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1- INTRODUCCION

1) Introduccion
1.1) Alergias

El sistema inmune detecta y protege frente a diferentes microorganismos. La primer “linea de
defensa” que nos protege es la inmunidad innata, mientras que la defensa del huésped frente a
infecciones posteriores se denomina inmunidad adaptativa.

Las enfermedades alérgicas son la manifestacion clinica dada por una falla en los mecanismos
de activacion o regulaciéon de la respuesta inmune frente a antigenos inocuos distribuidos en el
medio ambiente. Estas reacciones se denominan reacciones de hipersensibilidad y son tipo I, 11,
III y IV (Gell P y Coombs R, 1963). Las reacciones tipo I, II y III estan mediadas por
anticuerpos, mientras que la tipo IV esta mediada por células. En todas se da la alteracion tisular
por la inflamacién, proceso en el que estan involucradas distintos tipos de células. Las
reacciones de hipersensibilidad tipo I o inmediatas se caracterizan por la produccion exacerbada
de inmunoglobulinas E (IgE), proceso mediado por los linfocitos T helper CD4+ de fenotipo
Th2 y los linfocitos B. Las citoquinas producidas como consecuencia de la activaciéon de los
Linfocitos Th2 reclutan mastocitos, eosinéfilos y basoéfilos, los cuales unen la IgE sintetizada y
secretada por las células plasmaticas, a través de sus receptores de membrana de alta afinidad y

de baja afinidad.

Estas células “sensibilizadas” con los anticuerpos IgE, al contactar el alérgeno posteriormente
se activan y liberan al medio extracelular el contenido de sus granulos citoplasmaticos que
inician un proceso inflamatorio inmediato. Paralelamente se induce la sintesis de una serie de
mediadores pro-inflamatorios que mantendran el proceso inflamatorio en el tiempo. Cuando
esto se da repetidas veces, el proceso inflamatorio puede llegar a alterar la histologia y la
fisiologia del tejido y del 6rgano si intervienen células como eosinéfilos o neutréfilos. En este
caso estamos ante una reaccion alérgica (Curciarello R, 2010).

1.2) Alergias alimentarias

La alergia alimentaria es una respuesta inmunolégica anormal a un alimento o a algin

componente alimentario (Taylor S, 2000).

Las reacciones adversas a alimentos se clasifican en toxicas y en no toxicas. Las alergias
alimentarias son reacciones adversas a alimentos “toxicas”. Provocan una respuesta del sistema
inmune, activando IgE u otros mecanismos inmunes. Por lo tanto existen las alergias
alimentarias mediadas por IgE (reacciones de hipersensibilidad inmediata), como por ejemplo:
la alergia al mani, a la leche de vaca, a la soja, al huevo, etc. Ademas existen las alergias
alimentarias mediadas por células (reacciones de hipersensibilidad retardada), como por
ejemplo: enfermedad celiaca (Taylor S, 2006). Estos mecanismos de hipersensibilidad retardada
se encuentran poco descriptos, excepto la enfermedad celiaca. Los individuos con dicha
enfermedad, reaccionan a proteinas especificas del trigo, centeno, cebada y posiblemente avena.
Las prolaminas de estos cereales, desencadenan la destruccion de las vellosidades del tracto

1



1- INTRODUCCION

intestinal en los pacientes celiacos, provocando una malabsorcion de las proteinas, grasas,
carbohidratos, vitaminas, minerales (Godefroy S y Popping B, 2010). Las reacciones adversas a
alimentos no toxicas, son las reacciones designadas como “intolerancias”. Estas dltimas no se
encuentran mediadas por el sistema inmune y en general se deben a déficit enzimaticos que
impiden la adecuada metabolizacién del nutriente, como por ejemplo: la intolerancia a la lactosa
(Taylor S, 2000).

Los principales sintomas de las alergias a alimentos mediadas por IgE (reacciones de
hipersensibilidad inmediata), son de tipo: gastrointestinal: nauseas, vomitos, diarrea, calambres
abdominales; respiratorios: asma, rinitis, dificultad respiratoria; cutaneos: urticaria, eccema o
dermatitis atopica, prurito, enrojecimiento o eritema, edema. Otros de los sintomas de las
alergias alimentarias son: hipotension, edema laringeo, sindrome de alergia oral, hinchazén de la
lengua y shock anafilactico (Godefroy S y Popping B, 2010).

En las dltimas décadas la prevalencia de las alergias a alimentos ha aumentado
considerablemente, se estima que el 4-8% de los nifios y el 2-4% de los adultos sufren de
alergias alimentarias. En nifios el 90% de las reacciones de alergia a alimentos son a la leche,
huevos, trigo, mani, frutos secos y proteinas de soja. En adultos la mayoria de la alergias
alimentarias son a mani, frutos secos y pescado (Ward R, 2015).

Existen ocho grupos de alimentos que son responsables del 90 % de las alergias alimentarias,
entre estos encontramos: leche, huevo, soja, trigo, mani, frutos secos, pescado y mariscos.
Ademas se define un segundo grupo de alimentos alergénicos, ellos son los segundos grandes
ocho: mostaza, sésamo, girasol, algodon, moluscos, lentejas, arvejas y amapola (Poms R et al,
2004; Lehrer S et al, 2002).

1.3) Alérgenos alimentarios

La mayoria de los alérgenos alimentarios son proteinas (Lehrer S et al, 2002). Sin embargo,
s6lo un numero limitado de proteinas han sido identificadas como alérgenos dentro de un gran
grupo de antigenos alimentarios que se ingieren en la dieta. Los alérgenos presentes en estos
alimentos pertenecen a relativamente pocas familias de proteinas y tienen ciertas caracteristicas
en comun que podrian asociarse a una mayor alergenicidad: son inmunogénicas; hidrosolubles;
estables al calor, a la accién de acidos, proteasas e inclusive al procesamiento industrial, entre
otras. Se han identificado unos pocos alimentos como los responsables de producir la mayoria
de las alergias alimentarias en pacientes alérgicos. Estos comprenden los ocho grupos ya
mencionados (Sicherer S y Sampson H, 2009; Curciarello R, 2010).

Si bien en nuestro pafs no existen estudios de prevalencia las alergias a proteinas de leche, de
soja y de huevo son las que se presentan con mayor frecuencia, especialmente en nifios (Dr.
Martin Bozzola, comunicacién personal).
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1.3.1) Alérgenos de leche de vaca

La alergia a la leche de vaca es particularmente prevalente en nifios. Las proteinas de la leche
de vaca son unas de las primeras proteinas introducidas en la dieta de un recién nacido. La
alergia a estas proteinas afecta aproximadamente al 2,5% de los nifios. Sin embargo alrededor
del 80% de los nifios superan la alergia a los 5 anos (Rona R et al., 2007; Baumgartner S, 2010).
Los distintos signos clinicos que se observan por la alergia a la leche de vaca son urticaria,
eczema, asma, rinitis, esofagitis, distension abdominal, diarrea, sindrome de alergia  oral con
manifestaciones periorales, anafilaxia, etc (Benhamou A et al, 2009; Kneepkens C y Meijer Y,
2009).

La leche de vaca contiene 3% de proteinas de las cuales 80% son caseinas. Se identifican las
siguientes caseinas, ocaseinas (peso molecular: 23,6 y 25,2 KDa), fcaseinas (peso molecular:
23,9 KDa) y xcaseinas (peso molecular: 19 KDa). Las proteinas del suero representan el 20%
del total y comprenden la Blactoglobulina (peso molecular: 18,3 KDa), la alactoalbimina (peso
molecular: 14,2 KDa), las inmunoglobulinas bovinas (BGG), la albumina sérica (peso molecular:
66,3 KDa) y pequenas cantidades de lactoferrina (peso molecular: 80 KDa), transferrina y lipasa
(Baumgartner S, 2010).

1.3.2) Alérgenos de soja

La soja es uno de los alimentos mas comunes que causan alergias alimentarias. La alergia a la
soja es normal en nifios. Se estima que el 0,5% de la poblacién se encuentra afectada por dicha
patologia. Los sintomas de la alergia a la soja son leves teniendo en cuenta que en la mayoria de
los casos las reacciones alérgicas severas por alimentos se dan por otros alérgenos alimentarios

diferentes a la soja (Gatti M y Ferretti C, 2010).

Se han descripto dieciséis proteinas de la soja ligadas a la alergia a alimentos. La proteina
responsable del 75 % de las reacciones alérgicas a la soja es la denominada P34 o Gly m Bd
(peso molecular: 30 KDa). Otros alérgenos de la soja son: la cadena acida de la glicinina (peso
molecular: 40 KDa), la subunidad « de la Bconglicinina (peso molecular: 70 KDa), profilinas o
Gly m3 (peso molecular: 14 KDa), inhibidor de tripsina Kunitz de soja (peso molecular: 20
KDa), proteinas hidrofébicas de la soja o Gly m1 (peso molecular: 7 KDa) y proteinas de la
cascara o Gly m2 (peso molecular: 8 KDa) (Poms R et al, 2004).

1.3.3) Alérgenos de huevo

La alergia a proteinas de huevo es una de las causas mas frecuentes de reacciones adversas a
alimentos en nifios. La prevalencia de la alergia al huevo es del 35% en chicos alérgicos y del
12%, aproximadamente, en adultos alérgicos. La dermatitis atopica es uno de los sintomas
predominantes en la poblacion pediatrica (Poms R et al, 2004).

Han sido identificados muchos alérgenos en el huevo. La mayorfa de los alérgenos de la clara
de huevo son ovomucoide Gal d 1 (peso molecular: 28 KDa), ovoalbiumina Gal d 2 (peso
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molecular: 44 KDa), ovotransferrina Gal d 3 (peso molecular: 77 KDa) y lisozima Gal d 4 (peso
molecular: 14 KDa). En la yema del huevo se encuentra la a-livetina con un peso molecular de
70 KDa (Poms R et al, 2004).

1.4) Legislacion del etiquetado de alérgenos

En el afio 1993 los representantes de Noruega, Finlandia, Islandia y Suecia presentaron al
Comité del Codex Alimentarius sobre Etiquetado de Alimentos un documento sobre alérgenos
presentes en alimentos. En dicho documento se planteaba la necesidad de llevar a cabo un
estudio sobre la incidencia de las alergias alimentarias. En el afio 1995 la FAO realiz6 en Roma
una Consulta Técnica sobre alergias alimentarias para determinar qué alimentos se debian
declarar siempre en la lista de ingredientes.

La norma del Codex, Codex Stan 1-1985, que da las recomendaciones para el etiquetado de
alimentos envasados, fue enmendada en el ano 1999 para contemplar la necesidad de declarar
en el rétulo la presencia de alérgenos (CODEX, Codex Stan 1-1985, 2010). Los ingredientes que
deben declararse siempre, segin esta norma, estan listados en el siguiente punto:

“4.2.1.4 Se ha comprobado que los siguientes alimentos e ingredientes causan hipersensibilidad y deberan
declararse siempre como tales:
e Cereales que contienen gluten; por ejemplo, trigo, centeno, cebada, avena, espelta o sus cepas hibridas,
) productos de éstos;
* Crustdceos y sus productos;
* Huevos y productos de los huevos;
* Pescado y productos pesqueros;
* Mani, soja y sus productos;
o Leche y productos ldcteos (incluida lactosa);
e Frutos secos y sus productos derivados;

* Sulfito en concentraciones de 10 mg/ kg 0 mds.”
Actualmente existen reglamentaciones para la declaracion obligatoria de alérgenos en
alimentos en la Unién Europea, Estados Unidos, Japon, Australia y Nueva Zelanda, Canada
entre otros paises.

1.4.1) Legislacion Internacional

Unién Europea

En la Unién Europea se contempla la necesidad de que determinados ingredientes que
pueden producir alergias, aparezcan en el etiquetado de los alimentos. La Directiva
2007/68/CE a partir del 26 de noviembre de 2007 exigia que los fabricantes indiquen la
presencia de doce grupos de posibles alérgenos (anexo III bis), si se emplean como ingredientes
en alimentos preenvasados (Directiva 2007/68/CE, 2007).

A continuacion se transcribe el anexo III bis:

“ANEXO III bis-
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1. Cereales que contengan gluten (es decir, trigo, centeno, cebada, avena, espelta, kamut o sus variedades
hibridas) y productos derivados, salvo: a) jarabes de glncosa a base de trigo, incluida la dextrosa (1):b)
maltodextrinas a base de trigo (1)) jarabes de glucosa a base de cebada; d) cereales utilizados para hacer
destilados o alcobol etilico de origen agricola para bebidas alcobdlicas.
2. Crustdceos y productos a base de crusticeos.
3. Huevos y productos a base de huevo.
4. Pescado y productos a base de pescado, salvo:
a) gelatina de pescado utilizada como soporte de vitaminas o preparados de carotenoides;
b) gelatina de pescado o ictiocola utilizada como clarificante en la cerveza y el vino.
5. Cacahuetes y productos a base de cacabuetes.
6. Soja y productos a base de soja, salvo:
a) aceite y grasa de semilla de soja totalmente refinados (1);
b) tocoferoles naturales mezclados (E306), d-alfa tocoferol natural, acetato de d-alfa tocoferol natural y succinato
de d-alfa tocoferol natural derivados de la soja;
¢) fitosteroles y esteres de fitosterol derivados de aceites vegetales de soja;
d) esteres de fitostanol derivados de fitosteroles de aceite de semilla de soja.
7. Leche y sus derivados (incluida la lactosa), salvo:
a) lactosuero utilizado para hacer destilados o alcobol etilico de origen agricola para bebidas alcobdlicas;
b) lactitol.
8. Frutos de cdscara, es decir, almendras (Amygdalus communis 1.), avellanas (Corylus avellana), nueces
(Juglans regia), anacardos (Anacardinm occidentale), pacanas [Carya illinoensis (Wangenh.) K. Koch], castaiias
de Pard (Bertholletia excelsa), alfincigos (Pistacia vera), macadamias o nueces de Australia (Macadamia
ternifolia) y productos derivados, salvo:
a) nueces utilizadas para hacer destilados o alcobol etilico de origen agricola para bebidas alcohdlicas.
9. Apio y productos derivados.
10. Mostaza y productos derivados.
11. Granos de sésamo y productos a base de granos de sésamo.
12. Didxiido de azufre y sulfitos en concentraciones superiores a 10 mg/ kg o 10 mg/ litro expresado como SO,
13. Altramuces y productos a base de altramuces.
14. Moluscos y productos a base de moluscos.”

En el afio 2011 entré en vigencia el Reglamento (UE) N°1169/2011 del Parlamento Europeo
y del consejo (Reglamento (UE) N°1169/2011, 2011) que establece la base para garantizar un
alto nivel de proteccion de los consumidores en relaciéon con la informacién alimentaria. En el
articulo 9 el Reglamento (UE) N°1169/2011 destaca las menciones obligatorias en el rétulo de
los alimentos, como por ejemplo todo ingrediente o coadyuvante tecnolégico que figure en el
anexo II (el mismo detalla a las sustancias o productos que causan alergias e intolerancias) o
derive de una sustancia o producto que figure en dicho anexo que cause alergias o intolerancias
y se utilice en la fabricacién o la elaboracion de un alimento y siga estando presente en el
producto acabado, aunque sea en una forma modificada. En el articulo 21, el presente
reglamento, describe el etiquetado de determinadas sustancias o productos que causan alergias o
intolerancias, y los requisitos para el mismo.

El anexo II del reglamento del afo 2011 presenta algunas modificaciones con respecto al
anexo III bis de la Directiva 2007/68/CE, las mismas son:
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- En el punto 8: Frutos de ciscara, es decir, almendras (Amygdalus communis 1..), avellanas (Corylus
avellana), nueces (Juglans regia), anacardos (Anacardinm occidentale), pacanas [Carya illinoensis (Wangenh.)
K. Koch], castanas de Pard (Bertholletia excelsa), alfincigos (Pistacia vera), nueces macadamias o nueces de
Australia (Macadamia ternifolia) y productos derivados, salvo los frutos de cdscara ntilizados para hacer
destilados alcohdlicos incluido el alcobol etilico de origen agricola.

- En el punto 12: Didxido de azufre y sulfitos en concentraciones superiores a 10 mg/kg o 10
mg/ litro en términos de SO total, para los productos listos para el consumo o reconstituidos conforme

a las instrucciones del fabricante.

El uso de las frases de advertencia aun no se encuentra regulado. Las “frases de advertencia”
son advertencias voluntarias dirigidas a los consumidores (por ejemplo: puede contener leche) y
permiten indicar que un producto que no tiene la intencién de contener un alérgeno especifico,
puede contener ocasionalmente algiin alérgeno debido a una contacto cruzado no intencional,
que no se puede evitar en el proceso de manufactura incluso después de implementar un plan
de control de alérgenos exhaustivo. Se demostréd que st dichas frases se emplean frecuentemente
los consumidores alérgicos ignoran estas declaraciones, lo que los podria poner en riesgo de
sufrir reacciones alérgicas y hasta producir la muerte. Sélo deben ser utilizadas por las industrias
cuando se llega a la conclusiéon de que no se puede evitar el contacto cruzado esporadico de un
producto. Esta decision debe estar sustentada en un cuidadoso proceso de evaluacién e
implementacién de un plan eficaz de control de alérgenos (Publicacién FARRP/University of
Nebraska, 2008).

Estados Unidos
En el ano 2004 se aprobd por el Senado el Acta de Etiquetado de Alérgenos en Alimentos y

Proteccion al Consumidor (FALCPA). En el afio 2006 se reglament6 el etiquetado obligatorio
de los ocho principales alérgenos (FALCPA, 2000).

La Administracién de Farmacos y Alimentos (Food and Drug Administration, FDA) exige a
los elaboradores de alimentos que indiquen en sus etiquetas los alérgenos indicados ya sea en la
lista de ingredientes, a continuaciéon de la lista o inmediatamente al lado de ella. Deben
agregarlos de modo que se entienda que alérgenos contiene el producto, para que se pueda
identificar facilmente los alimentos que pueden causar una reacciéon alérgica. Si un producto
contiene lecitina de soja, en la nueva etiqueta debe figurar soja, entre paréntesis y junto al
término lecitina de soja, o bien la etiqueta indicara: Contiene soja. Se requiere que se declare en
las etiquetas los alérgenos mas importantes: leche, huevo, pescado, mariscos (cangrejo, langosta,
camaron), frutos secos (almendras, castafias de caju, nueces), trigo, mani y soja. La etiqueta
debera indicar el tipo de alérgeno, por ejemplo, el tipo de fruto seco (nuez) o el tipo de marisco
crusticeo (camardn), como asi también todo ingrediente que contenga cualquier proteina
derivada de alguno de los ocho alérgenos principales. Las etiquetas también incluiran todos los
alérgenos encontrados en saborizantes, colorantes y otros aditivos (Godefroy S y Popping B,
2010).

Con respecto al uso de las frases de advertencia aun no se encuentra regulado.
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Suiza

La Otrdenanza N° 817.022.21 del Departamento Federal Interno, que se refiere a la
“Caracterizacién y publicidad de los productos alimentarios”, en la seccién cuatro, establece las
sustancias que pueden provocar alergias y otras reacciones indeseables, entre ellas: cereales que
contienen gluten, crustaceos, huevo, pescados, mani, soja, leche, frutos secos, apio, mostaza,
sésamo, lupinos, moluscos y sus productos derivados y sulfitos. En el ano 1999 se estableci6 la
declaracién obligatoria de alérgenos cuando su contenido supere 1 g de sustancia alergénica por
kg de producto alimentario listo para el consumo (1000 ppm); con las siguientes excepciones:
valor umbral para sulfitos 10 mg por kg de alimento y para cereales que contienen gluten 10 mg
gliadina en 100 g en masa liofilizada de producto alimentario.

En el caso del etiquetado precautorio de alérgenos, los que se encuentren por debajo de los
limites establecidos se pueden declarar con la frase: Puede contener...luego de la lista de
ingredientes (Ordenanza N° 817.022.21, Suiza, 2005).

Canada

En el ano 2002, Canadian Food Inspection Agency (CFIA) modificé los capitulos B.01.008 y
B.01.010 de la Food and Drug Regulations (FDR) para contemplar la declaracion voluntaria de
alérgenos en la lista de ingredientes, segin Codex Stan 1-1985, rev. 1-1991. La CFIA solicité
incluir alimentos o derivados en la lista de ingredientes cuando estén presentes como
ingredientes o como ingredientes de ingredientes.

En el afio 2012 se hizo efectiva una nueva legislacion para la regulaciéon del etiquetado de
alérgenos, fuentes de gluten y sulfitos agregados (Normativa Canada, 2012). Los alérgenos que
deben declararse son:

Cualguier proteina o cualquier proteina modificada incluyendo cualquier fraccion proteica de:
- Almendras, nueces de Brasil, avellanas, nueces pecan, castanas de Pard, pistachos, nueces macadamia, nueces
de pino.

- Mani

- Semillas de sésamo.

- Trigo o Triticale

- Huevo

- Leche

- Soa

- Crustdceos

- Mariscos

- Pescado

- Mostaza

- Sulfitos >10 ppm

- Gluten:

(a) cualguier proteina del gluten de los granos de los siguientes cereales o de los hibridos creados a partir de
ellos: cebada, avena, centeno, triticale y trigo.

(b) cualguier proteina modificada, incluyendo sus fracciones de gluten de los granos de cereales (a) o de los
hibridos creados a partir de ellos.
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Los fabricantes tendran que declarar los alérgenos alimentarios por su nombre en la lista de ingredientes o al
final de la lista de ingredientes como: “Contiene...”

En cuanto a las frases de advertencia Health Canada y la CFIA recomiendan a fabricantes y
exportadores el uso solo de una frase: “Puede contener...”

Japon
En el ano 2002, el Ministerio de Salud Trabajo y Bienestar de Japon (MHLW) decidié
implementar el sistema de etiquetado de alérgenos, que modifica la ley de saneamiento de

alimentos. Esta legislacion se modifico en el afio 2008.

Existen dos tipos de declaraciones: una declaraciéon obligatoria y una declaracion
recomendada. La declaracién obligatoria incluye los denominados “specific allergenic
ingredients” (SAIL): Huevo, leche, trigo, trigo sarraceno, mani, langostino/camarén y cangrejo.
La declaracion recomendada incluye: abulén (molusco), ovas de salmoén, calamar, naranja, kiwi,
frutos secos, caballa, salmén, soja, pollo, carne roja, cerdo, hongos (Matsutake), damasco,

batata, manzana, banana, gelatina.

Se establecié un umbral para los alérgenos de declaraciéon obligatoria (SAI) de 10 pg de
proteina alergénica /g de alimento. En el caso de que el alimento contenga una concentracién
de proteina alergénica menor a 10 ppm no se debe declarar en el rétulo del producto, en caso de
que este contenga una concentracion de proteina alergénica mayor o igual a 10 ppm se debe
declarar su presencia en el rétulo como ingrediente. Se desarrollaron métodos oficiales para la
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deteccion de alérgenos. La frase “puede contener...” no esta permitida. Solamente esta
permitido colocar “este producto se elabora en un establecimiento que procesa...” (Godefroy S

y Popping B, 2010; Akiyama H et al, 2011).

Australia y Nueva Zelanda

En el ano 2002 se establecié el etiquetado para alérgenos y sustancias capaces de generar
intolerancias. Entre estas se incluyen: cereales que contienen gluten, crustaceos, huevo, pescado,
leche, mani y porotos de soja, sulfitos en concentraciones mayores o iguales a 10 mg/kg, frutos
secos y semillas de sésamo. Deben declararse cuando estan presentes como: ingredientes,
ingredientes de ingredientes compuestos, aditivos o componentes de aditivos, coadyuvantes de
elaboracién o componentes de coadyuvantes de elaboracion (Godefroy S y Popping B, 2010).

En el ano 2012 en Australia y Nueva Zelanda surgi6 el sistema VITAL 2.0 (Voluntary
Incidental Trace Allergen Labelling). El mismo ha sido desarrollado para que los productores de
alimentos utilicen adecuadamente las frases de advertencia en el etiquetado de alimentos
(VITAL 2.0, 2012). El sistema VITAL 2.0 establece si se deben utilizar o no dichas frases de
advertencia. Para esto establece una dosis de referencia para cada alérgeno. La dosis de
referencia es el nivel de mg de proteinas (proteinas totales de un alimento alergénico) que se
consumen en una ocasion de consumo, por debajo del cual solo los individuos mas sensibles
(entre 1y 5 % dependiendo de los datos disponibles) en las poblaciones alérgicas son propensos
a experimentar una reaccion adversa.

Las dosis de referencia establecidas en este sistema son:
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- paraleche: 0,1mg de proteina de leche

- parasoja: 1 mg de proteina de soja

- para huevo: 0,03 mg de proteina de huevo

Si el alérgeno fue agregado intencionalmente, éste se debe declarar en la etiqueta del alimento.

En el caso de que el alérgeno no se pueda eliminar del producto, a pesar de haber tomado
todas las medidas precautorias para evitar el contacto cruzado, se deben tener en cuenta dos
niveles de accion para saber si declarar o no la frase precautoria.

- Nivel de accién 1: no se requiere la frase precautoria por contacto cruzado

- Nivel de accién 2: se requiere la frase precautoria por contacto cruzado

La unica frase precautoria permitida es “puede estar presente...”. Para determinar si se debe
colocar la frase precautoria o no en el rétulo del alimento, se calcula un “Valor limite”
utilizando la siguiente férmula:

Valor limite (ppm)= (dosis de referencia [mg] x 1000)/ porcién [g]

St la concentracion de alérgeno en la muestra se encuentra por debajo de dicho valor limite
calculado, estarfamos en el nivel de accién 1, por lo tanto no se requiere la frase precautoria. Si
el nivel de alérgeno en la muestra es mayor al valor limite, estarfamos en el nivel de accién 2, es

decir, se requiere la frase precautoria por contacto cruzado (VITAL 2.0, 2012).
1.4.2) Legislacion en Argentina y en Mercosur

En Argentina, actualmente en el Codigo Alimentario Argentino no existe la obligatoriedad
de etiquetar los componentes alérgenos en el rétulo de los alimentos envasados. En el mismo
se establece que, es obligatorio que figure en la rotulaciéon de alimentos envasados, la lista de
ingredientes en orden decreciente de peso inicial. Los aditivos alimentarios estan incluidos
dentro del concepto de ingredientes (Codigo Alimentario Argentino, capitulo V, 2016).

La CONAL (Comisiéon Nacional de Alimentos) trabajé sobre un proyecto para la
“Declaracion obligatoria de los componentes alérgenos en el rétulo de los alimentos,” segun el
Expediente N°® 1-0047-2110-9531-08-9 del registro de la Administracion Nacional de
Medicamentos, Alimentos y Tecnologia Médica (Acta N°84 CONAL, 2014). El mismo formé
parte de una consulta piblica. En la reunion de CONAL realizada en septiembre de 2009 se dio
lectura a las observaciones recibidas y al dictamen emitido por CONASE (Consejo Asesor de la
Comision Nacional de Alimentos). En virtud de las mismas se propusieron pequefas
modificaciones al proyecto y la CONAL acordé su contenido, remitiéndolo a tramite
administrativo. El 6 de octubre de 2010 fue publicada en el Boletin Oficial la Resolucion
Conjunta 57/2010 y 548/2010 de la Secretaria de Politicas, Regulacion e Institutos y Secretatia
de Agricultura, Ganaderfa, Pesca y Alimentos que establece que debe incorporarse el articulo
235 séptimo al Codigo Alimentario Argentino sobre la rotulaciéon de alérgenos en alimentos
(Resolucién Conjunta N°57/2010 y 548,/2010, 2010).

“Articulo 235 séptimo:
1- Los alérgenos y sustancias capaces de producir reacciones adversas en individuos susceptibles indicados en el

presente deberdn ser declarados a continuacion de la lista de ingredientes del ritulo siempre que ellos o derivados
9
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de ellos estén presentes en los productos alimenticios envasados, ya sean anadidos como ingredientes o como parte
de otros ingredientes, estos son:

1.1- Cereales que contienen gluten; trigo, centeno, cebada, avena y sus variedades hibridas y productos de
éstos (excepto: a- jarabes de glucosa derivados de trigo, o cebada, incluida la dextrosa; b- maltodextrinas
derivadas de trigo o cebada cereales utilizados para hacer destilados o alcobol etilico de origen agricola para
bebidas alcobdlicas);

1.2- Crustdceos y productos derivados;

1.3- Huevos y productos de los huevos;

1.4- Pescado y productos de la pesca (excepto: a- gelatina de pescado ntilizada como soporte de
vitaminas o preparados de carotenoides; b- gelatina de pescado o ictiocola utilizada como clarificante en la cerveza
y el vino.);

1.5- Mant, y productos derivados;

1.6- Soja, y productos derivados (excepto: a- aceite y grasa de semilla de soja totalmente refinados; b-
tocoferoles naturales mezclados (INS306), d-alfa tocoferol natural, acetato de d-alfa tocoferol natural y succinato
de d-alfa tocoferol natural derivados de la soja; ¢ fitosteroles y esteres de fitosterol derivados de aceites vegetales de
soja; d- esteres de fitostanol derivados de fitosteroles de aceite de semilla de soja.);

1.7- Leche y productos lacteos (incluida lactosa), (excepto: a- lactosuero utilizado para hacer destilados o
alcohol etilico de origen agricola para bebidas alcohdlicas; b- lactitol).

1.8- Frutas secas (almendras, avellanas, castanias, nueces, pinones, pistacho; y productos derivados,
(exccepto: las frutas secas utilizadas para hacer destilados o alcobol etilico de origen agricola para bebidas
alcobdlicas);

1.9- Didxido de azufre y sulfitos.

1.10- Tartrazina.

2- La informacion se presentard en contraste de colores que permita su visibilidad y de la siguiente forma:
“Contiene: ...” seguido del nombre de la sustancia y /o “derivados de...”
corvesponda de acuerdo al listado del Articulo 1

completando el espacio segrin

3- No se admite ninguna frase de advertencia que exprese o sugiera el posible o probable contenido de un
alérgeno.

Se otorgard a las empresas un plazo de ciento ochenta (180) dias desde su publicacion en el Boletin Oficial a los
¢fectos de su adecnacion” (Resolucion Conjunta N°57/2010 y 548/2010, 2010).

Desde junio de 2011 la aplicacién de la Resolucién Conjunta N°57/2010 y 548/2010 se
encuentra suspendida hasta tanto la CONAL elabore una propuesta de adecuacion del articulo
235 séptimo del CAA. En la Resolucién Conjunta N° 106/2011 y N°© 297/2011 del afio 2011, se
destacan las principales causas por las cuales se suspendi6 la Resolucién Conjunta N°57/2010 y
548/2010 (Resolucién Conjunta N° 106/2011 y N°297/2011, 2011).

Dichas causas son:

“Que la informacion disponible actualmente es insuficiente para establecer valores umbrales de alérgenos en las
personas debido a la variabilidad de las dosis disparadoras, la sensibilidad individual, el tipo y variedad de
alergeno y la reactividad cruzada.

10
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Que la falta de estos valores umbrales dificulta el establecimiento de limites de alérgenos en alimentos que puedan
ser armonizados en las normas de referencia internacional y en las legislaciones de los paises, y la determinacion
de las metodologias mds adecnadas a utilizar en el control de alérgenos en alimentos.

Que la Ley 18.284, en su articulo 6° establece: "La observancia de las normas establecidas por el Cddigo
Alimentario Argentino serd verificada con arreglo a métodos y técnicas analiticas uniformes para toda la
Repiiblica, que determinari la Autoridad Sanitaria Nacional'; en este sentido, la Auntoridad Sanitaria
Nacional se encuentra en proceso de revision de las técnicas y métodos mds apropiados para la determinacion de
alérgenos.

Que las Buenas Pricticas de Manufactura (BPM), también denominadas Buenas Practicas de Fabricacion
(BPE), son una herramienta bisica para lograr alimentos inocuos, saludables y sanos para el consumo humano.
Que las Buenas Pricticas de Manufactura establecidas en la Resolucion del Grupo Mercado Comiin del
MERCOSUR N° 80/ 96 fueron incorporadas al Codigo Alimentario Argentino mediante la Resolucion del
ex MINISTERIO DE SALUD Y ACCION SOCLAL N° 587 del 1° de septiembre de 1997 que
aprobd el Reglamento Técnico MERCOSUR sobre las Condiciones Higiénico Sanitarias y de Buenas Prdcticas
de Elaboracion para Establecimientos Elaboradores/ Industrializadores de Alimentos.

Que las Buenas Practicas de Manufactura disminuyen el riesgo de contaminacion en los alimentos, entendiéndose
por contaminacion la presencia de sustancias o agentes extranios de origen bioldgico, quimico o fisico que se
presuma nociva o no para la salud humana.

Que para implementar las Buenas Pricticas de Manufactura en toda la cadena alimentaria, desde la produccion
primaria hasta la comercializacion del producto final, se requiere concientizar a todo el personal involucrado en
cada etapa, realizar un diseiio adecnado del proceso, disponer de protocolos y validacion de los procedimientos de
limpieza.

Que la implementacion de un plan de control con base en la evaluacion de peligros en toda la cadena alimentaria
puede, segiin el caso, prevenir la contaminacion cruzada (directa o indirecta) con alérgenos.

Que hay paises gue disponen de normas para el rotulado de alérgenos y admiten el uso de frases de advertencia de
alérgenos de manera voluntaria y en forma preventiva cuando ann implementando un plan de control de alérgenos,
incluyendo las Buenas Practicas de Manufactura, se llega a la conclusion que el riesgo de contaminacion cruzada
persiste en un determinado producto, como es el caso de Australia, Canada, Chile, Estados Unidos de Amirica,
Nueva Zelanda y Reino Unido.

Que la asociacion civil Plataforma Alérgenos en Alimentos —organizacion interdisciplinaria sin fines de lucro
integrada por organismos oficiales, universidades, industrias de alimentos, médicos especialistas y padres de niiios
alérgicos a  alimentos— remitio a la SECRETARIA DE POLITICAS, REGULACION E
INSTITUTOS y a la SECRETARIA DE AGRICULTURA, GANADERIA Y PESCA
observaciones referidas al articulo 235 séptimo del Codigo Alimentario Argentino, y solicitd, entre otros aspectos,
rever y analizar la posibilidad de incluir en los rotulos frases de advertencia sobre la posible presencia de
alérgenos.

Que empresas alimenticias, a través de sus camaras, plantearon a la SECRETARLA DE POLITICAS,
REGULACION E INSTITUTOS y a la SECRETARLA DE AGRICULTURA,
GANADERIA Y PESCA dificultades para adecunarse a la Resolucion Conjunta N° 57/2010 y N*
548/ 2010, como la falta de definicion de los métodos de control que deben implementar las empresas, el tienpo
que requieren para capacitar y concientizar a todos los operarios involucrados en la elaboracion de los productos,
la necesidad de analizar y definir inversiones a realizar y/o decision de discontinuar productos por la
imposibilidad de aislar su fabricacion y asegurarse que los proveedores garanticen insumos que no contengan
alérgeno.”
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En el afio 2014 se traté el tema de declaracion de alérgenos en CONAL vy se elabord un
documento en el que se detallan los alérgenos y sustancias capaces de producir reacciones
adversas en individuos susceptibles, que deberan ser declarados a continuaciéon de la lista de
ingredientes del rétulo, siempre que ellos o derivados de ellos estén presentes en los productos
alimenticios envasados, ya sean afiadidos como ingredientes o como parte de otros ingredientes
(Acta N°102 CONAL, 2014; Acta N°103 CONAL, 2014).

Algunos de los cambios con respecto a la Resolucion Conjunta N°57/2010 y 548/2010, del
afo 2010 son:
- En el punto 1.1: “Irigo, centeno, cebada, avena, o sus cepas hibridas, y productos derivados, reemplazando:
Cereales que contienen gluten; trigo, centeno, cebada, avena y sus variedades hibridas y productos de éstos;”
- En el punto 1.8: “Frutas secas (indicando la/s que corresponda), reemplazando: Frutas secas (almendras,
avellanas, castanias, nueces, pifiones, pistacho; y productos derivados, (excepto: las frutas secas utilizadas para
hacer destilados o alcobol etilico de origen agricola para bebidas alcohdlicas);”
- En el punto 1.9: “Didxido de azufre y sulfitos [presentes en concentraciones iguales o mayores a 10 ppm),
mientras que en la resolucion del 2010 no aclara concentraciones de sulfitos.”
- Frases de advertencia: “Cwando una sustancia del listado anterior no forme parte de los ingredientes del
alimento pero exista la posibilidad de contaminacion accidental durante el proceso de elaboracion asin habiendo
aplicado las BPM, debe constar en el rotulo la expresion “Puede contener:...” (se indicard el nombre del alérgeno
principal), a continnacion del listado de ingredientes y de la frase “Contiene:...", si corresponde.”

Lo acordado en CONAL fue presentado como posiciéon Argentina en las reuniones de
MERCOSUR en las que se traté el reglamento 26/03 de etiquetado de alimentos.

En julio de 2015 Brasil aprob6 su propia legislaciéon (Resoluciéon RDC N°26, 2015). Sin
embargo, las diferentes delegaciones del Mercosur no estan de acuerdo con algunos puntos de
dicha Resolucion.

En la LVII Reunién Ordinaria MERCOSUR, en noviembre de 2015, se trataron los diferentes
puntos en discusion y se elaboré un informe técnico (MERCOSUR/SGT N° 3/ACTA N°
04/15, 2015). Los puntos en discusion con respecto a la legislacion brasilera son:

- No se encuentran incluidos los sulfitos.

- Se debe declarar Alérgicos: contiene...; Alérgicos: contiene derivados de... o Alérgicos:
contiene... y contiene derivados de....

- No se admiten derivados exceptuados de ser declarados como alérgenos.

- Esta incluido el latex natural.

- En los casos en que no es posible garantizar la ausencia de contaminaciéon cruzada con
alérgenos alimentarios, debe constar en el rétulo la declaracion Alérgicos: puede contenet....
Actualmente el tema continda en tratamiento en el marco de las tareas de la decision CMC
N°23 /15 sobte el fortalecimiento del MERCOSUR Comercial y Econémico, dado que la
medida se encuentra listada dentro de su plan de accion.
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En consecuencia, desde el afio 2011, no hay en Argentina ninguna reglamentacion vigente con
respecto a la declaracién de alérgenos en alimentos. Sin embargo, desde hace algunos afios son

numerosos los rétulos de alimentos que las presentan.
1.5) Métodos analiticos para la deteccion de alérgenos en alimentos

1.5.1) Electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato de sodio (SDS-PAGE)

La electroforesis es la migracion de solutos i6nicos (con carga eléctrica) bajo la influencia de
un campo eléctrico; estas particulas migran hacia el catodo o anodo (electrodos - y +),
dependiendo de la combinacién de su carga, peso molecular y estructura tridimensional (Poms
R et al, 2004; Garcia Pérez H, 2000).

Es de destacar que a escala analitica, los métodos electroforéticos son de alta sensibilidad,
poder de resolucién y versatilidad y sitven como método de separacion de mezclas complejas de
acidos nucleicos, proteinas y otras biomoléculas, donde aportan un potente criterio de pureza.

Existen numerosas variaciones de los métodos electroforéticos en funcidén del equipo
utilizado, soporte y condiciones fisico-quimicas en las cuales se va a llevar a cabo la separacion:
- Electroforesis capilar.
- Electroforesis en papel.
- Electroforesis en gel de agarosa.
- Electroforesis en gel de poliacrilamida.
- Isoelectroenfoque.
- Electroforesis bidimensional.

