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Resumen

Introduccidn: Las pruebas de ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas son los métodos
mas usados en Costa Rica y el mundo para la deteccién y cuantificacion de alérgenos en
alimentos. El procesamiento de los alimentos puede afectar la sensibilidad de los métodos
analiticos y factores como la matriz alimentaria, la geometria o el tratamiento térmico
pueden influir en la veracidad de los resultados obtenidos.

Metodologia: Las galletas se elaboraron con formulaciones comerciales de una industria
alimentaria y se procesaron en sus instalaciones. Se utilizé la galleta tipo cracker
tradicional e integral para determinar el efecto de la formulacion. La geometria se evaluo
con dos moldes de galleta tipo cracker (tradicional y XL). El efecto del horneado se evalud
con la galleta tipo cracker tradicional. Se utilizaron tres kits ELISA sandwich comerciales
diferentes. Para cada kit se siguio el protocolo establecido. Para todos los experimentos se
tomaron muestras de 4 lotes y se analizaron dos réplicas con cada kit.

Resultados: Se observo un efecto matriz en el desempefio de los kits al comparar la
cantidad de alérgeno detectada por cada kit en el material de referencia puro contra la masa
cruda de galleta tipo cracker tradicional contaminada con ambos alérgenos (P<0.001). Para
el alérgeno leche, este efecto se encontrd en los kits de R-Biopharm y 3M, en el kit de
Veratox la subestimacion en la cuantificacion fue igual tanto en el material de referencia
como en la masa. En cuanto a huevo, el efecto matriz se encontré para los kits de 3M y
\eratox, el de R-Biopharm tuvo la misma tendencia en cuanto al material de referenciay la
masa cruda. Para el efecto de la formulacion sobre la cuantificacion de leche, se encontrd
una diferencia significativa (P=0.0128) en la interaccién del tipo de galleta y el kit. Se
encontr6 que el kit de R-Biopharm detecta en forma diferente el alérgeno en las
formulaciones evaluadas (P=0.004). Sobre el efecto de la formulacién en la cuantificacién
de huevo se encontré una diferencia significativa (P=0.0451) entre los porcentajes de
cuantificacion para las dos formulaciones, en los tres kits. Hay un efecto de la geometria
sobre la cuantificacion de huevo (P=0.0228), independientemente del kit. No se encontrd
diferencia significativa en la cuantificacion de leche segun la geometria (P=0.4335), ni en
el tipo de galleta segun el kit utilizado (P=0.4302). El efecto del horneado se presenta por
igual independientemente del kit utilizado (P=0.4245) para huevo. La cuantificacion de
huevo posterior al horneado es entre 4 y 5 de la concentracion inicial. No se encontrd
diferencia entre los kits (P=0.1682) para leche posterior al horneado, lo que se debe a la
alta variabilidad de los datos entre los Kits.

Conclusiones: El efecto de la formulacion se puede presentar en algunos kits para la
cuantificacion del alérgeno leche y en todos los kits estudiados para el caso del alérgeno
huevo, posiblemente por la presencia de fibra en la galleta tipo cracker integral. El efecto
del procesamiento, especialmente el del tratamiento térmico, es una de las limitaciones de
estos Kits para lograr detectar la cantidad real de los alérgenos en los alimentos. Es muy
importante evaluar el desempefio analitico de un meétodo con la matriz que se quiere
analizar para conocer si es adecuado. Se hace necesario poder contar con otras opciones de
métodos como PCR y masas para realizar analisis confirmatorios o méas exactos.

Vi
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Capitulo 1. Introduccion

Las alergias alimentarias han sido reconocidas como un problema de salud publica cada vez mas
evidente en la poblacion mundial, teniendo reportes de prevalencia en algunos paises mayor al
10% en nifios (Loh & Tang, 2018) y en adultos cerca del 6% (Sanchez et al., 2019). En la regién
latinoamericana, en general, se cuenta con pocos estudios o estudios con limitaciones
importantes sobre la prevalencia de alergias alimentarias y los principales alérgenos (Sanchez &
Sanchez, 2013). Costa Rica no es la excepcidn, ya que en el pais no se cuenta con estudios de

prevalencia de alergias alimentarias.

Se han reconocido un grupo de ocho alérgenos a nivel internacional como los causantes de la
mayoria de las reacciones alérgicas; dentro de este grupo se incluyen la leche y el huevo (Al & Of,
2018). Se cuenta con datos a nivel mundial en los que se reporta una prevalencia de alergia a
leche en niflos menores de 3 afios de hasta un 4% y de alergia a huevo de hasta un 2% en esa
misma poblacidn (Dunlop & Keet, 2018). En Costa Rica no se cuenta con estudios de prevalencia;
sin embargo, el alergdlogo Dr. Olman Riggioni coincide con que en Costa Rica la leche y el huevo
son alérgenos de los que mas frecuentemente afectan a los preescolares (Riggioni, comunicacion

personal, 30 de marzo 2017).

La complejidad de los mecanismos por los cuales ocurren tanto alergias como intolerancias a
alimentos complica bastante determinar factores causales. Por otro lado, la severidad de la
sintomatologia, que cada vez causa mas muertes, obliga a las industrias vinculadas con los
alimentos a asumir responsabilidad en informar a los consumidores con alergias o intolerancias,
con la finalidad de proteger la integridad de su salud (A. J. Lee et al., 2013; Surojanametakul et al.,

2012).

Durante muchos afos la industria de alimentos ha cubierto su responsabilidad en el tema de
brindar informacion de alérgenos a los consumidores mediante avisos precautorios en el
etiquetado; sin embargo, esto ha conducido a un uso casi indiscriminado de esos avisos, lo cual
conlleva a limitar la oferta de consumo de alimentos pre empacados para consumidores alérgicos,

con lo cual se compromete la seguridad alimentaria nutricional de estas personas.



