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Resumen

El objetivo del presente trabajo fue el desarrollo de dos enzimoinmunoen-
sayos competitivos (EIC) para la detecciéon de trazas de soja y de leche
en productos libres de gluten. Como anticuerpos primarios se utilizaron
antisueros policlonales de conejo especificos contra proteinas de soja o de
leche. Se determinaron las concentraciones dptimas de antigenos a inmovi-
lizar en la placa y las concentraciones de anticuerpos primarios a utilizar en
la competencia. Las curvas de calibracién se ajustaron utilizando concen-
traciones crecientes de un extracto de producto de soja y de un extracto de
leche descremada en polvo. El producto de soja y la leche descremada se
extrajeron con buffer Tris-HCI 0,0625 M con dodecilsulfato de sodio al 3%
y sulfito de sodio 0,1 M al 2%. Se evaluaron los parametros de validacion:
linealidad, limites de deteccién y de cuantificacion, recuperacién y preci-
sién en el dia y entre dias, los cuales resultaron adecuados. Se analizaron
9 productos libres de gluten con los EIC desarrollados y con kits de ELISA
comerciales. Ambos EIC se comportaron de manera similar con respecto a
los kits comerciales. Los EIC permitieron confirmar la presencia de leche en
las muestras que la declaraban. En algunas muestras que no declaraban ni
leche ni soja, ambos EIC detectaron su presencia (resultados confirmados
con los kits comerciales). Los EIC desarrollados poseen menor costo que
los kitsy, por lo tanto, éstos podrian utilizarse como métodos de screening.
Cuando esta metodologia resulte negativa, debe confirmarse con un método
mas sensible (comercial) para garantizar la ausencia de proteinas de soja
o de leche.

Palahras clave: Alérgenos; Leche; Soja; Dieta sin gluten; Ensayo de inmunoad-
sorcion enzimatica

Detection of traces of soy and milk in gluten-free
products: development of two competitive enzyme
immunoassays

Abstract

The aim of this study was to develop two competitive enzyme immunoassays
(CEI) to detect the presence of traces of soy and milk in gluten-free products.
Specific rabbit polyclonal antiserums against soy protein and other against
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milk protein were used as primary antibodies. Optimal antigen concentrations to be immobilized on the
plate and primary antibody concentrations to be used in competition were determined. The calibration
curves were fitted using increasing concentrations of an extract of soy product and of defatted milk powder.
The soy product and the defatted milk were extracted with Tris-HCI buffer 0,0625 M with 3% sodium do-
decyl sulfate and 2% sodium sulfite 0.1 M. The validation parameters were evaluated: linearity, limit of de-
tection and quantification, recovery and precision on the day and in between days. They were appropriate.
Nine commercial samples of gluten-free products were analyzed with these developed CEIl and commercial
ELISA kits. It was observed that both CEl behaved similarly with respect to the commercial kits. The en-
zyme immunoassays confirmed the presence of milk in samples that declared it. In some samples that did
not declare the presence of milk or soy, both enzyme immunoassays detected their presence —these results
were confirmed using commercial kits. The developed CEI have a lower cost than the commercial kits, so
these could be used as screening methods. When this methodology is negative, it should be confirmed with
a more sensitive (commercial) method to ensure the absence of soy or milk protein.

Keywords: Allergens; Milk; Soy; Gluten-free diet; Enzyme immunoassay

Deteccéo de vestigios de soja e leite em produtos livres de gliuten:
desenvolvimento de dois enzimoimunoensaios competitivos

Resumo

O objetivo do presente trabalho foi o desenvolvimento de dois enzimoimunoensaios competitivos (EIC),
para a detecgdo de vestigios de soja e leite em produtos livres de gliten. Antissoros policlonais de coe-
Iho especificos contra proteinas de soja ou de leite foram utilizados como anticorpos primarios. Foram
determinadas as concentragdes otimas de antigenos a serem imobilizados na placa e as concentracdes
de anticorpos primdrios a serem utilizadas na competicdo. As curvas de calibragcdo foram ajustadas
usando concentragbes crescentes de um extrato de produto de soja e de um extrato de leite em pé
desnatado. O produto de soja e o leite desnatado foram extraidos com tampéao Tris-HCI 0,0625 M com
dodecil sulfato de sédio a 3% e sulfito de sédio 0,1 M a 2%. Os parametros de validacdo foram avalia-
dos: linearidade, limite de deteccdo e quantificagdo, recuperacao e precisdo no dia e entre os dias, 0s
quais resultaram adequados. Nove produtos livres de gliten foram analisados com os EIC desenvolvidos
e com kits de ELISA comerciais. Os dois EICs se comportaram de maneira semelhante em relacdo aos
kits comerciais. Os EIC permitiram confirmar a presenga de leite nas amostras que o declararam. Em
algumas amostras que declaravam nem leite nem soja, ambos os EIC detectaram sua presenga (resul-
tados confirmados usando kits comerciais). Os EIC desenvolvidos tém um custo menor que os kits,
portanto, eles poderiam ser utilizados como métodos de triagem. Quando esta metodologia é negativa,
deve ser confirmada com um método mais sensivel (comercial) para garantir a auséncia de proteinas
da soja ou do leite.

