostras detectou-se mas nao $gip& quantificar a concentracéo de
gliadinas (o teor de gliadinas nos extractos amadis variou entre 10 e 150 mg/L de
gliadinas, correspondendo a 50-750 mg gliadinaslkgento ou seja 100-1500 mg
gluten/kg alimento) e em 5 ndo foram detectadasesede gliadinas e, por isso, de
glaten.

Para todos os modelos de classificacao obtidosicaeam-se 0s pressupostos da
ADL, nomeadamente a normalidade da distribuicdo \@asveis independentes nos
grupos, a homogeneidade de variancias entre grepmsgualdade nas matrizes de
covariancia. Para tal utilizaram-se os testes den&gorov-Smirnov com a correcgao
de Lilliefors, de Levene e do M-Box, respectivaneei@s resultados obtidos mostraram
que, em geral, a um nivel de significancia de 5%amodelos estabelecidos cumpriam
os referidos pressupostos, excepto o da homogeleeida covariancia. Contudo, o
desempenho da ADL é bastante robusto mesmo quangoessupostos sdo violados
moderadamente e, no caso particular do teste deM-®resultado é particularmente
sensivel a pequenos desvios a normalidade muédeari[61]. A andlise da
multicolinearidade foi feita através do calculo wderancia de cada variavel, que
corresponde a uma medida da proporcao da variéaciariavel independente que nao
€ explicada pelas restantes variaveis independehtelss as variaveis independentes
utilizadas na analise discriminante cumpriam o Infekerancia habitual (1-%& 0,6).
Mais ainda, as func¢des discriminantes obtidas p®&L Acom o procedimento
“stepwise”, eram estatisticamente significativagl@gv de prova do teste “Wilks’

Lambda” inferior a 5%. O desempenho dos modelogldssificacdo da ADL foi

42



CAPITULO 3—RESULTADOS EDISCUSSAO

by

avaliado recorrendo a classificagdo das amostratisadas nos grupos de dados
originais bem como recorrendo a valida¢do cruzadaa “leaving one-out”.

Os sensores (variaveis independentes) que pemmiticbter a melhor
classificacéo possivel dos alimentos nos grupoegabelecidos foram seleccionados
recorrendo ao procedimento “stepwise-backward” (eona probabilidade do teste F
de entrada e saida de 0,15).

Relativamente a classificacdo dos alimentos estsdam trés grupos preé-
definidos o procedimento ADL adoptado permitiu eelenar 14 membranas
poliméricas. Os sensores seleccionados foram asnseg (Al, A2, A3, B1, B2, B3,
D4, D5, D6, E1, E2, E3, F1, F5). Estas variavegpedam o0s requisitos do teste de
tolerancia tendo permitido obter um modelo de diaagdo com um melhor
desempenho comparativamente com um modelo qudsselas respostas de todas as
membranas poliméricas utilizadas no sistema dei-sriisores (36 sensores no total).
Foram pré-definidos 3 grupos de alimentos, tendacenta os resultados obtidos por
HPLC. O grupo 1 incluiu os extractos etanodlicos ddalimentos onde nao foram
detectadas gliadinas, isto €, com uma concentrdeagliadinas inferior a 10 mg/L
(correspondendo a uma concentracéo de gliadinadimento inferior a 50 ppm). O
grupo 2 incluiu os extractos etandlicos de 4 alitoemnde foram detectadas gliadinas
mas nao foram quantificadas, ou seja, com conagdrde gliadinas compreendidas
entre 10 e 150 mg/L (correspondendo a uma con@&uatrde gliadinas entre 50 e 750
ppm no alimento). Por ultimo, o grupo 3 incluiuengractos etandlicos de 6 alimentos
com concentracdo de gliadinas superior a 150 mglhrréspondendo a uma
concentracdo de gliadinas superior a 750 ppm neealo).