La tendencia en cuanto a legislacién en paises mds avanzados en el tema de gestién de alérgenos
en industria alimentaria es clara en permitir los avisos precautorios solamente cuando la empresa
compruebe que no tiene forma de asegurar que el producto sea libre de uno o mas alérgenos,
esto mediante sistemas de gestion de alérgenos en alimentos (Al & Of, 2018; FSSC Foundation,

2019; Lopez, 2017; Programa Federal de Control de Alimentos de Argentina, 2017).

La necesidad de evaluar el riesgo de los alérgenos alimentarios se deriva directamente de la
insuficiencia de manejar eficazmente este peligro relacionado con la inocuidad de alimentos
(Crevel et al., 2014; Hattersley et al., 2014a). La industria de alimentos debe enfocarse en brindar
informacion veraz al consumidor, por lo que se deben mantener programas de gestién de
alérgenos que ayuden a etiquetar los alimentos de forma correcta; estos programas incluyen

verificacion analitica de presencia de proteinas alérgenos.

Cuando un alérgeno es parte de la formulacidon y se declara como tal en el etiquetado, no
representa un riesgo, el problema real son los alérgenos no declarados, que para la persona
alérgica implican un riesgo inminente. La no declaracidn del alérgeno puede ocurrir por factores
como: estar en una cantidad no detectable por los métodos analiticos, que no se declaran de

forma correcta en el etiquetado o que ocurra una contaminacién por contacto cruzado.

Las pruebas de ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA, por sus siglas en inglés) son en
la actualidad los métodos cuantitativos mds usados en Costa Rica para la deteccion vy
cuantificacion de alérgenos en alimentos. Por lo tanto, se pretende evaluar como los factores
relacionados con el producto y el procesamiento pueden influir en la deteccidn y cuantificacién de

estos alérgenos.

Las galletas son productos de consumo frecuente, a las cuales se le aplican diversos tipos de
procesamiento y se usan varios ingredientes en su formulacién, por lo que son productos en los
que la deteccidon y la cuantificacion de los alérgenos se puede ver comprometida. Este tipo de
productos generalmente se procesa en plantas con varias lineas de produccidon donde se podria
presentar contaminacidn por contacto cruzado entre productos de lineas con y sin alérgenos. Esta

investigacion se realizd en una linea de produccion de una empresa fabricante de galletas a nivel



comercial de Costa Rica, utilizando las formulaciones y condiciones de procesamiento propias de

esta industria.

Capitulo 2. Marco tedrico

2.1 Alergias alimentarias

Tener conocimiento sobre la naturaleza de los alérgenos alimentarios es esencial para comprender
como se evallan y cdmo pueden ser regulados. En general, los alérgenos alimentarios son
proteinas y la mayoria, si no todas las proteinas alimentarias, pueden provocar alergias en cierta
medida (Barlow et al., 2015). Las alergias alimentarias son un tipo de hipersensibilidad a
alimentos, en la que la reaccién al alimento es una respuesta inmunitaria (Ortolani & Pastorello,

2006).

Las proteinas, en general, son cadenas largas de aminoacidos (AA) y no toda la proteina es
alergénica, sino que son algunas partes especificas de la proteina las que son capaces de unirse a
anticuerpos como la Inmunoglobulina E (IgE), llamadas epitopos (Fiocchi et al., 2016). Algunas
reacciones alérgicas son no mediadas por IgE, en las que intervienen otros mecanismos

inmunoldgicos, posiblemente celulares (Echeverria-Zudaire et al., 2019).

Los epitopos se clasifican en dos tipos segun su acomodo en la proteina. Los epitopos lineales o
secuenciales son AA colocados en un orden determinado en una secuencia longitudinal capaz de
unir inmunoglobulina E (IgE). La secuencia de AA puede resultar del plegamiento espacial de la
proteina (relacionados con la estructura secundaria y terciaria de la proteina) y, cuando son
capaces de unir Igg, se denominan epitopos conformacionales. Una vez que la proteina se
desnaturaliza, los epitopos conformacionales generalmente se modifican o destruyen, mientras
que los epitopos lineales tienden a mantenerse (European Food Safety Authority (EFSA), 2014;

Fiocchi et al., 2016).

La estructura y ubicacion de los epitopos dentro de la proteina representa un aspecto relevante a
nivel clinico. Se ha visto que en leche los epitopos de unidn a IgE lineales cortos ubicados en

partes hidrofébicas de proteinas alergénicas podrian usarse como marcadores de una alergia
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alimentaria persistente (Hernandez et al., 2012). No es posible predecir el potencial alergénico de
una proteina; sin embargo, algunas caracteristicas permiten agrupar las proteinas en familias
considerando si conservan caracteristicas estructurales en relacidon con su actividad bioldgica, si
son estables al procesamiento y si son resistentes a la protedlisis por enzimas digestivas (European

Food Safety Authority (EFSA), 2014).

EFSA ha clasificado las proteinas alérgenas de alimentos en dos grandes grupos relacionados con
su origen: las proteinas de origen vegetal y las de origen animal. Cada grupo se divide en
subgrupos denominados familias. Esta clasificacién por familias responde a un agrupamiento
relacionado con la conformacién y la estructura de las proteinas, asi como su estabilidad
(European Food Safety Authority (EFSA), 2014). En el iError! No se encuentra el origen de la
referencia. se puede observar las principales caracteristicas de las proteinas de las familias de
origen vegetal y en el iError! No se encuentra el origen de la referencia. se pueden observar las

caracteristicas de las proteinas de las familias de origen animal.



Cuadro 1. Principales caracteristicas de las proteinas de las familias de origen vegetal

Caracteristicas

Familia de proteinas Conformacion, estructuras y estabilidad Alérgenos de esta familia

Superfamilia de prolaminas: Alto contenido de residuos de aminodcidos que contienen azufre. Consisten en
contiene el mayor nimero de haces de cuatro hélices estabilizadas por enlaces disulfuro, que involucran ocho
alérgenos de alimentos vegetales:  residuos de cisteina bien conservados. Los enlaces covalentes disulfuro intra e

Albdminas de almacenamiento de  intermoleculares, restringen la molécula en un andamio rigido que no se rompe

Los principales alérgenos de
las nueces de arbol, el
sésamo y las semillas de
mostaza. Presentes

semillas 2S; proteinas de facilmente y que eventualmente puede reformarse en una posicién diferente aléraenos de trigo. la

almacenamiento de semillas de después del tratamiento. Las prolaminas de almacenamiento de semilla & 80 ,
L . , cebada, el arroz y el maiz.

cereales; inhibidores de la a- contienen estructuras desordenadas (reomorfas) que generan epitopos . L.

