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Resumen

RESUMEN

La celiaquia es considerada la enfermedad intestinal cronica méas frecuente,
siendo actualmente el Unico tratamiento para su control, una alimentacion exenta de
gluten de trigo, avena, cebada y centeno (TACC) de por vida.

Esta enfermedad se caracteriza porque el factor toxico, unas proteinas llamadas
prolaminas y que se encuentran en el gluten del TACC, induce una respuesta anormal
del sistema inmune de personas genéticamente predispuestas, lo que conduce a una
atrofia de las vellosidades intestinales con un sindrome de malabsorcion de nutrientes,
desnutricion y propension al desarrollo de linfomas malignos. Suprimido el TACC de la
dieta del celiaco, la funcion intestinal se restituye normalmente.

Es asi que el celiaco debe nutrirse de alimentos naturalmente exentos de gluten,
como ser carnes, leche, vegetales, frutas y cereales no TACC, lo cual no quita que
pueda consumir alimentos procesados, dentro de los cuales se hallan los lacteos, para
cumplimentar una nutricion equilibrada. De alli que lo méas dificil sea conseguir
alimentos que garanticen la ausencia de gluten en su composicion y que estén rotulados
como tales.

Dentro de los productos lacteos y mezclas alimenticias hechas a base de
ingredientes lacteos, se encuentra una variedad amplia de productos aptos (leche,
ciertos quesos, manteca, crema) pero también, algunos son cuestionados en su
inocuidad y otros, directamente estan prohibidos en la dieta de un celiaco. Todo
depende del tipo de ingredientes que conformen su rétulo y cuales de ellos pueden ser
fuentes sospechosas de contener gluten de TACC, como para introducirlo
involuntariamente en las lineas de produccion (contaminacion cruzada). Por esto, las
buenas practicas de manufactura y el compromiso de la empresa lactea de generar
alimentos libres de gluten seguros, es una responsabilidad que debe estar documentada
y que involucra no sélo al elaborador sino también, a los proveedores de insumos e
ingredientes.

En nuestro pais, la reglamentacion es estricta y solo se certifica oficialmente la
condicion de “libre de gluten de TACC” de un alimento, cuando el mismo contiene

menos de 10 mg gluten/ kg de alimento.



Resumen

Actualmente los métodos de deteccion/cuantificacion de trazas de gluten de
TACC estan orientados a los enzimoinmunoensayos, siendo uno de éstos el que se
recomienda en el Codex Alimentarius para el control de alimentos para celiacos. Pero
estas técnicas, si bien son de alta sensibilidad, pueden dar resultados falsos positivos y
falsos negativos. Todo depende de cémo se apliquen en virtud de la naturaleza de la
matriz alimenticia que se analice, del tipo de procesamiento tecnolégico que recibio el
alimento y de los cuidados que se tengan a la hora de realizar las determinaciones a fin
de evitar contaminaciones indeseadas. Afortunadamente, la matriz lactea no trae
inconvenientes desde el punto de vista analitico.

En el presente TFI, se utilizd un kit comercial basado en la inmunocromatografia
de flujo lateral para realizar un screening de presencia de gluten de TCC en diferentes
productos lacteos e insumos. En este estudio, se verifico que muchos alimentos lacteos
que se expenden en el mercado dan resultado negativo a la deteccion analitica pero
carecen en su rotulo de la certificacion de “libre de gluten”. La implementacion de
BPM y POES, en una industria lactea, para poder garantizar adecuados procesos de
elaboracion sin riesgos de contaminacion cruzada con gluten en las lineas de
elaboraciéon, y el compromiso de las empresas alimenticias en la obtencién del
certificado de “libre de gluten” para sus productos, redundaria a favor de una

ampliacién de la oferta de alimentos seguros para un celiaco.



Introduccién

INTRODUCCION

El siguiente Trabajo Final Integrador (TFI) aborda la problematica de la
enfermedad celiaca y la aptitud de alimentos procesados, con un enfoque amplio en los
productos lacteos. En su desarrollo se vincularon aspectos clinicos, nutricionales,
tecnoldgicos, de buenas practicas de manufactura (BPM), toxicologicos, analiticos y
legales de modo tal de conformar un documento que posibilite al lector, no so6lo
conocer algo méas acerca de esta enfermedad que, dia a dia, crece en prevalencia en la
poblacion mundial, sino también saber como elaborar y controlar las materias primas,
ingredientes y aditivos para dar origen a un producto lacteo libre de gluten (PLLG),
inocuo para el celiaco y en el marco de las reglamentaciones vigentes.

La enfermedad celiaca es un trastorno autoinmune de origen alimentario,
caracterizado por la intolerancia irreversible a proteinas del gluten de trigo, avena,
cebada y centeno (TACC), llamadas prolaminas, las que lesionan el epitelio intestinal
de las personas genéticamente predispuestas, generando una mala absorcion y
utilizacion de nutrientes y, en el peor de los casos, el desarrollo de linfomas malignos
(ANMAT, 2006).

Para controlar esta patologia y restituir la funcionalidad intestinal, el tratamiento
consiste en una dieta estricta absolutamente libre de proteinas tdxicas a lo largo de toda
la vida, para lo cual se debera prestar especial atencién a todos los alimentos ingeridos
ya que el gluten toxico no sélo esta en el TACC sino también en otros productos donde
se incorporan ingredientes o aditivos derivados de dichos cereales.

En los Gltimos afios se ha verificado un aumento en el uso industrial de las
proteinas de trigo en productos procesados ya sea como fuente de proteinas vegetales o
como sustituto de las proteinas animales para reducir costos. Por otro lado, el almidon
de trigo, que también se utiliza en muchos alimentos como espesante y en
medicamentos como excipiente, puede contener gluten y su concentracién va a
depender de ciertas caracteristicas del proceso con el cual se obtuvo (Gonzélez y col.,
2007). Tal es el caso de yogures saborizados y postres lacteos que pueden contener
alguna fuente de gluten vinculada a espesantes/gelificantes, colorantes y edulcorantes.

Lo mismo puede suceder con algunos quesos untables y cremas acidas dietéticas donde



Introduccién

el agregado de modificadores de textura para la obtencion de las caracteristicas
organolépticas deseadas, puede implicar la incorporacion de aditivos con gluten oculto.
Ademas, dentro de un marco legal, la incorporacion en productos lacteos de
ingredientes y/o aditivos no permitidos, produce un efecto doble: por un lado constituye
una adulteracion y, por el otro, un riesgo sanitario, en este caso, para el celiaco
(Association Canadienne de la Maladie Coeliague, 2009).

Desde el punto de vista analitico, existen muchas técnicas para la deteccion y
cuantificacion de gluten. Para tal fin, la preferencia internacional en el analisis de las
prolaminas toxicas esta orientada hacia los enzimoinmunoensayos, tipo ELISA, dada su
alta sensibilidad, selectividad y fiabilidad (Denery-Papini y col., 1999). Los métodos
rapidos para el andlisis de gluten, como la inmunocromatografia de flujo lateral,
constituyen una herramienta eficaz para la industria ya que permiten obtener resultados
cualitativos confiables, y, ademas, la ejecucion de los mismos es muy rapida y no
requiere de personal calificado. Asimismo pueden emplearse de un modo adecuado
para controlar grado de limpieza a nivel de lineas de produccion y puntos criticos donde

pueda ser posible una contaminacion cruzada con gluten.
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Objetivos

OBJETIVOS

Obijetivo general

Realizar una revision bibliogréfica exhaustiva sobre la problemética de la
enfermedad celiaca, las metodologias utilizadas en el andlisis de gluten de TACC en los
distintos alimentos y las posibles fuentes ocultas de gluten de TACC que pueden ser
introducidas en productos lacteos a través de aditivos e ingredientes. Realizar un
screening de deteccidn de gluten en productos lacteos e insumos para incorporar dicha

determinacion a la Oferta Tecnoldgica de INTI-Lacteos.

Obijetivos particulares

1- Conocer qué es la enfermedad celiaca, los factores de predisposicion, su prevalencia

y los avances en su tratamiento.

2- Conocer la legislacion nacional e internacional de alimentos libres de gluten y
profundizar el estudio sobre la aptitud de alimentos para celiacos, en especial, la de
productos lacteos, tomando como base los requisitos establecidos en el Codigo
Alimentario Argentino para la elaboracion de los mismos y analizar las
recomendaciones de las asociaciones de celiacos en cuanto a su consumo Seguro.
Proponer y redactar recomendaciones para la elaboracion segura de PLLG en virtud de

las propuestas afines de la ANMAT para productos alimenticios procesados en general.

3- Investigar cudles son las técnicas referenciales y disponibles para el analisis de
gluten en alimentos, conocer sus ventajas y desventajas, sus limitaciones, su campo de
aplicacién y las consideraciones metodoldgicas pertinentes, con hincapié en el
conocimiento de las Buenas Practicas de Laboratorio (BPL), necesarias para asegurar la

calidad analitica de los resultados.
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Objetivos

4- Realizar un screening de deteccion de gluten en alimentos lacteos del mercado (con
o0 sin declaracion de libre de gluten de TACC) y en yogures elaborados a escala
laboratorio, adicionados de almidon de trigo y maiz, a través de un método de
inmunocromatografia de flujo lateral. Incorporar dicha determinacion a la Oferta
Tecnologica de INTI-Lacteos.

12



Metodologia

METODPOLOGIA

El presente TFI se organizd en cuatro capitulos que responden a los distintos
objetivos particulares planteados. Para los tres primeros se realizd una busqueda
bibliogréfica sobre la tematica, mediante el acceso a fuentes de informacion nacionales
e internacionales, mientras que en el cuarto se aplicé uno de los métodos de deteccion
de gluten para el analisis, tanto de alimentos lacteos comerciales como elaborados a
escala laboratorio. Cabe aclarar que la parte experimental, que compone el capitulo 4,
no estaba incluida en la presentacion de la planificacion del presente TFI, y la idea de
su incorporacion surgié con posterioridad, durante el desarrollo del mismo.

Respecto de la busqueda bibliografica, se analizaron los nimeros mas recientes
de las publicaciones periddicas internacionales indizadas que se encuentran accesibles
en linea, ya sea a través de suscripciones especificas, de la biblioteca electronica del
Ministerio de Ciencia, Tecnologia e Innovacion Productiva
(http://biblioteca.mincyt.gov.ar) o de las fuentes de informacion dirigidas a ciencias de
los alimentos que poseen tanto el INLAIN como INTI-Lacteos (www-biblio.inti.gov.-
ar), en sus respectivas bibliotecas. También se recopil6 informacion de empresas
comerciales proveedoras de Kits para la determinacién de gluten.

Respecto de la parte experimental, en INTI-L&cteos, mediante un concurso de
precios, se seleccion6 un kit de bajo limite de deteccion para el andlisis de gluten en
alimentos por inmunocromatografia de flujo lateral. La empresa ganadora ofreci6 una
capacitacion presencial para el uso correcto del material suministrado. El kit adquirido
fue utilizado para el analisis de gluten en diversos productos lacteos, declarados o no
exentos de gluten de TACC, los que fueron tomados directamente de estanterias de
hipermercados, supermercados y almacenes. Asimismo, se analizaron muestras de
ingredientes e insumos lacteos, que fueron solicitados a empresas proveedoras de la
industria lactea. Ademas del gluten de TACC, los productos se analizaron en cuanto a
la presencia de almidén para verificar contaminaciones cruzadas o adulteraciones con
este ingrediente cuyo uso se ha incrementado en la industria alimenticia en general.
Finalmente, el kit de deteccion de gluten también fue aplicado a yogures elaborados a

escala laboratorio con la adicion de almidones de trigo y/o de maiz.
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cCApitvLo 1

ENFERMEPAD CELIACA
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Gapitulo 1

1- ;Qué es la celiaguia?

La celiaquia, o enfermedad celiaca (EC), es un trastorno autoinmune de origen
alimentario que se caracteriza por generar, en personas genéticamente predispuestas,
una respuesta anormal del sistema inmunolégico hacia un grupo de proteinas vegetales
denominadas prolaminas. Estas proteinas se encuentran en el gluten del trigo, de todas
las especies de Triticum, incluyendo espelta y kamut, trigo duro, cebada, centeno,
avena, Yy en todas sus variedades cruzadas. Se trata de una enteropatia de sensibilidad al
gluten. Esta situacion condiciona la aparicion de lesiones severas de la mucosa
intestinal, cuya consecuencia es la atrofia de las vellosidades del intestino delgado, por
lo que se establecen defectos en la absorcion y utilizacion de nutrientes (proteinas,
grasas, hidratos de carbono, sales minerales y vitaminas) (ANMAT, 2006).
Consecuentemente, se evidencian cuadros de anemia, fatiga crénica, pérdida de peso,
retardo en el crecimiento, diarreas, osteoporosis y una mayor predisposicion al
desarrollo de linfomas malignos, en cuyo caso, el riesgo de mortalidad se duplica y se
sextuplica en pacientes no tratados. Los sintomas clinicos pueden manifestarse tanto en
la nifiez como en la adultez pero en la mayoria de los casos no se presenta ningin
sintoma o éstos son atipicos, lo cual dificulta el diagndstico precoz (Dewar y col., 2004;
Pérez y col., 2008).

Esta patologia, de caracter cronico, requiere de un tratamiento inmediato con el fin
de recuperar la funcionalidad intestinal y evitar las complicaciones a largo plazo
derivadas del consumo de proteinas toxicas. El tratamiento de la enfermedad consiste en
una dieta estricta absolutamente libre de prolaminas de trigo, avena, cebada y centeno
(TACC) a lo largo de toda la vida, para lo cual se debera prestar especial atencion a
todos los alimentos ingeridos (Ciclitira y Moodie, 2003; Green y Cellier, 2007). Es muy
importante tener en cuenta que el gluten no solo esta presente en alimentos cuyo
componente principal son los cereales antes mencionados, sino también en muchos
otros productos donde se incorporan ingredientes o aditivos derivados de dichos

cereales.
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2- Caracterizacion del gluten

Los granos de cereales poseen tres constituyentes fundamentales que se separan
por molienda. Ellos son: el salvado (14,5%), el germen (2,5 %) y el endospermo (83%);
éste ultimo, formado por almidon y proteinas. Dentro de los granos, la matriz proteica

del endospermo separa los granulos de almidén (figura 1).

1: Pared deCelulosa
2: Almidén
(Granulos Blancos)

3: GLUTEN

4: Aleurona

S:Hialina

6:Capa Externa de
Salvado

Figura 1. Estructura de un grano de trigo (fuente: Veggiemeat, 2012)

Osborne (1907) clasificd las proteinas del endospermo, segun su solubilidad
relativa en distintos solventes, de la siguiente manera:

< albuminas: solubles en agua,

< globulinas: solubles en solucién salina (NaCl),

< prolaminas: solubles en etanol (40-70%),

& glutelinas: solubles en acidos y alcalis.

El GLUTEN es el conjunto de proteinas insolubles en agua y en NaCl 0,5M que
constituye el principal complejo proteico presente en los cereales. Segun su solubilidad

en etanol 40-70%, esta compuesto por dos fracciones:
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e prolaminas — solubles; de peso molecular medio (subunidad ®) y bajo
(subunidades a/B y v)

e glutelinas — insolubles; de peso molecular alto (subunidades x e y) y bajo.

La funcién biologica conocida de estas proteinas es ser sillares de
almacenamiento de los cereales (proteinas de reserva). Cuando el grano de cereal
madura, el gluten pierde su estructura original para formar una matriz continua en la que
se incrustan los granulos de almiddn, dentro del endospermo. En el trigo, las proteinas
totales constituyen el 12% de los sélidos totales, y se dividen en proteinas del gluten y
no-gluten* (Van Der Borght y col., 2005). Tecnolégicamente, las proteinas del gluten
juegan un rol determinante en la calidad panificadora Unica del trigo, confiriendo a la
masa capacidad de absorcion de agua, cohesividad, viscosidad y elasticidad (Ciclitira y
col., 2005; Wieser, 2007). Reciben distintos nombres segln sea el cereal del que derivan
(tabla 1).

Tabla 1. Denominacion de prolaminas y glutelinas de los

cereales responsables de la celiaquia (Osborne, 1907).

Cereal Prolaminas Glutelinas
Trigo Gliadinas Gluteninas
Centeno Secalinas Secalininas
Cebada Hordeinas Hordeninas
Avena Aveninas Avenalinas

2.1- Toxicidad del gluten de TACC

Los granos de trigo, cebada, centeno, avena, maiz, arroz, sorgo y otras especies
vegetales, pertenecen a la familia botanica de las gramineas y contienen gluten en sus
granos. Hoy en dia se acepta que la toxicidad del gluten para los celiacos esta contenida
en todas las fracciones a, B, v y o de las gliadinas y en las prolaminas homologas de

cebada y centeno (avena es un caso particular a tratar més adelante). La w-gliadina

! Las proteinas no-gluten forman entre el 15-20% del total de proteinas del trigo (Van Der Borght y col.,
2005).
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demostro ser la mas resistente a la desnaturalizacion por calor. Por otro lado,
investigaciones recientes revelaron que los hidrolizados de gluteninas de bajo peso
molecular contienen también restos toxicos para los celiacos. Las prolaminas de sorgo,
arroz y maiz son inocuas para los celiacos, es decir, no resultan toxicas porque no
presentan homologia con la estructura de las prolaminas de TACC (Denery-Papini y
col., 1999).

Las prolaminas de trigo, centeno y cebada son similares dada la relacion
botanica entre dichas especies, lo que no sucede con la avena porque, si bien es una
graminea, no pertenece a la misma tribu botanica y, ademas, su contenido en prolaminas
(aveninas) es mucho mas bajo, lo que la hace menos toxicogénica (Wieser, 2007). La
tabla 2 muestra las diferencias proporcionales entre los contenidos de proteinas y

prolaminas de los cereales involucrados en la celiaquia.

Tabla 2. Contenido de proteinas y prolaminas en los granos de cereales (Calvo, 2003).

Cereal Prolaminas Proteinas (%) Prolaminas (%)
Trigo Gliadinas 10-15 4,7-75

Centeno Secalinas 9-14 3,0-70
Cebada Hordeinas 10-14 35-7,0
Avena Aveninas 8-14 08-2,1

a) Péptidos tdxicos

El gluten es la Unica de todas las proteinas dietarias con aproximadamente el
15% de prolina y el 35% de glutamina. Debido al alto contenido de estos dos
aminoéacidos, nunca es posible una protedlisis completa del gluten por medio de las
enzimas gastricas y pancredticas, lo que conduce a una acumulacion en la superficie del
intestino delgado de oligopéptidos toxicos para los celiacos. Uno de ellos, el péptido 33-
mer (residuos 57-89), deriva de una region de la a-gliadina con alta cantidad de
residuos de prolina, siendo el mas inmunotoxico en celiacos, lo cual fue demostrado en
pruebas in vitro e in vivo. Las regiones con epitopos? toxicos aparecen en forma repetida
en todas las subunidades de gliadinas y estan conservadas en las distintas variedades de
trigo, cebada y centeno, mientras que no se encuentran en la avena (Moron y col.,
2008b).

2 Epitopo es una secuencia especifica en una macromolécula antigénica que forma una superficie de unién
sobre la que se enlaza un anticuerpo dando origen a un complejo antigeno-anticuerpo (Male y col., 2007).

18



Gapitulo 1

Dia a dia siguen caracterizandose mas péptidos toxicos de las distintas
fracciones de prolaminas de TACC, extendiéndose también los estudios a las
subunidades de glutelinas, aunque en este caso la toxicidad para celiacos se manifiesta
en epitopos con dominios secuenciales diferentes a los de las prolaminas (Wieser y
Koehler, 2008). En virtud de estos hallazgos se llegd a determinar que
aproximadamente sélo el 10 % de todo el gluten, dependiendo del tipo de cereal, origina
péptidos tdxicos. De esta manera, el desarrollo de los métodos de deteccion de trazas de
estos contaminantes en alimentos procesados se centra en la capacidad de cuantificar
estos péptidos y no la totalidad del gluten, lo que permitiria evaluar en forma mas
precisa la toxicidad verdadera de un alimento sospechado de contenerlo (Mor6n y col.,
20084a).

b) Toxicidad de la avena

Varios estudios se han realizado en Europa y en Estados Unidos para evaluar el
potencial toxico de la avena para un celiaco. Por un lado, existen investigaciones que
revelaron que cuando se agregd avena a una dieta libre de gluten (DLG), la misma fue
bien tolerada por la mayoria de los nifios y adultos celiacos, no registrandose sintomas
abdominales ni modificaciones en la arquitectura del epitelio intestinal. Ademas, hubo
una lenta normalizacion seroldgica y muchas de las personas que se sometieron a los
ensayos continuaron ingiriendo posteriormente avena. Sin embargo, algunos pacientes
adultos mostraron intolerancia y desarrollo de atrofia intestinal, hechos que se
atribuyeron al efecto toxico de un péptido propio de la avena, similar pero no idéntico a
los péptidos de TCC (Ciclitira y col., 2005). Esta escasa 0 nula toxicidad de la avena
para la mayoria de los celiacos puede ser atribuida al hecho que la misma presenta un
contenido mucho mas bajo tanto de prolaminas como de glutelinas si se compara con el
trigo, cebada y centeno (Morén y col., 2008b).

Por lo tanto, la avena parece ser segura para su uso alimenticio en la mayoria de
los pacientes con EC pero su inclusién en una DLG esta limitada por la contaminacién
potencial con gluten toxico durante la molienda y el procesamiento. En Estados Unidos
y Canada existen hoy en dia instalaciones especiales para procesar avena, con
controladores en linea para evitar la contaminacion con prolaminas toxicas y garantizar

su pureza (Niewinski, 2008).
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3- Clasificacién y manifestaciones clinicas de la celiaquia

La EC se presenta generalmente en los primeros afios de vida, aunque puede no
ser diagnosticada hasta la edad adulta, presentandose inclusive en forma asintomatica,
lo que despierta baja sospecha clinica. Los sintomas en la primera infancia suelen ser:
evacuaciones blandas que progresan a diarreas varias veces al dia, flatulencias, pérdida
o falta de ganancia de peso, crecimiento lento. En nifios mas grandes y adolescentes
aparecen esporadicamente sintomas extraintestinales y que pueden contribuir a la
sospecha de la enfermedad; éstos son: anemia, estatura baja y sintomas neurologicos.
En adultos se manifiesta con diarrea que puede o no estar acompafiada de distension
abdominal, aunque en los Gltimos 10 afios estas manifestaciones fueron menores al
50 %, aumentando los sintomas extraintestinales asociados a la mala absorciéon de
nutrientes como ser hipocalcemia, hipoproteinemia, anemia y elevado nivel de enzimas
hepaticas (Green y Cellier, 2007).

El hecho que la enfermedad se presente con distintos sintomas, e incluso, sin ellos,
hizo que se la clasificara de la siguiente manera (Rostom y col., 2006):

EC sintoméatica

o EC clasica: cursa con sintomas gastrointestinales;
o EC atipica: cursa con sintomas no-gastrointestinales;

EC asintomatica:

o EC silente: sin sintomas a pesar de existir una lesion intestinal, y pueden tener
marcadores seroldgicos (anticuerpos) positivos;
o EC latente: sin sintomas ni lesion de la mucosa intestinal, aunque puede haber

un aumento de los linfocitos intraepiteliales.

Por ultimo, existe una variante de presentacion conocida como celiaquia
refractaria, con lesion de la mucosa intestinal, que resulta en la mayoria de los casos
irreversible, puesto que estos pacientes no manifiestan una recuperacion del epitelio
intestinal, adn siendo sometidos a una DLG. Las complicaciones mas severas de la
misma conducen al desarrollo de linfomas de células-T con una tasa de mortalidad muy

alta.
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3.1 - La teoria del “iceberg”

En 1991, Richard Logan modelizé la epidemiologia de la celiaquia a través de su
teoria del “iceberg” por medio de la cual, todo lo que estd por encima de la “linea de
agua”, es decir, la punta del iceberg, representaria a la poblacion celiaca diagnosticada
(EC clésica/atipica) y toda la masa de hielo sumergida, seria la poblacion celiaca no
diagnosticada (celiacos silentes/latentes) (figura2). Con este modelo se intenta explicar
que lo que “se ve” de la patologia representa una pequefia proporciéon de lo que
realmente existe. EI tamafio total del iceberg, que representa la prevalencia, es mas o
menos igual a nivel mundial. So6lo varia la posicion de la “linea de agua” de un
continente a otro, la que se modificard en el tiempo a medida que mas casos sean
diagnosticados, inducidos por un aumento de las sospechas clinicas particulares (sobre
todo, en parientes de primer y segundo grado) o como resultado del incremento de

estudios epidemiologicos a nivel mundial (Bai y col., 2010).

EC SINTOMATICA )
CLASICA/ATIPICA Lesién
mucosa
— &M
’ ‘ EC Silente
+ EC ASINTOMATICA ! )
3 ¥, 7
N ERes i EC Ld‘l'enfe Mucosa
“Normal”
£

Susceptibilidad genética

Figura 2. La teoria del iceberg en la EC (fuente: Ribes Koninckx, 2010).

4- Diagnostico

La EC es una patologia que requiere de un alto indice de sospecha clinica,
principalmente en aquellos paises con gran consumo de cereales en la dieta (Heredia y
col., 2007). En general se manifiesta a edades entre 1 y 5 afios en los nifios, entre los 20
y 40 afios en las mujeres y a edades mayores en los hombres (Ortiz, 2005). No obstante,

muchos pacientes ain hoy permanecen sin ser diagnosticados debido a la

21



Gapitulo 1

inespecificidad de sintomas con los que se manifiesta (Asociacion de Celiacos de
Madrid, 2005).

Ante la sospecha, los tests serolégicos de anticuerpos especificos: anti-endomisio
(AAEm), antitransglutaminasa tisular (AtTG) y anti-gliadina (AAg) se utilizan
inicialmente como monitoreo no invasivo, siendo los dos primeros los de mayor
aceptacion y uso por su alta sensibilidad y especificidad (Heredia y col., 2007). No
obstante, no existe un analisis clinico unico mediante el cual se pueda diagnosticar EC
en un individuo. Ademas, las serologias no dan los mismos resultados a distintas
edades, ya que esto dependera del grado de atrofia vellositaria de la persona al momento
del analisis. Por eso, el patron de oro para su diagnostico es la biopsia de intestino
delgado que confirma los resultados positivos de las pruebas de laboratorio clinico
(Niewinski, 2008). Las pruebas seroldgicas también son utilizadas como monitoreo y

respuesta a una DLG (Heredia y col., 2007).

5- Epidemiologia de la enfermedad

Muchos de los datos de prevalencia de la celiaquia vienen de estudios en paises
europeos donde se creia era mas frecuente su aparicién. Pero con el paso de los afios, a
medida que se fue sabiendo mas sobre ella y se fueron desarrollando métodos
serologicos de alta sensibilidad y especificidad para detectar los anticuerpos
involucrados, sumado a la confirmacion con biopsia intestinal, los estudios de
prevalencia fueron incrementandose y sus valores, cambiando. Hoy es conocido que la
EC es una afeccion comun no so6lo en todos los paises de Europa y en aquellos con
poblacién de ascendencia europea, sino también en Sudamérica, Estados Unidos, Norte
de Africa y Asia, con excepcion de China y Japon (Rostom y col., 2006; Green y
Cellier, 2007; Niewinski, 2008).

En general se estima que esta enfermedad afecta al 1% de la poblacién mundial,
entre nifios y adultos (Green y Cellier, 2007). Una mayor prevalencia de EC se
encuentra entre aquellas personas con predisposicion familiar, y ademas esta asociada
con enfermedades autoinmunes, como la artritis reumatoide, lupus eritematoso
sistemico, enfermedad de Addison, diabetes tipo I, neuropatia IgA, enfermedad tiroidea
autoinmune, hepatitis crénica activa, y con otras patologias como el Sindrome de Down

y la fibrosis quistica, entre otras (Lara Alcantara y col., 2002).
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5.1 - Prevalencia en Argentina

El primer estudio de prevalencia de la EC hecho en Sudamérica, se llevo a cabo en
la Unidad de Soporte Nutricional y Enfermedades Malabsortivas del Hospital de La
Plata, entre 1998 y 2000, lo que permitié diagnosticar la celiaquia en 1 cada 167
personas sanas, donde un 70% de las personas no habia tenido ningin tipo de
sintomatologia (Ortiz, 2005). Con el paso del tiempo y motivados por el hecho que gran
parte de nuestra poblacion tiene un origen europeo, los estudios de prevalencia
siguieron incrementandose, con hincapié en la poblacién infantil. Un estudio llevado a
cabo entre 2008-2009 sobre una poblacion de entre 3 y 16 afios, arrojé una prevalencia
estimada parcial de 1,48%, es decir 1:67 (810 casos analizados, 12 positivos) (Estudio
multicéntrico, 2008-2009).

6- Factores determinantes en el desarrollo de la enfermedad

La celiaquia es considerada una enfermedad multifactorial; es el resultado de la
interaccion entre factores genéticos expresados en la mucosa intestinal y la respuesta
inmune por una parte, y factores ambientales y culturales, como el consumo de trigo en
cantidades impensables para la especie humana hace no mas de 5000 afios (Cueto Ruay
col., 2006). Es decir, se necesita un individuo genéticamente predispuesto y que
consuma TACC para el desarrollo de la misma, pero ain asi la patologia puede no
manifestarse hasta que un “factor disparador” inicia la respuesta anormal del sistema
inmune con la consecuente inflamacidon y lesidn del epitelio intestinal. De esta manera,
diversos factores genéticos y ambientales participan en los mecanismos inmunolégicos
que predisponen al desarrollo y evolucion de la enfermedad (Asociacion de Celiacos de
Madrid, 2005).

