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(54) Titulo: PROCEDIMIENTOS PARA LA EXTRACCION DE PROLAMINAS TOXICAS DEL GLUTEN EN CELIAQUIA

(57) Abstract: The present invention relates to a composition for removing gliadins and glutanins, which are prolamins that are
toxic to patients suffering from coeliac disease, contained in heat-processed and non-heat-processed foods. The composition of the
invention comprises a reducing agent for irreversible reduction of disulphide bridges and a solvent with a high boiling point
and/or high dielectric constant in a buffer with a pH between 4 and 9. The invention also relates to the method for removing
gluten (gliadins and glutenins) from food products, which is compatible with an enzyme-linked immunosorbant assay (ELISA),
that allows detection of hydrolized and non-hydrolized gluten (gliadins and glutenins). Lastly, the invention relates to a kit for
implementing said method.

(57) Resumen: La presente invencion se refiere a una composicién para la extraccién del contenido en gliadinas y gluteninas,
prolaminas tdxicas en celiaquia, de alimentos procesados y no procesados por calor. La composicién de la invencion consiste en
un agente reductor para la reduccion irreversible de puentes de disulfuro y un disolvente con alto punto de ebullicién y/o alta
constante dieléctrica, en un tampén con un pH entre 4 y 9. Asimismo, se contempla el procedimiento para extraer el gluten
(gliadinas y gluteninas) de productos alimenticios, compatible con un ensayo de inmunoabsorcién ligado a enzima (ELISA), que
permite detectar el gluten hidrolizado y no hidrolizado (gliadisnas y gluteninas). Finalmente, la invencién contempla un kit para
llevar a cabo el procedimiento citado.
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PROCEDIMIENTOS PARA LA EXTRACCION DE PROLAMINAS TOXICAS DEL
GLUTEN EN CELIAQUIA

CAMPO DE LA INVENCION

Esta invencion se refiere de forma general al andlisis de alimentos,
procesados y no procesados por calor, para determinar su contenido en gluten
(gliadinas y gluteninas), y mas especificamente a un procedimiento para extraer el
gluten (gliadinas y gluteninas) de productos alimenticios, compatible con un ensayo
de inmunoabsorcién ligado a enzimas (ELISA), que permite detectar el gluten
hidrolizado y no hidrolizado (gliadinas y gluteninas).

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

La celiaquia es una enfermedad inflamatoria del intestino delgado superior y
resulta de la ingestiéon de gluten en individuos genéticamente susceptibles, siendo
la Unica enteropatia inducida por nutrientes que dura toda la vida.

La celiaquia se desencadena en individuos susceptibles por la ingestién de
prolaminas de gluten de trigo, cebada, centeno y posiblemente avena, lo que
provoca cambios histolégicos en la mucosa del intestino delgado, conduciendo a un
sindrome de intolerancia [1]. Se conoce desde 1953 que la afecciébn se agrava
cuando los pacientes comen alimentos que contienen harina de trigo y que
ulteriormente también estaban implicados el centeno y la cebada, un cruce artificial
entre trigo y centeno, denominado friticale y, posiblemente, la avena. El dnico
tratamiento para la celiaquia es una dieta estricta sin gluten. Cuanto menos sigan
los individuos esta dieta, mayor es la posibilidad de desarrollar malnutricién y otras
complicaciones. Sin embargo, todos los problemas revierten cuando se establece
una dieta estricta sin gluten [2].

El gluten es el contenido en proteinas del trigo, centeno, avena, cebada y
maiz, y puede dividirse en glutenina y gliadina (fraccién soluble en alcohol). Las
gluteninas son insolubles en agua o alcohol pero pueden volverse solubles una vez
que se reducen los puentes disulfuro intercatenarios. Pueden dividirse
adicionalmente en fracciones de alto peso molecular (HMW) y bajo peso molecular
(LMW) y la gliadina puede subdividirse en fracciones o, v y ®, en base a sus
secuencias de aminoacidos N-terminales. Las proteinas correspondientes en
centeno, cebada y avena se conocen como secalinas, hordeinas y aveninas,
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respectivamente.

Los pacientes celiacos presentan un amplio rango de sensibilidad a la
ingestion de gluten, con manifestaciones clinicas a cantidades minimas de gliadina
observadas [3]. Por consiguiente, para certificar productos sin gluten, es obligatorio
el uso de ensayos altamente sensibles. La Unién Europea, la Organizacién Mundial
de la Salud y el Codex Alimentarius exigen una medicién fiable de la prolamina del
trigo, la gliadina (asi como de las prolaminas de otros cereales), mas que de todas
las proteinas derivadas del trigo, que incluyen albdminas, globulinas y proteinas de
los granulos de almidén [4].

Un problema importante en la produccién de materias primas “sin gluten”, y
en la produccién de alimento sin gluten, es la contaminacién durante el procesado.
Con bastante frecuencia, ingredientes y productos que comenzaron su vida libres
de gluten, se contaminan y se vuelven peligrosos para el consumo en personas
celiacas.

Los limites oficiales descritos en el Codex Draft Revised Standard (Norma
revisada del borrador del cédigo) (2000) son de 20 ppm para los productos
alimenticios libres de gluten por naturaleza, 200 ppm para productos alimenticios
que se han convertido en libres de gluten, productos alimenticios sélidos a base de
materia seca y productos alimenticios liquidos partiendo de la base del producto
original. El progreso en el desarrollo de un procedimiento fiable de analisis para
determinar el gluten es dificil.

Los kits disponibles actualmente para la medicién del gluten:

- son ensayos tipo sandwich indirectos que llevan mucho tiempo [5-8],

- no pueden detectar la gliadina de manera equivalente en los diversos

cereales [5, 7],

- no son especificos para la gliadina toxica en la celiaquia [8, 9],

- no detectan las formas hidrolizadas de gliadina [6, 10] y

- se destruyen por los agentes reductores empleados cominmente en la

extraccién del gluten del alimento (que desnaturalizan anticuerpos y
marcadores enzimaticos) [7, 10].

Por tanto, a lo largo de los Ultimos afios no ha existido un procedimiento
fiable para medir el contenido en gluten de articulos alimenticios.

En la actualidad, el gluten se mide mediante procedimientos dependientes
de epitopos, tales como ELISA, que usan anticuerpos monoclonales o policlonales.
Una técnica ELISA il para cuantificar el contenido en gluten de productos
alimenticios se describe en Bermudo et a/ (2005) (64).
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Tradicionalmente, se creia que la fraccién de gliadina del gluten de trigo era
la toéxica. Existia poca informacién concerniente a las gluteninas, debido a las
dificultades en su separacién y purificaciéon. Pruebas recientes sugieren que ciertos
péptidos de la glutenina y subunidades de las gluteninas recombinantes pueden
estimular las células T del intestino delgado celiaco aisladas in vitro [17]. La
consecuencia es que éstas son téxicas in vivo. Sin embargo, los datos in vivo estan
restringidos en la actualidad a un articulo [18]. Este estudio mostraba un efecto
téxico in vivo en 4 de 4 pacientes celiacos expuestos a una mezcla de cuatro
subunidades de glutenina de alto peso molecular (HMW). En la actualidad hay
pocos datos disponibles concernientes a la toxicidad de las gluteninas de bajo peso
molecular, sin embargo debe considerarse como posible que estas proteinas sean
también toxicas.

Las gliadinas se extraen facilmente de productos alimenticios crudos usando
etanol, pero esto da como resultado sélo una extraccién conjunta de un pequefio
porcentaje de gluteninas, y se requiere una extraccién mas intensa que implica el
uso de agentes reductores para solubilizar las gluteninas. Esto se debe a que las
gluteninas son polimeros que no se extraen facilmente hasta que se rompen los
puentes disulfuro intercatenarios. Ademas, estas condiciones se requieren también
para la extracciéon de gliadinas y gluteninas de alimentos cocinados. Cuando se
calientan las gliadinas, las moléculas de azufre presentes en las gliadinas alfa y
gamma, pero no en las omega, forman puentes disulfuro, de modo que la mayoria
de las gliadinas se convierten en polimeros con los mismos problemas de
solubilidad que las gluteninas. De modo que los procedimientos rutinarios para la
extraccién de gluten de productos alimenticios procesados por calor se basan en el
uso de alcoholes, tales como etanol y propanol mezclados con agentes reductores
tales como mercaptoetanol, ditiotreitol, agentes disociantes tales como urea,
dodecilsulfato de sodio, clorhidrato de guanidina y mezclas de estos. Las
composiciones resultantes usadas para la extracciéon son téxicas, inflamables,
inestables y tienen un olor acre.

Por tanto, a la luz del descubrimiento reciente de que las gluteninas HMW
también agravan la celiaquia, es esencial tener un protocolo universal que pueda
usarse para extraer gliadinas y gluteninas de alimentos crudos y procesados.

