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RESUMEN

Las golosinas son dulces consumidos en todas las partes
del mundo y a todas las edades. A pesar de estar muy
presentes en la vida cotidiana, no se sabe mucho sobre
su composicién, siendo la ausencia de informacion un
impedimento para la eleccion libre del consumidor y un
problema de salud para las personas alérgicas o intole-
rantes a determinados ingredientes. En este trabajo se
ha planteado como objetivo determinar la composicion
real de las golosinas industriales, tanto envasadas como
vendidas a granel, y valorar la exactitud de sus etiquetas
y el cumplimiento de la legislacion vigente. Para ello se
realiz6 un muestreo en cinco Comunidades Autébnomas
espafnolas y algunas ciudades de Estados Unidos. Se
analizaron 50 muestras de diferentes procedencias utili-
zando marcadores moleculares de ADN para determinar
las especies animales y vegetales presentes en las golo-
sinas. Se encontraron trazas de un gran numero de espe-
cies, algunas de las cuales estan consideradas potencia-
les alérgenos, como la gelatina de pescado, trigo y maiz.
Muchas especies no eran mencionadas en las etiquetas
ni en los puntos de venta, lo que representa un riesgo
para los consumidores alérgicos o intolerantes a dichos
ingredientes. Por otro lado, se encontraron irregularidades
en productos etiquetados como aptos para vegetarianos
que contenian especies animales. Esto implica que los
consumidores no pueden confiar en la eleccion de pro-
ductos adecuada a sus determinados principios éticos,
morales o religiosos. Este trabajo apunta a que la norma-
tiva de etiquetado de las golosinas necesita ser revisada
para garantizar la libre y saludable eleccion de los consu-
midores segun sus preferencias o condiciones de salud.
Un adecuado etiquetado supondria una gran ventaja para
los consumidores de golosinas, garantizandoles la adqui-
sicion de productos adecuados a sus necesidades.

INTRODUCCION Y ANTECEDENTES

Las golosinas son consumidas a lo largo de todo el mun-
do, en diferentes culturas y paises [1]. Estos dulces no
son un invento reciente: los antiguos arabes, los chinos y
los egipcios tomaban frutas y nueces confitadas en miel,
y los aztecas hicieron una bebida de chocolate con la
semilla del cacao [2]. El consumo de golosinas se da en
todas las edades, aunque sigue siendo mas frecuente en
los nifios [3] [4].

El término “candy”, en castellano “golosina”, viene de
la palabra arabe “gandi”, o azucar procesado [5]. Las
golosinas son una fuente de azucares afiadidos [6], Y
por ello se les han atribuido diversos efectos negativos,
como contribuir al sobrepeso [7], el aumento de la caries
cuando la higiene oral es ademas deficiente [8], y ser

posibles factores de riesgo cardiovascular [9] [10] y can-
cer [11] [12]; siempre que el consumo de golosinas sea
excesivo y la dieta no equilibrada. En los ultimos afos,
en cambio, se les han atribuido efectos beneficiosos. La
ingesta controlada de dulces y chicle podria contribuir a
calmar la ansiedad y por lo tanto tener un valor terapéu-
tico en el tratamiento de la obesidad [13].

Otros efectos menos conocidos de estos productos tie-
nen que ver con su composiciéon, que incluye numerosos
aditivos y conservantes [14]. La composicion real de dul-
ces y golosinas comerciales es compleja y en muchos
casos no se conoce del todo. Las normativas vigentes en
Espafia establecen como obligatoria la descripcion de la
informacion nutricional para la mayoria de los productos
transformados (1169/2011), pero en el caso de las golo-
sinas vendidas a granel la normativa que las considera
(348/2011) es algo mas permisiva, y no especifica que
deba ofrecerse de manera obligatoria informacion como
nombre del fabricante, lista de ingredientes o lista de po-
sibles alérgenos contenidos. En cambio, para las golosi-
nas envasadas si que es obligatorio que aparezca una
lista de posibles alérgenos contenidos en el producto,
siendo ésta facilmente identificable y separada de la lista
de ingredientes. En ausencia de una lista de ingredien-
tes como tal, se utilizara la palabra “contiene” seguida
de la sustancia/as correspondientes.

Precisamente debido a la permisividad de esta norma-
tiva, conocer la composicion real de las golosinas co-
merciales puede ser de vital importancia para aquellas
personas que padezcan alguna intolerancia o alergia
alimentaria. Estas personas necesitan saber la compo-
sicion completa y detallada de un producto para poder
estar seguros de evitar aquellas sustancias que puedan
poner en riesgo su salud. Se puede observar la preocu-
pacion de diferentes consumidores sobre esta cuestion
en diversas paginas web (http://www.consumer.es/se-
guridad-alimentaria/normativa-legal/2011/09/29/203430.
php; http://www.consumoteca.com/alimentacion/chuche-
rias/normativa-que-regula-los-caramelos-chicles-y-chu-
cherias; http://www.vivesinlactosa.org/2011/03/los-ingre-
dientes-de-las-golosinas/;  http://atencionalconsumidor.
com/?p=212). Se han encontrado casos en la bibliografia
de reacciones alérgicas a especies presentes en golo-
sinas, como el azafran [15] [16]; frutos secos como el
cacahuete [17], presente en trazas en muchos de estos
productos; el colorante “carmina”, procedente de la co-
chinilla (Cocus cacti) y usado en numerosos dulces [16];
o trazas de pescado, generalmente en forma de gelati-
na, la cual puede contener parvalbuminas que son las
principales proteinas alergénicas del pescado para los
humanos [18]. A la vista de estos antecedentes parece
importante estudiar la composicion real de las golosinas
en detalle y cotejar si el contenido encontrado se corres-
ponde con las etiquetas de los productos envasados. En
el caso de las golosinas a granel, los resultados podrian
indicar si la normativa existente es suficiente o conven-
dria modificarla.
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HIPOTESIS DE TRABAJO
Y OBJETIVOS

Para determinar la composicion real de las golosinas in-
dustriales y estudiar la fiabilidad y exactitud de sus eti-
quetas, en este proyecto se propuso la realizacion de un
estudio sobre diferentes tipos de golosinas y su analisis
mediante el uso de técnicas moleculares basadas en el
ADN, ya que en otras ocasiones han sido descritas sus
ventajas en el uso de deteccion de trazas de alérgenos
en alimentacion [19]. El objetivo de este estudio fue ob-
tener informacion concreta sobre la composicion real de
las golosinas y de la fiabilidad de sus etiquetas, hacien-
do especial hincapié en la deteccion de especies que
son consideradas potenciales alérgenos y por lo tanto
su presencia en un producto alimentario debe ser indica-
da. A partir de los resultados se hara una valoracion del
riesgo que supone el consumo de golosinas comerciales
para las personas alérgicas o intolerantes a diferentes

especies, asi como la utilidad real del actual etiquetado
de estos dulces y la normativa existente el respecto.

MATERIALES Y METODOLOGIA

En este proyecto se realizaron diferentes tareas, que se
reflejan en el cronograma de la figura 1. Cada una se
explica en detalle a continuacion.

RECOLECCION DE MUESTRAS

El muestreo fue llevado a cabo principalmente en Espa-
Aa, en cinco Comunidades Auténomas: Andalucia (Cor-
doba), Castilla la Mancha (Valdepenas), Madrid, Castilla
Ledn (Tordesillas) y Asturias (Oviedo). Se recogio un to-
tal de 101 muestras, de las que se analizaron 49 para
ADN (tabla 1). También se obtuvieron 12 muestras

| Mes 1 Mes 2 | Mes 3 |
Recoleccion de Sel on de d lecul yIPr do de las
puesta a punto complejas
| Pruebas de extraccion y
optimizacion
p on de las dici de higiene y
control de contaminaciones potenciales
Mes 4 | Mes5 | Mes 6 | Mes 7 | Mes 8
P do de las
' Optimizacion proceso de clonacion | Ordenacion y analisis de las muestras procesadas |
Mes 9 | Mes 10 | Mes 11 | Mes 12
Procesado de las I Redaccion articulo difusion I Escritura articulos cientificos
muestras complejas
Asistencia I Escritura de la memoria final Preparado manuscritos
Congreso y envio de los mismos

Figura 1. Cronograma de las tareas realizadas a lo largo del proyecto y su duracion en el tiempo

Tabla 1. Numero de muestras recolectadas y analizadas por Comunidad Auténoma y segun el tipo

de tienda

Lugar Punto de venta
Supermercado

Tienda golosinas granel
Tienda golosinas granel

Supermercado

Asturias

Castilla y Ledn
Madrid Tienda golosinas granel

Tienda golosinas empaquetadas
Castilla la Mancha Tienda golosinas granel
Supermercado

Tienda golosinas a granel

Tienda golosinas empaquetadas

Andalucia

TOTAL

Numero
1
9
15
6
17
2
19
2
13
7
101

Numero procesado
8

A W A O WO W O O

N
o
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procedentes de Norteamérica, en concreto de California
(3), Puerto Rico (8) y Nueva York (1), de las cuales fue
analizada para ADN la muestra de Nueva York. Dentro
del muestreo se consideraron golosinas de diferentes
tipos (figura 2), tanto envasadas como a granel. El ana-
lisis de ADN se llevo a cabo en golosinas de todas las
categorias (tabla 2). De las 50 procesadas para ADN,
32 fueron a granel y 18 envasadas.