6.1 - Factor genetico

En el cromosoma 6 existe un grupo de genes que conforman el “complejo mayor
de histocompatibilidad”. Su funcion es captar sustancias extrafias en el organismo y
presentarselas a las células especificas encargadas de la defensa del cuerpo. Los que se
hallan en las células del sistema inmune son denominados HLA-DP, HLA-DQ y HLA-

DR, que en general reconocen como extrafios a antigenos externos al organismo, como
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microorganismos y proteinas. Se ha demostrado que la predisposicion genética hacia el
desarrollo de la enfermedad celiaca se asocia con la presencia de dos grupos genéticos
del complejo mayor de histocompatibilidad: HLA-DQ2 y HLA-DQS8. El grupo HLA-
DQ2 se encuentra en el 80-90% de los pacientes celiacos, mientras que el resto presenta
el HLA-DQ8 (Crivelli, 2009). Sin embargo, aproximadamente un 30% de la poblacién
general es DQ2 pero menos del 2 % tienen EC declarada; de alli que los genes que
codifican HLA-DQ2 y/o DQ8 sean necesarios pero no suficientes para el desarrollo de
la enfermedad (Ribes Koninckx, 2010). La transglutaminasa tisular (tTG) es el
autoantigeno de la celiaquia, hecho demostrado cientificamente en 1997. La actividad
deaminasa de esta enzima genera péptidos de gliadina, de alta carga negativa, lo que
aumenta su afinidad a las moléculas DQ2/DQ8 y la posibilidad de desencadenamiento
de la enfermedad. Por lo tanto, el desarrollo de la enfermedad esta condicionado al tipo
de alelos HLA que posea un individuo y a la afinidad de los péptidos de gluten por estas

moléculas (Asociacion de Celiacos de Madrid, 2005).

6.2 - Factores ambientales
Pueden clasificarse en factores dietéticos y no dietéticos, que se detallan a

continuacion.

a) Dietéticos

El gluten y la edad de introduccion en la dieta: En el aparato digestivo humano, las

proteinas son hidrolizadas enziméaticamente para generar péptidos y aminoacidos que
luego son absorbidos como nutrientes a nivel intestinal. El alto contenido de prolina y
glutamina le confiere a las prolaminas de TACC resistencia a la proteolisis
gastrointestinal. De esta forma, grandes péptidos llegan a la superficie de las
vellosidades intestinales sin ser previamente desdoblados. Esto sucede tanto en
individuos sanos como en celiacos, con la diferencia que, en estos ultimos, la
manifestacion de la enfermedad involucra una variacion en la permeabilidad del tejido
epitelial que hace que estos péptidos lo penetren, desencadenandose la respuesta inmune
anormal. Otros péptidos derivados también del gluten de TACC pueden colaborar en el
desarrollo de la enfermedad activando directamente unas sustancias Ilamadas
interleukinas (en especial la IL-15) que promueven la acumulacion de linfocitos y
desatan una cascada de reacciones autoinmunes a nivel de las vellosidades intestinales

qgue conduce a su atrofia (Van Heel y West, 2006; Green y Cellier, 2007). Se ha
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demostrado que los niveles de zonulina, una proteina que modula la permeabilidad
intestinal, se hallan incrementados en pacientes celiacos (Niewinski, 2008; Wieser y
Koehler, 2008).

Se ha comprobado que nifios expuestos al gluten a través de cereales, en pequefias
cantidades, entre los 4 y 6 meses de edad tienen un menor riesgo de desarrollar la
enfermedad que los nifios expuestos antes o después de este periodo de tiempo
(Niewinski, 2008). Introducirlo antes de los cuatro meses multiplica por cinco el riesgo
de desarrollar la enfermedad, mientras que después de los 6 meses seria tarde para

facilitar una inmunizacién oral (Asociacion de Celiacos de Madrid, 2008a).

Lactancia materna: Durante los seis primeros meses de vida, el sistema inmune

humano no estd completamente formado y es en este periodo donde los nifios se
benefician del efecto inmunoprotector de la leche materna, mas adn, en aquellos con
propension genética. Ademas, la IgA de la leche materna no sélo tiene una especificidad
de anticuerpo contra patégenos comunes respiratorios e intestinales, sino también contra
las proteinas de la leche de vaca y del gluten (Friedman y Zeiger, 2005; Hopman y col.,
2008a). Se estima que una prolongacion de la misma durante dos meses mas, luego de
los seis meses, estimularia mas ain la inmunizacion oral y disminuiria el riesgo de
desarrollo de la enfermedad celiaca (Akobeng y col., 2006). Sin embargo, este punto
sigue estando en discusion en la comunidad cientifica pues no se puede determinar
fehacientemente si la lactancia materna previene la EC en personas predispuestas
genéticamente o sélo retrasa su debut (Asociacion de Celiacos de Madrid, 2005).

En 1998, un estudio realizado en la Universidad Nacional de La Plata, revelo la
presencia de altos niveles de gliadinas no degradadas y de inmunocomplejos
gliadinas/IgA-antigliadinas en calostro, leche y suero de madres lactantes sanas, no
hallandose ninguna correlacion entre los resultados obtenidos y la ingesta de gluten de
las madres. Los resultados obtenidos fueron méas altos que los arrojados por otros
estudios similares a nivel mundial (Chirdo y col., 1998). Un estudio llevado a cabo en
Holanda, en 2005, lleg6 a conclusiones similares tras haber analizado leche materna de
madres sometidas y no sometidas a una dieta libre de gluten. La presencia de gluten se
determind por métodos inmunoldgicos, dosando gliadinas y gluteninas en la leche
materna. Los resultados mostraron presencia de péptidos toxicos, tanto de gliadinas
como de gluteninas, estimulantes de células del sistema inmune a nivel del epitelio

intestinal (células T), en la leche materna de madres que siguieron una dieta con y sin
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gluten. La conclusion de este grupo de trabajo fue que los recién nacidos estan
expuestos a pequefios niveles de gluten via leche materna, ain antes de introducirlo a
través de otros alimentos en base a cereales, y que este hecho oficia como mecanismo
para la induccion de tolerancia oral al gluten. De alguna manera se intentd buscar una
explicacion al hecho que aparezcan prolaminas toxicas en la leche de madres que
llevaron a cabo una dieta libre de gluten durante la experiencia. En este caso los
resultados de las cuantificaciones fueron més bajos que los correspondientes a las
prolaminas tdxicas presentes en la leche materna de mujeres que no hicieron una dieta
libre de gluten. Una de las conclusiones a este hecho supuso que las madres no
cumplieron estrictamente la dieta libre de gluten en el periodo de ensayo, hecho que no
se pudo comprobar. Otra hipdtesis es que exista reactividad cruzada de los anticuerpos
especificos con péptidos de secuencias similares a las del gluten ya que este hecho fue
demostrado con anticuerpos antigliadinas humanos y una proteina neuronal rica en
prolina y glutamina, llamada sinapsina I. No obstante, sera relevante que futuras
experiencias con leche materna logren caracterizar e identificar con precision cuéles son

los péptidos de gluten presentes en la leche materna (Hopman y col., 2008a).

b) No dietéticos

Infecciones: Las infecciones por rotavirus son una de las principales causas de
gastroenteritis aguda en nifios. Un estudio prospectivo realizado en Colorado, Estados
Unidos, publicado en 2006, proporciond el primer indicio de que una elevada frecuencia
de las infecciones por rotavirus puede incrementar el riesgo de desarrollo de la
enfermedad celiaca en nifios genéticamente predispuestos (Stene y col., 2006).

Estrés: Situaciones de estrés vinculadas a un embarazo o al mismo postparto, las
cirugias abdominales y los episodios de gastroenterocolitis severos y prolongados

pueden desencadenar la celiaquia o agravar la ya existente (Ortiz, 2005).

7- Tratamiento de la enfermedad

No existen medicamentos especificos para la celiaquia hasta la actualidad. El
unico tratamiento es la exclusion del gluten de TACC a través de una DLG. Este
tratamiento es de por vida porque es la Unica manera de lograr la recuperacion de la

mucosa intestinal, la correccion de deficiencias nutricionales y la normalizacion clinica.
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La dieta debe ser muy estricta y basada en la educacion alimentaria puesto que
pequefios desarreglos (consumo esporadico de prolaminas téxicas) puede ocasionar
trastornos clinicos, bioldgicos y/o histoldgicos y hasta predisponer al desarrollo de
procesos neoplasicos malignos (Ortiz, 2005).

No es tan sencillo como parece realizar una dieta sin gluten ya que, debido a las
caracteristicas que el mismo da a los alimentos (consistencia, sabor, etc.), es afiadido
con mucha frecuencia a alimentos de fabricacion industrial, siendo por ello siempre
preferible los alimentos naturales frente a los manufacturados industrialmente. Por ello,
resulta imprescindible leer las etiquetas y eliminar de la dieta de un celiaco todo
alimento que contenga harinas y/o almidones de TACC, malta y fibra de TACC (Calvo,
2003).

8- Terapias alternativas - los grandes desafios

Dilucidar el mapa completo de genes involucrados en el desencadenamiento de la
EC junto al estudio de tratamientos alternativos para la misma, constituyen los desafios
actuales de las distintas lineas de investigacion mundial. Al respecto, existen grupos de

trabajo en muchos paises que pretenden encarar el tema desde dos enfoques:

& por un lado, la modificacién del agente externo desencadenante de la
celiaquia: el gluten de TACC (detoxificacion del gluten) y;
@ por otro lado, la modificacion de la respuesta inmune frente al gluten.

8.1 - Detoxificacion del gluten de TACC

La detoxificacion significa aplicar un método tal que las secuencias toxicas
presentes en las prolaminas responsables del desencadenamiento de la enfermedad
celiaca sean degradadas a fragmentos mas pequefios (péptidos) atoxicos. Las distintas

opciones pueden involucrar:

a) Detoxificacion por digestion acida
El tratamiento acido y en caliente del gluten, a 90°C y por 3 horas, produce

desamidacion de los residuos toxicos, con aumento de su solubilidad y sin proteolisis
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significativa. Este gluten desamidado induce cambios en la inmunorreactividad de los
anticuerpos IgA involucrados en la celiaquia, ademas de reducir su actividad citotoxica
sobre lineas celulares de adenocarcinoma de colon humano (Berti y col., 2007).

b) Detoxificacion por hidrolisis enzimatica especifica

Se sabe que algunas propilendopeptidasas, obtenidas a partir de bacterias, hongos
y cereales germinados (trigo, cebada y centeno) son capaces de hidrolizar los péptidos
toxicos del gluten. Los estudios estdn canalizados a desarrollar comprimidos de estas
enzimas para su administracion oral a celiacos, de modo tal de degradar cualquier traza
de gluten téxico presente en el alimento que ingiere, aunque las mismas deberian ser
resistentes a las enzimas gastricas. Por otro lado, se est4 investigando también utilizar
con el mismo objetivo estas enzimas en los mismos productos destinados a la
alimentacion de celiacos (Van Heel y West, 2006; Wieser y Koehler, 2008). Al
respecto, se ha demostrado que dos propil endopeptidasas (PEP), una bacteriana y la
otra fangica, pueden degradar el gluten haciéndolo no reactivo con sitios HLA-DQ2 y
HLA-DQ8 (in vitro) pero, en el caso de la bacteriana, no resistiria la barrera gastrica del
estomago. Ninguna de las dos tiene pruebas clinicas aun. Por otro lado, la EP-B2 es una
endoproteasa cisteinica que se activa en la germinacion de los granos de cereales,
produciendo la hidrélisis del gluten en pequefios péptidos, no reactivos con HLA-DQ2
ni HLA-DQ8, y en aminoacidos libres. Demostro ser resistente a las enzimas gastricas y
estd siendo estudiada para su suministro oral con la dieta de los celiacos (Stepniak y
Koning, 2006)

c) Detoxificacion por accion de bacterias acido-lacticas (BAL)

Varios trabajos han sido llevados a cabo con el objetivo de aislar BAL y estudiar
la capacidad de su bateria enzimatica proteolitica para detoxificar gluten. Gerez y
colaboradores, del Centro de Referencia para Lactobacilos — Argentina (CERELA), en
2008, estudiaron la actividad proteolitica de Lactobacillus plantarum CRL 775 y
Pediococcus pentosaceus CRL 792 (aisladas de masas fermentadas para panificacion),
sobre péptidos celiaco-toxicos de las a-gliadinas, entre ellos, el 33-mer, uno de los mas
perjudiciales. En las condiciones de ensayo se determin6 que cepas de L. plantarum,
luego de 2 horas de incubacion, pueden degradar mas del 60% de las fracciones toxicas
31-43 y 62-75 de las a-gliadinas mientras que ninguna de las cepas pudo hidrolizar el
péptido 33-mer por si solas. Sin embargo, ambas cepas en forma conjunta pudieron
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hidrolizar el péptido en 8 horas. Ninguna de las especies bacterianas aisladas y
estudiadas son de aplicacion actual en la industria lactea (Gerez y col., 2008).

Otro estudio llevado a cabo con bacterias probidticas en 2005, busco desarrollar
una masa fermentada para pan donde el gluten estuviese degradado por accion
proteolitica de dichas bacterias. Se utilizd la preparacion liofilizada probidtica VSL#3
compuesta de Streptococcus thermophilus, Lactobacillus plantarum, L. acidophilus, L.
casel, L. delbrueckii spp. bulgaricus, Bifidobacterium breve, B. longum y B. infantis,
que fue agregada a la masa hecha con harina de trigo en una concentracion de
10° UFC/mI y se dejé fermentar largo tiempo. Como testigo se hizo una acidificacion
quimica de masa de harina de trigo. Luego de un tiempo se extrajeron las gliadinas
hidrolizadas y se analizaron por western-blot R5, llegandose a la conclusion que esta
mezcla de cepas es capaz de hidrolizar completamente los péptidos celiacos-toxicos 33-
mer y el fragmento 62-75. Ademas los fragmentos peptidicos productos de la protedlisis
no estimularon células del sistema inmune involucradas en la celiaquia (De Angelis y
col., 2006).

Si bien las bacterias lacticas desarrollan en muchos sustratos (leche, carnes, masas
de panificacion, etc.), su capacidad de proteolizar el gluten de TACC es y seguira
siendo objeto de estudio para obtener panes aptos para celiacos. Por lo pronto, las
investigaciones obtienen resultados favorables para muchas cepas de ellas pero debera
estudiarse la factibilidad de aplicacién a escala industrial y si las que son éptimas en sus
funciones de degradacion del gluten en masas fermentadas, pueden serlo en el gluten

potencialmente presente en otras materias primas, como leche y carnes.

8.2 - Cereales genéticamente modificados

La modificacion de los proteinas toxicas para los celiacos, mediante ingenieria
genética o a través de una seleccion de variantes naturales, es una de las propuestas para
crear cereales seguros para dichas personas. Sin embargo, la obtencion de variedades de
trigo que no tuvieran epitopos téxicos es todo un desafio pues implica de antemano que
se deban conocer en forma completa las secuencias inmunotdxicas para un celiaco, lo
gue aun no se ha sido dilucidado, para luego constatar su eliminacién en alguna
variedad del cereal producida en forma transgénica (Asociacion de Celiacos de Madrid,
2005). En este contexto, se han identificado algunas variantes naturales de trigo que

contienen menor cantidad de prolaminas con epitopos toxicos y se ha ensayado el uso
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del ARN de interferencia como una técnica promisoria para silenciar genes que

codifican la sintesis de gluten toxico (Wieser y Koehler, 2008).

8.3 - Bloqueo de zonulina e inhibicion de la IL-15y de [a tTG

La zonulina regula la permeabilidad de las células del intestino delgado, por lo que
el uso de inhibidores de la misma seria una estrategia para disminuir el ingreso de
proteinas toxicas a las células intestinales en los celiacos (Weiser y Koehler, 2008). Un
grupo de investigacion de Estados Unidos estd desarrollando un medicamento oral
antagonista del receptor de la zonulina (Asociacion de Celiacos de Madrid, 2008b).

La IL-15 y la tTG intervienen en el mecanismo de la patogénesis de la EC. La
inhibicion de la IL-15 mediante el uso de anticuerpos monoclonales constituye otro de
los métodos de bloqueo de la respuesta inmune en un celiaco y esta siendo estudiada
(Calvo, 2003). En el caso de tTG las investigaciones tienen un cierto grado de
complejidad ya que esta enzima tiene varios roles bioldgicos por lo que su inhibicion
puede traer efectos adversos impredecibles (Wieser y Koehler, 2008).

8.4 - Desarrollo de vacunas

En la actualidad, otro de los estudios dirigidos a la inmunorregulacién de la
respuesta inmune al gluten para conseguir un tratamiento en los celiacos es el desarrollo
de vacunas, que se halla en etapa de experimentacion. Asi por ejemplo, se han
desarrollado péptidos sintéticos de gluten modificados puntualmente en alguna parte de
las secuencias toxicas de modo tal que la afinidad por los genes HLA se mantenga pero
la respuesta a las células T a estos péptidos sea minimizada, logrando de esta manera
una modulacion favorable de la respuesta inmune (Calvo, 2003; Wieser y Koehler,
2008).

8.5 - La accion de probidticos sobre el epitelio intestinal

Lindfors y colaboradores, en 2008, realizaron estudios in vitro para investigar la
capacidad de Lactobacillus fermentum y Bifidobacterium lactis de inhibir los efectos
toxicos de las gliadinas en el intestino delgado humano. Para ello, se estudio la
permeabilidad intestinal y el porcentaje de desarrollo de repliegues en membranas
celulares inducido por gliadinas, entre otros parametros. B. lactis fue capaz de inhibir la
accion de péptidos de gliadinas sobre células intestinales en forma dependiente de la

concentracion. L. fermentum tuvo el mismo comportamiento pero con un efecto menor.
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La conclusion del estudio fue que B. lactis, en forma viable, seria capaz de detener la
accion toxica de los péptidos celiaco-toxicos, a altas concentraciones, pudiendo ser asi
un potencial suplemento dietario para el tratamiento de la celiaquia (Lindfors y col.,
2008).

9- Tolerancia al gluten

Existen estudios, llevados a cabo en Holanda y en Francia, que han observado la
falta de signos y sintomas de EC y pruebas histoldgicas e inmunoldgicas normales en
pacientes celiacos que, 20 afios después de haber sido diagnosticados y luego de llevar
una DLG, han re-introducido el gluten en sus dietas durante un periodo prolongado.
Hopman y colaboradores, en 2008, sugirieron que estos pacientes podrian haber
desarrollado una tolerancia al gluten luego de la re-introduccion de esta proteina toxica
a la dieta. Estos investigadores también establecieron que esta tolerancia podria tener
una relacién con caracteristicas genéticas como el genotipo HLA, ya que uno de los dos
pacientes que mostré tolerancia al gluten era DQ2/DQ8 negativo. Las investigaciones
ahora se centran en analizar el mecanismo de la tolerancia para determinar si la misma
es permanente o se trata de un “largo periodo de latencia”. El avance en estos estudios
permitira determinar, en cada caso particular, si una supuesta tolerancia puede conducir
a la eliminacién prudencial y sistematica de la DLG en dichas personas (Matysiak-
Budnik y col., 2007; Hopman y col., 2008b).

10 — Discusion

La celiaquia es una patologia gastrointestinal multifactorial, con predisposicion
genética, caracterizada por una hipersensibilidad al gluten de TACC. Tiene como
caracteristica principal que, no ingiriéndose TACC, la funcionalidad del intestino se
restablece completamente, siendo una DLG la Unica terapia que evita el avance de la
enfermedad y que permite la recuperacion del paciente pero no es la cura de la misma.
De alli que el tratamiento deba efectuarse de por vida.

Prevalece en aproximadamente un 1% de la poblacion mundial y su

sintomatologia suele confundirse con la de otras enfermedades gastrointestinales con lo
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cual la sospecha de una EC debe estar siempre presente en el profesional de la salud ya
que tiene por caracteristica estar “silenciada”, a veces, por muchos afios hasta que un
factor disparador desencadena una reaccion autoinmune que atrofia las vellosidades
intestinales, conduciendo a la mala absorcién de nutrientes y, en el peor de los casos, al
desarrollo de linfomas malignos. Cominmente los sintomas pueden aparecer tanto en la
infancia como en la adultez de las personas.

Entre los factores ambientales que predisponen a su aparicion, la lactancia materna
es controversial pues no se ha llegado a dilucidar aun si previene la EC o retrasa su
debut en personas con antecedentes genéticos. Estudios especificos demostraron que a
través de la leche materna se puede aportar al recién nacido IgA especifica contra el
gluten pero también se puede suministrar al bebé péptidos téxicos de gliadinas y
gluteninas, provenientes de madres sanas que no ingirieron gluten, como demostraron
trabajos hecho en Holanda y en nuestro pais. Uno de los estudios sugiere que en el
dosaje de dichos péptidos celiaco-toxicos, en leche materna, pudo haber una
interferencia analitica asociada a una proteina neuronal rica en prolina y glutamina,
Ilamada sinapsina |.

Cualquier terapia alternativa propuesta hasta el momento para curarla o tratarla, ya
sea detoxificando el gluten o blogueando a las sustancias del organismo que producen la
autoinmunidad, si bien son prometedoras, estan en fase experimental. S6lo una DLG
garantiza su control ya que ain hoy no se conoce a ciencia cierta los mecanismos de su
patogénesis ni la totalidad de los péptidos del gluten de TACC involucrados en la EC

pues so6lo los mas celiaco-toxicos han sido caracterizados.
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1 - Celiaguia y adquisicion de alimentos aptos

La nutricion de los celiacos tiene una importancia mucho mayor que la que tiene en
otras enfermedades, ya que la alimentacidn correcta constituye, por si misma, la base del
tratamiento (Ortiz, 2005). Como el sindrome de malabsorcion es el problema fundamental
de un celiaco no tratado, la DLG debe garantizar la correccion de las faltas de calcio,
hierro, vitaminas y fibras. Aun asi, se ha determinado en Estados Unidos que mas del
50% de mujeres celiacas que realizan una DLG presentan carencias de estos nutrientes
por lo que sus dietas deben ser reforzadas en los mismos (Niewinski, 2008). El reemplazo
en las formulas alimentarias de TACC (o algunos de sus derivados como ser harinas y/o
almidones) por algun cereal apto, normalmente implica quitar una fuente muy importante
de fibra dietaria, cuya reincorporacion en los productos viene siendo tema de
investigacion de muchos grupos de trabajo (Gallagher y col., 2004).

Los problemas mas frecuentes que condicionan la adquisicién de productos
procesados acordes a una DLG son los siguientes:

1) El mercado de productos alimenticios aptos para celiacos es limitado y la mayoria
son caros puesto que son elaborados con tecnologias y formulaciones especiales
para reemplazar un ingrediente que contiene TACC por otro que no lo contiene.
Sin embargo, existen paises como Inglaterra, Suecia, Holanda, Italia, Nueva
Zelanda y Finlandia donde los gobiernos subsidian empresas que elaboran estos
productos (Green y Cellier, 2007).

2) Mas de la mitad de los productos alimenticios manufacturados contienen gluten de
TACC, aun cuando es transferido en cantidades de trazas a la matriz alimenticia a
través de espesantes, aglutinantes o gelificantes, lo que conlleva a la ingesta
involuntaria del toxico por parte del celiaco. De hecho, cualquier alimento
procesado cuyo analisis arroje un contenido de gluten de TACC menor a 20 ppm
puede ser rotulado como “exento de gluten”, de acuerdo a las normativas de la
Union Europea (UE) y de los Estados Unidos (USA), lo cual no constituye una
garantia de que no lo contenga (Morén y col., 2008c). Este suele ser uno de los
motivos a los que se atribuye la falta de respuesta favorable en la recuperacion de
la mucosa intestinal de algunos celiacos bajo tratamiento (Ciclitira y Moodie,
2003), lo cual obliga a los nutricionistas a revisar los alimentos consumidos por el

paciente para asegurar el cumplimiento de la DLG y descartar una posible
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celiaquia refractaria o enfermedades con clinica e histologia similar (Heredia y
col., 2007; Asociacion de Celiacos de Madrid, 2008b).

El cuadro 1 presenta una serie de productos que pueden contener gluten de TACC
en su formulacién (ANMAT, 2006). Al respecto, lo que compete a productos lacteos,

se desarrollara mas adelante en este trabajo.

Cuadro 1. Productos de mercado que pueden contener TACC (ANMAT, 2006).

Productos que pueden contener

cereales TACC como aditivos Funcion que cumple el aditivo TACC

Fiambres, embutidos y patés Funcién ligante. Logro de productos
homogéneos

Mayonesa, ketchup y mostaza Espesante

Chicles, caramelos, confites, chocolates, | Gelificante como medio de uniéon de

turrones ingredientes

Dulces y mermeladas Gelificante

Té, yerba mate y otras hierbas aromaticas | Acelerador del proceso de secado
(orégano, perejil, etc.)

Jugos de frutas Espesante y estabilizante

Productos enlatados en puré (tomate, | Espesante y gelificante
choclo y otros)

Pasta dental Espesante

Medicamentos Excipiente

1.1 - La importancia de la lectura del rétulo de un alimento

El rétulo de cualquier tipo de alimento envasado debe brindar informacion
completa y correcta sobre la composicion cuali-cuantitativa del producto. Cuando un
celiaco elija algun alimento apto para su nutricion, no deberia adquirir ninguno cuyo
listado de ingredientes sea dudoso, sobre todo, si carece de la indicacion del cereal de
procedencia. Al respecto, la Administracion Nacional de Medicamentos, Alimentos y
Tecnologia Médica (ANMAT) recomienda que no se compren alimentos en cuyos rétulos
figuren los siguientes ingredientes, sin la indicacion del cereal de origen. A saber
(ANMAT, 2006):
- Almidon,
- Almidones modificados,
- Amilaceos,
- Cereales,

- Espesantes,
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- Fécula,

- Gluten,

- Harina,

- Proteina,

- Proteina vegetal,

- Hidrolizado de proteina,
- Sémola-cereales,

- Fibra,

- Espesantes,

- Sémola,

- Extracto de malta,

- Levadura,

- Extracto de levadura,

- Especias y aromas.

1.2 - La cantidad maxima tolerable de gluten por un celiaco — Limite umbral

La sensibilidad clinica al gluten difiere considerablemente entre pacientes: algunos
toleran trazas en sus dietas y otros, cantidades mayores. Sin embargo, algunos estudios
clinicos sugirieron que una ingesta diaria de hasta 50 mg de gluten seria seguro y bien
tolerado por la mayoria de los pacientes. Hay que tener en cuenta que la ingesta normal de
gluten por parte de un individuo sano esta en el rango de 13 g por dia (Ciclitira y col.,
2005).

Dado que existen distintos niveles de tolerancia al gluten entre los enfermos
celiacos, la cantidad de ingesta méxima no dafiina no puede ser establecida de manera
generalizada. Por lo tanto, es necesario desarrollar métodos de deteccion de gluten en
alimentos con una alta sensibilidad y que permitan detectar pequefias cantidades del
mismo, con el fin de asegurar que los enfermos celiacos puedan llevar una dieta
totalmente exenta de gluten, sin el consumo involuntario de pequefias cantidades del
mismo que puedan producir lesiones de sus vellosidades intestinales (Moréon y col.,
2008c).

No obstante, si se pretende establecer un limite, éste dependera no solo de la dosis
toxica minima sino también de la cantidad de productos especiales consumidos por los
celiacos de distintas partes del mundo. Un estudio realizado en Europa en el afio 2006
mostrd resultados interesantes al respecto. Por medio de las asociaciones de celiacos, se
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distribuyeron cartillas con tablas a completar donde ellos debian colocar todos los
alimentos gue consumian durante 10 dias, especificando el peso ingerido en cada comida.
Se llevd a cabo en dos paises tipicamente mediterraneos (Italia y Espafia) y dos paises
nordicos (Noruega y Alemania). Los resultados obtenidos evidenciaron que, en los cuatro
paises, el producto “libre de gluten” mas consumido era pan (siendo doblemente
consumido en paises nordicos). Los paises mediterraneos mostraron un consumo de una
variedad mas amplia de alimentos “libres de gluten”, siendo las pastas las de mayor
consumo en ltalia. La diferencia de habitos alimenticios entre los celiacos de paises
nordicos y mediterraneos no estuvo en la cantidad total de productos “libres del gluten”
ingerida sino en el tipo de alimentos consumidos. Ademas, se observaron exposiciones a
cantidades bastante altas de gluten diariamente, por lo que se sugirié continuar con las
revisiones de los limites de exposicion dietarios (Gibert y col., 2006).

Las estimaciones basadas en encuestas de habitos nutricionales son una
herramienta poderosa para establecer un valor umbral de referencia y asi redefinir los
limites del contenido de gluten en los productos alimenticios aptos para celiacos. En
virtud de muchos trabajos de investigacion realizados, un valor limite de 20 mg gluten/kg
producto parece ser suficientemente seguro para la mayoria de los celiacos. La aprobacion
de un valor més bajo para aumentar la seguridad en la dieta parece ser el camino por el
cual se esta yendo, habida cuenta que puede haber negligencias en la ingesta y coexistir
individuos con mayor sensibilidad al gluten (Martin Esteban y col., 2010).

2 - Legislacion sobre alimentos libres de gluten

A nivel mundial, existen diferencias en los niveles maximos permisibles de gluten
de TACC para declarar a un alimento exento del mismo. A continuacién se detallan los
aspectos mas importantes de la normativa de Argentina, Union Europea y Estados
Unidos.