La técnica electroforética que se emplea para el analisis de proteinas en matrices alimenticias
es la electroforesis en gel de poliacrilamida. Esta técnica puede llevarse a cabo en condiciones
nativas (ND-PAGE) o desnaturalizantes (SDS-PAGE). Las diferencias entre uno y otro tipo
radican en los componentes de los geles y del tampén de electroforesis, asi como el tratamiento
de las muestras. En SDS-PAGE se incluyen agentes desnaturalizantes: reductores, detergentes y
caotropos. En ND-PAGE las proteinas mantienen su estructura tridimensional y las diferentes
cadenas polipeptidicas pueden permanecer unidas, separandose no sélo en funcioén de su carga
eléctrica, sino también segin su tamafio y forma. Por el contrario, cuando las proteinas se
solubilizan en presencia del detergente anidnico dodecilsulfato de sodio (SDS), en el caso de
SDS-PAGE, éste se une a las protefnas, rompiendo interacciones hidrofébicas y
desnaturalizandolas. Las proteinas desnaturalizadas de la muestra adoptaran una estructura en
forma de bastoncillo con una serie de moléculas de SDS cargadas negativamente a lo largo de la
cadena polipeptidica. La carga nativa original de la molécula esta completamente enmascarada
por la carga negativa del SDS. Debido a que la cantidad de SDS que se une a las proteinas es
practicamente proporcional a su tamafio, los complejos SDS-proteinas presentan un valor
carga/masa constante y por lo tanto se separan de acuerdo a su tamafio cuando migran desde el
catodo al anodo a una velocidad relacionada con su peso molecular. A diferencia de la
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electroforesis en condiciones nativas, en la SDS-PAGE las proteinas se separan unicamente en

funcion de su tamano.

Los métodos electroforéticos permiten la separacion de las proteinas presentes en una
muestra obteniendo una serie de bandas cuyo numero y posicion constituye una huella dactilar
caracteristica (Lopez L; 2000).

En la Facultad de Farmacia y Bioquimica, de la Universidad de Buenos Aires, en la catedra de
Bromatologia se han desarrollado dos tesis doctorales relacionadas con la utilizaciéon de SDS-
PAGE, segin el sistema de Laemmli, como herramienta para la deteccién y cuantificaciéon de
proteinas en alimentos. En una de ellas presentada por la Dra. Margarita Olivera Carrion en el
afio 1988 se trabaj6 en la extraccion de las proteinas de la muestra con una solucién extractiva
de proteinas totales (buffer Tris-CIH con dodecilsulfato de sodio y 2-mercaptoetanol) y resultd
util para la deteccion y cuantificaciéon de soja en productos carnicos; deteccion de proteinas de
origen vacuno en productos que debieran ser elaborados exclusivamente con proteinas de
origen porcino; detecciéon de plasma bovino y huevo en pastas al huevo e identificacién de
especies de pescados enlatados (Olivera Carrion M, 1988; Olivera Carrion M y Valencia M,
1990 a; Olivera Carrion M y Valencia M, 1990 b; Olivera Carrién M y Valencia M, 1991).

En la segunda tesis presentada por la Dra. Laura Beatriz Lopez en el ano 2000 se estudio la
aplicabilidad del SDS-PAGE, utilizando solventes de extraccion selectivos, para establecer la
composicion cualitativa de proteinas en alimentos crudos o cocidos y de esta manera verificar el
cumplimiento de lo declarado en el rétulo en lo que respecta a materias primas proteicas.
Ademas se estudio la posibilidad de utilizar las técnicas de extraccion y separacion desarrolladas
para cuantificar proteinas extrinsecas en alimentos crudos y cocidos. Se estudi6 la posibilidad de
detectar proteinas extrinsecas de uso permitido y muy frecuente en la elaboracién de productos
carnicos vacunos utilizando un solvente de extracciéon selectivo. Se evalué la aplicabilidad de
esta metodologia electroforética para la cuantificacion de las proteinas separadas por SDS-
PAGE, presentes en muestras sometidas o no a tratamiento térmico (Lopez L et al, 1996;
Loépez Ly Valencia M, 1999; Lopez L, 2000; Lépez Ly Valencia M, 2000; Lopez L y Valencia
M, 2001 a; Lépez Ly Valencia M, 2001 b).

Posteriormente se estudié la aplicabilidad de esta metodologia para establecer la posible
adulteracion con trigo pan de pastas comerciales que declaraban trigo candeal como unico
ingrediente. Se estudié también la posibilidad de detectar la adulteraciéon con trigo pan en
fideos elaborados con huevo (Lépez L et al, 2005).

En otro trabajo con el fin de establecer el nivel de detecciéon de materias primas proteicas
extrinsecas en mezcla con carne porcina en jamones cocidos se realizé la extracciéon de
proteinas de diversos sistemas modelo y la posterior separaciéon por SDS-PAGE. Se estudi6 la
posibilidad de detectar y de cuantificar proteinas extrinsecas en sistemas modelo de jamones
cocidos con aislado de soja, caseinato, leche en polvo descremada, plasma bovino, plasma
porcino y suero lacteo (Lopez L et al, 2006).
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Las ventajas de esta metodologia son:

- Permite confirmar la presencia de ingredientes o aditivos proteicos declarados o no, en un
alimento, en una unica corrida electroforética.

- Es posible una cuantificacion de ciertos alérgenos en algunas matrices alimentarias.

Las desventajas son:
- Es laboriosa y requiere experiencia.
- No posee una buena sensibilidad para la deteccién de trazas de alérgenos.

Muchas veces se detectan proteinas extrinsecas presentes en alimentos procesados, ya sea
agregadas como ingredientes o presentes por contacto cruzado con determinado alérgeno. Si
dichas proteinas no se encuentran declaradas en el rétulo de los alimentos pueden ser un riesgo
para personas alérgicas. La metodologia electroforética puede resultar una herramienta atil para la
deteccion de dichas proteinas alergénicas, presentes en productos comerciales que las contienen en

mayor concentracion.
1.5.2) Inmunoblotting

La técnica de inmunoblotting es una técnica rapida y muy sensible para la deteccién y
caracterizacion de proteinas. Se basa en la especificidad de reconocimiento entre antigeno y
anticuerpo. Implica la separacién por electroforesis por el sistema SDS-PAGE o
Isoelectroenfoque y luego una transferencia irreversible de las proteinas a una membrana de
Fluoruro de polivideno (PVDF) o de nitrocelulosa. Los antigenos que se han transferido a la
membrana son luego reconocidos por anticuerpos especificos contra ellos. Finalmente, se
detecta la unién antigeno-anticuerpo por la acciéon de una enzima sobre un sustrato cromégeno
que desarrolla color o mediante otro sistema de revelado (Van Ree R et al, 2000).

Las ventajas de esta metodologfa son:
- Permite confirmar la presencia de ingredientes o aditivos proteicos declarados o no, en un
alimento.

- En general posee mejor sensibilidad que el SDS-PAGE.

Las desventajas son:

- Requiere de los anticuerpos especificos contra las proteinas buscadas.
- Elrevelado debe ser realizado para cada alérgeno buscado.

- Es un método cualitativo.

- Eslaboriosa y requiere experiencia.

- No es tan sensible como ELISA.

- Se requiere equipamiento especifico y personal altamente capacitado.

Este ensayo resulta mas especifico que el SDS-PAGE ya que detecta la proteina de interés a

través de su peso molecular y a través de la unién del anticuerpo con el antigeno (Van Ree R et
al, 2006). Es aplicable para analisis cualitativos, es decir determina si la proteina de interés se
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encuentra presente o no. En cambio para analisis cuantitativos se deben utilizar técnicas mas
apropiadas como el método de ELISA (Diaz Amigo C, 2010 c).

1.5.3) ELISA (Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay)

La técnica ELISA consiste en un ensayo basado en el principio inmunolégico del
reconocimiento y unién de los anticuerpos a las moléculas que reconocen como extrafias

(antigenos).

En este ensayo se produce una unién del anticuerpo al antigeno sobre una superficie ala que
previamente el anticuerpo o el antigeno se han unido. Alguno de los componentes del ensayo
(anticuerpo o antigeno) se encuentra unido a una enzima que catalizard la formacién de un
producto coloreado, que podra ser cuantificado mediante la medida de la luz absorbida por
dicho compuesto (espectrofotometria).

Existen distintos tipos de ensayos ELISA, siendo los mas utilizados en la detecciéon de
alérgenos en alimentos los ensayos tipo sandwich y competitivos. En el ELISA tipo sandwich se
utilizan dos anticuerpos, el anticuerpo primario o de captura y el anticuerpo secundario
conjugado a una enzima. En este ensayo el alérgeno se une a los dos anticuerpos y queda
“atrapado” entre ambos. En el ELISA competitivo se incuba la muestra con el anticuerpo para
después afiadir esta preparacion sobre una superficie recubierta de antigeno, de tal forma que se
une a la superficie el anticuerpo libre, no unido al alérgeno de la muestra. Finalmente se detecta
la cantidad de anticuerpo libre. Cuanto mas anticuerpo libre es detectado, menos cantidad de
alérgeno contiene la muestra (Yeung J, 2006; Diaz Amigo C, 2010 c).

Las ventajas de esta metodologfa son:

- Simple y rapida en su realizacion.

- Versatil y robusta. Se pueden combinar diferentes tipos de anticuerpos con distintas
especificidades, distintos tipos de ensayos, competitivos o sandwich, diferentes buffers de
ensayo y diferentes buffers de extraccion. Algunos buffers contienen agentes desnaturalizantes y
reductores que permiten solubilizar agregados de proteinas. En principio estos son
incompatibles con el ensayo ya que afectan a los anticuerpos y a la unién antigeno-anticuerpo
pero se los puede utilizar muy diluidos y no afectan la performance del ensayo.

- Elevada sensibilidad.

- Selectivo para residuos de alérgenos.

- La deteccion se realiza por medio de dispositivos épticos.

- Técnica Cuantitativa: Cuantificaciéon de concentraciones sugeridas como seguras (por debajo
de los umbrales clinicos).

- Como ensayo biolégico es sensible a variaciones en las condiciones de ensayo que incluye al
alérgeno target, es sensible a modificaciones en la estructura del alérgeno. Los anticuerpos
policlonales permiten un cierto grado de modificacion de los alérgenos en comparacién con los
monoclonales.

Las desventajas son:
16
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- Demanda un largo tiempo para el desarrollo de nuevos Kkits.

- Efectos de la matriz.

- Falta de disponibilidad de ensayos multi-alérgenos.

- Pueden producirse falsos negativos cuando se desnaturalizan las proteinas por cambios de
presion, temperatura o concentracion de sales.

- Posibilidad de reacciones cruzadas entre proteinas estrechamente relacionadas.

El método de ELISA es el ensayo mas utilizado para la deteccion de alérgenos en alimentos.
Debido a la alta sensibilidad de este ensayo, es aplicable para la deteccién de trazas de alérgenos

presentes en alimentos por contacto cruzado.

A nivel internacional hay desarrollados kits comerciales que permiten la
deteccién/cuantificacion de diferentes alérgenos: leche, soja, huevo, mani, almendras, avellanas,
gliadinas, mariscos, nueces, etc. Estos ensayos pueden ser cuantitativos pero los resultados
varfan entre los ensayos comerciales (Yeung J, 2006; Diaz Amigo C y Popping B, 2010).

1.5.4) Inmunocromatografia

La deteccién de alérgenos mediante tiras inmunocromatograficas es un método rapido y
sencillo. El alérgeno se extrae de la muestra con una soluciéon de extraccion. Luego la muestra
extraida se aplica sobre la tira, donde se encuentran pegados los anticuerpos especificos que
reconocen el alérgeno. Este complejo antigeno-anticuerpo se desplaza a través de la tira
mediante un proceso cromatografico de separacion. Finalmente, dicho complejo antigeno-
anticuerpo se inmoviliza en una regién de la tira, donde se puede detectar la presencia del
mismo como una banda coloreada (Van Herwijnen R y Baumgartner S, 20006). Existen ensayos
de este tipo competitivos y no competitivos (Diaz Amigo C, 2010 c).

Las ventajas de este método son:

- Método sencillo y rapido.

- Suficientemente especifico.

- Sensibilidad satisfactoria.

- Interpretacion visual.

- No requiere de equipamiento complejo.

Las desventajas son:
- Es un método cualitativo. No permite obtener la concentracién del alérgeno en la muestra.

Se comercializan test inmunocromatograficos que permiten la deteccion rapida en las plantas
industriales para algunos alérgenos como: gluten, leche, mani, nueces, huevo, etc.

1.5.5) Biosensores

Un biosensor es un dispositivo de andlisis conformado por un elemento biolégico de
reconocimiento (célula, tejido, receptor, acido nucleico, enzima, ribozima o anticuerpo, entre
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otros) o nanomateriales (nanoparticulas, nanocompuestos), materiales inteligentes o compuestos
biomiméticos (aptameros, polimeros de microporosidad intrinseca, sondas de acidos nucleicos),
asociado a un mecanismo que garantiza la deteccién e interpretaciéon de la variaciéon de
propiedades Opticas, fisicoquimicas, eléctricas, entre otras, obtenida de la interacciéon entre el
analito y el dispositivo analitico (Turner A y Newman J, 1998).

Los biosensores se pueden clasificar atendiendo a las siguientes variables:

*Tipo de interaccion: biocataliticos o de bioafinidad.

*Método de deteccién: directo o indirecto.

*Elemento de reconocimiento: célula, organela, tejido, enzima, receptor, anticuerpo, acido
nucleico, polimero de impresion molecular (PIM), acido nucleico peptidico (PNA).

*Sistema de transduccién: nanomecanico, piezoeléctrico, electroquimico, termoeléctrico u
optico (Jiménez C y Le6n D, 2009).

Las ventajas de este método son:

- Alta sensibilidad, selectividad y reproducibilidad.

- Facil manejo, bajo costo y corto tiempo de analisis.
- Permiten obtener resultados en tiempo real.

Las desventajas son:
- Se encuentran en etapa de desarrollo y no hay atn dispositivos disponibles para alérgenos en
alimentos.

En matrices alimentarias se destacan en el andlisis de la composicién, compuestos
xenobidticos como pesticidas, dioxinas, farmacos, aditivos, hidrocarburos poliaromaticos;
patdégenos y toxinas de origen bacteriano, procesos de trazabilidad, determinacién de
organismos genéticamente modificados, antinutrientes, control de procesos y estabilidad.
Ademas esta metodologia ha sido utilizada para la deteccién de alérgenos en alimentos en
trabajos de investigacion (Jiménez C y Leén D, 2009; Mohammed I et al, 2001; Yman I et al
2000; Pilolli R et al, 2013).

1.5.6) Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

El método de PCR para la deteccioén de alérgenos es una técnica con una elevada sensibilidad
que permite detectar trazas de alérgenos presentes en alimentos, en el rango de mg alérgeno/kg
alimento. Esta metodologfa permite obtener millones de copias de una secuencia de ADN
especifica del organismo diana en muy poco tiempo. Dado que esta técnica detecta ADN, es
posible analizar muestras muy procesadas (sometidas a un tratamiento térmico), ya que el ADN

es mas estable que las proteinas.

La técnica PCR estandar es cualitativa pero la introducciéon de una sonda especifica marcada
con un compuesto fluorescente en la reaccion (PCR en tiempo real) permite controlar su
progreso y cuantificar la cantidad de ADN presente en la muestra. Esta metodologia se basa en
la actividad de la enzima termorresistente ADN polimerasa, capaz de fabricar una cadena de
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ADN complementaria a otra ya existente. Para esto se requiere de la presencia de nucle6tidos
de adenina, timina, citosina y guanina en el medio (materia base para la elaboracion de ADN), y
una pequefia cadena de ADN que pueda unirse a la molécula que se desee copiar para que sirva

como cebador o “primer”.

Se han desarrollado variaciones de la técnica tradicional dando lugar a lo que se conoce como
PCR en tiempo real o PCR cuantitativa. Se denomina PCR en Tiempo Real a la técnica que
permite detectar y cuantificar de forma fiable y reproducible el producto generado en cada ciclo
de la PCR, siendo los valores obtenidos directamente proporcionales a la cantidad de ADN
inicialmente presente en la reaccién. La PCR clasica implica una deteccién a punto final y un
posterior analisis mediante diversas técnicas de analisis de ADN. La PCR en Tiempo Real
permite realizar las fases de amplificacion y andlisis simultaneamente (Diaz Amigo C y Popping
B, 2010). Para llevar a cabo esta deteccién existen varios métodos, casi todos basados en la
utilizaciéon de otro fragmento de ADN (sonda) complementario a una parte intermedia del
ADN que se quiera amplificar. Esta sonda lleva adherida una molécula fluorescente y otra
molécula que inhibe esta fluorescencia (denominada "quencher"), de tal forma que cuando la
sonda es desplazada de su sitio por acciéon de la ADN polimerasa la molécula fluorescente se
libera de la accién del "quencher" y emite fluorescencia al ser iluminada con un laser. La
cuantificacién de la fluorescencia emitida durante cada ciclo de la PCR sera proporcional a la
cantidad de ADN que se esta amplificando. En general para que sea valida esta técnica requiere
realizar en paralelo una curva patrén en las mismas condiciones para conocer la cantidad total
de ADN que se esta amplificando.

Las ventajas de este método son:

- Sensibilidad muy alta en la detecciéon del ADN (5-50 picogramos de ADN).

- Permite identificar la especie de la que proviene el alérgeno presente, muy util para identificar
el origen de una contaminacién cruzada.

- El ADN es menos susceptible de ser degradado durante el procesado de los alimentos.
- Son faciles de desarrollar, todos los componentes necesarios estan disponibles

comercialmente y no necesitan insumos animales ni mantenimiento de lineas celulares.

Las desventajas son:

- Se requiere tiempo y personal calificado en el analisis.

- Técnica indirecta para detectar alérgenos.

- No diferencia productos animales de una misma especie, por ejemplo no diferencia ADN
de musculo bovino del ADN de leche bovina, o musculo de pollo de huevo de gallina. Es
decir no es tejido especifico.

- No se pueden detectar huevo y leche por PCR ya que la abundancia de ADN en estos dos
productos es muy baja, perjudicando la sensibilidad del ensayo.

- Requieren laboratorios con salas especialmente dedicadas. Esto no resulta practico para las
industrias o para laboratorios estandar de analisis de alimentos (Holzhauser T et al, 2006; Diaz
Amigo Cy Popping B, 2010).
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Se encuentran disponibles kits comerciales PCR en tiempo real para la determinaciéon de
pescado, crusticeos, moluscos, soja, sésamo, nueces, gliadina, etc.

La aplicacion de esta técnica para la deteccion de alérgenos es controvertida ya que no detecta
las proteinas alergénicas alimentarias en s{ mismas. La concentracion de ADN puede no estar

correlacionada con la presencia de proteinas alergénicas o con su concentracion (Diaz Amigo C

y Popping B, 2010).
1.5.7) Espectrometria de masa

La espectrometria de masa se basa en la obtencion de iones a partir de moléculas organicas en
fase gaseosa. Una vez obtenidos estos iones, se separan de acuerdo con su masa y su carga y
finalmente se detectan por medio de un dispositivo adecuado. Un espectro de masas serd, en
consecuencia, una informacién bidimensional que representa un parametro relacionado con la
abundancia de los diferentes tipos de iones en funcién de la relacién masa/carga de cada uno de
ellos (Hoffmann E y Stroobantohn V, 2007). El espectro de masa de cada compuesto es Gnico
y se puede utilizar para caracterizar a cada analito. En el caso de los alérgenos los péptidos de
interés son utilizados como “huella dactilar” (fingerprint) de los mismos.

Se ha demostrado que la espectrometria de masas se puede utilizar para la deteccién de
alérgenos en matrices complejas (Careri M et al 2008, Chassaigne H et al, 2007). Un estudio ha
permitido identificar y detectar siete alérgenos, incluyendo huevo, leche y soja en pan con
tratamiento térmico. Se observo que el tratamiento aplicado al producto no evita la deteccion de
los alérgenos. También se han comparado los resultados de esta metodologia con los kits
comerciales de ELISA para huevo, soja y leche. Se ha comprobado que en productos crudos
ambas metodologias se comportan de manera similar y en productos terminados los kits de
ELISA se comportan diferentes. Algunos kits de ELISA detectaron el alérgeno y otros no, a

diferencia de la espectrometria de masa que detectd los alérgenos en el producto final siempre
(Heick J et al, 2011).

Las ventajas de este método son:

- Gran potencial para screening multialergénico, es decir se pueden detectar muchos
compuestos en un solo ensayo, no sélo uno como ocurre con los métodos de ELISA y PCR.

- La detecciéon de proteinas no se ve afectada por modificaciones en su estructura.

- Deteccion directa del alérgeno sin necesidad de recurrir a un intermediario (anticuerpos en el
ELISA).

- Detecciéon no ambigua del alérgeno (se evitan falsos positivos por reactividad cruzada).

- Sensibilidad similar a ELISA (ppm).

- Permite cuantificar.

- Amplio rango de posibilidades de extraccion con respecto a ELISA, incluyendo aquellas
soluciones extractivas que podrian interferir en la unién antigeno-anticuerpo.

Las desventajas son:
- Es una técnica muy laboriosa.
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- Muy elevado costo del equipamiento requerido.
- Se debe contar con personal altamente capacitado.

Dado que la espectrometria de masa es un analisis confirmativo robusto ante un tribunal,
tiene un elevado potencial como método de deteccion de alérgenos en alimentos (Diaz Amigo
C y Popping B, 2010).

1.6) Alérgenos en productos carnicos

En la elaboracion de los productos carnicos es frecuente el agregado de proteinas extrinsecas,
debido a que sus propiedades funcionales mejoran las caracteristicas organolépticas y el
rendimiento de este tipo de productos (Giese J, 1994). Entre las materias primas proteicas que
se comercializan para ser utilizadas en la industria carnica se encuentran diferentes productos
de soja, plasma bovino, plasma porcino, diversas materias primas de origen licteo como por
ejemplo leche en polvo, suero licteo y caseinatos, mezclas de plasma bovino con proteinas
lacteas y “mezclas proteicas” que contienen caseinato de sodio, ovoalbumina, proteinas de
cerdo deshidratadas y aislado de soja, entre otros. Estas materias primas proteicas actian como
agentes de retencién de agua y emulsionantes de grasa, mejoran la liga durante el masajeo,
permiten obtener muy buena coagulacién durante la coccién y confieren brillo y humectacion al
producto terminado (Lopez L et al, 2000).

En nuestro paifs la Resolucion SENASA N° 395/03 establecié que los jamones, paletas y
lomos de cerdo cocidos no deben incluir en su formulaciéon sustancias amilaceas ni aislados
proteinicos de soja (Resolucion N° 395/03 SENASA, 2003). El Boletin Oficial N° 30676 del 16
de junio de 2005 incorporé modificaciones en el Codigo Alimentario Argentino estableciendo
que el jamoén cocido (art. 294), la paleta cocida (art. 296) y el lomo de cerdo cocido (art. 297 bis)
no pueden contener proteinas agregadas ni otros extensores. S{ permite el agregado de
proteinas de soja segun el limite para chacinados en fiambre de cerdo cocido (art. 360 bis),
fiambre cocido de pata de cerdo (art.360 tris), fiambre cocido de paleta de cerdo (art. 360
quater), fiambre cocido de lomo de cerdo (art. 360 quinto) y fiambre cocido de diferentes
especies carnicas para emparedados (art. 360 sexto). El agregado de soja esta permitido en los
chacinados en una concentraciéon maxima de 2 % de aislado de soja (Cédigo Alimentario
Argentino, Capitulo VI, 2016).

Algunas de las materias primas proteicas utilizadas en los productos carnicos son alérgenos
alimentarios y por lo tanto constituyen un riesgo para pacientes alérgicos, fundamentalmente
cuando dichas proteinas no estan declaradas en la lista de ingredientes. Como ya se menciond
segun el Codigo Alimentario Argentino, es obligatorio declarar en el rétulo la totalidad de los
ingredientes empleados (Codigo Alimentario Argentino, Capitulo V, 2016). Sin embargo en
algunos productos carnicos se pueden detectar ingredientes proteicos no declarados (Lépez L et
al, 2010).

La presencia de proteinas alergénicas no declaradas en los productos carnicos puede deberse a
diversos motivos. Las mismas pueden haber sido agregadas como ingredientes o aditivos y no
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se declaran porque no estan autorizadas en estos productos. Si estan autorizadas puede ocurrir
una omisiéon voluntaria en la declaracién, por ejemplo se modifica la formulacién pero se
siguen utilizando envases no actualizados. La omisién puede ser involuntaria por ejemplo
cuando se agrega un ingrediente o aditivo y se desconoce su composicion real. Otro motivo
puede corresponder a un contacto cruzado, se comparten equipos en el proceso de elaboracion
y entonces un producto que no deberfa contener el alérgeno finalmente lo contiene.

El presente trabajo de tesis doctoral plantea una evaluaciéon de metodologias que permitan la
deteccion/cuantificacion de bajas concentraciones de proteinas de leche, de soja y de clara de
huevo (proteinas alergénicas de mayor importancia en Argentina) en productos carnicos crudos
y cocidos.

1.7) Alérgenos en productos farinaceos

En el Cédigo Alimentario Argentino, Articulo 713 se definen a las pastas secas o fideos con
huevo como los productos que durante el empaste y amasado mecanico se les incorporan no
menos de dos yemas por kilogramo de sémola o harina o sus mezclas. Este producto se
rotulard: Fideos con huevo o al huevo (Codigo Alimentario Argentino, Capitulo IX, 2016).

Otros productos fariniceos también involucran el uso de huevo en su elaboracién. Ademas
de aumentar el valor nutricional, el huevo cumple una funcién importante en el desarrollo
de las masas fermentadas, mejorando el aspecto y el sabor. La yema mejora las propiedades
emulsionantes, por su contenido de lecitinas y en las masas fermentadas, logra una mayor unioén
de la grasa y el agua. La clara, por su contenido de proteinas, aporta un mayor volumen
(Lezcano E, 2011).

La presencia de proteinas de huevo no declaradas en los productos farinaceos puede deberse a
dos motivos. Las mismas pueden haber sido agregadas en el proceso de elaboraciéon y por
errores en los rétulos de los productos no se declaran en la lista de ingredientes. Otro motivo
puede corresponder a la presencia de huevo por contacto cruzado, por ejemplo en el caso de
fideos, ya sea porque comparten lineas de produccién con fideos elaborados con huevo, por la
presencia de lineas cercanas de producciéon de fideos con huevo o porque directamente
contienen reproceso con huevo (fideos con huevo que se vuelven a procesar por diferentes

motivos).

En productos farinaceos también se ha comprobado que es posible la presencia de proteinas
de soja, debido a que el trigo utilizado para la elaboracién de estos productos puede estar
contaminado con soja. Se ha detectado la presencia soja en productos fariniceos a nivel
mundial. El origen del contacto cruzado de granos se ha investigado y se ha encontrado que
podria originarse en el campo, durante la producciéon y la cosecha o durante el transporte y
manipuleo de los mismos. Por lo tanto es probable que se encuentre contacto cruzado con soja
en productos que contienen trigo, siendo esto un riesgo para los individuos alérgicos a la soja
(Boye J et al., 2010; Ward R, 2015; Cattapan R et al, 2013).

22



1- INTRODUCCION

Por lo expuesto previamente en la elaboracion de productos farinaceos es posible encontrar
presencia de huevo y/o de soja atn cuando dichas materias primas no son declaradas en los
respectivos rétulos.

En el presente trabajo de tesis doctoral se plantea la evaluacion de metodologias que permitan
la deteccion/cuantificacion de bajas concentraciones de proteinas de huevo y de soja en fideos
secos y en otros productos farinaceos.
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2) Objetivos Generales

Ante la inminente aprobacion en nuestro pafs de legislacion relacionada con la declaracion de
alérgenos, presentes en los alimentos, y ante la escasa disponibilidad de metodologia accesible
para realizar un correcto control de los alimentos que se comercializan en nuestro pafs en
cuanto a su contenido de alérgenos, el presente trabajo de tesis plantea el estudio y desarrollo
de metodologias que permitan la deteccion de las proteinas alergénicas de mayor importancia en
Argentina. Se trabajé en la deteccién de proteinas lacteas, de soja y de huevo en productos
carnicos y en la detecciéon de proteinas de soja y de huevo en productos a base de harina de
trigo pan y/o sémola de trigo candeal. Se estudi6 la complementacién de la metodologia SDS
PAGE con Inmunoblotting con el objetivo de aumentar la sensibilidad en la detecciéon de
proteinas alergénicas. Se evaluaron kits comerciales de ELISA disponibles para detecciéon de
alérgenos. Se desarrollaron enzimoinmunoensayos. Se establecieron para los diferentes
alérgenos de interés en nuestro medio (proteinas lacteas, de soja y de huevo) y en diferentes
matrices alimentarias (productos cirnicos y productos a base de harina de trigo pan y/o sémola
de trigo candeal) cual es la metodologia que resulta de mayor utilidad y accesibilidad en cada

caso.
2.1) Objetivos Particulares

1- Evaluar los alcances de SDS-PAGE y de Inmunoblotting para la deteccién de proteinas
lacteas, de soja y de clara de huevo en sistemas modelo carnicos crudos y cocidos de

composicion conocida con agregado de leche, suero lacteo, soja o clara de huevo.

2-  Analizar productos carnicos comerciales crudos y cocidos con SDS-PAGE y con
Inmunoblotting a los fines de detectar la posible presencia de proteinas de leche, de suero

lacteo, de soja y de clara de huevo declaradas o no en los respectivos rétulos.

3- Determinar con kits comerciales de ELISA la presencia de proteinas de leche, de suero
lacteo, de soja y de clara de huevo en sistemas modelo crudos y cocidos de composicion
conocida con agregado de leche, de suero lacteo, de soja o clara de huevo y en productos
carnicos comerciales con el fin de evaluar la correcta cuantificaciéon de cada uno de ellos y de

comparar los resultados hallados con los obtenidos por SDS-PAGE e Inmunoblotting.

4- Desarrollar un enzimoinmunoensayo competitivo utilizando antisueros policlonales de
conejo especificos contra proteinas de soja para la detecciéon y/o cuantificacién de dichas
proteinas en productos carnicos crudos.

5- Evaluar los alcances de SDS-PAGE e Inmunoblotting para la deteccion de proteina de

huevo y de soja en sistemas modelo de fideos secos de composicioén conocida con agregado de
huevo y de soja.
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0- Analizar muestras provistas por la industria de composiciéon conocida y fideos secos
comerciales con SDS-PAGE y con Inmunoblotting a los fines de detectar la posible presencia

de proteinas de huevo y de soja.

7- Determinar con kits comerciales de ELISA la presencia de proteinas de huevo y de soja
en sistemas modelo de fideos secos de composicion conocida con agregado de huevo y de soja,
en muestras provistas por la industria de composiciéon conocida y en fideos secos comerciales
con el fin de evaluar la correcta cuantificaciéon de cada uno de ellos y de comparar los resultados
hallados con los obtenidos por SDS-PAGE e Inmunoblotting.

8- Desarrollar enzimoinmunoensayos competitivos utilizando antisueros policlonales de

conejo especificos contra proteinas de soja y de huevo para la deteccién y/o cuantificacién de
dichas proteinas en fideos secos comerciales.
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3) Materiales y métodos
3.1) Muestras
3.1.1) Materias primas proteicas

Se utilizé leche en polvo descremada de origen comercial (34 % proteinas) y suero lacteo
(74% proteinas), clara de huevo (78% proteinas) y huevo entero en polvo (44% proteinas) de
origen industrial. También se trabajé con un producto de soja. Este producto supuestamente
correspondia a un concentrado de soja, sin embargo el porcentaje de proteinas obtenido por
Kjeldahl fue menor al 70% (63% proteina). Por este motivo se hace referencia a producto de
soja y no a concentrado de soja (Cédigo Alimentario Argentino, Capitulo XIX, 2016).

3.1.2) Productos carnicos
3.1.2.1) Sistemas modelo de productos carnicos crudos

Los sistemas modelos crudos se elaboraron mezclando en una trituradora carne vacuna picada
comercial con cada materia prima proteica, en diferentes proporciones, de manera de obtener
los sistemas modelo a analizar.

3.1.2.1.1) Sistemas modelo crudos con agregado de leche en polvo

Se analizaron sistemas modelo de mezclas de carne vacuna con cantidades entre 0 y 5000 ppm
de leche en polvo descremada. Los sistemas modelo analizados fueron: 5000 ppm, 3000 ppm,
2000 ppm, 1000 ppm, 500 ppm, 100 ppm, 50 ppm, 25 ppm, 18 ppm, 10 ppm y 0 ppm de leche

en polvo en mezcla con carne vacuna.
3.1.2.1.2) Sistemas modelo crudos con agregado de suero lacteo

Se analizaron sistemas modelo de mezclas de carne vacuna con cantidades entre 0 y 2000 ppm
de suero lacteo. Los sistemas modelo analizados fueron: 2000 ppm, 1000 ppm, 500 ppm, 100
ppm, 50 ppm, 25 ppm, 18 ppm, 10 ppm y O ppm de suero licteo en mezcla con carne vacuna.

3.1.2.1.3) Sistemas modelo crudos con agregado de producto de soja

Se analizaron sistemas modelo de mezclas de carne vacuna con cantidades entre 0 y 5000 ppm
de producto de soja. Los sistemas modelo analizados fueron: 5000 ppm, 3000 ppm, 2000 ppm,
1000 ppm, 500 ppm, 250 ppm, 100 ppm, 50 ppm, 10 ppm, 5 ppm y 0 ppm de producto de soja

en mezcla con carne vacuna.
3.1.2.1.4) Sistemas modelo crudos con agregado de clara de huevo

Se analizaron sistemas modelo de mezclas de carne vacuna con cantidades entre 0 y 2000 ppm
de clara de huevo. Los sistemas modelo analizados fueron: 2000 ppm; 1000 ppm; 500 ppm; 100
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ppm; 50 ppm; 25 ppm; 18 ppm; 10 ppm; 7,5 ppm; 5 ppm; 4ppm; 2ppm; 1 ppm; 0,5 ppm y 0
ppm de clara de huevo en mezcla con carne vacuna.

3.1.2.2) Sistemas modelo de productos carnicos cocidos

Para la elaboraciéon de los sistemas modelo de productos carnicos cocidos se utilizaron
fiambres de cerdo elaborados con diferentes materias primas proteicas, en cada caso y un
fiambre de cerdo sin agregado de proteinas extrinsecas. Se mezclaron los fiambres
correspondientes, en diferentes proporciones, de manera de obtener los sistemas modelo a

analizar en cada caso.

Los fiambres de cerdo fueron elaborados en un frigorifico de la Ciudad de Buenos Aires,
Argentina y recibieron un tratamiento térmico en horno industrial con inyeccién de vapor,
durante cuatro horas y media, hasta llegar a una temperatura de aproximadamente 74°C en el
centro de la pieza.

3.1.2.2.1) Sistemas modelo cocidos con agregado de leche en polvo

Para la elaboracion de los sistemas modelo de fiambres de cerdo cocido con agregado de
leche se utiliz6 un fiambre de cerdo con 0,5 % leche en polvo descremada y un fiambre de
cerdo sin agregado de proteinas extrinsecas.

Se analizaron sistemas modelo de mezclas de fiambre con cantidades entre 0 y 5000 ppm de
leche en polvo descremada. Los sistemas modelo analizados fueron: 5000 ppm, 3000 ppm, 2000
ppm, 1000 ppm, 500 ppm, 100 ppm, 50 ppm, 25 ppm, 18 ppm, 10 ppm y 0 ppm de leche en

polvo en fiambre cocido.
3.1.2.2.2) Sistemas modelo cocidos con agregado de suero lacteo

Para la elaboracién de los sistemas modelo de fiambres de cerdo cocido con agregado de
suero lacteo se utilizé un fiambre de cerdo con 0,2 % suero lacteo y un fiambre de cerdo sin
agregado de proteinas extrinsecas.

Se analizaron sistemas modelo de mezclas de fiambre con cantidades entre 0 y 2000 ppm de
suero lacteo. Los sistemas modelo analizados fueron: 2000 ppm, 1000 ppm, 500 ppm, 100 ppm,
50 ppm, 25 ppm, 18 ppm, 10 ppm y 0 ppm de suero lacteo en fiambre cocido.
3.1.2.2.3) Sistemas modelo cocidos con agregado de producto de soja

Para la elaboracion de los sistemas modelo de fiambres de cerdo cocido con agregado de soja

se utiliz6 un fiambre de cerdo con 0,2 % de producto de soja y un fiambre de cerdo sin
agregado de proteinas extrinsecas.
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Se analizaron sistemas modelo de mezclas de fiambre con cantidades entre 0 y 2000 ppm de
producto de soja. Los sistemas modelo analizados fueron: 2000 ppm, 1000 ppm, 500 ppm, 250
ppm, 100 ppm, 50 ppm, 10 ppm, 5 ppm y 0 ppm de producto de soja en fiambre cocido.

3.1.2.2.4) Sistemas modelo cocidos con agregado de clara de huevo

Para la elaboracion de los sistemas modelo de fiambres de cerdo cocido con agregado de clara
de huevo se utiliz6 un fiambre de cerdo con 0,2 % clara de huevo y un fiambre de cerdo sin
agregado de proteinas extrinsecas.

Se analizaron sistemas modelo de mezclas de fiambre de cerdo cocido con cantidades entre 0
y 2000 ppm de clara de huevo. Los sistemas modelo analizados fueron: 2000 ppm; 1000 ppm;
500 ppm; 100 ppm; 50 ppm; 25 ppm; 18 ppm; 10 ppm; 7,5 ppm; 5 ppm; 4 ppm; 2 ppm; 1 ppm;
0,5 ppm y O ppm de clara de huevo en fiambre cocido.

3.1.2.3) Muestras provistas por la industria

En el caso de las muestras analizadas para los alérgenos soja y leche, algunas muestras fueron
provistas por la industria. Se informé la composicion y caracteristicas de cada una de las
muestras entregadas.

A continuacion se detalla cada muestra analizada mencionando solo los ingredientes proteicos
y almidones e informacion brindada por la industria.
[amones:
- IJ1: Jamén cocido. Ingredientes: carne de cerdo. Sin agregado de proteinas extrinsecas. No se
puede asegurar la ausencia de contacto cruzado.
- IJ2: Jamén cocido. Ingredientes: carne de cerdo, plasma < 0,5%. No se puede asegurar la
ausencia de contacto cruzado.
- IJ3: Jamon cocido natural. Ingredientes: carne de cerdo; 0,5 % proteina aislada de soja y 0,5 %
proteina concentrada de suero lacteo (WPC 80).
- IJ4: Jamoén cocido natural. Ingredientes: carne de cerdo. Muestra sin agregado de proteinas
extrinsecas pero que puede haber sufrido contacto cruzado.
- IJ5: Jamoén cocido natural. Ingredientes: carne de cerdo. Posible contenido de proteina de
cerdo menor a 1 %. Muestra sin agregado de otras proteinas extrinsecas pero que puede haber
sufrido contacto cruzado.
- IJ6: Jamoén cocido natural. Ingredientes: carne de cerdo. Sin agregado de proteinas extrinsecas.
Se presume que no sufrié contacto cruzado.
Fiambres:
- IF1: Fiambre de pata de cerdo. Ingredientes: carne de cerdo; almidén de trigo 5,3 %; almidon
de mandioca 3,2 %; proteina de soja y plasma.
- IF2: Fiambre de paleta de cerdo. Ingredientes: carne de cerdo; almidén de trigo 6,9 %;
almidén de mandioca 2,1 %; proteina de soja y plasma.
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3.1.2.4) Muestras comerciales

Estas muestras fueron adquiridas en supermercados de la Ciudad de Buenos Aires, Argentina.
A continuacién se detalla la composicion de cada muestra en cuanto a ingredientes proteicos y
almidones que se describen en listado de ingredientes presente en cada uno de los rétulos.
Fiambres:

- CF1: Fiambre de cerdo. Ingredientes: Carne de cerdo.

- CF2: Fiambre de cerdo. Ingredientes: Carne de cerdo y aislado de soja.

- CI3: Fiambre de cerdo. Ingredientes: Carne de cerdo y leche en polvo descremada.
- CF'4: Fiambre de cerdo. Ingredientes: Carne de cerdo y suero lacteo.

- CF5: Fiambre de cerdo. Ingredientes: Carne de cerdo y clara de huevo.