Palavras-chave: Alérgenos; Leite; Soja; Dieta livre de gliiten; Ensaio de imunoadsorcao enzimatica

sencia de alérgenos no declarados, por adulteracion,
fraude o contacto cruzado no controlado. La detec-

Existen 8 grupos de alimentos que son responsables  cion de trazas de alérgenos en alimentos es una tarea

del 90% de las alergias alimentarias. Estos alimentos
son: leche, huevo, soja, trigo, mani, frutos secos, pes-
cado y crustaceos (1). Los alérgenos alimentarios son
una amenaza real para las personas alérgicas, princi-
palmente si éstos no se encuentran declarados en la
etiqueta de los alimentos. El rotulado correcto de ali-
mentos es indispensable para proporcionar informa-
cion a los consumidores y, en especial, a aquellos que
presentan alergias a los alimentos, dado que la exposi-
ci6n a proteinas alergénicas puede resultar de la pre-
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muy dificil. Las causas de esta dificultad son princi-
palmente dos: los bajos niveles en que pueden estar
presentes y la posible interferencia de la matriz en su
deteccion (2).

Existe la necesidad de contar con metodologias ac-
cesibles econémicamente que permitan la deteccién
de proteinas alergénicas en alimentos. El método mas
utilizado es el ELISA (3).

Recientemente se ha estudiado que las proteinas
alergénicas en alimentos procesados sometidos a ele-



vadas temperaturas, altas presiones, pH extremos, son
apenas detectadas con los métodos de ELISA, debido
a su alteracion estructural, que incluyen la desnaturali-
zacion y la formacion de complejos insolubles. Se han
estudiado diferentes soluciones extractivas, entre ellas
soluciones que contienen agentes desnaturalizantes y
reductores, dodecilsulfato de sodio (SDS) y sulfito de
sodio, que se consideran adecuadas para la correcta
extraccion de proteinas alergénicas, sobre todo en ali-
mentos procesados (4).

El objetivo del presente trabajo fue desarrollar dos
enzimoinmunoensayos competitivos (EIC) utilizando
una solucién extractiva con SDS y sulfito de sodio,
para detectar la presencia de trazas de soja y de leche
en productos libres de gluten.

Materiales y Métodos

Materias primas proteicas

Se trabajé con un producto de soja con 63% de pro-
teinas y con leche descremada en polvo de origen co-
mercial con 34% de proteinas.

Sistemas modelo de harina de arroz con agregado
de productos de soja y de leche en polvo

Se elaboraron sistemas modelo de harina de arroz
con el agregado de productos de soja o de leche en
polvo. Se analizaron dos sistemas modelo con 150 y 50
ppm de proteinas de productos de soja y dos sistemas
modelo con 150 y 50 ppm de proteinas de leche en
polvo.

Muestras comerciales

Se estudiaron 9 productos libres de gluten. La descrip-
cion de cada muestra y la lista de ingredientes de cada
una de ellas se encuentran detalladas en la Tabla I. Todas
las muestras fueron analizadas por duplicado.

Obtencién de extractos proteicos a partir de pro-
ductos de soja, de leche en polvo y de productos
libres de gluten

Para la extraccién de proteinas se pesaron 30 mg
de productos de sojay 60 mg de leche en polvo. Para
la extraccion de proteinas de productos libres de
gluten se pesaron 200 mg de cada uno. Se agregaron
2 mL de la solucién extractiva de proteinas totales.
Dicha solucién contenia Tris-HCL 0,0625 M con 3%
de SDSy 2% de sulfito de sodio 0,1 M. Luego se agi-
toé con varilla. Se calentaron los tubos en bano de
agua a 100 °C durante 5 min. Transcurridos 2 min
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en el bano se volvié a agitar con varilla. El conteni-
do de los tubos de extraccion fue trasvasado a tubos
de plastico. Los extractos del producto de soja y de
la leche en polvo se centrifugaron a 3000 r.p.m. du-
rante 15 min; en el caso de productos farinaceos la
centrifugacion se realiz6 a 11000 r.p.m. durante 15
min. Los sobrenadantes se conservaron a -20 °C has-
ta su analisis.

Para la cuantificacion de proteinas de sojay leche de
cada extracto y el calculo de la recuperaciéon obtenida
se utilizo el método de Lowry (5).

Puesta a punto de los enzimoinmunoensayos
competitivos

Se determind la concentracién 6ptima de antigeno
(extracto de soja o de leche) a inmovilizar en la placa
y la dilucién 6ptima de los anticuerpos primarios (an-
tisueros policlonales de conejo especificos de protei-
nas de soja o de leche) a utilizar en la competencia.
Se obtuvieron anticuerpos especificos de proteinas de
soja y de proteinas de leche inmunizando a conejos
con los extractos de dichas proteinas tratadas con la
solucién de Tris-HCL 0,0625 M con 3% de SDSy 2%
de sulfito de sodio 0,1 M siguiendo el protocolo de
Rozenfeld et al. (6).