Otro factor que se tuvo en cuenta en la realizacion del
muestreo fue el tipo de establecimiento de venta: des-
de grandes cadenas de supermercados presentes a ni-
vel nacional, otros supermercados regionales, grandes
tiendas de golosinas a granel, pequenos comercios 0
quioscos. Para asegurar la trazabilidad del proceso se
fotografiaron tanto las golosinas analizadas como el en-
vase, en su caso. Se obtuvieron fotos en detalle de las
especificaciones de la etiqueta de las golosinas enva-
sadas, tales como la lista de ingredientes o especiales
menciones como lista de potenciales alérgenos o avisos
para vegetarianos, etc.

Figura 2. Imagenes de 11 golosinas procesadas diferentes:

(1) = 9; (2) = 33; (3) = 40; (4) = 15; (5) = 19; (6) = 49; (7) =
29; (8) = 3; (9) = 50; (10) = 44; (11) = 47

Tabla 2. Numero de muestras recolectadas y analizadas por
tipo de golosina

Tipos Numero Numero procesado
Gelatina para cocinar 3 3
Postres precocinados 6 8
Gominolas blandas 44 17
Gominolas duras 20 13
Nubes 10 7
Gelatinas 4 1
Chicles 5 2
Complejas con chocolate 9 4
TOTAL 101 50

PRUEBAS DE EXTRACCION Y OPTIMIZACION

Para la extraccion de ADN se probaron tres kits dife-
rentes: el kit de OMEGA Bio-tek Tissue DNA Kit, el kit
QlAamp DNA Stool Mini Kit de QUIAGEN vy el kit DNeasy
Mericon Food Kit de QUIAGEN. Ademas de probar la
extraccion en golosinas, se utilizaron tres controles po-
sitivos, correspondiendo a tejido fresco de manzana
(Malus domestica), carne de cerdo (Sus scrofa) y tru-
cha arcoiris (Oncorhychus mykiss), para asegurar que
la ausencia de ADN en las muestras de golosinas no
se debia a errores en el proceso de extraccion y PCR.
Las muestras con alto grado de procesamiento como
son las golosinas comerciales tiene dos problemas para
trabajar con ADN: en primer lugar la baja cantidad de
ADN que se puede recuperar del producto final, gene-
ralmente muy degradado por los tratamientos durante la
cadena de produccion, y en segundo lugar la presencia
de otras sustancias como conservantes y colorantes que
pueden actuar como inhibidores de la reaccién en cade-
na de la polimerasa (PCR), impidiendo la amplificacién
del ADN de interés. Para recuperar en las columnas de
extraccion una cantidad suficiente de ADN fue necesario
concentrarlo. Para ello, tras varias pruebas se decidio
empezar la primera fase del proceso (antes del paso por
columnas de union del ADN) con 4 tubos de 200 mg por
muestra (en vez de solo uno). Cada uno de los cuatro
tubos se paso6 por la misma columna concentrando por
cuadriplicado el ADN de cada muestra. Estos pasos se
adaptaron para los tres kits utilizados.

SELECCION DE MARCADORES MOLECULARES,
PUESTA A PUNTO DE LA PCR Y SECUENCIACION

Para la amplificacién del ADN se probaron dos marca-
dores moleculares diferentes para plantas y tres para
animales (tabla 3). Se escogieron parejas de cebado-
res que amplifican fragmentos pequefios de ADN. Esto
es importante puesto que se asumiod que en productos
con alto grado de procesamiento el ADN frecuentemente
aparecera fragmentado y degradado, siendo imposible
amplificar fragmentos muy grandes. Para cada una de
las parejas de cebadores fueron utilizadas las condicio-
nes de PCR aconsejadas por los autores (tabla 3). El Kit
utilizado fue el kit PCR core Kit Plus de Roche, especifi-
co para evitar posibles contaminaciones de la reaccion
de PCR porque contiene el enzima uracil glicosilasa y
dideoxinucledtidos con uracilo en vez de timina. Para
activar dicha enzima es necesario afiadir a la PCR un ci-
clo previo de 20°C durante 5 min, seguido de otro ciclo a
95°C durante 2 min para inactivarla. El producto de PCR
fue visualizado en un gel de agarosa al 2% con bromuro
de etidio, el cual se une al ADN y es revelado mediante
luz ultravioleta.

Como controles positivos se volvieron a utilizar las ex-
tracciones de los controles positivos de tejido fresco uti-
lizadas en la puesta a punto de la extraccién (manzana,
cerdo vy trucha arcoiris). Estos controles sirvieron para
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Tabla 3. Parejas de cebadores probados para la deteccién por PCR de las especies animales y vegetales contenidas en

las golosinas

Orgam_smos Especificidad Referencia
destino

Plantas CP 035 5- CGGACGAGMTAMGATAGAGT - 3 123 pb ADN del cloroplasto T. Yano et al., 2007
CP 03-3 5- TTTTGGGGATAGAGGGACTTGA - 3 P P ' §
Plant 159 F 5- CTTGATTTTACCAAAGATGATGA - 3' ,
Plantas 159 pb | Gen rbcl (Rubisco; cloroplasto) | J. Han et al., 2012
Plant 159 R 5- TTCTTCGCATGTACCCGCAG - 3'
, FINS-F 5' - CMGYCTATATACCGCCGTCG - 3' Gen 12S ARN ribosomal
Animal 82 pb . . A. Ardura et al., 2010
nmAEeS - ENSR 5 - AATGTAGCCCATTTCTTYC - 3 P (mitocondria) rauraeta
: 16SHF 5" - ATAACACGAGAAGACCCT - 3 Gen 16S ARN ribosomal J. L. Horreo et al.,
Animales 80-120 pb . :
16SHR 5 - CCCRCGGTCGCCCCAAC - 3 (mitocondria) 2013
Animales Uni-minibarF1 5 - TCCACTAATCACAARGATATTGGTAC -3’ 130 ob Gen de la citocromo oxidasa | I Meusnier et al. 2008
Uni-minibarR1 | 5' - GAAAATCATAATGAAGGCATGAGC -3 P (COl; mitocondria) ' !

confirmar la especificidad de los diferentes cebadores
para la identificacion de especie.

Para la purificacion del ADN obtenido en las amplificacio-
nes se utilizaron dos técnicas diferentes. Cuando no fue
necesario clonar se utilizo lllustra™ ExoStar™ 1-Step de
GE Healthcare Life Sciences, para purificar directamente
desde el producto de PCR. Este producto consiste en
dos enzimas, fosfatasa alcalina y exonucleasa 1, que eli-
minan los cebadores y nucledtidos no incorporados en la
reaccion. Cuando fue necesario clonar se utilizo el kit de
purificacion de bandas de ADN desde agarosa Wizard
SV Gel and PCR Clean-Up System de Promega.

La secuenciacion se realizd con el protocolo ABI Prism
BigDye Terminator Cycle en un Secuenciador Automati-
zado ABI Prism 3130 perteneciente a la Unidad de Se-
cuenciacion de la Universidad de Oviedo.

PROCESO DE CLONACION Y SU OPTIMIZACION

La clonacion fue necesaria en las muestras que conte-
nian mezcla de especies (detectada por cromatogramas
solapados), para conseguir por separado la secuencia
de cada una de ellas. Fue utilizado el kit de Invitrogen
Dual Promoter TA Cloning Kit, el cual usa para la ligacion
el vector pCR Il que incluye el gen de la beta-galacto-
sidasa. Este gen permite diferenciar aquellas colonias
bacterianas que llevan el inserto (blancas) de las que no
lo llevan (colonias azules) aportando al medio el sustrato
de la enzima (X-gal) y el promotor (IPTG). Para la fase
de transformacion se utilizaron las células competentes
del kit, TOP10F’ las cuales crecieron primero en medio
liquido durante una hora, después se centrifugaron y se
resuspendieron en 200 pl. Posteriormente se siembran
100 pl en placa con medio LB con agar y ampicilina, este
ultimo para diferenciar las colonias con vector de las que
no lo han incorporado, las cuales no seran capaces de
crecer por no tener resistencia al antibiotico incorporado.

