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RESUMEN

En el presente trabajo se propone un proyecto para el desarrollo de un método répido
para la verificacion de limpieza de equipos de produccién aplicable a aquellas empresas con
procesos que incluyen la manipulacion de materias primas que contienen alérgenos
alimentarios. El lugar de trabajo sera el centro INTI- Procesos Superficiales, el cual cuenta con
un sistema de gestion de la calidad alineado con el Sistema Integral del Instituto Nacional de
Tecnologia Industrial. La alergia alimentaria es una enfermedad en aumento que representa un
problema socio-econdmico a nivel mundial. La leche es uno de los ocho los principales
alimentos responsables de las reacciones alérgicas que pueden provocar la muerte de las
personas con esta afeccidn. La problematica debe abordarse desde lo legal, a través de las
normativas existentes para la regulacion de la industria alimentaria, y desde lo técnico,
generando alternativas analiticas superadoras a las que se encuentran en el mercado para la
deteccion de los alérgenos. Segun la normativa sobre el rotulado de alérgenos, los fabricantes
de alimentos tienen la responsabilidad desarrollar programas de gestién de riesgos de
alérgenos y a realizar controles analiticos. Sobre esto ultimo se intenta colaborar, mediante el
presente proyecto, en el desarrollo de un producto innovador y de produccién nacional para la
verificacion de limpieza de equipos con alérgenos, llevando a cabo todos los procesos

correspondientes de validacién del método.
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INTRODUCCION
Descripcion del organismo

El lugar donde se desarrollard el proyecto propuesto serd la Unidad técnica (UT)
Nanomateriales del Centro Procesos Superficiales del Instituto Nacional de Tecnologia
Industrial (INTI), donde particularmente se trabaja en el desarrollo de biosensores.

El Centro INTI -Procesos Superficiales estd ubicado en el edificio N2 46 del Parque
Tecnolégico Miguelete del INTI y forma parte del Sistema de Centros del Instituto Nacional de
Tecnologia Industrial, organismo descentralizado del Ministerio de Industria dependiente de la
Secretaria de Industria, Comercio y la Pequefia y Mediana Industria. Para la ejecucién de sus
trabajos, el Centro cumple con los requisitos establecidos por las normas de referencia, con lo
establecido en la Politica de Calidad del INTI, con los roles institucionales definidos por la
conduccién del Instituto y con los objetivos del Centro que son monitoreados en cada Revision
por la Direccion. El plantel del Centro esta integrado por aproximadamente 30 profesionales y
técnicos, la mayoria de ellos con un alto nivel de capacitacion y formacion de posgrado.

El Sistema de Gestion de la Calidad (SGC) del centro INTI- Procesos Superficiales estd
alineado con los requisitos y criterios establecidos en el Manual del Sistema Integral de
Gestidn (SIG) del INTI y documentos anexos del SIG de INTI. El sistema cubre la realizacién de
procedimientos de ensayo, calibraciones internas y de certificacién de personas en areas de
incumbencia de sus Unidades Técnicas y los procedimientos de gestion relacionados. El nexo
comun de todas esas actividades es la realizacién de desarrollos aplicados, mejoras de
procesos y productos, y prestacion de servicios con base en la tecnologia electroquimica. En
particular, este trabajo se desarrollard en la Unidad Técnica Nanomateriales, en donde la
principal actividad es la de elaboracién de desarrollos.