2.1 - Argentina

a) La Ley Nacional 26.588

El Ministerio de Salud de la Nacion, mediante Decreto 528/2011, reglamentd la
Ley N° 26.588 que declara de Interés Nacional la atencion médica, la investigacion

clinica y epidemioldgica, la capacitacion profesional en la deteccion temprana,
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diagnostico y tratamiento de la enfermedad celiaca. Dicha ley no sélo ampara al celiaco
en cuanto a la atencion y tratamiento medico de su enfermedad sino que también fija qué
organismos oficiales intervendran en la aplicacion de la misma. Asi, establece que la
Comision Nacional de Alimentos (CONAL) sera la institucion donde se consensuara y se
definiran las caracteristicas y condiciones que deben reunir los alimentos; ésto es, por
ejemplo, determinar cual sera la cantidad maxima de gluten de TACC que pueda llegar a
contener un alimento como para ser declarado “libre de gluten”, lo que permitira asesorar
al Ministerio de Salud en el dictado de normas adecuadas. Ademas, fija que la ANMAT,
por medio del Instituto Nacional de Alimentos (INAL), sera el organismo encargado de
autorizar, registrar, controlar y fiscalizar la calidad y sanidad de los alimentos incluyendo
los suplementos dietarios, asi como los materiales en contacto con los alimentos, en
coordinacion con las jurisdicciones sanitarias federales y sus delegaciones (ANMAT,
2012d).

b) Respecto a las indicaciones del Codigo Alimentario Argentino (CAA):
alimentos “libres de gluten” y rotulado

Por resolucién conjunta de la Secretaria de Politicas, Regulacion e Institutos y
Secretaria de Agricultura, Ganaderia y Pesca de la Nacion, (SPRel y SAGYP),
N° 131/2011 y N° 414/2011 y dada la reglamentacion de la Ley 26.588, se procedio a
modificar el articulo 1383 del capitulo XVII del CAA sobre Alimentos de Régimen o
dietéticos, que comprende a los alimentos para celiacos e incorporar el articulo 1383 bis.
Dada la importancia de ambos articulos respecto de las caracteristicas que debe reunir
cualquier alimento para ser admitido y declarado, segin nuestra legislacion nacional,

como “libre de gluten”, a continuacion se transcriben ambos:

eArticulo 1383 - (Resolucion Conjunta SPRel y SAGyP N° 131/2011 y N° 414/2011)

Se entiende por ‘“alimento libre de gluten” el que estda preparado Unicamente con

ingredientes que por su origen natural y por la aplicacion de buenas préacticas de
elaboracion —que impidan la contaminacion cruzada— no contiene prolaminas
procedentes del trigo, de todas las especies de Triticum, como la escafia comun (Triticum
spelta L.), kamut (Triticum polonicum L.), de trigo duro, centeno, cebada, avena ni de sus
variedades cruzadas. El contenido de gluten no podra superar el maximo de 10mg/kg.

Para comprobar la condicion de libre de gluten deberd utilizarse metodologia analitica
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basada en la Norma Codex Stan 118-79 (revisada en 2008) enzimoinmunoensayo ELISA
R5 Méndez y toda aquella que la Autoridad Sanitaria Nacional evalUe y acepte.

Estos productos se rotularén con la denominacién del producto que se trate seguido de la
indicaciéon “libre de gluten” debiendo incluir ademas la leyenda “Sin TACC” en las
proximidades de la denominacion del producto con caracteres de buen realce, tamafo y
visibilidad.

A los efectos de la inclusion en el rotulo de la leyenda “Sin TACC”, la elaboracion de los
productos debera cumplir con las exigencias del presente Codigo para alimentos libres de
gluten.

Para la aprobacion de los alimentos libres de gluten, los elaboradores y/o importadores
deberan presentar ante la Autoridad Sanitaria de su jurisdiccion: analisis que avalen la

condicion de “libre de gluten” otorgado por un organismo oficial o entidad con

reconocimiento oficial y un programa de buenas practicas de fabricacién, con el fin de

asegurar la no contaminacion con derivados de trigo, avena, cebada y centeno en los
procesos, desde la recepcién de las materias primas hasta la comercializacion del
producto final.

e Articulo 1383 bis - (Resolucion Conjunta SPRel y SAGyP N° 201/2011 y N°
649/2011)

Los productos alimenticios “Libres de Gluten” que se comercialicen en el pais deben
llevar, obligatoriamente impreso en sus envases o envoltorios, de modo claramente
visible, el simbolo que figura a continuacion y que consiste en un circulo con una barra
cruzada sobre tres espigas y la leyenda “Sin T.A.C.C.” en la barra admitiendo dos
variantes:

a) A color: circulo con una barra cruzada rojos (pantone - RGB255-0-0) sobre tres espigas
dibujadas en negro con granos amarillos (pantone - RGB255-255) en un fondo blanco y la
leyenda “Sin T.A.C.C.”.

b) En blanco y negro: circulo y barra cruzada negros sobre tres espigas dibujadas en

negro con granos blancos en un fondo blanco y la leyenda “Sin T.A.C.C.”.

Las figuras la y 1b muestran la simbologia identificatoria obligatoria que en
nuestro pais deben llevar incorporada en sus rétulos los productos alimenticios aprobados
por su condicion de “libres de gluten”. No obstante, ademds de los simbolos obligatorios,

se permite ademas la inclusion en los productos alimenticios de simbologia facultativa
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(no obligatoria) propuesta por la Asociacion Celiaca Argentina o por ACELA (Asistencia

al Celiaco de la Argentina) (ANMAT, 2012e).

_J

11 mm Reduccién Minima

Figura la. Simbologia obligatoria en Argentina para productos “libres de gluten”
(fuente: ANMAT, 2012¢).

propuesto por ACELA

propuesto por la
Asociacion Celiaca
Argentina

Figura 1b. Simbologia facultativa en Argentina para productos “libres de gluten”
(fuente: ANMAT, 2012¢).

¢) Situacion en la provincia de Santa Fe

Mediante la sancién de la Ley Provincial 13190, Santa Fe adhiere a la Ley
Nacional 26.588, a partir de septiembre de 2011. Cabe destacar que la Ley Provincial en
su articulo 4° obliga a todos los alimentos elaborados en el territorio de la provincia a
llevar la indicacion de “contiene o no contiene gluten”. Esto la diferencia de la ley

nacional que solo se limita a reglamentar los alimentos que por su condicion sean “libres
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de gluten”. En nuestra provincia, el organismo oficial de contralor en este tema es la
Agencia Santafesina de Seguridad Alimentaria (ASSAL) (BOSF, 2011). En la pagina

web de esta institucion (www.assal.gov.ar) se ha habilitado un banner denominado

“productos sin T.A.C.C.” donde aparece un listado oficial de alimentos libres de gluten
autorizados y el cual estd disponible al publico en general. Al respecto, si un elaborador,
produce un alimento que contiene gluten y desea expresarlo en su rotulo, podria
ampararse en el articulo 235-séptimo, del capitulo V del CAA, que reglamenta el rotulado
de alergenos alimentarios. El gluten, no sélo es factor causante de la celiaquia sino que
también puede producir reacciones alérgicas al TACC en personas predispuestas, por
mecanismos inmunoldgicos diferentes a los de la EC. Sin embargo, es importante saber
que, por Resolucion Conjunta SPRel N° 106/2011 y SAGyYP N° 297/2011 esta
transitoriamente suspendida la aplicacion de la Resolucion Conjunta SPRel N° 57/2010 y
SAGYP N° 548/2010, que reglamenta el articulo 235-séptimo, hasta tanto la CONAL
elabore una propuesta de adecuacion del mismo (ANMAT, 2012h).

2.2 - Unién Europea

La Comision de las Comunidades Europeas, en 2009, fijo un Reglamento por el
cual acepta la definicion de “exento de gluten” que en 2008 se establecio en el Codex
Alimentarius (Codex Stan 118-1979, revisado en 2008) y adopta los valores limites de
gluten de TACC que alli se fijaron, aplicables desde enero de 2012. Estos limites estan en
permanente revision y determinan dos niveles para el contenido de gluten (Martin

Esteban y col., 2010), a saber:

| -Alimentos exentos de gluten

a) estan constituidos por, o son elaborados con, uno o mas ingredientes que no
contienen trigo ( es decir, todas las especies de Triticum como trigo duro, espelta
y kamut), cebada, centeno, avena, o sus variedades hibridas, y cuyo contenido en
gluten no sobrepase los 20 mg de gluten/kg en total (20 ppm de gluten),
medidos en los alimentos tal como se venden o distribuyen al consumidor; o

b) estan constituidos por, 0 son elaborados con, uno o0 mas ingredientes procedentes
de trigo (es decir, todas las especies de Triticum como trigo duro, espelta y

kamut), cebada, centeno, avena o sus variedades hibridas, que han sido
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procesados de forma especial para eliminar el gluten hasta un nivel que no
sobrepase los 20 mg de gluten/kg en total (20 ppm de gluten), medidos en los
alimentos tal como se venden o distribuyen al consumidor.

Il - Alimentos procesados de forma especial para reducir el contenido de gluten a un

nivel comprendido entre 20 ma/kg y 100 ma/kqg:

estan constituidos por, o son elaborados con, uno o mas ingredientes
procedentes de trigo (es decir, todas las especies de Triticum como trigo
duro, espelta y kamut), cebada, centeno, avena o sus variedades hibridas, que
han sido procesados de forma especial para eliminar el gluten a un nivel
comprendido entre 20 mg/kg y 100 mg/kg en total (20 ppm y 100 ppm,
respectivamente), medidos en los alimentos tal como se venden o distribuyen

al consumidor.

En el etiquetado de alimentos comprendidos en el inciso I, debe figurar “exento de
gluten” cerca del nombre del producto, y en aquellos alimentos comprendidos en el inciso

I1, debe figurar la leyenda “con contenido reducido en gluten”.

Dado que muchos celiacos toleran bien pequefias cantidades de avena en su dieta,
la norma tiene en cuenta que cuando este cereal forme parte de alguna formulacion
alimenticia, debe estar tratado de modo tal de garantizar la ausencia de contaminacién con
trigo, cebada o centeno, y su contenido de gluten no debera sobrepasar las 20 ppm (Diario
Oficial de la UE, 2009 a y b).

2.3 - Estados Unidos
En enero de 2007, la Food and Drug Administration (FDA) propuso definir un
etiquetado voluntario con la denominacion “libre de gluten” para significar que todo

alimento que lo lleve en su rétulo no contiene:

e Ingredientes provenientes de “granos prohibidos”, es decir, trigo (trigo duro,
espelta, kamut), cebada, centeno o de sus hibridos;
e Ingredientes derivados de granos prohibidos y que no han sido procesados para

eliminar el gluten;
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e Ingredientes derivados de granos prohibidos y que han sido procesados para
eliminar el gluten si su uso resulta en la presencia de 20 ppm o més de gluten en el
alimento;

e 20 ppm o mas de gluten.

Un alimento que contiene avena solo podré llevar en su rétulo la declaracion “libre de

gluten” si contiene menos de 20 ppm de gluten. Por otro lado, un alimento que no
contiene gluten naturalmente, sélo podra llevar la declaracion “libre de gluten” aclarando

que todos los alimentos del mismo tipo no lo contienen (ej: leche) (FDA, 2007).

En este pais, la Gluten-Free Certification Organization (GFCO), dependiente del
Gluten Intolerance Group, es quien se encarga de dar una certificacion voluntaria de
“libre de gluten” a las empresas que deseen dar esta condicion a sus productos
alimenticios, la que luego queda impresa en el rétulo por medio del logo institucional que
asi lo acredita. Cabe destacar que la GFCO, como servicio independiente, no sélo
chequea el contenido de gluten de los alimentos para garantizar su ausencia, sino también
es capaz de supervisar las lineas de produccién en base a estandares de calidad definidos,

de modo tal de llevar confianza y seguridad al consumidor (GFCO, 2009).

3 - El Listado de Alimentos Libres de Gluten

En nuestro pais, el INAL-ANMAT elabora y publica el Listado Integrado de
Alimentos Libres de Gluten (ALG). Esta informacion tan importante para el celiaco se
publica una vez al afio y se modifica bimestralmente. La presentacion del listado consta
principalmente de grupos de alimentos libres de gluten autorizados para su
comercializacion en Argentina. Ademas posee informacion complementaria muy
importante tanto para el celiaco como para el elaborador de alimentos exentos de gluten.
Respecto de los alimentos aptos se indica: denominacion del producto de venta, la marca,
el RNPA (Registro Nacional de Producto Alimenticio), organismo que otorga el RNPA, y
la fecha de ingreso al mismo. Ademas, en dicho listado se incorporan las bajas,
indicandose: el producto, la marca, la empresa elaboradora, la fecha de baja y el motivo.

Este listado estd disponible al publico en general en el portal del INAL-ANMAT
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(www.anmat.gov.ar) como “Listado Integrado de ALG (Ley 26.588)” y cuenta con

mucha informacidn importante para el celiaco (ANMAT, 2012i).

Comparando las distintas categorias de alimentos libres de gluten del listado, los
productos lacteos y aquellos elaborados con ingredientes lacteos son los que presentan la
mayor variedad. El cuadro 1 muestra los productos comprendidos en ambas categorias de

alimentos.

Cuadro 1. Listado de productos lacteos y alimentos con ingredientes de origen lacteo
“libres de gluten” (ANMAT, 20121).

Categoria de alimento Tipos de productos
Cremas, leches fluidas, leches en polvo,
Alimentos lacteos leches fermentadas, yogures, mantecas,

quesos, dulces de leche.

Alimentos para lactantes y nifios en
primera infancia, sueros lacteos, postres,
flanes y helados listos para consumir y en
polvo.

Alimentos con ingredientes de origen lacteo

De los alimentos analizados por INAL, entre 2003 y 2008, se evidencié una
tendencia a la baja en la cantidad de productos que dieron positivo el resultado de gluten
de TACC. En la figura 2 se presentan los resultados obtenidos en dicho periodo. Estos
datos pueden ser un indicador de un mayor control por parte de las empresas de la calidad
de los insumos empleados en la elaboracion de alimentos aptos para celiacos, como parte

de una estrategia de ganancia de mercado (Tomchinsky, 2008).

Evolucién de muestras positivas en el analisis de gluten de
TACC en alimentos (INAL/ANMAT)
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Figura 2. Porcentaje de muestras de alimentos analizadas en INAL en el periodo
2003-2008 que dieron positivo el analisis de gluten (fuente: Tomchinsky, 2008).
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Por otro lado, muchas asociaciones de celiacos en el mundo elaboran sus propios
listados de alimentos libres de gluten, dando las recomendaciones inherentes a cada caso,
como asi también restringiendo el consumo de alimentos dudosos y prohibiendo el de
otros. Cabe destacar que la informacién brindada, ya sea por organismos oficiales como
por asociaciones celiacas, es de vital importancia para los pacientes a la hora de
seleccionar qué productos aptos comprar. No obstante, existen asociaciones de celiacos,
como la belga, la cual no publica listados de alimentos autorizados ni prohibidos
aludiendo que resulta materialmente imposible hacerlo dada la alta cantidad y variedad de
alimentos en el mercado del pais y que sus formulaciones son dinamicas, es decir, varian
frecuentemente por lo que, si un producto alimenticio hoy no contiene gluten, mafiana si
puede tenerlo. Ademas sostiene que muchos listados internacionales presentan
informacion imprecisa y que la educacion del celiaco se basa en aprender a decodificar
rotulos por medio de la lectura concisa, sin ajustarse estrictamente a lo que remite un

listado de alimentos permitidos (Société Belge de la Coeliaguie, 2009).

4 - El consumo de productos lacteos en la dieta libre de gluten de un celiaco

La leche y sus derivados juegan un rol muy importante en la alimentacion de la
poblacion en general. A través de la leche materna, en el primer afio de vida, el ser
humano recibe todos los macronutrientes necesarios para comenzar a crecer, ademas de
inmunoglobulinas, vitaminas y otros compuestos beneficiosos. Con el trancurso de los
afos, la leche de vaca y sus derivados siguen contribuyendo en el desarrollo del hombre,
a la vez que toma una importancia fundamental en la prevencion de la osteopenia, sobre
todo, en la tercera edad. Cabe destacar que la leche de vaca y la de cabra son las que
presentan la distribucion mas equilibrada de sus tres componentes fundamentales:
proteinas, grasa y lactosa (Alais, 2003).

El consumo de productos lacteos por un celiaco en tratamiento con una DLG debe
estar asociado a una lectura exhaustiva del rétulo del alimento y de toda la informacién
vinculada a su elaboracién para que no queden dudas de su inocuidad. No obstante, en los
ultimos afios se ha visto que una pequefia poblacion de celiacos que siguen una DLG,
presentan sintomas gastrointestinales tipicos de la celiaquia al ingerir leche. En este
sentido, Dekking y col. (2009) demostraron que esta situacion no se debe a la presencia

de péptidos celiaco-toxicos ya que verificaron la ausencia de los mismos en leche cruda
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de vaca (raza Holstein). Para ello, fueron agregando al alimento del ganado hecho a base
de maiz, cantidades crecientes de trigo hasta llegar a una racion compuesta por 100% de
este ultimo cereal. La leche obtenida del ordefie luego de tres dias de esta dieta no
presentd gluten ni péptidos de trigo. Se hizo ademas un control positivo, agregando
estandares de o y y-gliadinas (aprox. 1 ug/mL) a las muestras, dando positivo el ensayo
de deteccion con alta recuperacion (Dekking y col., 2009).

Por otro lado, hay que tener en cuenta que una patologia cronica intestinal que
cursa con atrofia no suele evidenciar intolerancia a la lactosa, aunque si puede
acompafarse de deficiencia de actividad lactasa y, mediante las pruebas diagnosticas,
comprobarse malabsorcion de lactosa. Esta deficiencia de lactasa suele ser transitoria,
hasta que desparezca la causa productora de atrofia y los enterocitos recuperen todo su
potencial enzimatico, consiguiéndose la integridad de la mucosa intestinal. La
enfermedad celiaca se comporta de esta forma, ya que practicamente todos los celiacos,
en el momento del diagnéstico tienen deficiencia de disacaridasas. Sin embargo,
practicamente ninguno de ellos presenta sintomas de intolerancia (0,3%), siendo por ello
una excepcion la indicacion de retirar la lactosa de la dieta (Asociacion de Celiacos de
Madrid, 2008a). Sélo el 5% de los nifios celiacos presentan intolerancia a la lactosa al
inicio del tratamiento por lo que este disacarido deberia retirarse temporalmente de la
dieta cuando haya cuadros de diarreas (Ortiz, 2005).

Por Gltimo, la presencia de sintomas gastrointestinales luego del consumo de leche
por parte de pacientes celiacos que siguen una DLG ha sido atribuida por algunos
investigadores a una cierta sensibilidad a las proteinas de la leche, en particular a las
caseinas (Kristjansson y col., 2007). En este sentido, Cabrera-Chavez y Calderén de la
Barca (2009) establecieron que la falta de normalizacién intestinal en estos casos parece
estar vinculada con una reactividad especifica de anticuerpos IgA, antigliadinas, hacia
secuencias de aminoacidos de la o y B caseinas que muestran homologia con epitopos
toxicos de las gliadinas del trigo. Por lo tanto, si un celiaco bajo tratamiento remite los
signos de la enfermedad al consumir leche, deberia sospecharse de intoleranciaalas oy

caseinas bovinas (Cabrera-Chavez y Calderon de la Barca, 2009).
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4.1- Productos lacteos aptos, cuestionados y prohibidos

a) Aptos

Es muy importante que un celiaco siga una DLG lo mas variada posible y con un
aporte importante de alimentos naturales como ser: frutas y hortalizas, carnes, leche,
pescados Y todo cereal libre de TACC. De esta forma, la reposicion de nutrientes se logra
a través de alimentos naturalmente libres de gluten, frescos, libres de conservantes y con
tratamientos minimos que no alteren su calidad como producto natural. En tal sentido,
dentro de los productos lacteos permitidos se encuentran aquellos en los que no existe
agregado de aditivo alguno o bien, los que se agreguen, no introducen trazas de gluten de
TACC, como ser leche fluida entera, parcialmente descremada o descremada,
pasteurizada (HTST), esterilizada (UAT), leches concentradas (azucaradas o no), yogur
natural, crema, manteca y algunos quesos (Association Francaise Des Intolérants Au
Gluten, 2009).

Es importante destacar que el CAA, en su capitulo VIII (Alimentos Lacteos), deja
expresado que en todo producto lacteo que se necesite incorporar ingredientes opcionales
de origen proteico, deberan ser solamente caseinas y/o caseinatos alimenticios, leche en
polvo y proteinas lacteas, no permitiéndose la incorporacion de proteinas vegetales
(ANMAT, 2012a).

b) Cuestionados

En esta categoria se hace referencia a los productos lacteos mas criticos en cuanto
a si pueden o no contener trazas de gluten de TACC en su formulacion. Son productos
cuya materia prima, naturalmente libre de gluten de TACC, es adicionada de distintos
ingredientes y aditivos, muchos de los cuales pueden contener pequefias cantidades de
gluten de TACC (gluten oculto) y que pueden pasar al producto por contaminacién
cruzada. Si un ingrediente aportara gluten de TACC a un producto lacteo, el efecto de
dilucion en el producto final debe ser garantizado por estudios analiticos de modo tal que
la concentracion final del toxico esté dentro de los valores permitidos por la legislacion.
Sin embargo, lo ideal seria reemplazar ese ingrediente por otro que garantice la inocuidad
del producto para un celiaco. Cabe destacar que muchos de los productos lacteos que mas
abajo se detallan como cuestionados, lo son para algunas asociaciones de celiacos del
mundo y para otras, estan directamente prohibidos o bien, estan permitidos, siempre que

lleven la indicacion de “libre de gluten” en su rotulo (Associazione Italiana Celiachia,
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2008, Association Canadienne de la Maladie Coelique, 2009, Association Francaise Des
Intolérants Au Gluten, 2009). Dentro de los productos lacteos cuestionados se encuentran:

Manteca “light” y cremas acidas

En la manteca “light” se reemplaza parte de la materia grasa por almidones y/o
gelificantes que le confieren al producto una textura y untuosidad similares a las de la
manteca tradicional, por lo tanto debe tener una declaracion certificada de “libre de
gluten” que lo habilite como apto para el consumo por parte de un celiaco (Associazione
Italiana Celiachia, 2008). Lo mismo sucede con las cremas acidas que pueden contener

almidones o féculas modificados (Association Canadienne de la Maladie Coelique, 2009).

Yogures con agregados

Todo yogur rotulado como “natural” es apto para un celiaco ya que solo esta
fabricado con leche y fermentos lacticos vivos, siempre y cuando la ausencia de
contaminacion cruzada esté garantizada. En los yogures con agregados de frutas, cereales,
aromas, sabores, almidones o algun otro espesante/estabilizante, debe estar certificada la
ausencia de gluten de TACC (Associazione Italiana Celiachia, 2008).

Leches aromatizadas y preparaciones industriales a base de leche

Dado que productos tales como leches chocolatadas, leches saborizadas y
productos a base de leche como flanes, cremas, postres lacteos y helados admiten
espesantes y/o gelificantes, algunos de los cuales pueden contener trazas de gluten
(almidones nativos o modificados), deben estrictamente llevar en su rotulo la certificacion
del fabricante de que el producto es apto para celiacos (Association Francgaise Des
Intolérants Au Gluten, 2009).

Quesos
En los quesos, a medida que en su formulacion se incorporan otros ingredientes,
ademas de la leche, cultivos lacticos, coagulante y sal, la aptitud debe ser analizada caso

por caso.

V' Quesos fundidos, untables, salsas a base de quesos, postres de quesos
Los quesos fundidos, feteados, en porciones, untables y postres de quesos pueden
contener espesantes, gelificantes y aromatizantes, y por lo tanto estos productos estan

prohibidos para su consumo por un celiaco, excepto que lleven la certificacién de “libre
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de gluten” que asegure su inocuidad (Association Canadienne de la Maladie Coelique,
2009; ANMAT, 2006).

V' Mozzarella

La mozzarella es un queso de pasta hilada que admite como ingrediente opcional
leche en polvo (ANMAT, 2012a). Sin embargo, en Italia, sobre una produccion de este
queso, se detectd la presencia de gluten de TACC, lo que llevé a una investigacion mas
profunda del tema, constatdndose que el origen del mismo fue debido a una adulteracién
que se llevo a cabo en el producto por el agregado fraudulento de sustituto lacteo para
alimentacion animal (Associazione Italiana Celiachia, 2008). Los sustitutos lacteos o
lacto-reemplazadores para alimentacion vacuna son productos en polvo que,
reconstituidos, simulan a la leche natural y se suministra a los terneros. La composicion
estandar de un sustituto lacteo es: 25 % de proteinas, 15% de grasas, 53% de
carbohidratos y un 7% de cenizas. Las materias primas mas utilizadas consisten en
productos lacteos como la leche descremada en polvo alterada por sobrecalentamiento, no
apta para consumo humano, suero de queseria deshidratado, concentrados proteicos de
pescado y de soja, proteinas de trigo, etc. Asimismo, también se admiten sustancias
amilaceas en su formulacién (Garzén Quinteros, 2008).

\' Quesos de corteza feculada o similares

Antiguamente, en nuestro pais, el queso Cuartirolo, de masa blanda algo elastica y
de corto estacionamiento, era recubierto con fécula de maiz para contribuir a la formacion
de una delgada corteza caracteristica (figura 3). Actualmente el formato de
comercializacion de este queso es en envase termoplastico envasado al vacio. No
obstante, el CAA en sus articulos 621 (queso cuartirolo) y 622 (queso cremoso), inciso c,
no hace ninguna aclaracion respecto a la posibilidad de adicién o no de féculas en la
superficie de estos quesos; simplemente aclara que la misma debe ser entera, de
consistencia adecuada, lisa o rugosa (ANMAT, 2012a). Hoy, si alguna empresa los
elaborase de ambas formas (con recubrimiento de fécula o envasado al vacio sin fécula)
deberia tener un estricto control de la calidad del material amilaceo utilizado para
asegurar ausencia de gluten de TACC vy evitar contaminaciones cruzadas en las lineas de

produccién (Deibel y col., 1997).
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Figura 3. Queso Cuartirolo argentino (fuente: INTI-L&cteos, 2012)

v Quesos madurados con hongos

Hasta el 2000, el queso Gorgonzola en Italia era considerado no apto para celiacos
ya que el hongo empleado en la elaboracion (Penicillium roqueforti) era previamente
cultivado y desarrollado sobre pan. En el mismo periodo, y para dilucidar el problema, se
llevé a cabo una investigacion conjunta entre la Universita’ degli Studi di Milano, el
Centro Studi Latte- Consiglio Nazionale Ricerche (CNR) (Milano) y la Associazione
Italiana Celiachia, por la cual se cuantifico el gluten contenido en dos muestras distintas
de fermentos comerciales de cepas de P. roqueforti, utilizado en la elaboracion de
gorgonzola, y que fueron provistos en suspension acuosa. La determinacion se hizo via un
ensayo inmunoenzimatico de ELISA, basado en el método de Skerrit y Hill, y para las
dos muestras se obtuvieron los valores de 107 y 137 mg de gluten/kg de suspension
(107 ppm y 137 ppm), respectivamente. Asumiendo un rendimiento caseario del 10%,
sobre 1000 kg de leche adicionada de 20 mL de suspension del hongo donde todo el
micelio queda en cuajada, se calculé un contenido de gluten en los 100 kg finales de
queso de 0,0274 mg de gluten/kg (0,0274 ppm). Este valor estd muy por debajo del limite
admitido en la UE de 20 ppm de gluten para considerar a un alimento exento (lametti y
col, 2000).

Actualmente, todas las muestras de las distintas variedades de quesos analizadas
en ambitos universitarios en Italia, no contienen gluten detectable y el listado de quesos
aptos incluye quesos blandos (Mascarpone, Caprino, Tomino, Mozzarella, Cottage,
Crescenza, Feta), quesos semiduros (Montasio, Fontal, Caciocavallo, Fontina), quesos
duros (Grana-Padano, Parmigiano-Reggiano, Provolone, Cheddar, Emmental) y quesos
madurados por hongos (Camembert, Brie, Taleggio, Gorgonzola). En el listado de
alimentos aptos también se incluye la ricota (Associazione Italiana Celiachia, 2008).
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La legislacion internacional tiende a ser cada vez menos permisiva en la cantidad
de gluten presente en los alimentos aptos para celiacos. En este sentido, la industria lactea
especializada en la elaboracion de quesos azules estd preocupada en eliminar toda
posibilidad de contaminacion con gluten de TACC de sus productos, mas allé de los bajos
niveles detectados del mismo en las suspensiones del hongo para la elaboracion de queso
Gorgonzola. De esta manera, se han desarrollado nuevos cultivos de hongos y levaduras
sobre medios especiales carentes de gluten. Existen al menos dos patentes que asi lo
demuestran para hongos de los géneros Penicillium. Estos fermentos fueron desarrollados
sobre medios de cultivo en base a arroz (blanco o integral), aunque también se vio que
pueden desarrollar perfectamente sobre maiz o papa, todos no tdxicos para celiacos,
aungue el arroz resulta ser mas barato. A su vez, y para evitar posibles contaminaciones
cruzadas con eventuales trazas de gluten presentes en el medio de cultivo, una de las
patentes, trata al producto final con proteasas capaces de desdoblar gluten. En la masa del
queso muestran la misma actividad biol6gica y capacidad de desarrollo de color verde-
azulado, junto a un desarrollo de flavour similar a la lograda con los cultivos fungicos
tradicionales. Se ha visto que estos nuevos sustratos, ademas de no contener gluten
toxico, permiten una esporulacion acelerada del P. roqueforti junto a procesos de
separacion de esporos-biomasa-sustrato mucho mas eficientes que los utilizados en los
medios que contenian pan. Estos nuevos cultivos son Utiles para reemplazar a aquellos
que introducian una contaminacion cruzada con gluten en la masa del queso, aunque los
valores del tdxico habian demostrado estar muy por debajo de los limites de aceptacion en
los estudios llevados a cabo en Italia. El listado de quesos azules al cual se adecuan
incluye: Gorgonzola (Italia), Roquefort, Bresse-Blue, Blue d’Auvergne y Sassenage
(Francia), Stilton (Inglaterra), Danablue (Dinamarca), Cabrales (Espafia) y Bluecheese
(USA) (Mogna y col., 2007; Mora y Pintus, 2008).