- CF6: Fiambre de cerdo. Ingredientes: Carne de cerdo.

[amones:

- CJ1: Jamén Cocido feteado seleccionado. Ingredientes: Pernil de cerdo.

Embutidos cocidos:

- CE1: Mortadela. Ingredientes: carne vacuna, carne de cerdo, almidon.

- CE2: Mortadela. Ingredientes: carne vacuna, carne de cerdo, almidon, aislado de soja.
- CE3: Salchicha cocida de pollo. Ingredientes: carne de pollo, almidén.

Embutidos secos:

- CE4: Sopressatta. Ingredientes: carne vacuna, gluten de trigo.
- CE5: Chorizo. Ingredientes: carne vacuna, carne de cerdo.
Medallones de carne:

- CM1: Medallén de carne vacuna con soja congelado. Ingredientes: Carne vacuna, proteinas de

soja.
Productos de pescado:

- CP1: Pescaditos de merluza rebozados. Ingredientes: Merluza, rebozador, harina de trigo,
almidon.

- CP2: Medallones de merluza. Ingredientes: Merluza, harina de trigo, almidén.

- CP3: Medallones de merluza rebozados congelados. Ingredientes: Merluza, rebozador, harina
de trigo, almidon.

3.1.2.5) Muestras analizadas en el desarrollo del enzimoinmunoensayo competitivo para
la deteccion/cuantificacion de soja en productos carnicos

3.1.2.5.1) Sistemas modelo con agregado de producto de soja

Los sistemas modelo crudos se elaboraron mezclando en una trituradora carne vacuna picada
comercial con producto de soja de origen industrial en diferentes proporciones, de manera de
obtener los sistemas modelo a analizar. Se analizaron dos sistemas modelo de mezclas de carne
vacuna con 75y 20 ppm de proteina de soja.

3.1.2.5.2) Muestras comerciales

Hamburguesas:
- CH1: Hamburguesa de carne vacuna. Ingredientes: carne vacuna.
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- CH2: Hamburguesa de carne vacuna. Ingredientes: carne vacuna.

- CH3 Hamburguesa de carne vacuna. Ingredientes: carne vacuna.

Embutidos Cocidos:

- CE6: Salchicha cocida. Ingredientes: no se conoce la composicion de esta muestra.

Salazones:
- CS1: Paleta de cerdo cocida. Ingredientes: no se conoce la composicién de esta muestra.

3.1.3) Productos farinaceos con huevo
3.1.3.1) Sistemas modelo de pastas secas con agregado de huevo

Para la elaboraciéon de estos sistemas modelo se utilizaron pastas secas elaboradas con 0,1 %
de huevo entero en polvo y pastas secas sin agregado de huevo. Se molieron y se mezclaron
ambas pastas, en diferentes proporciones, de manera de obtener los sistemas modelo a analizar
en cada caso.

Ambas pastas fueron elaboradas en una industria elaboradora de pastas de la Provincia de
Buenos Aires, Argentina. En la elaboracién de las mismas se empleé un secadero estatico
(capacidad de 13 a 20 kg) para llevar a cabo la etapa de secado, con un diagrama lento y seguro a
baja temperatura (45°-60 °C, 16 hs totales de secado). La curva de temperatura se muestra a

continuacion:

Etapa T (°C) HR (%) | Tiempo (h)
1 50 90 2
2 57 85 3
3 60 80 2
4 55 78 2
5 52 72 2
6 50 68 3
7 45 65 2
Total 16 hs.

En este caso particular, se contd con un generador de vapor para alcanzar las humedades
relativas buscadas.

Se analizaron sistemas modelo de mezclas de pastas secas con cantidades entre 0 y 1000 ppm
de huevo entero. Los sistemas modelo analizados fueron: 1000 ppm, 500 ppm, 100 ppm, 50
ppm, 25 ppm, 10 ppm, 5 ppm y 0 ppm de huevo entero en polvo en pasta seca.

3.1.3.2) Muestras provistas por la industria

Se analizaron 19 productos a base de harina de trigo pan y/o sémola de trigo candeal
provistos por una industria de la Provincia de Buenos Aires, Argentina.

- 6 lotes de fideos de harina de trigo pan (Lotes 1 a 6). Ingredientes: Harina de trigo, sulfato

ferroso, curcuma.

30



3- MATERIALES Y METODOS

- 4 lotes de fideos elaborados con sémola de trigo candeal (lotes 7 a 10). Ingredientes: Sémola de
trigo candeal, espinaca.

- 1 lote de Producto 1 elaborado con productos molidos que contienen harina y sémola (Lote
11). Ingredientes: Harina enriquecida, sémola, espinaca deshidratada, carbonato de calcio,
niacina, hierro, 6xido de zinc, pantotenato de calcio, vitaminas B6, B2, B1 y B12, acido fdlico y
cuarcuma.

- 2 lotes de Producto 2 elaborado con productos molidos que contienen harina y sémola (Lotes

12 y 13). Ingredientes: Harina enriquecida, sémola, zapallo deshidratado, azucar, zanahoria
deshidratada, carbonato de calcio, espinaca deshidratada, niacina, hierro, 6xido de zinc,
pantotenato de calcio, vitaminas B6, B2, B1 y B12, acido fdlico, circuma, rocu y clorofila.

- 2 lotes de Producto 3 elaborado con productos molidos que contienen harina y sémola (Lotes

14 y 15). Ingredientes: Harina enriquecida, sémola, zapallo deshidratado, carbonato de calcio,
niacina, hierro, 6xido de zinc, pantotenato de calcio, vitaminas B6, B2, B1 y B12, acido félico y
curcuma.

- 4 lotes de Producto 4 elaborado con productos molidos que contienen harina y sémola (Lotes
16 a 19). Ingredientes: Harina enriquecida, sémola, carbonato de calcio, niacina, hierro, 6xido de
zing, pantotenato de calcio, vitaminas B6, B2, B1 y B12, acido félico y curcuma.

3.1.3.3) Muestras comerciales

Se analizaron 9 muestras comerciales correspondientes a fideos secos (muestras F1 a F9) que
presentaban en sus respectivos rotulos frases de advertencia sobre la posible presencia de huevo
en su composicion. Las muestras F1, F2 y F3 correspondian a una misma fabrica de pastas
secas (M1), las muestras F4, F5, F6 y F7, correspondian a una segunda fabrica de pastas secas
(M2) y las muestras F8 y F9 correspondian a una tercera fabrica de pastas secas (M3). La fabrica
M1 utilizaba la frase de advertencia: Este producto se elabora en un equipo que procesa pasta al
huevo, la fabrica M2 empleaba la frase: Este producto se elabora en un equipo que procesa
huevo y la fabrica M3 presentaba la frase: Puede contener vestigios de huevo.

- F1: Fideos de sémola de trigo candeal, spaghetti (M1). Ingredientes: Sémola de trigo candeal.

- P2: Fideos secos fortificados con hierro, vitamina Bl y acido félico. Spaghetti (M1).
Ingredientes: Harina de trigo, sulfato ferroso, hierro, niacina, vitamina B1, Vitamina B2, acido
folico, colorante curcuma.

- I3: Fideos semolados fortificados con hierro. Mofios (M1). Ingredientes: Sémola, Harina
enriquecida, Ley 25630 (Harina, hierro 30 mg/kg; acido félico 2,2 mg/kg; Vitamina B1 6,3
mg/kg; Vitamina B2 1,3 mg/kg; niacina 13 mg/kg), hierro.

- F4: TFideos de sémola de trigo candeal y sémola de trigo pan, Foratini (M2). Ingredientes:
Sémola de trigo candeal, sémola de trigo pan.

- B5: Fideos Bavettas (M2). Ingredientes: Harina de trigo enriquecida, Ley 25630 (harina, hierro
30 mg/Kg; acido folico 2,2 mg/Kg; vitamina B1 6,3 mg/Kg; vitamina B2 1,3 mg/Kg niacina 13
mg/Kg).

- F6: Fideos de sémola de trigo candeal y sémola de trigo pan. Spaghetti (M2). Ingredientes:
Sémola de trigo candeal, sémola de trigo pan.

- F7: Fideos Cellentani. (M2). Ingredientes: Harina de trigo enriquecida, Ley 25630 (Harina,
hierro 30 mg/kg; 4cido folico 2,2 mg/kg; Vitamina B1 6,3 mg/kg; Vitamina B2 1,3 mg/kg;
niacina 13 mg/kg) hietro.
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- F8: Fideos secos, spaghetti (M3). Ingredientes: Semolin de trigo pan, semolin de trigo candeal,
agua, colorante natural circuma.
- F9: Fideos secos. Coditos (M3). Ingredientes: Semolin de trigo pan, semolin de trigo candeal,

agua, colorante.

3.1.3.4) Muestras analizadas en el desarrollo del enzimoinmunoensayo competitivo para
la deteccion/cuantificacion de huevo en pastas secas

3.1.3.4.1) Sistemas modelo de pastas secas con agregado de huevo

Para la elaboracion de los sistemas modelo de pastas secas se utilizaron pastas secas
elaboradas con 0,1% de huevo entero en polvo y pastas secas sin agregado de huevo. Se
molieron y se mezclaron ambas pastas en diferentes proporciones de manera de obtener los
sistemas modelo a analizar en cada caso. Ambas pastas fueron elaboradas como se describi6 en
3.1.3.1). Se analizaron dos sistemas modelo de pastas secas con 300 y 150 ppm de proteina de

huevo entero en polvo.

3.1.3.4.2) Muestras comerciales

0: Fideos de sémola de trigo candeal, fussilli. Ingredientes: Sémola de trigo candeal.

1: Fideos de sémola de trigo candeal, fussilli. Ingredientes: Sémola de trigo candeal.

2: Fideos de sémola de trigo candeal, fussilli. Ingredientes: Sémola de trigo candeal.

: Fideos de sémola de trigo candeal, fussilli. Ingredientes: Sémola de trigo candeal.

4: Fideos de sémola de trigo candeal, fussilli. Ingredientes: Sémola de trigo candeal.

"I'J"I'J*TJ"I'J’TJ*‘H
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5 Fideos de sémola de trigo candeal, fussilli. Ingredientes: Sémola de trigo candeal.

*'rj

16: Fideos de sémola de trigo candeal, fussilli. Ingredientes: Sémola de trigo candeal.

3.1.4) Productos farinaceos con soja
3.1.4.1) Sistemas modelo de pastas secas con agregado de soja

Para la elaboracion de los sistemas modelo de pastas secas se utilizaron pastas secas
elaboradas con 0,1 % de producto de soja y pastas secas sin agregado de soja. Se molieron y se
mezclaron ambas pastas en diferentes proporciones de manera de obtener los sistemas modelo
a analizar en cada caso. Ambas pastas fueron elaboradas como se describi6 en 3.1.3.1).

Se analizaron sistemas modelo de mezclas de pastas secas con cantidades entre 0 y 1000 ppm
de producto de soja. Los sistemas modelo analizados fueron: 1000 ppm; 500 ppm; 250 ppm;
100 ppm; 50 ppm; 30 ppm; 20ppm; 10 ppm; 7,5 ppm; 5 ppm; 2,5 ppm y 0 ppm de producto de

soja en pastas secas.
3.1.4.2) Muestras provistas por la industria

Se analizaron 19 productos a base de harina de trigo pan y/o sémola de trigo candeal
provistos por una industria descriptos en 3.1.3.2).
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3.1.4.3) Muestras comerciales

Se analizaron 13 muestras comerciales correspondientes a productos farindceos.
- PF1: Fideos secos fortificados con hierro y calcio. Tallarin. Ingredientes: Semolin de trigo pan,
semolin de trigo candeal, agua, carbonato de calcio, fumarato ferroso, colorante natural:
curcuma.
- PF2: Fideos de semolin de trigo pan coloreados con circuma. Spaghetti. Ingredientes: Semolin
de trigo pan, agua y curcuma (colorante natural).
- PI3: Fideos secos. Penne Rigatte. Ingredientes: Sémola de trigo candeal, sémola de trigo pan.
- PF4: Fideos de sémola de trigo candeal fortificados con vitaminas A, B1, B2, B6, B9, B12, D,
hierro y zinc. Tirabuzén. Ingredientes: Sémola de trigo candeal, fumarato ferroso, 6xido de zinc,
riboflavina, vitamina B6, tiamina, vitamina A, acido fdlico, vitamina D, vitamina B12.
Muestras PF5, PF6, PF7, PF8, PF9, PF10: Harina de trigo.
- PF11: Premezcla para preparar tortas fritas. Ingredientes: Harina enriquecida, sal, aceite

vegetal hidrogenado, leudantes quimicos.

- PF12: Premezcla para pizza. Ingredientes: Harina tipo 0000 enriquecida; oleomargarina; sal;
azucar; leudantes quimicos INS 5001, 5411, 3411; saborizante a pizza; fosfato tricalcico; hierro;
vitamina Bo0.

- PF13: Producto en polvo a base de harina de trigo, cebada, avena, maiz, arroz, vitaminas y
minerales, para lactantes a partir de los 6 meses de vida y nifios de la primera infancia.
Ingredientes: Harina de trigo, aztcar, agua, harina de cebada, extracto de malta, harina de avena,
harina de maiz, harina de arroz, carbonato de calcio, fosfato disédico, Cultivos Bifidus
(Bifidobacterium Lactis), vitaminas (A, D, E, C, Niacina, Acido pantoténico, B1,B6, Acido
félico, Biotina), sulfato de zinc, fumarato ferroso, aromatizante (vainillina).

3.1.4.4) Muestras analizadas en el desarrollo del enzimoinmunoensayo competitivo para
la deteccion/cuantificacion de soja en pastas secas

3.1.4.4.1) Sistemas modelo de pastas secas con agregado de soja

Para la elaboracion de los sistemas modelo de pastas secas se utilizaron pastas secas
elaboradas con 0,1% de producto de soja y pastas secas sin agregado de soja. Se molieron y se
mezclaron ambas pastas en diferentes proporciones de manera de obtener los sistemas modelo
a analizar en cada caso. Ambas pastas fueron elaboradas como se describi6 en 3.1.3.1).

Se analizaron dos sistemas modelo de mezclas de pastas secas con 300 y 150 ppm de proteina
de producto de soja.

3.1.4.4.2) Muestras comerciales
7: Fideos secos. Ingredientes: semolin de trigo pan.

8: Fideos secos. Ingredientes: semolin de trigo pan.
: Fideos secos. Ingredientes: semolin de trigo pan.

’TJ’TJ’TJ’TJ
o

: Fideos secos. Ingredientes: semolin de trigo pan.

21 Fideos secos. Ingredientes: semolin de trigo pan.

I

EEE

2: Fideos secos. Ingredientes: semolin de trigo pan.
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- F23: Fideos secos. Ingredientes: sémola de trigo candeal.
- F24: Fideos secos. Ingredientes: sémola de trigo candeal.

3.2) Métodos

3.2.1) Tratamiento de las muestras para su analisis electroforético y por
Inmunoblotting

Los productos carnicos fueron homogeneizados en una procesadora y los productos
farinaceos (pastas secas) fueron homogeneizados en un molinillo.

3.2.1.1) Desgrasado/Deshidratado

Los productos carnicos fueron desgrasados/deshidratados con acetona. Se pesaron 10 g de
muestra. Bl desgrasado/deshidratado de los sistemas modelo y de las muestras comerciales,
previamente picados y pesados, se realiz6 2 veces con 100 mL de acetona por agitaciéon en
homogeneizador VirTis modelo 23, durante 5 minutos a velocidad media. La separaciéon de la
acetona se realizé por volcado dejando que el residuo sélido sedimente previamente (Olivera
Carrion M, 1988). El residuo obtenido se sec6 bajo lampara (150W). Las muestras desgrasadas y
secas fueron molidas hasta una granulometria de 35 mesh para la extracciéon de proteinas

(Lopez L, 2000).
3.2.1.2) Extraccion de proteinas totales

Se realizé con Buffer Tris (hidroximetil) aminometano (Ttis) — HCI 0,0625 M (pH: 6,8) con 3
% de dodecilsulfato de sodio (SDS) y 2 % de 2-mercaptoetanol (2-ME). Este corresponde a la

solucion extractiva de proteinas totales.
Las materias primas proteicas descriptas en 3.1.1) se utilizaron como controles.

Para la extraccion de proteinas totales se pesaron alicuotas de las muestras desgrasadas y secas
de manera que la concentracion final en el extracto fuera de 5 a 15 mg de proteinas por mL de
solucién extractiva. Se agregaron 2 mL de la solucién extractiva y se agité con varilla. Se
calentaron los tubos en bafio de agua a 100°C durante 5 minutos. Aproximadamente
transcurridos 2 minutos en el bafio se volvid a agitar con varilla enérgicamente. Se trasvasé el
contenido de los tubos de extracciéon a tubos de plastico y se centrifugaron. Los productos
carnicos se centrifugaron a 3000 rpm durante 15 minutos y los productos farinaceos a 11000
rpm durante 15 minutos a 20°C. Los sobrenadantes se trasvasaron a tubos Eppendotf y se
conservaron a — 20°C hasta su analisis (Olivera Carrién M, 1988; Lopez L, 2000).

3.2.1.3) Extraccion de proteinas solubles en isopropanol 55° + 2% de 2-mercaptoetanol
(ISO 55°+ 2ME)

Se utilizé como control leche en polvo descremada.
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Se pesaron en los recipientes de extraccion 350 mg de productos carnicos molidos y
desgrasados/deshidratados y 50 mg de leche en polvo. Se agregaron 2 mL ISO 55° + 2ME. Se
agitaron en homogeneizador VirTis modelo 23 durante 5 minutos a velocidad media, se
dejaron 60 minutos en reposo y se volvieron a agitar 5 minutos mas. Se trasvaso el contenido
de los recipientes de extraccion a tubos de plastico y se centrifugaron a 3000 rpm durante 15
minutos. Los sobrenadantes se trasvasaron a tubos Eppendorf y se analizaron el mismo dia de
la extraccion (Lopez L, 2000).

3.2.2) Metodologia
3.2.2.1) SDS-PAGE

Se utiliz6 el sistema de Laemmli (Laemmli U, 1970). Se trabajé con geles de poliacrilamida en
sistema discontinuo, con gel de separacion (poro fino) y gel de concentraciéon (poro grueso). El
gel de separacion se prepard con 10 % de acrilamida en una solucién 1,5 M Tris-CIH con 0,4 %
de SDS (pH 8,8). El gel de concentracion se prepard con 3 % de acrilamida en una solucién 0,5
M de Tris-CIH con 0,4 % de SDS (pH 6,8). Se utiliz6 como buffer de corrida: 0,025 M Tris;
0,192 M glicina; 0,1 % SDS; pH: 8,3.

Para la siembra de los extractos de proteinas totales y de proteinas solubles en ISO 55°+ 2-
ME se realizaron en cada caso las siguientes mezclas:
- 1 volumen de extracto de proteinas totales de la muestra + 1/2 volumen de glicerina 50 % +
1/2 volumen de solucion de azul de bromofenol (0,001 % en agua).
- 1 volumen de extracto de proteinas solubles en ISO 55° + 2-ME de la muestra + 1 volumen
de glicerina 50 % + 1/10 volumen de solucién de azulde bromofenol (0,001 % en agua).
Las alicuotas sembradas de los extractos de proteinas totales fueron 5 pl. El volumen de

siembra de los extractos de ISO 55°+ 2ME fue de 15 pL para los sistemas modelos y para las

muestras y 5 plL para los controles.

Las corridas electroforéticas se realizaron utilizando cubas electroforéticas Mini protean 3
Cell de Bio Rad y Tetra Cell de Bio Rad y fuente de poder Power Pac 300 de Bio Rad durante
45 a 55 minutos a 180 volts. La tincién de las placas se realizé con Coomassie Brilliant Blue R
250 al 0,1 % en solucién metanol 40 % y acido acético 10 % (solucién colorante) durante 30
minutos. La destincion de las placas se realizé por difusion con etanol 40 % vy acido acético 10
% (solucion decolorante) en 2 periodos de 20 minutos cada uno. Se descartaron las soluciones
decolorantes utilizadas. En todos los casos las placas se conservaron en solucién de acido
acético 7% con unas gotas de soluciéon colorante hasta su densitometria, posteriormente se
secaron en Gelair Dryer de Bio Rad. Las placas desecadas se conservaron en sobres de papel.

Las resoluciones proteicas obtenidas se densitometraron por transmisién con equipo
Shimadzu Dual - Wavelength Chromatogram Scanner Model CS - 910. Se trabajé con longitud
de onda de maxima absorcién de 550 nm y de minima absorcidn, utilizada como referencia, de
400 nm. La adquisicion de datos se realiz6 con el programa Chromatography Station CSW de
DataApex Ltd. (Lopez L, 2000). En todos los casos se trabajé por duplicado.
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3.2.2.2) Obtencién de Anticuerpos primarios utilizados en Inmunoblotting y en los
enzimoinmunoensayos desarrollados

Se empleo antisuero policlonal obtenido en conejos inmunizados con leche bovina o extracto

de soja, obtenidos segin Rozenfeld P et al, 2002. Se inocularon conejos NZW con 100 pg de
proteina de leche bovina o proteina de soja emulsificadas con adyuvante de Freund completo.
Se administraron cada tres semanas una serie de cuatro inyecciones (50 pg) del mismo antigeno
emulsificado en adyuvante de Freund incompleto. El titulo del anticuerpo se determiné por
ELISA indirecto. Estos antisueros policlonales fueron proporcionados por el Doctor Guillermo
Docena del Instituto de Estudios Inmunolégicos y Fisiopatoldgicos IIFP, Facultad de Ciencias
Exactas, Universidad Nacional de La Plata.

Para la deteccién de huevo se empleé antisuero policlonal obtenido en conejos inmunizados
con una solucién que contenia huevo sin tratamiento y con diferentes tratamientos. Se preparo
una solucién de huevo en polvo en PBS (Img/mlL) y se separd en tres porciones: una porcioén
sin tratar, otra porcion se calent6 a 60°C 2 horas y la dltima a 100 °C 1 minuto. Se combinaron
las tres porciones y se continué con el protocolo de obtenciéon de anticuerpos citado
anteriormente. Hste antisuero policlonal fue proporcionado por el Doctor Gustavo Polenta del
Laboratorio de Compuestos Proteicos, Instituto de Tecnologia de Alimentos, Centro de
Investigacion de Agroindustria, Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria (INTA).

3.2.2.3) Inmunoblotting

Se realiz6 la separacion electroforética por SDS-PAGE como se describié en 3.2.2.1). Luego
se realizo la transferencia de las proteinas desde el gel hacia la membrana de nitrocelulosa, segun
Towbin H et al, 1979, mediante el sistema comercial de Bio-Rad. Previamente se hidrataron los
geles, los filtros, las membranas previamente cortadas y los pads, durante 20 minutos con el
buffer de transferencia (25 mM Tris, 192 mM Glicina, 20% v/v metanol, pH 8,3).
Posteriormente se prepard el saindwich de gel en el casete, el cual se colocd en el médulo de
transferencia. Este médulo se coloco junto con una unidad de frio en la cuba, llenando la
misma con el buffer. Se realiz6 la transferencia durante 60 minutos a 100 V y 350 mA, con
agitacion. A continuacion las membranas fueron bloqueadas con 7 mL de solucién de bloqueo,
que contiene 1,2 g de plasma porcino disuelto en 30 mL de solucién TBS-Tween 20 (0,05 M
Tris; 0,15 M NaCl; pH: 7,5 con 0,125 % v/v Tween 20). Se incubé durante 30 minutos con
agitacion. Se agregaron 5,8 uL del antisuero policlonal obtenido en conejos especifico de la
proteina en estudio (anticuerpo primario) y se incubd 1 hora y 30 minutos con agitacion.
Posteriormente se descartd la solucion y se lavéd 3 veces, durante 5 minutos cada vez, con 7
mL de solucién TBS-Tween 20, con agitacién. Se agregaron 7 mL de soluciéon de bloqueo y 15
uL del anticuerpo secundario (Anti IgG conjugado con fosfatasa alcalina de Bio-Rad). Se agité
1 hora 30 minutos. Se lavé 3 veces durante 5 minutos cada vez con 7 mL de solucién TBS-
Tween 20, con agitacion. La solucion fue descartada y se tifié la membrana con 7 mL de
reactivo colorante de BIO-RAD (Alkaline Phospatase conjugate substrate kit, Catalog Number
170-6432). L.a misma se dejé reposar durante 7 minutos. Finalmente se lavé tres veces, durante
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3 minutos cada vez, con 7 mL de agua destilada, con agitaciéon. L.as membranas se conservaron
entre papeles absorbentes.

3.2.2.4) ELISA con kits comerciales

Para la determinaciéon por el método ELISA de la presencia de proteinas de soja, leche o
huevo se utilizaron diferentes kits comerciales:

Para leche:

Neogen Veratox® for Total Milk Allergen, R-Biopharm RIDASCREEN®FAST Milk, R-
Biopharm RIDASCREEN® FAST B-Lactoglobulin, R-Biopharm RIDASCREEN®FAST
Casein.

Para Soja:
Neogen ELISA Alert® for Soy, Neogen Veratox® for Soy Allergen, Romer AgraQuant® Soy
Assay, R-Biopharm RIDASCREEN®FAST Soya.

Para huevo:
R-Biopharm RIDASCREEN® FAST Ei/Egg Protein, Neogen Veratox® for Egg Allergen,
Romer AgraQuant® Egg white Assay.

Todas las muestras se analizaron por duplicado siguiendo los protocolos de trabajo de cada
uno de los kits, los que se describen a continuacién:

- Neogen, Veratox® for Total Milk Allergen: (Codigo: 8470)

Se trabaj6é con un kit comercial desarrollado por Neogen, Veratox® para leche total. Este
consiste en un ELISA sandwich para el analisis cuantitativo de proteinas de la leche, suero y
caseina en alimentos (Neogen Veratox® For Total Milk Allergen, 2011).

El limite de deteccién del kit es de 1 ppm de leche en polvo descremada y el rango de
cuantificacion: 2,5-25 ppm de leche en polvo descremada.

Extraccién de proteinas:

1. Se preparé la solucion de extraccion 10 mM PBS. La misma fue precalentada a 60°C.

2. Se tomd una cantidad representativa de muestra molida previamente, de la cual se pesaron 5 g
en frascos estériles.

3. Una cucharada de aditivo de extraccion de leche (el kit no detalla la composicion del aditivo)
se agrego en cada frasco con muestra y 125 mL de la solucion de extraccion a 60°C.

4. Se extrajo por agitacion en bafio de agua a 60°C por 15 minutos.

5. Luego se mantuvo durante 5 minutos en reposo.

0. Se transfirieron 2 mL de sobrenadante con una micropipeta a tubos Eppendorf.

Curva de calibracién

Se trabajé con cinco puntos de la curva con las siguientes concentraciones de leche en polvo
descremada: O ppm; 2,5 ppm; 5 ppm; 10 ppm; y 25 ppm.
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Procedimiento del test:

1. Antes de iniciar el test se asegur6 que el kit y todos los reactivos del mismo se encontraran a

temperatura ambiente (18-30°C). Se agregaron 100 pl. de cada solucion estandar y de muestra
en los respectivos pocillos y se incubaron durante 10 minutos a temperatura ambiente (18-
30°C).

2. Se descartd el liquido de los pocillos y se lavé con solucion buffer de lavado que provee el kit,
esto se repitio 5 veces.

3. Se agregaron 100 pL del anticuerpo anti leche unido a una enzima, en cada pocillo y se
incubaron durante 10 minutos a temperatura ambiente (18-30°C) en oscuridad.

4. Se descart6 el liquido de los pocillos y se lavo 5 veces con soluciéon buffer de lavado provista
por el kit.

5. Se agregaron 100 pL de la solucién de sustrato cromégeno provista por el kit en cada
pocillo y se incubaron por 10 minutos a temperatura ambiente (18-30°C) en oscuridad. El kit no
detalla la composicion del sustrato cromogeno.

6. Finalmente se agregaron 100 pL de la solucién stop (acido sulfirico 1N)

7. Se midi6 la absorbancia en un lector de ELISA con un filtro de 650 nm (lector de
microplacas de ELISA RT-2100C, Rayto).

Resultados

Se utilizé un software especial Neogen’s Log/Logit softwate provisto por Neogen. La
concentracién de leche en polvo descremada se determiné usando la curva de calibracion
provista por el kit.

- RIDASCREEN?® FAST Milk: (Art. N° 4652)
Se trabajé con un kit comercial desarrollado por R-Biopharm. Este consiste en un ELISA

sandwich para el analisis cuantitativo de proteinas de leche en productos que contengan suero,
leche o leche en polvo (R-Biopharm RIDASCREEN®FAST Milk, 2011).

El limite de deteccion del test es de 0,7 ppm de proteina de leche y el limite de cuantificacion
de 2,5 ppm de proteina de leche.

Extraccién de leche:

1. Se tom6 una cantidad representativa de muestra molida previamente, de la cual se pesé 1 g en
frascos estériles y se agregaron 4 mL de la solucién de extraccion 2 (el kit detalla que contiene
betamercaptoetanol en su composicion). Se agité y colocd durante 10 minutos a 100°C en bafio
de agua.

2. Se dej6 enfriar. Se agregaron 16 mL de buffer de extraccién de alérgenos conteniendo aditivo
1 (el kit no detalla la composicién del buffer de extraccién de alérgeno ni del aditivo) a cada
muestra cocida.

3. Se extrajo durante 10 minutos a 60°C en bafio de agua con agitacion.

4. Se enfriaron las muestras con agua helada y se centrifugé por 10 minutos a 4000 rpm.

5. Las muestras fueron diluidas 1:5 con la solucién buffer de extraccién de alérgenos, sin el
agregado de aditivo 1.
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Curva de calibracion

Se trabajé con cinco puntos de la curva con las siguientes concentraciones de proteina de
leche: 0 ppm; 2,5 ppm; 7,5 ppm; 22,5 ppm; y 67,5 ppm.

Procedimiento del test:

1. Antes de iniciar el test se asegur6 que el kit y todos los reactivos del mismo se encontraran a
temperatura ambiente. Se agregaron 100 pL. de cada solucién estandar y de cada muestra en los
respectivos pocillos y se incubaron durante 10 minutos a temperatura ambiente (20-25°C).

2. Se descart6 el liquido de los pocillos y se lavo con 250 pL de solucién buffer de lavado que
provee el kit (el kit no detalla la composicion de dicha solucion). Esto se repitié 5 veces.

3. Se agregaron 100 pL del anticuerpo conjugado con peroxidasa en cada pocillo (el kit no
detalla la composicién de dicha solucién) y se incubaron durante 10 minutos a temperatura
ambiente (20-25°C) en oscuridad.

4. Se descarto el liquido de los pocillos y se lavo 5 veces con 250 pL. de solucion buffer de
lavado.

5. Se agregaron 100 pL de la solucién de sustrato cromoégeno en cada pocillo y se incubaron por
10 minutos a temperatura ambiente (20-25°C) en oscuridad. El kit no detalla la composicion del
sustrato cromogeno.

0. Se agregaron 100 pl. de la solucién stop (acido sulfurico 1N)

7. Se midi6 la absorbancia en un lector de ELISA con un filtro de 450 nm.

Resultados

Se utiliz6 un software especial RIDA®SOFT Win, provisto por R-Biopharm. La
concentracién de proteinas de leche en la muestra se determiné usando la curva de calibracion
de estandar de proteinas de leche de concentracién conocida.

- RIDASCREEN® FAST Blactoglobulin: (Art. N°: R4902)

Se trabajé con un kit comercial desarrollado por R-Biopharm. Este consiste en un ELISA
sandwich para el analisis cuantitativo de proteinas nativas y procesadas en productos que
contengan suero, leche o leche en polvo (R-Biopharm RIDASCREEN® FAST §-
Lactoglobulin, 2011).

El limite de deteccion del test es de 0,19 ppm de Blactoglobulina y el limite de cuantificacién
de 0,5 ppm de Blactoglobulina.

Extraccion de Blactoglobulina:

1. Se tomé una cantidad representativa de muestra molida previamente, de la cual se pesé 1 gen
frascos estériles y se agregaron 4 mlL de la soluciéon de extraccion 2 (el kit no detalla la
composicion de la solucion), se agitd y colocd durante 10 minutos a 100°C en bafio de agua.

2. Se dej6 enfriar. Se agregaron 16 mL de solucién buffer de extracciéon de alérgeno
conteniendo aditivo 1 a cada muestra cocida (el kit no detalla la composiciéon de estos
reactivos). Se extrajo durante 10 minutos a 60°C en bafio de agua con agitacion.

3. Se enfriaron las muestras con agua helada y se centrifugd por 10 minutos a 4000 rpm.
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4. Las muestras fueron diluidas 1:5 con la soluciéon buffer de extracciéon de alérgenos, sin el
agregado de aditivo 1.

Curva de calibracion

Se trabajé con cinco puntos de la curva con las siguientes concentraciones de Blactoglobulina: 0

ppm; 0,5 ppm; 1,5 ppm; 4,5 ppm; y 13,5 ppm.

Procedimiento del test:

1. Antes de iniciar el test se asegurd que el kit y todos los reactivos del mismo se encontraran a
temperatura ambiente. Se agregaron 100 puL. de cada solucién estandar y de cada muestra en
los respectivos pocillos y se incubaron durante 10 minutos a temperatura ambiente (20-25°C).

2. Se descart6 el liquido de los pocillos y se lavo con 250 pL de solucién buffer de lavado que
provee el kit (el kit no detalla la composiciéon de esta solucion). Esto se repiti6 3 veces.

3. Se agregaron 100 pL del anticuerpo anti Blactoglobulina unido a peroxidasa en cada pocillo y
se incubaron durante 10 minutos a temperatura ambiente (20-25°C) en oscuridad.

4. Se descarto el liquido de los pocillos y se lavo 3 veces con 250 pL. de solucion buffer de
lavado.

5. Se agregaron 100 pL de la solucion de sustrato cromoégeno en cada pocillo y se incubaron por
10 minutos a temperatura ambiente (20-25°C) en oscuridad. El kit no detalla la composicion del
sustrato cromogeno.

0. Se agregaron 100 pL de la soluciéon stop (acido sulfarico 1N).
7. Se midi6 la absorbancia en un lector de ELISA con un filtro de 450 nm.

Resultados
Se utiliz6 un software especial RIDA®SOFT Win, provisto por R-Biopharm. La

concentracién de Plactoglobulina en la muestra se determiné usando la curva de calibracién de

estandar de PBlactoglobulina de concentracién conocida.

- RIDASCREEN® Fast Casein: (Art. N° 4612)
Se trabajé con un kit comercial desarrollado por R-Biopharm. Este consiste en un ELISA

sandwich para el analisis cuantitativo de caseina en alimentos (R-Biopharm
RIDASCREEN®FAST Casein, 2011).

El limite de deteccion del test es de 0,12 ppm de caseinas y el limite de cuantificacién de 0,5
ppm de caseinas.

Extraccién de caseina:

1. Se tom6 una cantidad representativa de muestra molida previamente, de la cual se pes6 1 g en
frascos estériles, a la misma se le agregaron 20 mL del buffer de extraccién calentado a 60°C
provisto por el kit. El kit no detalla la composiciéon de dicha solucion.

2. Se mezcld y se extrajo por 10 minutos a 60°C con agitacion.

3. Se centrifugd 10 minutos a 4000 rpm.

4. Se transfirieron 2 mlL. de sobrenadante con una micropipeta a tubos Eppendorf.
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Curva de calibracion

Se trabaj6 con cinco puntos de la curva con las siguientes concentraciones de caseina: 0 ppm;

0,5 ppm; 1,5 ppm; 4,5 ppm; y 13,5 ppm.

Procedimiento del test:

1. Antes de iniciar el test se aseguréd que el kit y todos los reactivos del mismo se encontraran a
temperatura ambiente. Se agregaron 100 pL de cada solucién estandar y de cada muestra en los
respectivos pocillos y se incubaron durante 10 minutos a temperatura ambiente (20-25°C).

2. Se descart6 el liquido de los pocillos y se lavé con 250 plL de solucién buffer de lavado que
provee el kit (el kit no detalla la composicion de dicha solucion). Esto se repitié 5 veces.

3. Se agregaron 100 pL del anticuerpo anti casefna unido a peroxidasa en cada pocillo y se
incubaron durante 10 minutos a temperatura ambiente (20-25°C) en oscuridad.

4. Se descart6 el liquido de los pocillos y se lavo 5 veces con 250 L. de solucién buffer de
lavado provista por el kit.

5. Se agregaron 100 pL de la solucién de sustrato cromégeno provista por el kit en cada pocillo
y se incubaron por 10 minutos a temperatura ambiente (20-25°C) en oscuridad. El kit no detalla
la composicién del sustrato cromogeno.

6. Finalmente se agregaron 100 pL de la solucién stop (acido sulfarico 1N).

7. Se midio la absorbancia en un lector de pocillos con un filtro de 450 nm.

Resultados

Se utiliz6 un software especial RIDA®SOFT Win, provisto por R-Biopharm. La
concentracion de caseina en la muestra se determiné usando la curva de calibracion de estandar
de caseina de concentracién conocida.

- Neogen, ELISA Alert for Soy (Codigo: 8491)
Se trabaj6é con un kit comercial desarrollado por Neogen. La técnica consiste en un test de
tipo cualitativo, para la deteccién de soja en alimentos (Neogen ELISA Alert® for Soy, 2009).

Extraccién de proteinas de soja:

1. Se prepar6 la solucion de extraccion (10 mM PBS). Esta soluciéon de extracciéon fue
precalentada a 60°C.

2. Se tomd una cantidad representativa de muestra molida previamente, de la cual se pesaron 5 g
en frascos estériles. Se agregd una cucharada de aditivo de extraccion de soja (el kit no detalla la
composicion del aditivo) y 125 mL de la solucién de extraccion a 60°C en cada frasco. Se
extrajo por agitacion en bafio de agua a 60°C por 15 minutos.

3. Se mantuvo durante 5 minutos en reposo, para luego centrifugar a 4000 rpm 10 minutos. Se
transfirié 1 mL del sobrenadante con una micropipeta a frascos proporcionados por el kit.

Controles:
Se utilizaron dos controles positivos con 5 ppm y con 10 ppm de harina de soja.

Procedimiento del test:

41



3- MATERIALES Y METODOS

1. Antes de iniciar el test se asegur6 que el kit y todos los reactivos del mismo se encontraran a
temperatura ambiente (18-30°C). Se mezcld cada reactivo antes de su uso y se agregaron tres
gotas de los controles y de las muestras en los respectivos pocillos, se agité por 20 segundos,
para luego incubar los pocillos por 10 minutos a temperatura ambiente (18-30°C).

2. Se descart6 el contenido de los pocillos y empleando solucién buffer de lavado (10mM PBS
Tween) se lavaron los pocillos 10 veces.

3. Luego se agregaron tres gotas del conjugado provisto por el kit a cada pocillo, se mezcld
durante 20 segundos y se incubd por 10 minutos a temperatura ambiente (18-30°C).

4. Se descart6 el contenido de los pocillos y empleando solucion buffer de lavado se lavaron los
pocillos 10 veces.

5. Tres gotas del sustrato provisto por el kit se agregaron a cada pocillo. Se mezclé durante 20
segundos y se incub6 10 minutos a temperatura ambiente (18-30°C). El kit no detalla la
composicion del sustrato cromogeno.

0. Finalmente se agregaron tres gotas de la solucién Stop (acido sulfurico 1N) a cada pocillo, se
mezcl6 por 20 segundos, para finalmente leer los resultados.

Interpretacién de resultados

Si bien la interpretaciéon de los resultados puede realizarse visualmente, se midié la
absorbancia de los diferentes pocillos en un lector de ELISA con un filtro de 650 nm. Los
resultados se obtuvieron comparando con los pocillos control que contenian 5 y 10 ppm de
harina de soja. Sila muestra tenfa una densidad éptica mayor que el pocillo control de 10 ppm,
la muestra fue considerada positiva con valores mayores a 10 ppm. Si la muestra tenfa una
densidad optica intermedia entre las de los controles de 5 y 10 ppm de harina de soja, la muestra
fue considerada positiva con valores entre 5y 10 ppm de harina de soja. Si la muestra tenia
una densidad Optica menor que el pocillo control de 5 ppm, la muestra fue considerada
negativa.