. . . , . L , . Reacciones alérgicas graves
amilasa / tripsina de cereales; expuestos incluso después de tratamientos térmicos, ademas contienen 2 los frutos de |a familia de
proteinas de transferencia de estructuras repetitivas que forman agregados no covalentes, que son las rosaceas
lipidos no especificas (nsLTP). particularmente estables al calor. ’

Superfamilia de cupinas:

. , Las monocupinas comprenden la mayoria de las proteinas cupina, pueden ser
Incluye las principales proteinas de

. . monomeéricas, diméricas u oligoméricas, y la mayoria son enzimas. Mani, soja, lentejas, nueces,
almacenamiento de globulinas, que , . . . s . . .
) Laminas de seis hebras asociadas con hélices que forman una cavidad de barril  avellanas y semillas de
son la causa de la mayoria de las , . L . . s i
B (en latin cupa, barril) con un sitio de unién para un ligando hidréfobo. La sésamo.

reacciones alérgicas a las

estructura de barril se relaciona con estabilidad de la proteina.
legumbres y frutos secos

Las profilinas son proteinas citosélicas de 12 a 15 kDa. Estan plegadas en una

Profilinas: estructura globular compacta de una hoja B antiparalela encerrada por hélicesa Mani (Ara h 5), manzana
Se encuentran exclusivamente en  en ambos lados. La alta conservacion de la secuencia y la similitud de la (Mal d 4), apio (Api g 4).
plantas con flores estructura 3D explican la fuerte reactividad cruzada seroldgica con otros

alimentos vegetales, pdlenes y latex de Hevea.




Caracteristicas

Familia de proteinas Conformaciodn, estructuras y estabilidad

Alérgenos de esta familia

Superfamilia Bet v 1:

comprende ocho familias, entre las
que se encuentran las “proteinas
10 relacionadas con la patogenia”
(PR 10), las principales proteinas
del latex.

Comparten un pliegue caracteristico formado por siete ldminas 3 que rodean

una hélice C-terminal larga y dos hélices cortas adicionales que conectan dos

hélices B -hojas y formando una gran cavidad hidrofébica en forma de Y capaz
de unir esteroles.

Son polipéptidos de 154 a 160 aminodacidos con una gran similitud de secuencia.

Latex, rosaceas (Manzana,
cereza, albaricoque y pera) y
hortalizas apiaceas (Apio,
zanahoria). Reaccionan de
forma cruzada con polen de
abedul

Nota: elaboracion propia con base en informacion de EFSA (2014).



Cuadro 2. Principales caracteristicas de las proteinas de las familias de origen Animal

Caracteristicas

Alérgenos de

Familia de proteinas Conformacidn, estructuras y estabilidad s
esta familia
Tropomiosinas: Contienen una repeticién de siete aminoacidos (heptada), y la mayoria de las
Familia de proteinas isoformas tienen una serie de 40 heptadas continuas.
estrechamente relacionadas Estas proteinas forman una estructura dimérica de espiral helicoidal a paralela, Moluscosy
presentes en el musculo y otras gue luego se une de la cabeza a la cola para formar un cable que se enrolla crustaceos
células con un papel regulador en  alrededor de la hélice. Tienen estructuras repetitivas que forman agregados no
la contraccién muscular covalentes, que son particularmente estables al calor.
Una secuencia de generalmente 12 residuos de aminodcidos. Forman un bucle
flanqueado en ambos lados por un dominio a-helicoidal de 12 residuos.
Mano EF: El bucle es capaz de coordinar iones de calcio o magnesio con diferentes
Las proteinas de la mano EF geometrias. El mismo motivo esta presente en una gran familia de proteinas que Pescado
presentan un motivo hélice-bucle- se unen al calcio. La pérdida de calcio por tratamiento térmico induce
hélice. importantes cambios conformacionales en la proteina, con pérdida de epitopos

conformacionales. Sin embargo, los epitopos de unidn a IgE restantes son
suficientes para desencadenar reacciones alérgicas.



Caracteristicas

Familia de proteinas

Conformacidn, estructuras y estabilidad

Alérgenos de

esta familia
Caseinas: Contienen grandes regiones de estructuras desordenadas. Dichas proteinas
Las caseinas son proteinas de estdn constituidas por cadenas polipeptidicas con diferentes estructuras
mamiferos presentes en la leche secundarias en equilibrio entre si, asemejandose a proteinas desplegadas o
gue se unen a iones calcio a través parcialmente desplegadas, y se denominan reomorfas. Debido a su flexibilidad, Leche

de los residuos de fosfoserina o
fosfotreonina de aS1-, aS2-y B-
caseina

son mas susceptibles a la hidrdlisis por proteasas, pero no sufren cambios
conformacionales y sus epitopos permanecen expuestos incluso después de
tratamientos térmicos.

Nota: elaboracion propia con base en informacion de EFSA (2014).



Se ha estudiado el efecto del procesamiento de los alimentos con alérgenos sobre la estructura de
las proteinas y, especialmente, sobre los epitopos, esto debido a la tolerancia que eventualmente
se puede o no generar al inducirse cambios estructurales por el procesamiento (Gomaa & Boye,
2013), siendo que algunos pacientes toleran mejor el alérgeno cuando se encuentra en productos
horneados o con procesos extensivos de calor (Bavaro et al., 2019). Esto se explica con las

caracteristicas de las proteinas explicadas anteriormente.

