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RESUMEN

En los Ultimos afos distintos paises, incluido Argentina, han avanzado con
reglamentaciones para garantizar la inocuidad alimentaria. Varios métodos
moleculares se han propuesto como herramientas Utiles para el analisis de
alimentos. A pesar de que los métodos basados en el ADN, como la reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR) son altamente especificos, reproducibles, sensibles
y caracterizados por el alto poder de discriminacion, estan fuertemente limitados
por la presencia de inhibidores, abundantes en particular en muestras de
alimentos. Los compuestos inhibitorios pueden interferir en la reaccion a diferentes
niveles, desde disminucion de la eficiencia hasta una inhibicion completa de la
actividad de la ADN polimerasa. Por lo tanto, los métodos basados en ADN son
altamente dependientes de las técnicas de extraccion y purificacion del ADN. En
particular, los métodos moleculares aplicados a muestras de alimentos requieren
estrategias de extraccion y purificacion eficiente de los acidos nucleicos y la
remocidon de numerosos compuestos inhibidores de PCR. En este trabajo se han
explorado cuatro estrategias de extraccion y purificacion del ADN, dos con kits
comerciales, Nucleo Spin Food -Macherey-Nagel y Wizard Magnetic DNA
Purification System for Food-Promega, y dos métodos estandares, CTAB (bromuro
de cetil-trimetil amonio) y CTAB-PVP (bromuro de cetil-trimetil amonio con adicion
de polivinil pirrolidona). Se tuvo en cuenta el rendimiento de la extraccion, la
pureza del ADN y la amplificabilidad del ADN por gPCR. Se realiz6 la extraccion y
purificacion de ADN por triplicado de quince alimentos procesados de diferente
naturaleza y disponibles comercialmente (como por ejemplo galletitas, snacks,
chocolate, medallones de pollo, jugo de frutas, etc). El ADN purificado se cuantifico
por espectrofotometria UV a 260nm vy la calidad se estimd por la relacion UV
260/280nm. A su vez, se seleccionaron algunas muestras que pudieran contener
ADN de mani, segun su proceso de elaboracién y/o la declaracién en su rotulacion,
para ser amplificadas por qPCR y estimar si el ADN obtenido es factible de ser

utilizado con este fin. Las estrategias de extraccién y purificacion evaluadas en este
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trabajo mostraron concentraciones de ADN muy variables, con buen rendimiento
con el método de CTAB y aun mayor con su modificacion de adicién de PVP,
respecto de los kits comerciales ensayados. En cuanto a la pureza del ADN
extraido, los kits comerciales resultaron con mejor prestacion principalmente en
aquellas muestras pertenecientes al grupo de los panificados (galletitas y snacks).
La amplificacion por qPCR de las muestras ensayadas, que contenian mani entre
sus ingredientes, fueron inhibidas en aquellas extraidas con CTAB versus las
obtenidas con Nucleo Spin Food, en concordancia con la mayor purificacion y
eliminacion de inhibidores por parte de los kits comerciales. Se obtiene ADN
amplificable, en cantidad y pureza diferentes que permite detectar ADN de mani y
potencial presencia del alérgeno; estos resultados evidencian la necesidad de
continuar evaluando la amplificacion por qPCR de diferentes regiones blanco de
interés, informacidon que complementara la eleccion de la estrategia de extraccién

y purificacién del ADN para los diversos grupos de muestras problema.

Palabras claves: ADN, alimentos, PCR.
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GLOSARIO

biomoléculas de elevado peso molecular, de estructura polimérica
formado por mondmeros denominados nucledtidos.

alimentos elaborados a base de materias primas
previamente procesadas, que no contiene ingredientes frescos o que no pueden
identificarse en la presentacion final.

procedimiento de separacién de una sustancia que puede disolverse en dos
solventes no miscibles entre si.

es una molécula o parte de una molécula que emite fluorescencia después
de ser excitada con luz.

es la garantia de que un alimento no causara dafio al consumidor cuando se
preparen y/o consuman segun el uso previsto.

componentes nutrientes y no nutrientes de un alimento y sus
relaciones moleculares entre ellos.

habitos alimentarios de un individuo conformados por las
preferencias alimentarias e influencia familiar y cultural respecto de la ingestién de
alimentos.

proceso de eliminacion de imperfecciones o impurezas de una sustancia,
en este caso de ADN.

PCR, del inglés PolymeraseChainReaction.
Técnica de laboratorio que permite amplificar in vitro pequefios fragmentos especificos de
ADN.

concepto basado en cuatro pilares, la disponibilidad fisica,
estabilidad de esa disponibilidad, el acceso garantizado a los alimentos y el uso o
aprovechamiento de los nutrientes.

enzima ADN polimerasa de la bacteria 7hermus aquaticus, con la
capacidad, a partir de una hebra molde generar una hebra complementaria afiadiendo
bases nitrogenadas.

equipo reciclador térmico de PCR, que permite realizar los ciclos de
temperaturas necesarios para una reaccion en cadena de la polimerasa de amplificacion
de ADN o para reacciones de secuencia con el método de Sanger.
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CcapPituLo I
INTRODUCCION






Los avances cientificos y tecnoldgicos desarrollados a lo largo de las ultimas
décadas han permitido ensayos analiticos extraordinariamente pormenorizados, de
tal manera que de un alimento o producto puede expresarse su composicion
cualitativa y cuantitativa en detalle. Asi mismo, dada la complejidad y diversidad
de ingredientes, la matriz alimentaria en muchos casos, representa un desafio

mayor que otros sistemas bioldgicos a la hora de su tratamiento analitico.

Sin embargo, con la industrializacién, principalmente en la Ultima parte del
siglo pasado, el procesamiento de alimentos se ha desarrollado a gran velocidad y
se ha transformado profundamente, con el aporte de la tecnologia y la ciencia.
Estos cambios traen aparejados, tanto para la industria como para el Estado, en la
jurisdiccion correspondiente, la responsabilidad de hacer una evaluacion
exhaustiva sobre el efecto que tienen todas las formas de procesamiento de
alimentos sobre los sistemas y suministros de alimentos; los habitos y patrones de

alimentacion; la nutricion, la salud y el bienestar.

Al mismo tiempo que conocemos mejor la composicion de los productos
alimentarios, también conocemos cada vez mas y mejor los efectos de los

diferentes nutrientes o sustancias sobre nuestro organismo.

En términos del Codigo Alimentario Argentino (Ley 18.284), alimento es
toda sustancia o mezcla de sustancias naturales o elaboradas que, ingeridas por el
hombre, aporten a su organismo los materiales y la energia necesarios para el
desarrollo de sus procesos biologicos. La designacion "alimento” incluye ademas
las substancias o mezclas de substancias que se ingieren por habito, costumbres,

0 como coadyuvantes, tengan o no valor nutritivo (C.A.A. art.6 inc. 2).

De igual manera define a un “Alimento genuino o normal, como el que,
respondiendo a las especificaciones reglamentarias, no contenga sustancias no
autorizadas ni agregados que configuren una adulteracion y se expenda bajo la
denominacion y rotulados legales, sin indicaciones, signos o dibujos que puedan

enganar respecto a su origen, naturaleza y calidad (C.A.A. art.6 inc. 4).

Asi como el riesgo de salud asociado a la produccion y venta de alimentos

no aptos para el consumo, los ingredientes presentes no declarados en un alimento




(contaminantes de proceso), la sustitucion fraudulenta de especies de alto valor
econdmico por otras de menor costo, la fabricacion de productos con menor
cantidad de especie que la declarada, la presencia de especies no permitidas a
grupos religiosos, la inclusién de derivados carnicos en productos destinados a
vegetarianos, han impulsado el establecimiento de mayores controles en la cadena

de produccién y comercializacion de productos para alimentacion.

En la actualidad, la era de la globalizacion, el sistema alimentario esta siendo
determinado por el procesamiento industrial de los alimentos. El cambio mas
significativo de este determinante, es el desplazamiento de los patrones de
alimentacion basados en platos preparados a partir de materias primas sin procesar
o minimamente procesadas, por otros que se basan cada vez mas en productos

ultra procesados.

Este cambio, reflejado en los patrones alimentarios, principalmente los
Ultimos veinte anos, evidencia una diferente manera de comprar, preparar y
consumir alimentos, probablemente, asociada a los cambios en el estilo de vida, la

oferta de alimentos y el tiempo dedicado a la preparacion de las comidas.

Estas modificaciones, transcurren relacionadas, por ejemplo, a un aumento

en la prevalencia de las alergias alimentarias.

La globalizacién, el aumento de las importaciones y exportaciones, y los
tratados de libre comercio han propiciado un mayor intercambio y acceso de los
alimentos a nivel mundial; junto con ello los problemas asociados a los fraudes
tales como la adulteracion, sustitucién, la intencionalidad vy falsificacion se han

incrementado (Espinoza, Meza, Valencia y Quevedo; 2015).

Asi como este escenario se ha ido modificando, la ciencia ha necesitado
desarrollar técnicas moleculares aplicadas a alimentos en pos de resolver estos
inconvenientes; técnicas basadas en la composicién integral del alimento que es
conservada a través de las transformaciones sufridas durante el proceso de

elaboracion.

Las técnicas basadas en acidos nucleicos, como la extraccion de ADN y

posterior amplificacion por PCR, tienen como ventajas, ser mas sensibles que




aquellas basadas en proteinas, utilizar una pequefa cantidad de muestra y la
posibilidad de analizar distintos tipos de matrices alimentarias sometidos a variados

tratamientos de procesado.

1.1 — CLASIFICACION DE ALIMENTOS EN LA ACTUALIDAD

En 2015, la Organizacion Panamericana de la Salud y la Organizacion
Mundial de la Salud exponen un informe sobre el Sistema NOVA, trabajo realizado
por un equipo de investigadores de la Universidad de Montreal (Canadd) y de la
Universidad de San Pablo (Brasil), donde proponen una nueva clasificacion de los
alimentos, segun su grado de procesamiento, resultando mas facil y sencilla de

acuerdo a las pautas alimentarias del siglo XXI.

Esta propuesta de clasificacion de los alimentos toma en cuenta las
implicaciones para la promocién de la salud y el bienestar de la poblacion y
reconoce los factores sociales, politicos y econdmicos que influyen en los sistemas
alimentarios, el cambio de la comprension publica de lo que es la alimentacion
saludable y las Enfermedades Crdnicas no Transmisibles - ECNT (diabetes,

enfermedades cardiovasculares, cancer, entre otras).
La nueva clasificacion incluye los siguientes grupos:

Alimentos naturales y minimamente procesados

a) Alimentos naturales (no procesados), de origen vegetal como frutas
y verduras, leguminosas, semillas, etc.; o de origen animal como carnes,
huevos, leche, etc.

b) Alimentos minimamente procesados: alimentos naturales que han
sido modificados sin el agregado de sustancias externas, modificaciones de
procesos como lavado, pelado, pasteurizado, congelado, trozado, etc., como
por ejemplo los productos de cuarta gama (vegetales minimamente

procesados).




Ingredientes culinarios

Sustancias extraidas de otros alimentos mediante procesos como prensado,
molido, refinamiento, triturado, etc., tales como aceites, grasas, harinas, azlcar o
bien obtenidos naturalmente como la sal. Estos forman parte importante -como

ingredientes- en la elaboracién de otros alimentos.

Productos comestibles listos para el consumo:

a) Productos comestibles procesados: productos modificados por la adicion
o introduccidon de sustancias (sal, azucar, aceite, preservantes y/o aditivos) que
cambian su naturaleza original, con el fin de prolongar su duracién, hacerlos mas
agradables o atractivos. Ejemplo de éstos son las conservas en salmuera, en aceite

tipo escabechados, fiambres resultantes de salazones o ahumados, quesos, etc.

b) Productos comestibles ultra-procesados: elaborados principalmente con
ingredientes industriales, que normalmente contienen poco o ningln alimento
entero. Por lo general se busca obtener productos con un lapso de aptitud
prolongado, y atractivos al consumidor. La mayoria estan disefiados para imitar
caracteres organolépticos originales, por lo que en su formulacion se utilizan gran
cantidad de aditivos sintéticos. Muchos de estos productos ultra-procesados son
resultado de tecnologias sofisticadas como procesos de hidrogenacién, hidrdlisis,
extrusion, moldeado y remodelado, deshidratacidon, o procesos de pre-coccion
como el marcado a fritura u horno. Ejemplo de éstos son los productos
“instantaneos”, sopas, cereales de desayuno, papas fritas, bebidas gaseosas,
jugos, galletas, caramelos, mermeladas, salsas, helados, chocolates, formulas
infantiles, postres, pasteles, productos “listos para calentar”, y muchos otros tipos
de productos de bebidas y “snacks”, “nuggets” de pollo, palitos de pescado pre-

cocidos, salchichas, etc.

1.2 — IMPACTO EN LA SALUD

Las alergias e intolerancias alimentarias, constituyen un problema

emergente de salud publica, habiéndose registrado en los ultimos aifos un aumento




en la incidencia de estas patologias. Estas, son un sindrome que comprende
diversas entidades clinicas que afectan a diferentes sistemas y dorganos, una
respuesta fisioldgica anormal del cuerpo ante la ingestion del alérgeno, por la
pérdida de tolerancia hacia estas proteinas de la dieta.

Si bien en muchas ocasiones hablamos tanto de alergias como intolerancias
como si fuesen una misma entidad, hay una diferencia concreta basada en los
mecanismos involucrados. Entonces, definamos cada una de ellas para tener una
idea clara, alergia alimentaria, es la respuesta anormal, directa, del sistema
inmunoldgico al alérgeno. Dentro de este concepto se encuentran a su vez,
reacciones inmediatas y reacciones de efecto retardado. En las primeras, la
respuesta inmunoldgica hacia el alérgeno esta mediada por Ig E y producto de esta
interaccidon antigeno — anticuerpo, hay liberacion de histamina, responsable de la
mayoria de las manifestaciones sintomaticas en piel, respiratorias y del tracto
digestivo. Las de efecto retardado, son las denominadas intolerancias, que
involucran aquellas sensibilizaciones que no comprometen mecanismos
inmunoldgicos.

La Academia Europea de Alergias e Inmunologia Clinica (EAACI) propone
una clasificacion de las reacciones adversas basadas en los mecanismos de accién
(Figura 1).

Reacciones adversas a alimentos

1
I I

Toxicas No toxicas
Mecanismo Mecanismo no
inmunolégico inmunoloégico

I_‘_I I | | I |

Mediada | No mediada | | Farmacologicas | | Enzimatica | | Indeterminado | | Psicosomatico
por IgE por IgE

Figura 1: Clasificacion de reacciones adversas a los alimentos. (Adaptado de la EAACI)

En todos los casos se trata de reacciones adversas no toxicas en las que el

cuerpo se activa en defensa frente a los antigenos dietarios. Como ya se menciono,
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compromete principalmente al tracto gastrointestinal, aunque también puede
afectar la piel, arbol respiratorio o inclusive tratarse de un fendmeno sistémico
conocido como anafilaxia. Se presenta mayoritariamente en edad pediatrica (5-
6%) y en menor medida en adultos (1-4%). Las alergias alimentarias constituyen
la primera manifestacion de una alergia en un individuo susceptible. En estos casos
se induce frente a las primeras exposiciones a los alimentos, razon por la cual la
alergia a leche de vaca es la principal alergia alimentaria en numerosas regiones
de todo el mundo, incluida Argentina. (Smaldini, Orsini Delgado, Fossati y Docena;
2014).