Se han llevado a cabo diversos protocolos de extraccién para la extraccién
de gliadinas y gluteninas de productos alimenticios. Se ha usado comunmente
etanol, al 50-70% v/v [19-27] y propanol, al 50-70% v/v [24-33] para la extraccién de
gliadinas. También se ha usado cloruro de litio para la extraccién de gliadinas [34],
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asi como dimetilsulféxido (DMSQO) [27, 35, 36] y dimetilformamida [27, 37].
Siguiendo el protocolo de Osborne, que implica la extraccién secuencial de las
diferentes proteinas presentes en el gluten, se han extraido gluteninas con agentes
reductores, tales como mercaptoetanol (al 1-2% p/v) [27, 31, 38] y ditiotreitol (al 0,1-
2% plv) [24, 25, 28, 30, 32, 33, 39-43], &cido acético (al 0,7% p/v) [31, 33, 44] y
agentes disociantes tales como urea (2-8 M) [27, 32, 37, 41], clorhidrato de
guanidina (2-6 M) [45] y SDS (al 1-2%) [45, 46]. Basicamente, los procedimientos
de extraccién usados eran los mismos, que implicaban agitacién rapida con vértex y
un periodo de extraccién (que oscila entre 15 minutos y 120 minutos), seguido de
centrifugaciéon (durante un periodo de 15 minutos a 60 minutos), normalmente a
temperatura ambiente, aunque hay algunos informes en los que se eleva la
temperatura hasta 60°C [28, 31, 41, 43]. En las extracciones se empled un tampén,
como Tris(hidroximetil)aminometano (Tris) (0,05 M-0,08 M, pH 7,5-8,0), tampén
borato (0,05 M, pH 8,5) o tampdn fosfato de sodio (0,05 M), a pH 7,8.

Diversos informes han detallado el uso de una mezcla de agentes
reductores y agentes disociantes. En un ejemplo, se us6é tampédn Tris mas un
agente disociante (urea 8M, clorhidrato de guanidina 6M o SDS al 2% p/v) ajustado
hasta pH 7,5 con acido nitrico para la extracciéon de gluteninas [19]. Las gluteninas
se redujeron entonces con 2-mercaptoetanol al 5% p/v o ditiotreitol al 0,1% p/v
durante 2 horas a temperatura ambiente. En otro ejemplo, se usé propanol al 50%
v/v para extraer gliadinas, seguido de una mezcla de propanol al 50% v/v, urea 2M
y ditiotreitol al 1% p/v en tampén Tris (pH 7,5) — extrayendo en un formato gradual
por medio de ciclos de 2 minutos de agitacién con voértex, 10-20 minutos de
agitacidon magnética y 15 minutos de centrifugacién [32]. También se extrajeron
gluteninas usando una mezcla de mercaptoetanol (al 2% p/v) y urea (2-8M) en
tampén borato (pH 8,5), llevandose a cabo la extracciéon durante 60 minutos a
temperatura ambiente seguido de 20 minutos de centrifugacién [38]. En un
procedimiento alternativo, se empleé una mezcla de agentes reductores y
disociantes, que comprende urea 9,2M con ditiotreitol al 1,5% p/v, y se solubilizaron
granos en esta mezcla durante la noche y posteriormente se centrifugaron durante
2 horas [47].

Adicionalmente, Wieser et al (1998) describieron un ensayo para evaluar la
capacidad de extraccién de proteinas de gluten en muestras de alimentos no
procesados y procesados. Los autores de este articulo demuestran que para una
extraccién exhaustiva y completa de gliadinas de las muestras procesadas, es
necesario usar un agente reductor y aumentar la temperatura. Usando estas
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disoluciones, también demostraron la extraccién conjunta de gluteninas y gliadinas
[50]. En otro articulo de los mismos autores, se describe una composicion para la
extraccién de gluteninas, que usa DTT, urea y propanol al 50% v/v, en tampén Tris-
HCI (pH 7,5) [51]. Nicolas et al describen un protocolo en el que extraen
secuencialmente las diversas proteinas encontradas en el gluten y para la
extraccién de gluteninas usan una mezcla de un agente disociante (SDS), un
agente reductor (mercaptoetanol) en tampén tetraborato, pH 8,5 [53]. Huebner et al
describen una extraccién secuencial de gliadinas (usando 2 extracciones con etanol
al 70% v/v) seguido de gluteninas (extraidas usando una mezcla de DTT y urea, o
DTT y una combinacién de urea y clorhidrato de guanidina, en tampén PBS, pH 7,7
[54]. Mamone et al describen la deteccidén de gliadinas y gluteninas extraidas de
diferentes variedades de trigo usando cromatografia de liquidos y espectrometria
de masas por electropulverizaciéon. Para ello, se extraen las gliadinas con etanol al
70% y se extraen las gluteninas en 3 etapas usando una disolucién de Tris-HCI,
DTT, urea y propanol al 50% v/v, pH 7,5. También incluyen un procedimiento de
reduccion al que se expone posteriormente la fraccién de glutenina durante 2 horas
a 37°C, en el que la mezcla de extraccion consiste en clorhidrato de guanidina,
EDTA, DTT en tampén Tris-HCI, pH 7,5 [55].
Una publicacién reciente implica la extraccién con mercaptoetanol al 2% p/v
y clorhidrato de guanidina 2 M durante 40 minutos a 50°C, seguido de una agitacién
rapida con vortex y 1 hora de incubacién a temperatura ambiente, y, finalmente,
centrifugacion [48]. El contenido de esta publicacién es el objetivo de la patente ES
2182698 [49]. Dicha invencién describe una composiciéon que incluye un agente
reductor, (por ejemplo, mercaptoetanol, DTT), un agente disociante (por ejemplo,
clorhidrato de guanidina, SDS), en un tampdén (PBS, Tris), de pH entre 7 y 8. Esta
composicion es Util para la extracciéon de gluten a partir de alimentos procesados y
no procesados. La muestra de alimento se incuba con esta composicién durante un
periodo de tiempo que varia entre 30 y 60 minutos, a una temperatura entre 37°C y
50°C. Entonces se enfria la disolucién hasta temperatura ambiente y se incuba con
etanol (al 50-70% v/v).
Sin embargo, el documento ES 2182698 todavia no resuelve el problema en
su totalidad por los siguientes motivos:
- Inconveniencia de uso: los agentes reductores, mercaptoetanol o DTT,
reivindicados en el documento ES 2182698 son agentes téxicos, nocivos
y de olor acre, considerados no convenientes para su uso a diario por
muchos usuarios.
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- Las altas concentraciones en la invencién reivindicada en el documento
ES 2182698 afectan a la actividad de las enzimas marcadoras del ELISA
y por tanto hacen imposible su uso en algunos tipos de ELISA,
particularmente el uso de ensayos de competiciéon para la detecciéon de
hidrolizados.

- Fiabilidad: parece que el procedimiento declarado en el documento ES
2182698 podria ser un patrén con el que comparar otros procedimientos;
sin embargo no extrae de manera exhaustiva todo el gluten (gliadinas y
gluteninas).

- La deteccién de hidrolizados de gluten ha demostrado ser, en general,
insatisfactoria debido principalmente al hecho de que los hidrolizados
peptidicos pequefios se reconocen mediante captura pero no mediante
anticuerpos de deteccién posteriores, debido al impedimento estérico,
requiriendo por tanto el uso de un ensayo competitivo en el que el
marcador enzimatico entre en contacto directo con el tampén de
extraccién, necesitando por tanto el uso de un tampén de extraccién
compatible.

Por consiguiente, no existen procedimientos fiables para la medicién y
extraccién conjunta de prolaminas téxicas en la celiaquia (gliadinas y gluteninas) en
ambas formas, hidrolizada y no hidrolizada, en ambos procesados y no procesados
por calor.

Algunos documentos recientes detallan otros protocolos de extracciéon. Una
patente reciente, WO2007/104825, se refiere a un procedimiento para la extraccion
de gluten de productos alimenticios procesados por calor, que usa una composicién
constituida por una mezcla de un agente reductor (mercaptoetanol, DTT y mezclas
de estos), y un agente desnaturalizante (SDS, detergentes no idnicos tales como
Tween, y mezclas de estos), en un tampén de pH 7-8. El protocolo consiste en
mezclar e incubar la muestra a una temperatura de 30-70°C, durante 10-60
minutos, enfriando hasta temperatura ambiente. Los fragmentos desnaturalizados y
reducidos se disuelven en etanol (al 50-70% v/v), se centrifugan y el gluten extraido
permanece en el sobrenadante [56]. Hurkman et al, extrajeron las diversas
proteinas de la harina usando una mezcla de urea (2 M), glicerol (al 10% v/v), DTT
(65 mM) en tampdn Tris-HCI, pH 8,0 [57]. Dupont et al comparan diferentes
procedimientos para la extraccién secuencial de gliadinas y gluteninas, empleando
propanol al 50% v/v, para extraer las gliadinas, y propanol al 50% v/v mezclado con
DTT 25 mM para extraer las gluteninas. En ambos casos el tampén usado es Tris-
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HCI, pH 8 [58].

Ademas, para ciertas muestras de alimento, es necesario realizar una etapa
de desengrasado antes de la extraccidén de gluten (gliadinas y gluteninas). Informes
previos indican el uso de éter de petrdleo [22] o butanol [21] como agentes
desengrasantes, con los que se mezclan las muestras durante 15 minutos, seguido
de centrifugacién durante 10 minutos.

Los agentes reductores usando en los procedimientos de extraccion
conocidos, tales como 2-mercaptoetanol y ditiotreitol, son agentes reductores que
contienen grupos sulfhidrilo que tienden a oxidarse y perder rapidamente su
potencia y por tanto no son adecuados para el almacenamiento a largo plazo.
Ademas presentan otras desventajas como la baja capacidad de reduccién a pH
alto y bajo, asi como su toxicidad y mal olor [60].