O modelo de classificacdo obtido para diferencigr3ogrupos de alimentos
(“sem”, “baixo teor” e “com gliadinas”, isto €, “00 e “sem gluten”) utiliza duas
funcdes discriminantes que explicam 67,1% e 100%adtmbilidade acumulada das
variaveis independentes, respectivamente, senddn®i@m funcdo estatisticamente
significativa atendendo ao teste Wilk’'s Lambda (p081).

Os resultados obtidos associados a discriminac8alimentos entre 0s grupos
definidos para os dados dos grupos originais assmp para 0 processo de validacao
cruzada encontram-se na Tabela 4, bem como, abdelegle e especificidade das
classificacbes. No total, foram analisados 45 etds etandlicos dos 15 alimentos

analisados (para cada alimento foram realizadasr8cgdes independentes).
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Na figura 11 most-se a representacdo gréfica das primeiras funcgbe
discriminantes. Através da analise do gréfico é&ives verificar a separacdo corre

do grupo 2 e que a variabilidade encontrada se st#wetudo ao grupo 1 €

° Grupo 1
o Grupo 2
5,0 v Grupo 3
+ Grupo centroide
2,5+
[an}
(=]
50,0
3
[£ 3
-2,57]
-5,0

T T T
-5.0 -2.5 0.0 2.5 5.0

Fungéo 1

Figura 11 Representacdo grafica dasprimeiras funcbes discriminan dos 45
extractos etandlicos.

Tabela 4.Matriz de contingéncia da analise discriminante degrupos de
concentracdede gliadinas extraidas dos 15 alimentos analispélossistema de mu-

sensores.
3 GRUPOS COM TODOS OS ALIMENTOS ANALISADOS
Sensibilidade Sensibilidade
Grupo 1 2
(%) total (%)
1 14 (9) 0(1) 1(5) 93,3 (60,0) 95,6 (75,6)
2 0 (0) 12 (11) 0(1) 100,0 (91,7)
3 1(3) 0(2) 17 (14) 94,4 (77,8)

Especificidade (%) 93,3 (75,0 100,0(84,6) 94,4(70,0)
Especificidade total (%) 95,9 (76,5

Resultados entre paréntesestabel:ssdo referentes a validacédo cruzada.

Osvalores da sensibilidade e especificidtotais obtidogara os dados origing
sdo 95,6% e de 95,9% nc proceso de validacdo cruzada de 75,6% e de %,
respectivamente,podend-se concluir que o procedimentapresentaresultados

satisfatorios.

44



CAPITULO 3—RESULTADOS EDISCUSSAO

Verificou-se também que o0s, 2 extractos etandl®gyliadinas de 2 produtos
alimentares foram classificados incorrectamentersdg o modelo ADL obtido foram:

1 extracto de pdo 1 e 1 extracto da bolacha “MaiaSegundo o procedimento de
validacdo cruzada, verificou-se que 11 extractasdicos de 7 produtos alimentares
foram classificados incorrectamente segundo o moAE&IL obtido: 3 extractos da
bolacha 2, 2 extractos da bolacha “Maria’2, 2 extsde p&o 1, 1 extracto da farinha
3, 1 extracto da farinha 1, 1 extracto da papal2extracto de cereais de pequeno-
almoco 2. Verificou-se também que as classificagdesrrectas sado sobretudo de
extractos etandlicos de alimentos transformadas qabr (bolachas e pao).

A classificacdo de alguns alimentos no grupo erraddevido ao facto de em
alguns casos essa classificacao incorrecta naoctsrido em todas as extraccoes
realizadas para o mesmo alimento, pode ser dewvilifer&nca entre os processamentos
utilizados na obtencéo dos diferentes alimentobsani®s (pao, bolachas, cereais, papas
e farinhas), aliado ao possivel efeito da matrizipio de alimento na resposta de cada
um dos sensores.

Os resultados obtidos com ADL realizada para odyios alimentares, permitiu
verificar que a matriz dos alimentos influenciaemssbilidade dos sensores e que a
variabilidade encontrada se deve essencialmenifer&rmta nas matrizes dos produtos
alimentares estudados. Estas diferencas tambénissé@eis na coloracao dos extractos
obtidos (extractos etandlicos de cor “amarelo fopera os produtos alimentares com
tratamento térmico e de aspecto incolor, para@dybos sem tratamento térmico).