- Neogen Veratox® quantitative Soy Allergen test: (Codigo: 8410)

Se trabaj6 con un kit comercial desarrollado por Neogen. Dado que este kit se modificd
durante el desarrollo de esta tesis doctoral, para algunos productos se utilizé un kit comercial
del afio 2011, y para otros productos se utilizd el kit que actualmente se encuentra en el
mercado. Consiste en un ELISA sandwich para el analisis cuantitativo de soja en alimentos
(Neogen Veratox® quantitative Soy Allergen test, 2014).

Este test detecta proteinas de soja y los resultados se expresan como ppm de aislado de
proteina de soja o ppm de harina de soja (2011 y actual, respectivamente). El limite de
cuantificacién del kit del 2011 era de: 10 ppm de aislado de soja y el rango de cuantificacion era
de 10-100 ppm. En el caso del kit actual es de: 2,5 ppm de harina de soja y el rango de
cuantificacién es de 2,5-25 ppm.

Extraccién de soja:

1. Se preparé la solucion de extraccion (10 mM PBS). La misma fue precalentada a 60°C
2. Se tomd una cantidad representativa de muestra molida previamente, de la cual se pesaron 5 g
en frascos estériles.
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3. Una cucharada de aditivo de extraccién de soja se agregd en cada frasco con muestra (el kit
no detalla la composicion del aditivo) y 125 mL de la solucién de extraccion a 60°C.

4. Se extrajo por agitacion en bafio de agua a 60°C por 15 minutos.

5. Luego se mantuvo durante 5 minutos en reposo.

0. Se transfirieron 2 mL de sobrenadante con una micropipeta a tubos Eppendort.

Curva de calibracion

Se trabajé con cinco puntos de la curva:
- Kit del 2011 concentraciones de aislado de soja: 0 ppm; 10 ppm; 25 ppm; 50 ppm; y
100 ppm.
- Kit actual concentraciones de harina de soja: 0 ppm; 2,5 ppm; 5 ppm; 10 ppm y 25 ppm.

Procedimiento del test:

1. Antes de iniciar el test se asegur6 que el kit y todos los reactivos del mismo se encontraran a
temperatura ambiente (18-30°C). Se agregaron 100 pL. de cada solucion estandar y de cada
muestra en los respectivos pocillos y se incubaron durante 10 minutos a temperatura ambiente
(18-30°C).

2. Se descart6 el liquido de los pocillos y se lavd 5 veces con solucién buffer de lavado que
provee el kit.

3. Se agregaron 100 pL del anticuerpo conjugado en cada pocillo (el kit no detalla la
composicion de dicha solucion) y se incubaron durante 10 minutos a temperatura ambiente (18-
30°C) en oscuridad.

4. Se descart6 el liquido de los pocillos y se lavé 5 veces con solucion buffer de lavado.

5. Se agregaron 100 pL de la solucién de sustrato cromoégeno en cada pocillo y se incubaron por
10 minutos a temperatura ambiente (18-30°C) en oscuridad. El kit no detalla la composicién del
sustrato cromogeno.

6. Se agregaron 100 pL de la solucién stop (acido sulfarico 1N).

7. Se midi6 la absorbancia en un lector de ELISA con un filtro de 650 nm.

Resultados
Se utilizé un software especial Neogen’s Log/Logit software provisto por Neogen. La
concentracion de aislado de soja o de harina de soja se determiné usando la curva de calibracion

provista por el kit.

- Romer AgraQuant® Soy Assay: (COKAL(0448)

Se trabaj6 con un kit comercial desarrollado por Romer. La técnica consiste en un
enzimoinmunoensayo tipo sandwich cuantitativo, que determina la presencia de soja en
alimentos (Romer AgraQuant® Soy Assay, 2011). Este kit determina la presencia de soja en
los alimentos a través de anticuerpos especificos contra una proteina inhibidora de tripsina de

soja (STT).
El limite de deteccion del test es de 16 ppb de Inhibidor de Tripsina de soja y el limite de

cuantificacién de 40 ppb de Inhibidor de Tripsina de soja. El rango de cuantificacion: 40-1000
ppb de Inhibidor de Tripsina de soja.
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Extraccién de Soia:

1. Se tomé una cantidad representativa de muestra (5 g) y se homogeneiz6 en un molinillo o
procesadora, de la cual se pesé 1 g en frascos estériles y se agregaron 20 mL de la solucion de
extraccion diluida previamente (el kit no detalla la composiciéon de dicha solucion).

2. Se agité y colocod durante 15 minutos a 60°C en bafio de agua.

3. Se centrifugd por 10 minutos a 4000 rpm.

Curva de calibracién

Se trabaj6 con cinco puntos de la curva con las siguientes concentraciones de Inhibidor de
Tripsina de soja: 0 ppb; 40 ppb; 100 ppb; 400 ppb; y 1000 ppb.

1. Se agregaron 100 pL. de cada solucién estandar y de cada muestra en los respectivos pocillos
y se incubaron durante 20 minutos a temperatura ambiente (20-25°C).

2. Se descart6 el liquido de los pocillos y se lavé llenando los pocillos con solucion buffer de
lavado que provee el kit (el kit no detalla la composicion de dicha solucién). Esto se repitié 5
veces.

3. Se agregaron 100 pl del conjugado (el kit no detalla la composicion de dicha solucién) en
cada pocillo y se incubaron durante 20 minutos a temperatura ambiente (20-25°C).

4. Se descarto6 el liquido de los pocillos y se lavé llenando los pocillos con solucion buffer de
lavado que provee el kit. Esto se repitié 5 veces.

5. Se agregaron 100 pL de la solucion de sustrato cromoégeno en cada pocillo y se incubaron por
20 minutos a temperatura ambiente (20-25°C) en oscuridad. El kit no detalla la composicion del
sustrato cromogeno.

0. Se agregaron 100 pL de la soluciéon stop (acido sulfarico 1N).

7. Se midio la absorbancia en un lector de ELISA con un filtro de 450 nm.

Resultados:

Se utiliz6 un software especial provisto por Romer Labs®. La concentracién de Inhibidor de
Tripsina de soja en la muestra se determind usando la curva de calibracién de estandar de
Inhibidor de Tripsina de soja de concentracion conocida. Los resultados se expresan en ppb de
inhibidor de Tripsina de soja.

- R-Biopharm RIDASCREEN®FAST Soya: (Art. N°: R7102)
Se trabajé con un kit comercial desarrollado por R-Biopharm. Este consiste en un ELISA

sandwich  para el analisis cuantitativo de soja en alimentos (R-Biopharm
RIDASCREEN®FAST Soya, 2011).

El limite de deteccion del test es de 0,31 ppm de proteina de soja y el limite de cuantificacién
de 2,5 ppm de proteina de soja.

Extraccién de soja:

1. Se tom6 una cantidad representativa de muestra molida previamente, de la cual se pes6é 1 g en
frascos estériles y se agregaron 2,5 mL de la solucién de extraccion 2 (el kit detalla que contiene
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betamercaptoetanol en su composicién) provista por el kit y 17,5 ml del buffer de extraccion
diluido (el kit no detalla la composiciéon de dicha solucién) calentado a 60 °C. Se agit6 y colocd
durante 10 minutos a 100°C en bafio de agua.

2. Se enfriaron las muestras con agua helada y se centrifugd por 10 minutos a 4000 rpm.

3. Las muestras fueron diluidas 1:5 con la solucién buffer de extraccion de alérgenos.

Curva de calibracion

Se trabajé con cinco puntos de la curva con las siguientes concentraciones de proteina de soja:

0 ppm; 2,5 ppm; 5 ppm; 10 ppm; y 20 ppm.

Procedimiento del test:

1. Antes de iniciar el test se asegurd que el kit y todos los reactivos del mismo se encontraran a
temperatura ambiente. Se agregaron 100 pl. de cada solucion estandar y de cada muestra en los
respectivos pocillos y se incubaron durante 10 minutos a temperatura ambiente (20-25°C).

2. Se descart6 el liquido de los pocillos y se lavo con 250 pL de solucion buffer de lavado que
provee el kit (el kit no detalla la composiciéon de dicha soluciéon). Esto se repitié 5 veces.

3. Se agregaron 100 pL del anticuerpo conjugado con peroxidasa en cada pocillo y se incubaron
durante 10 minutos a temperatura ambiente (20-25°C) en oscuridad.

4. Se descarto el liquido de los pocillos y se lavé 5 veces con 250 pL. de solucion buffer de
lavado.

5. Se agregaron 100 pL de la solucién de sustrato cromoégeno en cada pocillo y se incubaron por
10 minutos a temperatura ambiente (20-25°C) en oscuridad. El kit no detalla la composicién del
sustrato cromogeno.

0. Se agregaron 100 pL de la soluciéon stop (acido sulfurico 1N).

7. Se midi6 la absorbancia en un lector de ELISA con un filtro de 450 nm.

Resultados
Se utiliz6 un software especial RIDA®SOFT Win, provisto por R-Biopharm. La
concentracion de proteina de soja en la muestra se determiné usando la curva de calibracién de

estandar de proteina de soja de concentraciéon conocida.

- RIDASCREEN?® FAST Ei/Egg protein: (Art. N°: R6402)

Se trabajé con un kit comercial desarrollado por R-Biopharm. Este consiste en un ELISA
sandwich para el analisis cuantitativo de productos que contengan huevo entero en polvo (R-
Biopharm RIDASCREEN® FAST Ei/Egg Protein, 2012).

El limite de deteccion del test es de 0,1 ppm de huevo entero en polvo y el limite de
cuantificacién de 0,5 ppm de huevo entero en polvo.

Extraccién de huevo:

1. Se tomé una cantidad representativa de muestra molida previamente, de la cual se pesé 1 gen
frascos estériles y se agregaron 20 ml de solucién buffer de extraccion (el kit no detalla la
composicion de dicha solucion).

2. Se extrajo durante 10 minutos a 60°C en bafio de agua con agitacion.
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3. Se enfriaron las muestras y se centrifugd por 10 minutos a 4000 rpm.

Curva de calibracién

Se trabaj6 con cinco puntos de la curva con las siguientes concentraciones de huevo entero en

polvo: 0 ppm; 0,5 ppm; 1,5 ppm; 4,5 ppm; y 13,5 ppm.

Procedimiento del test:

1. Antes de iniciar el test se asegur6 que el kit y todos los reactivos del mismo se encontraran a
temperatura ambiente. Se agregaron 100 pl. de cada solucion estandar y de cada muestra en los
respectivos pocillos y se incubaron durante 10 minutos a temperatura ambiente (20-25°C).

2. Se descart6 el liquido de los pocillos y se lavo con 250 pl de solucién buffer de lavado que
provee el kit (el kit no detalla la composicion de dicha solucion). Esto se repitié 5 veces.

3. Se agregaron 100 pL del anticuerpo conjugado con peroxidasa en cada pocillo y se incubaron
durante 10 minutos a temperatura ambiente (20-25°C) en oscuridad.

4. Se descarto el liquido de los pocillos y se lavo 5 veces con 250 pl. de soluciéon buffer de
lavado.

5. Se agregaron 100 pL de la solucién de sustrato cromoégeno en cada pocillo y se incubaron por
10 minutos a temperatura ambiente (20-25°C) en oscuridad. El kit no detalla la composicion del
sustrato cromogeno.

0. Se agregaron 100 pL de la solucion stop (acido sulfarico 1N).

7. Se midi6 la absorbancia en un lector de ELISA con un filtro de 450 nm.

Resultados

Se utiliz6 un software especial RIDA®SOFT Win, provisto por R-Biopharm. La
concentraciéon de huevo entero en polvo en la muestra se determiné usando la curva de
calibracion. El factor de conversiéon de huevo entero en polvo a proteina de clara de huevo
utilizado es 0,263.

- Neogen Veratox® for Egg Allergen: (Codigo: 8450)
Se trabaj6 con un kit comercial desarrollado por Neogen, Veratox® para huevo. Este consiste

en un ELISA sandwich para el analisis cuantitativo de proteinas de huevo en alimentos
(Neogen Veratox® for Egg Allergen, 2013).

El limite de cuantificacién del kit es de: 2,5 ppm de huevo entero en polvo y el rango de
cuantificacién: 2,5-25 ppm de huevo entero en polvo.

Extraccién de protefnas:

1. Se preparé la solucion de extraccion (10 mM PBS). La misma fue precalentada a 60°C.

2. Se tomd una cantidad representativa de muestra molida previamente, de la cual se pesaron 5 g
en frascos estériles.

3. Una cucharada de aditivo de extracciéon de huevo (el kit no detalla la composiciéon del
aditivo) se agregd en cada frasco con muestra y 125 mL de la solucién de extraccion a 60°C.

4. Se extrajo por agitaciéon en bafo de agua a 60°C por 15 minutos.

5. Luego se mantuvo durante 5 minutos en reposo.
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0. Se transfirieron 2 mL de sobrenadante con una micropipeta a tubos Eppendorf.

Curva de calibracién

Se trabaj6 con cinco puntos de la curva con las siguientes concentraciones de huevo entero en

polvo: 0 ppm; 2,5 ppm; 5 ppm; 10 ppm; y 25 ppm.

Procedimiento del test:

1. Antes de iniciar el test se asegurd que el kit y todos los reactivos del mismo se encontraran a

temperatura ambiente. Se agregaron 100 pl. de cada solucion estandar y de cada muestra en los
respectivos pocillos y se incubaron durante 10 minutos a temperatura ambiente (20-25°C).

2. Se descarto el liquido de los pocillos y se lavé con solucion buffer de lavado (10 mM PBS-
Tween) que provee el kit, esto se repitié 5 veces.

3. Se agregaron 100 pL del anticuerpo anti huevo unido a una enzima en cada pocillo (el kit no
detalla la composicién de dicha solucién) y se incubaron durante 10 minutos a temperatura
ambiente (20-25°C) en oscuridad.

4. Se descart6 el liquido de los pocillos y se lavo 5 veces con solucion buffer de lavado provista
por el kit.

5. Se agregaron 100 pL de la soluciéon de sustrato cromégeno provista por el kit en cada pocillo
y se incubaron por 10 minutos a temperatura ambiente (20-25°C) en oscuridad. El kit no detalla
la composicion del sustrato cromégeno.

6. Finalmente se agregaron 100 pL de la solucién stop (acido sulfirico 1N)

7. Se midi6 la absorbancia en un lector de ELISA con un filtro de 650 nm.

Resultados
Se utiliz6 un software especial provisto por Neogen. La concentraciéon de huevo entero en
polvo se determiné usando la curva de calibracién provista por el kit.

- Romer AgraQuant® Egg White Assay: (COKAL0848)

Se trabaj6 con un kit comercial desarrollado por Romer. La técnica consiste en un
enzimoinmunoensayo tipo sandwich cuantitativo, que determina la presencia de proteina de
clara de huevo en alimentos (Romer AgraQuant® Egg White Assay, 2011).

El limite de deteccién del test es de 0,05 ppm proteina de clara de huevo y el limite de
cuantificacién de 0,4 ppm de proteina de clara de huevo. El rango de cuantificacion: 0,4 a 10 de

proteina de clara de huevo.

Extraccién de huevo:

1. Se tomé una cantidad representativa de muestra (5 g) y se homogeneizé en un molinillo o
procesadora, de la cual se pesé 1 g en frascos estériles y se agregaron 20 mL de la solucion de
extraccion diluida previamente (el kit no detalla la composicion de dicha solucion).

2. Se agit6 y colocod durante 15 minutos a 60°C en bafio de agua.

3. Se centrifugd por 10 minutos a 4000 rpm.

Curva de calibracién
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Se trabajé con cinco puntos de la curva con las siguientes concentraciones de proteina de
clara de huevo: 0 ppm; 0,4 ppm; 1 ppm; 4 ppm y 10 ppm.

Procedimiento del test:

1. Se agregaron 100 pl. de cada solucién estandar y de cada muestra en los respectivos pocillos
y se incubaron durante 20 minutos a temperatura ambiente (20-25°C).

2. Se descarto el liquido de los pocillos y se lavé llenando los pocillos con solucion buffer de
lavado que provee el kit (el kit no detalla la composicion de dicha solucién). Esto se repitié 5
veces.

3. Se agregaron 100 pL del conjugado en cada pocillo y se incubaron durante 20 minutos a
temperatura ambiente (20-25°C). El kit no detalla la composicion de dicha solucion.

4. Se descarté el liquido de los pocillos y se lavé llenando los pocillos con de solucién buffer de
lavado que provee el kit. Esto se repitié 5 veces.

5. Se agregaron 100 pL de la solucién de sustrato cromégeno en cada pocillo y se incubaron por
20 minutos a temperatura ambiente (20-25°C) en oscuridad. El kit no detalla la composicion del
sustrato cromogeno.

0. Se agregaron 100 pL de la solucion stop (acido sulfurico 1N).

7. Se midio la absorbancia en un lector de ELISA con un filtro de 450 nm.

Resultados
Se utilizé un software especial provisto por Romer Labs®. La concentracién de proteina de
clara de huevo en la muestra se determiné usando la curva de calibraciéon de estandar de proteina

de clara de huevo de concentracién conocida.
3.2.2.5) Desarrollo de los enzimoinmunoensayos competitivos

3.2.2.5.1) Desarrollo del enzimoinmunoensayo competitivo para la deteccién/
cuantificacién de soja en productos carnicos y productos farinaceos

3.2.2.5.1.1) Obtencion de extractos proteicos a partir de producto de soja

Para la extraccion de proteinas de soja se pesaron 30 mg del producto de soja. Se agregaron 2
mL de la solucién extractiva de proteinas totales y se agitdé con varilla. Se calentaron los tubos
en bafio de agua a 100°C durante 5 minutos. Aproximadamente transcurridos 2 minutos en el
bafio se volvié a agitar con varilla enérgicamente. Se trasvasé el contenido de los tubos de
extraccion a tubos de plastico y se centrifugaron a 3000 rpm durante 15 minutos. Los
sobrenadantes se trasvasaron a tubos Eppendotf y se conservaron a — 20°C hasta su andlisis.

3.2.2.5.1.1.1) Cuantificacion de proteinas de soja en el extracto y calculo de la
recuperacion obtenida

Se utiliz6 el método de Lowry (Lowry O et al, 1951). Se precipitaron las proteinas

previamente extraidas como se describi6 en 3.2.2.5.1.1). Se tomé6 0,2 mL del extracto
agregandole 2 mL de acetona con agitacién constante en vortex, luego se centrifugd a 3500 rpm
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durante 25 minutos. La proteina precipitada se resuspendio y lavé dos veces con acetona. Se
reconstituyé con 0,5 mL de NaOH 1N con agitacién 30 minutos a 37°C, finalmente se disolvid
la proteina con 2 mL de agua destilada. Se tomaron 0,2 mL de esta solucién para realizar el
método de Lowry. Se utilizo6 seroalbumina bovina como estandar de proteinas para la curva de
calibracion (Olivera Carrién M, 1988).

A partir de la concentracion tedrica se calculd el porcentaje de recuperacion de proteina de
soja en el extracto.

3.2.2.5.1.2) Extraccion de proteinas de productos carnicos

Para la extraccion de proteinas de los productos carnicos se pesaron 300 mg de los productos
carnicos. Se agregaron 2 ml de la solucion extractiva y se realizé la extraccion como se
describi6 en 3.2.2.5.1.1).
3.2.2.5.1.3) Extraccion de proteinas de productos farinaceos

Para la extraccion de proteinas de los productos farindceos se pesaron 200 mg de productos
farinaceos. Se agregaron 2 mL de la solucién extractiva y se realizé la extracciéon como se
describi6 en 3.2.2.5.1.1). La centrifugacion se realizé a 11000 rpm durante 15 minutos a 20°C.
3.2.2.5.1.4) Puesta a punto del enzimoinmunoensayo competitivo

Se determind la concentracion optima de antigeno (extracto de soja) a inmovilizar en la placa
y la dilucién 6ptima de anticuerpo primario (antisuero policlonal de conejo especifico de

proteinas de soja) a utilizar en la competencia.

Sensibilizacion de la placa:

La sensibilizacion se refiere al pegado del antigeno (extracto de soja) en la placa. Se emplearon
placas para microelisa (Maxisorp ®, NUNC, Denmark). Para esto se sembraron en la placa 100
uL por pocillo de dos concentraciones diferentes de antigeno 10 pg de proteina de soja/100uL
o 1 pg de proteina de soja/100 pL de buffer Carbonato/Bicatbonato, pH: 9,6 (Buffer
Carbonato de Sodio 0,015 M, Bicarbonato de sodio 0,035 M; pH: 9,6). Luego se incubd en
camara humeda, en oscuridad a 4°C durante 24 hs. Se lavé la placa 5 veces con solucion de
lavado (0,9 % p/v NaCl y 0,0125 % v/v Tween 20 en agua). Se sembraron 200 pL de solucién
de bloqueo (1 % p/v gelatina bovina y 0,1 % v/v Tween 20 en TBS) en cada pocillo. Se incub6
una hora en camara himeda, en oscuridad a 37°C, con agitacion. Se lavo la placa 5 veces con
soluciéon de lavado. Posteriormente se sembraron 100 pl. de diferentes diluciones del
anticuerpo primario diluido con buffer TBS con 0,1% v/v Tween 20 y 3% polietilenglicol. Se
ensayaron diluciones de anticuerpo primatio entre 1/156 y 1/10000. En los pocillos
correspondientes al Blanco (Blanco 1 y Blanco 10) se sembré solamente el buffer utilizado para
la dilucién del anticuerpo primario.

Se trabajoé con el esquema que se presenta a continuacion:
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1 g/ 100 L 10 ug / 100 ulL
1/156 | 1/156 | 1/156 | 1/156
1/312,5 | 1/312,5 | 1/312,5 | 1/312,5
1/625 | 1/625 | 1/625 | 1/625
1/1250 | 1/1250 | 1/1250 | 1/1250
1/2500 | 1/2500 | 1/2500 | 1/2500
1/5000 | 1/5000 | 1/5000 | 1/5000
1/10000 | 1/10000 | 1/10000 | 1/10000
Beo 1 Bcol | Bco10 | Bceo 10

TIO|m|HO|T|O|w| >

Se incubé una hora en cimara humeda, en oscuridad a 37°C con agitacion. Se lavo la placa 5

veces con solucion de lavado. Se sembraron 100 pL de anticuerpo secundario, Anti IgG
conjugado con fosfatasa alcalina de Bio-Rad (el mismo fue obtenido en cabras inmunizadas con
IeG purificada de conejo) diluido 1:3000 con buffer TBS con 0,1% v/v Tween 20 y 3%
polietilenglicol. Se incubé una hora en camara humeda, en oscuridad a 37°C con agitacion. Se
lavé la placa 5 veces con solucién de lavado. Se sembraron 100 pL de soluciéon de revelado
(paranitrofenil fosfato 1mg/mL en un buffer que contenia 10% v/v de Dietanolamina y 0,01%
de Cloruro de Magnesio, pH: 9,8). Se incubé 20 minutos en camara himeda, en oscuridad a
37°C con agitacién.

Se midi6 la absorbancia en un lector de placas de ELISA a 405 nm. Los valores de
absorbancia fueron corregidos con la absorbancia promedio correspondiente al blanco.
Absorbancia corregida= Absorbancia leida- Absorbancia blanco.

Se graficaron las curvas de Absorbancia cortegida versus In 1/dilucién del anticuerpo
primario utilizando una hoja de calculo de Microsoft Excel 2010.

3.2.2.5.1.5) Validacion de los enzimoinmunoensayos competitivos
Para la validacién de los enzimoinmunoensayos desarrollados se determiné la linealidad, los
limites de deteccién y cuantificacion, la precision intradia e interdfas y la recuperacion de cada

inmunoensayo.

3.2.2.5.1.5.1) Validacién del enzimoinmunoensayo competitivo para la deteccion/
cuantificacién de soja en productos carnicos

3.2.2.5.1.5.1.1) Linealidad

Para la determinacién de la linealidad del método se utilizaron concentraciones crecientes de
un extracto de producto de soja extraido con buffer Tris-HCL 0,0625M con 3% de SDS y 2%

de 2-ME. Se trabaj6 con cinco puntos 0; 0,01; 0,03; 0,1 y 0,3 pg proteina de soja/ mL buffer
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Carbonato/Bicarbonato, pH: 9,6. Para cada punto de la curva se realizé una dilucién del
extracto original de soja pero se mantuvo constante la concentraciéon de SDS y de ME. De esta
manera los componentes de la solucioén extractiva fueron diluidos 1:175 en todos los puntos de
la curva. Las diluciones se realizaron en buffer Carbonato/Bicarbonato, pH: 9,6.

Una vez preparadas las diluciones de la curva se prepararon los preincubados en tubos

Eppendorf conteniendo 75 pL de la diluciéon del anticuerpo primario seleccionada en la puesta a

punto del ensayo, previamente descripta en 3.2.2.5.1.4) y 75 pL de cada una de las diluciones de
los puntos de la curva previamente preparadas. Ademas se preparé un control Inespecifico (I)
que contenfa 200 pL del buffer utilizado para diluir el anticuerpo primario y un control de
“unién maxima” (M) que contenfa 100 pL del buffer utilizado para diluir el anticuerpo primario
y 100 pLL de la dilucion del Anticuerpo primario seleccionada en la puesta a punto del ensayo. Se
incubaron los preincubados a 4°C en camara humeda y oscuridad durante 24 hs. Paralelamente
se sensibiliz6 una placa de ELISA sembrando en la misma la concentracion de antigeno
(proteina de soja) previamente seleccionada en la puesta a punto del ensayo descripta en
3.2.2.5.1.4). Luego se incub6 en camara humeda, en oscuridad a 4°C durante 24 hs. Se lavé la
placa 5 veces con soluciéon de lavado. Se sembraron 200 pL de solucién de bloqueo en cada
pocillo. Se incub6 una hora en cimara humeda, en oscuridad a 37°C con agitacion. Se lavo la
placa 5 veces con solucién de lavado. Posteriormente se sembraron 100 puLL de los preincubados
en los pocillos segun el siguiente esquema:

1 2 3
A 0 0,03 M
B 0 0,1 M
C 0 0,1 I
D | 001 0,1 I
E | 0,01 0,3 I
F | 001 0,3 -
G | 003 0,3 -
H | 003 M -

Se incubé una hora en cimara humeda, en oscuridad a 37°C con agitacion. Se lavo la placa 5
veces con solucién de lavado. Se sembraron 100 pL de anticuerpo secundario. Se incubd una
hora en camara humeda, en oscuridad a 37°C con agitacién. Se lavo la placa 5 veces con
solucién de lavado. Se sembraron 100 pl. de solucion de revelado. Se incubé 20 minutos en
camara humeda, en oscuridad a 37°C con agitacion.

Se midi6 la absorbancia en lector de ELISA a 405 nm. Los valores de absorbancia fueron
corregidos con la absorbancia promedio correspondiente al control inespecifico 1.
Absorbancia corregida= Absorbancia leida- Absorbancia promedio control inespecifico 1.
A continuacién se construyé una curva de calibracién Absorbancia corregida versus In

concentracién de soja (Mg proteina de soja/ mL).
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Los test utilizados para el analisis estadistico de los resultados fueron: método de Batlett, para
homogeneidad de varianzas y analisis de regresion lineal (Box G et al, 1999).

3.2.2.5.1.5.1.2) Limite de deteccion y Limite de cuantificacion

Para determinar los limites de deteccion y de cuantificacion del método se utilizé una muestra
sin analito (soja), carne vacuna picada. La misma se extrajo por quintuplicado como se
describié en 3.2.2.5.1.2). Cada extracto se analiz6 por duplicado, como se describié en
3.2.2.5.1.5.1.1), realizando previo a la preparacion de los preincubados las diluciones 1:175 de
cada una de los extractos con buffer Carbonato/Bicarbonato, pH: 9,6. La concentraciéon de
analito en cada muestra analizada se determiné segtin el calculo *'. Se calculé el valor medio del
analito para la muestra de carne vacuna picada sin analito y el desvio estandar correspondiente.
El limite de deteccién se calculé como el valor medio mas tres veces el desvio estandar. El
limite de cuantificacion se calculd como el valor medio mas diez veces el desvio estandar.

*! Célculo de la concentracién de protefna de soja en los productos carnicos:

Por interpolacion en la curva de calibracion se obtienen los pg de proteina de soja /mL. Esto
corresponde al contenido de soja en el extracto diluido analizado.

La cantidad de proteina de soja en pg/1000 mg de producto cirnico se calcula segin la

siguiente férmula:

Cantidad de proteina de soja = cantidad de prot. de soja (curva)-ugy) x V-ulLgy x 1000-mg;s

en el producto carnico -pug 5,7-uLy x P-mgs

(1) pg de proteina de soja interpolados en la curva de calibracién.

(2) Volumen de sobrenadante al realizar la extracciéon del producto carnico con solucién
extractiva de proteinas totales: 1600 pL

(3) 1000 mg: para expresar el contenido en 1000 mg de producto carnico.

(4) 5,7 pL. Es el volumen de extracto que se toma de los 1600 pl de sobrenadante y se diluyen
1:175. 5,7 pL se llevan a 1000 pL con Buffer Carbonato/ Bicatbonato; pH 9,6.

(5) P: 300 mg; es el peso de producto carnico que se extrae con solucion extractiva de proteinas
totales.

De esta manera se calculan los pg de proteina de soja en 1000 mg de producto carnico: ppm
de proteina de soja.

3.2.2.5.1.5.1.3) Precision intradia e interdias

Para evaluar la precision intradfa del método se analizaron tres muestras carnicas que
contenfan igual cantidad de analito (soja). Cada muestra se extrajo por simplificado como se
describié en 3.2.2.5.1.2) (n=3). Cada extracto se analizé con el enzimoinmunoensayo por
duplicado como se describié en 3.2.2.5.1.5.1.1), realizando previo a la preparacion de los
preincubados las diluciones 1:175 de cada wuna de los extractos con buffer
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Carbonato/Bicarbonato, pH: 9,6. La concentracién de analito en cada muestra analizada se
determiné segun el célculo *'.

Para el procesamiento estadistico se promediaron los valores de analito de las tres muestras,
se calculd el desvio estandar y el coeficiente de variacion (CV). El CV corresponde a la precision
del método en el dia. Se adoptd como criterio de aceptacion que el CV de la precision intradia
no superara el 15% (Huber L, 2010).

Para evaluar la precision interdias se realizé el mismo procedimiento que se describié
previamente en el ensayo intradfa en tres dias diferentes (n=9). Para el procesamiento
estadistico se calcul6 el promedio, el desvio estandar y el coeficiente de variacion (CV) de los
nueve valores obtenidos. El CV corresponde a la precision del método entre dias. Se adoptd
como criterio de aceptacion que el CV de la precision interdias no superara el 15% (Huber L,
2010).

3.2.2.5.1.5.1.4) Recuperacion

Para evaluar la recuperacién del método se analizaron dos sistemas modelo de carne vacuna
con 75 y 20 ppm de proteina de soja. Los mismos se extrajeron por triplicado como se describié
en 3.2.2.5.1.2). Se analizaron con el enzimoinmunoensayo por duplicado como se describié en
3.2.2.5.1.5.1.1), realizando las diluciones 1:175 de cada una de las muestras antes de la
preparacion de los preincubados con buffer Carbonato/Bicarbonato, pH: 9,6. La concentracién
de analito en cada muestra analizada se determiné segtn el célculo *'. Se promediaron los tres

valores de analito para cada sistema modelo.

El porcentaje de recuperacion se calculé mediante la formula que se describe a continuacion.
% de recuperacion = valor obtenido x 100 / valor te6rico
Valor obtenido: concentraciéon de proteina de soja obtenida al aplicar el enzimoinmunoensayo
para los SM de 75 y 20 ppm de proteina de soja, respectivamente.
Valor teérico: 75 o 20 ppm de proteina de soja, respectivamente.
Luego se promediaron las recuperaciones de los dos sistemas modelo.

Se consideran valores adecuados de recuperacion entre 70-130 % (Gatti M y Ferretti C, 2010).

3.2.2.5.1.5.2) Validacién del enzimoinmunoensayo competititvo para la deteccion/
cuantificacion de soja en pastas secas

3.2.2.5.1.5.2.1) Linealidad

Se utlliza la misma curva de calibracion que la utilizada en productos carnicos. Ver
3.2.2.5.1.5.1.1).
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3.2.2.5.1.5.2.2) Limite de deteccion y Limite de cuantificacion

Para determinar los limites de deteccion y de cuantificacion del método se utilizé una muestra
sin analito (soja), pastas secas. La misma se extrajo por quintuplicado como se describi6é en
3.2.2.5.1.3). Cada extracto se analiz6 por duplicado, como se describié en 3.2.2.5.1.5.1.1),
realizando previo a la preparaciéon de los preincubados las diluciones 1:175 con buffer
Carbonato/Bicarbonato, pH: 9,6 de cada uno de los extractos. La concentracién de analito en
cada muestra analizada se determiné segtin calculo*. Se calcul6 el valor medio del analito para
la muestra de pastas secas sin analito y el desvio estandar correspondiente. El limite de
deteccién se calculd como el valor medio mas tres veces el desvio estindar. El limite de

cuantificacion se calculd como el valor medio mas diez veces el desvio estandar.

*2 Calculo de la concentraciéon de proteina de soja en pastas secas:

Por interpolacién en la curva de calibracion se obtienen los pg de proteina de soja / mL. Esto
corresponde al contenido de soja en el extracto diluido analizado.

La cantidad de proteina de soja en pg/ 1000 mg de pastas secas se calcula segun la siguiente
térmula:

Cantidad de proteina de soja = cantidad de prot. de soja (curva)-ugng) x V-ulpy x 1000-mgs

en pastas secas -|g 5,7-ulg x P-mgs

(1) pg de proteina de soja interpolados en la curva de calibracion.
(2) Volumen de sobrenadante al realizar la extraccion de pastas secas con solucion extractiva de
proteinas totales: 1600 pL
(3) 1000 mg: para expresar el contenido en 1000 mg de pastas secas.
(4) 5,7 pL. Es el volumen de extracto que se toma de los 1600 pL. de sobrenadante y se diluyen
1:175. 5,7 pL se llevan a 1000 pL con Buffer Carbonato/Bicarbonato; pH 9,6.
(5) P: 200 mg; es el peso de pastas secas que se extrae con solucidon extractiva de proteinas
totales.

De esta manera se calculan los pg de proteina de soja en 1000 mg de pastas secas: ppm de

proteina de soja.
3.2.2.5.1.5.2.3) Precision intradia e interdias

Para evaluar la precision intradia del método se analizaron tres muestras de pastas secas que
contenfan igual cantidad de analito (soja). Cada muestra se extrajo por simplificado como se
describié en 3.2.2.5.1.3) (n=3). Cada extracto se analizé6 con el enzimoinmunoensayo por
duplicado como se describié en 3.2.2.5.1.5.1.1), realizando previo a la preparacién de los
preincubados las diluciones 1:175 de cada wuna de los extractos con buffer
Catrbonato/Bicatbonato, pH: 9,6. La concentracién de analito en cada muestra analizada se
determiné segun calculo*”.
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Para evaluar la precision interdias se realizé el mismo procedimiento que se describid
previamente en intradfa pero tres dias diferentes(n=9).

El calculo de la precision y los criterios de aceptacion fueron detallados en el item
3.2.2.5.1.5.1.3).

3.2.2.5.1.5.2.4) Recuperacion

Para evaluar la recuperacion del método se analizaron dos sistemas modelo de mezclas de
pastas secas con 300 y 150 ppm de proteina de soja. LLos mismos se extrajeron por triplicado
como se describi6 en  3.2.2.5.1.3). Se analizaron por duplicado como se describié en
3.2.2.5.1.5.1.1), realizando las diluciones 1:175 de cada una de las muestras antes de la
preparacion de los preincubados. La concentraciéon de analito en cada muestra analizada se
determiné segin calculo*?. Se calcul6 el valor del analito de cada extracto. Se promediaron los

tres valores de analito para cada sistema modelo.

El porcentaje de recuperacion se calculé mediante la formula que se describe a continuacion.
% de recuperacion = valor obtenido x 100 / valor te6rico
Valor obtenido: concentraciéon de proteina de soja obtenida al aplicar el enzimoinmunoensayo
para los SM de 300 y 150 ppm de proteina de soja, respectivamente.

Valor teérico: 300 o 150 ppm de proteina de soja, respectivamente.

Luego se promedian las recuperaciones de los dos sistemas modelo.

Se consideran valores adecuados de recuperacion entre 70-130 % (Gatti M y Ferretti C, 2010).

3.2.2.5.2) Desarrollo del enzimoinmunoensayo competitivo para la deteccion/
cuantificaciéon de huevo en pastas secas

3.2.2.5.2.1) Obtencion de extractos proteicos a partir de huevo entero en polvo

Para la extraccién de proteinas del huevo entero en polvo se pesaron 60 mg de huevo entero
en polvo. Se realizé la extracciéon como se describié en 3.2.2.5.1.1).

3.2.2.5.2.1.1) Cuantificacion de proteinas de huevo en el extracto y calculo de la
recuperacion obtenida

Se realiz6 por el método de Lowry como se describié en 3.2.2.5.1.1.1).

A partir de la concentracién tedrica se calculd el porcentaje de recuperacion de proteina de
huevo en el extracto.
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3.2.2.5.2.2) Extraccion de proteinas de pastas secas

Para la extraccién de proteinas de pastas secas se pesaron 200 mg de pastas secas. Se
agregaron 2 ml de la solucion extractiva de proteinas totales y se extrajo como se detalla en
3.2.2.5.1.3). La centrifugacion se realizé a 11000 rpm durante 15 minutos a 20°C.

3.2.2.5.2.3) Puesta a punto del enzimoinmunoensayo competitivo

El objetivo de la puesta a punto del ensayo es la determinacién de la concentracion 6ptima de
antigeno (extracto de huevo entero) a inmovilizar en la placa y la determinacién de la diluciéon
optima de anticuerpo primario (antisuero policlonal de conejo especifico de proteinas de huevo)
a utilizar en la competencia.

Sensibilizacion de la placa:

La sensibilizacion se refiere al pegado del antigeno (extracto de huevo entero) en la placa. Se
sembraron en la placa 100 pL por pocillo de dos concentraciones diferentes de antigeno 10 pg
de proteina de huevo/100 pL o 1 pg de proteina de huevo/100 pL de buffer Carbonato/
Bicarbonato, pH: 9,6. Luego se incubé en oscuridad y en cimara himeda a 4°C durante 24 hs.
Se lavé la placa 5 veces con solucion de lavado. Se sembraron 200 pL de solucién de bloqueo
en cada pocillo. Se incub6 una hora en caimara himeda, en oscuridad a 37°C con agitacion. Se
lavé la placa 5 veces con soluciéon de lavado. Posteriormente se sembraron 100 pl de las
diferentes diluciones del anticuerpo primario (antisuero policlonal de conejo especifico de
proteinas de huevo) diluido con buffer TBS con 0,1% v/v Tween 20 y 3% polietilenglicol. Se
ensayaron diluciones de anticuerpo primatio entre 1/25000 y 1/800000. En los pocillos
correspondientes al Blanco (Blanco 1 y Blanco 10) se sembré solamente el buffer utilizado para
la dilucién del anticuerpo primario.