Para la “PCR colony” se utilizaron los cebadores T7 vy
SP6 con los que se amplifica el fragmento donde se

insertan las secuencias (185 pares de bases si no hay
fragmento insertado, mas los nucledétidos correspondien-
tes a la secuencia insertada, que varian segun sea el
fragmento animal o vegetal [tabla 3]). Fue utilizada la
Tag DNA Polimerasa de Biotools (5U/ pl) 1.5 unidades,
solucion (1x) de la polimerasa, Mg®" a 1.5 mM, 10 pico-
moles de cada cebador, dNTPs a 2.5 mM y agua bides-
tilada hasta un volumen de 20 pl de reaccion. Las con-
diciones de PCR fueron: 95°C durante 5 min, 35 ciclos
de 95°C durante 30 segundos, 55°C 30 segundos y 72°C
30 segundos. Finalmente un ciclo de 10 min a 72°C.

La purificacion y secuenciacion de las secuencias ob-
tenidas mediante esta reaccion se realizdé de la misma
forma que se explica arriba.

ANALISIS DE LAS SECUENCIAS OBTENIDAS

Las secuencias obtenidas fueron revisadas con el pro-
grama BioEdit Sequence Alignment Editor [20], cortando
el trozo de vector amplificado junto a la secuencia de
interés, en el caso de las secuencias provenientes de la
“PCR colony”. Posteriormente se lanzaron contra la base
de datos del Genbank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gen-
bank/) utilizando su herramienta BLAST de nucledtidos,
determinando asi la especie a la que corresponden, ob-
teniendo resultados de minimo un 98% de identidad.

OPTIMIZACION DE LAS CONDICIONES DE HIGIENE
Y CONTROL DE CONTAMINACIONES POTENCIALES

Al trabajar con muestras muy procesadas, con una can-
tidad de ADN baja y posiblemente degradado, la conta-
minacion es mas frecuente ya que cualquier ADN fresco
que entre en contacto con la muestra se amplificara con
mayor facilidad por ser de mejor calidad que el de la
propia muestra. Ademas al trabajar con fragmentos cor-
tos es mas facil que se den amplificaciones inespecifi-
cas. Por ello fue necesario aplicar estrictas condiciones
de higiene, asepsia y esterilidad. Para garantizar estas
condiciones fueron establecidas dos zonas separadas,
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una “pre-PCR” y otra “post-PCR”. Toda la primera fase
se realizd en una sala estéril en la que todo fue limpiado
con lejia al 10% para destruir el posible ADN circulante
y los materiales fueron autoclavados. También se alma-
cenaron en la sala todas las muestras, se realizd la ex-
traccion de ADN vy se preparé la reaccion de PCR, esta
Ultima dentro de una cabina de flujo laminar aura-mini
Bioair Instrument, la cual tiene luz ultravioleta que co-
nectada antes y después de trabajar en ella garantiza
la ausencia de ADN contaminante. Ademas en esta sala
se trabajo continuamente con dos pares de guantes de
latex, bata, mascarilla y gorro.

Al terminar la reaccion de PCR, se pasa a la zona “Post-
PCR”, donde se visualizo el producto de PCR, se purificd
y se realizd la reaccién de secuenciacion. La prepara-
cion de los geles de agarosa con bromuro de etidio para
marcar el ADN también se realizd en una cabina de flujo
en esta segunda zona, ya que el bromuro de etidio es un
agente mutagénico y cancerigeno.

Durante el proceso de clonacion se trabajo en una sala
diferente, con su propia cabina de flujo, para manipular
las bacterias, Escherichia coli competentes, las cuales
tras la transformacioén llevaban en vector un gen de re-
sistencia a antibiodtico (ampicilina), evitando asi cualquier
dano al investigador.

Por ultimo, todos los residuos generados fueron tratados
de acuerdo con las normas de residuos peligrosos o con-
taminantes, depositandose en contenedores especiales,
los cuales son recogidos por la empresa Saniastur, cua-
lificada para el tratamiento de este tipo de productos.

RESULTADOS

ANALISIS DEL ETIQUETADO

Para las golosinas envasadas (n=18) se realiz0, en primer
lugar, un control de los envases o etiquetas, observando
en detalle la lista de ingredientes y las indicaciones al
respecto: componentes organicos (tabla 4), avisos para
alérgicos y menciones especiales para grupos concretos
de consumidores como vegetarianos, ovolacto-intoleran-
tes, etc. Solamente se encontraron 6 golosinas con al-
guna mencion a potenciales alérgenos. En el caso de la
gelatina, 14 muestras especificaban que contenian gela-
tina como ingrediente (tabla 4), pero de éstas solamente
3 informaban sobre el origen de esta gelatina: en dos
casos procedentes de cerdo y en otro de algas (agar).

Tabla 4. Tabla completa de las muestras analizadas y los resultados obtenidos por muestra. Las casillas de amplificacion con
color gris corresponden a las muestras de las que no se obtuvo amplificacion y las de color azul aquellas que amplificaron pero no
se obtuvo suficiente cantidad de ADN para secuenciar

Muestra Categoria Descripcion | relevantes en la
Gelatina | Gelatina Gelatina de
1 Asturias Vahine para para Origen porcino | - . Cerdo Sus scrofa NO
; . origen porcino
cocinar cocinar
. Almidon de
2 Asturias EROSKI Natll.la.s de Postre En polvo Millo. Apta para Cerdlo, Sus scrofa, A0 Cereales Graminea (trigo)
vainilla ) humano sapiens
vegetarianos
3 EEUU | Gold emblem Pecgs de | Gominola Empaquetada | Jarabe de maiz NO NO
gominola | blanda
Gelatina de Bos taurus, Sus e VBRI 3y AT
4 Asturias EROSKI limé Postre En polvo Gelatina Vaca, cerdo ' cereales, (trigo), Theobroma
imon scrofa )
cacao, cebolla| cacao, Allium cepa
Gelatina /‘ilrjt;jtljifo
5 Asturias Vahine Agar Agar para En polvo Agar Cerdo Sus scrofa de miel Vicia sp., Cyclopia sp.
cocinar
(honeybush)
Gelatina Gelatina ;:S;ZZ‘ Vicia sp., Oryza sp.,
6 Andalucia Vahine para En polvo Gelatina NO ! Cuminus cyminum/
neutra . comino,
cocinar ; Daucus carota
zanahoria
Vicia sp.,
Oceanopapaver
Vaca. cerdo Bos taurus, Sus | Judias, nuez, |  neocaledonicum
7 Andalucia | agranel Nube Nube Sin etiqueta . *|scrofa, Gallus gallus,| avellana, (familia Malvaceae),
pollo, humano ! .
Homo sapiens malvaceas | frutos secos (Juglans
nigra, Corylus
avellana)
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Ingredientes AMPLIFICACION