Los alimentos reconocidos como alérgenos varian entre regiones y paises. Algunos paises han
dado seguimiento al tema de alérgenos alimentarios por afios, lo que ha permitido que tengan
muy bien documentada la evolucién en cuanto a cudles alimentos considerar alérgenos. Codex
Alimentarius reconoce ocho alimentos como los principales alérgenos, denominados “los grandes
8”, que incluyen cereales que contienen gluten, crustaceos, huevos, pescado, mani, soya, leche y
nueces de arboles. Estos mismos son los reconocidos por Costa Rica, adicionando al grupo de los 8
el sulfito en concentraciones de 10 mg/kg o mas (Ministerio de Industria y Comercio de Costa

Rica, 2012).

Japén es uno de los paises que ha logrado dar seguimiento e identificar sus mayores alérgenos
alimentarios, esto les ha permitido generar legislacién robusta para el control y declaracion de
estos en alimentos. Se puede identificar cdmo la lista de alérgenos alimentarios en este pais
asiatico ha cambiado con los afios, reconociendo que los cambios en la dieta e inclusiéon de
“nuevos alimentos” o alimentos que no eran usuales en su dieta pueden afectar la prevalencia de

alergias alimentarias en la poblaciéon (Al & Of, 2018).

Cada region o pais debe realizar estudios que contribuyan a identificar los alérgenos alimentarios.
En los paises del tropico se han identificado algunos alimentos fuera de la lista de los 8 y algunos
de los que estan en la lista de los 8 se han descrito como de poca prevalencia en estas regiones.
Por ejemplo, cuando se habla de alta prevalencia se incluyen frutas como la pifia y alimentos
como el tomate, maiz, pollo, cerdo, trigo y papa (Sanchez et al., 2019). En nuestro pais se carece
de este tipo de estudios que contribuyan a identificar los mayores alérgenos alimentarios en el

pais.
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El tratamiento general para las personas que presentan alergias a alimentos es la exclusion de la
dieta de los alimentos que contienen el alérgeno. En el caso de los lactantes, la madre debe excluir
estos alimentos de su dieta, debido a que pueden pasar por la leche materna al nifio (Rajani et al.,
2020). Las dosis de consumo del alérgeno que desencadenan una reaccion alérgica varian entre
individuos y se establecen de diversas formas, llevando esto a una discusidon amplia sobre cudndo
una cantidad de alérgeno se considera una traza y cudndo se debe declarar a los consumidores,

generalmente, mediante el etiquetado de alimentos (Turner et al., 2018).

Poder brindar informacidn confiable a los consumidores sobre el contenido de alérgenos en los
alimentos requiere acciones estandarizadas, sistemdticas y documentadas, que permitan
identificar los peligros y realizar analisis de riesgo por parte de los operadores de alimentos. Lo
anterior se debe regular mediante legislacion acorde a las necesidades de las personas con
alergias alimentarias en cada pais, pero que, ademds, sea congruente con las metodologias
analiticas que permitan detectar y cuantificar de forma acertada el alérgeno en los alimentos (Al &

Of, 2018).

2.1.1 Leche

En Costa Rica la leche es uno de los alimentos mdas consumidos, teniendo un consumo per capita
en el 2016 de 212 litros, segun la Cdmara Nacional de Productores de Leche. La leche, el queso y
natilla forman parte de la canasta basica alimentaria (CBA), con un consumo estimado diario por
persona de 198 g, 16 g y 9 g, respectivamente, y representan la fuente de calcio mds importante

en la dieta costarricense (Hidalgo Viquez et al., 2020).

La leche esta reconocida como el principal alimento que causa reacciones alérgicas en lactantes,
siendo el primer alérgeno al que se expone el infante (Lapefia Lopez de Armentia & Hierro
Delgado, 2018). Se reporta una prevalencia en nifios menores de 3 afios de aproximadamente un
4% (Dunlop & Keet, 2018), en tanto que en adultos se reporta una menor prevalencia de
aproximadamente 0.2% (Sicherer & Sampson, 2010), considerandose la alergia a la proteina de

vaca transitoria en el 80% de los casos (Lapefia Lopez de Armentia & Hierro Delgado, 2018).
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La leche de vaca contiene aproximadamente 3 g de proteina /100 ml y estas proteinas incluyen 25
tipos, algunas de las cuales se han reconocido con potencial alergénico, distribuidas en las
fracciones de caseina (precipitan a pH 4,6 y 20 ° C) y las de suero (solubles a pH 4,6 y 20 °C),
correspondientes al 80% y 20%, respectivamente (Villa et al.,, 2018). Las caseinas, B-Lacto
globulinas (B-LG) y la a-lacto albumina (ALA) se consideran los principales alérgenos de la leche.
Otras proteinas como la lacto ferrina (LF), la seroalbumina bovina (BSA) y las inmunoglobulinas
(Ig), se han reconocido como de gran importancia para inducir alergias a la leche (Villa et al.,
2018). En la Cuadro 3 se puede observar la caracterizacién de las proteinas alérgenos de la leche

de vaca.

Cuadro 3. Caracterizacion de las proteinas alérgenas de la leche de vaca segun la
nomenclatura de alérgenos de la Organizacion Mundial de la Salud y la Unidn
Internacional de Sociedades Inmunoldgicas (I1UIS)

Fraccion de Nombre proteina Nomenclatura Concentracién Punto. # aminodcidos
leche del alérgeno enleche (gL?) Isoeléctrico / Molécula
Caseinas aS1-caseina Bosd9 12.0-15.0 4.9-5.0 199
(80%) aS2-caseina Bos d 10 3.0-4.0 5.2-5.4 207
B-caseina Bosd 11 9.0-11.0 5.1-5.4 209
K-caseina Bosd 12 3.0-4.0 5.4-5.6 169
Suero (20%)  B-Lactalbimina Bosd 4 1.0-1.5 4.8 123
B-Lactoglobulina Bosd 5 3.0-4.0 53 162
BSA Bosd 6 0.1-04 4.9-5.1 582
Immunoglobulinas Bosd 7 0.6-1.0

Fuente: adaptado de Nehra et al. (2020).