Se trabaj6 con el esquema que se presenta a continuacion:

1 Hg/ 100 pl. 10 },Lg/ 100 pl.
A [1/25000 (1/25000 |1/25000 [1/25000
B (1/50000 (1/50000 |1/50000 {1/50000
C (1/100000(1 /100000 |1/100000 [1/100000
D (1/200000(1/200000 |1/200000 |1/200000
E [1/400000(1/400000 |1/400000 [1/400000
F |1/800000(1/800000 |1/800000 [1/800000
G Beco 1 Bco 1 Bco 10  [Bco 10
H Bco 1 Bco 1 Bco 10  [Bco 10

Se continué el protocolo del enzimoinmunoensayo como se describi6 en 3.2.2.5.1.4).
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3.2.2.5.2.4) Validacion del enzimoinmunoensayo competitivo para la deteccion/
cuantificaciéon de huevo en pastas secas

3.2.2.5.2.4.1) Linealidad

Para la determinacion de la linealidad del método se utilizaron concentraciones crecientes de
un extracto de huevo entero extraido con buffer Tris-HCL 0,0625M con 3% de SDS y 2% de 2-
ME. Se trabajé con cinco puntos 0; 0,01; 0,03; 0,1 y 0,3 pg proteina de huevo/mlL buffer
Catrbonato/Bicarbonato, pH: 9,6. La curva se realizé por triplicado. Para cada punto de la curva
se realiz6 una dilucion del extracto original de huevo pero se mantuvo constante la
concentraciéon de SDS y de ME. De esta manera los componentes de la solucién extractiva
fueron diluidos 1:260 en todos los puntos de la curva.

Una vez preparadas las diluciones de la curva se prepararon los preincubados en tubos
Eppendorf conteniendo los mismos: 75 pL de la dilucién del anticuerpo primario seleccionada

en la puesta a punto del ensayo (previamente descripta en 3.2.2.5.2.3) y 75 pL de cada una de las
diluciones de los puntos de la curva previamente preparadas. Ademas se preparé un control
“Inespecifico” (I) que contiene 200 pL del buffer utilizado para diluir el anticuerpo primario y
un control de “unién maxima” (M) que contiene 100 pl. del buffer utilizado para diluir el
anticuerpo primario y 100 pL del anticuerpo primario de la dilucién del Anticuerpo primario
seleccionada en la puesta a punto del ensayo.. Se incubaron los preincubados a 4°C en caimara
himeda y oscuridad durante 24 hs. Paralelamente se sensibiliz6 una placa de ELISA sembrando
en la misma la concentraciéon de antigeno (proteina de huevo) previamente seleccionada en la
puesta a punto del ensayo descripta en 3.2.2.5.2.3). Se incub6 en camara himeda, en oscuridad a
4°C durante 24 hs y se continud el protocolo descripto en 3.2.2.5.1.5.1.1).

A partir de los valores de absorbancia corregidos de los estandares, se construyé una curva de

calibracion Absorbancia corregida versus In concentracion de huevo (ug proteina de
huevo/mlL).

Los test utilizados para el analisis estadistico de los resultados fueron: método de Batlett, para
homogeneidad de varianzas y analisis de regresion lineal (Box G et al, 1999).

3.2.2.5.2.4.2) Limite de deteccion y Limite de cuantificacion

Para determinar los limites de deteccion y de cuantificacion del método se utilizé una muestra
sin el analito (huevo): pastas secas. La misma se extrajo por quintuplicado como se describi6 en
3.2.2.5.2.2). Cada extracto se analiz6 por duplicado, como se describié6 en 3.2.2.5.2.4.1),
realizando previo a la preparacién de los preincubados las diluciones 1:260 de cada uno de los
extractos. La concentracién de analito en cada muestra analizada se determiné segun calculo *’
Se calcul6 el valor medio del analito para la muestra de pastas secas sin analito y el desvio
estandar correspondiente. El limite de deteccion se calculé como el valor medio mas tres veces
el desvio estandar. El limite de cuantificacién se calculé como el valor medio mas diez veces el
desvio estindar.
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* Calculo de la concentracién de proteina de huevo en pastas secas:
Por interpolacién en la curva de calibracién se obtienen los pg de proteina de huevo/ 1000
uL. Esto corresponde al contenido de huevo en el extracto diluido analizado.

La cantidad de proteina de huevo en pg/ 1000 mg de pastas secas se calcula segun la siguiente
térmula:

Cantidad de proteina de huevo=cantidad de prot. de huevo(cutva)-ugq xV ulx1000-mgs

en pastas secas -ug 3,8-uly x P-mgs

(1) pg de proteina de huevo interpolados en la curva de calibracion.
(2) Volumen de sobrenadante al realizar la extraccion de pastas secas con solucién extractiva de
proteinas totales: 1600 pL
(3) 1000 mg: para expresar el contenido en 1000 mg de pastas secas.
(4) 3,8 pL. Es el volumen de extracto que se toma de los 1600 pL. de sobrenadante y se diluyen
1:260. 3,8 pL se llevan a 1000 pL con Buffer Carbonato/Bicarbonato; pH: 9,6.
(5) P: 200 mg; es el peso de pastas secas que se extrae con solucidon extractiva de proteinas
totales.

De esta manera se calculan los pg de proteina de huevo en 1000 mg de pastas secas: ppm de
proteina de huevo.

3.2.2.5.2.4.3) Precision intradia e interdias

Para evaluar la precision intradia del método se analizaron tres muestras de pastas secas que
contenfan igual cantidad de analito (huevo). Cada muestra se extrajo por simplificado como se
describié en 3.2.2.5.2.2) (n=3). Cada extracto se analizé con el enzimoinmunoensayo por
duplicado como se describié en 3.2.2.5.2.4.1), realizando previo a la preparaciéon de los
preincubados las diluciones 1:260 de cada wuna de los extractos con buffer
Catrbonato/Bicatbonato, pH: 9,6. La concentracién de analito en cada muestra analizada se

determiné segun calculo *°

Para evaluar la precision interdias se realizé el mismo procedimiento que se describid
previamente en intradia pero tres dias diferentes (n=9).

El calculo de la precision y los criterios de aceptacion fueron detallados en el item
3.2.2.5.1.5.1.3).

3.2.2.5.2.4.4) Recuperacion

Para evaluar la recuperacion del método se analizaron dos sistemas modelo de mezclas de
pastas secas con 300 y 150 ppm de proteina de huevo entero. Los mismos se extrajeron por
triplicado como se describié en 3.2.2.5.1.3). Se analizaron por duplicado como se describié en
3.2.2.5.2.4.1), realizando las diluciones 1:260 de cada una de las muestras antes de la
preparacion de los preincubados. La concentraciéon de analito en cada muestra analizada se

58



3- MATERIALES Y METODOS

determiné segtin calculo *°. Se promediaron los tres valores de analito para cada sistema

modelo.
El porcentaje de recuperacion se calculé mediante la férmula que se describe a continuacion.
% de recuperacion = valor obtenido x 100 / valor te6tico

Valor obtenido: concentracién de proteina de huevo obtenida al aplicar el enzimoinmunoensayo
para los SM de 300 y 150 ppm de proteina de huevo, respectivamente.
Valor teorico: 300 o 150 ppm de proteina de huevo, respectivamente.

Luego se promediaron las recuperaciones de los dos sistemas modelo.
Se consideran valores adecuados de recuperacion entre 70-130 % (Gatti M y Ferretti C, 2010).

3.2.2.6) Protocolo del enzimoinmunoensayo competitivo final

Se realizaron las diluciones de los puntos de la curva y de las muestras a analizar a partir del
extracto original (para soja 1:175 y para huevo 1:260).

A continuacién se prepararon los preincubados en tubos Eppendorf conteniendo 75 pL de la
dilucién del anticuerpo primario seleccionada en la puesta a punto del ensayo, previamente

descriptas en 3.2.2.5.1.4) 6 3.2.2.5.2.3 ) y 75 puL. de cada una de las diluciones de los puntos de la
curva y de las muestras previamente preparadas. Ademas se prepar6 un control “Inespecifico”

(D que contenia 200 pL del buffer utilizado para diluir el anticuerpo primario y un control de
“uniéon maxima” (M) que contenfa 100 L del buffer utilizado para diluir el anticuerpo primario

y 100 pL del anticuerpo primario diluido.

Se incubaron los preincubados a 4°C en camara humeda y oscuridad durante 24 hs.
Paralelamente se sensibilizé una placa de ELISA sembrando en la misma la concentracién de
antigeno (proteina de soja o proteina de huevo) previamente seleccionada en la puesta a punto
del ensayo descripta en 3.2.2.5.1.4) (soja) y 3.2.2.5.2.3) (huevo). Luego se incub6 en camara
himeda, en oscuridad a 4°C durante 24 hs. Se lavo la placa 5 veces con solucién de lavado. Se
sembraron 200 pL de solucién de bloqueo en cada pocillo. Se incub6 una hora en camara
himeda, en oscuridad a 37°C con agitacién. Se lavé la placa 5 veces con solucion de lavado.
Posteriormente se sembraron 100 pL. de los preincubados en los pocillos segun el siguiente

esquema:
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A 0 0,03 |Muestral’
B 0 0,1 Muestra?2
C 0 0,1  [Muestra2’
D 0,01 0,1 M

E 0,01 0,3 M

F 0,01 0,3 1

G 0,03 0,3 1

H 0,03 |Muestral 1

Se incubé una hora en cimara humeda, en oscuridad a 37°C con agitacion. Se lavo la placa 5
veces con solucién de lavado. Se sembraron 100 pL de anticuerpo secundario. Se incubd una
hora en camara himeda, en oscuridad a 37°C con agitacién. Se lavé la placa 5 veces con
solucién de lavado. Se sembraron 100 pl. de solucién de revelado. Se incubd 20 minutos en
camara humeda, en oscuridad a 37°C con agitacion.

Se midi6 la absorbancia en lector de ELISA a 405 nm. Los valores de absorbancia fueron
corregidos con la absorbancia promedio correspondiente al control inespecifico (I).
Absorbancia corregida = Absorbancia leida- Absorbancia promedio control inespecifico.

Se construy6 una curva de calibracién Absorbancia corregida versus In concentracién de soja o

de huevo (ug de proteina de soja o huevo/mL).

Calculo de la concentracién de proteinas de soja o de huevo en productos carnicos o pastas

S€cas:

Por interpolacion en la curva de calibracion se obtienen los g de proteina de soja o huevo/
mL. Esto corresponde al contenido de soja o huevo en el extracto diluido analizado.

La cantidad de proteina de soja o huevo en g/ 1000 mg de productos carnicos o pastas secas
se calcula segtn la siguiente férmula:

Cantidad de proteina

de soja o huevo en el = cantidad de prot. de soja o huevo(curva)-ugq x V- ulpix 1000-mg

producto -ug 5,7 6 3,8-ulLyx P—mg@

(1) pg de proteina de soja o huevo interpolados en la curva de calibracion.

(2) Volumen de sobrenadante al realizar la extraccién de productos carnicos o pastas secas con
solucion extractiva de proteinas totales: 1600 pl

(3) 1000 mg: para expresar el contenido en 1000 mg de productos carnicos o pastas secas.

(4) 5,7 pL (soja) 6 3,8 pL (huevo). Es el volumen de extracto que se toma de los 1600 pL de

sobrenadante y se diluyen 1:175 (soja) 6 1:260 (huevo). 5,7 uL. 6 3,8 ul se llevan a 1000 pL con
Buffer Carbonato/Bicarbonato; pH: 9,6.
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(5) P: 300 mg (productos carnicos) 6 200 mg (pastas secas); es el peso de productos carnicos o
pastas secas que se extrae con solucioén extractiva de proteinas totales.

De esta manera se calculan los ng de proteina de soja o huevo en 1000 mg de productos
carnicos o pastas secas: ppm de proteina de soja o huevo, que tiene la muestra.
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4) RESULTADOS Y DISCUSION

4.1) Deteccion de proteinas lacteas en productos carnicos
4.1.1) Leche

4.1.1.1) Sistemas modelo crudos con agregado de leche en polvo descremada

Para el analisis de los sistemas modelo de carne vacuna con leche en polvo descremada se
utilizaron dos solventes de extraccion, la solucién extractiva de proteinas totales y un solvente
selectivo para la extraccion de caseinas (ISO 55° + 2ME) (Lopez L, 2000; Lopez L et al, 2006). Se
evaluaron ambos solventes de extracciéon con la finalidad de establecer cual de los dos resultaba
mas eficiente para la detecciéon de bajas concentraciones de proteinas lacteas en mezcla con

protefnas carnicas utilizando SDS-PAGE e Inmunoblotting.

En la Tabla N° 1 se resumen los resultados obtenidos en el anilisis de los sistemas modelo de
carne vacuna con 0-5000 ppm de leche en polvo descremada, analizados por SDS-PAGE e
Inmunoblotting, utilizando dos solventes de extraccion.

SISTEMA

MODELO L0 11 L2 L3 L4 L5 L6 L7 L8

ppm leche en 0 10 50 100 500 1000 | 2000 | 3000 | 5000
polvo ppm | ppm | ppm | ppm | ppm | ppm | ppm | ppm | ppm
descremada

SDS-PAGE

Proteinas NO NO NO NO NO NO NO NO NO
totales

Inmunoblotting

Proteinas NO NO NO NO NO SI SI SI SI
totales

SISTEMA

MODELO L0 11 L2 L3 L4 L5 L6 L7 L8

ppm leche en 0 10 50 100 500 1000 | 2000 | 3000 | 5000
polvo ppm | ppm | ppm | ppm | ppm | ppm | ppm | ppm | ppm
descremada

SDS-PAGE

ISO 55°+ 2ME NO NO NO NO NO NO SI SI SI

Inmunoblotting

ISO 55°+ 2ME NO NO NO NO NO SI SI SI SI

Tabla N° 1: Deteccién de proteinas lacteas en sistemas modelo de carne vacuna con 0-5000
ppm de leche en polvo descremada, analizados por SDS-PAGE e Inmunoblotting, utilizando
dos solventes de extraccion.

En la Tabla N° 1 se observa que mediante SDS-PAGE el solvente ISO 55° + 2ME permite
detectar la presencia de proteinas de leche a partir de 2000 ppm, mientras que con solucién
extractiva de proteinas totales no es posible detectar la presencia de proteinas de leche ni
siquiera en la mayor concentracién analizada (5000 ppm). A modo de ejemplo en la Figura N°
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1 se presentan los densitogramas correspondientes a proteinas totales de los sistemas modelo
de carne vacuna con agregado de 3000 y 5000 ppm de leche en polvo descremada y de los

controles leche en polvo descremada y carne vacuna.
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Figura N° 1: Densitogramas correspondientes a proteinas totales de los sistemas modelo de
carne vacuna con 3000 y 5000 ppm de leche en polvo descremada y de los controles leche en
polvo descremada y carne vacuna, separadas por SDS-PAGE. C1, C2: picos caracteristicos de

casefnas. C1: 37000 D, C2: 34000 D.

En la Figura N° 1 se observa que no se presentan diferencias entre el densitograma de carne
vacuna y los de los sistemas modelo con 3000 y 5000 ppm de leche en polvo descremada.

En la Figura N° 2 se presentan los densitogramas correspondientes a proteinas solubles en
ISO 55° + 2ME de los sistemas modelos de carne vacuna con 2000, 3000 y 5000 ppm de leche
en polvo y de los controles leche en polvo descremada y carne vacuna, separadas por SDS-

PAGE.
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Figura N° 2: Densitogramas correspondientes a proteinas solubles en ISO 55° + 2ME de los
sistemas modelo de carne vacuna con 2000, 3000 y 5000 ppm de leche en polvo descremada y
de los controles leche en polvo descremada y carne vacuna, separadas por SDS-PAGE. C: picos
caracteristicos de caseinas de leche. C: 34000 D.

En la Figura N° 2 se observa en los sistemas modelo de carne vacuna con 2000, 3000 y 5000

ppm de leche en polvo descremada un pico caracteristico de las proteinas caseinas de la leche

©-

Cuando los sistemas modelo se analizan por Inmunoblotting se observa que con ambos
solventes de extraccion se detecta la presencia de leche en polvo descremada a partir de 1000
ppm (Tabla N° 1). Sin embargo resulta mas eficiente la extraccion de proteinas totales ya que
con este solvente se ven claramente dos bandas de caseinas, mientras que con ISO 55° + 2ME

se ve una unica banda de caseinas de menor intensidad.

A modo de ejemplo en la Foto N° 1 se presenta la imagen del Inmunoblotting de proteinas
totales de los sistemas modelo de carne vacuna con 0-5000 ppm de leche en polvo descremada.
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10 L1 L2 L3 L4""L51‘ L6 L7 L8 L

Foto N’ 1: Inmunoblotting correspondiente a
proteinas totales de los sistemas modelo LO: SM
0 ppm, L1: SM 10 ppm, L2: SM 50 ppm, L3:
SM 100 ppm, L4: SM 500 ppm, L5: SM 1000
ppm, L6: SM 2000 ppm, L7: SM 3000 ppm,
L8 SM 5000 ppm de leche en polvo
descremada. L: leche C: bandas caracteristicas
de caseina. (37000 y 34000 D)

Una de las ventajas del Inmunoblotting es que ademas de identificar las proteinas de interés
por su peso molecular, también permite identificar dichas proteinas por medio de la uniéon
especifica del anticuerpo. Por este motivo algunos investigadores lo consideran como un
método adecuado para confirmar la presencia de la proteina de interés en alimentos (Diaz
Amigo C, 2010c).

En la Tabla N° 2 se presentan los resultados obtenidos en la determinacién de proteinas de

leche en sistemas modelo de carne vacuna con 0-5000 ppm de leche en polvo descremada,
utilizando dos kits comerciales de ELISA (Veratox-Neogen y R-Biopharm para leche).
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SISTEMA
MODELO ELISA
ppm leche en polvo ELISA R-Biopharm
descremada Veratox-Neogen ppm proteina de
(ppm proteina de ppm leche en polvo leche en polvo
lzchg en polvo descremada descrerrlljada
descremada)
0 <25 <25
(;(Z‘) 2,7+0,8 2,8+0,4
pJ
(281) 47+1,3 3,61+0,5
bJ
(355) 5,9+18 5,0+1,3
bJ
(1§00) 11,6+3,6 11,0+1,4
bJ
(;2%) 242+73 14,8+2,1
bJ
, 1??)00) 25,0 32,8+0.1
bJ
(;2800) >25,0 >67,5
bJ
(?8)300) >25,0 >67,5
(1:33300) >25,0 >67,5
bJ
(157%%0 0 >25,0 >67,5
pJ

Tabla N° 2: Resultados obtenidos en la determinacion de proteinas de
leche en sistemas modelo de carne vacuna con 0-5000 ppm de leche
en polvo descremada, utilizando dos kits comerciales de ELISA
(Veratox-Neogen y R-Biopharm para leche).

En la Tabla N° 2 se observa que los kits Veratox-Neogen y R-Biopharm detectan leche a
partir del sistema modelo de 10 ppm de leche en polvo descremada. Con el kit Veratox-
Neogen los sistemas modelo de 10 a 100 ppm de leche en polvo descremada presentan
resultados positivos y cuantificables de leche, aunque muy alejados de los valores reales. Los
sistemas modelo de 500 a 5000 ppm de leche en polvo descremada presentan un valor que
supera el control superior de la curva de calibracion (25 ppm de leche en polvo descremada).
Con el kit de R-Biopharm los sistemas modelo de 10 a 500 presentan resultados positivos y
cuantificables de leche, aunque muy alejados de los valores reales. Los sistemas modelo de 1000
a 5000 ppm de leche en polvo descremada presentan un valor que supera el control superior de
la curva de calibraciéon (67,5 ppm de proteina de leche en polvo descremada).
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4.1.1.2) Sistemas modelo cocidos con agregado de leche en polvo descremada

En la Tabla N° 3 se resumen los resultados obtenidos en el analisis de los sistemas modelo de
fiambre de cerdo con 0-5000 ppm de leche en polvo descremada extraidos con solucion
extractiva de proteinas totales, analizados por SDS-PAGE e Inmunoblotting. No se utiliz6 el
solvente ISO 55° +2ME para la extraccion de protefnas en sistemas modelo cocidos, dado que
cuando se analizaron sistemas modelo crudos de leche en polvo descremada en mezcla con
carne vacuna, resulté mas eficiente la extracciéon de proteinas totales. Con este solvente se
observaban claramente dos bandas de caseinas, mientras que con ISO 55° + 2ME se observaba
una unica banda de caseinas de menor intensidad.

SISTEMA

MODELO L0 11 L2 L3 L4 L5 L6 L7 L8

ppm leche en 0 10 50 100 500 1000 2000 [ 3000 | 5000
polvo ppm | ppm | ppm | ppm ( ppm | ppm | ppm | ppm ( ppm

descremada

SDS-PAGE

Proteinas totales NO NO NO NO NO NO NO NO NO

Inmunoblotting

, NO NO NO NO NO SI SI SI SI
Proteinas totales

Tabla N° 3: Deteccion de proteinas totales de leche en sistemas modelo de fiambre con 0-5000
ppm de leche en polvo descremada analizados por SDS-PAGE e Inmunoblotting.

De acuerdo con estos resultados SDS-PAGE no detecta leche en mezcla con fiambre,
utilizando solucién extractiva de proteinas totales, ni siquiera en la mayor concentracién
analizada (5000 ppm leche en polvo descremada).

Con Inmunoblotting se observan bandas caracteristicas de leche en los sistemas modelo con
1000, 2000, 3000 y 5000 ppm de leche en polvo descremada. Se observaron dos bandas de
casefnas de 37000 D y de 34000 D (resultados no mostrados).

Si se comparan estos resultados con los obtenidos en los sistemas modelo crudos (item
4.1.1.1) SDS-PAGE no detecta leche ni siquiera en la mayor concentraciéon analizada (5000
ppm de leche en polvo descremada). En cambio Inmunoblotting detecta leche a partir del
sistema modelo de 1000 ppm de leche en polvo descremada tanto en sistemas modelo crudos
como cocidos.

En la Tabla N° 4 se presentan los resultados obtenidos en la determinacion de proteinas de

leche en sistemas modelo de fiambre de cerdo con 0-5000 ppm de leche en polvo descremada,
utilizando dos kits comerciales de ELISA (Veratox-Neogen y R-Biopharm para leche).
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SISTEMA
MODELO ELISA
ppm leche en ELISA R-Biopharm
olvo descremada Veratox-Neogen m proteina de
IZP m proteina de | PP™ leche en polvo pIIZChle3 en polvo
lle)chg en polvo descremada descrerr{)ada
descremada)
0 <25 <25
(;(;) <2,5 2,7+0,7
pJ
(281) <25 3,4+0,3
bJ
(555) <25 0,5+1,5
pJ
(500) <25 10,1+1,9
bJ
) —y e
pJ
(1??)00) 15,7+3,1 >67,5
bJ
(;,ggoo) 16,5+4,0 >67,5
bJ
(zggOO) 19,9+1,4 >67,5
pJ
a0 - 7
bJ
(157%%00) >25,0 >67,5
bJ

Tabla N° 4: Resultados obtenidos en la determinacién de proteinas de
leche en sistemas modelo de fiambre de cerdo con 0-5000 ppm de
leche en polvo descremada, utilizando dos kits comerciales de ELISA
(Veratox-Neogen y R-Biopharm para leche).

Se observa que la metodologia ELISA utilizando el kit Veratox-Neogen detecta leche a
partir del sistema modelo de 100 ppm de leche en polvo descremada. Los sistemas modelo de
100, 500, 1000 y 2000 de leche en polvo descremada presentan resultados positivos y
cuantificables de leche, aunque muy alejados de los valores reales. Los sistemas modelo de 3000
y 5000 ppm presentan un valor que supera el control superior de la curva de calibraciéon (25
ppm de leche en polvo descremada). El kit de R-Biopharm resulté ser mas sensible para la
deteccion de leche en productos carnicos cocidos ya que detecta proteinas de leche a partir del
sistema modelo de 10 ppm de leche en polvo descremada. Los sistemas modelo de 10 a 100
ppm de leche en polvo descremada también presentan resultados positivos y cuantificables de
leche, aunque muy alejados de los valores reales. Los sistemas modelo de 500-5000 ppm de
leche en polvo descremada presentan un valor que supera el control superior de la curva de
calibracion (67,5 ppm de proteina de leche).
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Si se comparan los resultados obtenidos con los de los sistemas modelo crudos (item 4.1.1.1),
se observa que el kit Veratox-Neogen resulta mas sensible para la deteccion de leche en los
sistemas modelo crudos (10 ppm de leche en polvo descremada) comparados con los sistemas
modelo cocidos (100 ppm de leche en polvo descremada). Ademas utilizando el kit Veratox-
Neogen los resultados de los sistemas modelo crudos fueron siempre mayores con respecto a
los sistemas modelo cocidos. Estas diferencias no se observaron utilizando el kit de R-
Biopharm, ya que con este se obtuvieron resultados similares en sistemas modelo con y sin
tratamiento térmico.

En la elaboracion de los productos cocidos es importante agregar el alérgeno en estudio antes
del procesado del alimento (Diaz Amigo C, 2010a). Esto se debe a que, durante el procesado, el
alérgeno esta expuesto a condiciones fisicas o quimicas que pueden provocar cambios en su
estructura, estabilidad y solubilidad (Diaz Amigo C y Popping B, 2010). En los alimentos
procesados puede ocurrir que las proteinas se desnaturalicen, que se modifique la solubilidad de
las mismas y que se altere la interacciéon antigeno—anticuerpo. Durante la elaboracion de los
alimentos la inmunorreactividad de los mismos puede verse disminuida o aumentada. Los
cambios observados en la inmunorreactividad pueden ser: inactivacién o destruccion de las
estructuras de los epitopes, formacién de nuevos epitopes o generacion de un mejor acceso a
los epitopes dado por la desnaturalizacion del alérgeno nativo (Besler M et al, 2001; Parker C et
al, 2015). Todos estos cambios anteriormente descriptos producidos en un alimento procesado,
tratado térmicamente, explican los diferentes resultados obtenidos entre los sistemas modelo

crudos y cocidos.

De acuerdo con nuestros resultados el tratamiento térmico produciria modificaciones en las
proteinas de leche presentes que afectan de manera negativa en el caso de la deteccidon con el kit
Veratox-Neogen. Contrariamente a lo observado con este kit, la deteccién y cuantificacion
realizada con el kit de R-Biopharm no se ve afectada por el tratamiento térmico. Se debe tener
en cuenta que ambos kits utilizan diferentes solventes de extraccion y que pueden contener
anticuerpos con diferente especificidad.

En cuanto a los resultados obtenidos con los dos kits comerciales para una misma muestra
(por ejemplo sistema modelo de fiambre de cerdo con 100 ppm de leche en polvo descremada),
los mismos no se pueden comparar. Segun distintos investigadores existen diversas variables
que llevan a obtener resultados diferentes entre los distintos kits comerciales. Estas variables
son: productos utilizados en la curva estandar que varfan entre kits (por ejemplo leche en polvo
y proteina de leche purificada), diferentes soluciones de extraccién utilizadas que hacen que la
eficiencia de extraccién sea distinta entre los distintos kits (por ejemplo: buffer fosfato,
agregado de mercaptoetanol), unidades informadas (ppm leche en polvo y ppm proteina de
leche), especificidad del anticuerpo, habilidad del anticuerpo a unirse a proteinas segun el
procesamiento que ha sufrido el alimento (Diaz Amigo C, 2010 a).
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4.1.2) Suero lacteo
4.1.2.1) Sistemas modelo crudos con agregado de suero lacteo

En la Tabla N° 5 se resumen los resultados obtenidos en el anilisis de los sistemas modelo de
carne vacuna con 0-2000 ppm de suero lacteo analizados por SDS-PAGE e Inmunoblotting.

:}(S){)EE% SLO | Si1 | srL2 | s1.3 | s14 | sLs | sLe | SL7
0 10 18 25 | 100 | 500 | 1000 | 2000
PP Suero ppm | ppm | ppm | ppm | ppm | ppm | ppm | ppm
lacteo
SDS-PAGE
Proteinas NO | NOo | NO | NO | NO | NO | NO SI
totales
Inmunoblotting |\ | o | O | NO | NO | NO SI SI
Proteinas totales

Tabla N° 5: Deteccion de proteinas de suero lacteo en sistemas modelo de carne vacuna con 0-
2000 ppm de suero lacteo analizados por SDS-PAGE e Inmunoblotting.

Se observa que SDS-PAGE permite la deteccion de 2000 ppm de suero lacteo en mezcla con
carne vacuna mientras que Inmunoblotting resulta mas sensible ya que permite la deteccion de

1000 ppm de suero lacteo en mezcla con carne vacuna.
En la Figura N° 3 se presentan los densitogramas correspondientes a proteinas totales de los

sistemas modelo de carne vacuna con agregado de diferentes concentraciones de suero lacteo,
separadas por SDS-PAGE.
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Figura N° 3: Densitogramas correspondientes a proteinas totales de los sistemas modelo de
carne vacuna con agregado de diferentes concentraciones de suero lacteo, separadas por SDS-
PAGE. SLa y SLb: Picos caracteristicos de suero lacteo. SLa: 18300 D. SLb: 14200 D

Como se observa en la Figura N° 3 los picos caracteristicos comienzan a detectarse a partir
del sistema modelo carne vacuna + 2000 ppm de suero lacteo. Los picos que se observan
corresponden a SLa 18300 D (Blactoglobulina) y SLb 14200 D (alactoalbumina).

Cuando los sistemas modelo se analizan por Inmunoblotting se observa que resulta mas
sensible que SDS-PAGE ya que detecta la presencia de suero lacteo a partir de 1000 ppm
(Tabla N° 5). Se pudo observar una banda caractetistica de suero lacteo (Blactoglobulina: 18300
D).

En la Tabla N° 6 se presentan los resultados obtenidos en la determinacion de proteinas de

suero lacteo en sistemas modelo de carne vacuna con 0-2000 ppm de suero lacteo, utilizando
dos kits comerciales de ELISA (Veratox-Neogen y R-Biopharm para leche).
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SISTEMA ELISA R-]iLIiIZrm
MODELO Veratox-Neogen oph:
ppm proteina de
ppm de suero ppm leche en
. leche en polvo
lacteo polvo descremada
descremada
0 <25 <2,5
10 5,0+1,4 8,2+2,0
18 9,0+1,3 17,543,5
25 9,4+0,6 19,1422
50 12,0+3,6 36,840,7
100 17,140,8 >67,5
500 22,2476 >67,5
1000 23,846,7 >67,5
2000 >25,0 >67,5

Tabla N° 6: Resultados obtenidos en la determinacién de proteinas de
suero lacteo en sistemas modelo de carne vacuna con 0-2000 ppm de
suero lacteo, utilizando dos kits comerciales de ELISA (Veratox-
Neogen y R-Biopharm para leche).

En la Tabla N° 6 se observa que los kits Veratox-Neogen y R-Biopharm detectan proteinas
lacteas a partir del sistema modelo de 10 ppm de suero lacteo. Utilizando el kit Veratox-
Neogen en los sistemas modelo de 10 a 1000 ppm de suero lacteo y utilizando el kit de R-
Biopharm en los sistemas modelo de 10 a 50 ppm de suero lacteo, presentan resultados
positivos y cuantificables de leche. Dado que la materia prima proteica agregada en los sistemas
modelo fue suero lacteo, no se puede determinar si la cuantificacion de los kits es correcta, ya
que los mismos expresan sus resultados como ppm de leche en polvo descremada (Veratox-
Neogen) y ppm de proteina de leche en polvo descremada (R-Biopharm). Con el kit Veratox-
Neogen el sistema modelo de 2000 ppm de suero liacteo presenta un valor que supera el
control superior de la curva de calibracién (25 ppm de leche en polvo descremada). Con el kit
de R-Biopharm los sistemas modelo de 100 a 2000 ppm de suero lacteo también presentan un
valor que superan el control superior de la curva de calibracién (67,5 ppm de proteina de leche

en polvo descremada).
4.1.2.2) Sistemas modelo cocidos con agregado de suero lacteo
En la Tabla N° 7 se resumen los resultados obtenidos en el anilisis de los sistemas modelo de

fiambre de cerdo con 0-2000 ppm de suero lacteo, analizados por SDS-PAGE e
Inmunoblotting.
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:,[I(S)'II‘)I?EI\I/_I‘?) SLO SL1 SL2 SL3 SL4 SL5 SL6 SL7

ppm de suero 0 10 18 25 100 500 1000 2000

lacteo ppm | ppm | ppm | ppm | ppm | ppm | ppm | ppm
SDS-PAGE

, NO NO NO NO NO NO NO SI
Proteinas totales

Inmunoblotting

, NO NO NO NO NO NO SI SI
Proteinas totales

Tabla N° 7: Deteccién de proteinas de suero lacteo en sistemas modelo de fiambre con 0-2000
ppm de suero lacteo, analizados por SDS-PAGE e Inmunoblotting.

De acuerdo con estos resultados SDS-PAGE detecta suero lacteo en mezcla con fiambre de
cerdo a partir del sistema modelo de 2000 ppm de suero lacteo. La banda caracteristica de suero
lacteo detectada es la de Blactoglobulina de 18300 D.

Con Inmunoblotting se detecta suero lacteo en los sistemas modelo con 1000 y 2000 ppm

de suero lacteo. La banda caracteristicas de suero lacteo detectada es la banda de Blactoglobulina
de 18300 D.

Si se comparan estos resultados con los resultados obtenidos en los sistemas modelo crudos
(ftem 4.1.2.1) se observa que en ambos SDS-PAGE detecta suero lacteo, a partir del sistema
modelo de 2000 ppm de suero licteo e Inmunoblotting detecta suero licteo a partir del
sistema modelo de 1000 ppm de suero lacteo.

En la Tabla N° 8 se presentan los resultados obtenidos en la determinacién de proteinas de

suero lacteo en sistemas modelo de fiambre con 0-2000 ppm de suero lacteo, utilizando dos
kits comerciales de ELISA (Veratox-Neogen y R-Biopharm para leche).
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ELISA
SISTEMA Veraf))I:-IIEI‘:ogen R-Bioph:iu'm
MODELO’ g e G pakio ppm proteina de
ppm de suero lacteo descremada leche en polvo
descremada
0 <25 <2,5
10 5,7+1,4 11,6+2,8
18 0,3+1,6 20,0+4,0
25 7,540,7 21,0436
50 n.d. n.d.
100 18,3+5,1 >67,5
500 24,0+5,8 >67,5
1000 >25,0 >67,5
2000 >25,0 >67,5

Tabla N° 8: Resultados obtenidos en la determinaciéon de proteinas de
suero lacteo en sistemas modelo de fiambre con 0-2000 ppm de suero
lacteo, utilizando dos kits comerciales de ELISA (Veratox-Neogen y R-
Biopharm para leche). n.d: no se determiné

En la Tabla N° 8 se observa que los kits Veratox- Neogen y R-Biopharm detectan leche a
partir del sistema modelo de 10 ppm de suero lacteo. Con el kit Veratox-INeogen los sistemas
modelo de 10-500 ppm de suero lacteo y con el kit de R-Biopharm los sistemas modelo de 10-
25 ppm de suero lacteo, presentan resultados positivos y cuantificables de leche. Dado que la
materia prima proteica agregada en los sistemas modelo fue suero lacteo no se puede
determinar si la cuantificacién de los kits es correcta, ya que los mismos expresan sus resultados
como leche en polvo descremada (Veratox-Neogen) y proteina de leche en polvo descremada
(R-Biopharm). Con el kit Veratox-Neogen los sistemas modelo de 1000 y 2000 ppm de suero
lacteo presentan valores que superan el control superior de la curva de calibracion (25 ppm de
leche en polvo descremada). Con el kit de R-Biopharm los sistemas modelo de 100-2000
ppm de suero lacteo también presentan valores que superan el control superior de la curva de
calibracién (67,5 ppm de proteina de leche en polvo descremada).

Si se comparan los resultados obtenidos con los de los sistemas modelo crudos (item 4.1.2.1)
se observa que se obtuvieron resultados similares en sistemas modelo con y sin tratamiento
térmico. HEsto implica que el tratamiento térmico que recibieron las proteinas del suero lacteo no
habria modificado ni la solubilidad de las proteinas ni la capacidad de reconocimiento y

cuantificacién por parte de los anticuerpos de los dos kits ensayados.
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4.1.3) Leche y suero lacteo: Muestras provistas por la industria analizadas para la
determinacion de proteinas lacteas

Se analizaron ocho muestras provistas por industrias. I.a composicion y caracteristicas de las
mismas fueron informadas por el fabricante (item 3.1.2.3).

En la Tabla N° 9 se presentan los resultados obtenidos de la determinacién de proteinas de
leche en productos carnicos con declaracién de ingredientes provista por la industria, utilizando
SDS-PAGE, Inmunoblotting y tres kits de ELISA. Estas muestras fueron analizadas con kits
de Blactoglobulina y kits de Caseina, todos de R-Biopharm. No fueron analizadas con el kit de
Leche Total de R-Biopharm ya que este kit no estaba disponible para la venta cuando se
realizaron estos analisis. También se utilizaron kits de leche total de Veratox-Neogen.
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En las muestras IJ1, 12, IJ4, IJ5 e 1J6 utilizando SDS-PAGE e Inmunoblotting no se
detectaron proteinas lacteas. Estas muestras no declaraban materias primas lacteas en su
composicion. Los métodos de ELISA no detectaron proteinas licteas en las muestras 1J1, IJ2,
IJ4 e IJ5. Estos resultados indicarfan que estas cuatro muestras no contienen ingredientes o
aditivos lacteos y no sufrieron contacto cruzado. En la muestra IJ6 sélo se detectaron caseinas
aunque en muy baja concentraciéon (2,5 ppm) a pesar de que supuestamente no presentaba
contacto cruzado de acuerdo con lo declarado por la industria. La baja concentracion de

casefnas hallada indicarfa un muy bajo contacto cruzado.

En las muestras IF1 e IF2 no se detectaron proteinas lacteas utilizando SDS-PAGE e
Inmunoblotting. En estas muestras se detectaron proteinas Blactoglobulina, caseinas y de leche

total con los tres kits comerciales de ELISA, aunque la concentraciéon hallada de Blactoglobulina
fue muy baja (1,46 ppm) en la muestra IF1. Debido a que estas muestras fueron provistas por
un frigorifico se consulté sobre la posibilidad de que las mismas tuvieran en su formulacién
algun ingrediente o aditivo que contuviera proteinas lacteas. La respuesta fue positiva ya que
ambas muestras eran elaboradas con un aditivo sabor jamoén que declaraba la presencia de
alérgenos de leche y productos lacteos derivados en su declaracion de alérgenos.

En la muestra IJ3 se detectaron proteinas Plactoglobulina y caseinas con SDS-PAGE e
Inmunoblotting. Estos resultados coinciden con los hallados con los kits de ELISA. LL.a muestra
IJ3 contenia, de acuerdo con lo manifestado por la industria, proteina concentrada de suero
lacteo. Sin embargo la presencia de caseinas detectada por los distintos métodos empleados
permite determinar que la muestra contiene suero lacteo y caseinas o caseinatos, o bien leche.

No contiene unicamente suero lacteo.

Cabe destacar que si bien se obtuvieron resultados positivos utilizando los kits de ELISA en
algunas muestras, esto no implica la presencia del alérgeno como ingrediente o aditivo, sino que
dicho resultado positivo puede ser debido a un posible contacto cruzado en el alimento.

Una de las principales ventajas del método de ELISA, destacada por varios investigadores, es
la elevada sensibilidad del método que permite la deteccidn de trazas de alérgenos presentes en
un alimento dada por contacto cruzado (Gatti M y Ferretti C, 2010).

4.1.4) Leche y suero lacteo: Muestras comerciales analizadas para la determinacién de
proteinas lacteas

Se analizaron siete muestras adquiridas en supermercados de la Ciudad de Buenos Aires,
Argentina. La composicién de las mismas correspondia al listado de ingredientes presente en
cada uno de los rétulos (item 3.1.2.4).

En la Tabla N° 10 se presentan los resultados obtenidos en la determinaciéon de proteinas de

leche de productos carnicos con declaracién de ingredientes en el rétulo de los mismos,
utilizando SDS-PAGE, Inmunoblotting y dos kits de ELISA (Veratox-Neogen y R-Biopharm
para leche).
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Las muestras CF1, CJ1, CE2 y CM1 no declaran productos lacteos y no se detecté leche con
ninguno de los métodos utilizados. CF3 declara leche en polvo descremada y CF4 declara suero
lacteo y todos los métodos utilizados detectaron proteinas lacteas.