Los elementos constitutivos del SGC del Centro estan documentados y controlados en
lo referente a su elaboracidn, aprobacién, identificacidn, distribucidn, archivo y revision. Los
documentos que constituyen el SGC del centro INTI-Procesos Superficiales se clasifican
jerdrquicamente en a) manual de calidad y sus anexos, b) procedimientos de gestion,
procedimientos de ensayo y procedimientos de calificacion de personas c) instructivos, y d)
registros. Los documentos constitutivos del SGC del Centro INTI-Procesos Superficiales estan
controlados y estan descriptas las actividades relacionadas con la confeccién, revision,
aprobacién, codificacidon, distribucidn, actualizacion y archivo correspondiente de cada

documento.
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Los laboratorios estdn acondicionados para asegurar la satisfaccién de las exigencias
relativas al desarrollo de los ensayos. En cada uno de los Procedimientos de Ensayo que
forman parte de la documentacién se desarrollan las instrucciones correspondientes para la
utilizacién de los equipos e instrumentos, la preparacién de las muestras y la ejecucion del
ensayo. Los métodos y procedimientos se seleccionan segun la exactitud exigida y de acuerdo
con la normativa aplicable.

El Centro dispone de equipos, instrumentos y patrones de calibracion y/o materiales
de referencia necesarios para la correcta ejecucidn de los ensayos. Cada equipo o patrén de
calibracion tiene asignado un responsable de verificar que los mismos se almacenen vy
manipulen en forma segura, a fin de evitar deterioros y dafios, y de informar al responsable de
calidad sobre necesidades de reparaciones y calibraciones. Es responsabilidad del Director
Técnico disponer los medios y organizar la capacitacidn del personal involucrado en el correcto
uso del equipamiento y las acciones a seguir en el caso de que un equipo haya sido mal
utilizado.

Cada equipo estd identificado con una etiqueta donde consta el nombre del equipo, la
fecha de calibracién y la fecha de la préxima calibracion. Todos los equipos usados para los
ensayos, y que influyan sobre la exactitud y validez de los resultados, son calibrados y/o
verificados y/o controlados antes de ponerse en servicio. El Centro INTI -Procesos Superficiales
asegura la trazabilidad de las mediciones con respecto a los patrones nacionales del Sistema
Internacional de Unidades de dichas magnitudes, cumpliendo la politica definida por el INTI
(INTI-SIG CGO1 Politica y Criterios sobre Trazabilidad Metroldgica), excepto en los casos en que
esa trazabilidad no existe.

El equipamiento es calibrado, segun corresponda, en laboratorios acreditados, en los
laboratorios del Centro INTI- Fisica y Metrologia o por personal del Centro habilitado para esa
actividad. Se mantiene una ficha de cada uno de los equipos, instrumentos y materiales de
referencia en la cual se documenta toda la informacion que hace a la historia del equipo
(mantenimiento, calibracidn, responsable, etc.). En cada uno de los Procedimientos de Ensayo
gue forman parte de la documentacion del SGC del Centro INTI -Procesos Superficiales se han
desarrollado las instrucciones correspondientes para la utilizacién de los equipos e
instrumentos, la preparacién de las muestras y la ejecucién del ensayo.

Los métodos y procedimientos se seleccionan segun la exactitud exigida y de acuerdo
con la normativa aplicable. Para la validacion de los métodos de ensayo se realizan, segun

corresponda, las siguientes actividades:
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e Actualizacidon permanente de los operadores de ensayo.
e Ensayos sobre materiales de referencia.

e Rotacion de operadores (ensayos intralaboratorio).

e Ensayos de intercomparacién con otros laboratorios

e Ensayos interlaboratorios.

Para el calculo de la incertidumbre, en cada ensayo se describe la metodologia de
calculo empleaday, en particular, las fuentes de incertidumbre consideradas para cada caso.

Con respecto a las condiciones de seguridad, el Centro ha nombrado un responsable
gue actua como facilitador para la implementacion de la politica de seguridad del INTI que
incluye todas las acciones tendientes a minimizar los riesgos vinculados con el tema y al
cumplimiento de la Ley N2 19587 sobre Higiene y Seguridad en el Trabajo vigente. En tal
sentido el Centro sigue el Procedimiento General de Gestidon de Residuos Peligrosos en el PTM.