\  Imitaciones de quesos: su utilizacién como ingrediente

Desde hace unas décadas, las imitaciones de quesos, o sustitutos de quesos, estan
logrando una ubicacion cada vez mayor en el mercado alimenticio, sobre todo en Estados
Unidos. En su elaboracion se mezclan los constituyentes individuales y se reemplaza
parcial o totalmente las caseinas y la grasa lactea por analogos de origen vegetal, como
ser proteina de soja, de mani y aceites vegetales. Otra practica es el reemplazo de estos
macro-componentes por almidones nativos, almidones resistentes o pregelatinizados hasta

un 10-12%, siendo una de las imitaciones mas comercializada, la mozzarella utilizada en
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la elaboracién industrial de pizzas, las que son de alto consumo en los paises del primer
mundo. Son una competencia en crecimiento para los quesos tradicionales, en su uso
como ingrediente de otros alimentos y a nivel de consumo publico, pero encuentra ciertos
obstaculos por la falta de leyes que los regulen y otorguen una rotulacion clara de los
mismos a fin de evitar confusiones en la poblacion general y, especificamente, en la
poblacidn celiaca puesto que admiten agregado de almidones (Bachmann, 2001; Noronha
y col., 2008, Montesinos-Herrero y col., 2006).

Una de las formas novedodas en que se expende el queso es en forma de hebras.
Esta capacidad (shreddability en inglés) en queso cheddar puede ser mejorada si durante
la elaboracion del producto se afiaden hidrocoloides de B-glucanos. Sin embargo, hay que
tener en cuenta que estos compuestos se obtienen de la avena, la cual puede estar

contaminada con TCC (Konuklar y col., 2004).

Leche y férmulas especiales en polvo

El CAA, en el capitulo VIII: Alimentos lacteos, indica que en la elaboracién de
leche en polvo para consumo humano (articulo 567) sélo se admite leche y, como
aditivos, Unicamente, lecitina (como emulsionante) para elaboracion de leche en polvo
instantanea (en una proporcion maxima de 5 g/kg) y antihumectantes para la utilizacién
restringida a leche en polvo a ser utilizada en méaquinas de venta automatica. Sin
embargo, existe una tendencia a agregar otros componentes, como ser azlcar, en cuyo
caso se rotulan como “alimento a base de leche en polvo”, puesto que no corresponderia a
la definicion de leche en polvo que da el CAA (ANMAT, 2012a).

La leche en polvo y otros productos de similar presentacién son objeto de
adulteraciones con derivados de cereales TACC para aumentar el peso de los productos,
afiadiendo un elemento de bajo costo (ANMAT, 2006). Sin embargo, muchas formulas
especiales en polvo pueden incluir almidones como ingredientes, y hay bibliografia
técnica especifica que indica codmo debe prepararse el mismo y en qué parte del proceso
afiadirlo (Westergaard, 2004). Si la empresa comparte lineas productivas para ambos
(leche en polvo y formulas infantiles en polvo) debe asegurarse una correcta sanitizacion

de maquinarias para evitar contaminaciones cruzadas.

¢) Prohibidos
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Estos productos no son comercializados en nuestro pais, salvo en cantidades
reducidas como productos de importacion, y no son aptos para celiacos ya que contienen

cereales prohibidos para ellos en su formulacion.

\V  Leche malteada

Es un polvo que se obtuvo por primera vez por evaporacion a 140 °C, y bajo
vacio, de leche entera, adicionada de malta de cebada y harina de trigo. Es popular en
Estados Unidos y tal vez haya sido la precursora de las formulas infantiles en polvo,
aungue se pensé también en ella como un producto para personas debilitadas y ancianos.
Fue introducida en el mercado por James y William Horlick, quienes fundaron Horlicks
en Chicago en el afio 1873, siendo la primera planta elaboradora del producto, patentado
diez afios después. Inicialmente la Ilamaron “Diastoid” y luego, “leche malteada”. La
malta de cebada le otorga un ligero sabor dulce. Dado su alto contenido energético, se
popularizé6 ademas como ingrediente de batidos (mezcla batida de leche malteada
reconstituida y crema helada) y los exploradores comenzaron a llevarla consigo en sus
viajes por el mundo dada sus cualidades nutricionales, poco peso y por ser un producto no
perecedero (Wisconsin Historical Society, 2004; Crowell, 1994). En las figuras 3a y 3b se
presentan imagenes de estos productos.

MILKOSE

quy Food

N

Figura 3a Figura 3b
Figura 3. a) Primera formula infantil en polvo a base de leche y cebada, elaborada por
Horlicks (1950-1952).b) Leche malteada en polvo, tal como se comercializa hoy en Estados
Unidos (fuente: Wisconsin Historical Society, 2004; Crowell, 1994).
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N “Kishk”: mezcla seca de cereales y leche fermentada

“Kishk” involucra una amplia gama de mezclas secas de cereales y yogur, de
consumo popular en Medio Oriente. En términos generales, Kishk hace referencia a un
alimento seco a base de yogur y trigo (variedad burgol) o harina de trigo. El modo
tradicional de preparacion comprende en hervir en agua por una hora granos grandes de
trigo burgol los que luego se secan al sol por 24 horas, se rehumedecen con agua al 20% y
se muelen; por otro lado, se realiza la fermentacion lactica de leche hervida y enfriada
usando yogur como starter (“laban” en su lengua original); luego el yogur producido se va
agregando al molido de trigo burgol en una relacién 1:4 (trigo:yogur), por mas de 6 dias,
a 35°C, amasando diariamente la mezcla para que se hidraten los granos de trigo; se
agrega sal al 6% y se troza formando esferas que se secan al sol por 6-7 dias en
plataformas o bandejas de hormigon, y finalmente se muele y envasa el polvo obtenido.
Los paises de mayor consumo son Irak, Turquia y Libano, sobre todo en el area rural y
noémade, ya que los patrones de consumo de alimentos en las zonas urbanas de estos
paises esta cambiando. En su forma seca (polvo), constituye base de muchos platos en
Medio Oriente (salsas, sopas, aderezos, etc.). Se estd buscando producir este alimento
fermentado y disecado utilizando otros cereales y legumbres como ser arroz, maiz,
garbanzo, soja y sus harinas, de modo tal que redundaria en un beneficio para los celiacos
de esas latitudes (Tamime y col., 1995). Las figuras 4a y 4b muestran el kishk en sus

versiones seca e hidratada.

Figura 4a Figura 4b
Figura 4. a) Kishk (o “Kashk™) en polvo. b) Kishk rehidratado
(fuente: Kamal, 2012)
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N Queso “Fol-Epi”

En Francia, esta prohibido el queso “Fol-Epi” (nombre que se traduce “trigo
silvestre”) como alimento para celiacos, ya que es un queso de la familia de los ementales
franceses del valle del Loira, cuya corteza se recubre con harina tostada y lleva dibujada
la espiga de trigo (figura 5). Se hace con leche pasteurizada y se presenta en piezas de
3 kg (Association Francaise des Intolérants au Gluten, 2009; Mundo Quesos, 2012).

Figura 5a Figura 5b
Figuras 5 ay b. Queso “Fol-Epi” con corteza de harina tostada
(fuente: La Fromagerie, 2012)

v Quesos madurados con cereales

Este tipo de quesos, con DOP, existen en algunos paises de Europa donde se los
sigue elaborando de un modo artesanal y ecoldgico. Luego de su proceso de maduracion,
se les hace un “curado” cubriéndolos por un cierto tiempo con granos de cereales, entre
ellos, el centeno y la cebada. Tal es el caso de los quesos: del Peregrino (de vaca,
Espafia), Terrincho Velho (de oveja, Portugal) y Montiermo (de oveja, Espafia). De esta
manera, la corteza se cubre de mohos que le otorgan a los quesos sabores a frutos secos.
Estos quesos no son aptos para celiacos (Mundo Quesos, 2012; Delgado Garcia, 2012).

Las figuras 6a, 6b y 6¢c muestran imagenes de estos quesos.

Figura 6a.Queso del Peregrino  Figura 6b. Queso Terrincho  Figura 6c. Queso Montiermo
(curado en cebada) Velho (curado en centeno) (curado en centeno)
(fuente: Xanceda, 2012) (fuente: Monte-Mel, 2012) (fuente: Delgado Garcia, 2012)
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5 - Aditivos e ingredientes permitidos para la industria lactea como posibles fuente de
gluten de TACC

La industria lactea, como ocurre en otras areas de la industria alimenticia, no esta
exenta al uso de aditivos con el objetivo de mejorar las propiedades nutricionales,
fisicoquimicas, sensoriales y la capacidad de conservaciéon de los alimentos, asi como
contribuir a la mejora de las formulaciones proporcionando, en muchos casos, soluciones
a problemas tecnoldgicos especificos. El uso de aditivos en la industria de los alimentos
estd contemplado y regulado a nivel internacional a través del Codex Alimentarius y de
reglamentaciones de alcance internacional, nacional y regional que no siempre son
homogéneas en cuento a inclusion, exigencias y/o limites de incorporacion; de alli que la
industria lactea exportadora debe conocer y satisfacer siempre los requisitos especificos
establecidos en otros paises (Andrich, 1994).

Los aditivos comUnmente utilizados en la industria lactea son:
Modificadores/reguladores de textura: emulsificantes, estabilizantes, espesantes,
gelificantes.

Modificadores/intensificadores de sabor y aroma: saborizantes, aromatizantes,
exaltadores, edulcorantes.

Modificadores de color: colorantes, blanqueadores.

Micronutrientes: vitaminas, minerales, aminoacidos, acidos grasos.
Modificadores/reguladores quimicos: acidificantes, alcalinizantes, reguladores de pH,
secuestrantes, enzimas.

Con otra funcionalidad: antiaglomerantes, antiespumantes, dispersantes, humectantes.

5.1 - Almidones y derivados

El uso de los almidones fue creciendo junto al desarrollo de la industria
alimenticia a tal punto que en los procesos en los que hoy se utilizan y los productos que
se consumen serian impensados sin su incorporacion en la formulacion ya que muchas de
las caracteristicas de las presentaciones finales, tales como textura, dureza, brillo y
suavidad, son el resultado de su interaccion con la matriz alimenticia. Ademas, la
tendencia actual de los consumidores a elegir alimentos lo méas naturales posibles y hasta
con un toque “gourmet” hace que dia a dia surjan almidones con propiedades especificas

para satisfacer esa demanda que se vera reflejada en las caracteristicas del producto
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alimenticio al que se afadira y que deberan ser lo mas parecidas posibles a los productos
caseros asociados en cuanto a sabor, sensacion en la boca (mouthfeel) y apariencia. Las
principales materias primas para la obtencion de almidones nativos son la papa, la
tapioca, el maiz y el trigo. Dado que en su forma natural la mayoria resiste mal el
calentamiento prolongado, con un descenso muy marcado de la viscosidad, es que se los
modifica quimicamente, generandose otro tipo de reticulos para que mantengan la
viscosidad a altas temperaturas e incluso mejoren sus propiedades de gel (NSFI, 2008).

La palabra “modificado” hace referencia a una alteraciéon quimica y/o fisica del
almidon con el objeto de mejorar las propiedades reolégicas del alimento al que se agrega
pero no implica un cambio en la estructura de las proteinas tdxicas que pueda contener.
Por lo tanto, los almidones modificados de TACC siguen siendo igualmente dafiinos para
el celiaco, no asi, los de maiz, papa, arroz 0 mandioca. No obstante, siempre existe riesgo
de contaminacion cruzada con almidones de TACC ya que las empresas elaboradoras
procesan distintos tipos de almidones dentro del mismo establecimiento. La ley en Europa
impone que todo aquel alimento que contiene almidones debe indicar ademas, entre
paréntesis, la especie botéanica de la que deriva (Associazione Italiana Celiachia, 2008).

Uno de los almidones mas producidos a nivel mundial para su uso como
modificador de textura es el de maiz, a partir de la molienda de sus granos, el cual es
ademas inocuo para un celiaco. Por otro lado, el almidon de trigo se obtiene
principalmente como producto secundario de la obtenciéon de gluten cuyo mercado
internacional crece diariamente por sus propiedades nutritivas y tecnoldgicas. De esta
manera, el proceso comienza a partir de harinas de trigo de bajo grado de extraccion, en
lugar del grano entero. Se hace una masa con harina y agua, con lo cual el gluten del trigo
se hidrata y forma una masa muy cohesiva, que tendera a unirse consigo mismo,
permaneciendo en piezas grandes. Una vez formada la masa, se lava el gluten, y el
almidén arrastrado por el agua se separa mediante cribas y se seca. Otros procesos
alternativos incluyen centrifugados (en ciclones) de la mezcla liquida de harina y gluten
para separarlos por diferencia de densidades, y luego secarlos. La produccion de almidén
de maiz da granos de tipo A (lenticulares, pequefios y esféricos) mientras que la de
almidon de trigo da granos de tipo B (pequefios y lesionados), lo que determina diferencia
de calidad y precios de los mismos para sus usos especificos (Ellis y col., 1998a).

La produccion mundial de trigo en 2001 fue de 600 millones de toneladas. El
crecimiento de la industria del gluten y del almidon de trigo hizo que, por ejemplo, en
2000, 8 millones de toneladas de trigo se destinaran a la produccion de 4 millones de

S7



Gpitulo 2

toneladas de almiddn de trigo. Sin embargo, obtener almidén de trigo totalmente exento
de proteinas es casi un imposible ya que se sabe que en los procesos normalmente
utilizados para la obtencion de gluten, la hidratacion es una parte necesaria del mismo que
produce fuerzas de cohesion muy potentes entre las unidades de gluten en si y con el
almidon (interacciones hidrofébicas), lo que dificulta la separacion final. Este hecho se
acentGa con el envejecimiento de la harina de la cual se parte. Segun el proceso de
obtencion del almidén de trigo, la concentracion de proteinas en el producto final puede
oscilar desde 0,6 y 4,0% (Van Der Borght y col., 2005). Sin embargo, en lItalia, pais de
alto consumo de hidratos de carbonos (pastas, pizzas), se expende almidén de trigo apto
para celiaco, al cual se le ha eliminado el gluten a menos de 20 ppm gracias al avance de
los procesos de refinado del espesante y estan autorizados por el Ministerio de Salud
(Associazione Italiana Celiachia, 2008) .

La principal fuente de incorporacién de gluten de TACC en un producto lacteo,
seria el almidon de trigo, puesto que no se lo puede eliminar totalmente de él, o algun tipo

de almidon que haya sufrido una contaminacion cruzada con trigo.

5.2 - Inulina'y FOS (fructoligosacaridos)

La incorporacién de fibra alimentaria a los alimentos estd contemplada en el
capitulo XVII: Alimentos de Régimen o dietéticos, del CAA (articulos: 1385 y 1386) y
comprende polisacaridos no almiddn, pectinas, almidon resistente, inulina, oligofructosa,
polidextrosa, maltodextrinas resistentes, fructooligosacaridos (FOS),
galactooligosacaridos (GOS) y transgalactooligosacaridos (TOS) (ANMAT, 2012¢).

La forma comercial de inulina y FOS se extrae de las raices de la achicoria
(Cichorium intybus), que contiene entre 15-20% de inulina y 5-10% de FOS, pero
también se pueden obtener sintéticamente a partir del azlcar. Sin embargo, en la
naturaleza existen otras fuentes vegetales de inulina y de FOS que son la cebolla, la

banana, ajo y trigo (Niness, 1999; Kip y col., 2006; Tarrega y Costell, 2006).

5.3 - Cultivos microbianos y enzimas liofilizados o micro-encapsulados

Existen varias formas de producir fermentos de bacterias lacticas para su
utilizacion en la industria lactea. Una de las maneras de obtener fermentos liofilizados es
realizar una incubacion de los cultivos bacterianos en caldos apropiados para producir
biomasa. Luego, ésta se centrifuga, se lava y resuspende en un medio de proteccién (crio-
protector) formulado especialmente para cada tipo de microorganismo, para reducir la
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pérdida de viabilidad (por dafio estructural y fisioldgico), como consecuencia del proceso
de liofilizacion. Estas sustancias protegen al pellet bacteriano antes de congelarlo e
incluyen leche descremada, suero equino, mezclas de suero, extracto de levadura,
peptonas, polioles (glicerol), aminoacidos y azUcares (lactosa, glucosa, sacarosa),
mejorandose el efecto protector de la leche por el agregado de solutos tales como &cido
ascorbico, tiourea o glutamato de sodio (Damario, 2011). El extracto de levadura esta
prohibido en la alimentacién de un celiaco pues puede contener restos de cebada del
sustrato de origen y, de esta manera, si es utilizado como agente crio-protector de cultivos
liofilizados, deberia estar indicado en el rétulo del envase de las cepas.

En los ultimos tiempos, la técnica de micro-encapsulacion de sustancias y/o
microorganismos para un determinado uso en la industria alimenticia, viene siendo una
practica que ha dado origen a muchos trabajos de investigacion respecto de la
performance de la técnica en si y de los diferentes polimeros utilizados para tal fin. Asi
por ejemplo, se han hecho estudios para microencapsular enzimas para una potencial
aplicacion en la maduracion acelerada de quesos, con matrices formadas por mezclas de
alginatos y otros polimeros, como ser, almidones y poli-L-lisina (Anjani y col., 2007). La
microencapsulacién de microorganismos, al ser introducidos en una matriz o sistema de
pared, tiene como objetivo mejorar su viabilidad (conservacion) y protegerlos de otros
compuestos presentes en un alimento. Especificamente, la de bacterias probioticas por
secado spray, no sélo las conserva sino también mejora su posterior distribucion selectiva
en el tracto intestinal, vehiculizadas por un alimento. Asi varios “carriers” han sido
ensayados, a escala piloto, a saber: leche descremada, leche descremada mas almidon y
leche descremada més suero en polvo (Paez, 2011). Otros materiales han sido reportados
también como vehiculos de micro-encapsulacion; estos son: aceites hidrogenados, ceras,
maltodextrinas y gomas. Todos proporcionan una encapsulacién uniforme (Caicedo
Cipagauta, 2010). La industrializacion de esta técnica con el objeto de preservar
sustancias y microorganismos para su uso posterior en la industria alimenticia, posibilita
la utilizacion de distintas matrices, entre las que los almidones de diferente naturaleza
pueden ser utilizados. EI CAA, en el capitulo XVI: Correctivos y Coadyuvantes (articulo
1262), establece que “las enzimas o fermentos deberan presentarse en perfecto estado de

conservacion, libres de cualquier sustancia toxica y de gérmenes patdgenos; adicionados

0 no de un vehiculo apto para la alimentacion (azucares, cloruro de sodio) u otro

previamente autorizado por la autoridad sanitaria nacional” (ANMAT, 2012f).
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5.4 - Leche en polvo (como ingrediente)

Para requeson y algunos quesos como ser: Mozzarella, Goya, Prato, Tilsit, Tandil,
Tybo, Danbo, Pategrés sdndwich, Azul, Cottage, el CAA permite el agregado de leche en
polvo como ingrediente optativo. Debido a que la misma es un producto que puede
expenderse a granel y en el cual se han detectado adulteraciones, el mismo deberia tener
un certificado adjunto de “libre de gluten de TACC” para asegurar su inocuidad para un
celiaco. Es importante destacar que existe la posibilidad de contaminacién cruzada de
leche en polvo con almidones, si se comparten lineas con la produccién de formulas
infantiles que admiten almidones. En este caso, la implementacion de BPM es un recurso

importante a la hora de controlar eventos no deseados en la temética (Westergaard, 2004).

5.5 - Fermentos de Penicillium rogqueforti

Como se comentO oportunamente en este trabajo, hasta el afio 2000 el queso
Gorgonzola en Italia era considerado no apto para celiacos ya que el hongo empleado en
la elaboraciéon (Penicillium roqueforti) era previamente cultivado y desarrollado sobre
pan. Estudios llevados a cabo en ese pais demostraron que la presencia de restos de gluten
de TACC en dicho queso, cuando sufre una contaminacion cruzada por aporte de dicho
fermento, estd muy por debajo de la cantidad méxima permitida de prolaminas toxicas en
la UE en un alimento para ser declarado exento de gluten (< 20 ppm de gluten). Sin
embargo, a pesar de estos resultados, las industrias elaboradoras de cultivos microbianos
iniciadores y secundarios, igualmente buscaron desarrollar nuevos medios de cultivo en
base a cereales atoxicos para los celiacos como ser: arroz, maiz o papa, para el desarrollo
de las esporas de hongos utilizados en la maduracion de quesos azules, lograndose
patentar varias formulaciones aptas para su uso en la industria lactea (Mogna y col., 2007,
Mora y Pintus, 2008). No obstante, ante la duda o ausencia de certificacion que garantice
la ausencia de gluten de TACC en los fermentos secundarios fangicos, se debe realizar un

control de calidad de los mismos.

5.6 - Jarabes de glucosa y maltodextrinas
Estos productos se obtienen de la hidrdlisis de almidones. Como los almidones
son polimeros de glucosa, el grado de hidrolisis de los mismos determina los compuestos

a obtener: maltodextrinas, maltosa, dextrosa, jarabe de glucosa, etc. Todos estos azlcares
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entran en la composicion de muchos alimentos, bebidas y helados (Associazione Italiana
Celiachia, 2008).

La UE, en 2007, a través de la Directiva 2007/68/CE (anexo Il bis), excluyé del
listado de ingredientes y sustancias alimentarias alergénicas ciertos productos derivados
de cereales con gluten por considerar que el proceso de obtencion de los mismos
garantiza la ausencia de péptidos toxicos para los celiacos, teniendo en cuenta el limite
determinado por la European Food Safety Authority (EFSA) para las materias primas de
los cuales derivan. Estos ingredientes son (Diario Oficial de la Union Europea, 2007):

1 - Jarabes de glucosa a base de trigo, incluida la dextrosa,
2 - Maltodextrinas a base de trigo,

3 - Jarabes de glucosa a base de cebada,

4 - Cereales utilizados en destilados para licores.

No obstante, la Directiva da a entender que, para jarabes de glucosa a base de trigo
(incluida la dextrosa), utilizados como edulcorantes, y para maltodextrinas a base de
trigo, ademas de cualquier producto derivado, la exclusion se admite siempre y cuando
“sea improbable” un aumento de la toxicidad de la sustancia para los estandares de
aceptacion prefijados en el Codex Alimentarius. Probablemente esto derive de un estudio
realizado por la misma EFSA, en 2004, quien revel6 que maltodextrinas provenientes de
almidon de trigo contenian entre 1 y 40 ppm de gliadinas residuales, analizadas por
espectrometria de masas y por ELISA. Tradicionalmente las maltodextrinas, utilizadas en
alimentacion como humectantes, espesantes, ligantes y estabilizantes, se obtenian
exclusivamente por hidroélisis del almidon de maiz. Hoy se produce también a partir de
otros polisacéaridos como ser el almidén de trigo, centeno, platano y yuca (EFSA, 2004).

De usarse estos aditivos en productos lacteos, los mismos deberian ser expendidos
con certificado de aptitud o bien ser previamente controlados, antes de su uso, para

corroborar ausencia de gluten de TACC.

5.7 - Colorante caramelo

Existen cuatro variedades de colorante caramelo denominados I, I1, 111 'y 1V, segin
sea el proceso de obtencion del cual deriven. Todos se obtienen por tratamiento térmico
(caramelizacion) de carbohidratos, entre los que se encuentran azucar invertido, sacarosa,
jarabe de glucosa y dextrosa. Un posible aporte de gluten de TACC por parte de colorante
caramelo que condicione su uso en la industria lactea, solo se justificaria por transferencia

del mismo con la materia prima utilizada, como ser jarabe de glucosa o dextrosa que a su
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vez provenga de un almidon contaminado con trigo. No obstante, no se evidencian
estudios que cuestionen la inocuidad de este colorante (intolerancia y/o alergenicidad)
(EFSA, 2011). EI CAA, en el capitulo XVI: Correctivos y Coadyuvantes (articulo 1324),
admite el uso de los cuatro tipos de colorante caramelo siempre que provengan de las
materias primas antes citadas. Los colorantes normalmente se comercializan disueltos en
diferentes solventes. El articulo 1326 expresa algo a tener en cuenta: “Se admiten los
siguientes diluyentes cuya presencia debe encontrarse permitida en los alimentos para los
cuales se destinan los colorantes referidos: aceites y/o grasas comestibles, agua, alginatos,
almidones, azlcar, cera de abejas, cloruro de sodio, dextrinas, dextrosa, etanol, féculas,
gelatinas, glicerol, lactosa, parafina solida, pectinas, propilenglicol y sorbitol”. Ademas

n

aclara que: “Estos productos se rotularan: "...en ... al...", llenando los espacios en blanco
con el nombre del colorante (0 los nombres en el caso de mezclas), el diluyente y la
concentracion del colorante (no menor al 60% p/p), respectivamente (ANMAT, 2012f).
Esto significa que en la formulacion de un producto lacteo que lleve este colorante, es
importante revisar qué diluyente (vehiculo) acompafia al mismo puesto que, en su
presentacion en polvo, puede estar soportado en féculas y almidones, como se indica en el

CAA.

5.8 - Aromatizantes/saborizantes

Si bien no hay pruebas directas de que algin aromatizante/saborizante pueda ser
perjudicial para un celiaco, si es importante saber que el CAA, en el capitulo XVIII:
Aditivos Alimentarios (articulo 1400), permite el uso como diluyente/vehiculo de los

mismos a dextrinas, dextrosas y maltodextrinas (ANMAT, 2012g).

5.9 - Gelatina y glutamatos

La UE reglamentd en 2004 la produccion de gelatina grado alimenticio,
admitiendo en su elaboracion solo huesos animales, piel de rumiantes de cria, tendones y
ligamentos de éstos y piel y espinas de pescados, adjuntando ademas los lineamientos
para su elaboracion. Por lo tanto, por su origen de producto naturalmente libre de gluten
es apto para celiacos pero no queda exento de una eventual contaminacion cruzada
(Associazione Italiana Celiachia, 2008).

Las sales del &cido glutdmico son utilizadas en la industria alimentaria como
exaltadores del sabor. Este &cido se obtiene industrialmente por fermentacion bacteriana

de un sustrato constituido por azucares, melazas o almidones. El producto final se separa
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por filtracion y se somete a una serie de purificaciones y sucesivas cristalizaciones hasta
obtener un polvo blanco. El proceso excluye la posible presencia de gluten en el producto

terminado (Associazione Italiana Celiachia, 2008).

6 - Usos especificos de almidones y derivados en la industria lactea argentina

En el capitulo VIII del CAA (Alimentos L&cteos) se indica especificamente en qué
productos se podra agregar almidones nativos y/o modificados como gelificantes, para
algunos casos, y espesante/estabilizante, para otros, segun sea la viscosidad deseada en el
producto terminado. Un listado extenso de otros modificadores de textura esti también
detallado entre los que se encuentran: carragenatos iota y kappa, alginatos, agar, pectinas
y gelatina que se obtienen de algas, cascaras de frutas, huesos y cueros, en cuyo caso, la
presencia de gluten de TACC, por naturaleza y proceso productivo, es practicamente
improbable. Ademas aclara que de utilizarse ingredientes opcionales que no formen parte
de la base lactea, excepto el agua, solos o combinados, no deberan superar el 30% (m/m)

del producto final y los almidones o almidones modificados no deberan superar diferentes

limites de acuerdo al producto que se trate, gue varian entre 0,5 a 3% (m/m). Actualmente

el CAA no exige indicar el nombre de la especie botanica de la cual provienen los
almidones nativos y/o modificados en el listado de ingredientes del rétulo. Sin embargo,
algunas empresas lo hacen, lo cual es de gran ayuda para el celiaco a la hora de elegir un
producto adecuado a su dieta (ANMAT, 2012a).

Para hacer una comparacion del uso de almidones y/o féculas en la industria
carnica, en el capitulo VI del CAA, dedicado a productos carneos y afines (articulo 323),
se autoriza el uso de sustancias amilaceas en chacinados (salchichas crudas o cocidas,
hamburguesas, fiambres crudos o cocidos, etc.) en las siguientes concentraciones
(ANMAT, 2012b):

— chacinados frescos: maximo 5%;
— chacinados secos: maximo 3%;
— chacinados cocidos: maximo 10 %.

Esto demuestra que en la industria carnica el uso de sustancias amilaceas no sélo
estd permitido sino que es casi generalizado, a excepcion de algunos productos para los

cuales se prohibe expresamente su utilizacion con deteccion negativa de almidon.
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6.1 - Productos lacteos que admiten almidones y/o derivados

Segln nuestro CAA, para la industria l&ctea, la incorporacion expresa de
almidones nativos y/o modificados como modificadores de textura y de otros ingredientes
derivados del procesamiento de almidones (edulcorantes, colorantes), esta acotada a los

siguientes productos:

a) Leches fermentadas:

En el articulo 576 del CAA, se define como leches fermentadas a: yogur, leche
cultivada, leche acidofila, kefir, kumys y cuajada, para los que se admiten el agregado de
ingredientes opcionales no lacteos, entre los que se encuentran maltodextrinas, almidones
y/o almidones modificados en una concentracion que no supere el 1 % (m/m) en el
producto final. Se afiaden con el objeto de retener el agua liberada por retraccion del
coagulo &cido y proporcionar textura cremosa o gelificada (en yogur firme). Asimismo, se
permite el agregado de las cuatro variedades de colorante caramelo, entre otros, de
aromatizantes/saborizantes permitidos y de gllcidos autorizados como endulzantes
(Andrich, 1994; ANMAT 2012a).

En el caso del kefir y del kumys, en su elaboracion se utilizan “granos de kefir”.
En relacion a este producto, existen trabajos documentados que describen el desarrollo de
una bebida sustituta a base de suero y saborizantes, fermentada con granulos de kefir

soportados en gluten o materiales celulésicos (Athanasiadis y col., 2004).

b) Dulce de leche:

En su articulo 592, el CAA declara que el dulce de leche puede contener como
ingrediente opcional almidon o almidones modificados en una proporcion no superior a
0,5 g/ 100 ml de leche y la sacarosa puede ser sustituida por mono y disacaridos en un
méaximo de 40% (m/m). El dulce de leche heladero admite colorante caramelo (ANMAT,
2012a).