En el caso de la muestra CE5 todos los métodos utilizados detectaron proteinas lacteas. Sin
embargo esta muestra no declaraba esta materia prima proteica en su rétulo. Esta muestra fue
previamente analizada con los kits de ELISA de R-Biopharm para Blactoglobulina y para
casefna. Los resultados fueron positivo para Blactoglobulina y negativo para caseina (resultados
no mostrados). Observando los resultados del SDS-PAGE, del Inmunoblotting y de los kits de
ELISA se concluye que esta muestra contiene suero licteo y no leche. Considerando que la
muestra CE5 contiene suero lacteo en su composicion el valor hallado con el kit Veratox-
Neogen (15,8 ppm leche en polvo descremada) resulta inferior a lo esperado. Esto se debe a
que SDS-PAGE e Inmunoblotting presentan resultados positivos y sus limites de deteccién son
2000 ppm de suero lacteo para SDS-PAGE y 1000 ppm de suero lacteo para Inmunoblotting.
El resultado obtenido con el kit Veratox-Neogen deberfa haber superado el valor mas alto de la
curva de calibracién (25 ppm leche en polvo descremada).

Con respecto al kit de R-Biopharm (muestra CF3, CE5, CF4) no se puede concluir si el kit
cuantifica bien, ya que los resultados obtenidos en dichas muestras fueron valores que
superaron el control superior de la curva de calibracion, lo que si se puede afirmar es que los
resultados hallados se corresponden con los resultados positivos obtenidos por SDS-PAGE y
por Inmunoblotting.

De acuerdo con los resultados obtenidos una muestra (CE5) contiene suero lacteo no declarado

en la lista de ingredientes.
4.2) Deteccion de proteinas de soja en productos carnicos
4.2.1) Sistemas modelo crudos con agregado de producto de soja
En la Tabla N° 11 se resumen los resultados obtenidos en el analisis de los sistemas modelo de

carne vacuna con 0-5000 ppm de producto de soja, analizados por SDS-PAGE e
Inmunoblotting.

79



Voltage [m V]

4- RESULTADOS Y DISCUSION

38};%1\{{‘8 SO S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7 S8
0 10 50 100 500 | 1000 | 2000 | 3000 | 5000
ppm producto
de soja ppm | ppm | ppm | ppm | ppm | ppm | ppm | ppm | ppm
SDS-PAGE
Proteinas NO NO NO | NO | NO | NO | NO SI SI
totales
Inmunoblotting
Proteinas NO NO NO SI SI SI SI SI SI
totales

Tabla N° 11: Deteccién de proteinas de soja en sistemas modelo de carne vacuna con 0-5000
ppm de producto de soja, analizados por SDS-PAGE e Inmunoblotting.

En la Tabla N° 11 se observa que SDS-PAGE permite la deteccién de 3000 ppm de producto
de soja en mezcla con carne vacuna mientras que Inmunoblotting resulta mucho mas sensible
ya que permite la deteccion de 100 ppm de producto de soja en mezcla con carne vacuna.

A modo de ejemplo en la Figura N° 4 se presentan los densitogramas correspondientes a
proteinas totales de los sistemas modelo (SM) de carne vacuna con agregado de diferentes
concentraciones de producto de soja, separadas por SDS-PAGE.
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SM carne vacuna + 5000 ppm soja
SM carne vacuna + 3000 ppm soja
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Figura N° 4: Densitogramas correspondientes a proteinas totales de los Sistemas modelo (SM)
de carne vacuna con agregado de diferentes concentraciones de producto de soja, separadas por
SDS-PAGE. Sa y Sh: picos caracteristicos de proteinas de soja.
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4- RESULTADOS Y DISCUSION

Como se observa en la Figura N° 4 los picos caracteristicos de soja (Sa y Sb) comienzan a
detectarse a partir del sistema modelo carne vacuna + 3000 ppm de producto de soja. Los picos
que se observan corresponden a las proteinas Sa 68500 D y Sb 67000 D.

En la Foto N° 2 se presenta la imagen correspondiente a un Inmunoblotting de los sistemas

modelo de carne vacuna con agregado de diferentes concentraciones de producto de soja.

SO SI S2 S3 S4 S5 S6 ST S8 Soja

Foto N° 2: Inmunoblotting correspondiente a
sistemas modelo. SO: SM 0 ppm; S1: SM 10
ppm; S2: SM 50 ppm; S3: SM 100 ppm; S4:
SM 500 ppm; S5: SM 1000 ppm; S6: SM 2000
ppm; S7: SM 3000 ppm; S8: SM 5000 ppm de
producto de soja; Soja. Sa, Sb, Sc: bandas
caracteristicas de soja.

En la Foto N° 2 se observa que por Inmunoblotting se detectan bandas caracteristicas de soja
(Sa, Sb y Sc) a partir del sistema modelo S3 de carne vacuna con agregado de 100 ppm de
producto de soja. Las bandas caracteristicas de soja detectadas son Sa 68500, Sb 67000 y Sc
52000 D.

Se observa que el Inmunoblotting es un método mas sensible que el SDS-PAGE, para la

deteccion de soja en mezcla con carne vacuna.
En la Tabla N° 12 se presentan los resultados obtenidos en la determinacién de proteinas de

soja en Sistemas modelo de carne vacuna con 0-2000 ppm de producto de soja, utilizando tres
kits comerciales de ELISA (Veratox-Neogen, Romer, R-Biopharm para soja).
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4- RESULTADOS Y DISCUSION

SISTEMA ELISA gf)‘rlji ELISA
MODELO Veratox-Neogen b Inhibidor R-Biopharm
ppm producto de soja ppm aislado 'Il‘: f sina de soia ppm proteina de
(ppm proteina de soja) | proteico de soja P (STT) J soja
0 <10,0 <40,0 <2,5
5
(3,15) <10,0 <40,0 3,6+1,2
10
(6,30) <10,0 <40,0 6,8+2,1
50
(31,50) <10,0 <40,0 >20,0
100
(63,00) <10,0 64,3+3,2 >20,0
250
(157,50) 21,6+1,8 135,4+27,0 >20,0
500
(315,00) 86,9+3,7 312,1+1,1 >20,0
1000
(630,00) >100,0 389,7+6,9 >20,0
2000
+
(1260,00) >100,0 8006,7+48,0 >20,0

Tabla N° 12: Resultados obtenidos en la determinacién de proteinas de soja en Sistemas
modelo de carne vacuna con 0-2000 ppm de producto de soja, utilizando tres kits comerciales
de ELISA (Veratox-Neogen, Romer, R-Biopharm para soja).

Se observa que la metodologia ELISA utilizando el kit Veratox-Neogen detecta soja a partir
del sistema modelo de 250 ppm de producto de soja. Los sistemas modelo de 250 y 500
presentan resultados positivos y cuantificables de soja, aunque muy alejados de los valores
reales. Los sistemas modelo de 1000 y 2000 ppm presentan un valor que supera el control
superior de la curva de calibraciéon (100 ppm de aislado de soja).

Con el kit Romer se detectan proteinas de soja a partir del sistema modelo de 100 ppm de
producto de soja. Los sistemas modelo de 100 a 2000 ppm de producto de soja presentan
resultados positivos y cuantificables de soja, pero dado que la materia prima proteica agregada
en los sistemas modelo fue producto de soja, no se puede determinar si la cuantificacion del kit
es correcta, ya que el mismo expresa su resultado como ppb de STT.

El kit de R-Biopharm resulté ser el mas sensible para la deteccion de soja en estos
productos carnicos, ya que detecta proteinas de soja a partir del sistema modelo de 5 ppm de
producto de soja. Los sistemas modelo de 5y 10 ppm de producto de soja presentan resultados
positivos y cuantificables de soja, cercanos a los valores reales. Los sistemas modelo con 50-
2000 ppm de producto de soja presentan valores que superan el control superior de la curva de
calibracion (20 ppm de proteina de soja).
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4- RESULTADOS Y DISCUSION

4.2.2) Sistemas modelo cocidos con agregado de producto de soja

En la Tabla N° 13 se resumen los resultados obtenidos en el analisis de los Sistemas modelo
de fiambre de cerdo con 0-2000 ppm de producto de soja, analizados por SDS-PAGE e
Inmunoblotting.

1311 (S)'II‘)%% SO S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7
0 10 50 100 250 500 1000 2000
ppm producto de
soja ppm | ppm | ppm | ppm ppm ppm ppm ppm
SDS-PAGE NO NO NO NO NO NO NO NO
Proteinas totales
Inmunoblotting NO | NO | NO SI SI SI SI SI
Proteinas totales

Tabla N° 13: Deteccién de proteinas de soja en Sistemas modelo de fiambre de cerdo con 0-
2000 ppm de producto de soja, analizados por SDS-PAGE e Inmunoblotting.

De acuerdo con estos resultados SDS-PAGE no permite la detecciéon de producto de soja en
mezcla con fiambre de cerdo ni siquiera en la mayor concentracién analizada.

Con Inmunoblotting se detectaron bandas caracteristicas de soja a partir del sistema modelo
de carne vacuna con agregado de 100 ppm de producto de soja (Tabla N° 13). Las bandas
caracteristicas de soja detectadas son tres y sus pesos moleculares aparentes son: 68500 D, 67000
D y 52000 D (las mismas que se observan en sistemas modelo crudos).

Si se comparan estos resultados con los resultados obtenidos en los sistemas modelo crudos
(ftem 4.2.1) SDS-PAGE no detecta soja en los sistemas modelo con 2000 ppm de producto de
soja, tanto en sistemas modelo crudos como cocidos. Inmunoblotting resulta mucho mas
sensible ya que detecta soja a partir del sistema modelo de 100 ppm de producto de soja en
sistemas modelo crudos y cocidos.

En la Tabla N° 14 se presentan los resultados obtenidos en la determinacién de proteinas de

soja en sistemas modelo de fiambre de cerdo con 0-2000 ppm de producto de soja, utilizando
tres kits de ELISA (Veratox-Neogen, Romer y R-Biopharm para soja).
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4- RESULTADOS Y DISCUSION

SISTEMA ELISA
MODELO Veratox- ELISA ELISA
Romer .
ppm producto Neogen oy R-Biopharm
de soi ilad ppb Inhibidor na d
e soja ppm aislado Triosi . ppm proteina de
. . ripsina de soja .
(ppm proteina | proteico de soja
. . (STI)
de soja) soja
0 <10,0 <40,0 <25
5
(3,15) <10,0 <40,0 <25
10 <10,0 <40,0 3,6+1,1
(6,30) > > »W—"
50 <10,0 43,2+6,6 >20,0
(31,50) ’ T ’
100 >20,0
(63,00) <10,0 90,8+21,7
250 >20,0
(157,50) 13,4+2,6 207,4+20,5
500 >20,0
(315,00) 53,1217.0 346,2+64.,5
1000
(630,00) 09,5+124 642,7+77,1 >20,0
2000
+
(1260,00) >100,0 970,0+97,0 >20,0

Tabla N° 14: Resultados obtenidos en la determinaciéon de proteinas de soja en
sistemas modelo de fiambre de cerdo con 0-2000 ppm de producto de soja, utilizando
tres kits de ELISA (Veratox-Neogen, Romer y R-Biopharm para soja).

Se observa que el kit Veratox-Neogen detecta soja a partir del sistema modelo de 250 ppm
de producto de soja. Los sistemas modelo de 250, 500 y 1000 presentan resultados positivos y
cuantificables de soja, aunque muy alejados de los valores reales. El sistema modelo de 2000
ppm presenta un valor que supera el control superior de la curva de calibracién (100 ppm de
aislado de soja).

El kit de Romer detecta soja a partir del sistema modelo de 50 ppm de producto de soja. Los
sistemas modelo de 50 a 2000 ppm de producto de soja presentan resultados positivos y
cuantificables de ppb de STL.

El kit R-Biopharm result6 ser el mas sensible para la deteccién de soja en productos carnicos
cocidos ya que detecta soja a partir del sistema modelo de 10 ppm de producto de soja.

Si se comparan estos resultados con los obtenidos en los sistemas modelo crudos (item 4.2.1)
se observan diferencias en las cantidades de proteinas de soja cuantificadas. Con los kit
Veratox-Neogen y R-Biopharm en los sistemas modelo crudos las cantidades de soja
cuantificadas resultan mayores que en los sistemas modelo cocidos. Con el kit de Romer en los
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4- RESULTADOS Y DISCUSION

sistemas modelo crudos las cantidades de soja cuantificadas resultan menores que en los
sistemas modelo cocidos.

Como se detall6 en el item 4.1.1.2) en los alimentos procesados puede ocurrir que las
proteinas se desnaturalicen, que se modifique la solubilidad de las mismas y que se altere la
interaccion antigeno—anticuerpo (Besler M et al, 2001; Parker C et al, 2015). Todos estos
cambios anteriormente descriptos producidos en un alimento procesado, tratado térmicamente,
explican los diferentes resultados obtenidos entre los sistemas modelo crudos y cocidos. De
acuerdo con nuestros resultados el tratamiento térmico produciria modificaciones en las
proteinas de soja presentes que afectan de manera positiva en el caso de la detecciéon con el kit
de Romer (cantidades cuantificadas de soja mayores en los sistemas modelo cocidos) y de
manera negativa en la deteccién con los kits Veratox-Neogen y R-Biopharm (cantidades
cuantificadas de soja menores en los sistemas modelo cocidos).

En cuanto a los resultados obtenidos con los tres kits comerciales para una misma muestra
(por ejemplo sistema modelo de fiambre de cerdo con 250 ppm de producto de soja), dado que
se expresan con diferentes unidades (ppm aislado proteico de soja o ppb STI o ppm proteina de
soja), los mismos no se pueden comparar. Serfa importante por parte de los fabricantes de los
kits comerciales que unificaran las unidades de expresiéon para garantizar una correcta
evaluacion del porcentaje de recuperacion y para facilitar la validacion y comparacion de los
mismos (Diaz Amigo C, 2010 b).

4.2.3) Muestras provistas por la industria analizadas para la determinacién de proteinas
de soja

Se analizaron siete muestras provistas por industrias. L.a composicion y caracteristicas de las
mismas fueron informadas por el fabricante (item 3.1.2.3.).

En la Tabla N° 15 se presentan los resultados obtenidos en la determinacién de proteinas de
soja en productos carnicos comerciales, con declaracién de ingredientes provista por la

industria, utilizando SDS-PAGE, Inmunoblotting y ELISA.

Estas muestras fueron analizadas con el kit ELISA Alert-Neogen (cualitativo) para verificar la
utilidad de esta metodologia.
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4- RESULTADOS Y DISCUSION

En la Tabla N° 15 se observa que en las dos muestras que declaraban soja en su composicion
(IFle IF2) SDS-PAGE e Inmunoblotting permitieron la detecciéon de esta materia prima. Con
el kit Alert-Neogen ambas muestras resultaron positivas (entre 5 — 10 ppm harina de soja IF1
y mayor que 10 ppm harina de soja IF2). Estos resultados confirmaron los obtenidos por SDS-
PAGE e Inmunoblotting. Sin embargo el resultado obtenido en la muestra IF1 resulta bajo si
consideramos que la proteina de soja fue detectada por SDS-PAGE, esta muestra deberfa haber

dado mayor a 10 ppm.

En el resto de las muestras analizadas (IJ1, 1J2, 14, IJ5 e IJ6) no se detectaron proteinas de
soja con ninguna de las metodologias utilizadas. En dichas muestras se informé que no se podia
descartar contacto cruzado. Esto indicarfa que no hubo contacto cruzado.

4.2.4) Muestras comerciales analizadas para la determinacién de proteinas de soja

Se analizaron siete muestras adquiridas en supermercados de la Ciudad de Buenos Aires,
Argentina. I.a composiciéon de las mismas correspondia al listado de ingredientes presente en
cada uno de los rétulos (item 3.1.2.4.).

En la Tabla N° 16 se presentan los resultados obtenidos en la determinacién de proteinas de

soja de productos carnicos con declaraciéon de ingredientes en el rétulo de los mismos,
utilizando SDS-PAGE, Inmunoblotting y dos kits de ELISA (Veratox-Neogen y Romer para
s0ja).
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4- RESULTADOS Y DISCUSION

Se observa que utilizando SDS-PAGE se detect6 soja en las muestras CF2 y CE3. La muestra
CF2 declaraba soja en su lista de ingredientes y la muestra CE3 no declaraba dicha materia

prima en su lista de ingredientes.

De las muestras que no declaraban soja Inmunoblotting la detect6 en cuatro de las muestras
analizadas (CF1, CE1, CE3, CE4).

Ademas se observa que con los kits de ELISA el alérgeno soja fue detectado en tres de las
muestras analizadas que no declaraban este ingrediente (CF1, CE3, CE4). Estos resultados
confirmaron los resultados obtenidos por Inmunoblotting.

Los resultados de la muestra CE1 fueron positivos para Inmunoblotting y con el kit de
Romer y negativos con el kit Veratox-Neogen. Esto se deberfa a la menor sensibilidad que
presenta el kit Veratox-Neogen.

La muestra CJ1 no declaraba ingredientes de soja y no se detectaron proteinas de soja con

ninguna de las metodologfas utilizadas.

En la muestra CF1 se detectaron proteinas de soja utilizando Inmunoblotting y los kits de
ELISA para soja de Veratox-Neogen y de Romer detectaron 22,3 ppm de aislado de soja y
581,0 ppb de STI, respectivamente. Debido a estos resultados se consulto al fabricante sobre la
posibilidad de que esta muestra tuviera en su formulacién algin ingrediente o aditivo que
contuviera proteinas de soja. La respuesta fue positiva ya que la muestra era elaborada con un
aditivo sabor jamon, que declaraba la presencia de alérgenos de soja en su declaraciéon de

alérgenos.

En la muestra CE2, que declaraba aislado de soja en su lista de ingredientes, no se detectaron
estas protefnas con ninguna de las metodologfas utilizadas. Con este resultado se confirma que
no se utiliz6 una materia prima con soja en la elaboraciéon de este producto. Es posible que
algunas muestras presenten en su lista de ingredientes materias primas que no se encuentran en
su composicion. Esto podria deberse a cambios en la formulaciéon que no se ven reflejados en
los rétulos ya que los mismos quedan desactualizados.

Los valores bajos de soja obtenidos con el kit Veratox-Neogen en las muestras CF1, CE3 y
CE4 corroboraron los resultados obtenidos en los sistemas modelo cocidos. Si bien este
método permitié la deteccién de soja en cuatro muestras comerciales, los valores obtenidos
difieren de los valores reales presentes en dichas muestras. Esto se concluye ya que utilizando
SDS-PAGE no se detecta soja ni siquiera en el sistema modelo cocido que contiene la mayor
concentracién analizada previamente (2000 ppm de producto de soja) y que el limite de
deteccion del Inmunoblotting es 100 ppm. A modo de ejemplo utilizando el kit Veratox-
Neogen si la muestra CF1 tuviera realmente 22,3 ppm de aislado de soja, el Inmunoblotting no
hubiera dado positivo. Si la muestra CE3 tuviera 67,8 ppm de aislado de soja no hubieran dado
positivos SDS-PAGE e Inmunoblotting. Si la muestra CE4 tuviera realmente 67,0 ppm de
aislado de soja, el Inmunoblotting no hubiera dado positivo. Estos resultados permiten
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4- RESULTADOS Y DISCUSION

confirmar que el kit Veratox-Neogen presenta concentraciones de aislado de soja alejadas de los

valores reales.

Con respecto a los resultados hallados con el kit de Romer parecen légicos cuando se analizan
en comparacion con los resultados de los sistemas modelo de productos cocidos. Los resultados
obtenidos en CF1 y CE1 (581,0 y 448,0 ppb STI, respectivamente) se corresponden con los
hallados en sistemas modelo cocidos que contienen entre 500-1000 ppm de producto de soja.
Por ende es logico que el inmmunoblotting presente un resultado positivo (su limite de
deteccion es 100 ppm de producto de soja) y que el SDS-PAGE presente un resultado negativo
(su limite de detecciéon es mayor a 2000 ppm de producto de soja). El tnico resultado que llama
la atencion es el de CF2 ya que el resultado obtenido 970,0 ppb STI se corresponde con el
obtenido en el sistema modelo de 2000 ppm de producto de soja, sin embargo SDS-PAGE
presentd un resultado positivo y ademas la muestra contiene aislado de soja en su composicion.
Se esperaria que dicha muestra presente una concentraciéon mayor cuantificada con el kit de
Romer.

De acuerdo con los resultados obtenidos con los distintos métodos una muestra (CE3)
contiene soja como ingrediente no declarado, ya que dicha materia prima fue detectada por
SDS-PAGE. Estos resultados fueron corroborados con otra metodologia ya que esta muestra
fue analizada también con un kit de Real Time PCR. Como resultado de dicho anilisis también
se obtuvo un resultado positivo, Ct: 16,2 siendo el valor de corte Ct: 30 (Cattapan R et al, 2013).

Tres muestras (CF1, CE1, CE4) también contienen soja en una concentraciéon mayor a 100
ppm ya que se obtuvieron resultados positivos por Inmunoblotting (resultados confirmados
con los kits de ELISA). En estas tres muestras es posible que exista contacto cruzado por
compartir las lineas de produccion o bien por la llegada del alérgeno soja a través del agregado
de un aditivo que lo contiene (CF1).

4.2.5) Desarrollo del enzimoinmunoensayo competitivo para soja en productos carnicos
4.2.5.1) Cuantificacion de proteinas de soja en el extracto

Se utiliz6 el método de Lowry (Lowry O et al, 1951). La concentracién de proteina de soja
obtenida en el extracto de solucidon extractiva de proteinas totales fue 8,9 mg de proteina de
soja/mL  de solucién extractiva. La concentracion tedrica en dicho extracto era 9,4 mg de
proteina de soja/mL de solucién extractiva. De manera que el porcentaje de recuperacion fue
95%, es decir el 95% de las proteinas de soja resultaron solubles en la solucién extractiva de
proteinas totales.

4.2.5.2) Puesta a punto del enzimoinmunoensayo competitivo
En la figura N° 5 se observan las dos curvas obtenidas en la puesta a punto del

enzimoinmunoensayo competitivo, para la determinacién de la concentracién Optima de
antigeno soja y la dilucién de anticuerpo primario a utilizar en el ensayo final.
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Figura N° 5: Curvas obtenidas para la determinacién de la concentracion 6ptima de
antigeno soja y la dilucién de anticuerpo primario a utilizar en el enzimoinmunoensayo
competitivo final. (Absorbancia corregida versus In 1/dilucién Anticuerpo Primatio)

En la Figura N° 5 se observan las curvas correspondientes a 1 pg de proteina de soja /100 pL

de buffer Carbonato/Bicarbonato, pH: 9,6 y a 10 pg de proteina de soja /100 puL de buffer
Catrbonato/ Bicarbonato, pH: 9,6; que se obtuvieron en la puesta a punto del ensayo.

Para la selecciéon de la concentracién 6ptima de antigeno a utilizar en el ensayo se eligi6 la
curva con mayor pendiente. La concentracion de antigeno seleccionada fue 1 pg de proteina de

soja /100 pL de buffer Carbonato/ Bicarbonato, pH: 9,6.

Para la seleccion de la dilucién optima de anticuerpo primario a utilizar en la competencia, se
seleccioné en la curva previamente elegida (la correspondiente a 1 pg de proteina de soja /100
pl. de buffer) la zona mas sensible a cambios, obteniendo de esta manera un método con
adecuada sensibilidad. La dilucién de anticuerpo primario seleccionada para utilizar en la
competencia fue de 1/1250 (In 1/dilucién Anticuerpo Primario: 7,13).

4.2.5.3) Validacion
4.2.5.3.1) Linealidad
El ME y el SDS son efectivos para la extraccion de proteinas. E1 ME cliva puentes disulfuro

formados entre los residuos de cisteina de las proteinas y el SDS facilita la solubilizacién de las

proteinas alterando las uniones no covalentes de las mismas (Watanabe Y et al, 2005).
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Dado que en este ensayo se utiliza un buffer de extraccién que contiene agentes reductores y
desnaturalizantes (ME y SDS) que interfieren en la reaccion antigeno-anticuerpo (Watanabe Y
et al, 2005) se evalud la diluciéon de la solucién extractiva que no afectara la unién antigeno-
anticuerpo. Algunos investigadores han observado que generalmente las concentraciones de
este buffer suficientemente diluidas, no influyen en la performance del ensayo (Diaz Amigo Cy
Popping B, 2010; Garcia E et al, 2005).

Se ensayaron tres diluciones de solucién extractiva en buffer Carbonato/Bicarbonato, pH:
9,6 (1:50, 1:100, 1:175) realizando el enzimoinmunoensayo competitivo como se describi6é en
3.2.2.5.1.5.1.1). Se observé que los valores de Absorbancia con la dilucién 1:175 eran similares
a los obtenidos en los pocillos de “uniéon maxima” (M). En cambio con las diluciones de 1:50 y
1:100 los valores de Absorbancia eran inferiores a los valores correspondientes a M. Esto
implica cuantificaciéon de analito en una solucién que no la contiene (ensayo competitivo). Los
valores menores de Absorbancia se deben a una interferencia de los componentes de la soluciéon
extractiva en la unién antigeno — anticuerpo y no a la presencia de analito. De acuerdo con estos
resultados para cada punto de la curva se realiz6 una diluciéon del extracto original de soja pero
se mantuvo constante la concentracién de SDS y de ME. Esas concentraciones son las que
corresponden a una dilucién de la solucién extractiva 1:175.

Para establecer linealidad se trabajé con cinco puntos de la curva 0; 0,01; 0,03; 0,1 y 0,3 pg
proteina de soja/mL (Figura N° 6). A los valores de Absorbancias corregidas obtenidos para
cada nivel de concentracién se aplicé un Test de Homogeneidad de Varianzas y no se encontrd

diferencia significativa entre la varianzas de los distintos niveles analizados.
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Figura N° 6: Curva de calibracién: Absorbancia corregida en funciéon del
In de la concentracion de soja (Ug proteina de soja/mL).
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Se realiz6 el test de linealidad sobre los valores de Absorbancia corregida en funcién del In de
la concentracién de soja (Ug proteina de soja/mL) utilizando el programa Infostat profesional
version 2004d.1 desarrollado por la Universidad Nacional de Cérdoba. Se obtuvo un valor de
F=1,84 (CM desvio de la linealidad/ CM etror puro) y p=0,2195 con lo cual se concluyé que el
rango 0,01; 0,03; 0,1 y 0,3 pg proteina de soja/mL se comporté en forma lineal. La recta
obtenida presenté una pendiente de -0,29 con un limite inferior 95% (LI) de -0,32 y un limite
superior 95% (LS) de -0,27, ordenada al origen 0,94 con LI: 0,87 y LS: 1,01 y un coeficiente de
correlaciéon de 0,988.

A los valores limites de la curva de calibracién (0,01 pg proteina de soja/mL y 0,3 ng proteina
de soja/mlL) se les aplico el cilculo *' presentado en item 3.2.2.5.1.5.1.2) para calcular el rango
de trabajo correspondiente a proteina de soja en producto carnico. El rango de trabajo obtenido
fue 9 ppm-280 ppm de proteina de soja en productos carnicos.

4.2.5.3.2) Limite de deteccién y Limite de cuantificacion

El valor del limite de deteccion obtenido fue 9,0 ppm de proteina de soja y el del limite de
cuantificacion 18,0 ppm de proteina de soja.

4.2.5.3.3) Precision intradia e interdias

La precisién del método en el dia expresada como coeficiente de variacion (CV) fue 7,8 (n=3)
y la precision del método entre dias fue 12,7 (n=9). Dichos valores son adecuados ya que se
adoptd como criterio de aceptacion que los CV de la precision intradia e interdfas no superaran
el 15% (Huber L, 2010).

4.2.5.3.4) Recuperacion

Se analizaron sistemas modelo de carne vacuna con 75 y 20 ppm de proteina de soja. Se
obtuvieron resultados inferiores a los esperados (23 y 17 ppm, respectivamente). Esto indica
que la recuperacion de este ensayo no es adecuada posiblemente por interferencia de la matriz
carnica ya sea en la extraccion de las proteinas de soja y/o en la deteccién de dichas proteinas.
De acuerdo con resultados previos, algunos ELISA comerciales también presentan valores muy
inferiores a los esperados en los sistemas modelo carnicos analizados.

El método ELISA es una herramienta importante para detectar alérgenos en alimentos, pero
se debe tener en cuenta que diversas matrices alimentarias pueden afectar la recuperacion del
método, no pudiendo reconocer en la mayoria de los casos el compuesto del alimento que
interfiere en el ensayo (Diaz Amigo C, 2010c¢).
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4.2.5.4) Muestras comerciales analizadas con el enzimoinmunoensayo competitivo
desarrollado

En la Tabla N° 17 se presentan los resultados obtenidos en la determinacién de proteinas de
soja en productos carnicos, utilizando el kit de R-Biopharm y el enzimoinmunoensayo
competitivo desarrollado.

R-Biopharm Enzimoinmunoensayo
Muestras Ingredientes ppm proteina de desarrollado
soja ppm proteina de soja
CH1 Carne vacuna >20,0 39,1+3,1
CH2 Carne vacuna 5,2+1,6 29,0+3,5
CH3 Carne vacuna <25 <18,0

No se conoce la
CEG6 composicion de >20,0 >280,0

esta muestra

No se conoce la
CSs1 composicion de >20,0 >280,0

esta muestra

Tabla N° 17: Resultados obtenidos en la determinacién de proteinas de soja en productos
carnicos utilizando el kit de R-Biopharm y el enzimoinmunoensayo competitivo desarrollado.

Previamente se mencioné que los resultados entre diferentes ensayos de ELISA pueden ser
diferentes. Esta variacion podria deberse a la falta de estandarizacion del método, material de
calibracion utilizado, soluciones de extraccién empleadas, especificidad del anticuerpo (Diaz
Amigo C, 2010 a). Por lo tanto los resultados cuantitativos entre estos dos métodos no se
pueden comparar. Sin embargo lo que si se puede confirmar es que en general se observé un
comportamiento similar en cada muestra utilizando ambos métodos. En la muestra CH1 el
valor obtenido con R-Biopharm supera al limite superior de la curva de calibracién mientras que
en el enzimoinmunoensayo competitivo el valor obtenido se encuentra dentro del rango de
trabajo de este método. En la muestra CH2 se obtuvieron valores cuantificables dentro del
rango de trabajo de cada método. En la muestra CH3 ambos métodos presentaron valores por
debajo del limite de cuantificacion. En las muestras CEG y CS1 los valores obtenidos son
mayores al limite superior de la curva de calibracién de cada método.

Estos resultados nos indican que si una muestra presenta un resultado positivo con el
enzimoinmunoensayo competitivo no resulta necesario recurrir a un kit comercial de ELISA ya
que la muestra contiene soja.

Se calcul6 el costo del enzimoinmunoensayo competitivo desarrollado en abril del ano 2015.
El mismo result6é 0,60 dolares por pocillo. En ese momento un kit comercial tenfa un valor en
el mercado de 6,00 délares por pocillo. De manera que el enzimoinmunoensayo desarrollado
tiene un costo considerablemente menor al de los kits comerciales. Por lo tanto, este se podria
utilizar como método de screening, para analizar muestras en las que se sospeche un posible
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contacto cruzado con soja. Cuando esta metodologia resulte negativa, se deberfa confirmar con
un kit comercial de adecuada sensibilidad, para asegurar la ausencia de proteina de soja con el
nivel de detecciéon del kit.

4.3) Deteccion de proteinas de clara de huevo en productos carnicos

4.3.1) Sistemas modelo crudos con agregado de clara de huevo

En la Tabla N° 18 se resumen los resultados obtenidos en el analisis de los sistemas modelo
de carne vacuna con 0-2000 ppm de clara de huevo, analizados por SDS-PAGE e

Inmunoblotting.
1311 (S)ng‘;ﬁg CLO CL1 CL2 CL3 CL4 CL5 CL6 CL7
0 10 18 25 100 500 1000 2000
ppm clara de m m m m m m m m
huevo PP PP PP PP PP PP PP PP
SD,S_PAGE NO NO NO NO NO NO NO NO
Proteinas totales
Inmunoblotting | | o | NO | NO SI SI SI SI
Proteinas totales

Tabla N° 18: Deteccion de proteinas de clara de huevo en sistemas modelo de carne vacuna
con 0-2000 ppm de clara de huevo, analizados por SDS-PAGE e Inmunoblotting.

De acuerdo con estos resultados SDS-PAGE no detecta clara de huevo en mezcla con carne
vacuna ni siquiera en la mayor concentracién analizada (2000 ppm clara de huevo).

Inmunoblotting resulta mucho mas sensible, ya que permite la deteccion de 100 ppm de
clara de huevo en mezcla con carne vacuna. Se pudo observar la banda caracteristica de huevo
que corresponde a ovoalbumina (45000D).

En la Tabla N° 19 se presentan los resultados obtenidos en la determinacién de proteinas de

clara de huevo en sistemas modelo de carne vacuna con 0-2000 ppm de clara de huevo,
utilizando un kit comercial de ELISA (R-Biopharm para huevo).
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SISTEMA
MODELO ELISA
ppm clara de huevo R-Biopharm
(ppm proteina de ppm proteina de clara de huevo
clara de huevo)

0 <0,13

(0(3359) 0,14 +0,03

(01,’708) 0,18 +0,05

(12”506) 0,24 +0,05

(;”102) 0,58 +0,15
(35,’900) >3,%5
(57,’855) >355
(;?ég) >3,55
(11:604) >3,%5
, 129*?’5%) >3 55
(359(2600) >3,55
(;g?(;g) 73,55
(359%%%) >335
(;gg?ég) >335
(12506%%(:)) >335

Tabla N° 19: Resultados obtenidos en la determinaciéon de
proteinas de clara de huevo en sistemas modelo de carne vacuna con
0-2000 ppm de clara de huevo, utilizando un kit comercial de
ELISA (R-Biopharm para huevo).

Se observa que el kit para huevo de R-Biopharm detecta clara de huevo a partir del sistema
modelo de 0,5 ppm. Los sistemas modelo de 0,5 a 4 ppm presentan resultados positivos y
cuantificables de huevo, aunque muy alejados de los valores reales. Los sistemas modelo de 5 a
2000 ppm de clara de huevo presentan un valor que supera el control superior de la curva de
calibracion (3,55 ppm de proteina de clara de huevo).
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4.3.2) Sistemas modelo cocidos con agregado de clara de huevo

En la Tabla N° 20 se resumen los resultados obtenidos en el analisis de los sistemas modelo
de fiambre de cerdo con 0-2000 ppm de clara de huevo, analizados por SDS-PAGE e
Inmunoblotting.

38%%%‘3 CLO | CL1 | CL2 | CL3 | CL4 | CL5 | CL6 | CL7

ppm claca de 0 | 10 | 18 | 25 | 100 | 500 | 1000 | 2000

huevo ppm | ppm | ppm | ppm | ppm | ppm | ppm | ppm
SDS-PAGE

, NO NO NO NO NO NO NO NO
Proteinas totales

Inmunoblotting

, NO NO NO NO NO SI SI SI
Proteinas totales

Tabla N° 20: Deteccion de proteinas de clara de huevo en sistemas modelo de fiambre de
cerdo con 0-2000 ppm de clara de huevo, analizados por SDS-PAGE e Inmunoblotting.

De acuerdo con estos resultados SDS-PAGE no detecta clara de huevo en mezcla con

fiambre de cerdo ni siquiera en la mayor concentracion analizada (2000 ppm clara de huevo).

Inmunoblotting resulta mucho mas sensible ya que permite la detecciéon de 500 ppm de clara
de huevo. Se pudo observar la banda caracteristica de ovoalbumina (45000D).

Si se comparan estos resultados con los resultados obtenidos en los sistemas modelo crudos
(ftem 4.3.1) SDS-PAGE no detecta clara de huevo ni siquiera en la mayor concentracion
analizada (2000 ppm de clara de huevo). Inmunoblotting detecta clara de huevo a partir del
sistema modelo de 100 ppm en sistemas modelo crudos y a partir de 500 ppm en sistemas
modelo cocidos. Esto implicaria que el tratamiento térmico aplicado al producto puede haber
modificado la solubilidad de las proteinas de la clara de huevo, asi como también la interaccion
de las mismas con el anticuerpo primario utilizado en el Inmunoblotting. Por lo tanto en el caso
de los sistemas modelo crudos Inmunoblotting resulté mas sensible que en el caso de los
sistemas modelo cocidos.

En la Tabla N° 21 se presentan los resultados obtenidos en la determinacién de proteinas de

clara de huevo en sistemas modelo de fiambre con 0-2000 ppm de clara de huevo, utilizando un
kit comercial de ELISA (R-Biopharm para huevo).
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SISTEMA
MODELO ELISA
ppm clara de huevo R-Biopharm
(ppm proteina de ppm proteina de clara de huevo
clara de huevo)
0 <0,13
0,5
(0,39) <013
1,0
(0,78) <0,13
2,0
(1,56) <013
4,0
(3,12) <0.13
5,0
(3,90) <013
7,5
(5,85) <0,13
10,0
60 0,17+0,03
18,0
s 0,2240,05
25,0
+
55 0,28+0,07
50,0
@3100) 0,47+0,04
100,0
GEO0) 0,960,20
500,0
00 3,25+0,70
1000,0
(780,00) 73,55
2000,0
(1560,00) 73,55

Tabla N° 21: Resultados obtenidos en la determinacion de proteinas de
clara de huevo en sistemas modelo de fiambre con 0-2000 ppm de clara
de huevo, utilizando un kit comercial de ELISA (R-Biopharm para
huevo).

Se observa que el kit para huevo de R-Biopharm detecta clara de huevo a partir del sistema
modelo de 10 ppm. Los sistemas modelo de 10-500 ppm de clara de huevo presentan resultados
positivos y cuantificables de huevo, aunque muy alejados de los valores reales. Los sistemas
modelo de 1000 y 2000 ppm de clara de huevo presentan un valor que supera el control
superior de la curva de calibracion (3,55 ppm de proteina de clara de huevo).
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Si se comparan los resultados con los obtenidos en sistemas modelo crudos (item 4.3.1), se
observa que el kit de R-Biopharm resulta mas sensible en la deteccion de clara de huevo en los
sistemas modelo crudos (0,5 ppm de clara de huevo) comparados con los sistemas modelo
cocidos (10 ppm clara de huevo). Los resultados de los sistemas modelo crudos fueron siempre
mayores con respecto a los sistemas modelo cocidos. Como se menciondé anteriormente esto
confirmarfa que el tratamiento térmico aplicado en los productos cocidos afectarfa la solubilidad
de las proteinas de huevo y/o su capacidad para reaccionar con los anticuerpos presentes en el
kit de ELISA utilizado (Besler M et al, 2001).

4.3.3) Muestras comerciales analizadas para la determinaciéon de proteinas de huevo

Se analizaron seis muestras adquiridas en supermercados de la Ciudad de Buenos Aires,
Argentina. La composicion de las mismas correspondia al listado de ingredientes presente en
cada uno de los rétulos. También se presentan los resultados de tres productos de pescado en
los cuales se determiné presencia de alérgeno huevo (item 3.1.2.4.).

En la Tabla N° 22 se presentan los resultados obtenidos en la determinacién de proteinas de

huevo de productos con declaraciéon de ingredientes en el rétulo de los mismos, utilizando
Inmunoblotting y un kit de ELISA (R-Biopharm para huevo).
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En la muestra CF1 que no declara huevo, ninguna de las metodologias detecté proteinas de
huevo. En la muestra CF5, que declara clara de huevo, los dos métodos utilizados detectaron
huevo. En la muestra CF6, que no declara huevo, solamente el método de ELISA detectd
proteinas de huevo. Probablemente se trate de un contacto cruzado.

