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RESUMO

A extragdo de Ara h 6 (um alergénio do amendoim) de uma matriz alimentar a base de
chocolate foi otimizada, testando-se diferentes tempos e temperaturas de extracdo, assim
como a influéncia da presen¢a de cloreto de sdédio (NaCl) e leite em po, num total de 36
condi¢des de extracdo. A concentragdo do alergénio foi determinada utilizando um
imunossensor eletroquimico.

Selecionaram-se trés condi¢des de extragdo como as mais eficientes, uma vez que permitiram
extrair quantidades significativamente superiores (p<0,05) de Ara h 6. Estas consistem na
extragdo de 2 g de amostra com 20,00 mL de Tris-HNO; (pH = 8) contendo: a) NaCl 0,1 M e
10% de leite em po6 (21°C, 60 min); b) NaCl 1 M e 5% de leite em pd (21°C, 60 min); e ¢)
10% de leite em p6 (60°C, 60 min).

Este trabalho destaca a importancia de ajustar os procedimentos de extra¢do ndo sé ao analito
de interesse, mas também ao tipo de matriz alimentar.

1. INTRODUCAO

Cerca de 90% das reagdes alérgicas alimentares sdo atribuidas a oito grupos restritos de
alimentos conhecidos como "the big eight", nomeadamente os ovos, o leite, a soja, o trigo,
o0s crustaceos, o peixe, o amendoim e os frutos de casca rija.

O amendoim (Arachis hypogaeae) ¢ uma leguminosa da familia Fabaceae, natural da
América do Sul. Estao descritos, até a data, 17 alergénios neste alimento [1]. A proteina Ara
h 1 (globulina 7S) foi identificada inicialmente como o principal alergénio do amendoim.
No entanto, varios estudos mostraram que a Ara h 2 (albumina 2S) apresenta uma maior
capacidade de induzir a libertacio de histamina por baso6filos humanos, contendo
imunoglobulinas E (IgE) especificas para o amendoim, bem como uma reatividade da pele
superior em individuos alérgicos [2,3]. Mais recentemente, foi dada elevada importancia a
uma outra proteina alergénica, a Ara h 6, uma vez que apresenta uma soroprevaléncia
semelhante & da Ara h 2 ¢ uma capacidade semelhante para provocar a libertagdo de
histamina por basofilos [4,5]. Além disso, a Arah 2 e a Ara h 6 sdo muito mais resistentes a

digestdo péptica do que a Ara h 1, o que pode explicar o facto de estas proteinas serem mais
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frequentemente reconhecidas pelas IgE presentes no soro de individuos alérgicos ao
amendoim [6].

Devido a sua elevada resisténcia ao calor e aos processamentos alimentares, a Ara h 6 pode
ser considerada um marcador adequado para identificar a presenca de amendoim em
produtos alimentares e de linhas de produg¢do industriais.

Neste trabalho, pretendeu-se otimizar a extragdo de Ara h 6 de uma matriz alimentar
complexa, a base de chocolate. Testaram-se diferentes temperaturas e tempos de extragdo,
bem como o uso de aditivos, tais como o NaCl e o leite em pd, num total de 36 condig¢Ges
diferentes. A dete¢do do alergénio foi realizada utilizando um imunossensor eletroquimico
previamente desenvolvido e validado [7].

2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Amostras

A matriz alimentar a base de chocolate foi adquirida num supermercado local, no Porto. Além
de amendoim, continha os seguintes ingredientes: chocolate de leite, acucar, leite em po e
proteinas do leite, manteiga de cacau, gordura de palma, gordura de leite, amido, glucose,
lecitina de soja, 6leo de coco, sal, agentes estabilizantes, aromatizantes e corantes. Como
controlo negativo foi usada uma amostra em tudo semelhante a anterior, mas sem amendoim

como ingrediente.

2.2. Preparacao da amostra

As amostras foram congeladas a -20°C e imediatamente moidas (GM 200, Retsch,
Alemanha) a 10 000 rpm durante 20 s (3x).

Cada extrato foi preparado utilizando uma quantidade rigorosa (~ 2,00 g) de amostra e 20,00
+ 0,04 ml de solugéo tampao Tris-HNO; 0,1 M pH = 8, com ou sem a adicdo de quantidades
diferentes de NaCl e/ou leite em p6 desnatado (Tabela 1), sendo: A) tampao Tris-HNO; (pH
= 8); B) adicdo de NaCl (0,1 ou 1 M); C) adi¢do de leite em p6 desnatado (5 ou 10%).

A extragdo foi efetuada a temperaturas (21+£1°C e 60+1°C) e tempos (15 ou 60 min)
controlados, sob agita¢do constante. Subsequentemente, as amostras foram submetidas a um
primeiro passo de centrifugagdo (5000 rpm) durante 5 min (Labofuge Ae, Heraeus Sepatech,
Alemanha). Uma aliquota (1 ml) do sobrenadante foi ainda centrifugada a 10 000 rpm
durante 3 min (Heraeus Fresco Centrifuga 17, Thermo Fisher Scientific, Alemanha) e o
sobrenadante resultante foi diluido (1: 250) e analisado, em triplicado, com o imunossensor

eletroquimico.