Sensibilizacién de la placa

La sensibilizacion se refiere al pegado del antigeno
(extracto de soja o leche) en la placa. Se emplearon
placas para microELISA (Maxisorp®, NUNC, Dina-
marca).

Se sembraron en la placa 100 pL por pocillo de dos
concentraciones diferentes de antigeno: una concen-
traciéon de 1 pg y otra de 10 pg de antigeno/100 pL
de buffer carbonato/bicarbonato, pH 9,6 (buffer car-
bonato de sodio 0,015 M, bicarbonato de sodio 0,035
M). Luego se incub6 en camara himeda, en oscuri-
dad a 4 °C durante 24 h. Se lavo la placa 5 veces con
solucién de lavado (NaCl al 0,9% p/v y Tween 20 al
0,0125% v/v en agua). Se sembraron 200 pL de solu-
cién de bloqueo (gelatina bovina al 1% p/vy Tween
20 al 0,1% v/v en TBS) en cada pocillo. Se incub6
una hora en camara humeda, en oscuridad a 37 °C,
con agitacion. Se lavo la placa 5 veces con solucion
de lavado. Posteriormente se sembraron 100 pL de
diferentes diluciones del anticuerpo primario diluido
con buffer TBS con Tween 20 al 0,1% v/vy 3% de po-
lietilenglicol. Se ensayaron diluciones de anticuerpos
primarios entre 1/156 y 1/10000 en el enzimoinmu-
noensayo para la deteccién de soja y entre 1/12500 y
1/1600000 para la deteccion de leche. En los pocillos
correspondientes al blanco (blanco 1y blanco 10) se
sembré solamente el buffer utilizado para la dilucién
de anticuerpos primarios. Se incub6 una hora en ca-
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mara himeda, en oscuridad a 37 °C con agitacion.
Se lavé la placa 5 veces con solucién de lavado. Se
sembraron 100 pL. de anticuerpos secundarios, anti-
IgG conjugados con fosfatasa alcalina de Bio-Rad (el
mismo fue obtenido en cabras inmunizadas con IgG
de conejo purificada) diluidos 1:3000 con buffer TBS
con 0,1% v/v de Tween 20 y 3% de polietilenglicol. Se
incub6 una hora en camara humeda, en oscuridad a
37 °C con agitacion. Se lavé la placa 5 veces con solu-
cion de lavado. Se sembraron 100 pL de solucion de
revelado (paranitrofenilfosfato 1 mg/mL en un buffer
que contenia 10% v/v de dietanolamina y 0,01% de
cloruro de magnesio, pH 9,8). Se incub6 20 minutos
en camara huimeda, en oscuridad a 37 °C con agita-
cién. Se midi6 la absorbancia en un lector de placas
de ELISA a 405 nm. Los valores de absorbancia fue-
ron corregidos con la absorbancia promedio corres-
pondiente al blanco. Se graficaron las curvas de absor-
bancia corregida versus In 1/dilucién de anticuerpos
primarios utilizando una hoja de calculo de Microsoft
Excel 2010.

Validacion del EIC para la deteccién y cuantifica-
cién de soja y de leche en harina de arroz

Linealidad

Para la determinacion de la linealidad del método
se utilizaron concentraciones crecientes de un extracto
de producto de soja o de leche extraido con buffer Tris-
HCL 0,0625 M con 3% de SDSy 2% de sulfito de sodio.
Se trabaj6 con cinco puntos 0; 0,01; 0,03; 0,1 y 0,3 pg de
proteina de soja o de leche/mL de buffer carbonato/bicar-
bonato, pH 9,6.

Dado que en este ensayo se utilizé un buffer de ex-
tracciéon que contenia agentes reductores y desnatu-
ralizantes (sulfito de sodio y SDS) que interfieren en
la reaccién antigeno-anticuerpo, se evalué la dilucién
de la solucién extractiva que no afectara la union anti-
geno-anticuerpo. De esta manera los componentes de
la solucion extractiva fueron diluidos 1:181 en el caso
del EIC para deteccion de sojay 1:204 para el EIC para
deteccion de leche, en todos los puntos de la curva.
Las diluciones se realizaron en buffer carbonato/bicar-
bonato, pH 9,6.

Una vez realizadas las diluciones de la curva se pre-
pararon los preincubados en tubos Eppendorf que con-
tenian 75 pL de la diluciéon de anticuerpos primarios
seleccionada en la puesta a punto del ensayo y 75 pL de
cada una de las diluciones de los puntos de la curva pre-
viamente realizados. Ademas, se preparé un control ines-
pecifico (I) que contenia 200 pL del buffer utilizado para
diluir los anticuerpos primarios y un control de “unién
maxima” (M) que contenia 100 pL del buffer utilizado
para diluir los anticuerpos primarios y 100 pL de la di-
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lucion de los anticuerpos primarios seleccionada en la
puesta a punto del ensayo. Se incubaron los preincuba-
dos a 4 °C en camara humeda y en oscuridad durante 24
h. Paralelamente se sensibilizé una placa de ELISA sem-
brando en la misma la concentracion de antigenos (pro-
teinas de soja o de leche) previamente seleccionada en
la puesta a punto del ensayo. Luego se incub6 en camara
humeda, en oscuridad a 4 °C durante 24 h. Se lavo la pla-
ca b veces con solucion 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 agita-
cion. Se lavé la placa 5 veces con solucion de lavado. Pos-
teriormente se sembraron 100 pL de los preincubados
en los pocillos. Se incub6 una hora en cimara humeda,
en oscuridad a 37 °C con agitacion. Se lavé la placa 5 ve-
ces con solucién de lavado. Se continué con el protocolo
como se describi6 previamente en el item sensibilizacion
de la placa. Los valores de absorbancia fueron corregidos
con la absorbancia promedio correspondiente al control
inespecifico L.