Muestra relevantes en la

Categoria

Descripcion

Animal Vegetal

etiqueta
Sus scrofa, Bos
Nube Gelatina, Cerdo, vaca, taurus, Homo
8 Andalucia de Bob Nube Empaquetada |almidon de maiz |pollo, merluza, |  spaiens, Gallus Maiz Zea mays
Esponja y goma arabiga | humano gallus, Merluccius
paradoxus
Bos taurus,
Tubo de Vaca, merluza, Merluccius
9 Andalucia | agranel . Gelatina Sin etiqueta | pollo, cerdo, | productus/hubbsi/ NO
gelatina .
humano merluccius, Gallus
gallus
Homo sapiens, Sus
. Palote de | Gominola S Humano, scrofa, Merluccius
L Gl el fresa dura ST cerdo, merluza| productus/hubbsi/ e
merluccius
Bos taurus,
Merluccius
Gominola L Vaca, merluza paradoxus
1" Andalucia | agranel Gummy Sin etiqueta (varias o NO
blanda especies) Merluccius
p productus/hubbsi/
merluccius
Gominola Vaca, pavo Bos taurus,
12 Andalucia | agranel | Dentadura Sin etiqueta y " | Meleagris gallopavo, YES
blanda cerdo
Sus scrofa
iy . Merluccius
LCEITEDE, Merluza roductus/hubbsi/
13 Andalucia | BUBALOO Chicle Chicle | Empaquetado | goma arabiga y ’ P ; Soja, judias | Glicine max, Vicia sp.
) cerdo, vaca merluccius, Sus
aceite vegetal
scrofa, Bos taurus
Gelatina, zumo
. concentrado,
14 Andalucia HAR'.BBO Fresa Gominola Empagquetado | concentrado de Vaca Bos taurus YES
favoritos blanda
frutas y plantas,
colorantes
15 Andalucia DIA Sandia Cli i Empagquetado Gelatina Vaca Bos taurus Jud|a§, Ma(Z, V'C'.a.Sp" e mays,
blanda trigo Triticum aestivum
Gelatina de
16 Andalucia DIA Nube Nube Empagquetado | cerdo, azlicares HCerdo, Sus Scro_fa, Homo YES
. . umano sapiens
de trigo y maiz
AU Fabaceas
.| HARIBBO | Caramelo | Gominola concentrado, ) ' | Fabaceae, Oleaceae,
17 Andalucia . Empaquetado Vaca Bos taurus oleaceas, o
soft jelly verde blanda concentrado de dias Vicia ssp.
frutas y plantas !
Palote Homo sapiens, Bos
Castilla- Gominola — Humano, taurus, Merluccius . Zea mays, Triticum
18 agranel fresa- Sin etiqueta - | Maiz, trigo .
La Mancha \atano dura vaca, merluza | productus/hubbsi/ aestivum
p merluccius
Homo sapiens,
. Humano, Sus scrofa, Bos — »
19 ey agranel ML Nube Sin etiqueta | cerdo, vaca, | taurus, Merluccius Mag, ’lngo, 45 Ay, T."."cum
La Mancha colores ' judias aestivum, Vicia sp.
merluza productus/hubbsi/
merluccius
) Maiz,
Homo sapiens, avellana
. . Humano, Sus scrofa, Bos L Zea mays, Colyrul
Castilla- . Gominola o . oliva,
20 agranel Pie Sin etiqueta | cerdo, vaca, | taurus, Merluccius avellana, Olea
La Mancha blanda . | Solanaceas
merluza productus/hubbsi/ (patata europaea, Solanaceae
merluccius patata,
tomate...)
. Palote : Homo sapiens, Bos Trigo, Triticum aestivum,
Castilla- Gominola L Humano, . . .
21 agranel | fresa-nata Sin etiqueta taurus, Meleagris | Apiaceos, | Apiaceae, Zea mays,
La Mancha : dura vaca, pavo o )
azlcar gallopavo Maiz, platano |  Musa acuminata
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Ingredientes AMPLIFICACION
Muestra Categoria Descripcion | relevantes en la
etiqueta Animal Vegetal
22 Castila a granel Regaliz | Gominola Sin etiqueta NO Trigo Triticum aestivum
La Mancha negro dura
Judias, maiz, | Vicia sp., Zea mays,
. : Homo sapiens, Gramineas, | Poaceae, Triticum
Castilla- o Gominola - Humano, } .
23 a granel Guindilla Sin etiqueta gallus gallus, Bos trigo, aestivum, Rosaceae,
La Mancha blanda gallo, vaca
taurus rosaceas, Theobroma cacao,
cacao, berro | Nasturtium officinale
Homo sapines, Bos | Judias, maiz, | . .
. . Humano, ) ; Vicia sp., Zea mays,
Castilla- Palote | Gominola o taurus, Meleagris | gramineas, .
24 a granel Sin etiqueta | vaca, pavo, Poaceae, Araechis
La Mancha colores dura gallopavo, Sus cacahuete,
cerdo hypogaea, llex sp.
scrofa llex
Castilla- Lengua | Gominola o : »
25 LaMancha| @ granel rosa-azul | blanda Sin etiqueta YES Trigo Triticum sp.
Castilla- Fresa Gominola Soja
26 a granel rellena Sin etiqueta Humano Homo sapiens Ia, Glycine max, Poaceae
La Mancha . blanda Gramineas
gelatina
Castilla CIEIED Gominola
27 Y | a granel regaliz Sin etiqueta Cerdo Sus scrofa YES
Ledn dura
negro
28 Castl!la Y1 a granel Caramelo | Gominola Sin etiqueta YES NO
Ledn fresa dura
Gelatina .
Castilla y con cai e
29 \ a granel con Sin etiqueta Vaca Bos taurus YES
Ledn chocolate
. chocolate
amarillo
Castilla Gelatina | Compleja
30 Ay | a granel con con Sin etiqueta NO NO
Ledn
chocolate | chocolate
Castilla Humano AT I 265
31 Y| a granel | Nube arbol |  Nube Sin etiqueta ' taurus, Meleagris | Gramineas Poaceae
Ledn Vaca, pavo
gallopavo
Humano, | Homo sapiens, Bos
Vaca, Varis | taurus, Merluccius . o
. . : ) Trigo, Triticum sp. Or Secale
Castillay .| Gominola o especies productus/hubbsi/ | . . .
32 ) agranel | Gajo limén Sin etiqueta . judias, otras | cereale, Vicia sp.,
Ledn blanda merluza, merluccius, ;
s gramineas Poaceae
anchoveta | Engraulis ringens,
peruana, pavo | Meleagris gallopavo
. Caramelo : . Poaceae, Zea mays,
Castilla y ) Gominola o Gramineas, | ..
33 . a granel regaliz Sin etiqueta NO P Triticum sp. Or Secale
Ledn dura maiz, trigo
blanco cereale
Humano, Homo sapiens,
varias Merluccius
Castilla Nube especies roductus/hubbsi/ | Gramineas
34 Ay | g granel  |blanco-rosa|  Nube Sin etiqueta p P ; | Poaceae, Zea mays
Ledn de merluza, | merluccius, Sus maiz
rayas
cerdo, vaca, | scrofa, Bos taurus,
pavo Meleagris galllopavo
Soja,
. E2tliz Compleja , Bos taurus, Bubalus Braspaceas Glycine max, Brassica
Castilla y con o Vaca, bufalo, . (coliflor,
35 ” agranel con Sin etiqueta bubalis, Homo sp., Zea mays,
Ledn chocolate humano ! mostaza,etc),
chocolate sapiens ) Poaceae
blanco maiz, otras
gramineas
Gelatina,
Zumo frutas
. . concentrado, Sus scrofa, Bos . Poaceae, Zea mays,
) Trolli . Gominola Cerdo, vaca, Gramineas, . o
36 Asturias Ositos Empaquetada | extracto de taurus, Homo ~ |. ", Vicia sp., Nicotiana
(Mercadona) blanda . humano ! judias, tabaco
zanahoria, sapiens tabacum
grosella negra,
curcuma
Gelatina,
: polvo de Sus scrofa, Bos , )
37 Asturias | IKEA Godis | Ositos Sl Empaquetada | regaliz, aceites Gz, v, taurus, Homo Glram!ne’as, Po'a'ceae, £l GioSP.,
blanda humano . trigo, judias | Triticum sp., Vicia sp.
vegetales y sapiens
frutos secos
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Muestra

38

39

40

4

42

43

44

45

46

47

48

49

50

Asturias

Madrid

Madrid

Madrid

Madrid

Madrid

Madrid

Madrid

Madrid

Madrid

Madrid

Madrid

Madrid

Royal

Granel,
HARIBOO
Supercor

Granel,
HARIBOO
Supercor

Granel,
HARIBOO
Supercor

HARIBOO

Granel

Granel

Granel

KING REGAL
canister

Granel, picota

Granel
LONKA

Granel

HAPPYDENT

Gelatina de
piia

Llave

Ladrillo

Caramelo
verde

Fresa

Gelatina
con
chocolate
rosa

Pastillas

Nube

Pica pica

Caramelo
con gelatina

Toffee

Palote
cerde-
blanco

Chicle
sandia,
pifia, melon

Categoria

Postre

Gominola
blanda

Gominola
blanda

Gominola
dura

Gominola
blanda

Compleja
con
chocolate

Gominola
dura

Nube

Gominola
dura

Gominola
blanda

Gominola
dura

Gominola
dura

Chicle

Descripcion

Empaquetada

Empaquetada

Bote

Con papel

Con papel

Ingredientes
relevantes en la
etiqueta

Gelatina

Sin etiqueta

Sin etiqueta

Sin etiqueta

Gelatina, zumo
concentrado,
concentrado de
frutas y plantas,
colorantes

Sin etiqueta

Sin etiqueta

Sin etiqueta

Azucar, sabores
y olores

Az(car, glucosa,
gelatina,
espesante,
dextrosa,
agentes
gelificantes,
colorantes,
saborizantes

Sin etiqueta

Sin etiqueta

Edulcorantes,
zumos de frutas,
acidulantes,
olores, goma
arabiga,
gelatina,
aceite vegetal,
colorantes
(curcumina, azul
brillante FCF)

Merluza,
cerdo, humano

Cerdo, vaca,
humano

Cerdo

Vaca

Vaca

Cerdo,
humano

Cerdo, vaca,
humano

Cerdo,
humano

YES

NO

YES

YES

AMPLIFICACION

Animal Vegetal

Merluccius
productus/hubbsi/
merluccius, Sus
scrofa, Homo
sapiens

Sus scrofa, Bos
taurus, Homo
sapiens

Sus scrofa

Bos taurus

Bos taurus

Sus scrofa, Homo
sapiens

Sus scrofa, Bos
taurus, Homo
sapiens

Sus scrofa, Homo
sapiens

Bos taurus, Sus
scrofa

Sus scrofa

Sus scrofa

Trigo, arroz

Trigo,
judias, soja,
brasicaceas

Trigo

Trigo, maiz,
gramineas,
timelaceas

Trigo,
castano,
maiz,
gramineas

Albaricoque 0
cereza, soja,
cyclopia

Trigo, arroz

Patata o
tomate,
calabaza o
calabacin,
gramineas,
maiz

NO

Cyclopia,
gramineas,
soja,
albaricoque
0 cereza,
rabanito o
nabo, maiz

YES

YES

YES

Triticum sp. Or Secale
cereale, Oryza sativa

Triticum sp. Or Secale
cereale, Vicia sp.,
Glycine max, Brassica
sp.