El acceso a los laboratorios estd estrictamente limitado al personal del Centro,
personal de la empresa de limpieza asignada al Centro y autorizada previamente, personal de
mantenimiento y calibracidn autorizado previamente, usuarios, o sus representantes y
organismos externos reconocidos como consultores o participantes en los ensayos, citados
previamente. A fin de asegurar la adecuada limpieza de las areas de ensayo y el
mantenimiento del equipamiento e instalaciones, el Centro INTI -Procesos Superficiales
dispone de los servicios de la empresa de limpieza contratada por el INTI para asegurar que se
encuentre en condiciones adecuadas para garantizar la Calidad de los resultados de ensayos.

El personal a ser incorporado es evaluado y seleccionado en funcién de de las
necesidades del puesto a cubrir. Esta actividad estd a cargo de la Direccidn con el apoyo del
Coordinador de Unidad Técnica respectiva. Anualmente se elabora y se eleva para su
aprobaciéon el Plan de Capacitacion de todo el personal del Centro y de acuerdo con las
directivas establecidas por la Institucion.

La Direccion del Centro verifica el funcionamiento de su Sistema de la Calidad a través
de la revision del sistema, analiza las desviaciones detectadas y determina las acciones
correctivas y/o preventivas, junto con las oportunidades de mejoras si las hubiese. La Direccidn
realiza anualmente la revisién del Sistema.

El Centro INTI - Procesos Superficiales realiza periddicamente auditorias internas con el
fin de asegurar que las actividades de la calidad y sus resultados satisfacen los requerimientos
preestablecidos, que se aplican en forma efectiva y que son los apropiados para alcanzar los

objetivos.
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Relevancia del proyecto

La alergia alimentaria es una respuesta exagerada del organismo ante una sustancia
del alimento (alérgeno), que es inofensiva para las personas no alérgicas y puede causar
diversas manifestaciones (INFOSAN-OMS 2006). Estas pueden ser a nivel respiratorio,
cardiovascular, cutdneo y gastrointestinal de distinta severidad, que en los casos mas graves
puede llegar al shock anafilactico y muerte. La alergia tiene en su origen un mecanismo
inmunitaria y existe mucha variabilidad en los niveles umbrales de tolerancia entre las
personas afectadas y segun el tipo de alérgeno. A nivel mundial, entre 220 y 250 millones de
personas pueden sufrir de alergia a los alimentos (Fiocchi y col. 2011); segin un informe
realizado por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) y la Organizacién para la Alimentacién
y la Agricultura de las Naciones Unidas (FAO), la prevalencia estimada en la poblacién general
es del 1 al 3% en los adultos y del 4 al 6% en los niflos. No existe un tratamiento apropiado
para las alergias alimentarias, las personas alérgicas deben afrontar de por vida la necesidad
de evitar alimentos especificos.

La responsabilidad de la industria agroalimentaria, en relacidn a la prevencidn de estos
episodios, debe ser la de identificar cualquier ingrediente o aditivo alergénico, incluso a nivel
de trazas, y luego asegurar su remocion, o bien declararlo en el rétulo del envase del alimento
debido a que las personas alérgicas pueden sufrir reacciones como consecuencia de la
presencia oculta del alérgeno en el producto que ingieren. Las alergias e intolerancias son
ahora bien reconocidas como un problema de inocuidad alimentaria que debe gestionarse
como parte integral del Sistema de Gestion de Inocuidad Alimentaria. Para esto, se debe
contar con sistema eficaz de gestion de alérgenos en el que se deben tener en cuenta todas las
operaciones, desde el suministro inicial de materias primas hasta la fabricacion y el envasado
del producto terminado, incluyendo el desarrollo de nuevos productos (Boye y Godefroy,
2010). La limpieza es uno de los aspectos mas criticos para evitar contaminaciones cruzadas
durante la elaboracion de alimentos, por lo que las organizaciones deben contar con
procedimientos de limpieza debidamente documentados y validados que aseguren la
remocién de los alérgenos de los equipos a niveles aceptables (Arrowsmith, 2011). También
deben contar con procedimientos de verificaciéon, es decir aplicacion de métodos,
procedimientos, pruebas y otras evaluaciones, ademads de la vigilancia, para determinar si una
medida de control estd o ha estado funcionando de la manera prevista segin el método
propuesto. Para ello, se debe contar con métodos analiticos validados, es decir demostrar con