A continuacion, se construy6 una curva de calibra-
cion de absorbancia corregida versus In concentracion
de soja o leche (pg de proteinas de soja o de leche/mL).

Los tests utilizados para el analisis estadistico de los
resultados fueron: método de Bartlett, para homoge-
neidad de varianzas y andlisis de regresion lineal (7).

Limite de deteccidn y limite de cuantificacion

Para determinar los limites de deteccién y de cuan-
tificacion del método se utilizé una muestra de harina
de arroz sin analito (soja o leche). La misma se extrajo
por quintuplicado y cada extracto se analizé6 por du-
plicado, como se describi6é anteriormente, realizando,
previo a la preparacion de los preincubados, las dilu-
ciones 1:181 (soja) y 1:204 (leche) con buffer carbona-
to/bicarbonato, pH 9,6 de cada uno de los extractos.
La concentracion de analitos en cada muestra anali-
zada se determiné segun el calculo (A). Se calcul6 el
valor medio del analito para la muestra de harina de
arroz 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 cuantifi-
cacion se calculé como el valor medio mas diez veces
el desvio estandar.

A) Célculo de la concentracién de proteina de soja/leche en
harina de arroz

Por interpolacién en la curva de calibracién se ob-
tienen los pg de proteina de soja o de leche/mL. Esto
corresponde al contenido de soja o de leche en el ex-
tracto diluido analizado.

La cantidad de proteina de soja o de leche en
pg/1000 mg de harina de arroz se calcul6 segun la
siguiente féormula:



Cantidad de proteina de soja o de leche
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Cantidad de prot. de soja o de leche (curva)- pg(1) xV-mL(2)I1x1000-mg(3)

en harina de arroz - pg/1000 mg

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

2) Volumen de sobrenadante al realizar la extraccion de
harina de arroz con solucion extractiva de proteinas
totales: 1600 pL.

3) 1000 mg: para expresar el contenido en 1000 mg de
harina de arroz.

4) Volumen de extracto que se tomo6 de los 1600 pL de
sobrenadante y se diluyeron 1:181(soja) y 1:204 (le-
che). Los 5,5 pL. (soja) ylos 4,9 pL (leche) se llevaron
a 1000 pL con buffer carbonato/bicarbonato, pH 9,6.

5) Peso de harina de arroz que se extrajo con la solu-
cion extractiva de proteinas totales: 200 mg.

De esta manera se calcularon los pg de proteina de
soja o de leche en 1000 mg de harina de arroz: ppm de
proteina de soja o de leche.

Precision intradia e interdias

Para evaluar la precision intradia del método se ana-
lizaron tres muestras de harina de arroz que contenian
igual cantidad de analito (tres muestras con 50 ppm de
proteinas de soja y tres muestras con 50 ppm de protei-
nas de leche). Cada muestra se extrajo por simplificado
como se describié anteriormente (n=3). Cada extracto
se analiz6 con el EIC por duplicado, realizando, previo a
la preparacion de los preincubados, las diluciones 1:181
(soja) y 1:204 (leche). Alicuotas de 5,5 pL. (soja) y4,9 pL
(Ieche) se llevaron a 1000 pL con buffer carbonato/bicar-
bonato, pH 9,6.

La concentracion de analito en cada muestra estudia-
da se determiné segun el calculo (A).

Para el procesamiento estadistico se promediaron los
valores del analito de las tres muestras, se calculo el desvio
estandar y el coeficiente de variacion (CV). El CV corres-
ponde a la precision del método en el dia. Para evaluar
la precision interdias se realiz6 el mismo procedimiento
que se describi6 previamente en el ensayo intradia 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. E1 CV
corresponde a la precision del método entre dias.

Se adopt6 como criterio de aceptacion que el CV de
la precision intradiay el CV de la precision interdias no
superara el 15% (8).

Recuperacion

Para evaluar la recuperacion del método se anali-
zaron dos sistemas modelo de mezclas de harina de
arroz con 50 y 150 ppm de proteina de soja y dos sis-
temas modelo con 50 y 150 ppm de proteina de leche

55 (A)
5 0 4,9- pL(4)xP-mg (5)

que se extrajeron por triplicado como se describi6 an-
teriormente. Se analizaron por duplicado realizando
las diluciones 1:181 (soja) y 1:204 (leche) de cada una
de las muestras antes de la preparacion de los preincu-
bados. La concentracion del analito en cada muestra
analizada se determiné segun el calculo (A), previa-
mente descripto. Se calcul6 el valor del analito de cada
extracto. Se promediaron los tres valores del analito
para cada sistema modelo.