En las muestras CP1, CP2 y CP3, que no declaran huevo, se detecté huevo con los dos
métodos utilizados. En estas muestras es posible que se haya utilizado huevo, clara de huevo u
ovoalbumina como ingrediente no declarado en el rétulo o bien que hayan sufrido contacto
cruzado con estas proteinas. I.a deteccion de proteinas de huevo solo con el kit de ELISA
implica que en la muestra hubo un contacto cruzado con el alérgeno huevo. La detecciéon de
proteina de huevo tanto con inmunoblotting como con el kit de ELISA no permite definir si la

muestra contiene huevo como ingrediente o aditivo o si hubo un contacto cruzado.
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4.4) Deteccion de proteinas de huevo en productos farinaceos

4.4.1) Sistemas modelo de pastas secas con agregado de huevo entero en polvo

En la Tabla N° 23 se resumen los resultados obtenidos en el analisis de siete sistemas modelo
de pastas secas con 0-1000 ppm de huevo entero en polvo, analizados por SDS-PAGE e

Inmunoblotting.
SISTEMA HO H1 H2 H3 H4 H5 H6
MODELO 0 10 25 50 100 500 1000
ppm huevo entero ppm ppm ppm ppm ppm ppm ppm
SD,S-PAGE NO NO NO NO NO NO NO
Proteinas totales
Inmunoblotting
Proteinas totales NO NO NO NO NO NO NO

Tabla N° 23: Deteccion de proteinas de huevo entero en sistemas modelo de pastas secas con
0-1000 ppm de huevo entero en polvo, analizados por SDS-PAGE e Inmunoblotting.

De acuerdo con estos resultados ni SDS-PAGE ni Inmunoblotting detectan huevo en
pastas secas ni siquiera en la mayor concentracion analizada (1000 ppm de huevo entero en
polvo).

En la Tabla N°24 se presentan los resultados obtenidos en la determinacién de proteinas de

huevo entero en sistemas modelo de pastas secas con 0-50 ppm de huevo entero, utilizando tres
kits comerciales de ELISA (Veratox-Neogen, Romer y R-Biopharm para huevo).
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SISTEMA
MODELO | Veratox-Neogen Romer R- Biopharm
ppm huevo | ppm huevo entero| ppm proteina de clara de huevo | ppm huevo entero
entero en en polvo (ppm huevo entero en polvo)* en polvo
polvo
0 <25 <0,40 <0,50
2,70+0,49
+ b — +
5 6,7+1,2 (5,40£0,98) 8,10+2,18
5,30£0,32
10 12,0+0,6 (10,60+0.64) 12,40+3,04
12,30+ 1,79
25 19,0+1,1 (24,60+3.58) 33,30+3,14
25,50+1,52
50 55,5+1,3 (51,003,04) 52,00+2,90

Tabla N°24: Resultados obtenidos en la determinaciéon de proteinas de huevo entero en
sistemas modelo de pastas secas con 0-50 ppm de huevo entero en polvo, utilizando tres kits
comerciales de ELISA (Veratox-Neogen, Romer y R-Biopharm para huevo). * Factor de
conversion de ppm de proteina de clara de huevo a ppm de huevo entero en polvo: 2.

En la Tabla N° 24 se observa que los tres kits utilizados detectan huevo a partir del sistema
modelo de 5 ppm de huevo entero en polvo. Con los tres kits los sistemas modelo de 5-50
ppm de huevo entero en polvo, presentan resultados positivos y cuantificables. A diferencia de
los resultados obtenidos con los kits de ELISA en productos carnicos, en el caso de pastas secas
las concentraciones obtenidas se encuentran en el orden de los valores reales. Esto podtia
deberse a la complejidad de la matriz carnica frente a una matriz mas simple como los
productos farinaceos (pastas secas). Se debe tener en cuenta que algunas matrices alimentarias
pueden afectar la deteccién del alérgeno utilizando el método de ELISA. En Diaz Amigo C,
2010 b para comparar resultados de diferentes kits comerciales se utilizaron sistemas modelo
elaborados con harina de trigo. El objetivo de utilizar harina de trigo fue minimizar las
interferencias originadas por otros componentes de los alimentos. Esto indicarfa que las pastas
secas constituyen una matriz mas sencilla, frente a los productos carnicos y la

deteccién/cuantificacion de huevo se ve menos afectada.

4.4.2) Muestras provistas por la industria analizadas para la determinacion de proteinas
de huevo

Se analizaron 19 productos a base de harina de trigo pan y/o sémola de trigo candeal
provistos por una industria de la Provincia de Buenos Aires, Argentina. La composicion y
caracteristicas de las mismas fueron informadas por el fabricante (ftem 3.1.3.2.).

En la Tabla N° 25 se presentan los resultados obtenidos en la determinacién de proteinas de
huevo de productos elaborados con harina de trigo pan y/o sémola de trigo candeal provistos
por una industria, utilizando dos kits de ELISA (R-Biopharm y Veratox-Neogen para huevo).
De acuerdo con lo informado por el fabricante los lotes identificados con la letra (a)
corresponden a productos elaborados en linea cercana a elaboracién de pastas con huevo; los
lotes identificados con la letra (b) corresponden a productos elaborados con bajo porcentaje de
reproceso con huevo y los identificados con la letra (c) corresponden a productos elaborados
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con alto porcentaje de reproceso con huevo. Se entiende por productos elaborados con
reproceso con huevo a productos en los que se incorporoé en su formulacion productos molidos

que fueron elaborados con huevo.

R-Biopharm Veratox-Neogen
Muestras Lote ppm huevo ppm huevo entero
entero en polvo en polvo
1 (a) <0,50 <2,5
2 (b) 1,25+0,06 n.d.
Fideos de harina de | 3 (a) <0,50 n.d.
trigo pan. 4 (a) <0,50 <25
5 (a) <0,50 n.d.
6 (b) 2,64+0,25 45+1,3
Fideos elaborados T@ <0,50 n.d
n sémola de trico 8 (a) <0,50 n.d
€0 Secm‘l’ ;eale g% 9@ <0,50 n.d
10 (b) 1,05+005 2,1+0,6
Product? con harina 1 (© >13,50 25,0
y sémola 1
Producto con harina| 12 (c) 4.43+1,22 8,7+1,7
y sémola 2 13 (¢) 6,18+1,70 >25,0
Producto con harina| 14 (c) 6,92+1,90 15,7+2,3
y sémola 3 15 (¢) 6,924+2,00 n.d.
16 () 5,89+1,50 n.d.
Producto con harina| 17 (¢ 7,61+2,05 n.d.
y sémola 4 18 (¢ 11,80+3,54 n.d.
19 (¢) 10,724+2,14 >25,0

Tabla N° 25: Resultados obtenidos en la determinaciéon de proteinas de huevo
entero en productos elaborados con harina de trigo pan y/o sémola de trigo
candeal provistos por una industria, utilizando dos kits comerciales de ELISA
(R-Biopharm y Veratox-Neogen para huevo). n.d.: no se determiné.

Con el kit de R-Biopharm los productos elaborados en linea cercana a elaboracién de pastas
con huevo (a) presentan concentraciones por debajo del limite de deteccion del kit (<0,5 ppm
de huevo entero en polvo). Los productos elaborados con bajo porcentaje de reproceso con
huevo (b) presentan muy bajas concentraciones de huevo en polvo (entre 1,05 y 2,64 ppm de
huevo en polvo). Los productos elaborados con alto porcentaje de reproceso con huevo (c)
presentan mayores concentraciones de huevo en polvo (4,43 y mayor a 13,50 ppm de huevo en
polvo).
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Con el kit Veratox-Neogen los productos elaborados en linea cercana a elaboraciéon de
pastas con huevo (a) presentan concentraciones por debajo del limite de deteccion del kit (<2,5
ppm de huevo en polvo). Los productos elaborados con bajo porcentaje de reproceso con
huevo (b) presentan muy bajas concentraciones de huevo en polvo (entre 2,1 y 4,5 ppm de
huevo en polvo). Los productos elaborados con alto porcentaje de reproceso con huevo (c)
presentan mayores concentraciones de huevo en polvo (8,7 y mayor a 25,0 ppm de huevo en
polvo).

En las muestras en las que se cuantificé huevo utilizando ambos kits los resultados fueron
diferentes. Como se mencioné anteriormente los resultados con diferentes kits comerciales
pueden variar. Esta variaciéon podria deberse a la falta de estandarizaciéon de los métodos,
material de calibracion utilizado y soluciones de extraccion empleadas. (Diaz Amigo C, 2010 a)

De acuerdo con los resultados obtenidos la elaboracién de fideos en una linea cercana a otra
en la que se elaboran fideos con huevo, no producirfa contacto cruzado. Sin embargo es posible
detectar la presencia de alérgenos de huevo en muestras que contienen bajo o alto porcentaje de
reproceso con huevo. El uso de productos molidos que pudieron haberse elaborado con huevo
s6lo se deberfa destinar a la elaboracion de productos en los que se declare la presencia del
alérgeno huevo.

4.4.3) Muestras comerciales analizadas para la determinacioén de proteinas de huevo

Se analizaron 9 muestras comerciales correspondientes a fideos secos (muestras F1 a F9) que
presentaban en sus respectivos rotulos frases de advertencia sobre la posible presencia de huevo
en su composicion como se detallé en 3.1.3.3).

En la Tabla N° 26 se presentan los resultados obtenidos en la determinacién de proteinas de
huevo de muestras comerciales correspondientes a fideos secos, que presentan en sus
respectivos rétulos frases de advertencia, utilizando dos kits de ELISA (R-Biopharm y Veratox-
Neogen para huevo).
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4- RESULTADOS Y DISCUSION

Cinco de las muestras comerciales analizadas (F1, F2, F3, F7 y F8) presentaron
concentraciones por debajo o igual al limite de cuantificacién del kit (0,5 ppm de huevo entero
en polvo con el kit de R-Biopharm y 2,5 ppm de huevo entero en polvo con el kit Veratox-
Neogen). En cuatro muestras (F4, F5, F6 y F9) se obtuvieron concentraciones entre 5,4 y 12,1
ppm de huevo entero en polvo utilizando el kit de R-Biopharm y entre 9,7 y 22,8 ppm de huevo
entero en polvo utilizando el kit Veratox-Neogen.

Si bien no existen valores umbrales establecidos internacionalmente un posible analisis de los
resultados obtenidos con los kits de ELISA tanto en las muestras provistas por la industria
como en las muestras comerciales serfa compararlos con lo establecido en la legislacion
japonesa y en el sistema VITAL 2.0 (ambos discutidos en la introduccion).

De acuerdo con los resultados obtenidos con el kit de R-Biopharm, segin la legislacién
japonesa casi todas las muestras no deberfan declarar alérgeno huevo, ya que tienen < de 10
ppm de proteinas de huevo. Cabe aclarar que los valores presentados en las Tablas 25 y 26
estan expresados en ppm de huevo entero en polvo. De acuerdo con las especificaciones del kit
el contenido de proteinas de huevo en polvo es 49 %. Sélo el Producto 1 con harina y sémola,
lote 11, podria sobrepasar este valor. Este producto contiene mas de 13,5 ppm de huevo en
polvo lo que corresponde a un contenido superior a 6,6 ppm de proteina de huevo.

Como se menciond en la introduccion el sistema Vital 2.0 establece una dosis de referencia
para cada alérgeno. Para establecer si se debe declarar en el rétulo una frase de advertencia por
contacto cruzado, se calcula un valor limite utilizando la siguiente férmula:

Valor limite (ppm proteina de huevo)=(dosis de referencia [mg] x 1000)/ potcion [g]= 0,375

Dosis de referencia para huevo= 0,03 mg proteina de huevo
Porcién pastas secas= 80 g

Por lo tanto si la concentraciéon de alérgeno en la muestra es < a 0,375 ppm de proteina de
huevo, no se requiere una frase de advertencia por contacto cruzado. Si la concentraciéon de
alérgeno en la muestra es > a 0,375 ppm de proteina de huevo se requiere una frase de

advertencia por contacto cruzado.

De acuerdo con los resultados obtenidos con el kit de R-Biopharm 16 de las muestras
analizadas deberfan tener una frase de advertencia por contacto cruzado. A modo de ejemplo en
las muestras F4, F5 y F6, los resultados obtenidos fueron: 6,0; 2,6 y 3,2 ppm de proteina de
huevo, respectivamente. Estos valores son superiores al valor limite calculado (0,375 ppm
proteina de huevo), por lo tanto serfa correcto el uso de una frase de advertencia.

De acuerdo con los resultados obtenidos con el kit Veratox-Neogen, segun la legislacion
japonesa, casi todas las muestras no deberfan declarar alérgeno huevo, ya que tienen <10ppm
proteina de huevo. Sélo 4 de las muestras (11,13, 19 y F4) sobrepasan este valor. Tres de estas
muestras (11, 13 y 19) contienen mas de 25 ppm de huevo en polvo. Como se menciond
anteriormente el contenido de proteinas de huevo en polvo es 49 %, de manera que estas tres
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4- RESULTADOS Y DISCUSION

muestras tendrian un contenido superior a 12,25 ppm de proteina de huevo. Por lo tanto en
estas muestras se deberfa declarar al alérgeno huevo como ingrediente segun la legislacion
japonesa. La muestra F4 tiene 11,4 ppm de proteina de huevo, por lo tanto en esta muestra
también se deberfa declarar al alérgeno huevo, como ingrediente segun la legislacién japonesa.

Si consideramos los resultados obtenidos con el kit Veratox-Neogen no se puede evaluar el
uso de una frase de advertencia segun el sistema Vital 2.0 en algunas de las muestras analizadas
(1, 4, F1, F2, I3, F7 y F'8). Esto se debe a que el limite de cuantificacion del kit es 2,5 ppm de
huevo entero en polvo que corresponde a 1,2 ppm de proteina de huevo; este valor supera
ampliamente el valor limite 0,375 ppm de proteina de huevo. En todas las muestras en las que el
resultado fue < 1,2 ppm de proteina de huevo se desconoce si superan o no el valor limite. En
las muestras F4, F'5, F6 y F9 los valores de proteina de huevo obtenidos son mayores al valor
limite (0,375 ppm de proteina de huevo), por lo tanto serfa correcto el uso de una frase de

advertencia.

Por todo lo expuesto se observa que existe dificultad para determinar si se debe declarar o no
la presencia de huevo o bien una frase de advertencia en el rétulo de los alimentos, ya que segin
el criterio que se tenga en cuenta y segun el kit utilizado, el resultado puede ser diferente.
Carmen Diaz Amigo vy Bert Popping hacen referencia a que a pesar de que no todos los
métodos son perfectos y algunos tienen mas inconvenientes que otros, la introduccion de
valores umbrales o niveles de accién podria ser beneficiosa. Los umbrales son actualmente
extraoficialmente usados por agentes de vigilancia e industrias de alimentos. La falta de
umbrales esta llevando a un enfoque mas conservador con tolerancia cero. Las agencias de
regulacion y los productores de alimentos deberfan prestar mas atencion a la efectividad de las
iniciativas regulatorias de la industria (por ejemplo: gobierno de Japon, sistema VITAL) que
estan implementando niveles umbrales basados en la evaluacién de riesgo y estan estableciendo
un precedente. Ellos recomiendan la introduccién de umbrales o niveles de accién, sin embargo
el marco regulatorio alrededor de estos niveles necesita ser cuidadosamente definido
adaptandose a las incertidumbres que aun existen causadas por las limitaciones de la
metodologia analitica utilizada para determinar esos valores (Diaz Amigo C vy Popping B,
2010).

4.4.4) Desarrollo del enzimoinmunoensayo competitivo para huevo en productos
farinaceos (pastas secas)

4.4.4.1) Cuantificacion de proteinas de huevo en el extracto

Se utiliz6 el método de Lowry (Lowry O et al, 1951). La concentraciéon de proteina de huevo
obtenida en el extracto de solucién extractiva de proteinas totales fue 12,4 mg de proteina de
huevo/mL de solucién extractiva. La concentracion teérica en dicho extracto era 12,0 mg de
proteina de huevo/mL de solucién extractiva. De manera que el porcentaje de recuperacion fue
103%.
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4.4.4.2) Puesta a punto del enzimoinmunoensayo competitivo

En la figura N° 7 se presentan las dos cutvas obtenidas en la puesta a punto del
enzimoinmunoensayo competitivo, para la determinacién de la concentracion Optima de
antigeno huevo y la dilucién de anticuerpo primario a utilizar en el ensayo final.

]
B 2,500
g
a
: T\
e 2,000
E 11g/100
<! ——
=10 pg/100 fuL
1,500
1,000
v = 0,4854x + 2,6723
0,500 A
Ml
0.000 v = -0,0627x + 0,4648
10,13 10,82 11,51 12,21 12,90 13,59
-0,500
In 1/dil Anticuerpo Primario

Figura N° 7: Cutvas obtenidas para la determinacion de la concentracion 6ptima de antigeno
huevo y la dilucién de anticuerpo primario a utilizar en el enzimoinmunoensayo competitivo
final.

En la Figura N° 7 se observan las curvas correspondientes a 1 pg de proteina de huevo /100

uL de buffer Carbonato/Bicarbonato, pH: 9,6 y a 10 pg de proteina de huevo /100 pL de
buffer Carbonato/ Bicarbonato, pH: 9,6; que se obtuvieron en la puesta a punto del ensayo.
Para la seleccion de la concentracion 6ptima de antigeno se eligié la curva con mayor pendiente.

La concentracién de antigeno seleccionada fue 1 pg de proteina de huevo /100 pL de buffer
Catrbonato/ Bicarbonato, pH: 9,6.

Para la seleccion de la dilucion 6ptima de anticuerpo primario a utilizar en la competencia, se
selecciona en la curva previamente elegida (la correspondiente a 1 pg de proteina de huevo /100

uL de buffer) la zona mas sensible a cambios, obteniendo de esta manera un método con
adecuada sensibilidad. La dilucién de anticuerpo primario seleccionado para utilizar en la
competencia fue de 1/60000 (In 1/dilucién anticuerpo primario = 11,0).
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4.4.4.3) Validacion

4.4.4.3.1) Linealidad

Como se mencioné en el punto 4.2.5.3.1) dado que se utiliza un buffer de extracciéon que
contiene agentes reductores y desnaturalizantes (ME y SDS) que interfieren en la reaccion
antigeno-anticuerpo, se evalué la diluciéon de la solucion extractiva que no afectara dicha unién.
La dilucién utilizada para trabajar en este enzimoinmunoensayo fue 1:260. En el caso del
extracto de huevo se utiliza una dilucion diferente a la dilucién utilizada para el extracto de soja
(1:175) ya que ambos contienen diferentes cantidades de proteinas. El extracto original de soja
contiene 8,9 mg proteina/mL y el extracto original de huevo 12,4 mg de proteina/mlL. Al
preparar la curva de calibraciéon de huevo la cantidad de extracto original a tomar es diferente.

Para establecer linealidad se trabajé con cinco puntos de la curva 0; 0,01; 0,03; 0,1 y 0,3 pg
proteina de huevo/mL. A los valores de Absorbancias corregidas obtenidas para cada nivel de
concentracién se aplicé un Test de Homogeneidad de Varianzas y no se encontré diferencia
significativa entre la varianzas de los distintos niveles analizados.

Se realiz6 el test de linealidad sobre los valores de Absorbancia corregida en funcién del In de
la concentraciéon de huevo (ug proteina de huevo/ml) utilizando el programa Infostat
profesional version 2004d.1 desarrollado por la Universidad Nacional de Cérdoba. Se obtuvo
un valor de F=0,29 (CM desvio de la linealidad/ CM etror puro) y p=0,7538 con lo cual se
concluy6 que el rango 0,01; 0,03; 0,1 y 0,3 pg proteina de huevo/mlL se comporté en forma
lineal. La recta obtenida presenté una pendiente de -0,31 con un limite inferior 95% (LI) de -
0,35 y un limite superior 95% (LS) de -0,26; ordenada al origen 1,20 con LI: 1,05 y LS: 1,35 y un
coeficiente de correlacion de 0,9564.
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In [ug prot huevo/mlL]

Figura N° 8: Curva de calibracion. Absorbancia corregida en funcién del In de
la concentracién de huevo (ug proteina de huevo/mL).

110



4- RESULTADOS Y DISCUSION

A los valores limites de la curva de calibracién (0,01 pg proteina de huevo/mL y 0,3 pg
proteina de huevo/ml) se les aplico el calculo * presentado en el item 3.2.2.5.2.4.2) para
calcular el rango de trabajo correspondiente a proteinas de huevo en pastas secas. El rango de
trabajo obtenido fue 20-630 ppm de proteina de huevo en pastas secas.

4.4.4.3.2) Limite de deteccién y Limite de cuantificacion

El valor del limite de deteccion obtenido fue 23,0 ppm de proteina de huevo y el del limite de
cuantificacién 45,0 ppm de proteina de huevo.

4.4.4.3.3) Precision intradia e interdias

La precisién del método en el dia expresada como coeficiente de variaciéon (CV) fue 2,7 (n=3)
y la precision del método entre dias fue 6,8 (n=9), dichos valores son adecuados ya que se

adoptd como criterio de aceptacion que los CV de la precision intradia e interdias no superaran
el 15%. (Huber L, 2010)

4.4.4.3.4) Recuperacion

Se analizaron dos sistemas modelo de pastas secas con 300 y 150 ppm de proteina de huevo
entero en polvo. Los resultados obtenidos para los sistemas modelo fueron 314 y 157,
respectivamente. Se calculd la recuperacién del método, siendo la misma 104,7 %. Esta
recuperacion resulté apropiada ya que se consideran valores adecuados entre 70-130 % (Gatti M
y Ferretti C, 2010).

4.4.4.4) Muestras comerciales analizadas con el enzimoinmunoensayo competitivo
desarrollado

Se analizaron siete muestras comerciales de pastas secas (detalladas en el item 3.1.3.4.2) con el
enzimoinmunoensayo competitivo desarrollado y con un kit comercial de R-Biopharm.

En la Tabla N° 27 se presentan los resultados obtenidos en la determinacién de proteinas de

huevo en pastas secas comerciales, utilizando el kit de R-Biopharm y el enzimoinmunoensayo
competitivo desarrollado.
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R-Biopharm Enzimoinmunoensayo
Muestras ppm huevo entero desarrollado
en polvo ppm proteina de huevo

F10 <0,5 <450
F11 >13,5 98,0+9,6
F12 >13,5 <45,0
F13 >135 <450
F14 >13,5 281,0+14,0
F15 >13,5 178,04+ 13,0
F16 >135 <450

Tabla N° 27: Resultados obtenidos en la determinacién de proteinas de
huevo en pastas secas comerciales, utilizando el kit de R-Biopharm y el
enzimoinmunoensayo competitivo desarrollado.

En la muestra F10 ambos métodos presentaron valores inferiores a los limites de
cuantificacién respectivos.

En tres muestras (F11, F14 y F15) fue posible detectar la presencia de trazas de huevo. El
enzimoinmunoensayo competitivo desarrollado presentd valores en el rango de trabajo del
ensayo mientras que con el kit de R-Biopharm se superd el valor mas alto de la curva de
calibracion. Sin embargo se deben tener en cuenta los resultados obtenidos en las muestras
F12, F13 y F16. El enzimoinmunoensayo competitivo desarrollado no permitié la
cuantificacioén del alérgeno huevo y el kit de R-Biopharm super6 el valor mas alto de la curva
de calibraciéon. Esto se debe a la diferencia que hay en los limites de cuantificaciéon de ambos
métodos.

De acuerdo con estos resultados si una muestra presenta un resultado positivo con el
enzimoinmunoensayo competitivo desarrollado se puede confirmar la presencia de huevo en
dicha muestra. Sin embargo si el resultado obtenido resulta negativo (menor al limite de
cuantificacién de este método) es necesario confirmar el resultado mediante el analisis con un

kit comercial de huevo de adecuada sensibilidad.
4.5) Deteccion de proteinas de soja en productos farinaceos

4.5.1) Sistemas modelo de pastas con agregado de producto de soja

En Ia Tabla N° 28 se resumen los resultados obtenidos en el analisis de siete sistemas modelo
de pastas secas con 0-1000 ppm de producto de soja, analizados por SDS-PAGE e
Inmunoblotting.
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f;g%%“ﬁg ) s1 s2 s3 s4 S5 S6
0 10 50 100 250 500 1000
ppm producto " m " m m m m
de soja pp pp pp pp pp PP pp
SDS-PAGE
Proteinas NO NO NO NO NO NO NO
totales
Inmunoblotting | NO NO NO SI SI SI
Proteinas totales

Tabla N° 28: Deteccion de proteinas de soja en sistemas modelo de pastas secas con 0-1000
ppm de producto de soja, analizado por medio de SDS-PAGE e Inmunoblotting.

De acuerdo con estos resultados SDS-PAGE no detecta soja en mezcla con pastas secas ni

siquiera en la mayor concentracion analizada (1000 ppm de producto de soja). Inmunoblotting

detecta soja a partir del sistema modelo de 250 ppm de producto de soja.

Enla Tabla N°29 se presentan los resultados obtenidos en la determinacién de proteinas de

de soja en sistemas modelo de pastas secas con 0-1000 ppm de producto de soja, utilizando dos

kits comerciales de ELISA (R-Biopharm y Veratox-Neogen para soja).
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ELISA
SISTEMA Veratox-Neogen
MODELO
ELISA
Ppo Procucto R-Biopharm
(ppm P1'0] et ppm proteina de soja | ppm harina de | ppm proteina
de soj soja de soja*
e soja)
0 <25 <25 <12
(?’2) 2120,7 <25 <12
b
5
(3,15) 59+1,1 <2,5 <12
(471,;) 6,0+1,2 <25 <12
b
(61?’)) 8,5+0,1 <25 <12
b
20 >20,0 4,5+1,3 2,1+0,6
(12,6) ; 5+, 140,
30
(18,9) >20,0 6,8+1,4 3.240,6
b
50
(31,5) >20,0 7,60,1 3,6+ 0,1
b
&) >200 00847 | o422
(1?305) >20,0 >25.0 >11,7
(?1)2) >20,0 >25,0 117
(63) >200 >25,0 i

Tabla N°29: Resultados obtenidos en la determinacién de proteinas de soja en
sistemas modelo de pastas secas con 0-1000 ppm de producto de soja, utilizando dos
kits comerciales de ELISA (R-Biopharm y Veratox-Neogen para soja). *Factor de
conversion a proteina de soja: 0,4701.

Se observa que la metodologia ELISA utilizando el kit R-Biopharm detecta soja a partir del
sistema modelo de 2,5 ppm de producto de soja. Los sistemas modelo de 2,5 — 10 ppm de soja
presentan resultados positivos y cuantificables de soja, aunque superan a los valores reales. Los
sistemas modelo de 20-1000 ppm presentan un valor que supera el control superior de la curva
de calibraciéon (20 ppm de proteina de soja).

El kit Veratox-Neogen resulté ser menos sensible para la deteccién de soja en pastas secas,
ya que detecta proteinas de soja a partir del sistema modelo de 20 ppm de producto de soja. Los
sistemas modelo de 20 a 100 ppm de producto de soja también presentan resultados positivos y
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cuantificables de soja pero muy inferiores a los valores reales. Los sistemas modelo de 250 a
1000 ppm de producto de soja presentan un valor que supera el control superior de la curva de
calibracion (25 ppm de harina de soja). Se observa que los resultados obtenidos con los dos kits
para los mismos sistemas modelo son diferentes. Como ya se menciond anteriormente, segun
algunos investigadores existen diversas variables que llevan a obtener resultados diferentes entre
los distintos kits comerciales. (Diaz Amigo C, 2010 a)

El kit Veratox-Neogen resulté menos sensible para la deteccion de soja en esta matriz que el
de R-Biopharm. Si consideramos estos resultados y los obtenidos en las matrices de carne
vacuna con soja y fiambre de cerdo con soja observamos que el kit Veratox-Neogen presenta
dificultades para la detecciéon de concentraciones muy bajas de soja en distintas matrices de
alimentos. Esto debe ser tenido en cuenta cuando se debe seleccionar un kit de ELISA para

establecer un posible contacto cruzado en una muestra.

4.5.2) Muestras provistas por la industria analizadas para la determinacion de proteinas
de soja

Se analizaron los mismos productos que fueron analizados para el alérgeno huevo descriptos
en 3.1.3.2).

En la Tabla N° 30 se presentan los resultados obtenidos en la determinacién de proteinas de
soja de productos elaborados con harina de trigo pan y/o sémola de trigo candeal provistos
por una industria, utilizando un kit de ELISA (Veratox-Neogen para soja).
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Muestras Lote Verat‘ox- Neogen‘
ppm aislado de soja
1 22.9+5,7
2 21,0+4,6
Fideos de harina de 3 13,2+3.4
trigo pan. 4 14,8435
5 <10,0
6 20,5+4,7
Fideos elaborados 7 <10,0
, . 8 <10,0
con sémola de trigo
ndeal 9 <10,0
candea 10 16,7442
P_roductf) con 1 <100
harina y sémola 1
Producto con 12 64,5+134
harina y sémola 2 13 <10,0
Producto con 14 87,9+20,2
harina y sémola 3 15 72,8+18,9
16 67,8+16,3
Producto con 17 76,6+16,8
harina y sémola 4 18 96,9+20,3
19 26,2+6,0

Tabla N°30: Resultados obtenidos en la determinacién de proteinas de
soja de productos elaborados con harina de trigo pan y/o sémola de trigo
candeal provistos por una industria, utilizando un kit de ELISA (Veratox-
Neogen para soja).

Si bien la industria que nos facilité estos 19 productos no brindé ninguna informacién con
respecto al posible contenido de soja de estas muestras, se decidié su analisis para verificar una
posible contaminacién con soja. Esto puede ocurrir durante la produccién y la cosecha o bien
en el transporte o almacenamiento de la materia prima (granos de soja), pero también puede
ocurrir cuando se comparten las maquinarias de elaboracién y de envasado con productos con
soja como ingredientes (Cattapan R et al, 2013).

Entre las muestras analizadas seis de ellas presentaron concentraciones por debajo del limite
de cuantificacion del kit (10 ppm de aislado de soja) mientras que en las trece restantes se
obtuvieron concentraciones entre 13,2 y 96,9 ppm de aislado de soja utilizando el kit Veratox-
Neogen. Evidentemente en varias muestras analizadas se comprob6 la existencia de contacto
cruzado con soja.

En particular dos de las muestras que resultaron positivas fueron analizadas ademas con un
kit Real Time PCR (Cattapan R et al, 2013). Esta metodologia permitié6 corroborar los
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resultados obtenidos con el kit Veratox-Neogen ya que se obtuvieron los siguientes resultados,
muestra Fideos de harina de trigo pan Lote 2 Ct: 27,1 y muestra Producto con harina y sémola
2 Lote 12 Ct: 24,4 (valor de corte Ct: 30).

4.5.3) Muestras comerciales analizadas para la determinacién de proteinas de soja

Se analizaron 13 muestras comerciales correspondientes a productos farinaceos detalladas en
el item 3.1.4.3).

En la Tabla N° 31 se presentan los resultados obtenidos en la determinaciéon de proteinas de

soja de muestras comerciales correspondientes a productos farinaceos, utilizando dos kits de
ELISA (Veratox-Neogen y R-Biopharm para soja).
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Veratox-Neogen
R-Biopharm
Muestras Denominacion ppm ppm ppm proteina

harina | proteina de soja

de soja | de soja*
PF1 Fideos secos Fo.rtlﬁcado,s con hierro y 250462 | 11,8429 73414

calcio. Tallarin.
PE2 Fideos de semo}hn de trigo pan goloreados 25,0 ~11,8 03404
con curcuma. Spaghetti.
PF3 Fideos secos. Penne Rigatte. 147+38 | 7,0+1,8 2,7+0,1
Fideos de sémola de trigo candeal
PF4 fortificados con vitaminas A, B1, B2, B6, <2,5 <1,2 <2,5
B9, B12, D, hierro y zinc. Tirabuzén.
PF5 Harina de trigo n.d. n.d. >20,0
PF6 Harina de trigo n.d. n.d. >20,0
PF7 Harina de trigo n.d. n.d. >20,0
PF8 Harina de trigo n.d. n.d. 3,4+1,1
PF9 Harina de trigo n.d. n.d. 6,1+13
PF10 Harina de trigo n.d. n.d. 11,6+2,0
PF11 Premezcla para preparar tortas fritas 244459 | 11,5127 >20,0
PF12 Premezcla para pizza 11,0+2,4 | 5,2+1,1 n.d.
Producto en polvo a base de harina de
trigo, cebada, avena, maiz, arroz, vitaminas
PF13 |y minerales, para lactantes a partir de los 6 n.d. n.d. 10,0+1,8
meses de vida y nifios de la primera
infancia.

Tabla N° 31: Resultados obtenidos en la determinacién de proteinas de soja de muestras
comerciales correspondientes a productos farinaceos, utilizando dos kits de ELISA (Veratox-
Neogen y R-Biopharm para soja). *Factor de conversion a proteina de soja: 0,4701.

n.d.: no se determiné.

De las trece muestras analizadas solo en una no se detecté soja (PF4) con los dos kits
utilizados. Todas las demas muestras presentaron resultados positivos utilizando uno o dos Kkits.
Los kits de ELISA detectaron soja no solo en las pastas secas, sino también en harinas y
premezclas. Los valores obtenidos con los kits son diferentes como ya se observo con otros
analitos y otros Kkits.

Estos resultados obtenidos con los kits de ELISA se podrian analizar con la legislacion
japonesa y el sistema VITAL 2.0 para determinar si estos productos requieren declaracion de
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soja o bien una frase de advertencia. Para este analisis solo se consideran los resultados
obtenidos con el kit de R-Biopharm, dado que varias de las muestras no fueron analizadas con
el kit Veratox-Neogen.

Cabe aclarar que la legislacion japonesa no considera a la soja como uno de los alérgenos de
declaraciéon obligatoria. Sin embargo a los fines de este analisis se considera al valor limite 10
ppm de proteina que la legislacion contempla para otros alérgenos.

De acuerdo con los resultados obtenidos con el kit de R-Biopharm, segin la legislacion
japonesa seis de las muestras no deberfan declarar alérgeno soja (PF1 a PF4, PEF8, PF9), ya que
tendrian <10 ppm de proteina de soja. En otras seis muestras los resultados son mayores a 10
ppm de proteina de soja por lo tanto se deberfa declarar soja como ingrediente segun la
legislacion japonesa (PF5 a PE7, PF10, PF11, PF13).

El sistema VITAL 2.0 establece una dosis de referencia para cada alérgeno. Para establecer si
se debe declarar en el rétulo una frase de advertencia por contacto cruzado, se calculan los

valores limites teniendo en cuenta la porcién que le corresponde a cada alimento analizado.

Valor limite (ppm proteina de soja) = (dosis de referencia [mg] x 1000)/ porcion [g]

Dosis de referencia para soja= 1mg proteina de soja

Porcién fideos= 80 g

Porciéon harina= 50 g

Porcién premezclas torta fritas = 27 g

Porcién producto en polvo a base de cinco harinas= 25¢

Valor limite fideos=12,5 ppm proteina de soja

Valor limite harina= 20, 0 ppm proteina de soja

Valor limite premezclas torta fritas=37,0 ppm proteina de soja

Valor limite producto en polvo a base de cinco harinas= 40,0 ppm proteina de soja

Dado que la concentracion de alérgeno soja en las muestras de fideos PF1, PF2, PF3 y PF4 es
<12,5 ppm de proteina de soja, las mismas no requieren una frase de advertencia por contacto
cruzado.

En las muestras de harinas PF5, PF6 y PF7 se requiere la frase de advertencia por contacto
cruzado ya que las tres superan las 20 ppm de proteina de soja. En las muestras PF8, PF9 y
PF10 no se requiere la frase de advertencia ya que contienen menos de 20 ppm de proteina de

soja

En el caso de la premezcla para preparar torta frita (PF11) no es posible confirmar si se debe
agregar o no la frase de advertencia ya que el valor obtenido es >20 ppm de proteina de soja
pero se desconoce si supera el valor limite calculado de 37,0 ppm de proteina de soja. En este
caso en particular a los fines de confirmar el uso o no de la frase de advertencia se deberia
realizar una dilucién del extracto para lograr la cuantificacion real de protefna de soja en esta

muestra.
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En el producto en polvo a base de cinco harinas (PF13) el valor limite calculado fue de 40,0
ppm de proteina de soja, por lo tanto en este producto no se requiere la frase de advertencia
por contacto cruzado, ya que el resultado obtenido es 10,0 ppm de proteina de soja.

De acuerdo con este analisis se observa que existe dificultad para determinar si se debe
declarar o no la presencia de soja o bien una frase de advertencia en el rétulo de los alimentos,
ya que segun el criterio que se tenga en cuenta, el resultado puede ser diferente.

El origen del probable contacto cruzado de cereales y oleaginosas se ha estudiado a nivel
mundial y se ha encontrado que podria originarse en el campo, durante la producciéon y la
cosecha o durante el transporte y manipuleo de los mismos (Boye J et al., 2010; Ward R, 2015).
Por esto se debe tener adecuado control de las materias primas utilizadas para la produccion de
alimentos procesados, asegurindose que estas no estén contaminadas con otras que
corresponden a alérgenos alimentarios y que no deben estar presentes en un determinado

alimento.

Los resultados hallados demuestran que en nuestro pafs también existe la contaminacién de
productos de trigo con proteinas de soja. Esta situacién constituye un desafio para la industria
de alimentos que debera resolver este problema, ya sea extremando las medidas de control para
evitar la presencia de soja en estos alimentos o bien si esto no fuera posible, utilizando una frase
de advertencia dirigida a la poblacién que presenta alergia a las proteinas de soja.

4.5.4) Desarrollo del enzimoinmunoensayo competitivo para soja en productos
farinaceos (pastas secas)

4.5.4.1) Puesta a punto del enzimoinmunoensayo competitivo

La puesta a punto del ensayo para detectar soja en pastas secas, fue similar a la puesta a punto
del ensayo para detectar soja en productos carnicos. Como se detall6 en el item 4.2.5.2) se
obtuvieron las curvas correspondientes a 1 pg de proteina de soja /100 pL de buffer
Carbonato/Bicarbonato, pH: 9,6 y a 10 pg de proteina de soja /100 pL de buffer Carbonato/
Bicarbonato, pH: 9,6. Para la seleccion de la concentraciéon optima de antigeno a utilizar en el
ensayo se eligi6 la curva con mayor pendiente; la concentraciéon de antigeno seleccionada fue 1
ug de proteina de soja /100 pL de buffer Carbonato/ Bicarbonato, pH: 9,6. Para la seleccién de
la dilucién 6ptima de anticuerpo primario a utilizar en la competencia, se selecciona en la curva

previamente elegida (la correspondiente a 1 pg de proteina de soja /100 pL de buffer) la zona
mais sensible a cambios, obteniendo de esta manera un método con adecuada sensibilidad. La
dilucién de anticuerpo primario seleccionado para utilizar en la competencia fue de 1/1250.

4.5.4.2) Validacion
4.5.4.2.1) Linealidad

Como se describio6 en el {tem 4.2.5.3.1), el rango lineal resulté: 0,01; 0,03; 0,1; 0,3 pg proteina
de soja/mL. A los valores limites de la curva de calibracién (0,01 pg proteina de soja/mL y 0,3
ug proteina de soja/ml) se les aplicé el cilculo ** presentado en item 3.2.2.5.1.5.2.2) para
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calcular el rango de trabajo correspondiente a proteina de soja en pastas secas. El rango de
trabajo obtenido fue 15 ppm-420 ppm de proteina de soja en pastas secas.

4.5.4.2.2) Limite de deteccién y Limite de cuantificacion

El valor del limite de detecciéon obtenido fue 47,0 ppm de proteina de soja y el del limite de
cuantificacién fue 76,0 ppm de proteina de soja.

4.5.4.2.3) Precision intradia e interdias

La precision del método en el dia expresada como coeficiente de variacion (CV) fue 12,7
(n=3) y la precisiéon del método entre dias fue 15,0 (n=9). Dichos valores son adecuados ya que
se adoptdé como criterio de aceptacion que los CV de la precision intradia e interdias no
superaran el 15% (Huber L, 2010).