¢) Quesos:

= De muy alta humedad procesados térmicamente:

El CAA, en el articulo 622, define al queso cremoso como queso de alta y muy

alta humedad que contiene un minimo de 50% de materia grasa en base seca y no admite
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para su elaboracion el agregado de almidones, por lo tanto, su deteccion en el producto
indicaria un fraude o adulteracion. Sin embargo si permite el agregado de almidones
modificados, como espesante/estabilizante, en quesos de muy alta humedad tratados
térmicamente, es decir, aquellos quesos procesados a altas temperaturas que se obtienen
por mezcla de uno o varios quesos, y que en su elaboracion puede agregarse ademas otros
aditivos. Incluye a quesos cremosos procesados, quesos fundidos o reelaborados y quesos
para untar. En este caso, la adicién de almidones u otros espesantes/estabilizantes permite
aumentar la retencion de agua (controlar la sinéresis), lograr texturas especiales y
contribuir a mantener la consistencia semisolida en caliente sin limitar el poder de
cobertura (Andrich, 1994; INTI, 2011). Al respecto, el Reglamento Técnico Mercosur de
Identidad y Calidad de Queso Procesado Fundido o Procesado Pasteurizado y Queso
Procesado Fundido sometido a tratamiento térmico de UAT (Mercosur/GMC/Res.

N° 134/96) especifica que en ese tipo de quesos, la concentracion de almidones o

almidones modificados no superara el 3% (m/m) en el producto final (ANMAT, 2012a).

= Quesos fundidos o procesados en polvo:

Son los quesos obtenidos por fusion y deshidratacion de la mezcla de una 0 méas
variedades de queso, que se utilizan generalmente como ingredientes de otros alimentos
procesados. EI Reglamento Técnico Mercosur de Identidad y Calidad de Queso en Polvo
(Mercosur/GMC/Res. N° 136/96), incorporado al CAA, permite la adicion de almidones o
almidones modificados, no superando el 3% (m/m) en el producto final. Es importante
considerar que los quesos en polvo no son quesos rallados, en los cuales no se admite el
agregado de almidones (ANMAT, 2012a).

d) Polvos o mezclas para preparar postres o postres helados:

Son los productos en forma pulverulenta y que por dispersion en agua y/o leche,
con o sin el agregado de edulcorantes nutritivos, huevos o yema, permiten la obtencion de
las preparaciones correspondientes (flan, postre-cremoso, helados). Pueden estar hechos a
base de harinas, almidones, féculas o sus mezclas y, en el caso de polvos para preparar
helados, llevaran almidones, féculas o sus mezclas y dextrinas. Admiten dextrosa y jarabe
de glucosa o sus mezclas como edulcorantes y colorante caramelo, entre otros aditivos.
Estos productos no estan incluidos en el capitulo VIII, del CAA, de alimentos lacteos, si

no, en el capitulo X: Alimentos Azucarados (articulos 818 y 818bis, CAA). Ademas no
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suelen ser alimentos elaborados en una industria lactea. Se los considera aqui por
contener en su composicion ingredientes lacteos como ser: leche en polvo, crema en
polvo y caseinatos (ANMAT, 2012c).

e) Postres lacteos:

El Codex General Standard for Food Additives (GSFA) es la parte del Codex
Alimentarius que reglamenta los aditivos alimentarios. La categoria de alimentos 01.7
incluye a los postres lacteos, a los que define como alimentos a base de leche listo para su
consumo y mezclas para postres, aromatizados. En esta categoria ingresan: budines,
yogur aromatizado o con fruta, dulces y golosinas lacteas congeladas y rellenos a base de
leche, helados, mousses, dulce de leche y dulces a base de leches tradicionales, tipicos de
algunos paises de Asia como el khoa (dulce de leche de vaca o bufala concentrada
mediante coccién), el chhena (dulce de leche de vaca o bdfala coaguladas mediante
coccion y agregado de &cido citrico, malico o lactico) y otros productos como peda,
burfee, torta de leche, gulab jamun, rasgulla, rasmalai y basundi (estos dltimos
originarios de India). Para estos productos se indican los ingredientes autorizados
(espesantes, colorantes, edulcorantes, saborizantes, exaltadores de sabor), dentro de los
cuales, algunos pueden no ser aptos para formular lacteos para celiacos. A saber:
almidones tratados con enzimas, almidones modificados, agar, gelatina, colorante
caramelo tipo I, polidextrosas, dextrinas de almidon tostado y glutamatos. No figura en el
listado de ingredientes para postres lacteos el jarabe de glucosa pero si los jarabes de
maltitol, poliglicitol y sorbitol, que normalmente se sintetizan a partir del jarabe de
glucosa, proveniente de la hidrdlisis de almidones (Codex Alimentarius, 2011).

Los postres lacteos (tipo caseros) tales como flanes y budines utilizan huevos o
bases almidonosas como gelificantes. En su elaboracion industrial se ha reemplazado
totalmente el huevo y, en forma parcial, el almidon, comercializdndose listos para
consumir. Se usan carragenatos tipo iota y kappa por su poder de interaccion con las
proteinas lacteas y para budines se sigue usando almidones (especialmente, de maiz tipo
“waxy”) al 1,5-2,5% el cual debe ser seleccionado de modo tal de minimizar la sinéresis
(Andrich, 1994; Alais, 2003).

6.2 - Productos lacteos (o de base lactea) observables
Para los siguientes productos, queda indicado en los articulos del CAA en que los

mencionan, el uso de modificadores de texturas, edulcorantes y colorantes, todos
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permitidos, pero sin hacer alusion directa al uso de almidones nativos y/o modificados.
No obstante varias marcas comerciales incluyen almidones modificados en este tipo de
alimentos, declarandolos en sus rotulos. El uso de maltodextrinas es frecuente, sobre todo
en leche en polvo y leche UAT modificadas para fines especificos.

a) Leches saborizadas y/o aromatizadas:

Tanto para leches aromatizadas y/o saborizadas como para leche chocolatada
(articulos 562bis y 562tris, respectivamente), el CAA admite el agregado de espesantes
y/o estabilizantes en una proporcion no mayor a 5,0 g/kg (m/m), de edulcorantes y
colorantes autorizados. Aclara que, una vez elaborados, no deben contener menos de
90%, ni menos del 85% de leche o leche reconstituida, para leches saborizadas y/o
aromatizadas y para leche chocolatada, respectivamente (entera, descremada o
parcialmente descremada) (ANMAT, 2012a).

b) Productos para lactantes y nifios de corta edad:

En el capitulo XVII del CAA: Alimentos de régimen o dietéticos (articulos 1344,
1346, 1346 bis, 1347 bis, 1353 y 1359), estan reglamentados los alimentos para lactantes
y nifios en la primera infancia que incluyen: leches maternizadas, leches modificadas,
harinas dietéticas y preparados en base a vegetales, carne, higado, huevos, frutas, que
puedan presentarse en forma de pasta, polvo o puré. Las empresas involucradas en su
elaboracion deben tener la Direccion Técnica de un profesional universitario autorizado,
como asi también un estricto control de las materias primas, productos en proceso y
productos terminados. EI CAA exige que para la fabricacion de cada tipo de alimento
para lactantes y nifios en primera infancia se sigan las normas establecidas para su
equivalente codificado, excepto las modificaciones introducidas inherentes a su caracter
dietético o de régimen y en lo particular a las que en cada caso se exijan, adecuandose los
ingredientes utilizados a la edad del nifio para el cual se formulan. De alli que admita el
empleo de los aditivos autorizados para los alimentos correspondientes ya definidos en el
CAA en las cantidades maximas establecidas, salvo en las excepciones previstas. Aclara
que las harinas dietéticas deben tener como destino adaptar la alimentacion del lactante a
la de primera infancia y acepta como ingredientes de las mismas harinas de cereales o
legumbres, materias amilaceas o sus derivados (dextrinas, maltosa, etc.), con el agregado
de otros alimentos como leche en polvo, huevo en polvo, grasas alimenticias, glucidos,

minerales, vitaminas, proteinas y sometidos a tratamientos especiales para hacerlas mas
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digeribles (ANMAT, 2012¢). En todo caso, ante la adquisicion de un producto de este
tipo, debera leerse estrictamente la composicion declarada en el rétulo, constatandose la
declaracion de libre de gluten y, ante la duda y previo al consumo, consultar al
profesional de la salud correspondiente.

7 - Buenas practicas de manufactura (BPM) y prevencion de contaminacion cruzada

Todas las estrategias puestas en juego en una industria lactea para determinar
fuentes potenciales de gluten de TACC y establecer controles apropiados para prevenir su
introduccion en un producto lacteo libre de gluten (PLLG), deben estar enmarcadas
dentro de un plan estratégico de la empresa. En el contexto de una industria lactea,
contaminacion cruzada es el proceso mediante el cual un PLLG pierde ese status debido a
gue entra en contacto con una sustancia, 0 mezcla de ellas, que no es libre de gluten,
pudiendo ocasionar sintomas severos en personas celiacas al consumir el producto. De
esta manera, documentar y validar Buenas Practicas de Manufactura (BPM) resulta
fundamental para que la elaboraciéon de un PLLG origine un alimento inocuo (Deibel y
col., 1997; ANMAT, 2012j).

Si una industria lactea decide encaminarse a la certificacién de sus productos
como “libre de gluten”, previo a la planificacion de la gestion, es conveniente que realice
un estado de situacién, por ejemplo, enviando los alimentos lacteos que desea rotular
como exentos de gluten, a un laboratorio acreditado en el andlisis de modo tal de tener
una vision del grado de contaminacién (o no) con gluten que tienen sus productos y, a
partir de alli, ejecutar las medidas preventivas y ajustes de los procesos que lo ameriten a
fin de eliminar riesgos (La Raiz SA, 2009b).

El establecimiento de un programa de BPM para PLLG implica contar con
procedimientos e instructivos estandarizados y registros de las operaciones que se
realizan en la firma para garantizar y documentar asi las Buenas Practicas. En este
sentido, las medidas preventivas y estrategias de accion estaran siempre orientadas a
minimizar riesgos de contaminacion con gluten ligados a:

e Materias primas (ingredientes) y aditivos,
e Control de procesos y de equipos,
e Instalaciones,

e Envasado y Etiquetado,
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e Higiene,

e Capacitacion del personal.

7.1- Materias primas (ingredientes) y aditivos

Cuando el gluten ingresa a un producto alimenticio a través de ingredientes y/o

aditivos, no solo se contamina el producto sino también la linea de produccion. Los

ingredientes compuestos son los que requieren mayor observacién por ser multi-

componentes y es necesaria siempre una comunicacion y cooperacion fluida con los

proveedores (Deibel y col., 1997; FEPALE, 2012a). Las materias primas utilizadas en la

produccion, manipulacién y transformacién de PLLG no deben contener gluten ni estar

elaboradas a partir de éste. Para tal fin debe asegurarse:

Trabajar s6lo con proveedores que tengan implementado un sistema para prevenir
y controlar la contaminacion con gluten.

Pedir certificado de andlisis que respalde la condicion sin TACC de las materias
primas.

Solicitar notificacion previa de cualquier cambio en las formulaciones de los
proveedores.

En el caso de cambiar de proveedor, es preciso realizarle una auditoria exhaustiva
para evaluar sus medidas de control y andlisis como garantia de que la materia
prima es libre de gluten.

Transporte: Nunca deberan ir partidas de producto sin gluten en el mismo
transporte con otras partidas convencionales a no ser que estén perfectamente
cerradas, envasadas, embaladas y etiquetadas.

Trazabilidad: El productor debe disponer de un procedimiento de trazabilidad
donde se detalle la definicion del lote, el sistema de codificacion establecido, los
registros que intervienen en el control y las responsabilidades establecidas. Los
productos deben ser trazables desde el origen de sus materias primas hasta el
cliente al que son expedidos, sin que se produzcan discontinuidades de la
informacidn en la produccion, manipulacion o en el almacenamiento.

Toda preparacion se identificara de manera que, en caso de ser necesario sea

trazable con los ingredientes que la componen.
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Durante el almacenamiento, se debe mantener fehacientemente separados e
identificados los productos con TACC de aquellos sin TACC (ANMAT-
RENAPRA, 2008).

7.2- Control de procesos y de equipos

Como regla general, al elaborar PLLG y productos lacteos con gluten, utilizando

la misma linea de produccion, el producto que contiene gluten debe elaborarse luego del

que no lo contiene para disminuir el riesgo de contaminacion cruzada. En esta instancia,

el riesgo de contaminacion por polvo suspendido es minimo y las instalaciones, ropas y

equipos se encuentran completamente limpios. Este criterio también facilita la

sanitizacion de equipos entre alimentos producidos. Es una buena préctica la

identificacion de utensilios y equipos exclusivos para uso sin TACC con colores
diferentes o sectorizacion efectiva (Deibel y col., 1997; ANMAT-RENAPRA, 2008).

Como recomendaciones generales se pueden indicar:

Proteja adecuadamente las lineas de proceso para evitar contaminacion cruzada
durante las operaciones y al finalizar las mismas. Es importante cubrir las cintas
transportadoras para evitar caidas de material procesado de una a otra. Sistemas de
produccién contenidos, encapsulados, protegidos o0 encerrados y sin
entrecruzamientos son ideales cuando se manipulan PLLG.

Coloque a los equipos de dosificacion que contengan ingredientes con gluten
sistemas de bloqueo automatico cuando en la linea se pase de elaborar un
producto con gluten a otro que no los contendra.

Es fundamental tener bien identificado cada producto alimenticio con su linea de
elaboracion, sobre todo si se utilizan valvulas de tres vias por las que circulan o
intercambian.

La primera cantidad de producto sin gluten que salga de las lineas de produccion
no se considera como tal y se elimina o se comercializa como producto
convencional.

Si se realizan actividades de disefio de nuevos productos especiales sin gluten, se
deben llevar a cabo controles de su seguridad, ademas de estudiar y documentar
adecuadamente los puntos criticos de su proceso de obtencion en el flujograma
(ANMAT, 2012j).

Debe existir un tratamiento preestablecido para los productos no conformes.
Cuando se detecte una contaminacion por gluten de una partida, o lote de producto
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sin gluten dentro de la propia industria, que provoque el no cumplimiento, la
partida debera identificarse fisicamente como “partida contaminada” y abandonar
su ubicacion en la zona de productos sin gluten en el menor tiempo posible. Este
lote deberé pasar inmediatamente a ser tratado como convencional (con gluten) y
registrarse este hecho.

Las herramientas de mantenimiento utilizadas en areas de materias primas y
productos terminados pueden ser fuentes de contaminacion cruzada con gluten si
no se limpian convenientemente. Para evitarlo, se aconseja marcar con colores
diferentes las utilizadas para cada sector (Deibel y col., 1997; ANMAT-
RENAPRA, 2008).

Con respecto al reprocesado, los sistemas de re-alimentacion deberian ser en lo
posible exclusivos de un producto. El reprocesado de alimentos debe ser auditado
periédicamente para asegurar que el mismo es correctamente ejecutado e
identificado (Deibel y col., 1997).

7.3- Instalaciones

Cuando sea posible, deben dedicarse plantas /ambientes/ sistemas / lineas exclusivos

para la elaboracion de productos sin TACC. Caso contrario, se debe trabajar con especial

énfasis en la “separacion fisica” como medio de minimizar la contaminacion cruzada. Se

recomienda:

Las paredes y suelos deben ser disefiados, construidos, acabados y mantenidos
para evitar la acumulacion de suciedad, reducir la condensacion, la aparicion de
moho y facilitar su limpieza.

El movimiento del aire, asociado a la humedad ambiental y las particulas en
suspension, en las salas de elaboracion, es un factor que se debe tener bajo
control. Los sistemas de ventilacion (natural o forzada) deberan ser disefiados y
construidos de tal forma que el aire no fluya desde areas con gluten a areas sin
gluten. A saber: con conductos o extractores edlicos acoplados a mangas,
extraccion localizada mediante campanas, sistemas de filtros acoplados a los
sistemas de ventilacion (ANMAT, 2012j).

Para PLLG, deben utilizarse equipos, platos, moldes, superficies en contacto
directo durante el preparado, separados y debidamente identificados de aquellos
que se utilizan para los productos lacteos que contienen gluten. Si ésto no fuera
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posible, debe existir una limpieza rigurosa y minuciosa de las superficies, previo a
Su uso.

= Monitorear el mantenimiento del equipamiento, el sistema de ventilacion y control
de polvo (ANMAT-RENAPRA, 2008).

7.4- Envasado y Etiquetado

Toda materia prima, ingrediente y producto en proceso que sea alojado en tanques,
tambores o cualquier tipo de contenedor para luego ser agregado a la linea de produccion,
debe estar correctamente identificado y nunca debe ser re-utilizado cuando se destina a un
producto en particular, a menos que haya un protocolo de limpieza aprobado y
documentado que asi lo permita (Deibel y col., 1997).

El etiquetado adecuado de un PLLG es el principal medio para informar al
consumidor acerca de la presencia potencial de gluten. ElI material de envasado de un
PLLG que esté en contacto directo con el alimento deberia ser testeado para asegurar que
no contenga ninguna sustancia téxica para los celiacos, por ejemplo, envases
biodegradables en cuya composicion se encuentren polimeros de celulosa obtenidos de
trigo (ANMAT-RENAPRA, 2008).

7.5- Higiene
La higiene o sanitizacion es un aspecto de suma importancia en todos los
establecimientos elaboradores de alimentos libres de gluten. Para tal fin:

= Debe contarse con Procedimientos Operativos Estandarizados de Saneamiento
(POES) y debe existir un responsable de su implementacion.

= Todo el personal, incluidos los de contratacion temporaria, debe estar entrenado y
sensibilizado en la tematica.

= Los agentes quimicos, mecanicos y métodos de limpieza seleccionados deben ser
los adecuados a las condiciones particulares del establecimiento (limpieza seca o
himeda). Asi por ejemplo, se debe minimizar el uso de aire a presion como
método de limpieza porque favorece la contaminacion con trazas de gluten entre
sectores. En caso de contaminacién de superficies se aconseja removerla con una

solucion de etanol acuoso al 60 % (v/v) (La Raiz SA, 2009a).

= Se debe verificar la higiene de las instalaciones y equipos con sistemas analiticos
de deteccion rapida de trazas de gluten, como ser, las tiras reactivas basadas en la

inmunocromatografia de flujo lateral. Algunos equipos deben ser desarmados y
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limpiados manualmente para luego ser nuevamente ensamblados. Una inspeccién
visual de la correcta limpieza siempre es necesaria (Deibel y col., 1997; ANMAT-
RENAPRA, 2008).

7.6- Capacitacion del personal
Los programas de formacién de personal son las herramientas mas efectivas para
prevenir contaminaciones accidentales con gluten, ya que permiten la toma de conciencia
de los empleados sobre la importancia de la prevencion para la elaboracién de alimentos
seguros. Debe tenerse bien presente que un PLLG puede contaminarse a traves de las
manos, ropas, aire y superficies de trabajo que contenga residuos de gluten. La
capacitacién deberia incluir:
= Conocimiento general sobre la celiaquia y su relacion con la presencia de gluten
en alimentos.
» Procedimientos para el control y la prevencion de la contaminacion con gluten
(lavado de manos, précticas de manipulacién, ropas).
» Documentacion (registros) adecuada en la linea de proceso.
= Todos los empleados del establecimiento, incluso los temporarios, deben recibir
entrenamiento en la tematica. Esta capacitacion debe documentarse.
= El entrenamiento debe realizarse previo al inicio de sus funciones en el
establecimiento y revisar conceptos periddicamente (Deibel y col.,, 1997;
ANMAT-RENAPRA, 2008).

8 - Discusidn

Cuando la EC esta declarada, el paciente debe iniciar una DLG de por vida para lo
cual debe ingerir alimentos naturalmente libres de gluten de TACC (carnes, leche, frutas,
hortalizas y cereales aptos). En caso de consumir alimentos procesados, la verificacion de
la composicidn, con una buena lectura del rétulo, debe transformarse en préactica obligada.
Como limite umbral, para no tener efectos adversos, el celiaco no deberia ingerir por dia
mas de 50 mg de gluten de TACC.

La legislacion internacional no es homogénea en cuanto a la cantidad maxima de
gluten tolerable en un alimento para poder ser rotulado como “exento o libre” del mismo

pues no todos los celiacos son igualmente sensibles a esa cantidad. Parece ser que hasta
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20 mg gluten/kg de producto seria admisible pero existe controversias en UE y USA con
este valor pues se lo considera un limite alto, segun pruebas clinicas. De alli que un valor
de 10 mg gluten/kg de alimento, como tiene nuestro pais, es un limite que da mayor
margen de seguridad al producto alimenticio que se inscribe como apto para celiacos.

Respecto de los productos lacteos aptos, aquellos que no admiten otros
ingredientes que no sean leche, o al menos, alguno cuyo origen garantice la ausencia de
trazas de TACC, pueden ser consumidos en forma segura e incluyen: leche fluida entera,
parcialmente descremada o descremada, pasteurizada (HTST), esterilizada (UAT), leches
concentradas (azucaradas o no), yogur natural, crema, manteca y algunos quesos. A
medida que un producto lacteo, en su proceso de elaboracidn, comienza a incluir mas
ingredientes, mayores son las posibilidades de incorporar una o varias fuentes potenciales
de gluten de TACC.

Hace una década, se cuestionaba el uso del Penicillium roqueforti como cultivo
para la elaboracion de quesos azules pues se obtenia a partir de pan. Un estudio hecho en
Italia revel6 que lo que puede aportar de prolaminas toxicas al producto lacteo final esta
muy por debajo del valor umbral admitido para un alimento libre de gluten. De alli que en
ese pais, los quesos madurados con hongos son considerados aptos y los fermentos de los
mismos ya son fabricados sobre cereales no TACC.

Una atencion especial debe tenerse con las imitaciones de quesos, donde se
reemplazan caseinas y materia grasa por otras proteinas (por ejemplo, de soja), aceites
vegetales y almidones. Estos productos estan ganando mercado pues son mas baratos que
los quesos tradicionales y, organolépticamente, son muy parecidos a éstos. Su uso como
ingrediente de otros alimentos y a nivel de consumo publico crece pero encuentra ciertos
obstaculos por la falta de leyes que los regulen y otorguen una rotulacion clara de los
mismos a fin de evitar confusiones en la poblacion general y, especificamente, en la
poblacidn celiaca, quien necesita de alimentos seguros. No obstante, el CAA, en el
capitulo VIII (Alimentos Lacteos) reglamenta que las fuentes proteicas que se usen como
ingredientes opcionales deben ser solamente de origen lacteo, de modo tal que la
genuinidad del producto quede garantizada.

La reglamentacion nacional alimentaria, permite la adicién de almidones en la
formulacién de algunos lacteos y en cantidades variables, dependiendo del producto, con
un valor maximo del 3% en peso, en el producto final. Sin embargo el CAA no obliga a

rotular un producto lacteo al cual se ha agregado un almidén, con el nombre de la especie
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botanica de la cual deriva. De hacerlo, esto redundaria en una ayuda importante para el
celiaco, preocupado por la aptitud de los alimentos que ingiere.

Respecto del almidon de trigo, resulta imposible eliminar completamente las
gliadinas del mismo y su utilizacion esta prohibida, en muchos paises, en alimentos para
celiacos. No sucede lo mismo con otros aditivos, como ser, jarabe de glucosa, colorante
caramelo o cualquier otro que sea manufacturado con cereales y se consideran aptos para
su uso en la elaboracién de alimentos para celiacos. De todos modos, debe prestarse
siempre atencion a la composicion de estas sustancias pues no siempre son puras, s
decir, se expenden en forma de mezclas. Ademas, es importante conocer los vehiculos,
soportes 0 matrices que acompafan al principio activo a partir de un certificado que,
asimismo, avale su condicion de libre de gluten.

La aplicacion de BPM y POES, en una industria lactea, es fundamental para la
elaboracion de PLLG vy tener asi bajo control el riesgo de contaminacién cruzada con
gluten de TACC. Al respecto, toda sectorizacion fisica de salas donde puedan llegar a
manipularse ingredientes con o sin gluten es vital para evitar su potencial ingreso a
productos para celiacos, como asi también, la proteccién o cubrimiento adecuado de todo
equipo de uso en la linea de produccion tendiente a evitar depdsitos de material en
suspension susceptible de contener gluten de TACC. Si ningun método de sectorizacion
funciona y es alto el peligro de ingreso de gluten por alguna via en la linea de proceso, lo
mas aconsejable es separarla completamente del resto de lineas de produccion.
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1- Requisitos de los métodos de analisis

Dado que el objetivo de los métodos de analisis de gluten de TACC en un

alimento destinado a la alimentacion de un celiaco, es determinar cantidades muy

pequefias (trazas), los mismos deberan satisfacer los siguientes requisitos (Gonzélez y
col., 2007; Wieser y Koehler, 2008):

< Exactitud y amplio alcance = cuantificar lo mas cerca posible al contenido real

de gluten y ser aplicable en todo tipo de alimento producido bajo diferentes

condiciones tecnolégicas;

@ Alta recuperacion analitica = extraer completamente las prolaminas tdxicas

del alimento;

< Sensibilidad = detectar gluten a los valores internacionales propuestos como
seguros, 0 menos, siempre en el orden de las ppm;

@ Selectividad (o especificidad) = detectar exclusivamente gluten toxico;

< Fiabilidad = ser reproducible en distintos laboratorios;

< Bajo costo = optimizar gastos de reactivos y utilizar equipos no costosos;

< Rapidez = posibilitar la realizacion de muchos analisis por dia;

& Validez = estar validado frente a un material de referencia certificado.

2 - Clasificacion de los métodos de analisis

Una forma basica de clasificarlos es la siguiente:

Metodologias para el
analisis de trazas de
gluten en alimentos

<

-

e basadas en la + métodos inmunolégicos
deteccion de proteinas

¢ métodos no inmunoldgicos

e basadas en la
deteccion de ADN
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2.1 -Basados en la deteccion de proteinas
Los métodos basados en la deteccion de proteinas, se dividen en dos grupos:

inmunoldgicos y no inmunoldgicos.

a) Métodos inmunolégicos

La utilizacion de anticuerpos para detectar fracciones tdxicas del gluten
constituye una herramienta eficaz pero ain no estan claramente identificadas todas las
fracciones nocivas implicadas en la enfermedad celiaca. Por lo tanto, obtener
anticuerpos de elevada calidad y especificidad para tal fin sigue siendo un reto para el

desarrollo de los métodos inmunoldgicos (Martin Esteban y col., 2010).

al) Método de ELISA:

Dentro de los métodos inmunoldgicos, el méas clasico y quiza el mas aplicado

para la determinacion de trazas de gluten es el inmunoenzimético ELISA (Enzyme
Linked Inmuno Sorbent Assay). Este se basa en el principio inmunoldgico del
reconocimiento y union de los anticuerpos (AC) a moléculas que reconocen como
extrafias (antigenos). En este caso, el antigeno es el gluten al cual se unen los
anticuerpos reconociendo fragmentos o secuencias especificas de aminoacidos presentes
en el mismo. Es adecuado para el andlisis de rutina por la rapidez de aplicacion y por su
alta sensibilidad, siempre que se encuentre garantizada la integridad de las proteinas a
detectar en el alimento (que no estén desnaturalizadas) y que el anticuerpo utilizado sea
el adecuado. Caso contrario puede dar lugar a falsos negativos. Ademas, pueden
producirse falsos positivos por reaccién con especies quimicas estrechamente
relacionadas. De todos modos, estos métodos son los mas utilizados en la actualidad

para la determinacion de trazas de gluten de TCC (Martin Esteban y col., 2010).

Sistemas de ELISA disponibles para el analisis de gluten:

Los dos sistemas de ELISA mas ensayados y comercializados en formato de Kits

para la deteccion de trazas de gluten de TACC son los del tipo sdndwich y competitivo.

A continuacion se detallan algunas caracteristicas basicas de los mismos.
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Cuadro 1. Comparacién entre ELISA Sandwich y ELISA competitivo

(Thompson y Méndez, 2008; Wieser y Koehler, 2008).

ELISA SANDWICH

ELISA COMPETITIVO

Principio del
método

El antigeno (gluten) queda
“atrapado” entre un AC de
captura fijado (sobre un pocillo
de la placa) y otro AC de
deteccion marcado con una
enzima. Al producirse la unién,
dicha enzima comienza a
catalizar una reaccion
colorimétrica directamente
proporcional a la cantidad de
antigeno presente en la muestra.

Un AC no marcado se inmoviliza
(sobre un pocillo de la placa) y una
cantidad fija y constante de antigeno
(gluten) marcado enzimaticamente se
agrega junto con el antigeno extraido
de la muestra. De esta manera, se
produce una competencia entre ambos
(antigeno de la muestra y antigeno
marcado con enzima) por un ndmero
limitado de sitios de enlace presentes
en el AC fijado. En este caso, a mayor
concentracién de gluten en la muestra,
menor serd la intensidad del color
generado por la reaccién enzimatica
del AC con al antigeno marcado.

Uso

Se aplica cuando la molécula del
antigeno (gluten) es grande, es
decir, tiene una estructura
quimica tal que asegura la
presencia de al menos dos
epitopos, uno para la reaccién
con el AC fijado y otro para el
enlace con el AC marcado
enziméaticamente (AC
conjugado).

Es til para detectar pequefios péptidos
en alimentos que contienen gluten
hidrolizado, cuyas estructuras
quimicas garanticen la presencia de al

menos un epitopo.

Tipo de
alimentos y
aditivos en los

Cualquier tipo de alimento y
aditivo donde el gluten presente
no esté hidrolizado (carnicos,

Todo alimento y aditivo donde el
gluten esté hidrolizado (dextrinas,
maltodextrinas, jarabe de glucosa,

. lacteos, pasteleria, cereales, | almidones modificados, cervezas,
que se aplica el . : ] - .
método harinas, pescados, alimentos | formulas infantiles).
infantiles).