La Tris(2-carboxietil)fosfina, TCEP, es un reductor identificado
recientemente que se ha observado que proporciona una reduccién altamente
estable y eficaz de tioles de proteinas [59]. Una publicacién reciente ha dado una
idea general de la posibilidad de usar la TCEP soluble en agua como una
alternativa atractiva a DTT y 2-ME [61]. Se ha demostrado que la TCEP es un mejor
reductor que el DTT en medios neutros, acidos y alcalinos [62]. La TCEP ha
mostrado ser también un agente protector mucho mas seguro para los compuestos
de tiol en presencia de iones metdlicos que el DTT y adicionalmente actia como
reductor y agente alquilante, eliminando por tanto la necesidad de agentes
alquilantes tales como vinilpiridina.

Los alcoholes usados rutinariamente para la extracciéon de gliadinas, tales
como etanol, tienen puntos de ebullicién bajos, limitando por tanto la temperatura
que puede aplicarse durante la extraccién.

A la luz de los inconvenientes derivados de los procedimientos de extraccion
de gluten actuales, los autores de la presente invencién han llevado a cabo un
estudio de investigacién a fondo para encontrar un procedimiento fiable para la
extraccién simultanea de gliadinas y gluteninas en alimentos procesados y no
procesados.

Como resultado de dichos estudios, los autores han descubierto
sorprendentemente que el uso de una composicién constituida por un disolvente
con alto punto de ebulliciéon (superior a 100°C) y/o alta constante dieléctrica, en
comparacién con otros disolventes, mezclada con un agente que puede
proporcionar la reduccion irreversible de grupos disulfuro, en tampén a pH 4-9,
llevandose a cabo la extraccién a mas de 50°C durante una duracién de méas de 2
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minutos, facilita la disolucién del gluten (gliadinas y gluteninas), dejando que se
determine cuantitativamente el contenido en gluten (gliadinas y gluteninas) en
bebidas y alimentos procesados por calor y no procesados por calor. No se requiere
el uso de un agente disociante.

En base a estos avances, la presente invencién es un procedimiento mucho
mas simplificado para la extraccién simultanea de gliadinas y gluteninas a partir de
alimentos crudos y procesados. La invencién se basa en el uso de disolventes de
altos puntos de ebullicion y/o altas constantes dieléctricas, lo que facilita la
aplicacién de temperaturas elevadas durante el procedimiento de extraccion,
eliminando la necesidad del uso de un agente disociante.

Las caracteristicas de la composicién de la invencién permiten llevar a cabo
un procedimiento de extraccién de gliadinas y gluteninas compatible con ELISA, lo
que permite la extraccién simultdnea rapida y fiable del gluten (gliadinas y
gluteninas) a partir de muestras de alimento no procesado y procesado por calor, y
la deteccidon de dicho gluten (gliadinas y gluteninas) en ambas formas, no
hidrolizada e hidrolizada.

La composicién de la invencién para la extraccién simultanea de gluten
(gliadina y glutenina) de productos alimenticios no procesados y procesados por
calor, presenta multiples ventajas en comparacién con aquellas composiciones
usadas en el estado de la técnica. Asi, esta composiciéon no tiene mal olor y es
respetuosa con el medio ambiente, a diferencia de los olores acres de los agentes
reductores y disociantes usados en los procedimientos rutinarios.

Adicionalmente, la composiciéon para la extraccién de gluten (gliadina y
glutenina) de ambos productos alimenticios, no procesados y procesados por calor,
presenta una mayor estabilidad en almacenamiento, en comparacién con
cualquiera de las composiciones usadas rutinariamente a base de etanol o
propanol, con cualquiera de los agentes reductores mercaptoetanol, ditiotreitol, y/o
agentes disociantes urea, clorhidrato de guanidina, dodecilsulfato de sodio y
mezclas de agentes disociantes y reductores con diferentes alcoholes.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

Figura 1. Resumen de las variables estudiadas para la dilucidacién del
protocolo de extraccién éptimo. C: Composicién a estudiar: 1.25 ml de disolvente al
X% v/v en x mM de tampén x, pH x con x% p/v de agente reductor x.

Figura 2. Extraccién de prolaminas en presencia de diferentes disolventes
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(al 60% v/v): extracciéon secuencial de gliadina (a) y glutenina (b), y extraccién
conjunta de gliadinas y gluteninas (c), las dos Gltimas en presencia de TCEP al 1%
p/v. Las barras de error representan la DER de 6 extracciones llevadas a cabo en
paralelo.

Figura 3. Electroforesis en gel de gliadinas y gluteninas extraidas usando
diferentes disolventes al 60% v/v a) etanol y glicerol; b) propanol, DMSO, DMF, en
presencia de TCEP al 1% p/v. Se llevaron a cabo cuatro extracciones tal como se
muestra en los electroferogramas en gel.

Figura 4. Extraccion conjunta frente a extracciéon secuencial de proteinas de
gluten.

Figura 5. Efecto de la temperatura sobre la capacidad de extraccién de las
proteinas de gluten.

Figura 6. Extraccién conjunta de proteinas de gluten en presencia de
agentes reductores (TCEP, DTT) en glicerol al 60% v/v. (M: muestra)

Figura 7. Uso de agentes disociantes. (a) Ensayo que compara clorhidrato
de guanidina o urea (1, 3 y 5 M) con glicerol al 60% con TCEP al 0,1% p/v en
HEPES, pH 7,4 con glicerol al 60% con TCEP al 0,1% p/v en HEPES, pH 7,4 (b)
Visualizacién del resultado en gel de electroforesis.

Figura 8 (a) Electroforesis de diferentes agentes desengrasantes usados
para someter a prueba su efecto sobre la extracciéon de las proteinas de gluten, (b)
Extraccién y deteccién de Bradford de proteina en harina sin desengrasado (No D),
con desengrasado afiadiendo inmediatamente la disolucién de extraccion tras la
etapa de extraccion con desengrasado sin secar la muestra (D+DS ext); sin
desengrasado tras 24 horas (No D (24)); y desengrasado afiadiendo disolucién de
extraccién 24 horas mas tarde, es decir, secando la muestra durante 24 h (D+Ds
ext (24 h)).

Figura 9. Estudios de estabilidad de una disolucién de extraccién que
incluye DTT (barra negra), TCEP (gris) o mercaptoetanol (blanca). 300 dias de
almacenamiento a temperatura ambiente (TA), 4°C y 37°C.

Figura 10. Compatibilidad de la composicién de la invencién con a) ensayos
tipo sandwich y b) ensayos ELISA competitivos usando un anticuerpo frente al
supuesto epitopo inmunodominante. Los resultados normalizados se presentan con
B/Bo representando el valor de absorbancia obtenido a concentraciones especificas
normalizado mediante la absorbancia obtenida a concentracién cero.

Figura 11. Andlisis de electroforesis en gel de gluten extraido a temperatura
ambiente usando TCEP al 0,1% p/v en glicerol al 60% v/v con tampén HEPES 50
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mM, pH 7 para (a) muestras no procesadas por calor (harina de trigo que contiene
gluten cruda) y (b) muestras procesadas por calor (“base de pizza”).

Figura 12. Gluten extraido en cada extracciéon a partir de muestras no
procesadas por calor (“harina”) y muestras procesadas por calor (“base de pizza”),
llevandose a cabo la extraccién a temperatura ambiente (i) o a 85°C (ii), con la
cantidad extraida observada visualmente usando electroforesis (a) y representada
por medio de cantidades absolutas (b).

Figura 13. Comparacién de la extraccién de proteinas de gluten usando (A)
etanol al 60%, mercaptoetanol 250 mM, clorhidrato de guanidina 2 M, llevandose a
cabo la extraccién a temperatura ambiente; (B) etanol al 60%, mercaptoetanol 250
mM, clorhidrato de guanidina 2 M, llevandose a cabo la extracciéon a 60°C; (C)
protocolo inventado (PI), extracciéon 1 (D) protocolo inventado (Pl), extraccion 2. a)
gel de electroforesis y b) analisis de Bradford.

OBJETIVO DE LA INVENCION

Un objetivo principal de la invencién se refiere a una composicién constituida
por un agente para la reduccién irreversible de agentes de disulfuro y un disolvente
con alto punto de ebullicién y/o altas constantes dieléctricas en un tampén con un
pH entre 4y 9.

Otro objetivo de la invencién es el procedimiento para la extraccién
simultanea de gliadinas y gluteninas, de muestras de alimento, procesado o0 no
procesado por calor, de manera que sea compatible con ELISA, que comprende
extraer el contenido en gliadinas y gluteninas en presencia de la composicién
definida en la presente invencién, siendo la invencién altamente reproducible,
permitiendo una determinacién cuantitativa del gluten extraido.

Finalmente, un tercer objetivo de la invenciéon se refiere a un kit para
cuantificar el contenido en gliadinas y gluteninas de muestras de alimento,
procesados por calor y no procesados por calor, que comprende dicha
composicion.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

La presente invencidén proporciona una composiciéon (“composicién de la
invencién”), que consiste en un agente para la reduccién irreversible de puentes
disulfuro y un disolvente con alto punto de ebullicién y/o alta constante dieléctrica,
en una disolucién tampén con un pH comprendido entre 4 y 9, tal como HEPES,
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Tris-HCI, PBS, etc.

La composicidon de la invencién permite la extraccién conjunta de las
prolaminas téxicas en la celiaquia (tanto gliadinas como gluteninas) de productos
alimenticios no procesados y procesados por calor.