evidencias analiticas que los protocolos de gestidén de alérgenos son eficaces.
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En la actualidad, los métodos analiticos para verificacion de limpieza mds usados en el
mercado son los enzimoinmunoanalisis (ELISA). Los ELISA son importados, de costo elevado y
requieren de 30 a 60 minutos de analisis. En este trabajo, se pretende desarrollar un método
alternativo, mas rapido y econdmico, para la deteccién de B-lactoglobulina (BLG), una de las
principales proteinas alergénicas de la leche, utilizando muestras de agua de enjuague de
equipos para la verificacion rutinaria de limpieza, en el marco de la gestién de alérgenos. El
Bioinsumo a desarrollar en el presente proyecto, al igual que los Kits de ELISA empleados para
la cuantificacién de alérgenos en alimentos, no requiere registro en ANMAT, ni en ninguna otra
institucidon para su fabricacién y comercializacion. Para su inclusiéon en el mercado, deberdn
realizarse los protocolos de validacion empleados normalmente para técnicas analiticas. Esto
permitird probar su desempefio y compararlo con las técnicas existentes en el mercado,
conocidas por los consumidores.

La calidad en el dmbito analitico puede definirse como un conjunto de caracteristicas,
propiedades, atributos o capacidades de una entidad que la hacen mejor, peor, o igual que
otras entidades del mismo tipo (Cuadrado, 2016). Se habla de propiedades o caracteristicas
qgue sirven para evaluar la calidad analitica, que engloba la calidad de los resultados, del
proceso analitico y de los materiales y equipos utilizados. Basicamente existen cuatro acciones
para el aseguramiento de la calidad analitica: calibracidn del instrumental a usar, validacion del
método, verificacion de los instrumentos, y realizar controles de calidad de los resultados
(Hernandez, 2013). Ademas, todos los laboratorios de quimica analitica, deberan asegurar su
calidad y competencia mediante el cumplimiento de los sistemas de calidad vigentes, siendo la
norma ISO 9001y la norma ISO 17025 necesarias de implantacién y cumplimiento en el dmbito
analitico. La guia Eurachem (Eurolab, 2016) engloba todos estos aspectos en seis principios de
las buenas practicas analiticas. En ellos, se describe que son necesarias medidas analiticas para
satisfacer los requisitos acordados “fit-for-purpose”, la necesidad de la utilizacion de métodos
y equipos probados (validacién, calibracion y verificacién), la evaluacion del desempefio
técnico del laboratorio mediante controles de calidad, la obligacion de la definicién de
procedimientos adecuados de control y, por ultimo, el aseguramiento de calidad.

Aunque existen muchos alimentos que pueden provocar reacciones a las personas con
alergias alimentarias, se identifican ocho alimentos alergénicos mas comunes que dan cuenta
del 90 % de las reacciones alérgicas y constituyen la fuente de los que se derivan muchos otros
ingredientes, estos son leche, huevo, pescado, crustaceos, frutos secos, mani, trigo y soja (US-
FDA). De estos principales alérgenos alimentarios, la leche es uno de los principales alérgenos
que afectan a la poblacién infantil, con una prevalencia aproximada de entre el 1y 15 %

(Fiocchi y col. 2010). En el presente proyecto nos centraremos en la BLG, una de las proteinas
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mas alergénicas de la leche junto con la caseina. La caseina representa el 80% de las proteinas
totales de la leche y la BLG entre el 10% y el 20% de las proteinas del suero lacteo. La BLG es
termolabil, pero relativamente resistente a la hidrdlisis acida y a la digestién por proteasas, lo
gue permite que algunas moléculas queden intactas después de la digestion y sean absorbidas,
estimulando el sistema inmunitario.