Se considera que los alérgenos alimentarios son glucoproteinas, que
representan una pequefiisima parte del alimento, pero con un gran potencial
bioldgico por lo que, minimas cantidades son suficientes para desencadenar
sintomas importantes. Los alérgenos pueden ser de origen vegetal o animal y si
bien, cualquier alimento puede potencialmente ser alergénico, se han identificado
8 (ocho) como los responsables de producir el 90% de las reacciones alérgicas.

Estos alimentos constituyen el denominado grupo de los “Grandes ocho” y
son: la leche y sus derivados, el huevo y sus derivados, el mani y sus derivados,
el trigo y sus derivados, los frutos secos, la soja, los pescados y los mariscos (ver
Figura 2). En Argentina los principales alérgenos alimentarios son la leche y el

huevo.

Figura 2: El grupo de los “grandes ocho”
(Fuente: El Pais; 2019)

Dentro de otro tipo de reacciones adversas experimentadas por algunas
personas, se encuentra las provocadas por la presencia de sulfito, utilizado
habitualmente como aditivo tecnoldgico, siendo el responsable de reacciones

mediadas por Ig E, principalmente en personas asmaticas. En el siguiente cuadro




se detallan los alérgenos mencionados y algunos de los alimentos que los

contienen.

Cuadro 1: Principales alimentos alérgenos (Adaptado de Plataforma Alérgenos en Alimentos, 2013)

Harinas, sémolas, gluten, fibra,
salvado.

Langostinos, camarones, Vvieiras,
calamar, pulpo, centollas, langostas y
almejas.

Pescados y derivados, gelatinas de
pescado, proteinas de pescado.

Huevo entero, yema, clara,
ovoalbimina, lisozima, lecitina de
huevo, huevo en polvo.

Leche fluida, en polvo, crema de
leche, manteca, leches cultivadas y
fermentadas (yogur, kéfir, quesos),
lactosuero, lactosuero en polvo,
proteinas lacteas (caseina, caseinato,
lactoglobulina, lactoalbimina) vy
lactosa.

Mani salado, aceite de mani (no
aplicable en caso de aceites muy
refinados), harina de mani.

Porotos y brotes de soja, harina de
soja, proteinas de soja, aislados,
concentrados y texturizados de soja,
lecitnas y  proteina  vegetal
hidrolizada.

Almendras,  avellanas, nueces,
castafias de caju, pecanes, nuez
Brasil, pistachio, macadamia, etc

Sulfitos y metabisulfitos

Pan, pastas, couscous, productos de papa tratados
con trigo, sopas deshidratadas, galletitas, golosinas,
alfajores y salsas.

Sopas y caldos, saborizantes, sandwiches, ensaladas
y cazuelas.

Pescado curado, ahumado, enlatado, conservas,
caviar, sopas y caldos de pescado, albondigas de
pescado, salsas, pasta de salmon.

Pastas, merengue, mayonesa, pintado para productos
horneados, crema pastelera, flanes, rebozados,
bizcochuelos, galletitas, panqueques, albdndigas,
bufiuelos, queso elaborado con lisozima.

Todos los tipos de queso, crema chantilly, crema
pastelera, helados, postres y flanes, chocolate,
nougat, dulce de leche, algunos derivados carnicos,
margarinas, salsas y aderezos.

Manteca de mani, rellenos de reposteria, mani con
chocolate, praliné, granolas (mezclas de cereales) y
turrones.

Tofu, salsas, caldos, margarina, chocolates, derivados
carnicos (como salchichas, hamburguesas, etc.),
milanesa de soja, alifios para ensaladas, saborizantes.

Pasta de nuez, turrones, coberturas para pasteleria,
mazapan, nougat, pasta de almendras, chocolates,
golosinas, pesto, barras de granola, galletitas, panes
y productos de gastronomia asiatica.

Vino, azlcar, jugos de frutas, bebidas, aderezos,

\\I/ 7/

frutos deshidratados, vegetales de cuarta gama.

1.3 — NECESIDADES DEL SECTOR INDUSTRIAL Y DERECHO DEL

CONSUMIDOR

Dado que hasta la actualidad no existe una medida correctiva definitiva para
las alergias, la Unica manera eficaz de prevenirlas es eliminando de la dieta de las
personas sensibles, los componentes que desencadenan los efectos adversos,

realizando lo que se denomina una dieta de exclusion.

Para ello, es necesario concientizacion y educacion de todos los involucrados
en la cadena alimentaria, las empresas del sector que deberan implementar
politicas efectivas para la gestion de alérgenos y los organismos oficiales que

deberan incluir en su atencidn, la vigilancia sobre el cumplimiento de la normativa
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vigente para la rotulacion de alimentos. El consumidor es el eslabon final de esta
cadena y es de fundamental importancia que dispongan de toda la informacion
necesaria sobre la composicion de los alimentos que va a consumir, para poder

realizar una eleccion adecuada de acuerdo a sus necesidades.

Aproximadamente el 50% de los pacientes con alergias alimentarias sufre
reacciones accidentales cada 3-5 afios por el contacto con productos alimenticios
y no alimenticios que contienen al componente alergénico. Esto puede ser
originado por distintas causas: contaminacion del alimento con alérgenos
(utensilios en restaurantes, durante la manufactura o procesamiento, etc.),
desconocimiento de la presencia de un alérgeno en la composicion del alimento
(caseinatos indicando proteinas de la leche, ovomucoide para proteinas de huevo,
emulsificantes para proteinas de soja, etc.), errores u omisiones en el etiquetado,
etiguetado poco claro (emulsificante, espesante, saborizante, etc.), o por
reactividades cruzadas con otros alérgenos que determinan que el sistema inmune

reconozca a dos sustancias distintas como si fueran iguales o similares.

El 6 de octubre de 2010 fue publicada en el Boletin Oficial de la Republica
Argentina la Resolucién Conjunta 57/2010 y 548/2010 de la Secretaria de Politicas,
Regulacién e Institutos y Secretaria de Agricultura, Ganaderia y Pesca que
establecia la incorporacion del Articulo 235 séptimo al Codigo Alimentario Argentino
(CAA) sobre la rotulacidn de alérgenos en alimentos. De acuerdo a esta Resolucion
pasarian a ser de declaracién obligatoria los alérgenos y sustancias capaces de
producir reacciones adversas en individuos susceptibles. Los mismos deberian ser
declarados a continuacion de la lista de ingredientes del rétulo siempre que ellos
o derivados de ellos estén presentes en los productos alimenticios envasados, ya
sean anadidos como ingredientes o como parte de otros ingredientes. Los
alérgenos contemplados comprenderian: cereales que contienen gluten: trigo,
centeno, cebada, avena y sus variedades hibridas y productos de éstos; crustaceos
y productos derivados; huevos y productos de los huevos; pescado y productos de
la pesca; mani y productos derivados; Soja y productos derivados; leche y
productos lacteos (incluida lactosa), frutos secos (almendras, avellanas, castafas,
nueces, pinones, pistacho) y productos derivados; dioxido de azufre y sulfitos, y

tartrazina.
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Dicha resolucién establecia que "No se admite ninguna frase de advertencia
que exprese o sugiera el posible o probable contenido de un alérgeno". De acuerdo
con la Resolucion Conjunta N° 106-2011 y N° 297-2011 desde el 6 de junio de
2011 la aplicacion de la Resolucién Conjunta N° 57 y 548/2010 fue suspendida
hasta que la Comision Nacional de Alimentos (CONAL) elaborase una propuesta de
adecuacion del articulo 235 séptimo del CAA. En el afio 2017 se modifica el Articulo
235 séptimo y entra en vigencia mediante la Resolucién Conjunta SPRel y SAV N°
11-E/2017, donde se otorga a las empresas, a partir del 09 de octubre de 2017 un
plazo de trescientos sesenta y cinco dias corridos para adecuar la informacién

brindada en los rétulos segun la presente normativa.

En productos procesados industrializados, la sustitucién de determinadas
materias primas, tanto de origen animal o vegetal, en alimentos para consumo
humano por otras de menor valor comercial, constituye una adulteracion que
puede derivar tanto en un fraude comercial como en un riesgo para la salud del
consumidor. Puede ser necesario tanto la verificacion de su presencia o ausencia,

o también los valores declarados en el etiquetado.

La identificacion clara de la especie de la cual provienen los alimentos es

muy importante y existen al menos tres razones para su justificacion:

a) Evitar el fraude econdmico por sustitucién o adulteracion del producto,
por ejemplo, aquellos elaborados con mezclas de carne donde se sustituye carne
bovina por otra especie de menor valor como ingredientes de origen vegetal; asi
como el control de organismos genéticamente modificados, en productos rotulados

como produccion organica.

b) Requerimientos especiales, relacionados con aspectos de salud o de
orden sanitarista, como las reacciones adversas alimentarias, no tdxicas -ya
desarrolladas anteriormente-entidad que ocurre en individuos susceptibles o que
reaccionan ante ciertas proteinas de origen animal; tal como aquellos individuos

intolerantes a la lactosa.

11



c) Por motivos religioso-culturales, especialmente presencia de carne de
cerdo en productos carnicos destinados a una comunidad especifica, como la Halal

o Kosher.

En enero del ano 2013, los periddicos internacionales graficaron el
escandalo producido en Europa en la oportunidad que la Autoridad en Seguridad
Alimentaria de Irlanda - FSAI (del inglés Food Safety Authority of Ireland) reportd
el hallazgo de ADN de carne de equino y de porcino en hamburguesas congeladas
de cinco cadenas de supermercados con presencia en el Reino Unido e Irlanda. Se
habian realizado ensayos en 27 productos diferentes, en 10 de ellos se detectd la

presencia de ADN equino y en 23 de cerdo.

Si bien se determind que este incidente y todos los controles posteriores
que derivaron de éste, no revistieron riesgo para la salud humana, todos los
productos analizados posteriormente como empanadas, lasanas y otros productos
elaborados “listos para consumo” y congelados, que fueron confirmados, se
retiraron del mercado. Algunos de estos alimentos se habian rotulado como
“productos Halal”, ley islamica que prohibe estrictamente a los musulmanes, el

consumo de carnes de cerdo.

Con el objetivo de valorizar y promover el reconocimiento de productos con
calidad vinculada al origen, algunos paises han desarrollado programas para la

produccién y comercializacion de alimentos de calidad diferenciada.

1.3.1 - TRAZABILIDAD BASADA EN EL ADN

Como se ha mencionado previamente, garantizar la calidad de un producto,
en la actualidad, es un requisito que el consumidor exige, autentificando el origen
y la calidad del alimento. Internacionalmente, con el correr de los anos, se han
implementado procedimientos basados en un enfoque integral “desde el campo a
la mesa” a lo largo de la cadena agroalimentaria con el objetivo de destacar marcas
y procedimientos certificados que aumenten la garantia de calidad y seguridad

alimentaria de los productos que llegan al consumidor.
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Asi, de este modo, llegamos al concepto de trazabilidad que el Codex
Alimentarius define como “la capacidad para seguir el movimiento de un alimento
a través de la(s) etapa(s) especificada(s) de la produccién, transformacion y
distribucion”, en otras palabras “se entiende como el conjunto de aquellos
procedimientos preestablecidos y autosuficientes que permiten conocer el
histdrico, la ubicacion y la trayectoria de un producto o lote de productos a lo largo
de la cadena de suministros en un momento dado, a través de herramientas
determinadas” (2006).

Seguir el rastro de los productos desde sus origenes hasta su consumo
ayuda a mejorar la eficacia del sistema de control de inocuidad a lo largo de toda
la cadena. De esta manera, si aparece un problema de seguridad alimentaria, se
dispone de la informacién necesaria para proceder a su localizacion dentro del
circuito, identificar las causas, adoptar las medidas correctoras y, si es necesario,
retirar la partida del mercado.

Un buen sistema de trazabilidad debe permitir seguir el rastro de un
producto, tanto hacia atrds como hacia delante, a lo largo de toda la cadena
alimentaria, sobre todo en el caso de que se produzca alguna incidencia que afecte
a la calidad o la seguridad del producto. Las alertas alimentarias surgidas en los
ultimos anos han creado una gran sensibilizacién social ante la necesidad de
consumir alimentos seguros. Esto se ha traducido en una estricta legislacion, que
impone el control y la trazabilidad en las etapas de produccion, transformacion y
distribucidn de alimentos. La importancia que el consumidor da a este hecho hace
que el cumplimiento de estas normas vaya mas alla de las imposiciones legales y
se convierta en un elemento de calidad y marketing que aporta valor diferencial a
los productos.

Desde la incorporacién del concepto, se han desarrollado distintos tipos de
métodos de identificacion segun la industria ha requerido y que hoy forman parte
de lo que podemos denominar “trazabilidad convencional”. La industria carnica ha
sido una de las pioneras utilizando para ello, caravanas, bolos ruminales, la
documentacion estricta de cada animal, cédigo de barras, packaging, etc., siempre
asociado a una base de datos completa y accesible, resguardada en el tiempo. En

otro tipo de alimentos, pueden realizarse estudios a través de un conjunto de
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caracteristicas o propiedades comunes que conforman esos productos de una
misma region como son los analisis de compuestos volatiles, flora microbiana,

isotopos estables, etc.

Ejemplo de esto es el trabajo conjunto que se llevé a cabo en Cérdoba entre
el Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria (INTA), la Universidad Nacional
de Cdrdoba (UNC) y el Centro de Proyectos y Procesos Cérdoba (CEPROCOR),
sobre la caracterizacién del Man/ de Cordoba, para otorgarle a su produccion y
comercializacién internacional, como valor agregado, la “Denominacién de Origen
Certificada” (DOC), basado en la determinacién de la composicidon nutricional y el
perfil sensorial del mani confiteria. La utilizacién de metodologia analitica fue
complementando la informacidn necesaria para conformar las bases de datos, con

la aplicacion de técnicas espectroscdpicas (IR e ICP — MS).

La “trazabilidad no convencional”, basada en el ADN como huella genética
que puede compararse con un patron de referencia, tiene como ventaja que esta
presente en todas las células, es inalterable a lo largo de la vida del organismo y
se mantiene estable frente a los procesamientos a los que se someten a los

alimentos.

Cuando se habla de rastreabilidad en carnes y derivados, no podemos dejar
de mencionar que los refuerzos en las medidas para la identificacion animal y la
introduccién de exigencias en la implementacion de trazabilidad en la produccion
de carnes por parte de la Unidn Europea (UE), estuvo estrechamente vinculado a
la crisis de Encefalopatia Espongiforme Bovina (BEE) ocurrida a finales de la década
de 1980 y principios de los 90, con inicios en Gran Bretafia, conocida
internacionalmente como “el mal de la vaca loca”, dada la sintomatologia que
presenta esta enfermedad neuroldgica que afecta a los bovinos. Dado que el
mecanismo de contaminacion es la alimentacion de los animales con piensos,
integrados por harinas de huesos y otros tejidos bovinos contaminados con el
agente etioldgico (prion o proteina pridnica), la determinacion e identificacion a lo
largo de toda la cadena de produccion resulta fundamental en la garantia de
inocuidad. Por esto, con el correr de los afos, las reglamentaciones se han hecho

extensivas a paises exportadores que tienen como destino la Comunidad Europea.
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El Reglamento (CE) N° 178/2002 (Parlamento Europeo, 2002) establece
desde enero de 2005 la obligatoriedad de que todas las empresas alimentarias y
de piensos dispongan de un sistema de trazabilidad que permita garantizar la
seguridad de los productos comercializados. Ademas, como medida preventiva de
la propagacion de la enfermedad, la prohibicién de alimentar a rumiantes y otros
animales de abasto con materias primas derivadas de animales. Esto ha potenciado
la busqueda y desarrollo de técnicas analiticas que permitan la deteccion e

identificacion de tejidos animales en piensos.