Las figuras 1 y 2 ilustran el sistema de ELISA Sandwich.

reactivo

reaccion
cambio color

unién anticuerpo-gluten

Figura 1. Ensayo inmunoenzimatico ELISA tipo sandwich. El anticuerpo (en azul) se encuentra
adherido al fondo del tubo de reaccion. Cuando se afiade la muestra, las moléculas de gluten (en
negro) se unen al anticuerpo. A continuacion, se incorpora un nuevo anticuerpo unido a una
enzima y al afadir el reactivo final, la enzima cataliza la reaccion de formacion de un producto
coloreado en la mezcla (fuente: Gonzélez y col., 2007).
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Figura 2. Realizacion de un ensayo ELISA sobre placa de 96 pocillos
(fuente: Gonzalez y col., 2007).

Evolucidn histérica de los métodos de analisis por ELISA para la deteccidn de gluten:

Desde sus comienzos, el enzimoinmunoensayo utilizd anticuerpos policlonales.
Estos se producen a partir del suero sanguineo de animales (inmunizacion) y su
produccién no puede estandarizarse. Poseen distinto grado de especificidad y la
probabilidad de reaccién cruzada es mayor ya que se produce una mezcla de anticuerpos
reactivos a distintos sitios antigénicos de la molécula utilizada en la inmunizacion, lo
que aumenta la posibilidad de reaccidn con otras moléculas relacionadas, conduciendo a
resultados falsos positivos. Los anticuerpos monoclonales, desarrollados con
posterioridad, reconocen sélo un epitopo de un antigeno y cualquier hecho que haga
cambiar la estructura del mismo (desnaturalizacion, desdoblamiento, agregacion,
formacion de productos de reaccion de Maillard, etc.) hara que el anticuerpo no lo
reconozca, lo cual aumenta su especificidad, afinidad y disminuye la probabilidad de
reaccidn cruzada con otras sustancias antigénicas. Las caracteristicas fisicas, quimicas e
inmunoldgicas de los anticuerpos monoclonales son constantes e idénticas entre
distintos lotes (Hefle y col., 2006).

Los primeros métodos de ELISA para la deteccion de gluten fueron desarrollados
con anticuerpos policlonales frente al conjunto de prolaminas del trigo. A partir de 1990
comienzan a aparecer sistemas basados en anticuerpos monoclonales que elevaron la
especificidad y sensibilidad de la deteccién. Los que se detallan a continuacion fueron

validados y llevados a formatos de kits (Martin Esteban y col., 2010).
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¢ Sistema de ELISA de Skerritt y Hill (1990)

Se trata de un ELISA sandwich que utiliza un AC monoclonal contra o-gliadinas (que
representan un bajo porcentaje del total de gliadinas) siendo poco sensible a las -
prolaminas correspondientes a cebada y avena. Una ventaja de este método es que los
AC son dirigidos a las w-gliadinas, que son proteinas termoestables por lo que su
extraccion e inmunoreactividad son poco afectadas por la coccion del alimento. De este
modo, esta técnica puede ser aplicada a alimentos calentados, utilizando simplemente
una extraccion con alcohol al 40%. EI método es cultivo-dependiente debido a que hay
diferentes proporciones de w-gliadinas en las distintas variedades, y ain dentro de una
misma variedad. De esta manera, esta metodologia puede sub- o sobreestimar el
contenido de gluten dependiendo de la composicion del producto con respecto al
estandar (material de referencia) utilizado. La sensibilidad oscila entre 20-160 ppm de
gluten, segun lo especificado por los distintos fabricantes de los kits comerciales. El
ELISA de Skerritt y Hill cuenta con estudios colaborativos en los que se evalu6 su
performance en el analisis de trazas de gluten. Uno de ellos, desarrollado en 1991 sobre
una gama de ingredientes y productos alimenticios, entre los que no se encontraban
productos lacteos, arrojé como resultado que el método es cuantitativo para el analisis
de cereales y productos derivados (almidones, harinas, galletas, mezclas para
panificacion libres de gluten) (desviacion estandar relativa y reproducibilidad del 16-
22% y 24-33% respectivamente) pero es semicuantitativo para productos carnicos
procesados (desviacion estandar relativa y reproducibilidad del 26% y 46-56%
respectivamente). La técnica no produjo falsos positivos y los falsos negativos que se
obtuvieron se debieron al uso de un sistema de extraccion “modificado” en alimentos
que contenian taninos. ElI método fue patentado y oportunamente fue adoptado como
Método | por la Association of Analytical Communities (AOAC) para la determinacion
de gluten de trigo en alimentos (Skerritt y col., 1990; Skerritt y col., 1991; Denery-
Papini y col., 1999; Thompson y Méndez, 2008; Wieser y Koehler, 2008).

¢ Sistema de ELISA-R5 (2003)

El grupo de trabajo del Dr. Méndez desarroll6 en el afio 2003, en Espafia, un método

de ELISA sandwich para la determinacion de trazas de gluten de TCC en alimentos
procesados 0 no, térmicamente. En 2006 fue propuesto por la Comision del Codex

Alimentarius como Método Tipo | y adoptado como tal en 2008, luego de haber sido
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probado a través de un estudio colaborativo, organizado por el Working Group on
Prolamin Analysis and Toxicity (WGPAT), en el que participaron 20 laboratorios,
habiéndose analizado 12 muestras diferentes de alimentos con distintas concentraciones
de gliadinas (0-168 ppm) (Codex Alimentarius, 2008; Méndez y col., 2005)°.

El sistema de ELISA creado por este grupo de trabajo, utiliza un AC doble
monoclonal, que denominaron R5, el cual reacciona con el epitopo celiaco-toxico
estable al calor y a la hidrolisis, QQPFP (glutamina, glutamina, prolina, fenilalanina,
prolina), por lo que se puede utilizar para el analisis de alimentos procesados por
temperatura. Este epitopo es de aparicion frecuente y conservada en a, v y o- gliadinas,
hordeinas y secalinas, pero no se encuentra en avena. Se sabe que este sistema de
ELISA detecta también las fracciones QQQFP, LQPFP, QLPFP vy reconoce el
fragmento proteico residual-33 (33-mer), altamente celiaco-tdxico. La ventaja de esta
técnica es su bajo limite de deteccion (3 ppm de gluten), su alta especificidad (no
presenta reaccidén cruzada con maiz, arroz ni avena), su buena reproducibilidad y
repetibilidad. Puede sobrestimar el contenido de prolaminas de cebadas, segun sea el
material de referencia que se utilice en la cuantificacion. En 2011, recibid la
categorizacion de Método de Primera Accion por la AOAC (Valdés y col., 2003,
Thompson y Méndez, 2008; AOAC, 2011).

El método de ELISA-R5 Sandwich dara resultados erréneos por defecto o
directamente falsos negativos si se aplica a alimentos que contienen gluten hidrolizado.
Para solucionar este inconveniente, Méndez y colaboradores, en 2005, desarrollaron un
ELISA-R5 competitivo para el analisis de gluten parcialmente hidrolizado. En su
desarrollo se utilizé por primera vez el material de referencia europeo IRMM-480, el
cual se sometié a un proceso de hidrélisis enziméatica con una mezcla de pepsina y
tripsina para generar un nuevo patron compuesto por los péptidos de las gliadinas,
hordeinas y secalinas del material de referencia original. Se comparé la performance del
nuevo sistema de ELISA frente al ELISA-R5 s&ndwich, obteniéndose con el formato
competitivo recuperaciones del 90-96 %. El método cuenta con validacion interna por
distintas empresas que lo comercializan y fue ensayado fundamentalmente en cervezas
y jarabes obtenidos por hidrolisis de almidones (Méndez Corméan y col., 2006; R-
Biopharm, 2011 a,b).

% En esta ocasion dos empresas desarrollaron cada una un kit comercial de ELISA basado en el AC-R5.
De esta manera se buscé validar el método cuya robustez fue analizada en el estudio colaborativo. La
repetibilidad fue del 13-25%, con un kit, y del 11-22%, en el otro. La reproducibilidad fue del 23-47%, en
uno, y del 25-33% en el otro.
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¢ ELISA especifico contra el péptido 33-mer:

Actualmente existe una tendencia a desarrollar métodos de ELISA para la deteccion
en alimentos de las fracciones peptidicas mas celiaco-tdxicas. Moron y col., en 2008,
desarrollaron los anticuerpos monoclonales especificos Al y G12 contra una de ellas: el
péptido 33-mer. Lo sorprendente del estudio es que estos anticuerpos no solo detectan
péptidos de prolaminas de trigo, cebada y centeno, sino también de avena. Estos no
tienen reactividad cruzada con péptidos no-téxicos y los avances en las investigaciones
posibilitaron crear un sistema de ELISA sandwich y competitivo basado en el
anticuerpo G12 y llevarlo a formato kits, como tal, y al de tiras reactivas (limite de
deteccidn < 3 ppm de gluten). En este proyecto fue de vital importancia la participacion
de una empresa espafiola que no sélo ha fabricado los Kits para su comercializacion sino
que también produjo un sistema de andlisis de gluten de TACC en alimentos, adaptado
para su uso domiciliario (en formato de tiras reactivas), para detectar gluten en un rango
de 10-20 ppm. De esta forma, la poblacién celiaca cuenta con una metodologia analitica
aplicable en sus hogares para controlar la ausencia de gluten en los alimentos que
consume (Mordn y col., 2008b; Comino y col., 2011, Biomedal, 2012).

A modo de sintesis, en el cuadro 2 se detallan las diferencias claves entre el método
de Skerritt y Hill (ELISA w-gliadina), el de Méndez (ELISA-R5) y el de Morén y col.
(ELISA-G12).

Cuadro 2. Comparacion entre los métodos de ELISA tipo sandwich de Skerritt-Hill, el
de Méndez y el de Mord6n y col. para la deteccion y cuantificacion de gluten en
alimentos (Thompson y Méndez, 2008; AOAC, 2011; Biomedal 2012)

Método de . . Método de
Skerritt-Hill Met%dflg;“é%”dez Morén'y col.,
ELISA w-gliadina ELISA G12
Anticuerpo Anticuerpo monoclonal | Anticuerpo
o monoclonal contra la | contra la fraccion QQPFP | monoclonal G12
Especificidad | fraccion o-gliadina del | presente  en  gliadinas | contra el péptido
trigo. (trigo), hordeinas (cebada) | celiaco-toxico  33-
y secalinas (centeno). mer.
Limite de 150 ppm de gluten | 5 ppm de gluten (método
(método oficial N° | tipo I — Codex | LD: 4 ppm de
cuantificacion | 991.19 de la AOAC). | Alimentarius’; método de | gluten.
Primera Accion AOAC)

* La Comision del Codex Alimentarius clasifica los métodos analiticos en tres tipos: Tipo I, 11 y I1I. Los
métodos Tipo | ofrecen el mayor grado de fiabilidad en lo que respecta a la cuantificacion e identificacion
de la estructura del analito. Se denominan, a veces, métodos de referencia (Gonzalez y col., 2007).
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Cuantificacion de
gluten en alimentos

Cuantificacion de gluten en
alimentos tratados y no

Cuantificacion  de
gluten en alimentos

Aplicacion tratados y no tratados | tratados térmicamente. tratados 'y  no
térmicamente. tratados
térmicamente.
Método de Coctel  de extracci_én Coctel de extraccion
Etanol al 40 %. (mezcla de  sustancias | (BES+) (mezcla de
extraccion reductoras y disgregantes). | sustancias reductoras
y disgregantes).
Detecta la fraccion
toxica 33-mer
derivada de trigo,
cebada, centeno vy
avena.
La fraccion w-gliadina | La fraccion QQPFP es | Al ser muy baja la
no se desnaturaliza con | resistente al calor, por lo | presencia de este
el calentamiento, por | que  puede  cuantificar | péptido en avena,
lo que puede | gluten nativo o modificado | puede permitir
cuantificar gluten | térmicamente. ElI método | seleccionar
Fortalezas nativo o modificado | reconoce la fraccion en | cultivares aptos para

térmicamente.
Fue llevado a formato
de kit.

trigo, cebada y centeno.
Fue llevado a formato de
kit.

celiacos.

Fue llevado a
formato de kit y para
uso domiciliario.

La versién en tiras
inmunocromatografi
cas puede anexar
lector Optico para
cuantificacion semi-

automatica de las
mismas.

Subestima el

contenido de

prolaminas de cebada | Puede sobreestimar

en alimentos | prolaminas de cebada en | No tiene aun

) contaminados con este | alimentos ~ contaminados | reconocimiento
Inconvenientes | cereal. con las mismas. No | AOAC.
Mide s6lo la fraccién | cuantifica gluten
o-gliadina,  variable | hidrolizado.

entre 6 — 20% en trigo.
No cuantifica gluten
hidrolizado.

a2) Western Blot o Inmunoblotting:

Este método confirmatorio consta de varias etapas: primero se realiza una

separacion electroforética de las proteinas de la muestra, luego se hace una transferencia

de las mismas con una inmovilizacion sobre membranas sintéticas (blotting), y por

ultimo se realiza la reaccidn con los anticuerpos especificos. Las técnicas de difusion en

gel y la inmunoelectroforesis fueron las primeras en aplicarse para la identificacion de
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proteinas de trigo en alimentos declarados libres de gluten (Wieser y Koehler, 2008).
Por su especificidad, proporciona mas informacion cualitativa y cuantitativa que la
técnica de ELISA en si pero cuenta con la desventaja que requiere de mayor formacion
y especializacion para llevarlo a cabo. Tiene un limite de cuantificacion de 8 ppm de
gluten en alimentos. Existe un sistema semicuantitativo de western blot basado en el
anticuerpo R5, desarrollado para confirmar presencia de gluten intacto o hidrolizado,
con una sensibilidad de 5 — 10 ppm de gluten (Aguirre, 2006; Gonzalez y col., 2007;

Martin Esteban y col., 2010). La figura 3 esquematiza el sistema de western blot.

= . Transferencia Afiadir

— a membrana reactivos

=_ = ¥ Ak
Separacion Incubacién Revelado

electroforética con anticuarpo

Figura 3. Western blot o inmunoblotting (fuente: Gonzélez y col., 2007).

a3)_Inmunocromatografia de flujo lateral (o laminar):

En los dltimos afios se ha incrementado el uso de tiras o varillas
inmunocromatogréaficas para la deteccion de gluten de TCC. Estos dispositivos toman la
base de los ensayos de inmunoblotting, incorporando un medio de inmunomigracion
formado por membranas microporosas de nitrocelulosa o nylon a las que se les da
formato de tiras. Sobre dichas membranas y en distintos sitios se adhieren
inmunorreactivos sobre los que va pasando un fluido en ascenso a alta velocidad que
contiene un extracto de la muestra en analisis (Van Herwijnen, 2006).

Este sistema es de manejo sencillo, muy rapido (en un solo paso) y con bajos
limites de deteccion pero solo brinda informacion de tipo cualitativa por la poca
precision que posee y su mayor utilidad es como método de screening sobre materias

primas y productos poco procesados, sin descartar la posibilidad de aparicién de
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interferencias analiticas cuando se aplica a alimentos de composicion compleja 0 muy
procesados (Martin Esteban y col., 2010).

La amplia difusion de la inmunocromatografia de flujo lateral se debe a las
siguientes razones (Van Herwijnen, 2006):
1 - Por su rapidez de reaccién puede aportar una informacion inmediata en la linea de
produccion respecto de contaminaciones, posibilitando que grandes volUmenes de
alimentos sean mal rotulados.
2 - Puede ser aplicada por personal no calificado sin un entrenamiento exhaustivo mas
que los asociados a las buenas practicas de laboratorio que ameritan su uso adecuado.
3 - Puede aplicarse a muestreos continuos en linea, en las aguas de lavados y efluentes,
en sala de preparacion de aditivos e ingredientes y sobre los equipos (hisopados de
superficies).

4 - Las tiras vienen envasadas individualmente lo que facilita su uso y conservacion.

Componentes de un dispositivo de inmunocromatoqrafia de flujo lateral

Consta de cinco componentes basicos (figura 4):
1.- Filtro de muestra: es de naturaleza similar al papel y su funcion es retener
componentes solidos de la muestra y tamponarla luego del pretratamiento/extraccion.
2.- Almohadilla del conjugado: contiene al AC conjugado (posee unida una enzima) y
marcado con latex, carbén u oro, formando particulas de tamafios que van de 5-200 nm.
3.- Membrana: es el fondo que se distribuye en toda la tira; normalmente es de nylon o
nitrocelulosa pegado a un soporte de polietileno, poliestireno o polipropileno; por sus
microporos asciende por capilaridad la mezcla liquida hasta las zonas de reaccion (linea
test y de control) donde ciertos componentes quedan retenidos dando origen a una
reaccion colorimétrica.
4.- Reservorio (almohadilla o filtro de absorcion): su unica funcion es absorber el
liquido al final de la cromatografia; normalmente se hace en celulosa con alto poder de
absorcion lo que hace que la mezcla siga fluyendo en ascenso por la membrana de
nitrocelulosa.
5.- Lineas de test y de control: tienen adheridos (inmovilizados) los AC de reaccion
sobre la superficie de nitrocelulosa; esto se hace con un equipo especial que dispensa un

volumen preciso por mm?.
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ié.lim de muesira

linea de comnirol

filiro de ahsorcion

Figura 4. Componentes de un dispositivo de inmunocromatografia de flujo lateral en un
paso (fuente: Van Herwijnen, 2006).

Mecanismo de la corrida de una muestra:

Cuando un extracto de la muestra conteniendo el analito fluye ascendiendo por
la tira, primero reacciona con el AC-conjugado formando un complejo que sigue
migrando. Al llegar a la “linea de test” este complejo reacciona con otro anticuerpo
inmovilizado, el cual, normalmente no compite con el mismo epitopo que el AC-
conjugado ni por epitopos vecinos. Este AC captura el complejo y da una reaccién de
color proporcional a la cantidad de analito en la muestra.

Para asegurar que el proceso de migracién culminé en la forma prevista, existe
una “linea de control” que tiene inmovilizado un AC anti-AC-conjugado; cuando el
remanente de extracto migra hasta esa zona, se produce una nueva captura del AC-
conjugado pero esta vez por un AC contra el mismo inmovilizado en esa zona,
generandose otra reaccion de color diferente a la de la “linea de test”. La figura 5
ejemplifica una tira reactiva donde se efectia la siembra del antigeno (gluten) y el
resultado que se obtiene al final de la corrida inmunocromatografica, en este caso, con

resultado positivo.
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Figura 5. Esquematizacion simbolica de los elementos de una tira
inmunocromatografica “sembrada” y del resultado obtenido (positivo) por reaccion
antigeno-anticuerpo, luego de la corrida. (fuente: Alonso y col., 2005)

Macroscopicamente, los resultados cualitativos que se obtienen son (figura 6):
e Resultado positivo: dos lineas coloreadas visibles de distinto tono;
¢ Resultado negativo: solo la linea control queda visiblemente coloreada;
¢ Resultado invalido: ambas lineas no se hacen visibles o s6lo aparece la linea de test

(linea de la muestra) visible.
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Figura 6. Resultados que se pueden obtener en una cromatografia de flujo lateral
en un paso (fuente: Van Herwijnen, 2006).

Limites de deteccion de los métodos inmunolégicos para el analisis de trazas de
gluten

A modo referencial se presenta en la siguiente tabla los limites de deteccion y
cuantificacion de los métodos inmunolégicos basados en el analisis de proteinas, para la
determinacion de trazas de gluten:

Tabla 1. Limites de deteccion de los métodos inmunolégicos de gluten
(Martin Esteban y col., 2010)

Meétodos de deteccion Limite de deteccion Limite de
de gluten (ppm de gluten) cuantificacion
(ppm de gluten)

ELISA Sandwich

(anticuerpo- R5) 30 >0
Otros ELISA Sandwich i 3.0-10,0

con otros anticuerpos
. firas 2,040 :
inmunocromatograficas
Western Blot - 8,0

b) Métodos no inmunoldgicos

Comprenden varias metodologias de analisis de proteinas, entre ellas:
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e Espectrometria de masas MALDI-TOF (Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization-
Time of Flight): consiste en una ionizacion de la muestra por medio de laser y la
deteccion de los iones con un detector de masas.

e Cromatografia de liquidos-espectrometria de masas, cuyas aplicaciones en la
separacion, deteccién y cuantificacion de péptidos y proteinas de una matriz alimenticia
han encontrado un adecuado nivel de adaptacion para el anélisis de gluten de TACC.

Ambos métodos cuentan con la ventaja que no utilizan anticuerpos especificos
frente a prolaminas toxicas y se basan en la comparacion de los perfiles de las proteinas
extraidas del alimento contra los perfiles caracteristicos (espectros de masas) de las
prolaminas extraidas de los estandares de cereales. En este caso, los equipos utilizados
son costosos y no cualquier laboratorio puede acceder a ellos, siendo compleja la
elaboracion de bibliotecas de espectros y la calibracion de los mismos. La metodologia
de MALDI-TOF, por ejemplo, es incompatible con algunos ingredientes alimentarios.
Los métodos no inmunoldgicos sélo justifican su ejecucion cuando es necesario
confirmar los resultados de un ELISA (Aguirre, 2006; Gonzalez y col., 2007; Martin
Esteban y col., 2010).

La figura 7 muestra los espectros de masas MALDI-TOF de un estandar de

gliadinas y de un producto contaminado con trigo.

Perfil tipico de
gliadinas de trigo
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1 | \ Europeo
- | £ 38.635
2 i i { ’(
- 19.307 ! ,L (.\J '\U A' 41.796

PR e i s g S ! R -
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100 21454
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£ 1h‘{ ‘l ' | /‘A ‘
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18.000 V2 T
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Figura 7. Ejemplo de espectros de masas MALDI-TOF aplicado al andlisis de gliadinas en
alimentos. El de arriba corresponde a un material de referencia europeo de gliadinas y, el de
abajo, es el correspondiente a un alimento contaminado con trigo. Los picos de mayor altura
corresponden a las gliadinas del trigo (fuente: Gonzalez y col., 2007).
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2.2 -Basados en la deteccion de ADN

Existen técnicas de Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR: del inglés:
Polymerase Chain Reaction) desarrolladas para detectar ADN intacto, 0 pequefias
porciones, implicado en la codificacion de gluten de TACC. Cuando un alimento que
contiene gluten ha sido procesado o tratado fisicoquimicamente, puede producirse la
desnaturalizacion o degradacion del mismo, por lo que su deteccion directa puede verse
afectada. Por el contrario, si bien el ADN puede sufrir fragmentaciones durante el
procesado del alimento, las mismas pueden igualmente ser detectadas, salvo
degradaciones muy extensas en las cuales, si la porcion de ADN es muy pequefia, el
tamafio del fragmento amplificado no dara un resultado adecuado. Es importante
considerar que en estas metodologias sélo se detecta el ADN que codifica proteinas de
TACC pero se desconoce la integridad y funcionalidad de las mismas ya que no se sabe
qué grado de traduccion a prolamina toxica tiene el ADN analizado (Martin Esteban y
col., 2010).

Los desarrollos en PCR al respecto, involucran técnicas cuali y cuantitativas,
algunas de las cuales fueron llevadas a formatos de kits comerciales. Por ejemplo, por
PCR-RT (Real Time: Tiempo Real), se puede detectar y cuantificar ADN de trigo,
cebada, centeno o la suma de los tres con una sensibilidad equivalente a 5 — 10 ppm
(Aguirre, 2006).

En 2009, un grupo de investigadores de India, desarrollaron un método de PCR para
la deteccion de ADN de gluteninas (glutelinas del trigo), como complemento de los
métodos inmunoquimicos para el control del etiquetado de alimentos “libres de gluten”
(Debnath y col., 2009). Es importante recordar que las glutelinas, que junto con las
prolaminas forman la fraccion “gluten” de los cereales, también tienen implicancia en el

desarrollo de la celiaquia.

3 - Ventajas y desventajas de los distintos métodos

En el siguiente cuadro se resumen los puntos fuertes y débiles de las técnicas

descriptas para el analisis de trazas de gluten de TACC en alimentos.
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Cuadro 3. Puntos fuertes y débiles de las técnicas de analisis de trazas de gluten de
TACC en alimentos (Gonzélez y col., 2007; Wieser y Koehler., 2008).

TECNICA PUNTOS FUERTES PUNTOS DEBILES
v" Simple realizacion y rapidez
de ejecucién (~ 2 horas).
v Economica, versatil y robusta. | v* Posibilidad de falsos negativos
Ensayo v' Alta sensibilidad. por desnaturalizacion proteica.
inmunoenzimatico | v Deteccion por dispositivos | v Posibilidad de  reacciones
ELISA opticos. cruzadas con proteinas

v' Ausencia de reacciones
cruzadas con prolaminas no
tédxicas de maiz o arroz.

estrechamente relacionadas.

Western Blot

v’ Discriminacion entre gluten
de TCC.

v Especificidad.

v" Sensibilidad (5-10 ppm).

v Valor confirmatorio.

v Aplicable para el analisis de
alimentos crudos y procesados.

v Lentitud (~ 48 horas).
v Necesidad de
especializado para el analisis.

personal

PCR

v' Deteccion de proteinas
insolubles.
v' Alta sensibilidad en la | v" Necesidad de tiempo y personal

deteccion de ADN lo que la
habilita como herramienta de
analisis complementario a los
inmunoensayos.

v' Identificacién de la especie
que aporta gluten. Muy atil para

calificado para el anélisis.

v" Deteccion indirecta de gluten (no
cuantifica gluten sino ADN que

codifica gluten).

v' No se cuenta con materiales de
referencia especificos de ADN de

Espectrometria
de Masas
MALDI-TOF

el estudio de wuna posible | las prolaminas téxicas para la
contaminacion cruzada en la | calibracion de los equipos.

cadena de produccion.

v' Rapidez de analisis (minutos).

v' Simple manipulaciéon de la

muestra

v Reproducibilidad. v"Instrumentacion compleja vy

v’ Precision.

v’ Identificacién de la especie
que aporta gluten a partir de los
espectros de masas
correspondientes.

v'Los agentes reductores usados
en la extraccion de la muestra no
interfieren en el analisis.

necesidad de instalaciones amplias.

v Equipos costosos.

v' Compleja calibracion del equipo.

Cromatografia
de
liquidos

v’ Alta capacidad de separacion
de proteinas y  péptidos
derivados del gluten.

v" Largos tiempos de analisis.

v Automatizacién dificultosa para

el procesado de muchas muestras.
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4 - Aplicaciones de los sistemas inmunoldgicos y no-inmunoldgicos para el analisis

de gluten en alimentos

Segun el tipo de alimento y la necesidad de hacer un andlisis cuantitativo o
confirmatorio, las técnicas disponibles tienen distinto grado de aplicacion (cuadro 4).
Notese que los métodos confirmatorios (Western Blot R-5, MALDI-TOF y PCR) son
los més apropiados para el analisis de la mayoria de los alimentos mientras que las
técnicas cuantitativas basadas en enzimoinmunoensayos tiene sus restricciones segun

sea el tipo de alimento a analizar.

Cuadro 4. Campos de aplicacion de los métodos inmunoldgicos y no inmunolégicos
mas utilizados para el analisis de gluten en alimentos (Aguirre, 2006).

CUANTITATIVAS CONFIRMATORIAS
Elisa R5 Elisa RS> isa Western
Sal ich Competitivo ena Blot RS

L

TIPO ALIMENTO

g

A

Cereales
Ve

gl

Almidones

i

%

2lclz el
9000000 ....H

|

Alimentos infantiles

. Apropiado Mo es el mas indicado . Mo apropiado
Nota: ELISA-Avena, es el método de ELISA-R5 adaptado para el andlisis de avena. Detecta
contaminacion cruzada con TCC. (*) No es apropiado para lacteos en general pero si, para formulas
infantiles de base lactea que contemplen el uso de ingredientes hidrolizados en alta proporcion donde el

gluten pueda estar desdoblado.

5 - Limitaciones y consideraciones de las técnicas inmunolégicas para la

determinacion de gluten de TACC

La inmunoquimica se presenta como una herramienta eficaz para el control de

contaminaciones alimentarias asociadas a alergenos alimentarios, dando métodos de alta
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sensibilidad y especificidad, con etapas simples de extraccion y purificacion, siendo
mas baratos y rapidos que otros métodos no inmunoquimicos. Sin embargo, es
importante tener en cuenta que estos métodos también presentan algunas limitaciones
que se deben considerar al interpretar los resultados. En particular, ningiin método de
ELISA para el control de alimentos libres de gluten ha sido validado en pruebas clinicas
como un indicador de toxicidad del alimento en pacientes celiacos. Tampoco es sencillo
realizar predicciones de la misma en base a resultados analiticos ya que no se ha
estudiado la relacion entre los resultados del ELISA con la toxicidad del alimento. Estos
métodos detectan una determinada fraccion peptidica toxica del gluten de alta repeticion
en las prolaminas de las diferentes especies botanicas pero no detectan todas las
fracciones conocidas que dafan al celiaco. Por lo tanto, a la fecha es posible determinar
presencia/ausencia de gluten con los ELISA pero no la “carga toxica total” del alimento
que garantice su inocuidad. Por ultimo, los procesos tecnologicos pueden modificar la
solubilidad y toxicidad tanto de las prolaminas como de las glutelinas. Si bien las
prolaminas de TACC son mas toxicas que las glutelinas, éstas no dejan de serlo y
pueden estar también presentes en los alimentos. Los enzimoinmunoensayos
desarrollados hasta el momento son reactivos contra prolaminas, no contra glutelinas,
con lo cual un alimento puede arrojar ausencia de gluten en el andlisis y nada se podra
afirmar respecto del contenido de glutelinas lo que no es ninguna garantia de inocuidad
alimentaria para el celiaco (Kahlenberg y col., 2006; Lester, 2008; Wieser y Koehler,
2008).