Triticum sp. Or Secale
cereale

Triticum sp. Or
Secale cereale, Zea
mays, Poaceae,
Thymelaeaceae

Triticum sp. Or Secale
cereale, Castanea
sativa, Zea mays,

Poaceae

Prunus armeniaca or
P. tormentosa or P.
humilis, Glycine max,
Cyclopia sp.
Triticum sp. Or Secale
cereale y Oryza sp.

Solanum tuberosum or
Solanum lycopersicum
, Curcubita sp.,
Poaceae, Zea mays

Cyclopia sp., Poaceae,
Glycine max, Prunus
armeniaca or P.
tormentosa or P.
humilis, Raphanus
sativus or Brassica sp.,
Zea mays

Curcubita sp./Citrillus
lanatus, Poaceae, Zea
mays
Theobroma subinarum,
Theobroma
grandiflorum or
Theobroma cacao or
Raphanus sativus

Castanea sativa,
Cyclopia sp., Zea
mays
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Respecto al origen geografico de las muestras, aunque
fueron adquiridas en Espafa, la mayoria procedian de
diferentes lugares y solamente 9 habian sido produci-
das en Espafa (tabla 5). Otras dos se fabricaron y en-
vasaron indistintamente en Espafia y otro pais: Portugal
(muestra 5) y Turquia (muestra 50). Otras procedencias
geograficas encontradas fueron Portugal, Suecia y Fran-
cia. Incluso la muestra comprada en Nueva York resultd
ser producida y envasada por una empresa espafiola, lo
cual es una prueba de la globalizacion de este mercado.

EXTRACCION Y CALIDAD DE ADN

Tras ensayar los tres kits explicados en “Materiales y Me-
todologia”, solamente con el ultimo kit utilizado, DNeasy
Mericon Food Kit de QUIAGEN fue posible obtener una
cantidad suficiente de ADN. Gracias a los efectivos pa-
sos de limpieza de la muestra del kit seleccionado, pa-
sando una fase por CTAB (detergente) y otra por clo-
roformo, la muestra quedod suficientemente limpia de
inhibidores que frenaran o impidieran la posterior reac-
cion de amplificacion.

MARCADORES MOLECULARES SELECCIONADOS

De todos los marcadores ensayados, se seleccion¢ el
marcador de [21] para la determinacion de las especies
animales y el marcador de [22] para la detecciéon de es-
pecies vegetales. En el caso animal los otros marcado-
res ofrecieron problemas para amplificar especificamen-
te el ADN de interés, no obteniendo amplificacion alguna
en muchos casos. En el caso de los vegetales, el par
de cebadores descritos en [23] no era suficientemente
resolutivo, no identificando la mayoria de especies de

Tabla 5. Origen de produccion y envasado de las muestras
envasadas

N° muestras

Procedencia

Mixtos (Espafia y otro pais) 2
Portugal 4
Espafa 9
Suecia 1
Francia 2

interés contenidas en las golosinas mas que a nivel de
familia. En cambio, con el fragmento seleccionado soélo
encontramos este problema en algunos cereales, muy si-
milares entre si, identificando la mayoria de ingredientes
vegetales al menos a nivel de género.

RESULTADOS DE PCR Y SECUENCIACION

Se ha podido recuperar ADN de suficiente calidad para
obtener PCR positivas en la mayoria de las golosinas
comerciales analizadas, tal y como se ve por ejemplo en
la figura 3. El éxito de amplificacion fue el 86% y 84% de
las muestras para el marcador animal y vegetal respecti-
vamente (tabla 6). De las golosinas en las que se obtuvo

2000 pb
1200 pb
800 pb
400 pb
200 pb
100 pb

2000 pb
1200 pb
800 pb

400 pb

200 pb
100 pb

Figura 3. Producto de PCR visto en gel de agarosa al 2%
marcado con bromuro de etidio. (A) Amplificaciones con el
marcador animal; (B) Amplificaciones con el marcador vegetal.
En ambos casos se ven de izquierda a derecha dos calles
por muestra (total 6 muestras: gominola blanda, gelatina,
nube, caramelo duro con gelatina, gominola blanda, palote),
un control positivo, un marcador de tamafo (tamafios de las
bandas expresados en un lateral en pares de bases; pb) y el
control negativo de la PCR en la ultima calle

Tabla 6. Exito de amplificacién y obtencion de secuencia para los marcadores moleculares animal y

vegetal seleccionados

Comunidad
. Total
Auténoma

Animal
Asturias 8 7
Castillay Ledn 9 7
Madrid 12 10
Castilla la Mancha 9 8
Andalucia 11 11
EEUU 1 0
TOTAL 50 43

Amplificacion

Secuencia
Planta Animal Planta
7 7 7
8 6 6
11 10 11
9 7 9
8 11 5
0 0 0
42 41 37
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amplificacion, se pudo llegar a obtener secuencias en
un 95.3% para el marcador animal y un 88.1% para el
marcador vegetal (tabla 6). Un total de 684 clones fueron
secuenciados.

La limpieza del proceso de PCR y ausencia de contami-
nacion durante la manipulacion de las muestras en el la-
boratorio fue asegurada en todos los casos por controles
negativos sin rastro de ADN o producto de PCR.

En general, la especie animal encontrada mas frecuen-
temente fue la vaca (Bos taurus), seguida por el cerdo
(Sus scrofa). En un 60.5% de las muestras se encontro
mezcla de diferentes especies, entre las que se encon-
traban estas dos y ademas pollo, pavo, bufalo, ancho-
veta peruana y/o diferentes especies de merluza, sobre
todo especies sudafricanas o de la costa oriental del
Pacifico (tabla 4). En algunas muestras también apa-
recieron trazas de ADN humano, probablemente como
consecuencia de la manipulacion de estos productos a
lo largo de la cadena de produccion o, en el caso de
las golosinas a granel, podria haber sido transferido por
diferentes usuarios durante el autoservicio.

En cuanto a las especies vegetales encontradas, los ce-
reales fueron las mas frecuentes, especialmente el trigo
y el maiz, en el 36% de las muestras cada una. Por la

similitud en la secuencia, algunos cereales solo pudieron
identificarse a nivel de familia. Otras especies identifica-
das fueron: soja, avellana, nuez, judias, zanahoria, pata-
ta, calabaza, albaricoque, cereza (tabla 4).

ESPECIES PRESENTES EN GOLOSINAS
ENVASADAS

Respecto al contenido en especies animales, 10 mas
frecuente fue encontrar una Unica especie. Aparecio
mezcla de especies en el 32% de las muestras. En el
caso de las especies vegetales los resultados fueron los
contrarios, siendo mas comun encontrar 4 o mas espe-
cies dentro de la misma golosina (figura 4). En caso de
muestras que mencionaban gelatina como ingrediente
pero no especificaban el origen de la misma, dos de
ellas (18.2%) contenian trazas de especies de pescado,
que esta descrito como potencial alérgeno.

De las especies encontradas, no todas estaban declara-
das en la lista de ingredientes o en la mencion de poten-
ciales alérgenos en su caso (figura 4). En el caso de los
animales, la mayoria de las muestras que contenian una
sola especie no la declaraban en la etiqueta. Para los
vegetales fue frecuente encontrar al menos 3 especies
no declaradas en la etiqueta, lo cual ocurrié en el 50%
de las muestras (figura 4).

100
B Especies animales
90 1 B Especies vegetales
& Especies animales
80 - no declaradas

m Especies vegetales
no declaradas

Figura 4. Numero de especies animales y vegetales por producto detectadas en las golosinas envasadas
analizadas y porcentaje de golosinas con de 1 a = 4 especies detectadas que no son declaradas en la

etiqueta
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En este tipo de golosinas se encontraron casos particula-
res especialmente llamativos de mal etiquetado (tabla 4;
figura 5):

— Enla muestra 2, un preparado para hacer un postre de
natillas, se observa en la etiqueta un aviso de posibles
alérgenos presentes en trazas, como: gluten, leche,
soja, huevo y frutos secos con cascara. Esta muestra
lleva una etiqueta con la mencion expresa de que el
producto es apto para ovolacto-vegetarianos. Tras el
analisis molecular de ADN con el marcador vegetal se
detect0 la presencia de trigo, lo cual es coherente con
la advertencia de posible contenido en gluten. La am-
plificacion con el marcador de ADN animal proporciono
secuencias de cerdo, lo que evidencia que la etiqueta
de producto apto para vegetarianos es incorrecta.

— En la muestra 5, gelatina para cocinar, se especifica
el origen de dicha gelatina como enteramente vegetal,
procediendo de algas (agar-agar, gelificante vegetal).
Tras el analisis molecular se detecté cerdo. Las espe-
cies vegetales encontradas fueron judia y Cyclopia sp.
(arbusto de la miel, una especie sudafricana que se
emplea generalmente en infusiones). No se encontra-
ron trazas de ADN de algas.