Se puede mencionar otro claro ejemplo como es la cadena de produccion
de aceite de oliva en la que, como complemento en la implementacion de
trazabilidad, surge la utilizacion del analisis de ADN que consta de dos fases: una
primera etapa de amplificacion de ADN por PCR, y una segunda etapa de
separacion o analisis de los fragmentos de ADN, obtenidos mediante el uso de
biochips, que son pequeias plaquitas donde se alojan fragmentos de ADN de
interés, esto es que estan presentes las variaciones denominadas SNPs (Single
Nucleotide Polymorphisms) que resultan diferencias muy sutiles capaces de
caracterizar el varietal de un olivo. De los resultados de algunos trabajos revisados,
surge que las cantidades de ADN obtenidas del aceite de oliva son muy pequefas
y que ademas se encuentra muy fragmentado. Cada aceituna proviene de la fusidn
de dos gametos por lo que el aceite contiene ADN muy heterogéneo; por esto,
cuales sean los marcadores elegidos se hace imprescindible contar con una base

de datos que incluya la caracterizacion de la amplia variedad de cultivares.

Con el objetivo de la determinacion del origen geografico de la miel, algunos
grupos de investigacion han trabajado en definir el protocolo de obtenciéon de ADN
que luego pueda ser utilizado en la aplicacion de esta tecnologia molecular. Los
métodos mas utilizados de rutina con esta finalidad son el andlisis palinoldgico-
analisis del polen y de las propiedades fisico quimicas de la miel-, métodos
cromatograficos u observacion directa del comportamiento de las abejas. Aunque
frente a la mayor sensibilidad, simplicidad, rapidez y confiabilidad, el uso de
herramientas basadas en la extraccién y amplificacion del ADN obtenido ha ido

ganando terreno. Se han reportado la eficiente identificacion de mieles multi y
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monoflorales evidenciando que el uso de la PCR es una buena alternativa a los

métodos tradicionales.

Similar a la necesidad de identificacién de procedencia en la miel, es
ampliamente conocido en la industria vitivinicola que, segun las variedades de vid
utilizadas para producir los mostos, son las caracteristicas finales a los vinos. Con
el transcurso de los anos la produccion de vinos se ha diversificado mientras que
se intentan proteger variedades tradicionales. Por lo tanto, la identificacion de las
variedades utilizadas en la elaboracion de los vinos, ya sean monovarietales o
mezclas, es de suma importancia. Esta diferencia en el valor comercial que
alcanzan determinadas variedades ha conducido a la industria vitivinicola a la
blusqueda de métodos mas precisos de identificacion. Aquellos productos,
elaborados y registrados respectivamente como “Denominacién de Origen” estan
legislados celosamente en cuanto a su composicion y etiquetado, por lo que cada

pais debe controlar las variedades utilizadas para asegurar la calidad del producto.

Con el uso la biologia molecular, se desarrollaron marcadores como los
microsatélites (SSR) que, al ser muy numerosos, polimorficos y estar dispersos en
el genoma en ndmero variable de repeticiones, generan mucha informacién y son
facilmente detectables por PCR. Los microsatélites ya estan siendo utilizados en la

identificacion de las variedades de vid de varias colecciones espanolas.

1.3.2 - IDENTIFICACION DE ESPECIES

En los ultimos anos, el interés por el control de los alimentos en cuanto a la
identificacion de las especies que los conforman, sean de origen animal o vegetal,
tendiente a evitar fraudes, ha ido en incremento de la mano de la diversidad y

disponibilidad de alimentos, principalmente de los industrializados.
En capitulo I, el C.A.A. define:

Art. 7 - Alimento adulterado: "El que ha sido privado, en forma parcial o
total, de sus elementos utiles o caracteristicos, reemplazandolos o no por otros

inertes o extrafios; que ha sido adicionado de aditivos no autorizados o sometidos
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a tratamientos de cualquier naturaleza para disimular u ocultar alteraciones,

deficiente calidad de materias primas o defectos de elaboraciorn’”.

Art. 8. Alimento falsificado: "El que tenga la apariencia y caracteres
generales de un producto legitimo protegido o no por marca registrada, y se
denomine como éste sin serlo o gue no proceda de sus verdaderos fabricantes o

zona de produccion conocida y/o declarada”.

De estas dos definiciones, se desprende que la sustitucion o eliminacion de
un ingrediente en la composicion del alimento, sin que el consumidor sea
informado, o una rotulacién enganosa sobre su procedencia, constituye parte de
las acciones fraudulentas mas frecuentes, siempre con un fundamento de tipo

economico.

De este modo se han realizado estudios de tipificaciéon de especies, en
distintos paises, por ejemplo en productos de carne vacuna para la deteccion de
carne de pollo, donde los resultados mostraron que el 94.4% de un total de 90
muestras de hamburguesas contenian carne de pollo (Mehdizadeh et a/, 2014). Se
ha estudiado la eficiencia de la técnica de PCR para detectar adulteracion por
agregado de leche de origen bovino a quesos elaborados con leche de bufala. Los
resultados concluyeron que el 13.6% de las muestras colectadas de quesos
disponibles comercialmente en la region objetivo de este estudio, contenian leche
bovina (Silva et a/, 2015).

1.4 —~ALGUNOS ANTECEDENTES ANALITICOS

La emergencia de la biologia molecular ha dado lugar a nuevas herramientas
gue se han adaptado rapidamente al campo del control de calidad e inocuidad de
productos alimenticios. Se han desarrollado multiples métodos analiticos basados

en la deteccién de dos tipos de macromoléculas: proteinas y ADN.

El ADN es una molécula termoestable y, aunque se degrada durante el
proceso de transformaciéon (fragmentacion del ADN), los fragmentos generados

siguen siendo informativos. Es importante destacar que en muchos de los procesos
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de elaboracidn, los alimentos son sometidos a altas temperaturas y presiones
elevadas, por ello se producen fragmentos de entre 100 y 250 pares de bases (pb)
aproximadamente. Las proteinas, en cambio, se desnaturalizan, impidiendo su

utilizacién para las técnicas moleculares basadas en ellas.

La concepcion de la técnica de Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR
por sus siglas en inglés) a principios de la década de 1980, por el Dr. Kary Mullis -
por lo cual obtuvo el Premio Nobel de Quimica en el afno 1993-, produjo una
revolucion tecnoldgica permitiendo obtener cantidades ilimitadas de ADN
especifico y se ha convertido con los afos, en una técnica de gran versatilidad en

el desarrollo de nuevas aplicaciones.

En la actualidad, la PCR Tiempo Real (gPCR) es una de las variantes mas
utilizadas por su sensibilidad para detectar y cuantificar los acidos nucleicos; aun
partiendo de una cantidad muy pequefia de ADN, el sistema garantiza una alta
sensibilidad, especificidad y eficiencia. Higuchi y colaboradores, en 1992,
experimentaron y sentaron las bases para desarrollar esta técnica, al grabar en
tiempo real la incorporacion de bromuro de etidio al ADN, siguiendo la cinética de

la reaccidén, durante cada ciclo de la PCR realizada bajo luz UV.

Con los afos, las mejoras de la técnica y del equipamiento han tenido el
mismo objetivo, detectar y cuantificar secuencias especificas de acidos nucleicos
mediante el uso de reporteros fluorescentes en la reaccion. El SYBR-Green I fue el
primer y mas utilizado fluoréforo especifico en la gPCR, ya que se une con gran
afinidad al surco menor del ADN bicatenario, aumentando su fluorescencia unas
1000 veces. La deteccidon con SYBR-Green I es tan sensible que llega a identificar
la produccidon de una unica molécula. Este formato de deteccién necesita una
puesta a punto previa para que la PCR no amplifique productos inespecificos que
luego el fluoréforo detectaria, introduciendo errores en el posterior analisis de los
resultados. Se desarrollaron fluoroforos superadores en cuanto a estabilidad y
sensibilidad como por ejemplo el Eva Green, reportando mejores resultados en
cuanto a la prestacidon que el SYBR Green, por lo que en la actualidad es de vasta
utilizacién (Wang et a/, 2006).
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Las principales ventajas de las técnicas moleculares son la mayor estabilidad
de la molécula de ADN frente a los tratamientos térmicos y que el resultado no
depende del tejido analizado, ya que todas las células del organismo poseen la

misma informacién genética.

Los métodos mas empleados, por ejemplo, para la identificacion de especies
animales en carnes y productos carnicos procesados, se basan en el analisis de
proteinas mediante técnicas electroforéticas, cromatograficas e inmunoldgicas; y
en el analisis de acidos nucleicos utilizando PCR y gPCR (del inglés guantitative
Polymerase Chain Reaction), que permiten la amplificacion in vitro de secuencias

especificas de nucledtidos por medio de iniciadores.

La puesta a punto de métodos moleculares rapidos y robustos que permitan
la identificacion de diferentes especies animales es de gran interés para la
deteccidn de adulteraciones y/o productos incorrectamente rotulados, tal como fue

mencionado en secciones anteriores.

En el marco del Proyecto “Mejora de las Economias Regionales y Desarrollo
Local en la Republica Argentina” (2014), los doctores Popping B. y Diaz Amigo C.
en colaboracién con el Instituto Nacional de Tecnologia Industrial (INTI) de nuestro
pais realizaron un entrenamiento técnico casi exclusivamente en técnicas de PCR,
con la finalidad de transferir conocimiento que sea replicable y de facil
implementacion. Propusieron tres tematicas a desarrollar: alérgenos presentes en
alimentos, Organismos Genéticamente Modificados (OGM) y Fraude e
identificacion de carnes de especies animales. Trabajaron en el desarrollo de
protocolos de extraccion de ADN basados en el método del Bromuro de cetil-
trimetil amonio (CTAB).

Con similares objetivos generales y/o ensayos aplicados al presente trabajo,
otros grupos de investigacién han descripto, la comparaciéon de seis métodos de
extraccion cruda de ADN con la finalidad de seleccionar un método rapido y de
costo bajo para amplificar fragmentos de ADN gendmico de la broca, plaga de
mayor importancia en el café colombiano, mediante PCR convencional y PCR en
tiempo real. Las técnicas de extraccidon convencionales con el kit comercial DNeasy

Tissue Kit (Qiagen) y el método convencional organico fenol-cloroformo, que
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incluyeron purificacion de acidos nucleicos, fueron las Unicas técnicas que
presentaron bandas de alto peso molecular, que indican ADN de alta calidad,
mientras que con los otros métodos se observd la presencia de ADN degradado
(Acevedo Bedoya F. et a/— 2007).

En el afan de desarrollar métodos eficientes y confiables para la deteccién
de alérgenos en ingredientes, Lopez Callejas et al, 2013 trabajaron sobre la
presencia de avellanas en productos comerciales de matrices variadas, usando
gPCR especifico de avellana basado en el marcador ITS (70 pb) y una sonda
TagMan marcada con FAM y BHQ.

1.5 —DESDE EL INICIO: LO FUNDAMENTAL

La extraccion y purificacion de acidos nucleicos constituye la primera etapa
de la mayoria de los estudios de biologia molecular que hemos mencionado
anteriormente y de todas las técnicas de recombinacidon de ADN. En este caso, los
métodos de extraccién permiten obtener acidos nucleicos purificados a partir de
diversas fuentes, en este estudio partiendo de una matriz alimentaria, para
después realizar analisis especificos mediante la PCR. La calidad y la pureza de los
acidos nucleicos son dos de los elementos mas importantes en ese tipo de analisis,

de gran impacto en la confiabilidad de los resultados.

Cuando se habla de extraccion, se refiere al aislamiento y purificacién de
moléculas de ADN, procedimiento basado en el aprovechamiento de las
caracteristicas fisico - quimicas de la molécula, como la alta polaridad conferida
por su carga neta negativa. La repulsion entre los grupos fosfatos permite disolver
el ADN en soluciones acuosas, formando una capa hidratante alrededor de la
molécula, que luego en presencia de etanol se rompe, dejando expuestos los
grupos fosfatos. En este contexto se favorece la union con cationes como Na* que
reducen las fuerzas repulsivas entre las cadenas de nucledtidos y permiten que el

ADN precipite (Figura 3).
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Figura 3: Esquema de la estructura del
ADN (Adaptado de )

Con el transcurso de los afios, se ha trabajado en el disefo de protocolos
de extraccion con el objetivo de lograr cantidad y calidad adecuada de ADN,
garantizando también la eliminacién de moléculas inhibidoras que interfieran u
obstaculicen en un posterior tratamiento del ADN o que induzcan a resultados

falsos negativos, subestimando la cantidad de ADN aislado.

ComuUnmente, se conocen las sustancias inhibidoras presentes en muestras
como sangre, tejidos y suelo, tales como hemoglobina, lactoferrina, mioglobina,
polisacaridos, proteinasas, calcio idnico, entre otros. Otras fuentes importantes de
inhibidores son los materiales y reactivos que toman contacto con las muestras
durante el proceso de extraccion y purificacion de ADN. En ellos se incluyen sales
como NaCl, acetato de Na; detergentes idnicos utilizados en la etapa de lisis celular
como el SDS (dodecilsulfato sodico), etanol e isopropanol, fenol, etc., segun el
protocolo elegido. En alimentos y especialmente en aquellos ultraprocesados, esta
identificacion de compuestos inhibidores no resulta una tarea tan sencilla dada la

complejidad de los mismos.

Las sustancias inhibidoras, generalmente, ejercen su accién interactuando

con el ADN mono o bicatenario y/o interfiriendo con la estabilidad de la ADN

21


http://www.biblioteca.org/

polimerasa, bloqueando la actividad de la enzima. El target del inhibidor puede ser
la disminucion de la disponibilidad del magnesio (Mg?*), cofactor necesario en la

reaccion, o que interfiera en la unidn de éste con la ADN polimerasa.

La aplicacién de técnicas moleculares como la PCR y resultados confiables
depende en gran medida de la etapa inicial de extraccion del ADN. En términos

generales, la extraccion se compone de tres fases:

1. Disrupcion de paredes y membranas celulares que permiten la liberacion
del ADN, en una fase acuosa que luego es separada de los restos celulares por

centrifugacion.

2. Eliminacion de proteinas y otros componentes celulares, que son

removidos de la fase acuosa con solventes organicos (fenol, cloroformo).

3. Limpieza y purificacion del ADN, que permanece en la fase acuosa,
precipita junto al etanol y posteriormente es purificado y suspendido en un buffer

adecuado.