Nao obstante os resultados satisfatérios obtidesigmente na discriminacao
entre alimentos “com” e “sem glaten”, procedeu-seestudo da sensibilidade do
sistema de multi-sensores a diferentes concensad@ggliadinas adicionados a uma
amostra de papa “sem gluten” (Papa 4), confirmatd4PLC. Deste modo, pretendeu-
se verificar se o efeito de matriz ndo teria infleiado os resultados anteriormente
obtidos na discriminagao entre alimentos, permitiadsua diferenciagéo nao com base
nos teores de gliadinas presentes nos extracta®lies mas nas diferentes
composicdes desses extractos.

Deste modo, a amostra do produto alimentar “Pagen# glaten” adicionaram-se
5 massas pré-estabelecidas de padrdo comercidladangs (ver capitulo Material e
métodos, ponto 2.2.4). As massas foram adicionaldadorma a obter misturas
etanolicas de cada amostra alimentar com concéesdipais de 10, 20, 50, 100 e 200

ppm em gliadinas (isto € aproximadamente 20, 40, 200 e 400 ppm de glaten
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[48,79]), considerando uma extraccao/dissolucaal was gliadinas adicionadas. As
guantidades adicionadas foram seleccionadas at@oders limites de tolerancia ao
gluten referidos na legislacdo. Assim, um alimetan um teor glaten inferior a 20
mg/kg de alimento (inferior a 10 ppm de gliadinafle ostentar a mencéao “isento de
gliten” e alimentos com um teor de gluten comprieenéntre 20 e 100 mg/kg de
alimento (10 a 50 ppm de gliadinas) podem ter @@ mencao de “teor muito baixo
de gluten”.

No total, prepararam-se 10 misturas etanolicasPapd 4” sem adicado de padréo
de gliadinas e 5 misturas etandlicas para cadadasadi¢cdes de padrdo de gliadinas
referidas anteriormente.

Tendo em conta o referido anteriormente, definisBm3 grupos consoante a
concentracdo de gliadinas nas misturas etanoligago zero, para as misturas
etandlicas da “Papa 4, sem adicdo de gliadinam(tgéten”); grupo 1, para as misturas
etandlicas da “Papa 4” com as concentracdes de200ppm gliadinas (ou seja 20 e 40
ppm de gluten), considerados como “baixo teor déegl; grupo 2, para as misturas
etanodlicas “com gluten”, que incluiu as concenteac@e 50, 100 e 200 ppm de
gliadinas (ou seja 100, 200 e 400 ppm de gluten).

Os sensores seleccionados para efectuar a disagaunentre os grupos de
amostras consideradas foram Al, A2, A3, A5, B1, 83, C4, C5, D1, D4, e F1. Os
sinais registados por estes sensores, seleccioattdogs do procedimento “stepwise”
da ADL, cumpriram o teste de tolerancia e pernmtiraptimizar o desempenho da
classificagao modelo.

O modelo de classificacdo obtido para diferencigr3ogrupos de alimentos
definidos anteriormente utiliza duas funcfes distrantes, sendo apenas a primeira
funcao estatisticamente significativa (p <0,00&na® o teste de Wilk’s Lambda). Esta
funcao permitiu contudo explicar, 91,8% da varidatdle existente nos dados.

Na figura 12 mostra-se a representacdo gréafica 2lagrimeiras funcgdes
discriminantes. Através da andlise do grafico éives verificar a separacdo correcta

dos grupos.
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Figura 12 Representacéo grafica das 2 primeiras funcéesmdisante das 35
misturas etandlicas.