La caseina contiene principalmente epitopos secuenciales termoestables, la hidrdlisis térmica no
es suficiente para evitar la union de IgE, por lo que es posible que persistan péptidos alergénicos
posterior a un tratamiento térmico (Fiocchi et al., 2016). La mayoria de los pacientes alérgicos a la
proteina de leche de vaca (APLV) estan sensibilizados a a-caseina (100%) y k-caseina (91,7%)

(Lapefia Lopez de Armentia & Hierro Delgado, 2018).

Las proteinas del suero de la leche presentan cominmente epitopos conformacionales que son

muy termolabiles, por lo que al aplicar calor se induce la hidrdlisis térmica de las proteinas y se
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evita la union de IgE especifica (Fiocchi et al., 2016). En el caso de las B-LG, se ha observado que
tratamientos térmicos vigorosos (1212 durante 20 minutos) pueden incluso aumentar algunas
caracteristicas alergénicas, formandose nuevas estructuras inmunolégicamente reactivas. El
porcentaje de alérgicos que responden a la B-LG esta entre 13-76% de los APLV. A la ALA estdn
sensibilizados entre el 0-80% de los APLV. Para BSA estdn sensibilizados el 0-88% de los pacientes,
pero con sintomas clinicos sdlo en el 20% de los casos (Lapefia Lopez de Armentia & Hierro

Delgado, 2018).

La leche y las proteinas lacteas se utilizan como ingredientes de muchas preparaciones de
consumo usual en el mundo y Costa Rica no es la excepcidn. Muchos de los productos que
contienen leche son sometidos a diversos procesamientos que comunmente incluyen procesos
térmicos, fermentaciones y deshidratado. Estos procesos tienen efectos en la estructura de la
proteina que pueden derivar en cambios en la deteccién, cuantificacion y capacidad alergénica del
alimento, no siempre resultando en que una menor deteccidn y cuantificacién sea sinénimo de

una disminucién en la capacidad alergénica (Villa et al., 2018).

2.1.2 Huevo

El huevo de gallina es un alimento ampliamente consumido, fuente de proteina y vitaminas del
complejo B y es de acceso generalizado en la poblacién, con un consumo promedio diario de 23.6
g en personas de 15 a 65 afios del area urbana (Guevara-Villalobos et al., 2019). También es un
alimento que forma parte de la CBA en Costa Rica, en donde se establece un consumo promedio

de 36 g (Hidalgo Viquez et al., 2020).

La prevalencia de alergia al huevo es de entre 2.4y 2.6% en los primeros afios de vida (Echeverria-
Zudaire et al., 2019), mientras que en adultos norteamericanos se ha establecido en 0.2%
(Sicherer & Sampson, 2010). Se ha identificado que el huevo genera reacciones adversas a los
alimentos en el 35% de los niflos alérgicos y en el 12% de los adultos. Para el huevo se ha
establecido una dosis umbral entre 1 y 200 mg de huevo (0,13 a 20 mg de proteina de huevo) (J. Y.

Lee & Kim, 2010).
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El huevo consta de aproximadamente 57% de clara de huevo, 33% de yema de huevo y 10% de
cascara. El contenido de proteina del huevo entero es de aproximadamente 12,1 g de proteina
total y 5,9 g de proteina de clara en 100 g de huevo (Faeste et al., 2007). Tanto la clara como la
yema pueden causar reacciones alérgicas, aunque la clara, por su mayor contenido proteico, es la
fuente mas importante de sensibilizacién y de alergia en la poblacidn infantil (Echeverria-Zudaire

et al.,, 2019).

La mayoria de las reacciones alérgicas producidas por huevo son de tipos IgE mediadas. En este
tipo de reaccién se presentan sintomas en menos de dos horas y muy frecuentemente tienen
lugar en los primeros 30 minutos (Echeverria-Zudaire et al., 2019). Aproximadamente el 90% de
los epitopos de las proteinas del huevo son de conformacién. La mayoria de estos epitopos de
conformacién son consecutivos o secuencias de aminoacidos casi consecutivas. Esto puede
resultar en resistencia a la degradacion de proteinas y desnaturalizacion de los cuatro alérgenos
principales del huevo, lo que podria relacionarse con su capacidad alergénica aun en alimentos

con algln grado de procesamiento (Liu et al., 2013).

Los alérgenos mds importantes del huevo son la ovoalbimina (OA; Gal d 2), que representa un
54% del contenido proteico total, y la ovomucoide (MO; Gal d 1), que representa un 11%. Otras
fracciones proteicas y proteinas menores descritas en la clara de huevo como alérgenos son:
ovotransferrina (OT: Gal d 3), que representa un 12%, y lisozima (LY; Gal d 4) un 3,5% (Echeverria-

Zudaire et al., 2019; Ji-Yun & Chan Jong, 2010).

La diferencia entre las dos principales proteinas alérgenos del huevo (ovoalbimina y ovomucoide)
estda en su comportamiento frente a las operaciones de procesamiento de alimentos como
agitacién, calentamiento o hidrdlisis enzimatica, donde los epitopos de unién a IgE de la proteina
MO; Gal d 1, que es termoestable, son relativamente estables (Faeste et al., 2007), por lo que se
conserva el potencial alergénico. Esta estabilidad ante el procesamiento implica que pacientes con
sensibilizacion elevada a esta proteina (MO; Gal d 1) presenten reacciones con cualquier tipo de
alimento que contenga huevo, independientemente de su cocinado o procesamiento (Echeverria-

Zudaire et al., 2019).
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El alérgeno mas importante de la yema de huevo es la a-livetina (Gal d 5), que es la seroalbumina
de pollo. Este alérgeno se relaciona con reactividad cruzada mas frecuentemente en adultos,
presentando sintomas de alergia alimentaria al huevo tras consumo de yema o carne de pollo.
También se reconoce su relevancia en el sindrome ave-huevo, en el cual, por inhalar particulas de
plumas, el paciente se sensibiliza y desarrolla manifestaciones clinicas respiratorias. También se
tiene clara una reactividad cruzada entre huevos de diferentes aves (Echeverria-Zudaire et al.,

2019).