El porcentaje de recuperacion se calculé mediante
la féormula que se describe a continuacion:

% de recuperacion = valor obtenido x 100/valor tedrico

— Valor obtenido: concentraciéon de proteinas de
soja o de leche obtenida al aplicar el EIC para los
sistemas modelo de 50 y 150 ppm de proteinas de
soja o de leche, respectivamente.

— Valor teérico: 50 y 150 ppm de proteinas de soja o
de leche, respectivamente.

Luego se promediaron las recuperaciones de los sis-

temas modelo. Se consideraron valores adecuados de
recuperacion entre 70y 130% (9).

ELISA comerciales

Las proteinas de leche y de soja fueron detectadas
y cuantificadas con diferentes kils comerciales: Ridas-
creen® Fast soy Protein R-Biopharm, fabricado en Alema-
nia y Veratox® Allergen Total Milk Neogen, fabricado en
EE.UU. Todas las muestras fueron analizadas por dupli-
cado siguiendo los protocolos de cada kit.

Los limites de deteccion (LLD) y de cuantificacion
(LC) de cada kit fueron:

a) Proteinas de leche: Veratox® Allergen Total Milk de
Neogen LD=1 ppm de leche descremada en polvo
y LC=2,5 ppm de leche descremada en polvo con
un rango de cuantificaciéon de 2,5-25 ppm de le-
che descremada en polvo (10).

b) Proteinas de soja: Ridascreen® Fast soy Protein R-
Biopharm 1LD=0,31 ppm de proteinas de soja y
LC=2,5 ppm de proteinas de soja (11).

Resultados

EIC para la deteccién de trazas de soja en harina
de arroz

e Cuantificacion de proteinas de soja en el extracto

La concentracion de proteinas de soja obtenida en
el extracto fue de 9,0 mg de proteinas de soja/mL de
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Figura 1. Curvas obtenidas para la determinacion de la concentracién optima de antigeno soja y la
dilucion de los anticuerpos primarios a utilizar en el EIC final.

solucion extractiva. La concentracion teorica en dicho
extracto seria de 9,4 mg de proteina de soja/mL de so-
lucién extractiva. De manera que el porcentaje de recu-
peracion fue del 96%, es decir, el 96% de las proteinas
de soja resultaron solubles en la solucion extractiva de
proteinas totales.

e Puesta a punto del EIC

En la Figura 1 se observan las dos curvas obtenidas
en la puesta a punto del EIC para la determinacién de
la concentracién 6ptima de antigeno soja y la dilucién
de anticuerpos primarios a utilizar en el ensayo final.

Para la seleccion de la concentraciéon optima de
antigeno a utilizar en el ensayo se elige la curva con
mayor pendiente. Dado que en este caso ambas cur-
vas presentaron igual pendiente se eligié la de me-
nor concentracion de antigeno (1 pg de proteina de
soja/100 pL de buffer carbonato/bicarbonato, pH
9,6). Para la seleccion de la diluciéon 6ptima de an-
ticuerpos primarios a utilizar en la competencia, se
selecciono6 la zona mas sensible a cambios en la cur-
va previamente elegida (la correspondiente a 1 pg de
proteina de soja/100 pL de buffer) y se obtuvo de esta
manera un método con adecuada sensibilidad. La
dilucién de anticuerpos primarios seleccionada para
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utilizar en la competencia fue de 1/5000 (In 1/dilu-
cién anticuerpos primarios: 8,52).

e Validacion

Linealidad

Para establecer la linealidad se trabajé con cinco
puntos de la curva 0; 0,01; 0,03; 0,1 y 0,3 pg de protei-
na de soja/mL (Fig. 2). A los valores de absorbancias
corregidas obtenidos para cada nivel de concentracion
se aplico un fest de homogeneidad de varianzas y no se
encontr6 diferencia significativa entre las varianzas de
los distintos niveles analizados.

Se realiz6 el test de linealidad sobre los valores de ab-
sorbancia corregida en funcién del In de la concentracion
de soja (pg proteina de soja/mL) utilizando el progra-
ma Infostat profesional version 2004d.1 desarrollado por
la Universidad Nacional de Cordoba. Se obtuvo un valor
de F=2,68 (CM desvio de la linealidad/CM error puro) y
$=0,1289 con lo cual se concluy6 que el rango 0,01; 0,03;
0,1y 0,3 pg proteina de soja/mL se comport6 en forma
lineal. La recta obtenida presenté una pendiente de -0,07
con un limite inferior 95% (LI) de -0,08 y un limite supe-
rior 95% (LS) de -0,06, una ordenada al origen de 2,05 con
LI=2,03 y LS=2,08 y un coeficiente de correlacion de 0,98.
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Figura 2. Curva de calibracién. Absorbancia corregida en funcién del In de la concentracion
de soja (ug proteina de soja/mL).

Alos valores limites de la curva de calibracion (0,01 pg
proteina de soja/mLy 0,3 pg proteina de soja/mL) se les
aplic6 el calculo (A) presentado previamente para cal-
cular el rango de trabajo correspondiente a proteina de
soja en harina de arroz. El rango de trabajo obtenido
fue 7-220 ppm de proteina de soja en mezcla con harina
de arroz.