Por lo tanto, en los diferentes protocolos tradicionales se pueden

visualizar estas etapas basicas:

e Homogeneizacion de la muestra
e Lisis celular

e Separacion de proteinas y lipidos
e Precipitacion del ADN

e Recuperacion del ADN

1.5.1 - HOMOGENEIZACION DE LA MUESTRA

La homogeneizacién, sea mecanica o quimica, tiene por objetivo disgregar
fisicamente la matriz de la muestra, rompiendo las uniones entre células,
facilitando la posterior interaccion con las soluciones de lisis que colaboran en la

liberaciéon del material genético.
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Los métodos mecanicos consisten, por ejemplo, en molinillos (similares a
los de café), uso de perlas de acero con Vortex, maceracion con nitrégeno liquido
en mortero pulverizando con pildn, etc. El congelamiento inmediato con el
nitrégeno liquido evita la formacion de cristales en el interior celular, rompiendo la
estructura que deviene en el inicio de la degradacién de ADN. En el caso de la
utilizacién de agentes quimicos, la muestra se incuba a altas temperaturas en
presencia de detergentes, digestién enzimatica (proteasas) y agentes caotrdpicos;

esta variante es de eleccion para muestras con matrices blandas.

1.5.2 - LISIS CELULAR

En la etapa anterior comienza la maodificacion o destruccion de las
interacciones moleculares que forman la pared y las membranas celular y nuclear,
permitiendo la liberacidn de los acidos nucleicos. En esta fase de lisis, esta ruptura
se completa mediante el uso de detergentes que solubilizan los restos de
membranas celulares, con agentes caotrdpicos que tienen por objetivo inactivar

las enzimas intracelulares que degradan el ADN.

El bromuro de cetil-trimetil amonio (CTAB) es un detergente catidnico muy
utilizado por sus propiedades para precipitar los acidos nucleicos y polisacaridos
acidos, en soluciones de baja fuerza idnica. En estas condiciones, proteinas y
polisacaridos neutros permanecen en solucion. En soluciones de mayor fuerza
ionica, el CTAB acompleja con las proteinas y polisacaridos acidos sin precipitar los
acidos nucleicos, por lo tanto, el CTAB es principalmente utilizado para la
purificacion de ADN en muestras con gran cantidad de polisacaridos como las de
origen vegetal. Este protocolo fue desarrollado por Murray y Thompson en 1980,

y posteriormente publicado por Wagner y colaboradores en 1987.

Otros agentes utilizados para la desnaturalizacién de proteinas y otros
residuos celulares, en esta parte del proceso, son el tiocianato de guanidina y el
dodecilsulfato sédico (SDS). Algunos autores, inclusive, informan la utilizacion de
una combinacién de ellos como por ejemplo el CTAB con el polivinilpirrolidona

(PVP) con el objetivo de complementar la ruptura celular.
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Muchas soluciones de lisis, generalmente contienen acido etilen-
diaminotetracético (EDTA) que forma complejo con iones metalicos como el Mg2+,

favoreciendo la inactivacion de las ADNasas.

1.5.3 - SEPARACION DE PROTEINAS Y LIPIDOS

Lo descripto hasta aqui, es parte del procedimiento comun tanto para
protocolos tradicionales como kits comerciales. Ahora, la separacion de proteinas
y lipidos se logra mediante una combinacién de etapas de extraccién en solventes
organicos — generalmente en una mezcla de fenol: cloroformo y alcohol isoamilico-
y ciclos de centrifugacion. Por ejemplo, en el protocolo tradicional del CTAB, la
mezcla de solvente remueve el complejo formado por el CTAB/ proteinas/
polisacaridos, ademas de los lipidos, mientras que los acidos nucleicos permanecen
en la fase acuosa que luego sera separada por los sucesivos ciclos de

centrifugacion.

La inclusion de PVP fue con el objetivo de inhibir las enzimas oxidasas
intrinsecas, que generan compuestos secundarios a partir de los fenoles y
polifenoles presentes en la matriz, que oxidan al ADN; y el aumento en el contenido
de EDTA para capturar los iones metalicos divalentes necesarios para el
funcionamiento de ADNasas. Estas modificaciones en la solucién de lisis,
contribuyen a acondicionar estos protocolos para la extraccion de matrices

complejas como son los alimentos ultraprocesados (Di Pinto et a/, 2005).

Cuando se trata de protocolos comerciales (combos o kits disponibles
comercialmente), se hace referencia a procedimientos fundamentados en alguna
de las siguientes técnicas o una combinacion de ellas: unién a membrana por
afinidad, cromatografia en mini columnas, separacion magnética por afinidad,

adsorcion selectiva, etc.

En el caso de los kits basados en una membrana de silice, disefiada y
seleccionada para este propdsito y a la cual se le afiade un buffer de unién/etanol,
que genera las condiciones optimas para que se produzca la uniéon del ADN

contenido en la solucidn acuosa al pasar por la membrana; se elimina la capa
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hidratante del ADN dejando expuestos sus grupos fosfatos, situacion que favorece
la union de la molécula a la membrana cargada positivamente. Los restos de
residuos celulares son eliminados mediante lavados sucesivos y ciclos de

centrifugacion.

En la separacién magnética por afinidad se utilizan particulas o micro-
esferas magnéticas cuya superficie esta recubierta con polimeros naturales o
sintéticos que presentan una alta afinidad por los acidos nucleicos. Las esferas
magnéticas se anaden al lisado de la muestra lo que permite su unién a las
moléculas de ADN. Cuando se sitla un iman o magneto en la pared del tubo, éste
permite el agrupamiento en dicha pared de las esferas con el ADN unido, mientras
que los contaminantes de la muestra en solucién son eliminados por pipeteo o

decantacion.

1.5.4 - PRECIPITACION DEL ADN

Luego que son eliminados lipidos, polisacaridos y proteinas, es necesario
recuperar el ADN. La precipitacion con etanol o isopropanol se utiliza para la
concentracion y desalinizacién de los acidos nucleicos en solucién, favorecen la
reduccion de las fuerzas de repulsion intercatenarias, lo que permite que el ADN
se repliegue haciéndose insoluble. EI ADN es menos soluble en isopropanol por lo
que utilizando este solvente precipitara antes y en menor concentracion, pero con
el inconveniente de que las sales precipitaran al mismo tiempo. Si se utiliza etanol
en este paso, al ser mucho mas soluble en este medio, el ADN debera estar en una
mayor concentracion para que tienda a precipitar, aunque con la ventaja que las
sales permaneceran en solucidén aun a bajas temperaturas. En pasos posteriores

de lavado con etanol al 70% y centrifugacién, se obtiene el ADN extraido.

En los protocolos comerciales, esta etapa no se lleva a cabo ya que el ADN
se encuentra adsorbido a la matriz inorganica, ya sea de la membrana de silice o
a las micro-esferas magnéticas. Por esto, en este caso, se debe proceder a
recuperar la molécula desde dicha matriz utilizando un buffer adecuado para su

conservacion posterior.
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1.5.5 - RECUPERACION DEL ADN

Lo siguiente es rehidratar el ADN para mantenerlo en solucion; para ello se
usa buffer Tris/HCl 5mM pH 8.5, también agua deionizada a la que se le ajustara
el pH entre 8 — 8.5 ya que ésta usualmente registra valores por debajo de 7.
Ademas, la adsorcién de CO; conduce a una disminucién del pH en soluciones no
amortiguadas. La solucién amortiguadora mas utilizada para la conservacion del
material es Tris-HCl 10mM y EDTA 0.1M a un pH de 8.0 (solucion TE). Cuando se
disuelve el ADN precipitado es importante evitar una agitacion agresiva que pueden

fragmentar el material extraido.

En los kits, mediante una incubacion del buffer en la membrana de silice,
permite la hidratacion de la molécula que luego es recuperada por centrifugacion.
Para las particulas magnéticas, el pH del buffer tiene la funcidn de neutralizar las
cargas de éstas, separando el ADN mientras que las particulas quedan adheridas

al tubo por accion del magneto, facilitando la recuperacion del mismo.

1.6 —LO QUE SIGUE: ESTIMACION DEL RENDIMIENTO

1.6.1 - ESPECTROFOTOMETRIA ULTRAVIOLETA

Indistintamente de la metodologia optada, sea convencional o comercial en
sus variantes disponibles, una vez extraido el ADN es importante determinar el
rendimiento de la reaccion. Esto puede valorarse por espectrofotometria; la ley de
Beer-Lambert indica que la concentracion de una molécula en solucion depende
de la cantidad de luz absorbida de las moléculas disueltas. Una caracteristica del
ADN es que absorbe la luz ultravioleta (UV) a 260nm y permite estimar su
concentracion. Cuando la longitud de la celda en que se disuelve el ADN es de
1cm, la absorbancia es igual a la densidad Optica (DO). En el caso de ADN

gendmico o de doble cadena, una densidad Optica equivale a 50ug/ml.

ADN (pg/ul) = (Absaeo X FD x 50) /1000
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Donde:
Abszs0: absorbancia de la muestra a 260nm
FD: factor de dilucién de la muestra
50: factor que indica que una absorbancia de 1.0 corresponde a 50ug/ml

1000: factor de conversion de ml a

Las longitudes de onda que se utilizan para evaluar la pureza relativa y la
concentracion de una muestra de ADN son 260nm y 280nm. Las proteinas
absorben luz UV a 280nm, debido en gran parte al anillo aromatico del triptéfano,
la fenilalanina y la tirosina. Un ADN puro en relacion A260/A280 es de
aproximadamente 1.8; si hay proteinas presentes, el valor sera menor y si hay
ARN, la relacién sera mayor a 2.0. Entonces, los valores aceptados se encuentran
en el rango de 2.0 a 2.2, si la relacion es menor a 2.0 estaria indicando la presencia

de contaminantes como carbohidratos o fenol.

Con el similar fundamento de la espectrofotometria U.V, pero en este caso
especificamente para micro-volumen, se utiliza un instrumento NanoDrop. Este
equipo permite realizar medidas de espectrofotometria en un amplio rango de
longitudes de onda (220-750nm) con gran exactitud y reproducibilidad, sin
necesidad de emplear cubetas. Tan solo requiere un volumen de muestra de 1-2yl
y gracias a su pequefio tamafio y facil manejo permite medir un gran nimero de
muestras en poco tiempo. Su funcionamiento se basa en el empleo de un sistema
de retencion de muestra que aprovecha la tension superficial para formar un
puente de liquido entre el pedestal inferior y un pedestal superior. En los
espectrofotdmetros NanoDrop, el pedestal superior es el extremo de una fibra
optica conectada a una fuente de emision de xendn. Ambos pedestales definen un
preciso y estrecho paso Optico cuya longitud varia automaticamente con la
concentracion de la muestra, permitiendo hacer mediciones en un rango muy
amplio de concentraciones sin hacer diluciones. Esta caracteristica lo hace idéneo

para determinar la concentracion y pureza de los acidos nucleicos.
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1.6.2 — ELECTROFORESIS EN GEL DE AGAROSA

La electroforesis en gel de agarosa es un método simple, pero muy efectivo,
de separacion, identificacion y purificacion de fragmentos de ADN gendmico en un
rango de tamafio entre 0.5 y 25kb.Es una técnica muy utilizada para separar
moléculas o fragmentos de moléculas de acidos nucleicos. Los soportes

comunmente utilizados son polimeros como la poliacrilamida o la agarosa.

Los geles de agarosa tienen un poder de resolucion mucho menor que los
de poliacrilamida, porque no permiten separar moléculas de ADN que difieren en
tamafno menos de 50pb. Sin embargo, el rango de tamafos que pueden separarse
es mucho mayor en un gel de agarosa (moléculas desde 50pb hasta unas 40kb)
dependiendo de la concentracion del mismo (0.8-2% p/v); cuanto mas baja es la
concentracion de agarosa mayor es el tamafo de las moléculas que pueden

separarse, y viceversa.

La funcion de los geles es la de un tamiz molecular que permiten separar
moléculas cargadas en funcién de su tamaiio y forma. Asi, moléculas de ADN de
diferente tamano, van a desplazarse de forma distinta en un gel de electroforesis.
Estos geles se colocan en la cubeta de electroforesis, sumergidos en una solucion
tampdn de pH alrededor de 8 como puede ser el TAE (Tris — Acetato — EDTA) o
TBE (Tris — Borato — EDTA). El TAE tiene una menor capacidad de amortiguacién
que el TBE, y puede resultar en una acidificacion del medio si la electroforesis se
desarrolla durante un periodo muy prolongado, pero funciona muy bien con
tiempos normales de electroforesis, de aproximadamente una hora, ademas tiene
una mayor capacidad de resolucion que el TBE para tamaios grandes de ADN. De
esta forma, las moléculas de ADN o ARN sometidas a electroforesis migraran al
polo positivo ya que a pH > 5 poseen carga negativa. Es importante la utilizacion
de marcadores de tamafio conocido porque permitiran calcular los pesos
moleculares de las muestras de ADN problema. Una vez finalizada la corrida, puede
visualizarse el gel con una lampara de luz UV, donde se veran las bandas
correspondientes a las muestras de ADN aplicado y los marcadores de peso

molecular. Para que esto sea posible es necesario afiadir bromuro de etidio (BrEt),
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sustancia que se intercala entre las bases del ADN y que fluoresce cuando se

somete a luz UV.

Los protocolos habituales para esta técnica, describen tres pasos generales

y a su vez importantes:

a) Preparacion del gel, utilizando una concentracidn de agarosa que sea
apropiada al tamafo de fragmentos de ADN que se quiere separar.

b) Separacion; el ADN de las muestras se coloca en los pocillos del gel y sobre
éste, se aplica un voltaje definido por un periodo de tiempo, en el que se
lograra una separacién éptima.

c) Revelado; luego de finalizada la corrida, el gel se tifie por inmersién en un
buffer de corrida con bromuro de etidio, o bien se afade al momento de la
preparacion del gel. En ambos casos, la concentracion final del BrEt en el

gel o en la solucion de tefiido debe ser de 0.5ug/ml.

1.7 — REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA: AMPLIFICACION

En secciones anteriores se han expuesto las ventajas y avances ocurridos a
partir del desarrollo de esta técnica en el ambito de la biologia molecular, por lo
que corresponde hacer un breve repaso sobre las condiciones de la reaccién y lo

gue sucede en el paso a paso.

La reaccion en cadena de la polimerasa es una reaccion enzimatica in vitro
que amplifica millones de veces una secuencia especifica de ADN durante los ciclos
que dure la reaccion, en los que la secuencia blanca es copiada fielmente. Esta
reaccion se basa en la actividad de la enzima ADN polimerasa que tiene la
capacidad de sintetizar naturalmente el ADN en las células. Cuando se habla de
una tipica PCR, se utiliza como sustrato ADN genémico como molde (templado), la
enzima, los oligonucledtidos o primeros, los desoxirribonucledtidos trifosfatados
(dNTPs: adenina, timina, citosina y guanina), el ion magnesio (Mg?*), una solucion
amortiguadora o buffer y agua. Todos estos elementos interactlian en las tres
etapas principales de las que se compone la PCR: desnaturalizacion, hibridacion y

extensién (Figura 4).
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La reaccion se lleva a cabo en un termociclador, que ha sido disefiado para
establecer un sistema homogéneo en donde las condiciones de temperatura y
tiempo necesarios no se modifiquen en cada uno de los ciclos. Al final de la
reaccion, para corroborar si se amplificd la secuencia blanco de interés, los
productos de la PCR o también llamados amplicones son analizados en geles de

agarosa para confirmar si la reaccién fue exitosa.