2.2 Deteccion y cuantificacion de alérgenos

La mayoria de los métodos para el analisis de alérgenos en alimentos se pueden dividir en dos
grandes grupos; por un lado, estan los basados en el reconocimiento de proteinas y por el otro los
basados en ADN (Nehra et al., 2020). Los métodos basados en el reconocimiento de las proteinas
incluyen inmunocromatografia, espectrometria de masas (MS) y ELISA (Castillo & Cassola, 2017).
Los métodos de reconocimiento de ADN se basan en el reconocimiento de una secuencia
especifica de ADN que indica la presencia del alérgeno como, por ejemplo, los que se basan en la

reaccién en cadena de la polimerasa (PCR, por sus siglas en inglés) (Nehra et al., 2020).

Estos métodos de deteccion de alérgenos también se pueden clasificar como cuantitativos
(determinan una cantidad de alérgeno) o cualitativos (indican presencia o ausencia de las
proteinas) y se encuentran disponibles para los principales alérgenos en diversas matrices
alimenticias y superficies en contacto con alimentos (Schubert-Ullrich et al., 2009). Otros métodos,
como la MS y los biosensores de resonancia de plasmdn de superficie (SPR), se han aplicado solo
recientemente para la deteccién y cuantificacion de residuos alergénicos en algunas matrices y

requieren mas investigacién para considerarse métodos oficiales (Zelenakova et al., 2019).

2.2.1 Métodos emergentes

Debido a que se tiene bien establecido que los procesamientos de alimentos generan cambios en

la estructura de la proteina o del ADN utilizado para detectar y cuantificar alérgenos y esto afecta
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la deteccidn final, la MS surgié como una herramienta de confirmacidn final para la identificacién

inequivoca de alérgenos alimentarios en diferentes productos (Alves et al., 2016).

Heick et al (2011) investigaron un método para la deteccidon simultdnea de siete alimentos
alergénicos y se ha aplicado a muestras procesadas y sin procesar (harina y pan) por medio de MS.
Se evalud la influencia del proceso de horneado y se compararon los resultados con los obtenidos
con los kits de prueba ELISA disponibles comercialmente. Se concluyd que se presentaban grandes
diferencias entre los dos métodos al analizar la leche, el huevo y la soya. Para el huevo, solo un kit
fue capaz de detectar el alérgeno en el producto procesado. Para la leche y la soya, las
sensibilidades disminuyeron al analizar el pan o no se pudo detectar el alérgeno en absoluto. Para
estos alérgenos, el método MS mostré una capacidad de deteccién superior para las muestras

procesadas (Heick et al., 2011).

Como ventaja de la MS se sefala su capacidad de multiplexacién (detectar varios alérgenos a la
vez) y mejor sensibilidad para los alérgenos mencionados anteriormente. Una desventaja
identificada en este estudio fue que hasta ese momento el método de MS desarrollado era solo
cualitativo. Se propuso en el estudio como solucidn a esta limitacidn usar péptidos marcados con
isdtopos (Heick et al.,, 2011). Se han identificado otras desventajas como, por ejemplo, pocos
estudios interlaboratorios, falta de repositorios de secuencias de proteinas para alimentos
alergénicos, especialmente de origen vegetal, y las limitaciones conocidas que afectan todos los
métodos de deteccidon de alérgenos relacionadas con la extraccion del alérgeno de la matriz (Clare

Mills et al., 2019).

Los biosensores (inmunosensores y aptasensores) también se han estudiado como una opcién
mas confiable frente a las limitaciones de otros métodos, como, por ejemplo, que ofrecen una
opciéon de deteccion mas barata, facil, rapida y multiplex de alérgenos de la leche en comparacion
con las técnicas convencionales. Un biosensor es un dispositivo integrado auténomo constituido
por un componente de reconocimiento biolégico (receptor bioquimico) y un elemento de
transduccién de sefiales conectado a un sistema de adquisicion y procesamiento de datos. El
transductor se utiliza para convertir la sefial (bio) quimica resultante de la interaccion del analito

con el biorreceptor en una electrénica. La intensidad de la sefal es proporcional a la
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concentracion de analito (Alves et al., 2016).

El rendimiento de los biosensores depende del biorreceptor empleado, la estrategia de
inmovilizacidn (covalente, no covalente), el mecanismo de deteccidn (es decir, electroquimico,
Optico, etc.) y la reactividad cruzada de las biomoléculas (es decir, inmunorreactantes y
aptameros) a proteinas homadlogas. Aunque la reactividad altamente especifica de los aptameros
puede resolver el problema de la reactividad cruzada de los detectores, es necesario examinar el
efecto de la variabilidad de la presentacidn de alérgenos de diferentes especies. La investigacion
con estos métodos plantea desafios que se deben resolver, como los relativos a la inestabilidad y
alto costo de los anticuerpos. Se hace evidente la necesidad de investigar mas sobre este tema,

por presumirse como técnicas prometedoras, pero con muy escasos estudios (Nehra et al., 2020).

2.2.2 Métodos basados en ADN

La deteccidon de alérgenos con base en el ADN implica la extraccion de un fragmento de ADN que
codifica un alérgeno o proteina especifico, seguido de amplificacién por PCR. Dentro de estos
métodos recientes de deteccién de alérgenos en productos alimenticios basados en PCR se
pueden enlistar: PCR-ELISA, PCR en tiempo real, PCR-péptido acido nucleico-cromatografia liquida

de alta resolucion (PCR-PNA-HPLC), PCR duplex y PCR- multiplex tiempo real (Alves et al., 2016).

Las técnicas de PCR son fiables, muy especificas y sensibles, con limites de deteccidn notados
inferiores a 10 mg / kg de almendras, avellanas, soya, leche o mani. Permiten minimizar la
reactividad cruzada y evitar resultados falsos positivos eligiendo cebadores adecuados que
diferencian entre dos secuencias de ADN estrechamente relacionadas. La ventaja de las técnicas
de PCR sobre los métodos basados en la deteccidn de proteinas es la extraccién eficiente de ADN
en condiciones de desnaturalizacion, mas eficaz que durante la extraccién de proteinas de

matrices alimentarias (Stowianek & Majak, 2011).