El agente que proporciona la reduccién irreversible de grupos disulfuro es un
agente reductor no téxico, que no contiene grupos sulfhidrilo y por tanto no tiende a
oxidarse, tal como tris(2-carboxietil)fosfina (TCEP). La concentracién de este
agente reductor de grupos disulfuro que no contiene sulfhidrilo es ampliamente
variable, requiriendo Unicamente ser superior a 0,1 mM.

En una realizacién particular, el disolvente usado en la composicién se
selecciona de entre DMF, DMSO o glicerol, con una concentracién comprendida
entre el 30-70% v/v.

En otra realizacién particular, el agente reductor empleado es TCEP, el
disolvente con alto punto de ebullicion es DMSO, glicerol o DMF, y el tampén es
HEPES o PBS, con un pH entre 4 y 9.

La composicién de la invencibn es compatible con ensayos de
inmunoabsorcién ligados a enzimas competitivos (ELISA), que pueden detectar
ambas formas, no hidrolizadas e hidrolizadas, de gluten (tanto gliadinas como
gluteninas) y no tiene ningun efecto adverso sobre la cuantificacién ELISA
(competitivo o tipo sandwich) del contenido total en gluten téxico en la celiaquia de
las muestras de alimento.

Otro aspecto principal de la invencién se refiere a un procedimiento para la
extraccién simultanea, tanto de gliadinas como gluteninas, a partir de una muestra
de alimento, procesado o no procesado por calor, denominado a partir de ahora “
procedimiento de la invencién”, que comprende extraer el contenido en gluten
(gliadina y gluteninas) de la muestra, en presencia de la composicién de la
invencién.

En una realizacién particular, el procedimiento comprende a) mezclar la
muestra de alimento con la composicién de la invencién, y b) incubar la mezcla
resultante a una temperatura superior a 50°C, durante un periodo de tiempo
superior a 2 minutos.

Este procedimiento permite ahorrar un tiempo considerable respecto a los
procedimientos previamente descritos y no presenta diferencias en la capacidad de
extraccién, por lo que es adecuado como procedimiento de extraccién combinada.

La muestra de alimento que va a analizarse se prepara mediante
procedimientos rutinarios, cuando sea relevante. Se someten muestras de harina a
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un procedimiento de muestreo representativo para garantizar la homogeneidad. Las
muestras de alimento procesado se trituran, usando una mano de mortero y un
mortero antes de la molienda, y la muestra triturada homogéneamente se pesa
entonces de manera precisa.

Posteriormente se introduce la composicién de la invencién en un tubo
eppendorf, se cierra la tapa del tubo y se agita con vértex durante un periodo de
tiempo superior a 10 segundos. Entonces se deja reposar el tubo durante un
periodo de tiempo superior a 10 segundos, antes de calentarse a una temperatura
superior a 50°C, durante un periodo superior a 2 minutos, antes de centrifugarse a
una velocidad de un intervalo de al menos 3000 rpm, durante un periodo superior a
5 segundos. El sobrenadante, que contiene las gliadinas y gluteninas extraidas, se
retira.

Una vez eliminado el sobrenadante, se vuelve a afadir opcionalmente la
composicién de la invencién recién preparada y se repite el procedimiento descrito
anteriormente. Este procedimiento puede repetirse de dos a diez veces, hasta que
se consigue la extraccién completa de gluten (gliadinas y gluteninas).

En una realizacién particular, el procedimiento de la invencién comprende el
uso, durante la etapa de extraccién, de un disolvente con alto punto de ebullicién
seleccionado entre DMSO, que tiene un punto de ebullicién de 189°C, glicerol, que
tiene un punto de ebullicibn de 290°C, y DMF, que tiene un punto de ebullicién de
153°C, permitiendo aplicar temperaturas elevadas (superiores a 50°C), facilitando y
potenciando asi la extraccion del gluten (gliadinas y gluteninas).

En una realizacién particular, la extracciéon de gluten (gliadinas y gluteninas)
se lleva a cabo con una disolucién acuosa de DMSO, glicerol o DMF con TCEP,
con una temperatura aplicada durante la extraccién superior a 50°C, durante un
periodo de tiempo superior a 2 minutos.

La concentracién de disolvente en la disolucién acuosa puede variar dentro
de un amplio intervalo y en una realizacién particular la disolucién acuosa (de
DMSO, glicerol o DMF) puede variar entre el 50% v/v y el 70% v/v.

La concentraciéon de TCEP en la disolucién acuosa puede variar dentro de
un amplio intervalo y en una realizacién particular la concentracién de TCEP es
superior a 0,1 mM.

El procedimiento de extracciéon también es compatible con un procedimiento
de desengrasado previo, antes de la etapa de extraccién. En una realizacién
particular, la muestra de alimento se desengrasa mezclando con acetona, se
separa por la acetona (centrifugando o filtrando), dejando posteriormente que la
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acetona se evapore y usando inmediatamente esta muestra desengrasada para el
procedimiento de extraccion.

El procedimiento de la presente invencidn puede usarse para extraer las
gliadinas y gluteninas contenidas en una muestra de alimento procesado o no
procesado por calor, seguido de la cuantificacién de estas prolaminas mediante
ELISA. Por tanto, en una realizacién particular del procedimiento de la invencién,
tras la extraccién se lleva a cabo una etapa de cuantificaciéon de las gliadinas y
gluteninas extraidas usando ELISA (por ejemplo, técnica tipo sandwich o ELISA
competitivo).

En el procedimiento de la invencién, el uso de glicerol, DMSO o DMF y
TCEP permite la aplicacién de una temperatura elevada, lo que a su vez facilita la
ruptura completa de los puentes disulfuro que se encuentran en las gliadinas
procesadas por calor y gluteninas. En la primera extraccion, se rompen los puentes
disulfuro y aproximadamente el 85% de los fragmentos producidos se disuelven en
la composicién de la invenciéon. En la segunda extracciéon y siguientes, los
fragmentos restantes se disuelven en la composicion de la invencion.
Sistematicamente se observa que el 85% del gluten total se extrae en la primera
extraccién y el 15% restante en extracciones posteriores y se ha establecido una
base de factor de correlacidén con respecto a esta observaciéon de modo que sélo se
requiere una extracciéon para la cuantificacién de las gliadinas totales y téxicas en la
celiaquia.

Este procedimiento es adecuado para andlisis de alimentos, particularmente
para productos alimenticios concebidos para personas que padecen celiaquia y
puede aplicarse a una extraccién basada en un microsistema y una deteccién
biosensorial posterior.

Finalmente, otro aspecto principal de la presente invencién se refiere a un kit
que comprende la composicién de la invencién y ademas todos aquellos reactivos
necesarios para realizar un ELISA para cuantificar el contenido en gliadinas y
gluteninas de muestras de alimento, procesado y no procesado por calor. El kit usa
ensayos de ELISA competitivos o bien tipo sandwich, con anticuerpos desarrollados
directamente frente a las gluteninas HMW y el epitopo inmunodominante putativo
de gliadina.

EJEMPLOS

Se llevaron a cabo muchos experimentos previamente, dando como
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resultado el procedimiento de la invencién. En los ejemplos 1-4 se muestran
diferentes realizaciones del procedimiento de la invencién a muestras no tratadas
por calor, tratadas por calor e hidrolizadas. En un trabajo de desarrollo inicial se
cuantificé la proteina total extraida usando un ensayo de Bradford y se visualizé
usando electroforesis en gel. Se muestra un resumen del esquema de extracciéon en
la figura 1.

Ensayo de Bradford: Usando el kit Coomasie Plus Bradford de Pierce, se
afiadieron 150 pl de extracto a 150 pl de reactivo Coomassie Plus en un pocillo de
microplacas y se mezclaron bien antes de incubar brevemente y medir la
absorbancia a 560 nm. Se estimaron las concentraciones de proteinas mediante
referencia a la absorbancia obtenida para una serie de diluciones de proteina
convencionales, que varian entre 50 [g/ml y 0 Og/ml (patrén de gliadina para
gliadinas y gluteninas, patron de BSA para albuminas y globulinas), que se
sometieron a ensayo junto con las muestras desconocidas.

Electroforesis en gel: Para la electroforesis se hicieron precipitar las
muestras con la mitad del volumen de TCA al 30% p/v durante 1 h a 4°C. Tras
centrifugaciéon a 14000 rpm durante 10 minutos, se lavaron los residuos de muestra
3 veces con 200 [l de acetona y se secaron a vacio (<2 h). Tras la reconstitucién
en 10-20 Ul de tampdn de corrida SDS, se calentaron las muestras hasta 95°C
durante 5-8 minutos. Se cargaron las muestras en geles desnaturalizantes de
acrilamida (resolucién al 12%, concentrados al 4% preparados en tampén Tris-SDS
pH 8,8 y pH 6,8, respectivamente) preparadas en tampén Tris-SDS pH 6,5. Se
hicieron pasar los geles en el mismo tampén Tris-SDS pH 8,3 en un equipo de
electroforesis en agarosa Sub-cell GT de BioRad a temperatura ambiente
(aplicando una constante de 100-120 V para el gel 10 V/cm). Se llevé a cabo una
tincién mediante la inmersién de los geles en BioSafe Coomassie (BioRad). Se
tomaron imagenes de los geles usando un analizador de imagenes GelDocTM EQ
(BioRad).