Limite de deteccién y limite de cuantificacion

Los valores de los limites de deteccion y de cuantifi-
cacion fueron 4,0 y 10,0 ppm de proteinas de soja, res-
pectivamente.

Precisién intradia e interdias

Las precisiones del método en el dia y entre dias,
expresadas como coeficiente de variaciéon (CV) fueron
7,0 (n=3) y 3,4 (n=9), respectivamente.

Recuperacion

Se analizaron dos sistemas modelo de harina de arroz
con 50y 150 ppm de proteina de producto de soja. Se cal-
culé la recuperacion del método y la misma fue de 107%.

EIC para la deteccién de trazas de leche en harina
de arroz

e Cuantificacién de proteinas de leche en el extracto

La concentracion de proteina de leche obtenida en
el extracto de solucion extractiva de proteinas totales
fue de 12,0 mg de proteinas de leche/mL de solucion
extractiva. La concentracion tedrica en dicho extracto

seria de 12,0 mg. De manera que el porcentaje de recu-
peracion fue del 100%.

e Puesta a punto del EIC

En la Figura 3 se observan las curvas correspondien-
tesa 1 pgya 10 pg de proteinas de leche/100 pL. de buf
Jer carbonato/bicarbonato, pH 9,6 que se obtuvieron
en la puesta a punto del ensayo.

La concentracion de antigeno seleccionada fue de
1 pg de proteinas de leche /100 pL de buffer carbonato/
bicarbonato, pH 9,6. La diluciéon de anticuerpos prima-
rios seleccionados para utilizar en la competencia fue
de 1/50000 (In 1/dilucién de anticuerpos primarios:
10,82).

e Validacion
Linealidad

Para establecer la linealidad se trabaj6é con cinco
puntos de la curva 0; 0,01; 0,03; 0,1 y 0,3 pg de protei-
nas de leche/mL (Fig. 4). A los valores de absorbancias
corregidas obtenidas para cada nivel de concentraciéon
se aplico un lest de homogeneidad de varianzas. No se
encontraron diferencias significativas entre las varianzas
de los distintos niveles analizados. Se realizo el test de
linealidad sobre los valores de absorbancia corregida en
funcion del In de la concentracién de leche (pg protei-
nas de leche/mL) utilizando el programa Infostat. Se
obtuvo un valor de F=1,035 (CM desvio de la linealidad/
CM error puro) y p=0,3985 con lo cual también se con-
cluy6 que el rango 0,01; 0,03; 0,1 y 0,3 pg de proteinas
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de leche/mL se comport6 en forma lineal. La recta ob-
tenida present6 una pendiente de -0,207 con un limite
inferior 95% (LI) de -0,225 y un limite superior 95%
(LS) de -0,190; ordenada al origen -0,036 con LI=-0,092
y LS=0,019 y un coeficiente de correlacién de 0,986.

El rango de trabajo fue de 16-490 ppm de proteinas
de leche en mezcla con harina de arroz.

Limite de deteccion y limite de cuantificacion

Los valores de los limites de deteccion y de cuanti-
ficacion fueron 11,0 y 27,0 ppm de proteinas de leche,
respectivamente.

Precision intradia e interdias

Las precisiones del método en el dia y entre dias,
expresadas como coeficiente de variaciéon (CV) fueron
10,0 (n=3) y 12,0 (n=9), respectivamente.
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e Recuperacion

Se analizaron dos sistemas modelo de harina de
arroz con 50 y 150 ppm de proteinas de leche en pol-
vo. Se calcul6 la recuperacion del método, que fue
del 108%. Esta recuperacién resulté apropiada.

Analisis de muestras comerciales con los EIC
desarrollados y con kits comerciales

Se analizaron nueve muestras comerciales de pro-
ductos libres de gluten con los EIC desarrollados,
con los kits comerciales Ridascreen® Fast soy Protein R-
Biopharm'y Veratox® Allergen Total Milk de Neogen.

En la Tabla I se presentan los resultados obtenidos
en la determinacion de proteinas de soja y de leche
en productos libres de gluten utilizando los EIC desa-
rrollados y los kits de ELISA comerciales.

Tabla |. Resultados obtenidos en la determinacion de proteinas de soja y de leche en productos libres de gluten,
utilizando dos enzimoinmunoensayos competitivos (EIC) desarrollados y kits de ELISA comerciales:
R-Biopharm (RB) y Neogen (N)

ELISA SOJA ELISA LECHE
® R-Biopharm (RB) | e Veratox/NEOGEN (N)
Decl. 19 teina d lech
Denominacién de . . . eclaracion Frase de (ppm prg eina ae (ppm leche
Muestra Lista de ingredientes de . soja) en polvo)
venta 3 advertencia
alérgenos e EIC e EIC
(ppm proteina de (ppm proteina de
soja) leche)
Harina d ,h
1 Fideos secos de d:sr;]r;(jrateazzoezn Zﬁ/\;o almiden <2,5 (RB) <2,5(N)
harina de arroz , P ' <10 (EIC) <27 (EIC)
de maiz
Fideos secos al Harina de maiz, harina de arroz, ) 4,3 (RB)
) , Contiene <2,5 (N)

2 huevo/ libre de huevos frescos, agua, fécula de - <10 (EIC)

) ) , huevo <27 (EIC)
gluten mandioca y fécula de maiz
Pasta seca
de harina de .