La principal desventaja es la degradacion del ADN durante el procesamiento de alimentos y la
dependencia del limite de deteccién de la cantidad y pureza de la matriz. Las técnicas basadas en

la PCR no detectan los componentes responsables de la reaccion alérgica, solo el ADN especifico
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de la especie, lo cual no significa necesariamente la presencia del alérgeno (Alves et al., 2016).

Estos métodos no se recomiendan para la detecciéon de alérgenos en productos alimenticios con

alto contenido de proteinas y bajo contenido de ADN, como huevos (Stowianek & Majak, 2011).

Los métodos PCR constituyen una herramienta complementaria importante de los métodos

inmunolégicos (Alves et al., 2016). En la Cuadro 4 se muestran las caracteristicas, ventajas y

alérgenos para cada uno de los métodos basados en PCR.

Cuadro 4. Caracteristicas, ventajas y alérgenos para cada uno de los métodos basados en

PCR
Método Caracteristicas Ventajas Alérgenos
PCR identificados
PCR-ELISA  No requiere gel de electroforesis Alta especificidad Avellana
El fragmento de ADN amplificado se Simplicidad del método
marca con biotina o digoxigenina Bajo costo de ELISA
para poder ser determinado con
ELISA
PCR- Aislamiento de ADN mediante Limites de deteccién muy Mani, apio,
Tiempo extraccidon caotrépica de fase sélida buenos para los alimentos  mostaza,
real y PCR secundaria con sonda en que se aplica. sésamo,
fluorescente Tag-Man y cebadores altramuz,
especificos. anacardo, nuez,
pistachos,
nueces pecanas,
almendras y
nueces de
macadamia
PCR-PNA- La técnica es una modificacion de la Permite la deteccion eficaz  Avellana
HPLC PCR utilizando sondas marcadas con de alérgenos
acido péptido nucleico (PNA) y potencialmente ocultos
deteccion con cromatografia liquida incluso en productos con
de alta resolucion (HPLC) presencia no declarada de
avellana o como posible
contaminacion
PCR Permite amplificar varios Deteccidn simultanea de Avellana y mani
duplex fragmentos de ADN dos alérgenos (juntos)

simultdneamente mediante la
aplicacion de varios pares de

cebadores

Dos tipos de trigo
(juntos)
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Método Caracteristicas Ventajas Alérgenos
PCR identificados
PCR- Permite amplificar varios La prueba exhibe una alta avellana, mani,
multiplex  fragmentos de ADN especificidad y sensibilidad  apio, soya,
tiempo simultaneamente mediante la en el rango de 0.01%, huevo, leche,
real aplicacion de varios pares de menor para el huevoy la almendray
cebadores leche debido al bajo sésamo (todos
contenido de ADN analizados al

mismo tiempo)

Fuente: elaboracién propia con base en informacién de Stowianek & Majak (2011).

2.2.3 Métodos basados en reconocimiento de proteinas

Dentro del grupo de reconocimiento basado en proteinas se incluyen el ensayo
inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA), pruebas con tira reactiva, dispositivos de flujo lateral
(LFD, por sus siglas en inglés) y pruebas enzimaticas (Nehra et al., 2020). De este grupo solamente
las pruebas ELISA dan resultados cuantitativos, las pruebas de LFD y las tiras reactivas son

metodologias cualitativas de deteccion.

Las LFD contienen zonas donde los anticuerpos se fijan a la matriz sélida. Las muestras de hisopos
de las superficies del equipo se pegan en la tira y producen lineas visibles donde ocurren las
interacciones antigeno-anticuerpo. Estas pruebas son econdmicas, rapidas y portatiles, no
requieren instrumentacidn y son extremadamente simples de realizar. Son especificas y sensibles y

generalmente tienen limites de deteccién en el rango de 5 ppm (Taylor & Baumert, 2015).

Las LFD se usan con frecuencia en la industria alimentaria para evaluar la limpieza de los equipos
de procesamiento compartidos después del saneamiento. Los inmunoensayos de flujo lateral
también se pueden multiplexar mediante la adicion de multiples lineas de prueba. Cada linea de
prueba corresponde a los analitos especificos que se van a detectar, con lo que se reduce el
tiempo de andlisis y el desperdicio de reactivos, ya que se pueden evaluar multiples analitos en las

mismas condiciones (Ross et al., 2018).

Para el analisis de sulfitos en alimentos existen otros métodos que se basan en la titulaciéon, como

el método Monier-Williams y el procedimiento Ripper (titulacién yodométrica). El método Monier-
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Williams es robusto, con un LOD = 10 mg / kg, pero requiere mucho tiempo y estd sujeto a
pérdidas de SO2 y / o co-destilaciéon de otros compuestos volatiles oxidables presentes en los
alimentos. El método de titulacion yodométrica presenta un LOD de 5 mg / kg. Sin embargo, se
considera que este método carece de exactitud y precisién debido al hecho de que el yodo puede
reaccionar con otros compuestos oxidables presentes en los alimentos y no puede usarse para

matrices coloreadas (European Food Safety Authority (EFSA), 2014).

Las pruebas ELISA son las mas utilizadas para la deteccidn y cuantificacién de alérgenos en
alimentos (Taylor & Baumert, 2015), y se basan en la unidn especifica entre epitopos en la
molécula del alérgeno o una proteina especifica presente en el alimento alergénico y una
inmunoglobulina especificamente producida contra el elemento de interés (Alves et al., 2016). En
el siguiente apartado se describen de forma amplia este tipo de pruebas, ya que son las usadas

para esta investigacion.