En un primer experimento, los autores de la invencién compararon los
diferentes disolventes (al 60% v/v) para determinar la capacidad de extraccién de
las proteinas de gluten a temperatura ambiente (figura 2). La figura muestra los
valores obtenidos para cada disolvente para la extraccién secuencial de gliadina (a)
y glutenina (b), y finalmente la extraccién conjunta de gliadinas y gluteninas (c), las
tltimas dos en presencia de TCEP al 1% p/v (las barras de error representan la
desviacién estandar relativa (DER) de 6 extracciones llevadas a cabo en paralelo).

Los resultados del experimento mostraron que el DMSO y DMF eran los
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disolventes éptimos para la extraccién de gliadinas; mientras que el glicerol era el
disolvente 6ptimo para la extraccidon de gluteninas, cuando cada una de las
gliadinas y gluteninas se extrajeron secuencialmente. Cuando se extrajeron
simultaneamente las prolaminas, cualquiera de DMSO, DMF o glicerol era éptimo,
especialmente cuando se tiene en consideracién su punto de ebullicién, lo que
permite una extraccioén significativamente potenciada, especialmente de gluteninas
HMW.

Tabla 1. Efecto de diferentes disolventes en la extraccion de proteinas de gluten (secuencial

y simultanea)

Gliadinas (mg) Gluteninas Suma Extraccién

(mg) conjunta
Etanol 9,3 6,19 15,49 14,17
Glicerol 10,04 7,7 17,74 17,44
Metanol 6,3 41 10,4 11,15
Propanol 10,6 6,5 17,1 14,85
DMSO 12,1 4,86 16,96 16,63
DMF 11,4 4,75 16,15 16,3
Etilenglicol 9,12 3,87 12,99 13,4

Se visualizaron las gliadinas y gluteninas extraidas usando el 60% v/v de
diversos disolventes en presencia de TCEP al 1% p/v, a temperatura ambiente en
electroforesis en gel (figura 3), cuando puede visualizarse la capacidad de
extraccién del disolvente para que sea glicerol >DMF > DMSO > etanol > propanol.

En un segundo experimento, se compar6 la extraccién conjunta frente a la
extraccién secuencial de proteinas de gluten usando agua y NaCl 0,4 M en
HNa.PO, 0,067 M, para globulinas y albiminas, respectivamente. Se extrajeron las
gliadinas con glicerol al 60% p/v y las gluteninas usando glicerol al 60% v/v en
HEPES 50 mM pH 7,4 con TCEP al 0,1% p/v en HEPES 50 mM pH 7,4. Se extrajo
cada proteina pesando 125 mg de muestra, afiadiendo 1,25 ml de disolucién de
extraccién, mezclando en el termomezclador a 40°C durante 20 minutos a 1.400
rom y centrifugando durante 3 minutos a 12.000 rpm.

Tal como puede observarse en la figura 4, no se observé ninguna diferencia
en la capacidad de extraccioén entre la extraccién simultanea y la secuencial.

En otro experimento, se sometié a ensayo el efecto de la temperatura sobre
la capacidad de extraccién de las prolaminas (figura 5). Se mostré la necesidad de
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una temperatura elevada para la extracciébn de gluten a partir de muestras
procesadas por calor, con una temperatura de 85°C, siendo éptimo usar glicerol
como disolvente y TCEP como agente reductor.

En otro experimento, se analizd la extraccidon conjunta de proteinas de
gluten en presencia de TCEP o DTT, en glicerol al 60% v/v. Se extrae la proteina
pesando 125 mg de muestra, afiadiendo 1,25 ml de la composicién de la invencién.
Tras la extracciéon durante 7 minutos a 85°C, se centrifugd el sedimento durante 3
minutos a 12.000 rpm y se usé el sobrenadante para el andlisis por electroforesis
(figura 6). Este ensayo demostré las diferencias entre el uso de diferentes agentes
reductores, y tal como puede observarse, la TCEP es un agente reductor mas
eficaz. Esto se debe al hecho de que el punto de ebullicién del DTT es 125°C, del 2-
ME es 157°C, considerablemente inferior al de la TCEP, que es de 330°C (por
tanto, la TCEP puede retener mas actividad a la temperatura de extraccién aplicada
de 85°C).

En otro experimento, se sometié a ensayo el uso de agentes disociantes
(figura 7). Se desarrollé6 un ensayo que comparaba clorhidrato de guanidina o urea
(1, 3, 5 M) con glicerol al 60% con TCEP al 0,1% p/v en HEPES, pH 7,4 con glicerol
al 60% con TCEP al 0,1% p/v en HEPES, pH 7,4. Se llevaron a cabo las
extracciones pesando 125 mg de muestra, afadiendo 1,25 ml de disolucién de
extraccion, mezclando en el termomezclador a 40°C durante 20 minutos a 1400 rpm
y centrifugando durante 3 minutos a 12,000 rpm (figura 7 (a)). Se visualizaron los
resultados en un gel de electroforesis (figura 7 (b)).

Este ensayo demostr6 que en el procedimiento de la invencién, la adicién de
agentes disociantes no da como resultado una extracciéon adicional de gluten a
partir de productos alimenticios crudos o cocinados, ya que el uso de una
temperatura elevada es suficiente para extraer de manera exhaustiva el gluten.

En otro experimento, se someti6é a prueba el uso de agentes
desengrasantes. Se llevd a cabo una electroforesis de diferentes agentes
desengrasantes usada para someter a prueba su efecto sobre la extracciéon de las
proteinas de gluten (figura 8(a)). Se pesaron 125 mg de la muestra y se afiadieron a
1,25 ml de cada agente desengrasante. Tras agitar con vértex durante 30
segundos, se dejdé sedimentar la disolucidon durante 5 minutos a temperatura
ambiente y se centrifugd durante 15 minutos y se llevé a cabo la electroforesis de
manera normal. Se desarrolld una extraccién y deteccién de Bradford de las
proteinas en harina después de la etapa de extracciéon con desengrasado sin secar
la muestra, secando la muestra durante 24 h (figura 8 (b)). Se llevdé a cabo el
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procedimiento de extraccién pesando la muestra (75 mg), afiadiendo 0,75 ml de
disolucién de extraccién, agitando con voértex durante 30 segundos, mezclando en
un termomezclador a 1.400 rpm a 85°C y centrifugando durante 3 minutos a 12.000
rom a temperatura ambiente.

Se mostré que la acetona no extraia las gliadinas o gluteninas, y puede
usarse por tanto como un agente desengrasante. Los resultados también mostraron
que el desengrasado puede ir seguido directamente de extraccién, sin necesidad de
secar la muestra.

Ademas se llevaron a cabo estudios de estabilidad de la disolucién de
extraccion usando DTT, mercaptoetanol o TCEP, y glicerol al 60% (v/v) en tampén,
usando 125 mg de harina en 1,25 ml de disolucién de extracciéon. Se almacenaron
tres disoluciones de extraccién a TA, 4°C y 37°C (figura 9). Estos estudios dan una
idea general de la estabilidad en tiempo real a TA y 4°C y la estabilidad acelerada
(a 37°C) del coéctel de extraccién con DTT/2-ME o bien glicerol al 60% v/v, en
tamp6n HEPES 50 mM, pH 7,4, y la TCEP es marcadamente mas estable cuando
se almacena a 4°C.

Finalmente, en ensayo ELISA desarrollado por los autores, basado en usar
anticuerpos frente al epitopo inmunodominante putativo (figura 10) demostré que la
disolucién de extraccién de la invencidon es extremadamente compatible con ELISA
tanto tipo sandwich como competitivo. Los resultados mostrados en la figura 10 se
normalizan relacionando la absorbancia a una concentracién de gliadina dada, con
la absorbancia obtenida a concentracién cero en el caso del ensayo competitivo, o
con la absorbancia obtenida a una concentracion maxima (por ejemplo 1 (Jg/ml) en
el caso del ensayo tipo sandwich. En ambos ensayos, el tampén de extraccién es
completamente compatible a diluciones de 1 en 5 y superiores.

Ejemplo 1. Recuperacién de gluten a partir de alimentos no tratados por calor

Se llevé a cabo este experimento para mostrar la eficacia del procedimiento
de la invencién en la extraccién de gluten a partir de alimentos no tratados por
calor.

Preparacién de muestras dopadas

Se llevaron a cabo estudios con adiciones conocidas con muestras crudas
para comprobar la eficacia de los protocolos de extraccion desarrollados. A harina
de maiz se realizaron adiciones conocidas de gliadina del grupo de trabajo de
prolamina IRMM-480 en un intervalo de concentraciones desde 20 ppm hasta 800



10

15

20

25

WO 2010/018290 PCT/ES2009/070328

18

ppm. Entonces se us6é un ELISA para cuantificar la gliadina extraida usando
gliadina IRMM-480 como patrén, ya que ésta habia sido la gliadina que se habia
usado para realizar adiciones conocidas a las muestras. Los patrones usados
variaron entre 25 ppm y 1,56 ppm y por tanto fue necesario diluir las muestras con
adiciones conocidas para que estuvieran dentro de este intervalo. Las diluciones de
muestra empleadas se muestran en la tabla 2:

Tabla 2. Diluciones de muestra

12 extraccién 22 extraccion

Muestra dopada 0 ppm: 1/150 1/50

Muestra dopada 20 ppm: 1/300 1/100
Muestra dopada 50 ppm: 1/800 1/200
Muestra dopada 100 ppm: 1/1600 1/400
Muestra dopada 200 ppm: 1/3000 1/800
Muestra dopada 400 ppm: 1/6000 1/1600
Muestra dopada 800 ppm: 1/12000 1/3000

Procedimiento para la extraccion simultanea de gluten a partir de alimentos no
tratados por calor

Para llevar a cabo el procedimiento, se introdujeron 125 mg de muestra
homogeneizada en un tubo eppendorf. Posteriormente, 1,25 ml de la composicién
del procedimiento, compuesta por TCEP al 0,1% p/v en glicerol al 60% v/v con
tamp6n HEPES 50 mM, pH 7,4 seguido de una agitacién con vortex rapida de 30
segundos a 2500 rpm (VELP Scientifica, Madrid, Espafia). Entonces se cerraron los
tubos y se sellaron con Parafilm que evitar cualquier pérdida debida a evaporacién
y se mezclaron en un termomezclador a 95°C durante 5 minutos (modelo
Thermomixer Compact), antes de centrifugarse finalmente (Eppendorf modelo
5417R) a 12.000 rpm a temperatura ambiente durante 3 minutos. Por tanto, la
extraccién pudo completarse en menos de 10 minutos.