No total, foram analisas 35 misturas etandlicagpara cadamistura foram
realizadas Sextrac¢cbes independent. O modelo ADL obtidopermitiu classifica
correctamente 100% dos dadoriginais. Os resultados obtidos para os dado
classificacdo usando o processo de validacado cuaacbniamse na Tabel5, assim
com os valores de sensibilidade e especificidGlobalmente a ADL apresentou ul

especificidade de 79,8% no procedimento da valmlagdzada (previsac

Tabela 5Matriz de contingéncia da analidiscriminante para a validacdo cruza de
3 grupos com diferentesoncentracdede gliadinas extraidasadPapa4 (com e sem

adicao de padrao de gliadini

3 GRUPOS COM DIFERENTES QUANTIDADES DE GLIAD INAS PRESENTES NAPAPA 4

Grupo 1 2 3 Sensibilidade (%) Sensibilidade total (%)
1 7 1 2 70 80
2 1 9 0 920
3 3 0 12 80

Especificidade (%) 63,6 90 85,7
Especificidade total (%) 79,8
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As misturas etandlicas dos grupos zero, 1 e 2 tidagdo cruzada, foram
classificados correctamente em 70%, 90% e 80%egectspmente. Verificou-se pela
analise dos resultados obtidos da classificacddag#o cruzada, que das 35 misturas
etanolicas analisadas, 7 delas foram classificexdasrectamente. No grupo zero foram
classificados incorrectamente 3 misturas etanglsmsdo 1 classificado no grupo 1 e 2
no grupo 2. No grupo 1, apenas uma mistura etandében a concentracao de 20 ppm
de gliadina foi classificada incorrectamente nopgrzero. Em relacdo ao grupo 2,
foram mal classificadas 3 misturas etandlicas: stura com a concentracao de 50 ppm
de gliadinas, que foi classificado no grupo zefomeisturas com a concentragéao de 100
ppm em gliadinas, que foram classificados no gizgro. Verificou-se também que as
misturas etanolicas com concentracdes de 10 ppngliesinas (20 ppm de gluten)
foram classificadas correctamente no grupo predefinpodendo-se concluir que o
sistema de multi-sensor tem boa sensibilidade mesieentragao.

Com efeito, verifica-se que o sistema de multi-sess apresenta grande
sensibilidade as diferentes concentracfes de géguliesentes nas misturas etandlicas
do alimento em estudo (“Papa 4 “sem gluten”), penad discriminar os diferentes
grupos e prever se um produto alimentar tem tegliten compreendido entre 20 - 40
ppm e um teor de gluten compreendido entre 10@ pfdn. Estes resultados permitem
ainda admitir que a discriminacao entre alimentm®r” e “sem glaten” conseguida
com o sistema de multi-sensores pode ser atribaid#ensibilidade do sistema a

diferentes concentracdes de gliadinas e nédo @ efeimatriz dos diferentes alimentos.
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CAPITULO 4 - CONCLUSOES

Garantir que um alimento esta livre de gluten évidal importancia para os
doentes celiacos, sendo imperativo o desenvolvorgmimétodos analiticos robustos e
rapidos, para a sua deteccédo e quantificacao.

O objectivo deste trabalho foi estudar a aplicdadie e sensibilidade de um
sistema de multi-sensores na discriminacdo de atose'com” e “sem glaten” através
da deteccado da presenca ou auséncia de gliadinas.

O meétodo de HPLC foi utilizado como método de fera para a deteccao e
quantificacao de gliadinas nos diferentes alimeatosestudo. Neste trabalho o método
cromatografico foi optimizado, validado e implenetd para a quantificagdo do teor de
gliadinas total. A quantificacdo do teor de gliadimpresentes nos extractos foi feita
através do estabelecimento de uma curva de cdlibnag intervalo dinamico de 50 a
1400 ppm, com limites de deteccéo e quantificagdaptoximadamente 10 e 140 ppm.
Os picos de gliadinas nos perfis cromatograficasgdob por HPLC a 210 nm, foram
identificados por comparacdo dos tempos de reteme@istados nas amostras
analisadas e nos padrdes de gliadina. A identdicdgi ainda corroborada pela anélise
dos espectros UV na gama de 190 a 325 nm. A cogdmnperfil cromatogréafico de
HPLC/espectros UV revelou ser um bom método detifiatdo das gliadinas nos
produtos alimentares em estudo. Como método deacefin utilizou-se solucdes
etanodlicas a 70%. Apesar desta metodologia nda s&is adequada para a extraccao
total de gliadinas de alimentos transformados tamente, foi seleccionada atendendo
a sua simplicidade, baixo custo e ao facto do stdvele extraccdo (etanol/dgua)
provocar interferéncias indesejaveis no perfilidaldo sistema de multi-sensores.