4.5.4.2.4) Recuperacion

Se analizaron dos sistemas modelo de pastas secas con 300 y 150 ppm de proteina de
producto de soja. Los resultados obtenidos para los sistemas modelo fueron 330 y 154,
respectivamente. Se calculd la recuperacion del método, siendo la misma 106,3 %. Esta
recuperacion resulté apropiada ya que se consideran valores adecuados entre 70-130 % (Gatti M
y Ferretti C, 2010).

4.5.4.3) Muestras comerciales analizadas con el enzimoinmunoensayo competitivo
desarrollado

Se analizaron ocho muestras comerciales de pastas secas con un kit comercial de R-Biopharm
y con el enzimoinmunoensayo competitivo desarrollado.

En la Tabla N° 32 se presentan los resultados obtenidos en la determinacién de proteinas de
soja en pastas secas, utilizando el kit de R-Biopharm y el enzimoinmunoensayo desarrollado.

. Enzimoinmunoensayo
Muestras R-Blol?harm . desarrollado g
ppm proteina de soja - .
ppm proteina de soja
F17 >20,0 <76
F18 >20,0 >420
F19 >20,0 367455
F20 >20,0 >420
F21 14,3+1,1 <76
F22 9,7+1,4 <76
F23 <25 <76
F24 <25 <76

Tabla N° 32: Resultados obtenidos en la determinacién de proteinas de soja
en pastas secas, utilizando el kit de R-Biopharm y el enzimoinmunoensayo
competitivo desarrollado.
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En las muestras F23 y F24 no se detecté soja con ninguno de los dos métodos. En las
muestras F18 y F20 los valores obtenidos son mayores al limite superior de la curva de
calibraciéon de cada método. En la muestra F19 con el enzimoinmunoensayo desarrollado se
detectaron y cuantificaron proteinas de soja mientras que utilizando el kit de R-Biopharm se
obtuvo un valor mayor al limite superior de la curva de calibracién (>20 ppm de proteina de
soja). En las muestras F17, F21 y F22 no se detecté6 soja con el enzimoinmunoensayo
desarrollado y si se detectd soja con el kit de R-Biopharm. Esto se debe a que la sensibilidad del
enzimoinmunoensayo desarrollado es menor que la del kit comercial.

De acuerdo con estos resultados si una muestra presenta un resultado positivo con el
enzimoinmunoensayo competitivo desarrollado se puede confirmar la presencia de soja en
dicha muestra. Sin embargo si el resultado obtenido resulta negativo (menor al limite de
cuantificacién de este método) es necesario confirmar el resultado mediante el analisis con un
kit comercial de soja de adecuada sensibilidad.
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5) CONCLUSIONES
5.1) Deteccion de proteinas lacteas en productos carnicos

Para la deteccion de proteinas de leche trabajando con sistemas modelo crudos el limite de
deteccion del Inmunoblotting fue de 1000 ppm de leche en polvo descremada en mezcla con
carne con los dos solventes de extraccién estudiados. Esta metodologia resulta mas sensible que
el método electroforético SDS-PAGE por medio del cual, si se utiliza ISO 55 © + 2-ME, el
limite de deteccion es 2000 ppm y no es posible detectar la presencia de proteinas de leche, ni
siquiera en la mayor concentraciéon analizada (5000 ppm), cuando se utiliza solucién extractiva
de proteinas totales.

Cuando se analizaron los sistemas modelo con la metodologia ELISA utilizando los kits de R-
Biopharm y Veratox-Neogen, ambos kits detectaron proteinas de leche a partir del sistema
modelo de 10 ppm de leche en polvo descremada.

Para la deteccion de proteinas de leche trabajando con sistemas modelo cocidos el limite
de detecciéon del Inmunoblotting fue de 1000 ppm de leche en polvo descremada. Esta
metodologia resulta mas sensible que el método electroforético SDS-PAGE por medio del cual
no fue posible detectar la presencia de proteinas de leche ni siquiera en la mayor concentraciéon
analizada (5000 ppm). Estos resultados corresponden a los sistemas modelo extraidos con
solucién extractiva de protefnas totales. No se utilizé el solvente ISO 55° +2ME, dado que
cuando se analizaron sistemas modelo crudos de leche en polvo descremada en mezcla con

carne, resulté mas eficiente la extracciéon de proteinas totales.

Con la metodologia ELISA, utilizando el kit de R-Biopharm, se detectaron proteinas de leche

a partir del sistema modelo de 10 ppm de leche en polvo descremada y utilizando el kit Veratox-
Neogen, se detectaron proteinas de leche a partir del sistema modelo de 100 ppm de leche en
polvo descremada.

Si se comparan los resultados obtenidos en los sistemas modelo crudos con los obtenidos en
los sistemas modelo cocidos Inmunoblotting presenta igual sensibilidad, 1000 ppm de leche en
polvo. SDS-PAGE no permite detectar la presencia de proteinas de leche ni siquiera en la
mayor concentracion analizada (5000 ppm) en ambos sistemas modelo.

Con respecto a los kits comerciales R-Biopharm y Veratox-Neogen presentaron igual
sensibilidad en sistemas modelos crudos (10 ppm de leche en polvo descremada). R-Biopharm
resulté mas sensible que Veratox-Neogen en sistemas modelo cocidos; 10 ppm y 100 ppm de
leche descremada en polvo, respectivamente. Ademas utilizando el kit Veratox-Neogen los
resultados de los sistemas modelo crudos fueron siempre mayores con respecto a los sistemas
modelo cocidos. Estas diferencias no se observaron utilizando el kit de R-Biopharm, ya que con
este se obtuvieron resultados similares en sistemas modelo con y sin tratamiento térmico. Los
valores obtenidos resultaron muy alejados de los valores reales con ambos kits tanto en sistemas
modelo crudos como cocidos.

Para la deteccion de proteinas de suero lacteo trabajando con sistemas modelo crudos el
limite de deteccioén del Inmunoblotting fue de 1000 ppm de suero lacteo en mezcla con carne.
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Esta metodologia resulta mas sensible que el método electroforético SDS-PAGE (2000 ppm de
suero lacteo).

Cuando se analizaron los sistemas modelo con la metodologia ELISA se observo que
utilizando los kits de R-Biopharm y Veratox-Neogen, se detectaron proteinas de leche a partir
del sistema modelo de 10 ppm de suero lacteo. Dado que la materia prima proteica agregada en
los sistemas modelo fue suero lacteo, no se puede determinar si la cuantificacion de los kits es
correcta, ya que los mismos expresan sus resultados como leche en polvo descremada (Veratox-
Neogen) y proteina de leche en polvo descremada (R-Biopharm).

Para la deteccién de proteinas de suero lacteo trabajando con sistemas modelo cocidos el
limite de deteccion del Inmunoblotting fue de 1000 ppm de suero lacteo. Esta metodologia
resulta mas sensible que el método electroforético SDS-PAGE (2000 ppm de leche en polvo
descremada).

La metodologia ELISA utilizando los kits de R-Biopharm y Veratox-Neogen detectd
proteinas de leche a partir del sistema modelo de 10 ppm de suero lacteo. Como se mencioné
anteriormente no se puede determinar si la cuantificacion de los kits es correcta.

Por lo tanto SDS-PAGE e Inmunoblotting presentan igual sensibilidad tanto en sistemas
modelo crudos como cocidos (2000 ppm y 1000 ppm de suero lacteo, respectivamente). Con
respecto a los kits comerciales R-Biopharm y Veratox-Neogen, también presentan la misma
sensibilidad en sistemas modelo con y sin tratamiento térmico (10 ppm de suero lacteo).

De acuerdo con los resultados obtenidos en el analisis de muestras provistas por la industria y
muestras comerciales se observa que SDS-PAGE e Inmunoblotting permitieron la deteccion de
proteinas lacteas en las muestras que declaraban leche en polvo descremada o suero lacteo en su
lista de ingredientes. Estas metodologias permiten determinar la presencia de caseinas y/o
Blactoglobulina. También ambas metodologias permitieron la deteccién de proteinas lacteas
(Blactoglobulina) en una muestra que no declaraba ingredientes lacteos. Todos los kits de
ELISA comerciales utilizados presentaron resultados positivos en dichas muestras.

En varias muestras que no declaraban proteinas lacteas en su lista de ingredientes todas las
metodologias presentaron resultados negativos.

En tres muestras que no declaraban proteinas lacteas en su lista de ingredientes se obtuvieron
resultados positivos con uno o varios de los kits comerciales utilizados.

Con estos resultados se corrobora que existen en el mercado muestras comerciales que
contienen materias primas lacteas en su composicion y que las mismas no se encuentran
declaradas en la lista de ingredientes. Dicha presencia de proteinas lacteas puede deberse a que
las mismas fueron agregadas como ingredientes (muestra en que Blactoglobulina fue detectada
por todos los métodos incluyendo SDS-PAGE) o bien por existir un contacto cruzado
(muestras en que las proteinas lacteas fueron detectadas con distintos kis de ELISA).

Cabe aclarar que las metodologias SDS-PAGE e Inmunoblotting permiten identificar qué tipo
de ingrediente lacteo esta presente en el alimento y por lo tanto permiten confirmar la presencia
de suero lacteo, caseinas o caseinatos o bien, leche o mezcla de suero lacteo y caseinas o
caseinatos. Con respecto a los kits de ELISA para determinar el origen de la proteina lactea con
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la cual se produjo el contacto cruzado, se deberia recurrir a un kit de lactoglobulina y otro de
casefna. Si uno utiliza el kit de leche total el resultado va a ser positivo independientemente del
origen del producto lacteo que ocasioné el contacto cruzado.

5.2) Deteccion de proteinas de soja en productos carnicos

Para la detecciéon de proteinas de soja trabajando con sistemas modelo crudos el limite de
deteccion del Inmunoblotting fue de 100 ppm de producto de soja en mezcla con carne. Esta
metodologia resulta mas sensible que el método electroforético SDS-PAGE (3000 ppm de

producto de soja en mezcla con carne).

Cuando se analizaron estos sistemas modelo con la metodologia ELISA utilizando el kit de R-
Biopharm se detectaron proteinas de soja a partir del sistema modelo de 5 ppm de producto de
soja, utilizando el kit de Romer se detectaron a partir de 100 ppm de producto de soja y
utilizando el kit Veratox-Neogen se detectaron a partir de 250 ppm de producto de soja. En
conclusion de los métodos empleados el mas sensible resulto ser el kit de R-Biopharm.

Para la deteccion de proteinas de soja trabajando con sistemas modelo cocidos el limite de
deteccion del Inmunoblotting fue de 100 ppm de producto de soja. Esta metodologia resulta
mas sensible que el método electroforético SDS-PAGE por medio del cual no fue posible
detectar la presencia de proteinas de soja ni siquiera en la mayor concentracion analizada (2000

ppm).

La metodologia ELISA utilizando el kit de R-Biopharm detect6 proteinas de soja a partir del
sistema modelo de 10 ppm de producto de soja, el kit de ELISA Romer detect6 a partir de 50
ppm de producto de soja y el ELISA Veratox-Neogen detectd a partir de 250 ppm de producto
de soja en sistemas modelo cocidos. En conclusioén de los métodos empleados el mas sensible
resulto ser el kit de R-Biopharm.

Si se comparan los resultados obtenidos en los sistemas modelo crudos con los obtenidos en
los sistemas modelo cocidos Inmunoblotting resulté mucho mas sensible que SDS-PAGE ya
que detect6 soja a partir del sistema modelo de 100 ppm de producto de soja en ambos sistemas
modelo. Con respecto a los kits comerciales R-Biopharm presenté mayor sensibilidad en
sistemas modelos crudos con respecto a cocidos. Romer presenté menor sensibilidad en
sistemas modelos crudos con respecto a cocidos. Veratox-Neogen present6 igual sensibilidad en
sistemas modelos crudos y cocidos pero esta sensibilidad es mucho menor que la presentada
por los otros dos kits comerciales.

Los kits comerciales ademas de tener diferente sensibilidad presentaron diferente
comportamiento frente a los sistemas modelo crudos y cocidos en cuanto a las cantidades de
proteinas de soja cuantificadas. Con los kit Veratox-Neogen y R-Biopharm en los sistemas
modelo crudos las cantidades de soja cuantificadas resultaron mayores que en los sistemas
modelo cocidos. Con el kit de Romer en los sistemas modelo crudos las cantidades de soja
cuantificadas resultaron menores que en los sistemas modelo cocidos. Ademas los valores
obtenidos resultaron muy alejados de los valores reales en particular con los kits Veratox-
Neogen para ambos sistemas modelo y con R-Biopharm para los sistemas modelo cocidos.
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Cabe aclarar que este analisis no se puede realizar con los resultados del kit Romer dado la
forma en que dicho kit expresa sus resultados finales.

De acuerdo con los resultados obtenidos en el analisis de muestras provistas por la industria y
muestras comerciales se observa que SDS-PAGE e Inmunoblotting permitieron la deteccion de
soja en las muestras que declaraban algin producto de soja en su lista de ingredientes. Estas
metodologias ademas permitieron corroborar la ausencia de soja en otra muestra que declaraba
aislado de soja en su lista de ingredientes y la presencia de soja en una muestra que no la
declaraba. Inmunoblotting ademas permitié la detecciéon de soja en tres muestras que no
declaraban soja y que presentaron resultado negativo con SDS-PAGE, esto se debe a su mayor
sensibilidad. Los kits comerciales de ELISA confirmaron los resultados hallados por
Inmunoblotting. Con el kit Alert-Neogen no se detecté soja en las muestras que presentaron
resultados negativos con Inmunoblotting y SDS-PAGE. S{ permiti6 la deteccién de soja en las
muestras que contenian soja en su composicion. Sin embargo el bajo resultado obtenido en una
de las muestras analizadas permite corroborar las dificultades que los kits de Neogen presentan
para la cuantificacion de proteinas de soja en esta matriz alimentaria. Cabe aclarar que dicho kit
es producido de la misma manera que el kit Veratox-Neogen, la unica diferencia es que no
presenta curva de calibracién sino controles positivos.

Con estos resultados se corrobora que existen en el mercado muestras comerciales que
contienen soja en su composicion y que la misma no se encuentra declarada en la lista de
ingredientes. Dicha presencia de soja puede deberse a que la misma fue agregada como
ingrediente (muestras en que soja fue detectada por todos los métodos incluyendo SDS-PAGE)
o bien por existir un contacto cruzado (muestras en que soja fue detectada por Inmunoblotting
y kits de ELISA pero no por SDS-PAGE).

El enzimoinmunoensayo competitivo desarrollado presenté un rango de trabajo de 9-280

ppm de proteina de soja con una adecuada linealidad (R°=0,988). Entre los parimetros de
validacién el limite de deteccion fue 9,0 ppm de proteina de soja, el limite de cuantificacion fue
18,0 ppm de proteina de soja, la precision en el dia fue 7,8 (n=3) y entre dias fue 12,7 (n=9). St
bien la recuperacion obtenida no fue adecuada, posiblemente por interferencia de la matriz
carnica ya sea en la extracciéon de las proteinas de soja y/o en la deteccién de dichas proteinas,
esto es similar a lo que ocurre con algunos kits de ELISA comerciales que también presentan
valores muy inferiores a los esperados en los sistemas modelo carnicos analizados. El analisis de
algunas muestras comerciales con esta metodologia y con un kit comercial de ELISA permitié
verificar que si una muestra presenta un resultado positivo con el enzimoinmunoensayo
competitivo no resulta necesario recurrir a un kit comercial de ELISA ya que la muestra
contiene soja. Sin embargo un resultado negativo con el enzimoinmunoensayo competitivo,
dada su menor sensibilidad, requiere de una confirmacién mediante el analisis con un kit
comercial de soja de adecuada sensibilidad.

5.3) Deteccion de proteinas de huevo en productos carnicos

Para la deteccién de proteinas de huevo trabajando con sistemas modelo crudos el limite de
deteccion del Inmunoblotting fue de 100 ppm de clara de huevo en mezcla con carne. Esta
metodologia resulta mas sensible que el método electroforético SDS-PAGE por medio del cual
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no fue posible detectar la presencia de proteinas de huevo ni siquiera en la mayor concentraciéon
analizada (2000 ppm).

Cuando se analizaron los sistemas modelo con la metodologia ELISA se observé que
utilizando el kit de R-Biopharm, se detectaron proteinas de huevo a partir del sistema modelo
de 0,5 ppm de clara de huevo.

Para la deteccién de proteinas de huevo trabajando con sistemas modelo cocidos el limite
de deteccion del Inmunoblotting fue de 500 ppm de clara de huevo. Esta metodologfa resulta
mas sensible que el método electroforético SDS-PAGE por medio del cual no fue posible
detectar la presencia de protefnas de huevo ni siquiera en la mayor concentracién analizada

(2000 ppm).

LLa metodologia ELISA utilizando el kit de R-Biopharm detect6 proteinas de huevo a partir
del sistema modelo de 10 ppm de clara de huevo.

Si se comparan los resultados obtenidos en los sistemas modelo crudos con los obtenidos en
los sistemas modelo cocidos Inmunoblotting resulté mas sensible que SDS-PAGE ya que
detect6 clara de huevo a partir del sistema modelo de 100 ppm en sistemas modelo crudos y
500 ppm en sistemas modelo cocidos. SDS-PAGE no detect6 la presencia de clara de huevo en
la mayor concentracion analizada en ambos sistemas modelo.

Con respecto al kit comercial de R-Biopharm el mismo present6 una excelente sensibilidad en
los sistemas modelo crudos (0,5 ppm de clara de huevo). En los sistemas modelos cocidos
también presentd una buena sensibilidad (10 ppm de clara de huevo) pero no tan alta como en
los sistemas modelo crudos. Sin embargo los valores cuantitativos obtenidos tanto en los
sistemas modelo crudos como cocidos resultaron muy alejados de los valores reales.

Con respecto a las muestras comerciales en una muestra, que no declaraba ningun derivado de
huevo, tanto Inmunoblotting como el kit comercial de ELISA presentaron resultados negativos.
En las otras cuatro muestras, que no declaraban ningin derivado de huevo, se observé que solo
una presenté resultado negativo en el Inmunoblotting y positivo con el kit de ELISA. Las otras
tres presentaron resultados positivos con ambos métodos. En la muestra que declaraba clara de
huevo ambos métodos presentaron resultados positivos.

Con estos resultados se corrobora que existen muestras comerciales que contienen proteinas
de huevo no declaradas. Sin embargo, en estas muestras en particular, no es posible confirmar si
las mismas fueron agregadas como ingredientes o bien si se traté de un contacto cruzado.

Para la deteccion de proteinas de huevo en productos carnicos se puede utilizar
Inmunoblotting como método de screening y en caso de obtener un resultado negativo se debe
recurrir a un método mas sensible (kit comercial de ELISA) para asegurar la ausencia de huevo
pot encima del limite de deteccién del método.
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5.4) Deteccion de proteinas de huevo en productos farinaceos

Para la deteccién de proteinas de huevo trabajando con sistemas modelo de pastas secas ni
SDS-PAGE ni Inmunoblotting detectan huevo ni siquiera en la mayor concentracion analizada

(1000 ppm de huevo entero en polvo).

Con la metodologia ELISA se observa que los tres kits utilizados (Veratox-Neogen, R-
Biopharm y Romer) detectan huevo a partir del sistema modelo de 5 ppm de huevo entero en
polvo. Las concentraciones obtenidas con los tres kits en los sistemas modelo se encuentran en
el orden de los valores reales.

En las muestras provistas por la industria se observo que tanto con el kit de R-Biopharm
como con el kit Veratox-Neogen los productos elaborados en linea cercana a elaboraciéon de
pastas con huevo presentaron concentraciones de huevo por debajo del limite de deteccion de
cada kit. Los productos elaborados con bajo porcentaje de reproceso con huevo presentaron
muy bajas concentraciones de huevo en polvo. Los productos elaborados con alto porcentaje de
reproceso con huevo presentaron mayores concentraciones de huevo en polvo. Sin embargo se
observo que en las muestras en las que se cuantificé huevo utilizando ambos kits los resultados
fueron diferentes.

Por lo tanto como conclusioén de acuerdo con los resultados obtenidos, fue posible detectar la
presencia de alérgenos de huevo en muestras que contienen bajo o alto porcentaje de reproceso
con huevo. El uso de productos molidos, que pudieron haberse elaborado con huevo, sélo se
deberia destinar a la elaboraciéon de productos en los que se declare la presencia del alérgeno

huevo.

En las muestras comerciales analizadas, que presentan en sus respectivos rétulos frases de
advertencia sobre la posible presencia de huevo, cinco de ellas presentaron concentraciones de
huevo por debajo o igual al limite de cuantificaciéon de cada kit. En otras cuatro muestras se
detect6 huevo en polvo utilizando el kit de R-Biopharm y el kit Veratox-Neogen.

El analisis de la posible declaracion de huevo o bien del correcto uso de las frases de
advertencia, considerando los valores obtenidos con los diferentes kits y la legislacion japonesa
o el sistema VITAL 2.0, demuestra que es muy dificil poder concluir que tipo de declaracion se
debe realizar. Esto se debe a que segun el criterio considerado las conclusiones son diferentes.
A esto se suma que al ser distintos los resultados obtenidos con los diferentes kits también se
llega a conclusiones diferentes segun el resultado considerado.

Esta situacion constituye un desafio para los organismos de control para definir valores
umbrales. Claramente son numerosas las dificultades que existen para poder establecerlos para

cada uno de los alérgenos en cuestion.

El enzimoinmunoensayo competitivo desarrollado presenté un rango de trabajo de 20—630
ppm de proteina de huevo con una adecuada linealidad (R*=0,9564). Entre los pardmetros de

validacién el limite de deteccion fue 23,0 ppm de proteina de huevo, el limite de cuantificacion
fue 45,0 ppm de proteina de huevo, la precision en el dia fue 2,7 (n=3) y entre dias fue 6,8

(n=9). La recuperacion obtenida en sistemas modelo fue 104,7 %.
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El analisis de algunas muestras comerciales con esta metodologia y con un kit comercial de
ELISA nos permite concluir que si una muestra presenta un resultado positivo con el
enzimoinmunoensayo competitivo desarrollado se puede confirmar la presencia de huevo en
dicha muestra. Sin embargo si el resultado obtenido resulta negativo (menor al limite de
cuantificacién de este método) es necesario confirmar el resultado con el analisis con un kit
comercial de ELISA de adecuada sensibilidad.

5.5) Deteccion de proteinas de soja en productos farinaceos

Para la detecciéon de proteinas de soja trabajando con sistemas modelo de pastas secas el
limite de deteccién del Inmunoblotting es de 250 ppm de producto de soja en mezcla con pasta
secas. Esta metodologia resulta mas sensible que el método electroforético SDS-PAGE que no
detecta soja en mezcla con pastas secas ni siquiera en la mayor concentracion analizada (1000

ppm de producto de soja).

LLa metodologfa ELISA utilizando el kit de R-Biopharm detect6 proteinas de soja a partir del
sistema modelo de 2,5 ppm de producto de soja, el kit de ELISA Veratox- Neogen detectd
proteinas de soja a partir de 20 ppm de producto de soja en sistemas modelo. Por lo tanto el kit
de R-Biopharm result6 el mas sensible.

Con respecto a la cuantificaciéon de cada uno de los kits, en los sistemas modelo que
presentaron resultados positivos y cuantificables de soja, los valores resultaron muy alejados de
los valores reales. En el caso del kit R-Biopharm se observé una sobrecuantificaciéon de soja
mientras que con el kit Veratox-Neogen los valores obtenidos fueron inferiores a los reales.

De acuerdo con los resultados obtenidos en las muestras provistas por la industria y en las
muestras comerciales es posible verificar la existencia de contacto cruzado no solo en fideos

sino también en otros productos farinaceos.

Cuando se analizan los resultados obtenidos segun se considere la legislacion japonesa o el
sistema VITAL 2.0 en algunos casos resultarfa necesario declarar soja segin la legislacion
japonesa y no resultarfa necesario incluir una frase de advertencia segun VITAL 2.0.

Con estos resultados nuevamente se verifica las dificultades a las que se enfrentan los
organismos de control para poder definir valores umbrales. Sin embargo es un tema pendiente
y las autoridades regulatorias deberan definir valores umbrales o bien niveles de acciéon que
permitan a los elaboradores de alimentos utilizar algin criterio para la correcta declaraciéon de
los alimentos alergénicos en los rétulos.

El hallazgo de muestras a base de cereales contaminadas con soja, constituye un desatio para
la industria de alimentos que debera resolver esta situacion. Deberan extremar las medidas de
control para evitar la presencia de soja en estos alimentos o bien, si esto no fuera posible,
deberan utilizar una frase de advertencia dirigida a la poblacién que presenta alergia a las

proteinas de soja.

El enzimoinmunoensayo competitivo desarrollado presenté un rango de trabajo de 15 ppm-
420 ppm de proteina de soja en pastas secas, con una adecuada linealidad (R*=0,988). Entre

los parametros de validacion el limite de deteccion fue 47,0 ppm de proteina de soja, el limite de
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cuantificaciéon fue 76,0 ppm de proteina de soja, la precision en el dia fue 12,7 (n=3) y entre dias
fue 15,0 (n=9). La recuperacién obtenida en sistemas modelo fue 106,3 %

El analisis de algunas muestras comerciales con esta metodologia y con un kit comercial de
ELISA nos permite concluir que si una muestra presenta un resultado positivo con el
enzimoinmunoensayo competitivo desarrollado se puede confirmar la presencia de soja en
dicha muestra. Sin embargo si el resultado obtenido resulta negativo (menor al limite de
cuantificacién de este método) es necesario confirmar el resultado con el analisis con un kit
comercial de ELISA de adecuada sensibilidad.

5.6) Conclusiones generales

En el analisis de productos carnicos si se deben detectar proteinas lacteas presentes en baja
concentracion se puede utilizar Inmunoblotting como método de screening. El Inmunoblotting
permititia determinar la presencia de caseinas y/o B lactoglobulina, por lo tanto podtiamos
determinar si la muestra contiene caseinas o caseinatos; suero licteo; o bien leche o mezcla de
suero lacteo con caseinas o caseinatos. Cuando el Inmunoblotting resulte negativo se deberia
confirmar con un método mas sensible (kit comercial de ELISA) para asegurar la ausencia de
alérgenos de leche por encima del limite de detecciéon del método.

En el caso en que se quiera detectar proteinas de soja en baja concentracién (contacto
cruzado) en productos carnicos, dado el bajo costo del enzimoinmunoensayo competitivo
desarrollado, este se podria utilizar como método de screening. Este método presenta dos
ventajas con respecto al inmunoblotting, es mas sensible y ademas permite obtener resultados
cuantitativos. Si con el enzimoinmunoensayo desarrollado el resultado es positivo se puede
confirmar la presencia de soja, si el resultado es negativo se deberfa confirmar con un kit
comercial de ELISA para soja de adecuada sensibilidad para asegurar la ausencia de proteina de
soja con el nivel de deteccion del kit.

Si se quiere detectar proteinas de huevo en baja concentracién en productos carnicos, se
puede utilizar Inmunoblotting. Si este método resulta positivo se puede confirmar la presencia
de proteinas de huevo. Si resulta negativo se deberfa confirmar con un método mas sensible (kit
comercial de ELISA) para asegurar la ausencia de alérgenos de huevo por encima del limite de
deteccion del método.

Tanto para la detecciéon de proteinas de leche como la de proteinas de huevo es posible
adaptar el enzimoinmunoensayo competitivo desarrollado para el analisis de soja en productos
carnicos, utilizando antisuero policlonal especifico de leche o de huevo, respectivamente.
Mediante un adecuado proceso de validacion se debera establecer el desempefio de cada uno de
ellos en el analisis de productos carnicos.

Para la deteccién de muy bajas concentraciones de huevo en pastas secas se descarta el uso
de SDS-PAGE e Inmunoblotting. En esta matriz y para este alérgeno se podria utilizar el
enzimoinmunoensayo competitivo desarrollado como método de screening ya que como se
menciond anteriormente, resulta menos costoso que los kits comerciales. Si el
enzimoinmunoensayo competitivo desarrollado presenta un resultado positivo la muestra
contiene huevo, pero en el caso de que este enzimoinmunoensayo no detecte la presencia de
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huevo se debe recurrir a un kit comercial de ELISA. De acuerdo con los resultados obtenidos
se puede utilizar cualquiera de los tres kits comerciales (R-Biopharm, Veratox-Neogen y Romer)
ya que todos presentaron un comportamiento similar al analizar los sistemas modelo de pastas

secas con huevo entero en polvo.

En el anilisis de productos farinaceos para la detecciéon de muy bajas concentraciones de
soja se descarta el uso de SDS-PAGE ya que este método no detectd soja ni siquiera en la
mayor concentraciéon analizada (1000 ppm). Si se sospecha que las proteinas alergénicas de soja
pueden estar presentes por contacto cruzado resultarfa util realizar el enzimoinmunoensayo
competitivo desarrollado como método de screening. Este método es mas sensible que el
inmunoblotting y ademas permite obtener resultados cuantitativos. Si con el enzimoinmuno-
ensayo desarrollado el resultado es positivo se puede confirmar la presencia de soja, pero si el
resultado es negativo se debe confirmar con un kit comercial de ELISA de adecuada

sensibilidad para asegurar la ausencia de soja con el nivel de deteccion del kit.

En el caso de los kits comerciales de ELISA, para la deteccion de diferentes alérgenos debe
tenerse en cuenta el desempefio de cada kit para cada alérgeno y para cada matriz en particular.
Se ha comprobado que para que un kit de ELISA sea eficiente en la deteccion de alérgenos en
alimentos, no solo depende de la capacidad del buffer de extracciéon para extraer las proteinas de
interés de la matriz en la que se encuentran, sino también en la habilidad de los anticuerpos de
unirse al antigeno de interés. Esta union antigeno anticuerpo va a depender de las caracteristicas
de la matriz en cuanto a su composiciéon y en cuanto a si ha sufrido o no tratamiento térmico.
Ademas los resultados cuantitativos obtenidos se deben considerar solo como orientativos y no
como valores absolutos ya que difieren de los valores reales.

Con respecto a los enzimoinmunoensayos desarrollados en este trabajo de tesis se considera
que se podrian modificar diferentes aspectos relacionados al anticuerpo primario a utilizar con
el fin de que los mismos resulten mas eficientes. Uno de ellos, que ha sido estudiado por otros
investigadores, es utilizar anticuerpos primarios obtenidos a partir de conejos inmunizados con
una materia prima tratada con SDS y ME. De acuerdo con trabajos realizados en Japén esto
permite mejorar notablemente la performance de los enzimoinmunoensayos particularmente
para el analisis de muestras tratadas térmicamente. También se podria tener en cuenta la
combinacién con anticuerpos monoclonales. Varios investigadores plantearon que los
anticuerpos policlonales a diferencia de los monoclonales, ademas de detectar diferentes
proteinas alergénicas, dada su elevada capacidad de reconocer diferentes epitopes, pueden
detectar un amplio espectro de proteinas alergénicas modificadas por tratamientos térmicos. Sin
embargo dada la elevada especificidad de los anticuerpos monoclonales, una opciéon para
mejorar los enzimoinmunoensayos competitivos desarrollados setfa utilizar una combinacién de
anticuerpos monoclonales con anticuerpos policlonales obtenidos en conejos inmunizados con
materias primas con y sin tratamiento térmico tratadas con SDS y ME. De este modo se
obtendria un enzimoinmunoensayo altamente especifico y adecuadamente sensible.

El analisis de los diferentes resultados permite concluir que el método a utilizar para la
deteccion de los diferentes alérgenos en los alimentos, depende del alérgeno que se quiere
detectar y/o cuantificar, de la matriz del alimento que contiene al alérgeno y del tratamiento que
haya sufrido el alimento. Por lo tanto para cada alérgeno y para cada matriz en particular resulta
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necesario realizar un estudio de las diferentes metodologias disponibles para establecer los
alcances de cada una de ellas y determinar cuales son las que resultan mas adecuadas en cada
caso en particular.
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7- RESUMEN

7) Resumen

En Argentina la declaraciéon obligatoria de los alérgenos en las etiquetas de alimentos se
encuentra en revision. Existe la necesidad de disponer de metodologias que permitan la
deteccion de proteinas alergénicas en los alimentos.

El objetivo de este estudio fue evaluar y desarrollar metodologias que permitan la deteccion
de las proteinas alergénicas mas importantes en nuestro pais. Se trabajé en la deteccion de
proteinas lacteas, de soja y de huevo en productos carnicos y en la deteccion de proteinas de
soja y de huevo en productos farinaceos. Dentro de los objetivos particulares se propuso:
-Evaluar los alcances de SDS-PAGE y de Inmunoblotting para la deteccion de proteinas lacteas,
de soja y de clara de huevo en sistemas modelo carnicos crudos y cocidos de composicion
conocida con agregado de leche, suero lacteo, soja o clara de huevo.

-Analizar productos carnicos comerciales crudos y cocidos con SDS-PAGE y con
Inmunoblotting a los fines de detectar la posible presencia de proteinas de leche, de suero
lacteo, de soja y de clara de huevo declaradas o no en los respectivos rétulos.

-Determinar con kits comerciales de ELISA la presencia de proteinas de leche, de suero lacteo,
de soja y de clara de huevo en sistemas modelo crudos y cocidos de composiciéon conocida con
agregado de leche, de suero lacteo, de soja o clara de huevo y en productos carnicos
comerciales, con el fin de evaluar la correcta cuantificacion de cada uno de ellos y de comparar
los resultados hallados con los obtenidos por SDS-PAGE e Inmunoblotting.

-Desarrollar un enzimoinmunoensayo competitivo utilizando antisueros policlonales de conejo
especificos contra proteinas de soja para la deteccién y/o cuantificacién de dichas proteinas en
productos carnicos crudos.

-Evaluar los alcances de SDS-PAGE e Inmunoblotting para la deteccion de proteina de huevo y
de soja en sistemas modelo de fideos secos de composicién conocida con agregado de huevo y
de soja.

-Analizar muestras provistas por la industria de composicién conocida y fideos secos
comerciales con SDS-PAGE y con Inmunoblotting, a los fines de detectar la posible presencia
de proteinas de huevo y de soja.

-Determinar con kits comerciales de ELISA la presencia de proteinas de huevo y de soja en
sistemas modelo de fideos secos de composicién conocida con agregado de huevo y de soja, en
muestras provistas por la industria de composicion conocida y en fideos secos comerciales, con
el fin de evaluar la correcta cuantificacion de cada uno de ellos y de comparar los resultados
hallados con los obtenidos por SDS-PAGE e Inmunoblotting.

-Desarrollar enzimoinmunoensayos competitivos utilizando antisueros policlonales de conejo
especificos contra proteinas de soja y de huevo para la deteccion y/o cuantificacion de dichas
proteinas en fideos secos comerciales.

Como principal solvente de extraccion para SDS-PAGE, Inmunoblotting y los
enzimoinmunoensayos competitivos desarrollados se utilizé soluciéon extractiva de proteinas
totales: buffer Tris-CIH 0,0625 M, pH: 6,8 con 3 % de SDS y 2 % de 2-mercaptoetanol. En el
caso del Inmunoblotting y del enzimoinmunoensayo desarrollado se utilizaron antisueros
policlonales obtenidos en conejos especificos de proteinas de soja o de huevo. Las
determinaciones con los kits de ELISA comerciales se realizaron siguiendo el protocolo de
trabajo de cada kit.
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Los resultados obtenidos indican que en el analisis de productos carnicos si se deben detectar
proteinas lacteas presentes en baja concentracién se puede utilizar Inmunoblotting como
método de screening. Cuando el Inmunoblotting resulte negativo se deberfa confirmar con un
método mas sensible (kit comercial de ELISA) para asegurar la ausencia de alérgenos de leche
por encima del limite de deteccion del método.

En el caso en que se quiera detectar proteinas de soja en baja concentraciéon en productos
carnicos, dado el bajo costo del enzimoinmunoensayo competitivo desarrollado, este se podria
utilizar como método de screening. Si el resultado es positivo se puede confirmar la presencia
de soja, si el resultado es negativo se deberia confirmar con un kit comercial de ELISA de
adecuada sensibilidad.

Si se quiere detectar proteinas de huevo en baja concentraciéon en productos carnicos, se
puede utilizar Inmunoblotting como método de screening. Si este método resulta negativo se
deberia confirmar con un método mas sensible (kit comercial de ELISA).

Para la deteccién de muy bajas concentraciones de huevo en pastas secas se podria utilizar el
enzimoinmunoensayo competitivo desarrollado como método de screening. En el analisis de
productos farinaceos, si se sospecha que las proteinas alergénicas de soja pueden estar presentes
por contacto cruzado, resultarfa util realizar el enzimoinmunoensayo competitivo desarrollado
como método de screening. En ambos casos si con los enzimoinmunoensayos competitivos
desarrollados los resultados son positivos se puede confirmar la presencia de proteinas de
huevo o de soja, respectivamente. En cambio si los resultados son negativos, estos se deben
confirmar con un kit comercial de ELISA de adecuada sensibilidad.

El analisis de los diferentes resultados permite concluir que el método a utilizar para la
deteccion de los diferentes alérgenos en los alimentos, depende del alérgeno que se quiere
detectar y/o cuantificar, de la matriz del alimento que contiene al alérgeno y del tratamiento que
haya sufrido el alimento. Por lo tanto para cada alérgeno y para cada matriz en particular resulta
necesario realizar un estudio de las diferentes metodologias disponibles para establecer los
alcances de cada una de ellas y determinar cuales son las que resultan mas adecuadas en cada

caso en particular.
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RESUMEN

En Argentina la declaraciéon obligatoria de los alérgenos en las etiquetas de alimentos se
encuentra en revision. Existe la necesidad de disponer de metodologias que permitan la
deteccion de proteinas alergénicas en los alimentos. El objetivo de este estudio fue evaluar y
desarrollar metodologias que permitan la deteccion de las proteinas alergénicas mas importantes
en nuestro pafs. Se estudiaron y desarrollaron diferentes metodologias para la detecciéon de
proteinas lacteas, de soja y de huevo en productos carnicos y de soja y de huevo en productos
farinaceos. Se evaluaron SDS-PAGE, inmunoblotting, diferentes kits de ELISA comerciales y
se desarrollaron y validaron enzimoinmunoensayos competitivos. De acuerdo con los resultados
obtenidos se concluy6 que el método a utilizar depende del alérgeno que se quiere detectat y/o
cuantificar, de la matriz del alimento que contiene al alérgeno y del tratamiento que fue aplicado
al alimento. Algunos de los métodos estudiados resultaron utiles como métodos de screening
(inmunoblotting o enzimoinmunoensayos competitivos). Resultados positivos de estos ensayos
permiten confirmar la presencia de la sustancia alergénica, sin embargo cuando estos métodos
presentan un resultado negativo es necesario recurrir a un kit de ELISA comercial de adecuada
sensibilidad para el alérgeno y la matriz analizada.
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ABSTRACT

In Argentina the mandatory declaration of allergens in food labels is under revision. There is a
need of methodologies that enables the detection of allergenic proteins in food. The aim of this
study was to evaluate and develop methodologies that allow the detection of most important
allergenic proteins in our country. Different methodologies for the detection of milk, soy and
egg proteins in meat products and soy and egg protein in farinaceous products were evaluated
and developed. SDS-PAGE, immunoblotting and different commercial ELISA kits were
evaluated and competitive enzyme immunoassays were developed and validated. According to
the results obtained it is concluded that the method to be used depends on the allergen to be
detected and/or quantified, the food matrix and the treatment that was applied to the food.
Some of the methods that have been studied are useful as screening methods (immunoblotting
or competitive enzyme immunoassays). Positive results of these tests confirm the presence of
the allergenic substance, however when the results of these methods are negative it is necessary
to use a commercial ELISA kit of proper sensitivity for the allergen and the matrix to be

analyzed.