Entonces se transfirid el sobrenadante a tubos eppendorf de polisulfona
limpios para el andlisis usando ELISA.

Se prepar6é tampdén HEPES, pH 7,4 afiadiendo 4 g de NaOH de Panreac
(VidraFoc, Tarragona, Espafia) a 1,19 g de HEPES (Sigma, Barcelona, Espafa), en
100 ml de agua Millipore.

Se prepara la composicion compuesta por TCEP al 0,1% p/v y tampén
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HEPES 50 mM, por ejemplo, pesando 286,65 mg de TCEP.HCI en 10 ml de tampén
HEPES 50 mM y afadiendo entonces esto a una disolucién preparada previamente
de 60 ml de glicerol con 30 ml de tampén HEPES 50 mM, hasta un volumen final de
100 ml, con TCEP al 0,01% p/v en glicerol al 60% v/v en HEPES 50 mM, pH 7,4.

Resultados

Se requirieron dos etapas de extracciéon para la extraccidon completa de
gluten a partir de productos alimenticios crudos y se llevé a cabo un estudio para
observar si habia un factor de correlacién entre la cantidad de proteina extraida en
la primera extraccion y la proteina extraible total. En un estudio de 100 muestras, se
observé que la proteina extraida en la primera extracciéon era el 86,5% de la
proteina extraible total, con un % de desviacién estandar relativa (DER) de 1,28
para n=100, lo que sugiere que podia emplearse una extraccién y usarse un factor
de correlacién para extrapolar la proteina total presente en la muestra. Es por tanto
recomendable llevar a cabo dos extracciones o usar el factor de correlaciéon de 1,16
(es decir multiplicar el valor de la cantidad de proteina extraida en el primer extracto
por 1,16) para extrapolar la proteina extraida en la primera extraccién con respecto
a la cantidad total de proteina extraible.

La tabla 3 muestra el porcentaje de recuperacién conseguido con las
muestras de harina de maiz a las que se habian realizado adiciones conocidas de
PWG y que oscila de manera aceptable entre el 99% y el 108% (particularmente si
se permite un error de +15% asociado comunmente con la deteccién mediante
ELISA).

Tabla 3 Porcentaje de recuperacion de muestras crudas de harina de maiz con adiciones

conocidas
Nivel de dopaje en Concentracion de Porcentaje de recuperacion
gliadina (ppm) proteina extraida y (%)
detectada (ppm)
20 21,50 107,50
50 53,11 106,22
100 99,99 99,99
200 195,96 97,98
400 430,96 10,74

800 796,14 99,52




10

15

20

25

30

35

WO 2010/018290 PCT/ES2009/070328

20

Ejemplo 2. Recuperacién de gluten a partir de alimentos tratados por calor

Se llevé a cabo este experimento para demostrar que en ausencia de un
agente disociante, se requiere un aumento en la temperatura por encima de los
80°C, necesitando por tanto el uso de un disolvente con altas temperatura de
ebullicién. Se llevé a cabo la demostracién usando muestras procesadas por calor
preparadas (a) a partir de harina que contiene gluten y (b) harina de maiz.

Materiales
- Muestras procesadas por calor a partir de harina que contiene gluten

Se prepararon muestras procesadas por calor a partir de harina que
contiene gluten afiadiendo 5 ml de agua destilada a 10 mg de muestra cruda, es
decir harina de trigo. Se mezclé a mano la disolucién hasta que se obtuvo una
masa flexible. Se estird la masa usando un rodillo manual hasta un espesor de 2
mm y se cocind en un horno precalentado durante 10 minutos a 180°C. Tras el
enfriamiento, se molieron las muestras cocinadas con una batidora durante 3
minutos hasta que se obtuvo un polvo homogéneo de muestra procesada por calor.

- Muestras procesadas por calor a partir de harina de maiz sin gluten a la que se
realizaron dopajes con gliadina IRMM-480 (IRMM = Institute for Reference Materials
and Measurements)

Se realizaron adiciones conocidas de diferentes cantidades de gliadina
IRMM-480 a harina de maiz blanco precocinado (P.A.N. Venezuela), que se
esperaba que estuviera sin gluten. Para 0, 20, 50, 100, 200, 400, 800 ppm de
gliadina en harina, se afiadieron respectivamente, 0, 1, 2,5, 5, 10, 20 y 40 mg de
gliadina PWG IRMM-480 a harina de maiz hasta que se obtuvo una cantidad final
de 50 g. Brevemente, se afiadié la harina, muy gradualmente, a la gliadina pesada y
se mezclé meticulosamente durante 10 minutos con una mano de mortero y un
mortero con el fin de obtener la mezcla mas homogénea posible. Una vez que se
obtuvieron muestras con adiciones conocidas representativas, se afiadieron 10 mg
de muestra a 5 ml de agua destilada, y se mezclaron a mano hasta que se obtuvo
una masa flexible. Entonces se estird la masa usando un rodillo de mano hasta un
espesor de aproximadamente 2 mm, y entonces se cociné a 180°C durante 10
minutos. Cuando las muestras procesadas por calor estaban frias, se molieron
durante 3 minutos usando una mezcladora comercial Moulinex, hasta que se obtuvo
un polvo homogéneo de la muestra procesada por calor.
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Procedimiento de la invencion

Para llevar a cabo el procedimiento, se introdujeron 125 mg de muestra
homogeneizada en un tubo eppendorf. Posteriormente, 1,25 ml de la composicién
del procedimiento, compuesta por TCEP al 0,1% p/v en glicerol al 60% v/v con
tamp6n HEPES 50 mM, pH 7,4 seguido de una agitacién con vortex rapida de 30
segundos a 2500 rpm (VELP Scientifica, Madrid, Espafia). Entonces se cerraron los
tubos y se sellaron con Parafilm para evitar cualquier pérdida debido a evaporacién
y se mezclaron en un termomezclador a 95°C durante 5 minutos (modelo
Thermomixer Compact), antes de centrifugarse finalmente (Eppendorf modelo
5417R) a 12.000 rpm a temperatura ambiente durante 3 minutos. Por tanto, la
extraccién pudo completarse en menos de 10 minutos.

Entonces se transfirid el sobrenadante a tubos eppendorf de polisulfona
limpios para su andlisis usando ELISA.

Se prepar6é tampdén HEPES, pH 7,4 afiadiendo 4 g de NaOH de Panreac
(VidraFoc, Tarragona, Espana) a 1,19 g de HEPES (Sigma, Barcelona, Espafia), en
100 ml de agua Millipore.

Se prepara la composicion compuesta por TCEP al 0,1% p/v y tampén
HEPES 50 mM, por ejemplo, pesando 286,65 mg de TCEP.HCI en 10 ml de tampén
HEPES 50 mM, y afiadiendo entonces esto a una disolucién preparada previamente
de 60 ml de glicerol con 30 ml de tampén HEPES 50 mM, hasta un volumen final de
100 ml, con TCEP al 0,01% p/v en glicerol al 60% v/v en HEPES 50 mM, pH 7,4.

Resultados
- Efecto de la temperatura sobre la extracciéon de muestras no procesadas por calor
y procesadas por calor

Se llevd a cabo un analisis de electroforesis en gel del gluten extraido a
temperatura ambiente usando TCEP al 0,1% p/v en glicerol al 60% v/v con tampén
HEPES 50 mM, pH 7 para muestras no procesadas por calor (harina de trigo cruda
que contienen gluten) y muestras procesadas por calor (la misma harina de trigo
que contiene gluten preparada como base de pizza y cocinada a 180°C durante 10
minutos).

La figura 11 muestra el requisito para aumentar la temperatura de extracciéon
para extraer eficazmente a partir de muestras procesadas por calor. A temperatura
ambiente, se extrajo el gluten en dos extracciones a partir de harina que contiene
gluten no procesada por calor. Sin embargo, para las muestras procesadas por
calor (“base de pizza”), tras 13 exiracciones el gluten no se habia extraido
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completamente, liberandose sélo una pequefia fraccién del gluten para cada
extraccion.

En la figura 12, se representa el gluten extraido en cada extraccién a partir
de muestras no procesadas por calor (“harina”) y procesadas por calor (“base de
pizza”), llevandose a cabo la extraccién a temperatura ambiente (a) o a 85°C (b). Se
consiguié la extraccién completa a 85°C con sélo dos extracciones.