A lo largo del tiempo se han generado numerosas variantes de la PCR que
permiten abordar diferentes estrategias experimentales, una de estas es la PCR
cuantitativa en tiempo real (qPCR) que combina la amplificacion y la deteccidon en
un mismo paso, al correlacionar el producto de la PCR de cada uno de los ciclos
con una sefial de intensidad de fluorescencia. Posee caracteristicas importantes
como alta especificidad, amplio rango de deteccion (de 1 a 107 equivalentes
gendmicos de la secuencia blanco) y rapidez en la visualizacion del producto ya

que no es necesario realizar una electroforesis posterior.
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Figura 4: Esquema general de las etapas de la PCR (modificado de
www.elsevier.es)
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Haciendo uso de un agente intercalante fluorescente como el Eva Green,
por ejemplo, cuya fluorescencia aumenta proporcionalmente con el aumento en la
cantidad de ADN, permite cuantificar simultaneamente el nUmero de copias que se

estan generando en cada ciclo de amplificacion.

La principal ventaja de la qPCR es que el producto de amplificacion es
monitoreado conforme transcurre la reaccion sin que haya la necesidad de que sea
manipulado en un gel de agarosa para conocer si la reaccidén fue exitosa como

sucede en la PCR punto final.

Hay diferentes estrategias que utilizan la fluorescencia para medir la cinética
del PCR; los fluordforos utilizados para seguir la amplificacion del ADN durante la

PCR en tiempo real pueden ser de dos tipos:

a) fluordforos con afinidad por el ADN, que aumentan su emision cuando se
unen a ADN doble cadena; tienen la ventaja de poder utilizarse en cualquier tipo
de reaccién y su bajo costo, pero la desventaja de ser inespecificos (Figura 5).
Anteriormente se menciond que los mas utilizados son el SYBR Green y el Eva

Green.

b) sondas especificas para fragmentos del ADN, es decir, que sélo emiten
fluorescencia cuando se ha amplificado un fragmento del ADN de interés (blanco).
Este sistema de deteccion se puede clasificar en Sondas de hidrdlisis, de hibridacion
o de horquilla. Todas se basan en el principio Transferencia de Energia de
Resonancia Fluorescente (FRET - del inglés Flourescence Resonance Energy
Transfer), que consiste en la transferencia de energia entre dos fluoréforos: un
donador (reportero) y un aceptor (apagador o quencher), los cuales emiten
fluorescencia a diferente longitud de onda. Cuando el reportero y el apagador se
encuentran préximos, el aceptor absorbe toda la fluorescencia del reportero.
Cuando este par de moléculas se separa, la fluorescencia del reportero no puede
ser absorbida por el apagador y en consecuencia puede ser detectada por el
fotodetector. Esto sucede porque cuando la sonda hibrida, ocurren cambios
conformacionales en el reportero y el quencher, lo cual permite que la actividad
exonucleasa 5-3’ de la Taq polimerasa rompa esta unidn, logrando que la

fluorescencia emitida por el reportero sea liberada y capturada por el equipo. Estos

31



métodos son muy seguros, ya que mientras no haya union de la sonda a su blanco,
no habra sefal de fluorescencia; es por eso que la especificidad es muy alta. Un
ejemplo de estos sistemas son las sondas comerciales conocidas como TagMan,

aunque existen otras que pueden disefiarse segun lo requerido.

Cualquiera de los métodos que se utilicen para detectar los productos
amplificados en cada ciclo de la reaccién, necesita de la tecnologia incluida en los
termocicladores de gPCR para excitar al reportero, capturar la sefial de emision del

fluordforo y realizar el analisis cuantitativo.

g Sybr GREEN
.

Desnahraliracicn

: ' '
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o
Srmesis
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Figura 5: Mecanismo de incorporacién del SYBR Green en la doble

cadena en la etapa de alineacion; la sefal de fluorescencia
incrementa de manera proporcional a las moléculas de doble cadena
producidas durante la amplificacion (modificado de http://
www.b2b.invitrogen.com/site/us/en/home/References/Molecular-

Probes-TheHandbook.html).

Luego, para analizar los resultados, el software que trabaja con el
termociclador, genera una serie de graficas en donde se muestran todos los datos
necesarios para conocer si la reaccion fue exitosa. Una de estas graficas es la de
amplificacion (Figura 6) que muestra el curso y el progreso de la reaccién, otra
grafica es la curva de disociacion o curva melting, que muestra informacién sobre

la especificidad de la reaccion (Tamay de Dios et al., 2013).
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Figura 6: Curva de amplificacion, se detecta en cada ciclo de reaccion midiendo el
incremento de la fluorescencia que es proporcional al aumento de ADN.

1.8 — HIPOTESIS Y OBJETIVOS

1.8.1 — HIPOTESIS

La estandarizacién y optimizacién en la metodologia de extraccion vy
purificacién de ADN presente en los diferentes grupos de alimentos, permitira
obtener material de calidad, cantidad y pureza, acorde al uso de herramientas de

biologia molecular en la industria alimentaria, como la técnica de PCR Tiempo Real.

1.8.2 — OBJETIVO GENERAL

Explorar y valorar metodologias de extraccién y purificacion de ADN para
diversas matrices de alimentos, mediante la comparacion de kit comerciales y la
técnica estandar del CTAB con introduccién de modificaciones halladas en la

revision bibliografica.
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1.8.3 - OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Seleccionar matrices de alimentos de acuerdo a su composicion y/o proceso
y determinar su pre-tratamiento para luego ser sometidos a la metodologia
de extraccion.

e Evaluar los métodos seleccionados de extraccion y purificacion de ADN:
CTAB (con sus modificaciones), Nucleo Spin Food (Macherey — Nagel) y
Wizard Magnetic DNA Purification System for Food (Promega).

e Valorar la eficiencia de extraccion mediante la determinacién de la
concentracion de acidos nucleicos por espectrofotometria UV y la calidad en
geles de agarosa.

e Determinar las matrices de alimentos para los cuales es necesario un

desarrollo metodoldgico especifico.
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2.1 MUESTRAS DE ALIMENTOS

Se seleccionaron dieciocho alimentos envasados, principalmente ultra
procesados, de distinta naturaleza y con diferente grado de complejidad de proceso
durante su elaboracién como coccién, deshidratacion, fermentacion, etc. Asi mismo
se evalud su rotulacion, las expresiones de declaracion de alérgenos, ingredientes,
dando relevancia a la posibilidad de contaminacién cruzada durante las etapas de
produccion.

En el cuadro 2, se resumen los alimentos seleccionados y parte de la

informacion declarada en los rétulos respecto de su composicion.

Cuadro 2: Alimentos utilizados en el estudio y sus referencias de la rotulacion.

Alimento Ingredientes Advertencia
AzUcar cacao en olvo
Lo POVO, | Eote producto se
maltodextrinas, sal, gelificante
Polvo para preparar flan ) procesa en un
carragenina, edulcorante no

de chocolate equipo que procesa

nutritivo: acesulfame k, aromatizante

g leche
vainillina.
Bizcochos cuadraditos Harina de trigo, oleomargarina, | Contiene: trigo,
agridulces. Galletas azucar, sal, harina de malta, | gluten, cebada y
dulces levadura, emulsionante lecitina. soja.
Miel de abejas Miel de abejas Sin referencias
Harina de trigo enriquecida, grasa
bovina, azlcar, jarabe de glucosa, | Contiene: trigo,
. . tomate deshidratado ueso en | gluten leche
Galletitas sabor pizza r Quese 9 T !
] polvo, extracto de malta, aceite de | cebada, soja, trazas
con queso: Snacks . ) ,
girasol alto oleico, sal, orégano, | de almendras,

horneados (galletitas

leudantes quimicos: bicarbonato de | avena, centeno,
saladas)

sodio, bicarbonato de amonio, | huevo, mani y
emulsionante lecitina de soja, | sésamo.
aromatizantes.

Harina de trigo, azUcar, miel, fosfato
disddico, carbonato de calcio,
vitaminas y minerales (A, D, E, C,
Alimento infantil de trigo | niacina, pantotenato de calcio, Bl,
y miel B6, acido fdlico, biotina, sulfato de
zinc), fumarato ferroso, -cultivos
bifidus  (bifidobacterium lactis),
aromatizante vainillina).

Contiene:
derivados de trigo.
Puede contener
leche y derivados
de soja.
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Galletas de chocolate
con semillas de sésamo,
amaranto y girasol

Harina de trigo enriq., azlcar, aceite
de girasol alto oleico, almidén de
maiz, avena arrollada, jarabe de
maiz, semillas de girasol, leche en
polvo descremada, semillas de
amaranto, semillas de sésamo, sal,
regulador de acidez bicarbonato de
sodio, leudante quimico bicarbonato
de amonio, saborizante/
aromatizante permitidos,
antioxidante tocoferoles.

Contiene:
leche.

trigo vy

Caldo de verduras
deshidratado

Sal, grasa vegetal, azlcar, almidon
de maiz, aceite de palma (con antiox
BHA y BHT), perejil, apio, pimiento
rojo, puerro, pimienta, resaltadores
del sabor (glutamato monosddico,
inosinato de sodio), colorante
circuma y caramelo, aci: acido
citrico, aromatizantes.

Contiene: apio.
Puede  contener:
derivados de trigo,
huevos, leche, soja
y mostaza.

Budin sabor a vainilla
con chips de chocolate

Harina de trigo enriq., azlcar,
huevos, oleomargarina bovina, aceite
de girasol, chips de chocolate, jarabe
de maiz, RAI: bicarbonato de sodio,
bicarbonato de amonio, HUM:
sorbitol, suero de queso, EMU: mono
y diglicéridos de acidos grasos, sal,
CONS: sorbato de potasio vy
propionato de calcio, esencia artif. De
vainilla.

Contiene: trigo,
huevo y suero de
queso.

Queso brie

Leche estandarizada de vaca, cuajo
bovino, cloruro de calcio, cloruro de
sodio, fermentos lacticos, penicilium
camemberti.

Sin TACC

Alfajor con cobertura
blanca

Dulce de leche 34% (leche entera,
azlcar, jarabe de  glucosa,
humectante sorbitol, estabilizante
alginato de sodio, carragenina, agar,
conservador sorbato de potasio,
aromatizante), harina de trigo enriq.,
azlcar, grasa bovina, aceites
vegetales interesterificados y
fraccionados de palma y girasol, ,
jarabe de maiz de alta fructuosa, ,
suero de queso en polvo, cacao en
polvo, almidon, sal, leudantes
quimicos bicarbonato de sodio,
bicarbonato de amonio, emulsionante
lecitna de soja, conservador
propionato de calcio, colorante
didoxido de titanio, aromatizantes
artificiales vainillina, etilvainillina y
aroma naranja.

Contiene: trigo,
gluten, leche, soja,
trazas de
almendras, cebada,
centeno, huevo,
mani, y sésamo.
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Chocolate (para taza)

Azlcar, masa de cacao, manteca de
cacao, emulsionante lecitina de soja,
poliglicerol, polirricinoleato,
aromatizante artificial a vainilla.
Cacao 45%.

Contiene: soja vy
trazas de gluten,
leche, mani vy
almendras.

Yogur

Leche, azlcar, leche en polvo
descremada, solidos de leche, fécula
de maiz, fermentos lacticos
especificos, estabilizantes: gelatina,
colorante rocu, saborizante
permitido.

Sin referencias

Jugo multifrutas

Agua, puré de bananas, JMAF, pulpa
concentrada  de pera,  jugo
concentrado de naranja, azlcar,
pulpa concentrada de durazno, jugo
concentrado de anana, vitamina C.
antioxidantes eritorbato de sodio y
acido ascorbico.

Sin referencias

Medallén de pollo crudo

Carne de pollo desmenuzado, harina,
almiddn, agua, aceite vegetal y sal.

Contiene trigo;
puede contener
soja

Medallon de pescado
con espinaca

Carne de merluza desmenuzada,
espinaca  deshidratada, harina,
almiddn, agua, aceite vegetal vy sal.

Contiene trigo;
puede contener
soja

Mani crudo

Mani

Chocolate con mani

Chocolate con leche (Azlcar,
manteca de cacao, chocolate, leche
descremada, lactosa, grasa de leche,
lecitina de soja y aromas artificiales),
mani, jarabe de maiz, azlcar, aceite
de palma interesterificados, sal,
proteinas de huevo, aromas
artificiales.

Contiene mani,
leche, huevo y soja.
Puede contener
nuez.

Bombon de chocolate
relleno con pasta de
mani

Azlcar, aceites vegetales (de palma
interesterificado y  fraccionado,
girasol alto oleico, Yy soja
hidrogenado), mani tostado, leche
descremada en polvo, harina de trigo
enriquecida, manteca de cacao,
cacao en polvo, leche entera en
polvo, masa de cacao, sal,
emulsionante lecitina de soja,
poliglicerol polirricinoleato, leudante
quimico bicarbonato de sodio,
aromatizante artificial a avellana y etil
vainillina.

Contiene mani,
leche, derivados de
soja y trigo. Puede
contener
almendras.
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2.1.1 — PREPARACION DEL MATERIAL

Las muestras sdlidas fueron homogenizadas mecanicamente con nitrogeno
liguido, utilizando mortero y pildn, con el objetivo de obtener una masa finamente
particulada. Las muestras de alimentos liquidos, como jugo multifrutal y yogur

bebible, fueron utilizadas en su estado natural.

La totalidad de las muestras se fraccionaron en tubos Eppendorf con 500
mg cada uno y se almacenaron a -20°C para disponer de las mismas durante el

tiempo necesario para la realizacion de los procedimientos.

2.2 ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Se compararon dos kits comerciales (Nucleo Spin Food -Macherey-Nagel y
Wizard Magnetic DNA Purification System for Food-Promega), y dos métodos
estandares (CTAB y CTAB-PVP). Inicialmente se realizd la extraccion y purificacion
de ADN por triplicado de quince alimentos procesados de diferente naturaleza y
disponibles comercialmente. EI ADN purificado se cuantificd por espectrofotometria

UV a 260nm vy la calidad del mismo se estimo por la relacién UV 260/280nm.

El objetivo de obtener ADN integro y lo mas puro que sea posible, es
fundamental para la aplicacion luego de las técnicas de deteccidn molecular como
la PCR. Una de las ventajas de utilizar métodos tradicionales es su bajo costo, asi
como un alto rendimiento. Sin embargo, en ocasiones el material obtenido esta
fragmentado. Estos métodos son susceptibles de contaminacién, variacion y
errores por los multiples pasos de manipulacion (Stormer et al/, 2007). El
rendimiento de los kits depende del tipo de tejido y la cantidad de muestra inicial,

asi como de la capacidad de unién de la membrana.
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2.3 —EXTRACCION Y PURIFICACION DE ADN

2.3.2 - METODO BASADO EN EL CTAB (BROMURO DE CETIL-
TRIMETIL AMONIO)

Se trabajo con las muestras fraccionadas inicialmente, 500 mg de alimento
homogenizado, a los que se afadieron 1,5ml de buffer de lisis CTAB y 5ul de
ARNasa; se incubd a 37°C por 5 min. Se agregd 20ul de enzima PK (proteinasa k)
y se colocd nuevamente en incubacién a 65°C en bafio seco (Labnet) por 30min
con vortex (Geni-2) cada 10min.

Se llevd a centrifugacion a 8.000g por 5min en microcentrifuga Microfuge
18 (Beckman Coulter); se recogié 1.000ul del sobrenadante y se agregé 800ul de
la mezcla de solventes cloroformo — alcohol isoamilico (24:1). Se mezclé por

inversion unas diez veces y se llevo a centrifugacion por 15min a 14.500g.