En el mundo existen numerosas legislaciones sobre alérgenos alimentarios; en
particular en el Codex Alimentarius, codex stan 1-1985 “Norma general para el etiquetado de
alimentos preenvasados” se listan los ingredientes que causan hipersensibilidad y deben ser
declarados (cereales que contienen gluten, crustaceos, huevo, pescado, mani, soja, leche,
nueces y sulfitos, y derivados de ellos). Algunas otras regulaciones son el Reglamento de la
Unidn Europea (UE) n° 1169/2011 del Parlamento Europeo y del Consejo, de 25 de octubre de
2011, en USA la Ley sobre el Etiquetado de Alérgenos Alimentarios y Proteccidon al
Consumidor, de la Food and Drug Administration (FDA) 2004 (FALCPA), en Japén la Consumer
Affaires Agency, Government of Japan y la Legislacion de Rotulado de Alérgenos — RDC
26/2015 ANVISA en el caso de Brasil. Si bien existen puntos comunes en los alérgenos mas
relevantes, las legislaciones de los distintos paises presentan diferencias respecto a los
alérgenos de declaracién obligatoria basados en las prevalencias geograficas. En ninguna de las
legislaciones existen dosis de referencia (umbrales) definidas. En ausencia de niveles umbrales,
la industria trabaja con los niveles de deteccion de los kits comerciales y sus planes de gestidn.

En nuestro pais, el Cédigo Alimentario Argentino (C.A.A.), en su Art. 235, 72 establece
que los alérgenos deberan ser declarados a continuacion 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. La
legislacion también establece la forma de declaracién obligatoria (frases a utilizar, tamafio).
Por lo tanto la necesidad de gestionar los riesgos potenciales de los alimentos alergénicos en
un entorno de produccién de alimentos es de gran importancia en todos los eslabones de la

cadena alimentaria.
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OBJETIVOS Y ALCANCE

Objetivo

Elaborar un proyecto que sirva como punto de partida para el desarrollo de métodos
para la determinacién cuantitativa de B-lactoglobulina (BLG) empleando membranas

nanoporosas.

Alcance

Descripcion del proyecto para el trabajo de desarrollo de un método de verificacién de

limpieza de alérgenos.
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METODOLOGIA
Descripcion del método

El método propuesto plantea generar un insumo que consistird en una membrana de
un material polimérico con canales perfectos de medidas y nimero definidos obtenidos por
medio de radiaciones ionizantes (Fig. 1a). Dentro de los canales se inmovilizaran, por medio de
modificaciones quimicas y derivatizacion con N-hydroxysuccinimide (NHS), anticuerpos
especificos que reconozcan el analito de interés (anticuerpos policlonales anti- BLG),
constituyendo en su conjunto lo que pasaremos a llamar “membrana” (Fig. 1b). La membrana
se colocara en un portafiltro jeringa o en otro sistema de filtracién con vacio y se filtrara un
volumen determinado de muestra. Como sistema de deteccidon se usard un anticuerpo
especifico marcado (método captura) o analito marcado (método competitivo) que sera
filtrado en un paso siguiente. Se incluirdn pasos de lavados intermedios y todas las etapas se
realizaran sin desmontar el sistema de filtracion usado. El método propuesto pretende obtener
un resultado en no mas de 15 minutos. En la figura 2 se puede observar un esquema del

método propuesto.

Figura 1. Membrana polimérica con nanocanales.

et = Ao "o a4 Ve en s B

1a. Imdgenes de microscopio electronico, corte transversal y longitudinal de los nanocanales.