Se mostrd que aumentando la temperatura de extracciéon desde temperatura
ambiente hasta 85°C, el gluten total puede extraerse de ambas muestras de
alimento, crudo y procesado por calor, en las primeras dos extracciones.

- NUmero de extracciones y factor de correlacion

Se requieren dos extracciones para la extracciéon completa del gluten a partir
de productos alimenticios cocinados, tal como en el caso de los productos
alimenticios crudos, extrayéndose mas gluteninas HMW en la segunda extraccion.
De nuevo, tal como en el caso de los productos alimenticios crudos, hay un factor
de correlaciéon entre la cantidad de proteina extraida en la primera extraccién con
respecto a la proteina extraible total, que es 58,1, n=400, % de DER= 7,87. Por
tanto, para las muestras cocinadas, el factor de correlacién requiere multiplicar el
valor de la cantidad extraida en el primer extracto por 1,72.

- Recuperacién de gluten a partir de harina de maiz procesada por calor a la que se
le ha afiadido de manera conocida gluten

La tabla 4 muestra el porcentaje de recuperacién conseguido con las
muestras de harina de maiz a las que se le ha afiadido de manera conocida PWG,
y que oscila de manera aceptable entre el 96% y el 111% (particularmente si se
permite un error del +15% asociado cominmente con la deteccion de ELISA).

Tabla 4 Porcentaje de recuperacion de muestras de harina de maiz con adiciones

conocidas procesadas por calor

Concentracién de Concentracion de proteina Porcentaje de
gliadina (dopaje) extraida y detectada (ppm) recuperacion (%)
(ppm)
20 22,27 111,35
50 48,26 96,52
100 97,24 97,24
200 201,34 100,67
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400 423,86 105,97
800 797,22 99,65

Ejemplo 3. Comparacién del procedimiento de la invencién con el protocolo

de extraccion de la patente ES2182698

El objetivo de este ejemplo es comparar la eficacia de la extracciéon del
protocolo y la composicidon inventados (protocolo de extraccién A) con el
procedimiento y el protocolo descritos en la solicitud de patente ES2182698
(protocolo de extraccién B).

Materiales

Preparacion de muestras con adiciones conocidas (sin gluten): Se
prepararon muestras con adiciones conocidas mezclando diferentes
concentraciones de gliadina PWG diluida en etanol al 60% v/v con harina de trigo
Maizena. Para 0, 20, 25, 50, 100, 150 ppm de gliadina en harina, se diluyeron 0, 1,
1,25, 2,5, 5, 7,5 mg de gliadina PWG en 25 ml de etanol 60% v/v en HEPES 50 mM
pH 7,4 y se mezclaron con la harina de maiz alcanzando un total de 50 g de sélidos
en los 25 ml. Tras una homogeneizacién meticulosa, se secaron las muestras a
temperatura ambiente. Se extrajeron las muestras con adiciones conocidas usando
el protocolo de extraccién A y B, y se analizaron usando el kit Ingezim Gluten
ELISA.

Preparacién de muestras procesadas por calor a partir de harina de trigo
que contiene gluten: Se prepararon muestras procesadas por calor a partir de
harina que contiene gluten afadiendo 5 ml de agua destilada a 10 mg de muestra
cruda, es decir harina de trigo. Se mezclé a mano la disolucién hasta que se obtuvo
una masa flexible. Se estir6 la masa usando un rodillo manual hasta un espesor de
2 mm y se cocind en un horno precalentado durante 10 minutos a 180°C. Tras el
enfriamiento, se molieron las muestras cocinadas con una batidora durante 3
minutos hasta que se obtuvo un polvo homogéneo de muestras procesada por
calor.

Procedimiento

Protocolo de extracciobn A: Se introdujeron 125 mg de muestra
homogeneizada en un tubo eppendorf. Posteriormente, 1,25 ml de la composicién
del procedimiento, compuesta por TCEP al 0,1% p/v en glicerol al 60% v/v con
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tamp6n HEPES 50 mM, pH 7,4 seguido de una agitacién con vortex rapida de 30
segundos a 2500 rpm (VELP Scientifica, Madrid, Espafia). Entonces se cerraron y
se sellaron los tubos con Parafilm para evitar cualquier pérdida debido a
evaporacion y se mezclaron en un termomezclador a 95°C durante 5 minutos
(modelo Thermomixer Compact), antes de centrifugarse finalmente (Eppendorf
modelo 5417R) a 12.000 rpm a temperatura ambiente durante 3 minutos. Por tanto,
pudo completarse la extracciéon en menos de 10 minutos.

El protocolo de extraccién B consistia en pesar 250 mg de muestra y afadir
2,5 ml de 2-mercaptoetanol 250 mM vy clorhidrato de guanidina 2 M en etanol al
80% v/v y agitar con vértex durante 5 segundos. Tras mezclar durante 1 hora a
temperatura ambiente, se afiadieron 7,5 ml de etanol al 80% v/iv en HO
desionizada, se mezclaron durante 1 hora mas y se centrifugaron durante 10
minutos a 12000 rpm.

Para ambos protocolos de extraccién, se transfiri6 entonces el sobrenadante
a tubos eppendorf de polisulfona limpios para su andlisis usando ELISA.

Se prepar6é tampdén HEPES, pH 7,4 afiadiendo 4 g de NaOH de Panreac
(VidraFoc, Tarragona, Espana) a 1,19 g de HEPES (Sigma, Barcelona, Espafia), en
100 ml agua Millipore.

Se prepard la composicion del protocolo de extraccién A compuesta por
TCEP al 0,1% p/v y tampén HEPES 50 mM, por ejemplo, pesando 286,65 mg de
TCEP.HCI en 10 ml de tampén HEPES 50 mM, y afiadiendo entonces esto a una
disolucién preparada previamente de 60 ml de glicerol con 30 ml de tampén HEPES
50 mM, hasta un volumen final de 100 ml, con TCEP al 0,01% p/v en glicerol al 60%
v/v en HEPES 50 mM, pH 7 ,4.

También se intentdé aumentar la temperatura de extracciéon de la primera
etapa del protocolo de extracciéon B, hasta la misma temperatura que la usada en el
protocolo de extraccion A (por ejemplo 85°C), pero debido al bajo punto de
ebullicién del etanol sélo pudo aumentarse la temperatura hasta 60°C.

Resultados

Comparando el porcentaje de recuperacién a partir de muestras procesadas
por calor, conseguida usando los protocolos de extraccion, y analizadndolas usando
un kit comercial de ELISA R5 Sandwich, que detecta una secuencia de pentameros
repetida encontrada en la gliadina, las recuperaciones son comparables,
demostrando el procedimiento de esta invencién una mejor recuperaciéon a
concentraciones inferiores.
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Tabla 5 Comparacién de la recuperacion de extraccién usando el procedimiento de la
invencion y la invencion segun el documento US2004/0137137A1

PROTOCOLO DE
EXTRACCION A

Concentracioén de Concentracion de proteina Porcentaje de
gliadina (dopaje) extraida y detectada (ppm) recuperacioén (%)
(ppm)
0,00 0,48 -
20,00 18,58 92,90
25,00 27,37 109,48
50,00 55,22 110,44
100,00 96,97 96,97
150,00 165,10 110,07

PROTOCOLO DE
EXTRACCION B

Concentracioén de Concentracion de proteina Porcentaje de
gliadina (dopaje) extraida y detectada (ppm) recuperacioén (%)
(ppm)
0,00 0,59 -
20,00 13,46 67,30
25,00 25,24 100,96
50,00 44,48 88,96
100,00 95,34 95,34
150,00 142,62 95,08

Adicionalmente, se comparé la extracciéon a partir de muestras procesadas
por calor usando el andlisis de Bradford y electroforesis. Para esta demostracion se
usé harina de trigo que contiene gluten para preparar muestras procesadas por
calor. Tal como se muestra en la figura 13.a), se extrajo casi tres veces mas
proteina (en términos de proteina total) usando el protocolo de extracciéon A, que
extrae 4,21 mg de una muestra de 25 mg de base de pizza en comparacién con los
1,47 mg extraidos usando el protocolo de extracciéon B. De la manera mas probable
esto no se mide usando el ELISA Ingezim R5 Sandwich, ya que la principal
diferencia en lo que esta extrayéndose es principalmente gluteninas LMW y HMW.
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Se comparé también el efecto de aumentar la temperatura de extracciéon del
protocolo B y, tal como se muestra en la figura 13.a), se consiguié una extraccion
de las gluteninas HMW potenciada, extrayéndose 2,66 mg de proteina total en
comparacion con los 1,47 mg extraidos a temperatura ambiente.

Se llevé a cabo la electroforesis de extracciéon de proteinas de gluten (figura
13.a) out usando (A) etanol al 60%, mercaptoetanol 250 mM, clorhidrato de
guanidina 2 M, llevandose a cabo la extraccién a temperatura ambiente (B) etanol al
60%, mercaptoetanol 250 mM, clorhidrato de guanidina 2 M, llevandose a cabo la
extraccién a 60°C y (C) protocolo inventado, extraccién 1 (D) protocolo inventado,
extraccién 2.