De esta manera, existen algunas consideraciones especificas que deben ser
necesariamente tenidas en cuenta a la hora de aplicar un enzimoinmunoensayo para la
deteccidn/cuantificacién de prolaminas toxicas de TACC en alimentos procesados. Los
factores mas importantes que influyen en esta determinacién son:

> La extraccion de la muestra,
> El polimorfismo de las prolaminas toxicas,

> El material de referencia utilizado para la cuantificacion del gluten,

5.1- Extraccion de la muestra

Para obtener una buena recuperacion en la extraccion del gluten de TACC y
minimizar las interferencias en el método de anélisis, se debe tener una alta solubilidad
del analito y la minima cantidad posible de sustancias co-extraibles que puedan

interferir en el ensayo. Estos parametros dependen en mayor o0 menor grado de:
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a- la matriz de la muestra,
b- el proceso tecnoldgico empleado en la elaboracion del alimento, y

c- el solvente de extraccion del analito.

a) Efecto matriz

La matriz de la muestra, es decir, lo que acompana al analito en el alimento, influye
en el grado de deteccidn y puede dar lugar a reacciones cruzadas. Por ejemplo, se sabe
que ciertas proteinas presentes en el exterior de los granulos de almidon pueden generar
reacciones cruzadas con AC especificos del gluten, conduciendo a falsos positivos.
Asimismo, los polifenoles (de té, café, cacao) disminuyen la recuperacién de prolaminas
en las extracciones por lo que se debe agregar caseina (que compite por la union con los
polifenoles) o urea en los ensayos (Denery-Papini y col., 1999).

Las prolaminas presentes en los alimentos que contienen gluten pueden interactuar
entre si y con los componentes de la matriz a través de enlaces covalentes y no
covalentes. Estos vinculos son, en mayor o menor grado, afectados por los procesos
tecnoldgicos puestos en juego en su elaboracion y, ademas, dependen de la clase de
gliadina presente. En este sentido, a, B y y- gliadinas del trigo poseen residuos de
cisteina a traves de los cuales establecen puentes disulfuros, lo cual no sucede con

w-gliadinas (Dofia y col., 2008).

b) Efecto del procesamiento

Los procesos tecnoldgicos aplicados durante la elaboracion de alimentos, tales como
tratamientos térmicos (calentamiento, coccion, secado), extrusion, purificacion de
materias primas, hidrolisis parciales por accién enzimatica o quimica, etc., pueden
influir en la solubilidad del gluten, dificultando su extraccion (Denery-Papini y col.,
1999).

En general, los tratamientos térmicos conducen a la desnaturalizacion proteica, la
que puede afectar de diferente forma a los epitopos toxicos, llevando, o no, a una
disminucion de su toxicidad. En este sentido, un efecto particular puede verificarse de
acuerdo a la continuidad o discontinuidad de la secuencia toxica de aminoéacidos y al
grado de apertura de las cadenas polipeptidicas a causa del efecto térmico. Este hecho
hace que los AC no reaccionen con ellos de la misma forma o directamente no lleguen a
reconocerlos, lo cual analiticamente hablando, puede conducir a falsos negativos o a la

subestimacion de la concentracion del analito. En este sentido, Rumbo y colaboradores,
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en 1996, confirmaron que los tratamientos térmicos producen agregaciones de a, By y
gliadinas. La formacion de estos agregados, favorecida por altas temperaturas, la
presencia de agua y de puentes disulfuro (S-S), disminuye la solubilidad de estas
proteinas, con extracciones dificultosas y bajas recuperaciones, provocandose una
pérdida de reactividad inmunoquimica. De esta manera, el conocimiento de la historia
térmica de un alimento es crucial en la seleccion del inmunoensayo para el control de
gliadinas y en la interpretacion de los resultados, ya que el tratamiento térmico puede
generar sub- o sobreestimacion de los mismos (Rumbo y col., 1996; Rumbo y col.,
2001; Peérez Cabrejas, 2008).

La figura 8 muestra los agregados que se forman entre los mondmeros de
prolaminas por efecto de la temperatura, los cuales pueden ser disgregados por una

solucioén cocktail de extraccion, como se describira a continuacion.
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Figura 8. 1: Modelo tridimensional de a-gliadina; 2: Unidad monomérica de o.-
gliadina; 3: Agregados de monomeros de a-gliadina formados por efecto de la
temperatura (T > 90 °C) (Tomchinsky, 2008).

c) Solvente de extraccion

Dado que las prolaminas y glutelinas son insolubles en agua, los solventes de
extraccion deben contener necesariamente mezclas de etanol en agua (normalmente,
etanol/agua al 60%). Sin embargo, al momento de la deteccién con AC, todos los
extractos deben estar diluidos ya que, de lo contrario, la inmunorreactividad se veria
afectada. Por otro lado, y como ya fue mencionado, si el material a analizar es un
alimento tratado térmicamente, la solubilidad de las prolaminas en una mezcla
alcohdlica de etanol-agua al 60% baja notablemente por formacion de agregados de o, 8
y y-prolaminas, de modo que en el extracto obtenido prevalecen las w-prolaminas que
son mas termoestables (Rumbo y col., 1996; Denery-Papini y col., 1999).

Garcia y col. (2005) demostraron que la combinacion de una solucion acuosa de

etanol con otra solucion constituida por 2-mercaptoetanol (agente reductor de puentes
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disulfuros) y guanidina (agente desagregante), llamada solucion cocktail de extraccion,
permitio una recuperacion completa de prolaminas y glutelinas en alimentos tratados o
no térmicamente, no afectando a los ACs utilizados en la determinacion luego de la
dilucion del extracto. Sin embargo, Dofia y col. (2008) confirmaron estudios anteriores
que afirmaban que, si bien la adicion de agentes reductores y desagregantes en el
solvente de extraccion incrementa la recuperacion de gliadinas, su utilizacion también
puede presentar problemas. En efecto, estos agentes pueden ocasionar cambios en la
conformacién de antigenos y anticuerpos mono y/o policlonales utilizados en la
determinacion (fundamentalmente en las zonas de reconocimientos antigeno/anticuerpo)
e interferencias analiticas, aun diluyendo cien veces el extracto del analito, lo que
conduce a una reduccion en la capacidad de cuantificacion real del ensayo. Cuanto
mayor es la concentracion de dichos agentes reductores y desagregantes presentes en el
cocktail de extraccion (por ejemplo: etanol acuoso al 60% con 2-mercaptoetanol al 2%
y cloruro de guanidonio 2M), més se acenttan los cambios conformacionales. Por otro
lado, si la cuantificacion se realiza contra estandares sin el agregado de estos agentes, la
interaccidn antigeno/anticuerpo de las prolaminas de las muestras no seran equivalentes
a las de los estandares que se empleen en la curva de calibracion, viendose asi afectado
el resultado final. De esta manera, a pesar de que los agentes reductores/desagregantes
son de uso comun en distintos kits comerciales para la determinacion de gluten, se debe
tener en cuenta los efectos negativos documentados de los mismos si se presentan
problemas de cuantificacion. Asimismo, muchas veces no se conocen los procesos
tecnoldgicos a los que estuvo sometido el alimento (tratamiento térmico, hidrdlisis, etc.)
ni su composicion exacta, por lo que es dificil saber si se debe utilizar o no el cocktail
de extraccidn. Se sabe ademas gque cuando se usa este cocktail para extraer gluten de
trigo en alimentos contaminados, el mismo extrae muy bien las gliadinas pero no extrae
las glutelinas, de las que actualmente se sabe que son también inductoras de celiaquia.
Estos cocteles no se utilizan para la extraccion de prolaminas hidrolizadas empleando
ELISA competitivo, sino que actualmente se usa s6lo la mezcla etanol/agua al 60%. Sin
embargo, Thompson y col. (2008) afirmaron que el etanol 60% genera altas
recuperaciones cuando con él se extraen alimentos e ingredientes hidrolizados, con
tratamiento térmico bajo (ejemplo: cervezas, malta y jarabes de glucosa provenientes de
almidon de trigo) para ser analizados por ELISA-R5 competitivo. No obstante,
sostienen que para alimentos hidrolizados y con tratamiento térmico alto (ejemplo:

cereales para desayuno, formulas infantiles), la extraccion sélo con etanol 60% puede
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no dar buenas recuperaciones, y por lo tanto se deberia desarrollar un cdctel de
extraccion compatible con el ELISA-R5 competitivo. La eficiencia de estas soluciones
deberia verificarse a través de estudios colaborativos e interlaboratorios sobre materiales
de referencia certificados, lo que permitiria homogeneizar esta parte del analisis, en el
marco de buenas practicas de laboratorio (Garcia y col., 2005; Dofia y col., 2008;
Thompson y Méndez, 2008).

5.2- El polimorfismo de las prolaminas toxicas

El hecho de que el gluten puede presentar polimorfismo entre especies y aun entre
variedades de una misma especie de cereal, determina la importancia de asegurar que
los epitopos detectados por los anticuerpos sean representativos de las prolaminas
totales y estén bien conservados entre diferentes variedades de cereal. Si esto no es asi,
la capacidad de deteccion de los AC disminuye. Ellis y col. (1998b), demostraron que
las curvas de calibrado realizadas con estandares de gliadinas de tres variedades
distintas de trigo fueron paralelas pero no estaban superpuestas, lo que produce
variaciones en el calculo del contenido de gliadinas. De esta manera, el contenido de
gluten de TACC en los alimentos, determinado con un test de ELISA, puede variar
sustancialmente en funcion del origen y tipo de gliadina utilizada en la calibracion,
como asi también del tipo de método de ELISA empleado en el anélisis (Denery-Papini
y col., 1999).

En este sentido, el WGPAT prepar6 un material de referencia destinado a un uso
colectivo a partir de 28 cultivos diferentes de trigo europeo. La composicion en gliadina
del nuevo material fue determinada por todos los métodos existentes, inmunolégicos y
no-inmunoldgicos, y su estabilidad fue también analizada. De esta forma se cumplid
con una de las premisas del Codex Alimentarius que sugeria que el “patron de oro” sea
preparado por un solo laboratorio, bajo condiciones estrictamente estandarizadas, de
modo tal de proporcionar un material homogéneo de contenido de gliadinas y/o gluten
perfectamente conocidos para todo laboratorio que lo requiera en sus procesos de
calibracion. Dicho material fue proporcionado al Instituto de Materiales y Medidas de
Referencia de la Union Europea (IRMM, del inglés: Institute for Reference Materials
and Measurements) como material candidato para la preparacion de un material de
referencia certificado. Este estandar, denominado IRMM-480 cumplio con varios de los
criterios necesarios para ser definido como material de referencia (alto contenido

proteico, alta solubilidad, homogeneidad, estabilidad fisicoquimica e inmunogquimica,
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adecuada reactividad con diferentes sistemas de ELISA) y ademas mostro tener una
reactividad similar a las gliadinas de otras fuentes confirmando su aplicabilidad
universal. Sin embargo, el mismo no fue finalmente aceptado como material de
referencia porgque no alcanzo a reunir todas las condiciones optimas para su certificacion
(Codex Alimentarius, 2003; Van Eckert y col., 2006; Wieser y Koehler, 2008).
Paralelamente, el NIST (National Institute of Standards and Technology) ha
desarrollado también sus propios materiales de referencia certificados, destinados a la
calibracion de equipos que determinan componentes mayoritarios y minoritarios de
harinas y productos derivados. Los mismos pueden utilizarse también para calibrar
sistemas de ELISA destinados al analisis de gluten de TACC. El listado comprende los
siguientes materiales de referencia: SRM-1567a (harina de trigo), RM-8418 (gluten de
trigo), RM-8436, 8437, 8438 y 8441a (distintos tipos de harina de trigo) (Ihnat, 1994).
El desarrollo de un buen material de referencia de valor certificado para calibrar
equipos 'y controlar la performance de los métodos de ELISA para la
deteccion/cuantificacion de trazas de gluten de TACC, o de gliadinas, sigue siendo un
desafio puesto que su estabilidad en el tiempo debe ser garantizada para obtener

resultados analiticos confiables (Martin Esteban y col., 2010).

5.3- El material de referencia utilizado para la cuantificacién del gluten

Debe considerarse que varios de los enzimoinmunoensayos desarrollados hasta el
momento toman como patrén una prolamina toxica nativa especifica para referenciar el
contenido de gluten de TCC de un alimento. Sin embargo, el contenido de trazas de
TCC en un alimento esta lejos de ser exclusivamente debido a la prolamina utilizada
como patron de ensayo. Por esta razon, es debatible si un método de deteccion en el que
se utiliza Gnicamente un estandar de gliadina es capaz de detectar toxicidad del
alimento. Es mas, para calcular “gluten total” en un alimento se debe multiplicar por 2
el valor obtenido en la determinacion ya que se asume que el gluten esta formado por un
50% de prolaminas y un 50% de glutelinas. Hoy se sabe que el gluten de trigo contienen
a, B, vy Yy o-gliadinas méas gluteninas de alto y bajo peso molecular en una relacion
65:35, y esta relacion no es la misma para hordeinas, secalinas y aveninas. Ademas,
cualquier alimento puede contener trazas de cualquiera de los cuatro cereales, o los
mismos cuatro cereales mezclados. En el siguiente cuadro se muestra como varia la

exactitud del calculo del contenido de gluten en alimentos contaminados con cebada
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cuando se aplican diferentes métodos de ELISA frente a diferentes materiales de
referencia (Lester, 2008; Thompson y Méndez, 2008; Weiser y Koehler, 2008).

Cuadro 5. Evaluacion del contenido de gluten en alimentos contaminados solamente
con cebada, utilizando distintos métodos de ELISA (Thompson y Méndez, 2008).

METODO EXACTITUD DEL RESULTADO

ELISA w-gliadinas Contenido de cebada subestimado (4-8%
de reactividad cruzada de este método
para cebada)

ELISA-R5 sandwich utilizando un patron | Contenido de cebada sobrestimado en un
de gliadinas y multiplicando los | factor de 2,4 a 2,6.
resultados por 2 (protocolo de referencia).

ELISA-R5 sandwich utilizando un patron | Contenido de cebada sobrestimado en un
de gliadinas y no multiplicando los | factor de 1,2 a1,3.
resultados por 2.

ELISA-R5 sandwich utilizando un patron | Contenido de cebada exacto.
de hordeinas.

6 - Sistemas de ELISA para el analisis de alimentos libres de gluten utilizados en

Argentina y laboratorios homologados

En el articulo 1383 del capitulo XVII del CAA sobre Alimentos de Régimen o
dietéticos, donde estan contemplados los alimentos libres de gluten, queda establecido
que para el control de los mismos deberé utilizarse la metodologia analitica basada en la
Norma Codex Stan 118-79 (revisada en 2008) enzimoinmunoensayo ELISA R5
Méndez y toda aquella que la autoridad sanitaria nacional evalte y acepte (ANMAT,
2012e). En el cuadro 6 se lista los laboratorios reconocidos actualmente por la autoridad

sanitaria nacional.
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Cuadro 6. Laboratorios homologados en Argentina para el analisis de alimentos para
celiacos y método de analisis empleado (Chirdo y col., 1995; ANMAT-RENAPRA,

2008; Garcia Gordo, 2009; R-Biopharm, 2011b).

LABORATORIO/ENTIDAD/(UBICACION)

METOLOGIA ANALITICA

Cétedra de Inmunologia de la Facultad de
Ciencias Exactas, Universidad Nacional de La
Plata (UNLP) (La Plata)

EMPLEADA
Enzimoinmunoensayo  competitivo
con anticuerpos policlonales.

Patentado. Es el ensayo mas sensible
hasta la actualidad y presenta un
limite de deteccidn (LD) de 1ppm de
gliadinas (1 mg gliadinas/kg)
equivalente a 2 ppm de gluten (2 mg
gluten/kg) y es apto para una amplia
gama de alimentos sometidos a
procesos térmicos, sin  mostrar
reaccion cruzada con prolaminas no-
toxicas (Chirdo y col., 1995).

Laboratorio Central Salud Publica (LC),
Ministerio de Salud de la Provincia de Buenos
Aires (La Plata)

Idem anterior. Implementada como
metodologia oficial en la Provincia de
Buenos Aires por Resolucion

N° 4370/2000.

Instituto Nacional de Alimentos (INAL)
(Capital Federal)

Enzimoinmunoensayo comercial (Kit
Ridascreen® Gliadin), con limite de
cuantificacion (LC) de 5 ppm de
gluten
(5 mg gluten/kg) (R-Biopharm,
2011b).

Agencia Santafesina de Seguridad Alimentaria
(ASSAL), Ministerio de Salud de la Provincia
de Santa Fe (Santa Fe)

Idem anterior.

Centro de Excelencia en Productos y Procesos
Cordoba (CEPROCOR),
Agencia Cérdoba Ciencia S.E
(Santa Maria de Punilla — Cordoba)

Idem anterior.
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7 — Bioingenieria y deteccion de gluten de TACC

7.1- Biosensores

La integracion de sistemas electronicos de control de parametros fisicos y quimicos
a los procesos de produccion de alimentos fue siempre un desafio cientifico y
tecnoldgico. Su incorporacion en puntos criticos de la cadena productiva permitio
optimizar las elaboraciones y mantener un nivel de estandarizacion constante. Estos
sistemas se vienen utilizando desde hace varios afios en sectores tecnolégicamente
avanzados como el farmaceéutico y el medioambiental, pero paulatinamente su uso se ha
ido transfiriendo a otros ambitos. En particular, en el sector productivo agroalimentario,
se estan afiadiendo estos sistemas de control a las lineas de procesos. Los biosensores
son dispositivos que contienen elementos de reconocimiento bioldgico (enzimas, acidos
nucleicos, anticuerpos) que, al interactuar con un analito de la muestra, producen una
sefial que puede ser procesada dentro del mismo sistema y que es proporcional a la
concentracion o actividad biolégica de la sustancia controlada. Es importante destacar
que ya existen biosensores para el reconocimiento de gluten de TACC (Gonzalez y col.,
2007).

Como dispositivos de andlisis y control, las principales ventajas del uso de

biosensores son:

& pretratamiento innecesario de muestras,

< manejo sencillo,

@ andlisis en tiempo real,

@ automatizables, miniaturizables y portatiles,
< capacidad multianalisis.

A pesar del alto nimero de publicaciones cientificas y patentes de invencion que
se registran en relacion a biosensores, la salida al mercado agroalimentario ha sido lenta
debido a una serie de obstaculos relacionados con las caracteristicas del propio mercado
(no reconocimiento por parte de la legislacién, inercia tecnoldgica, capacidad de
absorcion, etc.). No obstante, en los dltimos afios, se han podido solventar las
dificultades técnicas de su aplicacion a la industria alimenticia gracias al desarrollo de
distintas tecnologias de disefio y construccion de estos dispositivos, lo que facilitd su
adaptacion a dicho sector industrial. Las aplicaciones actuales de los biosensores en el

campo agroalimentario se orientan especificamente a la seguridad y calidad alimentaria
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y al control de procesos con el objeto de garantizar la trazabilidad de los productos
alimenticios manufacturados (Gonzalez Rumayor y col., 2005).

En 2008, en Alemania, el Institut fir Mikrotechnik Mainz (IMM) desarrollé un
biosensor con formato de chip para la deteccion de gluten en alimentos. El elemento de
reconocimiento biolégico inmovilizado de este biosensor es un oligonucleotido unido a
una enzima capaz de enlazarse a las proteinas del gluten (ELONA: Enzyme-linked
oligonucleotide assays) y, luego de una reaccion enzimatica, emitir fluorescencia o una
sefial electroquimica. Su utilidad a escala industrial debe ser atn validada (Arendt y Dal
Bello, 2008).

7.2- Sistemas lab-on-a-chip

Estos novedosos sistemas constituyen verdaderos laboratorios en un chip hecho de
polimeros descartables. Su disefio estd basado en la tecnologia microfluidica cuyo
fundamento es el control y manipulacion precisa de micro o nanolitros de liquidos en
espacios muy pequefios, los que se movilizan por accion de campos magnéticos y
fendmenos de presion a través de canales y capilares microscopicos (sistemas
automatizables y miniaturizables). El analisis de gluten ya esta adaptado e incluye las
operaciones de extraccion y deteccion dentro del mismo chip, con un tiempo promedio
de ensayo de quince minutos. Son de manejo sencillo pero poseen alto costo (Gonzélez

y col., 2007). En la figura 9 se presenta un esquema de este dispositivo.

. — :
' | Reactivos A | Reactivos B Zona de
Cimara A | ’ Shiigkas

Cimara B

Figura 9. Ejemplo de un lab-on-a-chip donde se visualizan las zonas de muestras, de
reactivos, camaras y zona de analisis, en este caso, por electroforesis (Gonzalez y col.,
2007).
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Recientemente se ha desarrollado un sistema lab-on-a-chip para el microanalisis de
gluten en alimentos procesados y materias primas. La deteccion se realiza utilizando un
biosensor incorporado, constituido por un anticuerpo sensible al gluten y marcado para
emitir fluorescencia (fluoroinmunoensayo), lo que la hace altamente sensible
(LD: 4,1 ng/mL de gliadina). Este nuevo disefio presenta la ventaja que permite realizar

cinco ensayos en paralelo (cinco canales) (Mairal y col., 2009).

8 — La contaminacion de la muestra y las Buenas Précticas de Laboratorio

Las Buenas Précticas de Laboratorio (BPL) en la determinacién de trazas de gluten
en alimentos, implica principalmente cumplir con requisitos y recaudos, tal como se
indica en el cuadro 7, a fin de evitar contaminaciones cruzadas de las muestras que

Ilegan al ambito del laboratorio y de las que estan ya en proceso de analisis.

Cuadro 7. Buenas Practicas de Laboratorio (BPL) para el analisis de trazas de gluten en
alimentos (Pérez Cabrejas, 2008; La Raiz SA, 2009a).

v'Contar con una habitacién exclusiva para realizar el
ensayo, alejada de zonas de acceso y de todo material
pulverulento susceptible de contener gluten.

v' Permitir el ingreso sélo del personal autorizado para
realizar el ensayo.

Laboratorio v' Limpiar las superficies donde se apoyaran muestras y
elementos de andlisis con etanol al 60%.

v Previo al analisis y como rutina de control, realizar un
hisopado exploratorio de la mesada con tiras reactivas
sensibles al gluten.

v' Evitar uso de escobas para la limpieza de suelos en el
area de analisis a fin de no levantar polvillo.

v" Contar con elementos de laboratorio adecuados y de uso

exclusivo.
v' Contar con micropipetas con tips descartables.
Equipamiento de v" Contar con tubos de ensayo de tapa a rosca.
laboratorio v Mantener limpios con etanol al 60% todos los elementos

de laboratorio.
v" Disponer de un lugar especifico para los mismos, donde
no se acumule polvo.
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v" Procurar que el muestreo sea representativo, en envase
limpio y adecuado.

Extraccién de la v/ Homogeneizar convenientemente la muestra antes del
muestra analisis.
v Identificar y almacenar correctamente la muestra hasta
el analisis.

v Procurar que el personal sea capacitado para la
realizacion del analisis.

Analista v Evitar entrar en contacto con alimentos con gluten horas
previas a la realizacion del ensayo.

v" Lavar manos con alcohol al 60% antes de comenzar la
determinacion vy realizar un hisopado en las mismas con
tiras reactivas sensibles al gluten para asegurar su correcta
higienizacion.

9 - Discusioén

Todas las metodologias descriptas son Utiles para el analisis de gluten en alimentos.
La eleccién de una de ellas dependera fundamentalmente de la adecuacion de la matriz
alimentaria al método elegido, de la sensibilidad requerida, si se busca realizar una
cuantificacion o un screening, del estado en que se encuentra el gluten (hidrolizado o no
por los tratamientos tecnoldgicos aplicados) que dificulten o imposibiliten su deteccion
directa, y si la necesidad de confirmacion del analito justifica la instalacion de equipos
costosos en el laboratorio de una industria alimenticia (cromatografos, espectrometros).

Actualmente, los enzimoinmunoensayos son los métodos de eleccidn para el analisis
de trazas de gluten, siendo especificamente el método de ELISA-R5 (Méndez) el
recomendado por el Codex Alimentarius puesto que el mismo ha sido validado. En
general, los enzimoinmunoensayos tienen alta sensibilidad y especificidad, son de
ejecucién simple y rapida, no presentan reactividad cruzada con prolaminas no-tdxicas
pero cuentan con la desventaja que pueden dar falsos negativos por desnaturalizacion
proteica del analito por los tratamientos aplicados y reacciones cruzadas con proteinas
emparentadas. Por lo tanto, su aplicacion para el analisis de un determinado alimento
implica un conocimiento profundo de la composicion del mismo y de la historia de la
muestra de modo de asegurar un resultado. Asimismo, es fundamental disponer de un

unico material de referencia certificado para lograr una cuantificacion exacta del
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contenido de gluten, y obtener de esta manera homogeneidad en los resultados
analiticos. La utilizacion de diferentes estdndares en la calibracion lleva a la obtencion
de resultados diferentes. Como método cuantitativo para el analisis de productos
lacteos, aplica el ELISA-R5 sandwich mientras que para formulas infantiles puede
utilizarse tanto éste como el ELISA-R5 competitivo, recomendado cuando en el
alimento existen ingredientes quimicamente modificados o hidrolizados, como ciertos
almidones o los jarabes obtenidos a partir de almidones.

En general, los Kits para inmunocromatografia de flujo lateral de gluten son mas
econdémicos que los Kits de ELISA. Los primeros ofrecen una técnica de ejecucién
rapida, en un solo paso pero los resultados son sélo cualitativos mientras que los
segundos, si bien son parte de técnicas un poco mas laboriosas, cuentan con la ventaja
que dan resultados cuali/cuantitativos exactos y cuentan con reconocimiento de la
AOAC (método analitico tipo I).

Lamentablemente los métodos de ELISA para el analisis de gluten no han sido
clinicamente testeados pues no se conocen con exactitud todos los fragmentos tdxicos
responsables del desencadenamiento de la enfermedad celiaca; s6lo se conocen aquellos
de méxima toxicidad frente a los cuales se desarrollaron las diferentes variantes de la
técnica.

En este estudio bibliografico no se han encontrado objeciones respecto a la
aplicabilidad de los métodos desarrollados para el analisis de productos lacteos. La
técnica de ELISA-R5 sandwich puede ser utilizada en la matriz lactea sin
inconvenientes. Igualmente, al adquirir un kit con esta técnica, debe siempre seguirse
con atencion las recomendaciones del proveedor. Para resultados méas exactos, el
ELISA-R5 competitivo aplica mejor en férmulas infantiles de base lactea que
contemplan el uso de ingredientes hidrolizados en alta proporcion donde el gluten pueda
estar desdoblado.

Es recomendado el uso de cocteles de extraccion (mezclas de sustancias
reductoras/desagregantes) en el tratamiento de las muestras de analisis cuando no se
conoce la historia térmica del producto lacteo, ya que, de contener prolaminas toxicas,
éstas tienden a agregarse cuando son sometidas a altas temperaturas. La funcion del
coctel es desagregarlas para aumentar la recuperacion analitica y evitar obtener
resultados erroneos, sobre todo si el contenido de gluten esta en los alrededores del LD

del método.
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El uso de nuevos dispositivos para la deteccion de gluten, como los biosensores
y lab-on-a-chip, permite automatizar y miniaturizar tanto la extraccion como la
identificacion del mismo en forma répida y sencilla, dentro de la linea de produccién,

pero tienen alto costo.
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1 - Introduccién

Dando cumplimiento a la ley nacional 26.588, anualmente la ANMAT (a través
del INAL) hace publico y renueva un Listado Integrado de Alimentos Libres de Gluten
el que, ademas, es actualizado bimestralmente. En este listado, no s6lo se encuentra
detallado el tipo de alimento autorizado, sino también, su nombre comercial y su
RNPA, y esta disponible en la web para la poblacion en general y la celiaca, en
particular. La informacién alli suministrada es complementada con las bajas que pueda
haber en las distintas categorias de alimentos, las que se pueden producir ya sea por
algin cambio de la formulacion declarado por los fabricantes, o bien, por disposicion de
la autoridad sanitaria competente, debido a la deteccion del no cumplimiento de la
condicion de “libre de gluten” del alimento. En el peor de los casos, esto ultimo puede
derivar en apercibimiento y multa para la empresa productora, y retiro del lote del
mercado (ANMAT, 2012i). Dentro de este listado se presentan muchas categorias de
alimentos aptos siendo la correspondiente a los productos lacteos una de la mas extensa
y completas.

Los métodos inmunoenzimaticos de ELISA adaptados para el analisis de gluten
ofrecen ventajas relacionadas con rapidez, sensibilidad, selectividad y bajo costo que los
hace muy Utiles a la hora de aplicarlos para un chequeo de rutina. Las nuevas versiones
de estas técnicas involucran el uso de tiras reactivas, basadas en los mismos principios,
a los que se acopla la cromatografia liquida de capa delgada, las que proporcionan datos
cualitativos (y semi-cuantitativos) importantes a la hora de evaluar con celeridad la
presencia o ausencia de trazas de gluten de TACC, ya sea en una materia prima, en un
producto en proceso o en un alimento terminado.

Regularmente, el INTI hace “pruebas de desempenio” de distintos alimentos. Las
mismas tienen como objetivo mantener informado al consumidor argentino sobre la
adecuacion de productos y servicios a los reglamentos y normas técnicas, otorgar
asistencia técnica a las empresas para contribuir a una mejora continua de la calidad de
sus productos y procesos, y colaborar en la aplicacion del sistema regulatorio por parte
del Estado, entre otros (INTI, 2011). En el presente trabajo se realizd una “prueba de
desempeno” para evaluar la condicion de libre de gluten de TCC de productos lacteos y
de algunos insumos e ingredientes utilizados en su elaboracién. Ademas, estas tiras
fueron ensayadas en muestras de yogur elaborados a escala laboratorio con y sin la

adicion de diferentes almidones.
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2 - Objetivos

2.1 - Objetivo general
Evaluar la utilizacién de tiras reactivas comerciales para la deteccion de gluten en
productos lacteos y realizar un screening de su presencia en diversos productos lacteos

del mercado y elaborados dentro de INTI-LA&cteos.

2.2 - Objetivos especificos

1- Realizar una “prueba de desempeiio” para evaluar la condicion de libre de
gluten de TCC de productos lacteos de venta al publico, y de algunos insumos e
ingredientes utilizados en su elaboracion que podrian aportar gluten de TCC a las

formulaciones.