Anticuerpo

1b. “Membrana”, inmovilizacién de anticuerpos.
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Figura 2. Esquema del método propuesto

Muestra: Filtracion

Filtrado analito/
anticuerpos marcados
fluorescentes
/ Lavados SIS X L

Nanocanales

Lavados
Detecciondirectade
fluorescenciasobre la
membrana

Desarrollo del proyecto

Teniendo en cuenta el marco en el cual se encuadra el presente trabajo, el proyecto
serd dividido en varias etapas para su implementacion. En primera medida, se deberd llevar a
cabo el control de la calibracion del equipamiento a utilizar para garantizar la veracidad de los
resultados a obtener, utilizando métodos normados y materiales de referencia adecuados para
la correcta trazabilidad de las mediciones. En este caso, el equipamiento a utilizar serd una
balanza analitica (AB204-S Mettler Toledo), un lector de fluorescencia (Cytation 5) y material
volumétrico. Segun el SGC del centro INTI- Procesos Superficiales se deberd proceder segun los
documentos PG 14 “Aseguramiento de la calidad de los resultados de calibraciones y ensayos”™
y PG 08 “Control de equipos”.

Una vez confirmado el correcto funcionamiento y calibracion de los equipos, en la
segunda etapa, se procedera al desarrollo del método y a su puesta a punto, proceso en el cual
se ensayaran los pardmetros apropiados para la deteccion del antigeno: mecanismo, reactivos,
insumos necesarios. En primer lugar, se debera confirmar el correcto reconocimiento de los
anticuerpos sobre el antigeno, dado que este reconocimiento es fundamental para el método.
Teniendo certeza de la correcta reaccion antigeno- anticuerpo, se realizaran pruebas
ensayando diferentes volumenes y flujos de filtracidén, asi como varios buffers de lavado y
concentraciones de reactivos para lograr optimizar los pardmetros de deteccion. Ademas, se
evaluaran concentraciones de analito para estimar el rango de deteccidon del método y se
haran pruebas con diferentes fluoréforos para comparar y seleccionar aquel con mayor

sensibilidad y menor ruido. La lectura de los resultados serd en unidades relativas de
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fluorescencia (RFU) y las mismas se relacionaran con valores determinados de concentracion
de BLG, realizdndose una curva de calibracion que servird posteriormente para la
determinacién de los valores de concentracidn de las muestras.

Segun la norma ISO/IEC 17025, los laboratorios deben validar todos los métodos que
se utilicen, tanto los desarrollados por ellos mismos como aquellos procedentes de fuentes
bibliograficas o desarrollados por otros laboratorios; por lo tanto, una vez determinados los
parametros del método, en la tercera y ultima etapa, se procederd a la validacion del método.
La validacion de un método analitico es la confirmacion, a través del examen y el aporte de
evidencias objetivas, de que se cumplen los requisitos particulares para un uso especifico
previsto. Examina las caracteristicas de desempeiio del método para identificar y establecer
cualquier limitacién que pueda esperarse cuando se aplique (Rius y col., 2000). La validacién
demuestra que los cdlculos y condiciones de medicidn incluyen todos los factores que pueden
afectar significativamente los resultados. En este caso, para la validacién se utilizardn muestras
de agua de enjuague y los indicadores de calidad a evaluar seran (Compafio y Rios, 2002;
Method validation Course 0072):

= Selectividad/ especificidad: son medidas que calculan la fiabilidad de las mediciones en

presencia de interferencias. Selectividad, es una medida de la capacidad de un método
analitico de diferenciar entre el analito de interés y otros componentes que pueden estar
presentes en la muestra, como impurezas, productos de degradaciéon o componentes de la
matriz. Especificidad es la propiedad de un procedimiento analitico de determinar
solamente el analito de interés. Esto se evaluard comparando muestras que contengan el
analito y muestras negativas que no contengan el analito de interés. Se analizaran
muestras con cantidades agregadas de algunas posibles interferencias en presencia de la
BLG y se evaluard si la presencia de la interferencia aumenta o inhibe la deteccién o
cuantificacion del analito.