Se extrajo un volumen de fase acuosa (donde se encuentra el ADN), se
afadieron 2,5 volimenes de etanol al 100% frio (-20°C) y 0,1 volumen de acetato
de sodio 3M, y se llevd a almacenamiento a -20°C durante 30 min para favorecer
la precipitacion del ADN. Luego se centrifugd a 4°C a 14800g durante 15min. Se
lavd con etanol al 70% frio, para eliminar restos de sales. Se centrifugd
nuevamente por 5min a 14.5009 y se desechd el sobrenadante. Una vez evaporado
el remanente de etanol, se re-suspendid el pellet obtenido en buffer TE (Tris —
EDTA) a un volumen final de 100yl (Figura 7).
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Figura 7: Esquema del método tradicional del CTAB
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2.3.3 - METODO BASADO EN EL CTAB MODIFICADO CON ADICION DE
PVP (POLIVINILPIRROLIDONA)

También se trabajo con las muestras iniciales de 500mg, pero en este caso
se afiadid un volumen de 1ml de buffer inicial CTAB con adicion de PVP, y 20ul de
B-mercaptoetanol. Se homogeneizd con vortex durante 30 segundos. Se llevd a
incubacion durante 1 hora a 65°C, con vortex cada 10min. Luego se siguio el

procedimiento descripto en el item 2.3.1) a partir de la centrifugacion. (Fig. 8)

EXTRACCION

e Cloroformo -
Isoamilico

« Centrifugacion

RESUSPENSION

e Centrifugacion
 Buffer TE
¢ ADN

e Etanol / -20°C
o Centrifugacion a -
4°C

e Muestra homog.
* CTAB + PVP

* B-mercaptoetanol
 Incubacion

e Lavado

PRECIPITACION

Fig. 8: Esquema del método tradicional del CTAB con adicion de PVP

2.3.4 - METODO DE NUCLEO SPIN — MACHEREYNAGEL (KIT
COMERCIAL)

Partiendo de la misma cantidad de muestra inicial, se siguieron las

instrucciones provistas en el kit, que se detallan a continuacion:

En un tubo de 2ml, con la muestra, se agregd 550l de buffer de lisis (CF),
precalentado a 65°C, se mezcld por inversion durante 15s y luego se afiadié 10yl
de Proteinasa K. Se mezcld y se llevd a incubacion durante 30 minutos a 65°C;
finalizada ésta, se centrifugd por 10min a 10.000g. Un volumen del sobrenadante
(300ul) fue transferido a otro tubo, afiadiendo igual volumen del buffer de union

(C4) y etanol, respectivamente. Se mezcld por vortex durante 30s.

Para cada muestra se utilizd una columna provista en el kit, en cada una de
ellas se pipeted 700ul de la mezcla anterior, que luego fue centrifugada por 1min

a 11.000g, repitiendo este procedimiento con el remanente de la muestra. Luego
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en la siguiente etapa, se realizaron tres lavados sucesivos usando 400ul de buffer
CQW, 700ul y 200ul de buffer C5 respectivamente, intercalando entre cada
agregado un paso de centrifugacion por 1min a 11.000g. Por ultimo, en la etapa
de elucién, se pipeted sobre la membrana, 100ul del buffer de elucion CE,
precalentado a 70°C, incubando por 5min a temperatura ambiente (18 — 25°C).
Finalmente se centrifugd por 1min a 11.000g para obtener el ADN en este volumen

final. En la siguiente figura puede verse el esquema general.

Nucleospin®
lisis
L))
S union
- lavado

- elucion

Figura 9: Etapas principales del
procedimiento con NucleoSpin

2.3.5 - METODO WIZARD MAGNETIC DNA PURIFICATION SYSTEM
FOR FOOD-PROMEGA

En esta metodologia, igual que en el item anterior, se siguieron las
instrucciones del proveedor del kit (Figura 10). A la muestra homogenizada, se
anadio 500ul de tampdn de lisis A y 5ul de enzima ARNasa, luego de agitacion
vigorosa, se agregaron 250ul de tampodn de lisis B y se procedid con agitacion
durante 10 — 15s. Se incub6 durante 10min a temperatura ambiente (22 — 25°C);

se agrego a lo anterior 750ul de solucidn de precipitacion y se agitd enérgicamente.
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Se llevo a centrifugacion durante 10 min a 13.000g. El sobrenadante obtenido se
transfirid a otro tubo de 2ml, al que se le anadié 50ul de MagneSil®, previamente
agitado para re-suspender las particulas magnéticas. Se mezclé con ayuda de
vortex y se afadid 0,8 volumenes de isopropanol; se mezcld el contenido por
inversion del tubo entre 10 y 15 veces. Se dejoé en incubacidon durante 5 min a
temperatura ambiente, con agitacion ocasional. Los tubos fueron insertados en el
MagneSphere® (soporte de separaciéon magnética) por el espacio de 1 min.
Transcurrido este tiempo se descartd la fase liquida, luego se removieron del
soporte magnético y se agregaron 250ul de buffer de lisis B a las particulas
remanentes en el tubo. Se colocd nuevamente el tubo en el soporte y se repitid el
paso anterior. Luego se resuspendieron las particulas magnéticas en 1ml de etanol
al 70 % vy se colocaron los tubos nuevamente en el soporte magnético por otro
minuto. Se removid y descartd la solucidon como en los pasos previos, se repitio
esta accion por un total de tres lavados. Se desechd el sobrenadante utilizando

micropipeta.

Las particulas se secaron a temperatura ambiente por 10min a 65°C; una
vez secas, se resuspendid en 100l de buffer TE, se agitd por vortex y se incubd a
65°C por 5 min. Se insertaron los tubos en el soporte magnético nuevamente,
dejando en reposo durante 1 minuto. Luego de este tiempo, con ayuda de una
micropipeta se transfirié cuidadosamente el buffer que contenia el ADN extraido a

un nuevo tubo Eppendorf.

Todos los extractos fueron conservados a -20°C hasta su utilizacion

posterior. Cada metodologia de extraccion fue realizada por triplicado.
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2.4 —RENDIMIENTO Y PUREZA DEL ADN

El rendimiento y la pureza de los extractos se evaluaron mediante
espectrofotometria UV, usando Espectrofotdmetro UV LAMBDA 25 (PERKIN
ELMER). La absorbancia fue leida a 260 y 280nm para estimar la concentracion de
ADN, vy la pureza utilizando la relacién 260/280, con cubetas de cuarzo de 200y,
protocolo de cuantificacion de acidos nucleicos con el tipo de muestra definido para
ADN de doble cadena.

La calidad de los extractos de ADN fue analizada por electroforesis en gel
de agarosa al 0.8% y resuelto en cuba OWL B3 (ThermoScientific) en solucion TBE
50X, durante 20 min a 200V con Fuente de Poder 200/2.0 (Bio-Rad); luego tenido
por inmersidn en solucién de bromuro de etidio. El gel de agarosa se visualiz6 en
transiluminador de luz UV y se obtuvo una imagen digital utilizando software Image
Master VDS (Pharmacia Biotech).

2.5 —AMPLIFICACION POR PCR — ENSAYO DE APLICACION

Se realizd una amplificacién por gPCR por duplicado utilizando el kit Sure
Food Peanut/R-Biopharm que detecta secuencias de ADN especificas de mani a
aquellos extractos seleccionados que, segun la informacion brindada en la
rotulacién de los alimentos, tenia declarado mani como ingrediente, presencia en
trazas por contaminacion, o no declarado de ninguna forma. Los extractos de ADN

utilizados fueron los correspondientes a los siguientes alimentos:

o Alfajor con dulce de leche y cobertura blanca
o Chocolate para taza

. Mani crudo

. Bombdn relleno con pasta de mani

. Cereal instantaneo (trigo y miel)
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2.5.1 PCR — REAL TIME

Las amplificaciones por PCR se efectuaron en un termociclador (AriaMx-
Agilent) con software Agilent Aria v1.4. Se trabajé con un volumen total de mezcla
de reaccidén de 25ul que contiene: 19.9ul de mezcla de reaccion, 0.1ul de Taq
polimerasa, siguiendo las instrucciones del fabricante (S3203-Manual Allergen
Quant Peanut 1.0) y 5ul de ADN de cada muestra estudiada. El programa de
reaccion de PCR consistié de un ciclo de desnaturalizacién inicial de 5min a 95°C;
45 ciclos de 15s a 95°C (desnaturalizaciéon) y 30s a 60°C (hibridacién/extension).

Se utiliz6 el canal FAM para la deteccion al final de cada paso de extension.

En todos los casos se amplificd un control positivo y un control de reactivos
(NTQ).

La amplificacion se detecta en cada ciclo de la reaccién, midiendo el
incremento de la fluorescencia que es proporcional al incremento de ADN
sintetizado en la reaccion. El valor del punto de cruce en la linea de base o umbral
(Cq: ciclo de cuantificacion), refiere al nimero de ciclos donde la fluorescencia de
la muestra aumenta significativamente sobre el umbral, fue determinado
automaticamente por el software del termociclador como el primer maximo de la
derivada segunda de la curva. La medicion continua de la fluorescencia se relaciona
con la cantidad de producto de la PCR en tiempo real, lo que arroja un resultado
cuantitativo sobre la presencia de la especie objetivo (Lopez — Calleja et a/., 2013).
Este valor de Cq es inversamente proporcional a la cantidad inicial de copias de la

secuencia objetivo (farget) en la muestra original.
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3.1-OBTENCION DE ADN

Se valoraron distintas estrategias de extraccion y purificacion de ADN, para
extraer en alimentos. La concentracion de ADN se determind
espectrofotométricamente midiendo la Absorbancia de los extractos. En la tabla 1,
se presentan los datos de concentracidn (expresados en ng/ul) y pureza del ADN
(estimado mediante el coeficiente A260/A280) de las muestras procesadas. El
ADN, se considero de pureza satisfactoria cuando los valores estuvieron dentro del
rango 1.7 — 2.0. La contaminacién del ADN con proteinas que no fueron eliminadas
en el proceso de extraccion, por lo general, reduce esta relacion a valores menores
de 1.7; del mismo modo las impurezas remanentes del proceso de extraccion como
etanol o solventes organicos también reducen esta relacion. Los residuos quimicos
procedentes del proceso de extraccion de acidos nucleicos pueden resultar en una

sobreestimacion en la concentracion de ADN (Piskata et al., 2017).
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Tabla 1: Datos de cuantificacion y pureza estimados mediante espectrofotometria UV, correspondientes a la media de tres extracciones independientes de ADN, con los
métodos Nucleospin, WizardMagnetic, CTAB y CTAB+ PVP. (NR: no realizado).

METODOS
NUCLEOSPIN WIZARD MAGNETIC CTAB CTAB + PVP
MUESTRAS [ADN] ng/ul Estimacion [ADN] ng/ul Estimacion [ADN] ng/pul Estimacion [ADN] Estimacion Pureza
Pureza ADN Pureza ADN Pureza ADN ng/ul ADN (A260/A280)
(A260/A280) (A260/A280) (A260/A280)
Snacks horneados 197 1,97 154.5 1,91 927 1,77 951.3 1,81
Galletitas agridulces 82,4 1,93 168.5 1,98 619,5 1,80 615,0 1,74
azucaradas
Galletas de chocolate con 229 1,91 95,7 1,92 837,5 1,65 815,7 1,64
semillas
Budin de vainilla 26,3 1,59 80.9 1.85 429,2 1,53 534,2 1,44
Alfajor con cobertura blanca 70,2 1,93 61 1,80 540,8 1,61 661,7 1,71
Cereal inst. (trigo y miel) 57,3 2,01 49,6 3,19 309,8 1,79 423,7 1,74
Miel 3,33 1,33 3,02 3,33 30,9 1,36 6,7 1,17
Polvo de prep. flan sabor 121,8 0,99 115,5 1,34 628,3 1,31 1661 1,26
chocolate
Chocolate para taza 40,3 1,42 75,1 1,34 606,7 1,59 1118 1,52
Chocolate con mani y 18 1,50 NR NR 962 1,17 NR NR
almendras
Bombon choc. con relleno de 28,5 1,84 NR NR 829,5 1,10 NR NR
pasta de mani
Mani crudo 257 2,05 NR NR 3708 1,00 NR NR
Jugo multifrutal 6,4 1,34 11,2 2,14 24,6 2,35 23,9 1,96
Yogur sabor dulce de leche 7,7 1,36 19,6 1,09 62,3 1,39 78,00 1,22
Queso brie 3,3 1,75 58,2 1,33 210 1,43 339,2 0,88
Medallon de pollo rebozado 55,9 1,95 113 1,81 1498 1,94 1895 1,96
pre cocido
Medallon de pescado con 44,7 1,95 85,0 1,73 1105 1,88 1740 1,89
espinaca reb.
Caldo verduras deshidratado 17,5 1,75 28,7 1,93 160,3 1,66 221,3 1,68

(cubo)

52




El rendimiento, entendido como la cantidad total de ADN recuperado a partir
de una muestra, de los métodos estandares fue mayor al de los kits comerciales,
en términos generales en todas las matrices ensayadas. Los datos arrojan un mejor
beneficio en las extracciones realizadas con el CTAB y que con el agregado de PVP
al buffer CTAB tiende a mejorar, en comparacion con las metodologias comerciales
(Nucleospin® y Wizard® magnetic). Por ejemplo, en la muestra de chocolate para
taza se obtuvo 606,7ng/ul de ADN con el método de CTAB, que aumentd a
1118ng/ul cuando se le adiciond PVP, mientras que con Nucleospin® fue de
40,3ng/ul y con WM 75,1ng/ul, notoriamente menor cantidad final de ADN
recuperado en el proceso de extraccion. Se incluyd PVP fue con el objetivo de
inhibir las enzimas oxidasas intrinsecas, que generan compuestos secundarios a
partir de los fenoles y polifenoles presentes en la matriz, que oxidan al ADN; y el
aumento en el contenido de EDTA para capturar los iones metalicos divalentes
necesarios para el funcionamiento de ADNasas. Estas modificaciones en la solucion
de lisis, contribuyeron a acondicionar estos protocolos para la extraccion de
matrices complejas como son los alimentos ultraprocesados. Alternativamente, los
inhibidores de la PCR pueden ser eliminados mediante la técnica de columna de
intercambio idnico donde, con la ayuda de agentes caotrdpicos, el ADN se une a

las membranas de silice durante la extraccién (Di Pinto et al/., 2005).

Entre los métodos comerciales, en una matriz de vegetales deshidratados
con soporte graso como es el caldo vegetal en cubos se obtuvieron, con el método
magnético, cantidad de ADN ligeramente superior (28,7ng/ul) que con el método
NS (17,5ng/pl), mientras que para galletas de chocolate con semillas, si bien los
valores de pureza son similares, el contenido de ADN obtenido por NS es mucho

mayor que para WM (229 ng/ul y 95,7ng/ul respectivamente).

Ahora bien, si se observa mas detenidamente en los diferentes alimentos,
se encuentran algunas diferencias mas, principalmente en el grupo de los
procesados derivados de harinas como los diferentes tipos de galletas que fueron
muestreadas, el chocolate y los lacteos; se observa una dependencia, tanto en el

rendimiento como en la calidad del ADN, de la matriz purificada. Por ejemplo, tanto



en el yogur como el queso de pasta blanda, ambas matrices de alto contenido
acuoso (aproximadamente un 85%), se obtuvo bajo rendimiento de ADN y pureza

deficiente, para todas las metodologias.