2.3 Imunossensor eletroquimico
Para construir o imunossensor eletroquimico foi utilizado um elétrodo de carbono serigratado
(screen-printed carbon electrode, SPCE).Inicialmente modificou-se a superficie do elétrodo
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de trabalho do SPCE com nanoparticulas de ouro, produzidas in situ. Apds a modificagdo da
superficie do elétrodo de trabalho, o anticorpo monoclonal de captura (IgG anti-Ara h 6 3B8,
Indoor Biotechnologies) foi imobilizado no sensor. A presenca do alergénio (nas solugdes de
calibragdo ou na amostra) foi detetada pela ligagdo de um segundo anticorpo monoclonal
(IgG anti-Ara h 6 3E12, Indoor Biotechnologies) biotinilado e ligado a enzima fosfatase
alcalina, por meio da ligagdo biotina-estreptavidina. Na presenga do substrato
3-indoxilfosfato e ides prata, desencadeia-se uma reagdo de oxidagdo-redugdo na qual os i0es
prata sdo reduzidos a prata metalica. Apds 20 min de reacdo, recorreu-se a voltametria de
varrimento linear (-0,02 a +0,4 V; 50 mV/s) para oxidar electroquimicamente a prata
metalica produzida, obtendo-se uma corrente proporcional a quantidade de alergénio presente
no extrato.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Tabela 1. Concentrag¢des de Ara h 6 obtidas usando diferentes condi¢des de extragio.

Condicdes de extracio (E:gr;; 306;) Condicoes de extracio (L?g?; (l;oﬁg])
A (21°C,15 min) 39 £ 0.7 A (60°C,15 min) 48 + 1.5
A/0.1B (21°C,15 min) 49 + 03 A/0.1B (60°C,15 min) 53 = 12
A/1B (21°C,15 min) 59 £ 0,8 A/1B (60°C,15 min) 97 £ 02
A/1C (21°C,15 min) 79 £ 04 A/1C (60°C,15 min) 11,6 + 03
A/2C (21°C,15 min) 54 £ 0,9 A/2C (60°C,15 min) 10,9 + 1.8
A/0.1B/1C (21°C,15 min) 54 £ 1,1 A/0.1B/1C (60°C,15 min) 69 = 0,0
A/0.1B/2C (21°C,15 min) 122 + 1.9 A/0.1B/2C (60°C,15 min) 9.6 + 1.6
A/1B/1C (21°C,15 min) 10,6 + 1.9 A/1B/1C (60°C,15 min) 6,0 + 1.1
A/1B/2C (21°C,15 min) 83 £ 1.4 A/1B/2C (60°C,15 min) 87 + 14
A (21°C,60 min) 48 £ 05 A (60°C,60 min) 4,7 + 0.6
A/0.1B (21°C.,60 min) 55 £ 1,2 A/0.1B (60°C.,60 min) 51 = 05
A/1B (21°C,60 min) 51 £ 0.9 A/1B (60°C,60 min) 39 + 07
A/1C (21°C,60 min) 89 £ 1.0 A/1C (60°C,60 min) 73 + 14
A/2C (21°C,60 min) 10,6 + 1.5 A/2C (60°C,60 min) 145 + 23
A/0.1B/1C (21°C,60 min) 53 £ 1,1 A/0.1B/1C (60°C,60 min) 86 + 22
A/0.1B/2C (21°C,60 min) 146 + 24 A/0.1B/2C (60°C,60 min) 83 + 0.6
A/1B/1C (21°C,60 min) 14,6 + 2.7 A/1B/1C (60°C,60 min) 6,0 + 1,0
A/1B/2C (21°C,60 min) 9,9 £ 0,2 A/1B/2C (60°C,60 min) 6,1 + 0,8

Meédia + desvio-padrio, valores calculados resultantes da analise de 3 extratos preparados em dias diferentes. Cada extrato foi
analisado em triplicado. A, s6 tampédo Tris-HNO; (pH=8);

A/0.1B, Triss-HNO; com NaCl 0,1 M; A/1B, Tris-HNO; com NaCl 1 M; A/5C Triss-HNO; com 5% de leite em po; A/10C,
Tris-HNO; com 10% de leite em pd; A/0.1B/5C Tris-HNO; com NaCl 0,1 M e 5% de leite em pd; A/0,1B/10C, Tris-HNO;
com NaCl 0,1 M e 10% de leite em p6; A/1B/1C, Tris-HNO; com NaCl 1 M e 5% de leite em po; A/1B/2C, Tris-HNO; com
NaCl 1 M e 10% de leite em po.

A presenca de chocolate nos produtos alimentares prejudica a detecdo de proteinas por
imunoensaios, devido a elevada quantidade de compostos fendlicos presentes na amostra.
Estes podem complexar, ndo so a proteina a detetar, mas também os anticorpos utilizados no
imunoensaio, prejudicando, assim, a andlise. Os aditivos selecionados, NaCl e leite em po,
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quando adicionados ao solvente de extra¢do, permitem, respetivamente, modular a forca
ionica da solugdo e complexar compostos fenolicos, o que vai influenciar a solubilidade e
extragdo do alergénio em questdo.

Os resultados deste trabalho (Tabela 1) mostram, de facto, que o uso destes aditivos melhora
significativamente a extracdo da Ara h 6. Observa-se, ainda, que tempos de extracdo mais
longos (60 min) sdo mais eficientes, exceto em algumas situacdes em que foi utilizada a
temperatura de 60°C. Com base numa andlise de clusters, agruparam-se trés condig¢des que
permitiram maximizar a extracdo da Ara h 6 da matriz analisada: NaCl 0,1 M e 10% de leite
em po, a 21°C, durante 60 min; b) NaCl 1 M e 5% de leite em p6, a 21°C, durante 60 min; e c)
10% de leite em po, a 60°C, durante 60 min.

4. CONCLUSAO

Este trabalho mostra a importancia da preparacdo da amostra e a necessidade de ajustar os
procedimentos de extragdo, tendo em consideragdo ndo s6 o analito alvo, mas também a
composi¢do da matriz alimentar. Esta ¢ uma questdo a qual deve ser dada devida importancia,
principalmente no que respeita ao desenvolvimento de Kkits comerciais para analise de
alergénios em varios tipos de alimentos.
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