O sistema de multi-sensores utilizado, apreseneserdpenho satisfatorio na
diferenciacdo de extractos etanolicos com difeeertencentracbes de gliadinas,
permitindo discriminar alimentos “com” e “sem gldite com sensibilidade e
especificidades globais superiores a 95% nos dadgisais e de 75% no processo de
validacdo cruzada.

Permitiu ainda classificar de forma semi-quantiatim alimento em 3 grupos:
alimento sem glaten (<10 ppm, alimento com teogldgen (20-40 ppm) e alimento
com teor de gluten (100-400 ppm). Nesta discrinéipagbteve-se sensibilidades e
especificidades globais de 100% e superiores a [f@fa os dados originais € no

processo de validacdo cruzada (previsao), respectnte.
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Os resultados satisfatérios obtidos mostraram gsestema potenciomérico de
multi-sensores desenvolvido com base em membrapaspdliméricas pode ser
utilizado como uma ferramenta na deteccéo prelimileagliten em alimentos. Como
trabalho futuro, seria interessante reduzir o ndonader membranas poliméricas atraves
da optimizacdo da sua composicdo de forma a melteorsensibilidade destas as
concentracdes de gliadinas.

Futuramente € crucial a normalizacdo de um métedexttaccdo das proteinas do
gluten, de forma a facilitar a quantificacéo dotgfiem alimentos “sem glaten”, assim

como no desenvolvimento de novos métodos de analise
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ANEXO A: PROCEDIMENTO DE QUANTIFICACAO DOS PADROES DE GLIADIA

INSTRUCTIONS PIERCE

3747 N. Meridian Road
P.O. Box 117

CoomaSSie Plus - The Bette‘r Rockford, IL 61105
Bradford™ Assay Kit

23236 0229.4

Number Description

23236 Coomassie Plus - The Better Bradford™ Assay Kit, sufficient reagents for 630 test tube or 3,160
microplate assays
Kit Contents:

Coomassie Plus - The Better Bradford™ Assay Reagent, 950 mi, containing coomassie G-250 dye,
methanol, phosphoric acid and solubilizing agents in water. Store at 4°C. Caution: Phosphoric acid is
a corrosive liquid.

Albumin Standard Ampules, 2 mg/ml, 10 x 1 m! ampules, containing bovine serum albumin (BSA)

at 2 concentration of 2.0 mg/ml in a solution of 0.9% saline and 0.05% sodium azide. Store unopened

ampules at room temperature. (Available scparately as Product No. 23209)

Storage: Upon receipt store each compoenent as indicated. Product shipped at ambient temperature.
Note: Discard any reagent that shows discoloration or evidence of microbial contamination.
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Introduction

The Coomassie Plus Xit is a quick and ready-to-use coomassie-binding, colorimiéiric method for total protein quantitation.
This modification of the well-known Bradford method greatly reduces the tendency of coomassie reagents to give nonlinear
response curves by a formulation that substantially improves linearity for a defined range of protein concentration. In
addition, the Coomassie Plus Reagent results in significantly less protein-to-protein vartation than is observed with other
Bradford-type coomassie formulations.

When coomassie dye binds protein in an acidic medium, an immediate shift in absorption maximum occurs from 465 nm to
595 nm with a concomitant color change from brown to blue. Performing the assay in either test tube or microplate format is
simple: Combine a small amount of protein sample with the assay reagent, mix well, incubate briefly and measure the
absorbance at 595 nm. Protein concentrations are estimated by reference to absorbances obtained for a series of standard
protein dilutions, which are assayed alongside the unknown samples.