Ejemplo 4. Extraccion de gluten en de muestras sin_gluten disponibles

comercialmente e hidrolizados de gluten

Materiales
Las muestras comerciales estudiadas pueden dividirse en cuatro grupos:
- Muestras que contienen gluten
- Muestras de alimento sin gluten
- Muestras de alimento sin gluten que requieren desengrasado
- Hidrolizados de gluten

Se tomaron cinco muestras de diferentes partes de la muestra de alimento y
se combinaron hasta una cantidad de 1 g, homogeneizando a continuacién
meticulosamente con una batidora. Entonces se usé un muestreo representativo
para proporcionar una muestra homogénea, para su analisis.

Desengrasado de muestras: En el caso de las muestras que requerian
desengrasado, se afiadieron 1,25 ml de acetona a la muestra homogeneizada (125
mg) y se agitaron con vortex durante 30 segundos a temperatura ambiente, se
dejaron sedimentar durante 5 minutos y se centrifugaron durante 15 minutos a
14000 rpm a temperatura ambiente. Inmediatamente tras el desengrasado se aplicé
el sedimento obtenido tras la centrifugacién al procedimiento de la invencién.

Se introdujeron 125 mg de muestra homogeneizada en un tubo eppendorf.
Posteriormente, 1,25 ml de la composicién del procedimiento, compuesta por TCEP
al 0,1% p/v en glicerol al 60% v/v con tampén HEPES 50 mM, pH 7,4 seguido de
una agitaciéon con vértex rapida de 30 segundos a 2500 rpm (VELP Scientifica,
Madrid, Espafia). Entonces se cerraron los tubos y se sellaron con Parafilm para
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evitar cualquier pérdida debido a evaporacibn y se mezclaron en un
termomezclador a 95°C durante 5 minutos (modelo Thermomixer Compact), antes
de centrifugarse finalmente (Eppendorf modelo 5417R) a 12.000 rpm a temperatura
ambiente durante 3 minutos. Por tanto, pudo completarse la extraccién en menos
de 10 minutos.

Entonces se transfirid el sobrenadante a tubos eppendorf de polisulfona
limpios para su analisis usando ELISA. Se preparé tampén de pH 7,4 afiadiendo 4 g
de NaOH de Panreac (VidraFoc, Tarragona, Espafia) a 1,19 g de HEPES (Sigma,
Barcelona, Espafia), en 100 ml de agua Millipore. Se prepara la composicién del
protocolo de extracciéon A compuesta por TCEP al 0,1% p/v y tampén HEPES 50
mM, por ejemplo, pesando 286,65 mg de TCEP.HCI en 10 ml de tamp6n HEPES 50
mM, y afadiendo entonces esto a una disolucién preparada previamente de 60 ml
de glicerol con 30 ml de tampén HEPES 50 mM, hasta un volumen final de 100 ml,
con TCEP al 0,01% p/v en glicerol al 60% v/v en HEPES 50 mM, pH 7,4.

Tabla 6. Gliadina extraida y detectada usando un ELISA propio

Muestras que contienen gluten | Concentracion de gliadina

(desengrasadas) (ppm)

Bizcocho >10000

Salsa barbacoa 363,74

Yogur con sabor a galleta 95,64

Yogur con sabor a fresa 46,13

Mayonesa ligera 115,78

Muestras sin gluten (no desengrasadas) Concentracion de gliadina
(ppm)

Mermelada de melocotén 1,01

Crema de vinagre balsamico 0,88

Muestras sin gluten (desengrasadas) Concentracién de gliadina
(ppm)

Margarina vegetal 1,16

Nata montada 7,13

Queso rallado 1,59

Aperitivos de patata 0,89
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Chorizo 1,60
Salchicha Frankfurt 1,58
Morcilla 4,26
Panceta 1,87
Concentrado de tomate 3,76
Hidrolizados con gluten (no desengrasados) | Concentracién de gliadina

(ppm)

Mostaza 3,89
Sirope de chocolate 2,55
Aspartamo 1,70
Cacao instantaneo 1,63
Salsa rosa 3,54
Almidon de trigo n® 1 29,40
Almidodn de trigo n® 2 23,45
Almidodn de trigo n® 3 80,12
Almidon de trigo n° 4 114,27
Almidodn de trigo n® 5 80,70
Maltodextrina de trigo 0,14
Dextrosa de trigo 0,00
Copos de maiz (cereal para desayuno) 5701,75
Aromatizante de malta 20606 280,66
Aromatizante de malta 20606 363,41
Cervezan® 1 317,11
Cervezan®2 133,66
Cervezan®3 429,99
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REIVINDICACIONES

Composicién que consiste en un agente reductor para la reduccién
irreversible de puentes de disulfuro y un disolvente con alto punto de
ebullicién y/o alta constante dieléctrica, en un tampén con un pH entre 4y 9.
Composicién segun la reivindicacién 1, en la que el agente reductor es un
agente reductor no toxico con una concentracién superior a 0,1 mM.
Composicién segun la reivindicacién 2, en la que el agente reductor es
Tris(2-carboxietil)fosfina (TCEP).

Composicién segun la reivindicacion 1, en la que el disolvente se selecciona
de entre DMF, DMSO o glicerol, con una concentracién comprendida entre
el 30-70% v/v.

Composicién segun cualquiera de las reivindicaciones 1-4, que consiste en
TCEP, como agente reductor, un disolvente seleccionado de entre glicerol,
DMSO o DMF, en tampén HEPES o PBS, con un pH entre 4y 9.
Procedimiento para la extraccién simultanea de gliadinas y gluteninas, en
muestras de alimento, procesados o0 no procesados por calor, que
comprende extraer el contenido en gliadinas y gluteninas en presencia de
una composicidén segln cualquiera de las reivindicaciones 1-5.
Procedimiento segun la reivindicaciéon 6, que comprende: a) mezclar la
muestra de alimento con una composicién segln cualquiera de las
reivindicaciones 1-5, y b) incubar la mezcla resultante a una temperatura
superior a 50°C, durante un periodo de tiempo superior a 2 minutos.
Procedimiento segln cualquiera de las reivindicaciones 6 y 7, que
comprende repetir este procedimiento en un intervalo de 2 a 10 veces.
Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 6-8, en el que, antes
de la extraccion, se lleva a cabo una etapa de desengrasado.

Procedimiento segun la reivindicacién 9, en el que la etapa de desengrasado
se lleva a cabo usando acetona.

Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 6-10, en el que, tras
la extraccion, se lleva a cabo una etapa de cuantificacién de las gliadinas y
gluteninas extraidas usando ELISA.

Kit que comprende una composicidbn segun cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 5.

Kit segin la reivindicaciéon 12, que comprende ademas los reactivos
necesarios para realizar un ELISA para cuantificar el contenido en gliadinas
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y gluteninas de ambas muestras de alimento, procesado por calor y no
procesado por calor.
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Recuadro I1 Observaciones cuando se estime que algunas reivindicaciones no pueden ser objeto de biisqueda (continuacién
del punto 2 de la primera hoja)
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Recuadro III  Observaciones cuando falta unidad de invencién (continuacién del punto 3 de la primera hoja)

La Administracién encargada de la bisqueda internacional ha detectado varias invenciones en la presente solicitud internacional, a saber:
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3. |:| Dado que tan sélo una parte de las tasas adicionales requeridas ha sido satisfecha dentro del plazo por el solicitante, el presente
informe de busqueda de tipo internacional comprende solamente aquellas reivindicaciones respecto de las cuales han sido
satisfechas las tasas, concretamente las reivindicaciones N°:

4. |:| Ninguna de las tasas adicionales requeridas ha sido satisfecha por el solicitante dentro de plazo. En consecuencia, el presente
informe de bisqueda de tipo internacional se limita a la invencién mencionada en primer término en las reivindicaciones,
cubierta por las reivindicaciones N°:

Indicacién en cuanto a la protesta |:| Se acompaii6 a las tasas adicionales la protesta del solicitante y, en su caso,
el pago de una tasa de protesta.

|:| Se acompaiié a las tasas adicionales la protesta del solicitante, pero la tasa de protesta
aplicable no se pagé en el plazo establecidopara ello.

|:| El pago de las tasas adicionales no ha sido acompafiado de ninguna protesta.

Formulario PCT/ISA/210 (continuacién de la primera hoja (2)) (Julio 2008)




INFORME DE BUSQUEDA INTERNACIONAL

Solicitud internacional N°

PCT/ES 2009/070328

C (continuacién).

DOCUMENTOS CONSIDERADOS RELEVANTES

INVESTIGACIONES CIENTIFICAS) 01.03.2003.
Ejemplo 1

Categorfa* Documentos citados, con indicacidn, si procede, de las partes relevantes Relevante para las
reivindicaciones N°
A W02007/104825 A 1 (CONSEJO SUPERIOR DE 1-13
INVESTIGACIONES
CIENTIFICAS) 20.09.2007. Ejemplo 1.
A ES 2182698 A1 (CONSEJO SUPERIOR DE 1-13
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INFORME DE BUSQUEDA INTERNACIONAL

Informacidn relativa a miembros de familias de patentes

Solicitud internacional N°

PCT/ES 2009/070328
Documento de patente citado Fecha de Miembro(s) de la Fecha de

en el informe de bisqueda Publicacién familia de patentes Publicacién
WO 2007104825 Al 20.09.2007 EP 2003448 Al 17.12.2008
EP 20070730498 16.03.2007
ES 2182698 Al 01.03.2003 WO 02092633 Al 21.11.2002
CA 2447085 Al 21.11.2002
EP 20020730303 A1  03.05.2002
US 2004137137 A1 15.07.2004
US 7585529 B 08.09.2009
08.09.2009
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