3 arbanzo libre Harina de garbanzo y goma >20 (RB) <2,5 (N)
& ) xantica (INS 415/espesante) 36 (EIC) <27 (EIC)
de gluten - sin
TACC

Harina de arroz, margarina,
almidoén de maiz, azlcar, Contiene
Galletitas dulces | agua, leche en polvo, miel, sal, leche <2,5 (RB) 525 (N)

4 sabor a coco aromatizante, esencia de coco Iecitin); - <10 (EIC) 490 (EIC)
libres de gluten y de vainilla, espesante: goma de soia

xantica (INS 415), emulsionante: !
lecitina de soja (INS 322)
Snack crocante Arroz integral, aroma artificial

5 de arroz integral (sabor a fiiasyhierbas) sal y aceite <2,5(RB) <2,5 (M)

sabor “finas ' y <10 (EIC) <27 (EIC)
) . vegetal
hierbas
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Tabla |. Continuacion.

ELISA SOJA ELISA LECHE
e R-Biopharm (RB) | e Veratox/NEOGEN (N)
L Declaracion (ppm proteina de (ppm leche
Denominacién de . ) ) Frase de .
Muestra Lista de ingredientes de ) soja) en polvo)
venta B advertencia
alérgenos e EIC e EIC
(ppm proteina de (ppm proteina de
soja) leche)
Elaborado
en una
Tostadas de Harina de arroz, leche en polvo LIZEZe se
6 arroz - sin sal entera, azlcar, ;zstabilizani’e- Contiene rocesan <2,5 (RB) >25 (N)
agregada, libre de ' " ' leche p. <10 (EIC) >490 (EIC)
: carbonato de calcio alimentos
gluten - sin TACC
que
contienen
sésamo
Papas fritas Papa, aceite vegetal, sal
7 sabor mostaza aro?nyatizante n;;gtural’ sab’or <2.5(RB) <25 (MN)
y miel libres de mostaza v miel <10 (EIC) <27 (EIC)
gluten sin TACC y
Tostadas d 25 (N
osta .as © Arroz molido, leche en polvo Contiene <2,5 (RB) >25 (N)
8 arroz libres de X >490 (EIC)
descremada, azUlcar y sal leche <10 (EIC)
gluten
Harina de arroz, relleno sabor a
Alimento a base chocolate (azlcar, aceite vggetal,
de harina de cacao en polvo, emuls. lecitina de
9 arroz v maiz con soja, saborizante, etilvainillina), <2,5 (RB) 15,2 (N)
y harina de maiz desgerminada, <10 (EIC) >490 (EIC)
relleno sabor a , . ,
azucar, almidén de maiz
chocolate .
modificado, cacao en polvo, sal,
ac reg: bicarbonato de sodio

Discusion y Conclusiones

Los parametros de validacién obtenidos de los dos
EIC desarrollados resultaron adecuados. En cuanto a la
linealidad se concluyé que el rango 0,01; 0,03; 0,1; 0,3
pg de proteinas de soja o de leche/mL se comport6 en
forma lineal. La recuperacion y la precision resultaron
adecuadas, teniendo en cuenta los criterios de acepta-
cién previamente mencionados.

En trabajos previos se realizo el desarrollo y la vali-
dacion de EIC similares pero utilizando mercaptoeta-
nol (ME) como agente reductor en la solucién extrac-
tiva de proteinas, en lugar del sulfito de sodio utilizado
en el presente trabajo. Ademas, en los anteriores EIC
se utilizaron como anticuerpos primarios, sueros de
conejos inmunizados con proteinas de soja o de leche
que no habian sido tratadas con SDS ni con un agente
reductor (12). Se debe destacar la efectividad del ME
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y del SDS para la extraccion de proteinas. E1 ME cliva
puentes disulfuro formados entre los residuos de cis-
teina de las proteinas y el SDS facilita la solubilizacion
de las proteinas alterando las uniones no covalentes de
las mismas (13). Sin embargo, dado que es reconocida
la elevada toxicidad y el dano ambiental que provoca
el ME (4), éste ha sido reemplazado por sulfito de so-
dio (menos t6xico y con menor impacto ambiental)
para el desarrollo de estos EIC. Adicionalmente en los
EIC desarrollados en el presente trabajo se utilizaron,
como anticuerpos primarios, sueros de conejos inmu-
nizados con extractos de soja o de leche extraidos con
una solucién extractiva que contenia SDS y sulfito de
sodio como agente reductor. De acuerdo con trabajos
realizados en Japon este modo de obtenciéon de anti-
cuerpos permite mejorar notablemente la performance
de los EIC (4).