— En la muestra 36, gominolas de frutas, se indica en la
lista de ingredientes que solamente contiene aromas
de fruta. Esto concuerda con la ausencia de trazas
de fruta tras el analisis molecular. Sin embargo, con el
marcador vegetal se encontré maiz, judias y tabaco,
ninguna de las especies declarada en la etiqueta.

— En la muestra 42, surtido de diferentes gominolas
blandas con azucar, la lista de ingredientes indica
que contienen un 7% de zumo de frutas concentrado.
Sin embargo no fueron detectadas trazas de ADN de

ninguna fruta, pero si de trigo, castafia y maiz, espe-
cies vegetales no declaradas en la etiqueta.

ESPECIES PRESENTES EN GOLOSINAS VENDIDAS
A GRANEL

Dentro de las golosinas vendidas a granel (n=32) se en-
contro que el 25% y 20% de las muestras contenian una
especie animal y vegetal respectivamente (figura 6). En el
resto de las muestras fueron encontradas mas especies,
siendo lo mas frecuente para el marcador animal la detec-
cion de 2 o 3 especies y 4 en el caso del marcador vege-
tal. En algunos casos se encontraron 5 0 mas especies.

Las especies animales encontradas tras el analisis fue-
ron vaca (Bos taurus) (figura 7), seguida por el cerdo
(Sus scrofa) y otras, como pollo (Gallus gallus), pavo
(Meleagris gallopavo) y bufalo (Bubalus bubalis), éste ul-
timo detectado en una muestra. Vaca y cerdo se encon-
traron presentes en un 76.9% y 57.7% de las muestras
respectivamente. En un 38.4% (figura 7) se detectaron
diferentes especies de pescado, todas ellas especies
de merluza (Merluccius sp.) principalmente africanas (ta-
bla 4). En una muestra se detectd6 también anchoveta
peruana (Engraulis ringens).

Las especies vegetales detectadas en la mayoria de las
golosinas analizadas fueron trigo (Triticum sp. or Secale
cereale) y maiz (Zea mays), tal y como se ve en la figu-
ra 8. Otras especies encontradas fueron judias, soja, di-
ferentes frutos secos (avellana, nuez, cacahuete) y arroz.
Es llamativo observar que son las especies mas alergé-
nicas, como trigo, maiz o judias las que aparecen en una
mayor proporcion (figura 8). También se hallaron otras
plantas como cacao, arbusto de la miel, olivo y otras en
menor frecuencia que las mencionadas anteriormente,
tal y como se ve en la tabla 4.

Figura 5. Imagenes de golosina y envase de los casos particulares 2, 5, 36 y 42
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50
45 -

B Especies animales

T Especies vegetales

30 A
25
20
15 1

Figura 6. aNumero de especies animales y vegetales por producto detectadas en las golosinas a granel
analizadas

100
B % golosinas
90 -
80 -
70 -

60 -

50 -
40 -
30 -
20 -
10 -
04 ; , . |

Vaca Cerdo Otras carnes Merluzas Otros pescados

Figura 7. Porcentaje de golosinas a granel analizadas que contenian diferentes especies animales
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100

90 -

70

60 -

50 -
40 -

30 -

20 -

10 -

0 :

Trigo Maiz

@ 9% golosinas

Frutos secos

Judias Arroz Soja

Figura 8. Porcentaje de golosinas a granel analizadas que contenian diferentes especies vegetales

DISCUSION

COMENTARIOS GENERALES

En este proyecto se ha aportado informacion concreta
sobre la composicion real de las golosinas comerciali-
zadas en Espafa, mediante el uso de marcadores mo-
leculares basados en el ADN para la deteccion de las
especies contenidas en estos productos. Para ello pri-
mero se puso a punto la extraccion de ADN, la cual fue
muy compleja por el alto grado de procesamiento de las
muestras y la ya prevista baja cantidad de ADN conteni-
da, siendo complicado recuperar la cantidad necesaria
para continuar con el proceso de trazabilidad. A pesar
de estas dificultades se consiguioé obtener ADN de cali-
dad suficiente para realizar una PCR posterior sin conta-
minacion con ADN externo a la golosina analizada. Con
los cebadores elegidos se consiguid una amplificacion
excelente de los componentes de las golosinas estudia-
das (figura 3). La puesta a punto de las condiciones de
PCR en extrema esterilidad fue la parte mas compleja
del proceso, que se repitid hasta conseguir obtener un
alto porcentaje de amplificacion en las muestras y ADN
de calidad suficiente para los procesos posteriores de
secuenciacion y clonacion. El éxito conseguido fue muy
alto tanto para el marcador molecular animal como para
el vegetal (tabla 6), demostrando que la seleccion de los
marcadores fue acertada.

En los pocos casos en los que no hubo amplificacion
positiva, es posible que el ADN estuviera excesivamente
degradado tras el proceso de manufacturacion de la go-
losina, al igual que sucede en otros productos con alto
grado de procesamiento como los enlatados [24]. En el

caso del marcador animal, podria suceder que las golo-
sinas no amplificadas no contuvieran realmente especies
animales, o bien que no hubieran quedado suficientes
restos en la gelatina (si la llevan) como para ser detecta-
dos, como se ha visto en algunas gelatinas de pescado
o isinglass empleadas para la produccion de vino donde
no parecen quedar muchos restos celulares [25]. En el
caso de las especies vegetales, también puede ser que
no queden restos suficientes a nivel organico como para
ser detectados.

Un resultado tan espectacular a nivel de trazas de ADN
con amplificacion positiva en la mayoria de las muestras
analizadas no era esperado en un principio, ya que las
golosinas comerciales se exponen a tratamientos pro-
longados de altas temperaturas durante su manufac-
turacion. Al menos en especies animales, la cantidad
de restos celulares deberia ser baja. Al obtener tantas
amplificaciones positivas y mezclas de especies en la
mayoria de las muestras para ambos marcadores, 10 que
hizo necesario realizar clonacion para separar las dife-
rentes especies y para cada marcador, el coste, tanto
economico como en esfuerzo y tiempo, sufrid un gran
aumento. Este fue el motivo de cerrar el analisis con un
numero de 50 muestras (el minimo previsto en el proyec-
to), que parecen sin embargo suficientes para dar una
vision global bastante ajustada de la composicion de las
golosinas industriales de venta en Espana.

Se observo que la vaca y el cerdo son las especies mas
frecuentemente empleadas para fabricar la gelatina pre-
sente en las golosinas analizadas, tal como citan otros
autores para gelatinas comerciales en general [26] [27].
Estas especies no ocasionan normalmente problemas
severos de alergia, salvo algun caso de enterocolitis en
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el caso de carne de ternera [28]. Otro problema deriva-
do del consumo de estas especies fue en su momento
la transmision de la Encefalopatia Espongiforme Bovina
[29], lo que fue uno de los motivos para comenzar a
utilizar gelatinas de pescado o de origen vegetal en pro-
ductos alimenticios. Sin embargo en las golosinas ana-
lizadas se constata que la mayoria siguen conteniendo
vaca y cerdo.

En el conjunto de muestras analizadas, el 66% contenia
mezcla de diferentes especies animales (tabla 4), algo
que no era algo esperado a prioriy resulta ser uno de los
resultados mas llamativos que apunta al uso de mezclas
animales muy diversas en la fabricacion de gelatina co-
mercial. Se encontraron especies de pescado (merluza y
anchoveta peruana) en un 22% de las muestras. El pes-
cado es considerado un potencial alérgeno, por lo que
cuando esta presente en los alimentos debe ser indicado
(R.D. 1245/2008). Sin embargo, en ninguna de las mues-
tras analizadas se encontr6 mencion al pescado como
potencial alérgeno en las etiquetas. Esto en si mismo ya
supone un riesgo para dichas personas, las cuales po-
drian sufrir reaccion alérgica al ingerir esas golosinas sin
haber sido informadas de su contenido en pescado [18].

En el caso de las especies vegetales, también la mez-
cla fue lo mas frecuente. En este caso podria ser es-
perable porque la mayoria de golosinas tienen sabores
complejos de frutas, vegetales o especias. Dentro de las
especies encontradas hay algunas caracterizadas tam-
bién como potenciales alérgenos, como el trigo (gluten),
frutos secos (avellana o nuez), maiz, judias etc. [28]. Mu-
chas de ellas tampoco fueron mencionadas debidamen-
te como potenciales alérgenos en los envases, o0 en los
puntos de venta en el caso de las golosinas vendidas a
granel (tabla 5). De nuevo, se confirma el riesgo para las
personas alérgicas o con alguna intolerancia alimentaria
a sufrir una reaccioén alérgica, que no seria posible rela-
cionar con el consumo de estos productos por falta de
informacion.