2- Evaluar la utilizacion de tiras reactivas comerciales para la deteccion de gluten
en yogures elaborados en INTI-L&cteos a escala laboratorio con la adicion de distintos

almidones.
3- Incorporar la metodologia inmunocromatogréfica estudiada a la Oferta

Tecnoldgica de INTI-Lacteos, para el analisis de deteccion de gluten de TCC en

productos e ingredientes lacteos.

3 - Materiales y métodos

3.1- Prueba de desempefio de productos lacteos en cuanto al cumplimiento de la

condicion “libre de gluten”

Se realiz6 un pequefio relevamiento de la situacién actual de productos lacteos de
gondola, incluidos en el Listado Integrado de Alimentos Libres de Gluten que publica la
ANMAT, los cuales declaran la condicién “libre de gluten” en su rotulo, de modo tal de
verificar analiticamente dicha condicion. Asimismo, se analiz6 la presencia de gluten en
otros productos de base lactea del mercado que no estan registrados en dicho listado, y

se evalud la presencia de almidon en todos los productos muestreados. Este trabajo fue
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Ilevado a cabo en INTI-Lacteos sede Rafaela, a través de la presentacion de un proyecto
de trabajo preliminar, gestionado por la Lic. Mabel Fabro.

Para tal fin, se muestrearon productos lacteos de distintas bocas de expendios
(almacenes, supermercados, hipermercados) haciendo hincapié en seleccionar una
variedad que incluya algunos en los que se permite y otros en los que se prohibe el
agregado en su formulacion de ingredientes tales como almidones modificados y/o
nativos, como lo describe el CAA. Asimismo, el estudio en productos en los que no se
admite la adicion de almidones, la deteccion del mismo indicaria una contaminacion
cruzada o, en el peor de los casos, una adulteracion.

Los productos fueron analizados en cuanto a la presencia de gluten de TCC,
utilizando para tal fin tiras inmunocromatograficas Stick Gluten (Operon S.A.), que
tienen una sensibilidad de 2 ppm. Esta metodologia se basa en la reaccion del
anticuerpo monoclonal R5 con el gluten de trigo, cebada y centeno (TCC®). Se halla
inmovilizado en una membrana (tira reactiva) y posee elevada afinidad y especificidad
(Operdn, 2009). Previamente al analisis de gluten de TCC en alimentos lacteos se
realizaron controles de higiene personal mediante el analisis de deteccion de gluten en
un hisopado de manos para evitar falsos positivos por contaminacion.

Para la extraccion del gluten de los productos muestreados, 1 g de muestra (sélida
o liquida) se introdujo en un tubo de ensayo con tapdn a rosca, al cual se le adicionaron
2,5 mL de tampon de extraccion (provisto en el kit). EI tubo se cerrd y se sell6 con una
pelicula plastica auto-sellante parafinada (Parafilm®), se mezclé muy bien y se incubd
en bafio de agua, a 50 °C durante 40 minutos, con agitacion manual periddica. Luego, el
tubo se enfrié a temperatura ambiente, se le adicionaron 7,5 mL de etanol 80% (o hasta
un volumen final de 10 mL, en el caso de muestras liquidas), se homogeneizdé muy bien
y se incubd 1 h a temperatura ambiente en agitador rotatorio. Se centrifugd 10 minutos a
3500 rpm (2500 g) a temperatura ambiente, y el sobrenadante fue utilizado para el
analisis de deteccion de gluten. Para ello, los extractos obtenidos se diluyeron 1/10 en
buffer fosfato salino en un tubo de ensayo. Se colocaron 200 pL de la dilucion en tubos
plasticos para la corrida inmunocromatografica, se introdujo la tira reactiva y se leyeron
los resultados a los 10 minutos exactos.

Paralelamente se realiz6 sobre los productos la deteccion de almidén, mediante la

determinacion cualitativa con solucion de lugol (JAOAC, 1960). Aproximadamente 2 g

% No se detecta avena con esta metodologia.
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de muestra, colocados en tubos de vidrio para centrifuga de 10 mL, fueron mezclados

con agua bidestilada y llevados a ebullicion por 2 minutos. Se dejé enfriar a temperatura

ambiente y se centrifugd a 3500 rpm (2500 g). Sobre el liquido clarificado se

adicionaron gotas de lugol. La aparicién de color azul indic6 presencia de almidon en

las muestras.

Para ampliar el panorama exploratorio, se solicitaron a proveedores de insumos,

algunos ingredientes utilizados en la industria lactea y sobre ellos se realiz6 también la

determinacion de gluten de TCC y la deteccion de almidon, en algunos casos.

Las figuras 1 a y b muestran esquemas del procedimiento de extraccion y posibles

resultados del analisis de trazas de gluten de TCC con el kit Stick Gluten de Operén

S.A, utilizado en este trabajo.

1 gr. aimento

temp. ambiente

7.5 ml Etanol 80%

I

{ } 40 min.
50°C

| :
| \
l i
’
J

2,5 ml Tampén Extraccién mezclar

10 min. ' {
3500 r.p.m. ’ ‘

_J

1/10 extraccién etanélica/PBS

Figura la. Esquema del procedimiento de extraccion de una muestra de alimento
para la determinacion de gluten de TCC (fuente: Operdn, 2009).
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Positivo ‘ Negativo

Figura 1b. Resultados posibles en el ensayo de deteccion de gluten de TCC por
inmunocromatografia. (fuente: Operdn, 2009).

En la figura 2 se muestran imagenes de los distintos pasos de la metodologia de
analisis de gluten de TCC con las tiras de inmunocromatografia y de almidén con el

reactivo de lugol.

Figura 2. Deteccidn de gluten de TCC con tiras reactivas basadas en el anticuerpo
monoclonal R-5 y algunos resultados positivos de la deteccién de almidon.

Hisopado de manos previo al anélisis de gluten
de TCC en alimentos lacteos, para control de

higiene personal.

Incubacién de las muestras con tampén de

extraccion, a 50 °C, por 40 minutos.
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Centrifugacion de muestras extraidas con etanol
80% para clarificacion de sobrenadante
(3500 rpm, 10 min.)

Corrida inmunocromatografica de 3 muestras
con resultado negativo en la deteccion de gluten
de TCC (no aparece linea rosada). La linea azul
debe aparecer siempre en cada desarrollo pues
indica que el andlisis fue  Optimo,
independientemente que la muestra contenga o
no gluten de TCC.

Muestras con resultado positivo de la deteccion
de almidon por el método del lugol.

3.2 - Deteccidn de gluten de TCC en yogures elaborados con la adicion de almidén.

Con el objetivo de corroborar si un yogur adicionado al 1% de almidén, es capaz
de dar positivo el ensayo de deteccion de gluten de TCC a través de
inmunocromatografia de flujo lateral, se realizaron elaboraciones de yogur
semidescremado endulzado, a escala de laboratorio (Bylund, 1996; FEPALE, 2012b).
En cada elaboracién se hicieron 3 tipos de yogures con la misma técnica pero agregando
distintos tipos de almidones al 1 % (m/m) en cada uno de ellos, a saber:

< Almidon de maiz,

& Mezcla de almiddn de maiz y almiddn de trigo (mezcla al 50 % m/m),

& Almiddn de trigo.
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Para cada elaboracion, se resuspendieron 30 g de leche en polvo descremada, 10 g

de almiddn (de maiz, de maiz+trigo (mezcla al 50 % m/m) o de trigo) y 45 g de azlcar

refinado en 200 g de leche fluida comercial parcialmente descremada ultrapasteurizada,

utilizando licuadora de mano para homogeneizar la mezcla y romper grumos. Esta

mezcla se agregdé a 685 g de la misma leche fluida comercial, se homogeneiz6 y se

realiz6 un tratamiento térmico de 95 °C - 5 minutos. Posteriormente, la mezcla se enfrié

hasta 42°C, se adicionaron 30 g de yogur descremado y se incubd durante 4 h a (42 + 1)

°C. Luego de la incubacion, la mezcla se enfrié rapidamente en bafio de agua helada

hasta aproximadamente 15 °C, y luego se almacend en heladera a (6 £ 2) °C por 4 dias.

A continuacion se presenta el esquema de las elaboraciones de yogur realizadas.

Las figuras posteriores muestran imagenes de las etapas del proceso a escala de

laboratorio.

Esquema de proceso

Leche fluida
comercial
parcialmente
descremada
ultrapasteurizada
L]

v v AGITACION Y
PREMEZCLADO > MEZCLADO > CALENTAMIENTO
Y Y (95°C; 5 min.)
azlcar T almidoén
INCUBACION \ 4
leche en polvo (42+1°C; 4 h) < ry ENFRIAMIENTO (42°C)
descremada

\ 4

fermento

ENFRIAMIENTO
RAPIDO (15°C)

A\ 4

REFRIGERACION
(6+1°C; 4 dias)

e control de pH y composicion;
control de pH (finalizada la incubacién)

DETERMINACION DEL
CONTENIDO DE
GLUTENDE TCC
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Figura 4. Etapas del proceso de elaboracion de yogures a escala de laboratorio.

Medicion de pH inicial de la leche fluida ultrapasteurizada

Agregado de aditivos Homogeneizado de premezcla

a la premezcla con licuadora de mano

Agitacion y calentamiento de la mezcla final
(premezcla + resto de leche fluida)

(95 °C; 5 minutos) (tratamiento térmico)

. £ s-q .‘ ﬁ

Agregado del fermento a la leche enfriada Incubacion en estufa a (42+1)°C por 4 h
a42°C.
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Medicién de pH, finalizada la incubacion Enfriamiento rapido a 15 °C para posterior

refrigeracién a (6+1)°C por 4 dias

Las figura 5 muestra la consistencia de los coagulos de los diferentes yogures

elaborados.

Figura 5. Consistencia de los yogures elaborados.

Yogur adicionado Yogur adicionado de Yogur adicionado de

de almiddn de maiz mezcla de almidon de almidon de trigo
maiz+ almidon de trigo
(50+50)

Anélisis

La composicion inicial de la mezcla de partida fue analizada utilizando un
Milkoscan S-50. Ademas, tanto en la mezcla de partida como en el producto final se
realizaron mediciones de pH utilizando un pHmetro HANNA - HI — 98185
(pH/ORP/ISE Meter). En los productos terminados, se realizé el ensayo de deteccion de
gluten de TCC utilizando las tiras reactivas Stick Gluten (Operén S.A)). Las
extracciones fueron realizadas de acuerdo a la ficha técnica del proveedor de las tiras

reactivas, como esté descripto en el item 3.1.
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Los almidones utilizados fueron controlados como insumos para verificar
presencia/ausencia de gluten de TCC en la prueba de desempefio (item 3.1). Una
muestra del almidon de trigo fue derivada a INTI-Frutas y Hortalizas (Centro Regional

Cuyo) para la cuantificacion del contenido de gluten.

4- Resultados

4.1 - Prueba de desempefio de productos lacteos en cuanto al cumplimiento de la
condicion “libre de gluten”

Los resultados del anélisis de gluten y almidén en los productos seleccionados

pueden visualizarse en la Tabla 1.
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Tabla 1. PRUEBA DE DESEMPENO DE PRODUCTOS LACTEOS (condicién libre del gluten)

Periodo de ensayo: 18/01/11 - 08/09/11

Ne ¢Declara libre de Reaccion del | Test de gluten
muestra Productos lacteos, agregados e insumos Empresa elaboradora | ¢Declara almidén? gluten? lugol de TCC
1 Leche de cabra en polvo (entera) P No Si - -
2 Queso port salut light A No Si - -
3 Queso port salut untable B No Si - -
4 Queso fundido untable ¢/ queso azul B No Si - -
S Queso rallado light B No Si - -
6 Queso procesado untable ¢/ queso azul Q No No + -
7 Queso procesado untable port salut Q No No + -
8 Yogur descremado 0% sab. vainilla C Si Si d -
9 Postre sab. vainilla ¢/ dulce de leche D Si Si d -
10 Yogur entero endulzado sab. Vainilla + copos de maiz azuc. E Si Si + -
11 Yogur entero batido endulzado+copos de maiz azuc. D Si No + -
12 Queso magro sin sal B No Si - -
13 Yogur descremado edulcorado sab. Vainilla F No No - -
14 Top cereales (copos maiz, extracto de malta, arroz y trigo inflados) F No No + +
15 | Ppostre sab. vainilla G Si Si + -
16 Arroz con leche light C No Si + -
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17 Yogur endulzado c/pulpa manzana-banana D No Si -
18 Flan dietético reducido en calorias sab. Vainilla c/ caramelo E Si Si -
19 Yogur descremado sabor vainilla +top (mix cereales) F No No +
20 Queso azul E No Si -
21 Queso azul H No Si -
22 Queso azul I No Si -
23 Queso azul J No Si -
24 Queso untable con queso azul H Si No -
25 Queso untable con queso azul J No Si -
26 Flan de huevos en polvo (tipo casero) K Si No +
27 Polvo para preparar helado (sabor vainilla) L No No -
28 Polvo para preparar mousse (sabor dulce de leche) M Si No -
29 Polvo para preparar postre instantaneo s/ chocolate M Si No -
30 Yogur griego c/frutillas G Si Si -
31 Queso rallado B No No -
32 Crema no lactea para café N No No -
33 Capuccino instantaneo @] Si No -
34 Yogur dietético edulcorado G Si No -
35 Producto alimenticio a base de leche "Crema 0%" D Si Si -
36 Dulce de leche tradicional C No Si -
37 C No Si -

Dulce de leche repostero
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38 Top Misli (avena, maiz, azlcar, extracto malta, glucosa) G No No + +
39 Yogur dietético edulcorado + Miisli G Si No + +
40 Dulce de leche 0% G Si Si + -
41 Dulce de leche repostero F Si Si + -
42 Alimento a base de azucar y leche en polvo entera Q No No - -
43 Formula infantil (1-3 afios) (leche UAT modificada para nifios) D No Si - -
44 Leche fluida UAT parcialmente descr. con fibra D No Si - -
45 Leche descremada + jugo de frutas (manzana), bajo en lactosa G No Si - -
46 Férmula infantil (6-12 meses) D No Si - -
47 Queso cremoso W No Si + -
48 Cultivo liquido de esporas de Penicillium roqueforti R No No + -
49 Avena arrollada instantanea S No No + +
S0 Arroz inflado T No No + +
S1 | Aimidén de trigo u No No + +
52 | Aimidén de maiz \Y Si No + -

Referencias:

Para preservar el anonimato de la empresa elaboradora, se la identificé internamente con una letra, sin estar relacionada con su nombre real.
Almidon no declarado y detectado (desarrollo de coloracion azul intenso).
d Desarrollo de coloraciéon dudoso, no concordante con azul intenso.

La indicacién “+” en la columna de productos, sefiala que hubo una mezcla de ambos componentes para el posterior analisis.
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a)_Contenido de almiddn de las muestras

De las 52 muestras analizadas y que no declaraban presencia de almidén, 12
(doce) resultaron positivas. De las mismas, 7 (siete) muestras (almidén de trigo, arroz
inflado, avena arrollada instantanea, top musli, top cereales, arroz con leche Light y
yogur descremado de vainilla mezclado con su top de cereales) ya lo contienen
naturalmente y no se indica expresamente en el etiquetado. 4 (cuatro) muestras (queso
procesado untable con queso azul, queso procesado port salut untable, polvo para
preparar helado (sabor vainilla) y queso cremoso), no indicaban almidon en el
etiquetado y dieron resultado positivo. La adicion de almidon en estos ultimos
productos esta permitida, excepto para el queso cremoso. La presencia de almidon en
queso cremoso podria indicar una posible adulteracion en el producto ya que el mismo
puede utilizarse para aumentar rendimientos y mejorar la apariencia/textura de quesos
de menor calidad. Por dltimo, la muestra de cultivo liquido de esporas de Penicillium
roqueforti, arrojé un resultado positivo de almidon.

3 (tres) muestras (yogur descremado 0% sabor vainilla, postre sabor vainilla con
dulce de leche y queso untable con queso azul) declararon almiddn en sus respectivos
rotulos pero la coloracion desarrollada con la prueba de lugol no se correspondié con el
tono azul intenso que indica resultado positivo, de alli que se catalog6 como “dudoso”,

solo para indicar la diferencia en la naturaleza de la coloracion obtenida.

b)_Contenido de gluten de TCC de las muestras:

De las 52 muestras analizadas, 8 (ocho) dieron resultado positivo a la deteccion de

gluten de TCC por inmunocromatografia de flujo lateral, pero ninguna de ellas

declaraba “libre de gluten” en el rotulo del producto. De estas 8 (ocho) muestras, 2 (dos)
corresponden a cereales que normalmente pueden formar parte de los tops de yogures
(arroz inflado y avena arrollada), 1 (una) es almidon de trigo, 2 (dos) fueron tops de
cereales de yogures obtenidos del mercado (musli y mezcla de cereales con extracto de
malta), 2 (dos) fueron de dichos tops mezclados con los propios yogures (para ver si
existia un efecto de dilucién del gluten en el yogur) y 1 (una) sola muestra de distinta
naturaleza composicional a las anteriores, dio positiva la determinacion (flan de huevos

en polvo — tipo casero).
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De las 52 (cincuenta y dos) muestras analizadas, 29 (veintinueve) de ellas cumplen
con la condicién de libre de gluten que declaran en el rétulo, lo cual se refleja en la
negatividad del resultado de la determinacion.

Del mismo total de muestras, 13 (trece) productos lacteos (o de base lactea), més 2

(dos) insumos, cumplen con la condicién de libre de gluten y no registran dicho estado

en el rétulo (yogur entero batido endulzado+copos de maiz azuc., yogur descremado
edulcorado sab. vainilla, yogur dietético edulcorado, queso procesado untable con queso
azul, queso procesado untable port salut, queso rallado, queso untable con queso azul
(x2), polvo para preparar mousse (sabor dulce de leche), polvo para preparar postre
instantaneo s/ chocolate, crema no lactea para café, capuccino instantaneo, alimento a
base de azUcar y leche en polvo entera, almidén de maiz y cultivo liquido de esporas de
Penicillium roqueforti). De estos ultimos resultados se deduce que la cantidad de
productos aptos para celiacos en el mercado es mas amplia que el rango de productos
que declara la situacion “libre de gluten” en su etiqueta.

De esta manera, un mayor compromiso en cuanto a la problematica de la celiaquia
de las empresas en general y lacteas en particular para conseguir para sus productos la
calidad de “libre de gluten”, conduciria a ampliar el rango de productos disponibles para
la poblacidn celiaca.

Cabe destacar que el analisis de los yogures que llevaban tops de cereales, por
separado, arrojo resultado negativo en todos los casos lo que demuestra que ambas
lineas de producciéon (la de los yogures y la de los tops) se hallan separadas sin

probabilidad de inducir una contaminacién cruzada.

Esta prueba de desempefio fue presentada en el “Encuentro de Primavera — 2011”7,
actividad que anualmente organiza INTI y en la cual se presentan los trabajos de
Investigacion, Desarrollo e Innovacion llevados a cabo en la institucion en el periodo en

curso (Cazzaniga y col, 2011).

¢)_Cuantificacion de una muestra con resultado positivo de gluten de TCC

De la muestra N° 26 (flan de huevo en polvo tipo casero) y N° 51 (almidon de
trigo que se utilizé en las elaboraciones de yogures), cuyo resultado de la deteccion de

gluten de TCC por inmunocromatografia de flujo lateral dio positivo, se enviaron
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contra-muestras a INTI- Frutas y Hortalizas (Centro Regional Cuyo) sobre la que se
cuantifico el contenido de gluten por el método de Chirdo y colaboradores (1995). A

continuacion se presenta una copia del informe final con los resultados obtenidos.

INTI &) FRUTAS Y HORTALIZAS Hrsgri B
Centro Regional Cuyo. Teléfono (54 261) 496 0400 / 0702 / 1840
INSTITUTO NACIONAL DE TECNOLOGIA INDUSTRIAL e-mail; frutasyhortalizas@inti.gov.ar
INFORME DE ANALISIS
RUT N°: 72/11
INFORME UNICO Pagina 1 de 1
SOLICITANTE: Empresa: INTI LACTEOS — SEDE RAFAELA
Direccion: Ruta nacional 34 km. 227,6 (2300) Rafaela - Santa Fe
At.: Lic. Diego S. Cazzaniga A.
ANALISIS: Descripcion: Determinacién de gluten.
Realizado: 24/11/11
MUESTRAS: Descripcion: Dos muestras identificadas como:

Identificacion: ~ Muestra N° 1: Flan de huevo en polvo tipo casero
Muestra N° 2: Almidon de trigo

Recepcion: 24/11/11

Muestreo: Muestra provista por el solicitante.

Las muestras y eventuales contra muestras se conservan en el laboratorio por un periodo de 15 dias después de
la fecha de informado, salvo muestras perecederas o muestras en las que el cliente notifique expresamente que
sean devueltas.

RESULTADOS:

Determinacié No1 N° 2
VINTI - Cuyo | [Giten, ma/kg 16 65
ANALIZO Lirpite de cuantificacion: 1,5 mg de gluten/kg
A Método: Enzimoinmunoensayo ELISA Competitivo
¢ g;
S 3 Nota: De acuerdo al art. 1383 del Codigo Alimentario Argentino, un alimento libre de gluten no podré superar el
X ¢ contenido maximo de 10mg de gluten/Kg de alimento.

¢ ANALIZO: Lic. Paula Fernndez

INFORMADO: 24/11/11

ulu SR\

I-Frutas y Hortaliza. ~TAg. E0GAR

Lic. MIRTA N. PEDRAN CENTRO REGIONAL Cur
~ereinadora de Serv'-* - . ¢ ERTU Frutas y Hortaiizas
A§C. DIRECLIDN

Este informe no podra ser reproducido parcialmente sin la escrita autorizacion del Lab: Lo: c se refieren exclusi
a los elementos recibidos, el INTI y su Centro Regional Cuyo declinan toda responsabilidad por el uso indebido o incorrecto que se hiciere de este informe.
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4.2 - Deteccion de gluten en yogures elaborados con la adicion de almidon.

En la tabla 2 se resumen los parametros iniciales de composicion de la leche de

partida utilizada en las elaboraciones y en la tabla 3 se muestran los resultados finales

de pH y gluten obtenidos sobre los yogures.

Tabla 2. Composicién de la leche de partida para la elaboracion de los yogures.

Promedio + desviacién estandar

pH 6,78 £ 0,01
Materia grasa % 1,58 + 0,05
Proteinas totales % 3,12 £ 0,08
Sélidos no grasos % 8,55+0,11

Tabla 3. pH y deteccion de gluten de los yogures elaborados

Primera Segunda _
) ) Tercera elaboracion
elaboracion elaboracion
Parametro
M [M+T | T M | M+T | T M M+T T
pH 450 {439 |458 |451 | 453 (459 (451 | 458 |4,58
() (*+) *+) +)
Resultado
deteccion de 0 0 3 0 0
gluten de TCC

Yogures: M: con adicién de almidén de maiz; M+T: con adicion de una mezcla al 50% (p/p) de almiddn

de trigo y maiz; T: con adicion de almidon de trigo.

En las 3 (tres) elaboraciones,

la deteccion de gluten de TCC por

inmunocromatografia de flujo lateral dio positivo en los yogures a los que se agrego
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almidon de trigo como espesante y, negativo, en los que contenia almidén de maiz o
mezcla. En el informe emitido por INTI-Frutas y Hortalizas (Centro Regional Cuyo), la
cuantificacion del gluten contenido en el almiddn de trigo enviado para andlisis y que se
utilizo para la elaboracién de los yogures a escala de laboratorio, arrojo un resultado de
65 ppm de gluten lo que daria como concentracion final en el yogur adicionado con el
mismo de 0,65 ppm de gluten. Este valor es inferior al limite de deteccion informado
por el proveedor de las tiras reactivas, aunque el mismo declara en el protocolo del kit
que puede presentarse una cierta coloracion hasta una concentracion de 0,5 ppm
(Operdn, 2009) lo cual es compatible con el debil color rosado desarrollado en los
yogures con almidon de trigo.

Cabe destacar que el resultado negativo obtenido en los yogures adicionados de la
mezcla de almidones (M+T) fue obtenido a los 10 minutos de desarrollada la
cromatografia, como indica el protocolo del fabricante del kit. No obstante, luego de
pasado dicho lapso, aparecié un vestigio de tono rosado en la zona de reaccion del
gluten de TCC con el anticuerpo R5. El proveedor del kit indica expresamente que

cualquier resultado, fuera de los 10 minutos debe ser tomado como invalido.

5 - Conclusiones

Respecto a la prueba de desemperio

En base a los resultados obtenidos en la “prueba de desempefio” en cuanto a la
presencia de gluten en los productos lacteos analizados, se deduce que existe una
cantidad importante de productos aptos para celiacos en el mercado, chequeados
analiticamente, mas alla de los que declaran su condicion de “libres de gluten” en su
rotulo. De esta manera, un mayor compromiso de las empresas por esta problematica
conduciria a la obtencidon de la condicion “libre de gluten” para una mayor gama de
productos, lo que aumentaria la oferta alimenticia para la poblacién celiaca. Desde el
punto de vista de las empresas ante esta situacion, es muy importante que las mismas
tengan adecuados procesos de elaboracion con la aplicacion de BPM, de modo que se

reduzcan los riesgos de contaminacion cruzada con gluten en las lineas de elaboracion.
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Respecto a la capacidad de deteccion de las tiras reactivas

Las tiras reactivas mostraron una alta sensibilidad al gluten de TCC. Incluso son
capaces de detectar gluten a concentraciones menores a su limite de deteccion declarado

(LD: 2 ppm), como se detecto en la muestra de flan en polvo.

Respecto de la elaboracién de yoqures adicionados con almidones

La aplicacion de la inmunocromatografia de flujo lateral al chequeo de yogures
elaborados con distintos almidones, mostr6 que es posible detectar con las tiras
reactivas la presencia de gluten en el yogur que contenia almidén de trigo al 1%, aln
estando en una concentracion menor al LD del método (LD: 2,0 ppm; contenido de
gluten en el yogur calculado a partir del contenido cuantificado en el almidon de trigo:
0,65 ppm). No se verificaron interferencias analiticas de la matriz lactea durante la
determinacion de gluten.

El resultado negativo en el yogur adicionado de la mezcla (almidon de maiz +
almidon de trigo) indica que es posible no detectar gluten de TCC en un alimento y las
trazas del mismo estar presente en el producto. Este hecho justifica la demanda de la
poblacion celiaca a la comunidad cientifica de desarrollar métodos de deteccion con el
mayor grado de sensibilidad posible a fin de contar con productos alimenticios

procesados seguros para su DLG.
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CONCLUSIONES FINALES

Mediante el presente TFI se pudo analizar la situacion actual de los productos
lacteos, en nuestro pais, en cuanto a su aptitud para ser consumidos por la poblacion
celiaca. Como alimentos procesados, los productos lacteos no dejan de tener en su
composicion varios ingredientes que hace que el consumidor y, fundamentalmente, el
celiaco, se detenga a leer su rétulo con detenimiento a fin de adquirir un alimento
seguro. Se ha constatado a través de la prueba de desempefio que existen en el mercado
productos lacteos que no declaran almidones en su lista de ingredientes y que dan
positiva la prueba del lugol, lo cual redunda en un doble efecto, por un lado, para la
poblacién en general, de encontrarse con productos lacteos cuyos rotulos estan
incompletos o bien ser lisa y llanamente un alimento adulterado y, por otro, para la
poblacion celiaca, de contar con alimentos no seguros. La presencia de almidones en las
formulaciones levanta siempre sospechas por la posibilidad de contaminacion cruzada
con TACC. Ademaés, se ha verificado, a través del mismo estudio, que muchos
alimentos lacteos que no estan registrados como “libres de gluten” y que se expenden en
el mercado, dan resultado negativo al test de gluten por inmunocromatografia de flujo
lateral. Si estos alimentos fueran certificados en su condicion como tales, posibilitarian
que el celiaco tenga una mayor oferta de alimentos aptos para su DLG vy, a la empresa,
garantizar que sus elaboraciones se enmarcan dentro de las BPM que originan un
PLLG. Por medio de la prueba experimental de elaboracion de yogures adicionados con
almidones al 1%, a nivel de laboratorio, se lleg6 a la conclusion que el almiddn de trigo
es altamente contaminante de un alimento a través del TACC y que niveles muy bajos
del mismo pueden ser detectados por inmunocromatografia de flujo lateral. Aln asi, se
confirmd por el mismo método, que un resultado negativo del test no garantiza la
ausencia de gluten de TACC en una muestra, habida cuenta del resultado obtenido con
el yogur adicionado de almidon mezcla trigo+maiz (1+1).

El estudio de los enzimoinmunoensayos como técnicas de eleccion actuales para
el andlisis de trazas de gluten de TACC en alimentos, dejé como conclusion que poseen
puntos fuertes y debiles que hacen que su utilizacion sea analizada en funcion de la
matriz alimenticia acompariante y del proceso tecnolégico que origino el alimento,
puesto que, pueden dar resultados falsos positivos y falsos negativos, si no se ejecuta el

ensayo correctamente por desconocimiento del tipo de muestra.
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La basqueda bibliogréafica en la temética resulté provechosa en dos aspectos, por
un lado, ver que la informacion disponible es muy abundante para alimentos en general
Yy, por otro, que es escasa para productos lacteos en puntos especificos lo que llevo a
generar informacion propia a través de una parte experimental para completar el
presente TFl. Ademas, la revision del CAA en el capitulo de Alimentos L&cteos, y en
otros, colabor6 a demostrar que los mismos son susceptibles de contener ingredientes
para los cuales esta documentado que por origen 0 por contaminacion cruzada pueden
Ilegar a contener trazas de gluten de TACC. Resultd provechoso poder aportar por este
medio algunas premisas, estrategias e informacion reglamentaria que puede necesitar
cualquier productor de la industria lactea para elaborar un PLLG, aplicando BPM y
adecuados POES.

Por ultimo, la prueba de desempefio resultd ser un medio de validacion interna
del kit de deteccidn de gluten de TCC para su incorporacion en la Oferta Tecnoldgica de
INTI-Lacteos.
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