Si se comparan ambos EIC se observa una mejora
en la sensibilidad si se trabaja con la solucion extractiva




que contiene sulfito de sodio y con los anticuerpos ob-
tenidos contra extractos proteicos que contienen SDS
y sulfito de sodio. Los limites de deteccién y de cuan-
tificacion de los EIC para detectar soja en productos
elaborados con harina de arroz, que utilizaban solucién
extractiva con SDS y ME fueron: LD=35 y LC=60 ppm
de proteinas de soja mientras que para los EIC que uti-
lizan solucién extractiva con SDS vy sulfito de sodio fue-
ron: LD=4y LC=10 ppm de proteinas de soja. En el caso
de los EIC para detectar leche en productos elaborados
con harina de arroz, que utilizaban solucién extracti-
va con SDS y ME fueron: LD=25 y LC=50 ppm de pro-
teinas de leche mientras que para los EIC que utilizan
solucién extractiva con SDS y sulfito de sodio fueron:
LD=11y LC=27 ppm de proteinas de leche (12).

En relacion con las muestras, los EIC desarrollados
en el presente trabajo resultaron ser métodos adecuados
para la deteccién de la presencia de soja o de leche en
todas las muestras que declaraban dichas materias primas
y también en muestras que no las declaraban. Utilizan-
do los kits comerciales de ELISA se pudieron corroborar
dichos resultados. En las muestras 1, 5, 6, 7y 8, que no
declaraban soja en su lista de ingredientes, no se detecto
soja con ninguno de los dos ensayos. En la muestra 2, que
no declaraba soja en su lista de ingredientes, el EIC no
detecto soja y si se detecto soja con el kit de R-Biopharm.
Esto se debe a que la sensibilidad del EIC desarrollado
es menor que la del kit comercial. La muestra 3 no de-
claraba soja en su lista de ingredientes y ambos ensayos
detectaron soja. Es posible que este alimento haya sufrido
contacto cruzado con soja en su proceso de elaboracion o
bien que hubiera presencia de soja no declarada en algun
ingrediente utilizado. En las muestras 4 y 9, que declara-
ban lecitina de soja en su lista de ingredientes, ninguno
de los dos ensayos detect6 soja. Es posible que en ambos
casos se hayan utilizado lecitinas de soja bien purificadas
sin restos de residuos proteicos.

En las muestras 1, 2, 3, 5y 7, que no declaraban le-
che en su lista de ingredientes, ésta no se detecté con
ninguno de los dos ensayos. En las muestras 4, 6 y 8,
que declaraban leche en su lista de ingredientes, con
ambos ensayos se detecto leche. La muestra 9 no decla-
raba leche en su lista de ingredientes y ambos ensayos
la detectaron. La deteccion de leche en este caso pudo
deberse a un contacto cruzado en el proceso de elabo-
racion o bien a la presencia de leche no declarada en
algun ingrediente utilizado.

Se considera que estos EIC desarrollados tienen dos
ventajas fundamentales: resultan adecuados para cuan-
tificar las proteinas alergénicas y ademads poseen un cos-
to menor al de los kits comerciales de ELISA. Su costo se
calcul6 en marzo de 2020 y fue de 0,50 dolares por po-
cillo. Por el contrario, en la Argentina, un kit comercial
tiene un valor aproximado de 12 doélares por pocillo.
Por lo tanto, los mismos poseen un valor considerable-
mente menor que los kits comerciales de ELISA.
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En conclusion, observando los resultados obtenidos
en este trabajo y dado el bajo costo de los EIC desarro-
llados, éstos se podrian utilizar como métodos de scree-
ning. Si una muestra presenta un resultado positivo con
los EIC desarrollados se puede confirmar la presencia
de soja o de leche en dicha muestra, sin necesidad de
recurrir a un kit de ELISA comercial. Cuando esta me-
todologia resulte negativa se deberia confirmar con
un método mas sensible (kit de ELISA comercial) para
asegurar la ausencia de dichas proteinas alergénicas.

De acuerdo con estudios previos existen numero-
sos alimentos que tienen elevado riesgo de contener
alérgenos no declarados y pueden llevar a un riesgo
potencial para la salud de los consumidores alérgicos.
Muchos estudios demostraron elevada prevalencia de
alérgenos no declarados en alimentos con o sin frases
de advertencia. La presencia de proteinas no declara-
das es un riesgo para los consumidores alérgicos (14)
(15).

Las industrias deben ser responsables en cuanto a la
correcta declaracion de los alérgenos en el rétulo de
los alimentos envasados. Deben analizar e investigar la
posible presencia de trazas de alérgenos en caso de sos-
pechar un posible contacto cruzado en sus alimentos
envasados o en las materias primas que utilizan para
elaborar los mismos, evitando que las personas alérgi-
cas consuman accidentalmente los alérgenos y puedan
poner en riesgo su vida.

El desarrollo de métodos para la deteccion de alér-
genos en alimentos se considera importante tanto para
los industriales, como para las autoridades sanitarias
que controlan los rétulos y para los consumidores. Si
se presenta la necesidad de detectar trazas de proteinas
de soja o de leche en alimentos libres de gluten, el uso
de los EIC desarrollados en el presente trabajo seria
una opcion adecuada como método de screening.
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