GOLOSINAS ENVASADAS

En este tipo de productos se ha encontrado una falta
llamativa de informacion sobre los potenciales alérge-
nos que contienen. El ejemplo mas llamativo quizas es
la ausencia total de referencia al contenido en pesca-
do, que se ha encontrado en el 11.8 % de las muestras
analizadas. Para las personas con una alergia severa
al pescado, la cual produzca sintomas incluso por con-
tacto o inhalacion de vapores durante su coccion [30],
una cantidad pequefa de en estos productos podria ser
un gran riesgo. De hecho se ha citado ya algun caso
de reaccion alérgica tras la ingestion de nubes de mal-
vavisco fabricadas con gelatina de pescado [18]. Po-
dria suceder lo mismo en Espafa a la vista de estos
resultados. Por otra parte, en el 50% de las muestras
habia por o menos tres especies vegetales no declara-
das en el envase (figura 4), algunas de ellas claramente

alergénicas como judias y frutos secos. Para muchas de
las especies vegetales no declaradas que se han encon-
trado en este estudio se han descrito reacciones alérgi-
cas, algunas de gravedad [31-35]. Se han encontrado
trazas de judias, maiz y tabaco en golosinas de frutas
donde no serian esperables al no estar especificadas
en la etiqueta. Dado que las dos primeras son especies
bastante alergénicas [36] [37], deberia existir un aviso
de su posible contenido en el producto. Como con el
tabaco, es posible que fueran incorporadas inadvertida-
mente a la golosina durante el proceso de envasado, ya
que en las cadenas envasadoras pueden existir restos
de otros productos potencialmente alergénicos que se
mezclan accidentalmente [38]. Este tipo de trazas adqui-
ridas son bastante frecuentes en alimentos industriales y
por ello las etiquetas de algunos productos avisan sobre
posibles alérgenos que no estan en la lista de ingre-
dientes, pero podrian haber sido adquiridos durante el
envasado posteriormente a su fabricacion. Otro ejemplo
de especie potencialmente alergénica en las golosinas
analizadas son las castafias, causa comun de alergias
sobre todo en poblaciones de Asia que actualmente es-
tan extendiéndose a otras regiones [39]. También se ha
encontrado trigo; la proteina denominada gluten, tipica
de este cereal, es un alérgeno bien conocido que causa
sensibilidad no celiaca al 16-25% de la poblacion adulta
en el Norte de Europa [40], y alergia frecuente en paises
como Espana, Gran Bretafia y Estados Unidos segun la
Asociacion Espafiola de Alérgicos a Alimentos y Latex. El
gluten tiene regulacion explicita, siendo obligatorio indi-
car claramente en los alimentos envasados el contenido
en cereales con gluten, como el trigo, centeno, cebada,
avena, espelta, kamut o sus variedades hibridas (Anexo
Il del Reglamento Europeo N° 1169/2011, Agencia Espa-
fiola de Seguridad Alimentaria y Nutricion).

Otros problemas para el consumidor pueden ser de tipo
ético o religioso, al ingerir inadvertidamente especies in-
deseadas. El consumo de cerdo no es aceptable para la
religion musulmana, y en este estudio se han encontrado
muestras que lo contienen sin advertirlo en la etiqueta.
Como en otros paises, también en Espafa la gelatina o
los productos que la contienen parecen tener una alta
probabilidad de sufrir una adulteracién con material por-
cino [27]. De forma mas llamativa ha aparecido también
en muestras etiquetadas como “aptas para vegetaria-
nos” u “ovolacto-vegetarianos”.

A partir de los resultados obtenidos se puede afirmar
que el etiquetado las golosinas analizadas resultd defi-
ciente, y podria representar un riesgo para las personas
alérgicas, como se ha mostrado también en otros estu-
dios [38]. Estas personas se ven obligadas a depender
de la informacion contenida en las etiquetas y envases
para tomar la decisién de comprar y consumir alimentos.
Por esta razon la exactitud y fiabilidad de las etiquetas
son de vital importancia, sobre todo en unos productos
tan consumidos y comunes en todos los paises como las
golosinas.
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GOLOSINAS VENDIDAS A GRANEL

Las golosinas vendidas a granel no estan obligadas a
indicar los ingredientes ni alérgenos contenidos en ellas.
Sin embargo, en este tipo de golosinas se encontraron
diversos alérgenos que podrian dar problemas de salud
a consumidores vulnerables (tabla 4). Se han encontrado
dos o tres especies animales y cuatro 0 mas vegetales
por tipo de producto. Vaca, cerdo, trigo, maiz y judias
fueron las especies mas representadas. Como en las go-
losinas envasadas, se encontré pescado, en este caso
en un 38% de las muestras, del que hay que advertir al
consumidor salvo si esta en forma de gelatina como so-
porte de vitaminas o como clarificante de bebidas alco-
holicas (1245/2008; Anexo Il del Reglamento Europeo N°
1169/2011). Las merluzas contienen parvalbumina beta
similar al tipo gad ¢ 1 de Gadus callarias, considerado
el representante de los alérgenos de pescado [41]. Se
aconseja a los alérgicos evitar cualquier producto que
contenga cualquier pescado [42]; por ello, estas golo-
sinas a granel constituyen un riesgo potencial para las
personas alérgicas y deberian comercializarse acompa-
nadas de algun aviso sobre los alérgenos que podrian
contener. Sin embargo esto no esta contemplado en la
normativa vigente (348/2011), por lo que a dia de hoy
seria mas seguro para las personas alérgicas a cerea-
les, frutos secos, y/o pescado evitar cualquier golosina
vendida a granel.

IMPLICACIONES DIRECTAS PARA LA SALUD Y LA
ETICA O PREFERENCIAS DE LOS CONSUMIDORES

Todos los resultados obtenidos han demostrado el ries-
go potencial que implica la falta de informacion sobre la
composicion de las golosinas comerciales para los con-
sumidores con alergias o intolerancias alimentarias. Mu-
chas veces aquellos ingredientes que estan presentes
solamente en trazas son englobados bajo algun término
generalista como “colorantes” o “especias”, evitando asi
poner las especies concretas contenidas en el producto
[43]. Como se puede observar en este trabajo, a pesar
de las multiples reformas sobre el etiquetado y los es-
fuerzos legislativos como “The Food Allergy Labeling and
Consumer Protection Act” (FALCPA) la informacion con-
tenida en las etiquetas de las golosinas envasadas sigue
siendo insuficiente e inexacta, o simplemente inexistente
en el caso de las golosinas vendidas a granel. El con-
sumo inadvertido de sustancias o especies a las que
se tiene una alergia o intolerancia diagnosticada puede
conllevar desde una simple urticaria a un shock anafilac-
tico [44-46]. La ausencia de informacion sobre la com-
posicion de cualquier alimento complica o imposibilita
el diagnostico al no poder asociar sintomas de reaccion
alérgica con un alimento concreto, si se ignora que se
consumio. Esto es especialmente importante en nifos,
los mayores consumidores de golosinas. Sin una infor-
macion completa de lo que el nino ha consumido sera
muy dificil dar un diagnostico unico para una reaccion y

por lo tanto darle pautas sobre su actuacién y consumo
posterior.

Otro problema reflejado en este trabajo es la dificultad
de eleccidon de un producto por principios éticos, mora-
les o religiosos. Si una persona es vegetariana, vegana,
0 practica una religion con alguna restriccion sobre los
productos carnicos, no podra realizar una eleccion segu-
ra en este tipo de productos. En las golosinas a granel
con ausencia total de informacién sobre su composicion,
ninguno de estos grupos sociales podria estar seguro de
estar haciendo un consumo acertado. Una simple lista
de alérgenos e ingredientes completa, tanto en golosinas
envasadas como en golosinas vendidas a granel, seria
un esfuerzo pequefio para el productor en comparacion
con las enormes ventajas que aportarian a los consumi-
dores etiquetas estrictas y fiables.

Finalmente, cabe sefalar que los resultados encontrados
en este estudio son seguramente extrapolables a otros
paises. El comercio de golosinas es internacional y forma
parte de un mercado global [47], como se ha constatado
en el muestreo aqui analizado en el que las golosinas se
habian fabricado en al menos cuatro paises diferentes.
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CONCLUSIONES

— Durante este proyecto se obtuvieron 101 muestras de
golosinas y dulces comerciales de diferentes tipos, de
las cuales 50 (49 compradas en Espana y 1 en Nueva
York) fueron analizadas genéticamente para detectar
trazas de ADN e identificar la especie correspondiente.

— Se consiguid extraccion positiva de ADN a partir de las
golosinas comerciales analizadas, asi como amplifica-
cién mediante PCR de fragmentos pequenos de genes
conservados empleando una pareja de cebadores es-
pecifica de animales y otra de vegetales.