= Limite de deteccién (LD): es la minima cantidad de analito que puede ser distinguida del

fondo con cierto nivel de confianza especificado. Para un resultado analitico que es muy
cercano al valor del blanco, se plantea la duda de si el valor corresponde a valores
aleatorios del blanco o a la presencia real del analito. La sefial de fondo es producida por el
blanco y exhibe ruido. Los valores por encima del LD pueden ser atribuidos a la presencia
del analito y los valores por debajo del LD son indicativos de la ausencia de analito en
cantidades detectables. EL LD se calculard como 3 veces la dispersion, expresada como
desviacidén estandar, a partir de mediciones repetidas del blanco.

= Limite de cuantificacién (LQ): es la minima cantidad de analito que puede ser determinada

cuantitativamente con una incertidumbre asociada, para un dado nivel de confianza. Para
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el anadlisis cuantitativo debe quedar absolutamente claro que sélo se emplean valores
atribuibles al analito. Para obtener el LQ se multiplicard entre 3 y 10 veces el limite de
deteccidn segln un nivel de confianza a determinar.

Linealidad y rango: la linealidad de un método define su aptitud para obtener resultados

proporcionales a la concentracién de analito, el rango lineal es el rango de
concentraciones de analito para las cuales el método brinda resultados proporcionales a la
concentracién. En el extremo inferior del rango de concentraciones, los factores limitantes
son los valores del LD y/o del limite de cuantificacidn mientras que en el extremo superior
del rango de concentraciones, las limitaciones aparecen por efectos varios que dependen
de la respuesta del instrumento. Se utilizara el procedimiento segun el Organismo
Argentino de Acreditacion, primero se medira 1 blanco y 6 concentraciones diferentes del
analito, se representara la sefial obtenida en funcion de la concentracion y se determinara
el ambito lineal y los extremos superior e inferior del intervalo de trabajo. Luego se
repetira la medicion con al menos 6 concentraciones diferentes, dentro del rango lineal, se
graficaran nuevamente y se calculara el coeficiente de regresién apropiado.

Exactitud: indica que tan cercano es el resultado obtenido con respecto al valor verdadero
o de referencia. Para calcular este pardmetro se debera usar un material de referencia
certificado, preferentemente con una matriz semejante a la de la muestra, en este caso la
matriz serd agua. Se realizardn un minimo de 10 repeticiones del ensayo 3 dias
consecutivos y se comparara el promedio de los valores obtenidos (X) con el valor de
referencia certificado (u), teniendo en cuenta la incertidumbre asociada de ese material. El
resultado serd el mddulo de la diferencia |X-u|. En el caso de no existir un material de
referencia se realizard un ensayo de recuperacion, utilizando muestras fortificadas, es
decir, con agregado de analito en una concentracidon conocida. Se calculard el % de
recuperacion como la concentracion media después de la fortificacion (C2) menos la
concentracién media de la muestra original (C1), dividido la concentracion anadida o
fortificada (Cnom)—> %RECUP = (C2-C1)/CnomX100.

Precisidon: es el grado de concordancia entre resultados de analisis independientes
obtenidos bajo condiciones establecidas. Se expresa matematicamente como la desviacion
estandar. Se mide como Repetibilidad (mismas condiciones de medicidon: mismo analista,
instrumento y dia) y Reproducibilidad (diferentes condiciones de medicién: distintos
analistas, instrumentos y dias). Se calculard mediante la medicion de un numero
significativo de alicuotas, y dado que la repetibilidad y la reproducibilidad dependen de la

concentracién de analito, deberdn determinarse para varias concentraciones.
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Robustez: es la medida de la capacidad de un procedimiento analitico para no ser afectado
por variaciones pequefias pero deliberadas en los pardmetros del método y que provee
una indicacidon de su fiabilidad durante su uso habitual. Permite identificar aquellas
variables que provocaran cambios significativos y que deberian ser controladas mads
estrictamente. Se modificaran deliberadamente algunos pardmetros y se observard que no
hayan variaciones significativas en el resultado.