Concentracion ADN (ng/pl) Rel 260/280
Nspin Nspin
1000 2
800 1.5
600
400 !
200 0.5
CTAB + PVP 0 Wizard CTAB + PVP 0 Wizard
CTAB CTAB
Galletas c/chocolate y sem Galletas c/chocolate y sem
Sancks horneados Sancks horneados

Grafico 1: Comparacion en la media de la concentracion de ADN para galletas de chocolate y semillas, y
snacks horneados, y su estimacion de pureza a partir de los extractos obtenidos en tres purificaciones
independientes para cada una de las metodologias propuestas.

Durante las extracciones se pudo observar que, con los métodos estandares,
los pellets de ADN obtenidos de alimentos como galletas de chocolate con semillas
se observaban coloreados, evidenciando la presencia de algin compuesto que no
pudo ser eliminado en los pasos previos de separacion y eliminacion de proteinas
y lipidos, siendo consistente con la valoracion de la pureza que mostrd el
coeficiente de Azeo/Azs0. En el grafico 1, para el caso de las galletas de chocolate,
se muestra que la mayor concentracion de ADN es obtenida en cantidades similares
para los métodos estandares, pero de una calidad menor que el obtenido con los
kits comerciales, reflejado en los valores 1,91 y 1,92 para Nucleo Spin y Wizard
contra 1,65 y 1,64 para los métodos con CTAB. Esto resultados podrian deberse a
residuos organicos propios del proceso de extraccion que llevan a una disminucion
de esta relacién, y remanentes moleculares de la matriz que no pudieron ser
eliminados y llevan a una sobreestimacion de la concentracion de ADN. Los snacks
horneados pudieron ser purificados con todos los métodos ensayados.

Los productos horneados/tostados, resultan un desafio debido a los posibles

inhibidores, derivados de la reaccion de Maillard, resultantes de la interaccion de
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azlicares y proteinas sometidos a altas temperaturas. Estas sustancias pueden

resultar inhibidoras en aplicaciones posteriores. Sajali et al, (2018), describieron

mayor eficacia al usar un método con columnas de silica que el método estandar

del CTAB/DTAB para la extraccion de granos de Triticum aestivum (trigo),

sometidos a 200°C durante 1 hora.

CONCENTRACION ADN (ng/pl)

2000
1500
1000
500 \ Med pollo
0 \ Queso brie
Nspin . Miel
Wizard CTAB
CTAB +
PVP
B Miel ® Queso brie Med pollo

4.00

3.00

2.00

1.0

o

0.00

Rel 260/280

Nspin Wizard CTAB CTAB + PVP

B Miel ® Queso brie Med pollo

Grafico 2: Comparacion de la media de concentracion de ADN obtenida y su estimacion de pureza, para tres
alimentos de matriz bien diferentes: miel, queso brie y medallén de pollo rebozado.

La miel, producto natural con 82% de carbohidratos, presentd muy baja

recuperacion y calidad del ADN, en concordancia con los resultados bibliograficos

informados por Soares S. et al, (2014), que trabajaron especificamente en la

extraccion de ADN en miel y obtuvieron concentraciones muy bajas, y en algunos

casos, no detectables segun el pre-tratamiento y método de extraccion empleado.
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Concentracion de ADN (ng/pl)

4000.0
3000.0
2000.0 ‘:’-_I ; CTAB + PVP
CTAB
Ay

1000.0 A \Vizard

e £ = \spin

Chocolate  Alfajor Mani Nestum
para taza
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Grafico 3: Comparacion de la media de ADN para alimentos como chocolate, alfajor, mani
crudo y cereal, extraido en tres ensayos independientes para cada uno de los diferentes
procedimientos. En el caso del mani, sdlo se hicieron extracciones por NS y CTAB.

Lépez Callejas et al, 2013, evaluaron 179 productos alimenticios de
diferentes marcas, de distinta naturaleza, con distinta declaracidon en su etiqueta
con respecto al contenido de avellana (30 contenian avellana como ingrediente, 61
podian contener trazas y 88 no contenian). Los resultados obtenidos de la PCR, se
correspondieron con lo informado en las etiquetas de los productos en todas las
muestras, a excepcion de 40 de ellos donde la deteccion de trazas de avellana fue
positiva, no estando declarado en su rotulacion. Si bien el objetivo de ese equipo
de investigacion no fue la evaluacién de las etapas de extraccién y purificacion
como en este trabajo, combinaron la metodologia estandar y una posterior
purificacion utilizando el kit Wizard DNA Clean - up System (Promega) por igual
para todos los diferentes tipos de alimentos muestreados, sin reportar ninguna
modificaciéon en el pre-tratamiento dependiente de la matriz; entre ellos,
chocolates, bombones, galletas, galletas de arroz, jugos, panes, yogurt, turrones,

barras de nuez, cereales, productos carnicos, etc.

A partir del gréafico 3 se puede que la obtencién de mayores concentraciones
de ADN, no necesariamente se correlaciona con una optima relacion 260/280 como
se evidencia por ejemplo en el chocolate para taza, que muestra cantidades de

ADN muy diferentes para cada procedimiento, pero con una estimacion de pureza
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similar para los cuatro tratamientos con valores por debajo del rango considerado
recomendado (1.7 — 2.0).

Otros casos como el budin de vainilla, polvo para preparar flan y chocolate
con mani, muestran una cantidad aceptable de ADN pero baja relacion 260/280,
acerandonos a la idea de una calidad muy deficiente. Sin embargo, en el ensayo
de aplicacidn, se logré amplificar una secuencia de mani, en todos los extractos

(ver seccién 3.2 “Resultados del ensayo de aplicacion”).

Inicialmente y como fue planteado dentro de los objetivos especificos, la
calidad de los extractos obtenidos en los primeros tratamientos fue valorada
mediante electroforesis en gel de agarosa, con el fin de observar su integridad. El
ADN no pudo ser visualizado cuando fue revelado el gel; lo cual permitié inferir

sobre el rango de concentracidn tan pequefio con el que se estaba trabajando.

3.2-RESULTADOQOS DEL ENSAYO DE APLICACION

Ahora bien, obtenidos los extractos de ADN, se presenta el interrogante de
que si muestras con coeficiente menor a 1.7 o con bajo rendimiento podrian ser
utilizados igualmente para amplificar por PCR para su posterior utilizacion.
Entonces se disefid un ensayo simple (tal como fue descripto en el apartado 2.5
de este trabajo), que consistid6 en una amplificacion por gPCR por duplicado
utilizando el kit Sure Food Peanut/R-Biopharm que detecta secuencias de ADN
especificas de mani a aquellos extractos seleccionados que, segun la informacion
brindada en la rotulacidon de los alimentos, declararon mani como ingrediente,
presencia en trazas debido al proceso, o no declarado de ninguna forma. Los
extractos de ADN utilizados fueron los correspondientes a los siguientes alimentos:
alfajor con dulce de leche y cobertura blanca, chocolate para taza, mani crudo,

bombdn relleno con pasta de mani y cereal instantaneo (trigo y miel).

En el desarrollo de este apartado se podra observar que todas las muestras
ensayadas, con contenido de mani declarado como ingrediente o como trazas en

el rotulo por el elaborador, pudieron ser amplificadas por gPCR para detectar
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secuencias especificas de mani, mientras que aquellas muestras sin contenido de

éste en sus ingredientes no mostraron sefial.

Es sabido que, como se ha tratado anteriormente, los compuestos
inhibitorios pueden interferir a distintos niveles de la reaccién, dando lugar a
diferentes grados de atenuacién, siendo el grado de inhibicion final dependiente
de su concentracion. En el grafico 4 se evidencia esta condicién; para cada muestra

se grafica la fluorescencia detectada a lo largo de los ciclos de la gPCR.

Amplification Plots

() CtrolPos @ NTC
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Grafico 4: Curva de amplificacion de ADN correspondiente a extractos de
mani crudo, chocolate con mani y bombodn relleno con pasta de mani,
purificados por NS y CTAB. NTC (control sin templado), control positivo
provisto en el kit. Los extractos purificados por CTAB no amplifican.
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Tabla 2: Comparacion de valores de Cq correspondiente a los extractos amplificados de
mani, chocolate con mani y bombdn relleno con pasta de mani (mostrados en la Grafica 4).

Muestra Método Cq
Mani crudo 15.38
Chocolate con mani NS 17.25
Bombon con pasta de mani 17.13
Mani crudo No Cq
Chocolate con mani CTAB No Cq
Bombdn con pasta de mani No Cq
Control positivo - 27.11
NTC = No Cq

Los extractos purificados por la metodologia estandar CTAB no muestran
amplificacion (Grafico 4 y Tabla 2); esta falta de amplificacion da sospecha de
posible inhibicién en la reaccidon, que se verifica con el control de inhibicion y
repitiendo la reaccidon especifica con las diluciones correspondientes. Entonces,
para verificar la presencia de éstos en las muestras en cuestion, se realizd un
ensayo especifico: una reaccién de amplificacion de ADN exdgeno agregado a la

reaccion, que valord la inhibicion de compuestos presentes en las muestras. El
resultado se muestra en la grafica 5.

Amplification Plots
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Gréfico 5: Curva de amplificacion de ADN correspondiente a
extractos de mani crudo, chocolate con mani y bombon relleno con
pasta de mani, purificados por CTAB. NTC (control sin templado),
control positivo provisto en el kit y un IC (control de inhibicién).
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Una vez que se comprobd la presencia de inhibidores, se realizd una dilucién
de los extractos, con la l6gica de diluir también los inhibidores, a una concentracion
de 10ng/pl, utilizando 5ul de cada muestra en el mix de reaccidn, es decir 50ng, y
se volvid a realizar la amplificacion de control de inhibicion, pero esta vez con todas
las muestras tratadas por cada una de las metodologias evaluadas. Esta dilucion
permitio amplificar las muestras sin la interferencia de los inhibidores de reaccion,
obteniendo asi un grafico general (Grafico 6).

Amplification Plots
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Grafico 6: Seguimiento de la amplificacion de ADN en la reaccién de
inhibicion realizada con todos los extractos de alimentos involucrados en
el ensayo de aplicacidn, purificados por NS, WZ, CTAB y CTAB + PVP. NTC
(control sin templado) y el IC (control de inhibicion).

En este ensayo (Grafico 7) también fue incluida una muestra de material
gendmico de aceite de mani, que se extrajo mediante la metodologia NS, y que no
amplifico; este resultado es concordante con algunas referencias bibliograficas que
indican que para lograr material genético de aceites, considerando el proceso de

extraccion del mismo, es necesario procesar grandes cantidades del alimento para
poder obtenerlo.
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Amplification Plots
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Grafico 7: Seguimiento de la amplificacién de ADN en la reaccion con el
target mani. Con todos los extractos de alimentos del ensayo de
aplicacidn, purificados por NS, WZ, CTAB y CTAB + PVP. NTC (control
sin templado) y control positivo provisto por el kit.

El grafico 8 muestra la curva de amplificacién correspondiente al ADN
obtenido de la matriz de un alfajor con cobertura blanca, para cada una de las
metodologias propuestas, se observa que la mejor amplificacion del ADN especifico
se logrd en la muestra procesada con NS con un Cq de 28.91; seguida por WM,
CTAB y CTAB con agregado de PVP, con valores de Cq 31.38; 32.13 y 32.36
respectivamente (tabla 3). Estos resultados no guardan correlacién con la
concentracion de ADN total medido a 260nm para cada una de las muestras, por

el contrario, las concentraciones menores fueron obtenidas con los kits
comerciales.
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Amplification Plots
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Grafico 8: Curva de amplificacion de ADN correspondiente al extracto de
alfajor con cobertura blanca. NTC (control sin templado), control positivo
provisto en el kit, extractos purificados por NS, WM, CTAB y CTAB+PVP.

Tabla 3: Comparacion de valores de Cq para algunos alimentos con mani para cada una de las
metodologias usadas.

METODO Alfajor Bomboén

c/cobertura Chacolate Mani crudo relleno con
! blanca L] pasta de mani
NS 28.91 24.70 18.91 18.47
WM 31.38 28.40 — —
CTAB 32.13 32.38 28.40 30.42
CTAB + PVP 32.36 31.29 — —

Similar comportamiento se observa para el caso del chocolate para taza, tal
como se muestra en el Grafico 9. En ambos casos, la rotulacion indica la presencia
de mani, no como parte de su formulacién sino en cantidades trazas como
contaminante del proceso, posiblemente por ser elaborado en instalaciones
compartidas donde ha sido procesado otro alimento que si contenia mani o
derivados de éste como ingrediente.
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Amplification Plots
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Grafico 9: Curva de amplificacion de ADN correspondiente al
chocolate para taza. NTC (control sin templado), control positivo
provisto en el kit, extractos purificados por NS, WM, CTAB y
CTAB+PVP.

También fueron amplificados en este ensayo, ADNs gendmicos extraidos de
una muestra de bombdn de chocolate relleno con pasta de mani y de granos de
mani crudo por lo que, como era de esperarse, las curvas muestran la amplificacion
con valores de Cq menores a los dos presentados anteriormente, evidenciando
mayor eficiencia en amplificar el fragmento de interés (Grafico 10). En este caso,
también funciona mejor la extraccién con NS que con CTAB, de hecho, el
corrimiento aun con mayor rendimiento evidencia la presencia de inhibidores de la
PCR.

Ademas, se puede notar que, para los dos alimentos extraidos por la
metodologia NS, el valor de Cq es casi igual (18.91 y 18.47) pero la forma de la
curva es diferente, mostrando mas eficiencia el mani crudo (ADN puro de mani),

dejando en evidencia el efecto de la matriz mas compleja como es la del bombon.
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Amplification Plots
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Grafico 10: Curva de amplificacion por gPCR de un extracto de ADN
de bombdn relleno con pasta de mani. NTC (control sin templado),
control positivo provisto en el kit, extractos purificados por NS y
CTAB.

En contraposicién, en el grafico 11 se muestra el resultado de la
amplificacion correspondiente al extracto gendmico de la muestra de alimento
infantil a base de trigo y miel, donde la Unica curva que se observa es la del control
positivo, es decir, no pudo ser detectada ninguna molécula de ADN de mani en

dicha muestra procesada por los diferentes métodos.

Se evidencia en los valores de Cq, la mayor amplificabilidad del ADN en las

muestras purificadas con los kits comerciales (Tabla 3).
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Amplification Plots

NTC @ Control Positivo Cereal/NS @@ Cereal /WM Cereal/CTAB
Cereal /CTAB-PVP

Fluorescence (4R)

- 10 1 20 25 30 35 40

Cycles

Grafico 11: Curva de amplificacion por gPCR de un extracto de
ADN de alimento infantil con trigo y miel. NTC (control sin
templado), control positivo provisto en el kit, extractos
purificados por NS, WM, CTAB y CTAB+PVP.

En la tabla 3, se expresan los valores de Cq de las muestras amplificadas a
partir de los extractos obtenidos por cada una de las metodologias propuestas.
Estos resultados comparativos confirman que el kit comercial Nucleo Spin Food®,
permite obtener un material gendmico de mejor calidad para su posterior
amplificacion. Si bien, con las metodologias estandar se obtuvo material genético
de menor calidad, puede amplificarse, por lo tanto, si lo que se busca es verificar
la presencia de mani como alérgeno, el cometido estaria cumplido aun partiendo

de un material de menor calidad.
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capPituLo IV
CONCLUSIONES






El presente estudio nos permitié llegar a las siguientes conclusiones

finales:

13 Los resultados obtenidos en este trabajo evidencian que las
metodologias estandar permiten obtener fragmentos gendmicos
amplificables mediante PCR, al igual que los kits comerciales, pero éstos

permiten obtener material gendémico de mayor pureza.