‘Warranty: Pierce products are warranted to meet stated product specifications and 1o conform to label descriptions when used and stored properly. Unless otherwise stated, this
warranty is limited to one year from date of sale for products used, handled and stored according to Pierce instructions. Pierce’s sole liability for the product is limited to
replacement of the product or refimd of the purchase price. Pierce products are lied for lat Y or facturing applications only. They are not intended for medicinal,
di ic or therapentic use. Pierce products may not be resold, modified for resale or used to ial products without prior written approval from Pierce
Biotechnology. Pierwe strives for 100% customer satisfaction. If you arc not satisfied with the performance of a Pierce product, please contact Picree or your local distributor,
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PIERCE

Preparation of Standards and Assay Reagent

A. Preparation of Diluted Albumin (BSA) Standards

Use Table 1 as a guide to prepare a set of protein standards. Dilute the contents of one Albumin Standard (BSA) ampule into
several clean vizls, preferably in the same diluent as the sample(s). Each 1 ml ampule of Albumin Standard is sufficient to
prepare a set of diluted standards for either working range suggested in Table 1. There will be sufficient volume for three
replications of each diluted standard.

Table 1. Preparation of Dikuted Albumin (BSA) Standards

Ditution Scheme for Standard Test Tube and Microplate Protocols (Working Range = 100-1,500 pg/mi)

Yial Yolume of Diluent Volume and Source of BSA Final BSA Concentration
A 1} 300 pl of Stock 2,000 pg/mi
B 125l 375 ul of Stock 1,500 pg/ml
C 325l 325 pl of Stock 1,000 pg/ml
D 175 d 175 pl of vial B dilution 750 pg/ml
E 3251 325 pl of vial C dilution 500 pg/ml
F 325 325 ul of vial E dilution 250 pg/ml
G 325u 325 pl of vial F dilution 125 ug/ml
H 400 pl 100 pt of vial G dilution 25 pg/ml
1 400 pl 0 0 pig/ml = Blank
Dilution Scheme for Micro Test Tube or Microplate Protocols (Working Range = 1-25 [ig/ml)
Viai Volume of Diluent Yolume and Soerce of BSA Final BSA Concentration
A 3,555 ul 45 ul of Stock 25 pg/ml
B 6,435 pl 65 pl of Stock 20 pg/ml
C 3,970 ul 30 ul of Stock : 15 pg/ml
o) 3,060 al 3,000 1! of vin! B dilution 10 pg/ml
E 2,500 ui 2,500 pl of vial D dilution 5 pg/ml
F 1,700 pl 1,700 ul of vial E dilution 2.5 ug/ml
G 4,000 pl 0 0 yig/ml = Blank

Microplate Procedures
A. Standard Microplate Protocel (Working Range = 100-1,500 pg/ml)

bl

Pipette 10 pl of each standard or unknown sample mﬁmﬂate microplate wells.

Add 300 pl-of the Coomassic Plus Reagent to each well and mix with plate shaker for 30 seconds.

Remove plate from shaker. For the most consistent results, incubate plate for 10 minutes at room temperature (RT).
Measure the absorbance at or ncar 595 nm with a plate reader.

Subtract the average 595 nm measurement for the Blank replicates from the 595 nm measurements of all other individual
standard and unknown sample replicates. :

Prepare a standard curve by plotting the average Blank-corrected 595 nm measurement for each BSA standard vs. its
concentration in pg/mi. Use the standard curve to determtine the protein concentration of each unknown sample.

Note: When compared to the Standard Test Tube Protocol, 595 nm measurements obtained with the Microplate
Protocols are lower because the light path is shorter. Consequently, this may increase the minimum detection level of the
assay. If higher 595 nm measurements are required, use 15 pl of standard or sample and 300 ul of Coomassie Plus
Reagent per well.

Note: If using curve-fitting algorithms associated with a microplate reader, a four-parameter (quadratic) or best-fit curve
will provide more accurate results than a purely linear fit. If plotting results by hand, a point-to-point curve is preferable
to a Iinear fit to the standard points.
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