— A partir de las secuencias de ADN obtenidas se pudo
determinar la composicion real de especies animales
y vegetales de las golosinas industriales analizadas y
compararla con la informacion proporcionada en las
etiquetas. Se comprobd que un 82.4% de las etiquetas
son errbneas porgque no informan sobre la composicion
real de las golosinas analizadas. También se encontra-
ron trazas de especies alergénicas como pescados,
cereales y judias que no estaban especificadas como
tal en las etiquetas, pese a que es una exigencia de
etiquetado en la legislacion espafola vigente.

— En algunos productos etiquetados como aptos para
vegetarianos se encontraron trazas de especies ani-
males como cerdo, que es un componente frecuente
de la gelatina.

— En las golosinas a granel, para las cuales la actual
normativa no exige que especifiquen las especies que
contienen, se encontré6 que el 75% vy el 80% contie-
ne mezclas de especies animales y vegetales res-
pectivamente. El 75.8 % contiene especies potencial-
mente alergénicas (cereales con gluten, judias, soja,
pescado).

— A la vista de los resultados encontrado en este estu-
dio, se propone la revision de la actual normativa de
etiquetado respecto a las golosinas a granel, para que
incluyan una lista de su contenido en potenciales es-
pecies alergénicas. También se sugiere la necesidad
de un mayor control y autenticacién de los productos
etiquetados.
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POSIBILIDADES DE
CONTINUACION DEL PROYECTO
Y APLICACION CLINICA

El proyecto realizado aporta datos sobre la composicion
real de las golosinas, hasta ahora desconocida en su
mayoria. Estos dulces estan presentes en la vida cotidia-
na de muchos adultos y nifios, siendo de gran importan-
cia conocer cuales son sus ingredientes reales. Mas en
detalle, dentro de este trabajo se ha hecho especial hin-
capié en aquellos componentes considerados potencia-
les alérgenos, siendo estos ingredientes de mayor impor-
tancia para las personas alérgicas (1-2% adultos y 3-7%
nifos en Espana) o intolerantes a alguna/as especies.

Para ellos conocer lo que realmente ingieren al consu-
mir un producto comestible es imprescindible para evitar
una posible reaccion en el caso de las alergias o intole-
rancias conocidas o para poder asociar una reaccion a
un determinado alimento o ingrediente si era descono-
cida hasta el momento. Tras el andlisis de las muestras
hemos comprobado que las etiquetas de las golosinas
envasadas rara vez reflejan el contenido completo de la
golosina, apareciendo en gran parte de los casos ingre-
dientes no detallados en el envase. Especies alergénicas
como trigo, maiz o gelatina de pescado son algunos de
los casos encontrados, los cuales podrian desencadenar
reacciones importantes. Con estos resultados este traba-
jo demuestra la necesidad de una revision de las normas
de etiquetado en estos productos, ademas de la nece-
sidad del cumplimiento de la legislacion actual de forma
mas estricta. También es necesaria la implantacion de
algun etiquetado o aviso de alérgenos en las golosinas a
granel, ya que al no mostrar ninguna informacién en los
puntos de venta, las personas alérgicas o intolerantes
deberian evitarlas completamente para estar seguros de
no correr el riesgo de sufrir alguna reaccion “-sorpre-
sa”. Con toda la informacion obtenida en este estudio se
ha dado una vision de la composicion de las golosinas
que podra usarse para evitar riesgos de sufrir reaccio-
nes alérgicas o procesos de intolerancia alimentaria, o
como orientacion para los alergodlogos al considerar los
posibles desencadenantes de una reaccion alérgica en
un paciente. Dado el volumen de datos del trabajo con-
cluido se ha planificado la publicacién de los resultados
obtenidos en dos articulos cientificos independientes, di-
vidiendo los datos en golosinas envasadas, con una le-
gislacion particular y mas estricta, y golosinas vendidas
a granel, en las cuales no se exige informacion ninguna
en su venta.

Otras revistas cientificas indexadas donde se ha conside-
rado que tendrian cabida son: Science (31.027), Molecu-
lar Nutrition and Food Research (4.310), Food Research
International (3.005), Food Control (2.738), Food Quality
& Preference (2.430), etc. El primer articulo escrito con
titulo “Authentication of commercial candy ingredients



22 | TRAZAS DE ESPECIES ALERGENICAS EN GOLOSINAS INDUSTRIALES

employing DNA PCR-cloning methodology” ya ha sido
publicado online en la revista cientifica indexada Journal
of the Science of Food and Agriculture, donde tiene el
DOI 10.1002/jsfa.7158 (2015) para cumplir con las con-
diciones del proyecto (ya que no entraba dentro de la
tematica de la revista Mapfre Trauma) puede observarse
en el CD donde figura esta memoria. Tanto éste como el
otro articulo que se piensa escribir con los datos de las
golosinas vendidas a granel, formaran parte de la tesis
doctoral de la becaria Ana Marta Mufioz Colmenero. Este
trabajo podria ser continuado en un futuro en dos lineas.
Para poder afinar ain mas la composicion real de las go-
losinas se podrian analizar algunas muestras utilizando
técnicas de secuenciacion masiva. El precio final seria
parecido al de la secuenciacion tradicional tras la clona-
cion de los productos de PCR amplificados pero cabe
esperar que al obtener un volumen de secuencias muy
superior, del orden de millones, se podria llegar a obte-
ner una mayor resolucion de la total composicion de es-
tos dulces y también permitiria comparar ambas técnicas
y observar las ventajas e inconvenientes de utilizar una
u otra para este tipo de analisis alimentario. La otra linea
que se podria seguir seria mas desde el aspecto clinico,
ensayando “in vitro” e “in vivo” extracciones de proteinas
de estas golosinas con sueros de distintos pacientes y
ver que ingredientes son los que mas reacciones des-
encadenan o las dosis minimas de ellos que tendria que
llevar una golosina para provocar reaccion.

En cuanto a la posible aplicacion clinica del proyecto
realizado, de forma directa seria el ensayo con sueros de
pacientes alérgicos mencionado anteriormente. Existe
también una relacion indirecta de aplicacion clinica que
tendria que ver con el diagnostico. El conocer la compo-
sicion detallada de las golosinas permitiria una relacion
mas facil de una determinada reaccién con un compo-
nente concreto o desencadenante, para los médicos
competentes en esta disciplina. Esto facilitaria también
el poder aconsejar practicas de actuacion, posteriores
a la reaccién, mas realistas y acorde con la situaciéon de
cada paciente.

PUBLICACIONES Y
COMUNICACIONES
DEL PROYECTO

Nada mas sernos concedido este proyecto se obtuvo un
gran interés mediatico por parte de periodicos, paginas
web, radios y cadenas de television. Debajo se ofrecen
la mayoria de links referentes a estas difusiones:

* http://www.elcomercio.es/agencias/20130111/asturias/
investigadores-universitarios-buscaran-alergenos-
golosinas_201301111438.html (11-01-13)

* http://www.uniovi.es/prensa/actualidad/-/asset_
publisher/0001/content/investigadores-de-la-
universidad-de-oviedo-rastrearan-los-alergenos-mas-
comunes-en-las-golosinas-de;jsessionid=520D760917
E2C47165F55CD88877B9797redirect=%2Finicio%2F
(11-01-13)

* http://www.Ine.es/asturias/2013/01/12/grupo-
expertos-genetica-buscara-sustancias-alergicas-
golosinas/1352983.html (12-01-13)

* http://www.europapress.es/asturias/noticia-
investigadores-universidad-oviedo-rastrearan-
alergenos-mas-comunes-golosinas-mayor-
consumo-20130113112420.html (13-01-13)

* http://www.telecinco.es/informativos/
Investigaran-alergenos-comunes-golosinas-
consumo_0_1540875117.html (14-01-13)

* http://www.noticiassobresalud.es/las-chucherias-y-sus-
componentes-alergenos/ (14-01-13)

* http://www.rtpa.es/video:TPA%20Noticias%20
1.%20Fin%20de%20semana%20_1358674496.html|
(19-01-13).

También se llevaron los datos de este trabajo a un Con-
greso Europeo en la ciudad de Bolonia, Italia, el 2013
EFFoST Annual Meeting: Bio-based Technologies in the
Context of European Food Innovation Systems, del 12-15
de septiembre (http://www.effostconference.com/). En
esta conferencia se present6 una charla oral en inglés con
titulo “Tracing allergenic species in commercial candies”.

La puesta a punto de la técnica para la obtencién de
ADN a partir de las golosinas ha sido publicada en la re-
vista Tecnifood, a modo de articulo de difusion, con titulo
“Obtencion de ADN a partir de golosinas para deteccion
de alérgenos”. Una copia de dicho archivo se encontrara
adjunta a esta memoria.

Por ultimo se procedio a la escritura y envio a la revista
indexada Journal of the Science of Food and Agriculture
de un articulo cientifico con los datos de las golosinas
envasadas, tal como se ha mencionado en el apartado
de “Posibilidades de continuacion del proyecto y apli-
cacion clinica” y la planificacién de un segundo articulo
con la informacién de las golosinas a granel.