Incertidumbre: es el ultimo pardmetro que se debe calcular, asociado al resultado de una
medicion, que caracteriza la dispersion de los valores que podrian ser razonablemente
atribuidos al mesurando Generalmente es una desviacion estandar o un intervalo de
confianza y su estimacidon toma en cuenta todos los efectos reconocidos que operan sobre
el resultado. Sin esa indicacion, los resultados de las mediciones no podrian ser
comparados, ni entre si, ni con respecto a valores de referencia, dados en una
especificacién o norma. El resultado se debera informar en partes por millén (ppm) y el
calculo se realizard en cuatro etapas, primero se deberan identificar todas las posibles
fuentes de incertidumbre, luego se procederd a cuantificar la incertidumbre (standard) de
cada fuente, posteriormente se combinaran las incertidumbres y por ultimo se debera
expandir y expresar el resultado.

De esta forma, al concluir con el proceso de validacion y, entonces, con el desarrollo de

este trabajo, se debera contar con un procedimiento debidamente detallado y documentado.

El mismo estar3, por lo tanto, listo para una posterior etapa de transferencia a la industria.
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RESULTADOS PREVISTOS

Como resultado de la realizacidn del presente proyecto se espera obtener un sistema
lo suficientemente sensible como para ser competitivo con los kits comerciales existentes en el
mercado para la deteccion de BLG en aguas de enjuague de equipos. Se espera que al finalizar
el proceso, el método sea trazable, se pueda establecer el resultado previsible de su
comparacion directa con los patrones apropiados, mediante una cadena ininterrumpida de
comparaciones reales, todas con incertidumbres conocidas y realizando cada paso segun
procedimientos documentados y posteriormente registrados. Es decir, se espera que el
método esté debidamente validado y documentado.

Por otro lado, de ser exitoso el desarrollo del método, se espera que el mismo pueda
ser incorporado a un plan de gestion de alérgenos en las industrias alimenticias, apuntando
principalmente a pequefias y medianas empresas. En particular, se prevé su implementacion
en la etapa de verificacion de limpieza de equipos, pudiendo ser incluido en procedimientos
del sistema de gestidn -validacién de limpieza- y en analisis de riesgos. Ademas, se pretende
que sea utilizado para asegurar la calidad de los productos y asi brindar confiabilidad a

aquellos consumidores alérgicos.

13



Florez Laura Carolina
Trabajo Final Integrador, Especializacion en Calidad Industrial en Alimentos 2018

CONCLUSIONES

El proyecto desarrolla un trabajo que se llevard a cabo en una organizacion que cuenta

con procedimientos de control de calidad y de aseguramiento de la calidad bien definidos.

La finalidad del proyecto es brindar una alternativa para un problema existente en la

industria alimenticia.

Para asegurar la calidad en los resultados analiticos sera necesario verificar y calibrar la

instrumentacion, validar el método analitico y realizar controles de calidad.

En particular, se deberdn realizar sucesivos ensayos y mediciones, teniendo en cuenta
todos los aspectos de metrologia y trazabilidad, y a partir de ello, se pretendera obtener un
método de deteccién de BLG debidamente documentado y validado, en el cual esté asegurada

la calidad de las mediciones.

En este proyecto se implementa el concepto MNPQ (medir- normalizar- ensayar-
asegurar la calidad) dado que, mediante repetidas mediciones se pretende desarrollar un
método el cual pueda ser normalizado, incorporado en sistemas de gestion de alérgenos, y
utilizado para ensayar muestras de agua de enjuague y asegurar la calidad de los productos

que se elaboran en lineas de produccién con alérgenos alimentarios.
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