£+ La etapa de extraccion de ADN de matrices alimentarias, tan complejas
como los alimentos ultraprocesados, es el punto fundamental para
lograr un material de partida de buena calidad y cantidad, que nos
asegure el éxito de los tratamientos posteriores como la amplificacion
por PCR.

1+ Para lograr el punto anterior, es importante la pericia del operador
durante el procesamiento de la muestra para su extraccion y el
conocimiento y/o informacidn sobre la composicion del alimento que

permita discernir las mejores opciones para ese procedimiento.

£* La mayoria de los protocolos, tanto estandares como comerciales,
incluyen en el proceso de purificacion de ADN las etapas de remocion
de proteinas, sales y residuos organicos que luego interfieren en la PCR.
No obstante, resultd evidente la variacion en la eficiencia para lograrlo

segun cada metodologia.

£x Todos los métodos resultaron sensibles como quedd evidenciado en que
fue posible la amplificacion por PCR, al menos en los extractos de los

alimentos trabajados en el Ensayo de Aplicacion.

£t La baja recuperacion de ADN en productos excesivamente procesados,
como aquellos que durante su produccion sufren tratamientos térmicos,

fermentacion, refinamiento, etc. puede correlacionarse con ADN muy
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degradado que luego presenta mayores dificultades en la amplificacion
por PCR.

Es factible trabajar en desarrollos de una metodologia mixta donde la
extraccion se haga con CTAB, pero usando membranas en columnas
con afinidad por los acidos nucleicos para contribuir al aumento en la
calidad de ADN obtenido (sin tantos contaminantes remanentes).
Poniendo en consideracidn los costos de las técnicas comerciales frente
a las metodologias estandares y, en algunos casos, el mayor material
de partida requerido en algunas muestras, resultan de preferencia las

técnicas estandares.

La realizacidn de este estudio exploratorio puede ser tomado como base
para un disefio metodoldgico con base estadistica para permitir mayor
eficiencia en el tratamiento de los datos e interpretacion de los

resultados.
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7.1 - INSTRUCTIVOS

7.1.1 TECNICA ESTANDAR DEL BROMURO DE CETIL-TRIMETIL
AMONIO

GOBIERNO DE LA
PROVINCIA DE
@ yops CEPROCOR I PBM 0001
. Técnica estandar del Bromuro de cetil- Vigencia: Rev.00
Instructivo . . . dd/mm/aa Pé4g. 83 de 2
trimetil amonio

1- Objetivo

Este procedimiento tiene como objetivo describir la metodologia llevada a
cabo por la Unidad de Biologia Molecular para realizar la extraccion y purificacion

de ADN en muestras de alimentos.

2- Alcance

Se aplica para extraccién de ADN en muestras de alimentos que luego sea

utilizado para amplificar por PCR.
3- Principio

El método esta basado en las etapas de lisis con el buffer CTAB, extraccion
con solventes organicos y purificacion mediante precipitacién y separacién por

micro-centrifugacion.
4- Desarrollo
4.1- Preparacion de la muestra

4.1.1. En el caso de alimentos sdlidos o semisdlidos, homogenizar el
alimento en mortero con nitrdgeno liquido para facilitar su fino particulado; de
tratarse de alimentos liquidos, homogeneizar bien previo al pesado. Pesar 500mg

y colocar en tubo cdnico.
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4.2- Lisis

4.2.1. Afadir 1,5ml de buffer de lisis CTAB y homogeneizar; agregar 5ul de
RNAasa. Incubar a 37°C por 5min.

4.2.2. Agregar 20ul de enzima PK (proteinasa k) y colocar huevamente en
incubacion a 65°C en bafio seco por 30min con vortex cada 10min. Centrifugar a

8.000g por 5min en microcentrifuga; recoger 1.000ul del sobrenadante.
4.3- Extraccion

4.3.1. Al sobrenadante anterior agregar 800ul de la mezcla de solventes
cloroformo — alcohol isoamilico (24:1). Mezclar por inversién unas diez veces y
centrifugar por 15min a 14.500g. Extraer un volumen de fase acuosa (donde se

encuentra el ADN).
4.4- Precipitacion

4.4.1. Al volumen extraido en la etapa anterior, afiadir 2,5 volimenes de
etanol al 100% frio (-20°C) y 0,1 volumen de acetato de sodio 3M, y almacenar a
-20°C durante 30min para favorecer la precipitacién del ADN. Luego centrifugar a
4°C a 148009 durante 15min.

4.4.2. Lavar con etanol al 70% frio, para eliminar restos de sales.
Centrifugar nuevamente por 5min a 14.500g y desechar el sobrenadante; evaporar

el remanente de etanol.
4.5- Recuperacion del ADN

4.5.1. Re-suspender el pellet obtenido en buffer TE (Tris — EDTA) a un

volumen final de 100pl.
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7.1.2 TECNICA ES'[ANDAR DEL BROMURO DE CETIL-TRIMETIL
AMONIO CON ADICION DE PVP (POLIVINILPIRROLIDONA)

PROVINCIADE  CEPROCOR
CORDOBA Lo e b T4 T 0 I PBM 0002
Técnica estandar del Bromuro de Cetil- Rev.00
. . . . s Vigencia: Pag. 85 de 2
Instructivo trimetil Amonio con adicion de PVP dd/mm/aa
(polivinilpirrolidona)
1- Objetivo

Este procedimiento tiene como objetivo describir la metodologia llevada a
cabo por la Unidad de Biologia Molecular para realizar la extraccidn ypurificacion

de ADN en muestras de alimentos.

2- Alcance

Se aplica para extraccion de ADN en muestras de alimentos que luego sea

utilizado para amplificar por PCR.
3- Principio

El método estda basado en las etapas de lisis con el buffer CTAB y PVP
extraccion con solventes organicos y purificacion mediante precipitacion vy

separacion por micro-centrifugacion.
4- Desarrollo
4.1- Preparacion de la muestra

4.1.1. En el caso de alimentos sdlidos o semisdlidos, homogenizar el
alimento en mortero con nitrdgeno liquido para facilitar su fino particulado; de
tratarse de alimentos liquidos, homogeneizar bien previo al pesado. Pesar 500mg

y colocar en tubo cdnico.
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4.2- Lisis

4.2.1. Anadir 1,0ml de buffer de lisis CTAB —-PVP (1% de
polivinilpirrolidona), y 20ul de B-mercaptoetanol; homogeneizar con vortex durante
30 segundos. Llevar a incubacidn en bano seco durante 1 hora a 65°C, con vortex

cada 10min.

4.2.2. Centrifugar a 8.000g por 5min en microcentrifuga; recoger 1.000pl

del sobrenadante.
4.3- Extraccion

4.3.1. Al sobrenadante anterior agregar 800 pl de la mezcla de solventes
cloroformo — alcohol isoamilico (24:1). Mezclar por inversidn unas diez veces y
centrifugar por 15min a 14.500g. Extraer un volumen de fase acuosa (donde se

encuentra el ADN).
4.4- Precipitacion

4.4.1. Al volumen extraido en la etapa anterior, anadir 2,5 volimenes de
etanol al 100% frio (-20°C) y 0,1 volumen de acetato de sodio 3M, y almacenar a
-20°C durante 30min para favorecer la precipitacién del ADN. Luego centrifugar a
4°C a 14800g durantel5 min.

4.4.2. Lavar con etanol al 70% frio, para eliminar restos de sales.
Centrifugar nuevamente por 5min a 14.500g y desechar el sobrenadante; evaporar

el remanente de etanol.
4.5- Recuperacion del ADN

4.5.1. Re-suspender el pellet obtenido en buffer TE (Tris — EDTA) a un

volumen final de100 pl.
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7.1.3 NUCLEO SPIN FOOD MACHEREY - NAGEL

SRUENOPELY  CEPROCOR
. , . Vigencia: Rev.00
Instructivo Nucleo Spin Food Macherey-Nagel dd/mm/aa Pég. 87 de 2
1- Objetivo

Este procedimiento tiene como objetivo describir la metodologia llevada a
cabo por la Unidad de Biologia Molecular para realizar la extraccion y purificacion
de ADN en muestras de alimentos utilizando el kit comercial NucleoSpin Food de

Machery — Nagel.

2- Alcance

Se aplica para extraccién de ADN en muestras de alimentos, que luego sera

utilizado para amplificar por PCR.
3- Principio

El ADN se extrae mediante la lisis con una solucién que contiene sales
caotropicas, agentes desnaturalizantes y detergentes. Los residuos celulares son
separados por centrifugacion y/o filtracidn mientras el ADN se une a la membrana

de silica NuceloSpin® provista en las columnas del kit.
4- Desarrollo
4.1- Preparacion de la muestra

4.1.1. En el caso de alimentos sdlidos o semisdlidos, homogenizar el
alimento en mortero con nitrégeno liquido para facilitar su fino particulado; de
tratarse de alimentos liquidos, homogeneizar bien previo al pesado. Pesar 500 mg

y colocar en tubo cdnico.
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4.2- Lisis

4.2.1. Anadir 550ul de buffer CF, precalentado a 65°C. Mezclar
cuidadosamente por 15s; agregar 10l de Proteinasa K y agitar 2 6 3s. Incubar a
65°C por 30min.

4.2.2. Centrifugar a 10.000g por 10min en microcentrifuga; recoger el

sobrenadante en un tubo conico.
4.3- Extraccion

4.3.1. Al sobrenadante anterior agregar 1 volumen de buffer C4 y 1 volumen
de etanol (por ejemplo, tomar 300ul de muestra y anadir 300ul de buffer C4 y

300ul de etanol). Aplicar vortex a la mezcla por 10s.
4.4- Union del ADN

4.4.1. Para cada preparacion, disponer una columna NucleoSpin®en un tubo
para microcentrifuga. Pipetear 700ul de la mezcla anterior en la columna.
Centrifugar por 1min a 11.000g. Descartar lo filtrado y repetir el procedimiento con

el remanente de la mezcla de extraccion que contiene la muestra.
4.5- Lavado y secado de la membrana de silica

4.5.1. Primer lavado: pipetear 400ul de buffer CQW sobre la columna

NucleoSpin®. Centrifugar por 1min a 11.000g. Descartar el liquido filtrado.

4.5.2. Segundo lavado: pipetear 700pl de buffer C5 sobre la columna

NucleoSpin®. Centrifugar por 1min a 11.000g. Descartar el liquido filtrado.

4.5.2. Tercer lavado: pipetear otros 200ul de buffer C5 sobre la columna

NucleoSpin®. Centrifugar por 2min a 11.000g. Descartar el liquido filtrado.
4.6~ Elucion y recuperacion del ADN

4.6.1. Colocar la columna NucleoSpin®en un nuevo tubo para
microcentrifuga de 1.5ml. Pipetear 100ul del buffer de elucion CE, precalentado a
70°C sobre la membrana. Incubar por 5min a temperatura ambiente (18 — 25 °C).

Centrifugar por 1min a 11.000g para eluir el ADN obtenido.
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7.1.4 EXTRACCION DE ADN PARA ALIMENTOS (WIZARD MAGNETIC)

PROVINCIADE  CEPROCOR
. Extraccion de ADN para alimentos (Wizard  Vigencia: Rev.00
Instructivo . dd/mm/aa Pag. 89 de 3
Magnetic)
1- Objetivo

Este procedimiento tiene como objetivo describir la metodologia llevada a
cabo por la Unidad de Biologia Molecular para realizar la extraccion y purificacion
de ADN en muestras de alimentos utilizando el kit comercial Wizard Magnetic® para

alimentos.

2- Alcance

Se aplica para extraccién de ADN en muestras de alimentos, que luego sera

utilizado para amplificar por PCR.
3- Principio

El sistema utiliza particulas magnéticas (MagneSil®), en funcién de fase

sélida movil, sobre los que se produce la unién del ADN.
4- Desarrollo
4.1- Preparacion de la muestra

4.1.1. En el caso de alimentos sdlidos o semisdlidos, homogenizar el
alimento en mortero con nitrogeno liquido para facilitar su fino particulado; de
tratarse de alimentos liquidos, homogeneizar bien previo al pesado. Pesar 500mg

y colocar en tubo conico de 2ml.
4.2- Lisis

4.2.1. Anadir 500ul de buffer de lisis A y 5ul de ARNasa a la muestra.
Mezclar vigorosamente. Dependiendo de las caracteristicas de la muestra, se

puede ajustar el volumen agregado del buffer. Adicionar 250ul de buffer de lisis B
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y mezclar con vortex durante 10 - 15s. Incubar a temperatura ambiente (22 —
25°C) por 10min.

4.3- Precipitacion

4.3.1. Anadir 750ul de Soluciéon de Precipitacion; luego agitar

vigorosamente.

4.3.2. Centrifugar a 13.000 g por 10 min en microcentrifuga; transferir el
sobrenadante a un tubo limpio de 2 ml. Si se ha formado una capa de material en
la parte superior del tubo, extraer cuidadosamente con pipeta el liquido por debajo

de la misma.

4.3.3. Agitar el envase con las particulas metalicas MagneSil®PMPs por 15
— 30s para asegurar que las particulas se re-suspendan completamente. Afadir

50ul de MagneSil®PMPs y agitar con vortex.

4.3.4. Adicionar 0.8 volumenes de isopropanol (por ejemplo, para 1000ul de
sobrenadante, afiadir 800ul de isopropanol). Invertir el tubo entre 10 y 15 veces
para mezclar el contenido. Incubar durante 10min a temperatura ambiente (22 —
25 °C), mezclando por inversion ocasionalmente con el cuidado de que no queden
particulas en las paredes del tubo. Insertar el tubo en el Soporte magnético de
separacién (MagneSphere®) y dejarlo por 1min. Mientras el tubo permanece en el

soporte, retirar y descartar la fase liquida por pipeteo.

4.3.5. Remover el tubo del soporte y afiadir 250 pl de buffer de lisis B;
invertir el tubo 2 -3 veces para mezclar. Reubicar el tubo en el soporte magnético

y dejarlo por 1min; luego remover y descartar el liquido como en el paso anterior.
4.4- Recuperacion del ADN

4.4.1. Re-suspender las particulas en 1 ml de solucién de etanol al 70% y
devolver el tubo al soporte magnético durante 1 minuto. Retirar y desechar la

solucion como en el paso 4.3.4.

4.4.2. Repetir el paso anterior dos veces para un total de 3 lavados. Con
una pipeta, retirar la mayor cantidad de fase liquida como sea posible en el Gltimo

lavado; descartar.
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4.4.3. Secar las particulas a temperatura ambiente durante 15-30 minutos
(o a 65 ° C durante 10 minutos). El tiempo de secado puede extenderse

dependiendo de las condiciones ambientales.

4.4.4. Agregar 100ul de tampdn TE o agua libre de nucleasa, agitar en
vortex para mezclar e incubara 65°C durante 5 minutos. Insertar el tubo en el
soporte de separacion magnética por 1min; luego recoger el ADN dejando el tubo

en el soporte y transfiriendo cuidadosamente el liquido a un tubo nuevo.
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