2.3 Kits ELISA

En la actualidad, la verificacién analitica de los requisitos de etiquetado y la deteccidon vy
cuantificacion de proteinas alergénicas en los alimentos es realizada principalmente por pruebas
ELISA, debido a su facilidad de uso, respuesta rapida y alta sensibilidad, asi como su relativo bajo
costo comparado con otros métodos analiticos. Los kits de ELISA emplean principalmente
anticuerpos policlonales para la deteccidn de alérgenos alimentarios, ya que estos ofrecen el
beneficio de reconocer varios epitopos diferentes en la proteina diana y son menos sensibles a
pequefios cambios (Monaci et al., 2011). Sin embargo, se discute la eficiencia de los anticuerpos

policlonales versus los monoclonales (Castillo & Cassola, 2017).

De acuerdo con lo descrito por varios autores, el procesamiento juega un papel muy importante
en la precision (variabilidad) y exactitud (recuperacién) de los kits ELISA (Gomaa & Boye, 2013;
Khuda et al., 2012; Monaci et al., 2011). Se ha observado que los procedimientos de extraccidon y
cuantificacion, asi como el equipo usado para el analisis de datos, pueden hacer que un kit sea
mas preciso para la deteccién de un alérgeno en lugar de otro en una sola matriz. Lo anterior

debido a factores como calibradores estandares de los kits, los anticuerpos y los agentes de
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extraccion (Khuda et al., 2012).

El procesamiento puede generar que las proteinas pierdan solubilidad y la capacidad de extraccion
en una matriz, esto debido a la sinergia que se genera entre los componentes de la matriz y la
proteina alérgeno, asi como los cambios quimicos y estructurales que sufre la misma (Monaci et
al., 2011). Todo lo anterior puede representar un riesgo en cuanto a que los datos arrojados por

los kits ELISA sean confiables.

La capacidad de un método ELISA para detectar proteinas de alérgenos alimentarios en una
muestra de prueba se ve afectada por la eficiencia con la que estas proteinas se extraen de la
muestra, asi como la eficiencia con la que el anticuerpo o los anticuerpos utilizados en la prueba
ELISA detectan estas proteinas. El rendimiento general de un método basado en ELISA para la

deteccidn de alérgenos alimentarios es una funcién de estos dos parametros (Hengel, 2012).

Los pasos genéricos para efectuar analisis ELISA en alimentos de observan en la jError! No se
encuentra el origen de la referencia.. Cada kit tiene sus particularidades, empezando por el costo
y la cantidad de muestras que se pueden analizar con cada uno. Otras variaciones son en cuanto a
la cantidad de muestra para el andlisis, si el buffer de extraccidn requiere algun aditivo adicional,
el tiempo y condiciones de incubacion en el bafio de agua (temperatura y agitacién) para realizar

la extraccién y el tiempo de centrifugacion (en algunos kits este paso se omite).

En cuanto a la parte del montaje de la placa de micro titulacién, igualmente se presentan
particularidades segun los kits en cuanto a si se contempla alguna dilucién propia del kit, a
tiempos de incubacion y sus condiciones, por ejemplo, agitacién o no. La cantidad de lavados por
muestra también varia entre kits. Para la adicién del croméforo en algunos kits se especifica que
sea en condiciones de oscuridad y su posterior incubacidn, también; otros kits no especifican este
aspecto. Por ultimo, la longitud de onda a la que se debe hacer la lectura es otro aspecto variable.
Todas estas variaciones entre kits se deben considerar a la hora de decidir con cual trabajar, esto
porque tanto el tiempo como la cantidad de reactivos tiene un impacto en el costo que implica la

realizacion de estos analisis.
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Biopharm, Veratox y 3M.

Figura 1. Pasos genéricos para efectuar andlisis ELISA en alimentos.

2.3.1 Tipos de ELISA

Los ensayos de ELISA pueden ser de varios tipos: ELISA directo, ELISA indirecto, ELISA tipo
sandwich y ELISA competitivo. Las diferencias entre estos kits pueden generar diferencias
significativas en términos de anticuerpos aplicados, proteinas diana, calibradores vy
procedimientos de extraccién, por lo que proporcionan resultados considerablemente diferentes

para el mismo analito (Térok et al., 2015).

En el ensayo ELISA directo, el analito (antigeno) se une directamente a la fase sdlida. Los sueros
que contienen el anticuerpo marcado con enzima especifico junto con el extracto de muestra
adecuadamente diluido se pre incuban antes de agregarlos a los pocillos recubiertos con antigeno.
Es un método mas rapido pero su sensibilidad no es muy buena (Schubert-Ullrich et al., 2009). En

la Nota: adaptado de San Millan (2016b).



Figura 2 se observa el esquema de este ensayo.

Se genera sefial de color al unirse
el analito al anticuerpo marcado
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Un anticuerpo marcado
con enzima se acopla al
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|_—" conel analito
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Se agrega el analito
(alérgeno) primero a
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P T

Pocillo izquierdo Pocillo derecho la placa
Se detecta un No se detecta un
alérgeno alérgeno

Nota: adaptado de San Millan (2016b).

Figura 2. Esquema de ELISA directo.

En el ELISA indirecto un analito se une a la fase sélida, se adiciona un anticuerpo especifico del
analito, y se hace una incubacidn adicional con un segundo anticuerpo especifico de la especie
marcado. Este tipo de ELISA da mejor sefial y la diferencia con ELISA sandwich es que en este
primero se agrega el antigeno a la placa (Kirsch et al., 2009). En la Nota: adaptado de San Millan

(2016¢).

Figura 3 se observa el esquema del ELISA indirecto.

22
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Un segundo anticuerpo marcado
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Pocillo izquierdo Pocillo derecho la placa
Se detecta un No se detecta un
alérgeno alérgeno

Nota: adaptado de San Millan (2016c).

Figura 3. Esquema de ELISA indirecto.

El ELISA tipo sandwich (s-ELISA) contiene un anticuerpo de captura especifico para la proteina de
interés que se inmoviliza en una fase sdlida (placa de micro titulacién o tiras de pocillos multiples).
Los analitos de la muestra son capturados por el anticuerpo inmovilizado y detectados por un
segundo anticuerpo especifico, que estd marcado con enzima y se une a la proteina de interés
formando un "sandwich". La absorcidn del producto coloreado formado después de agregar el
sustrato es directamente proporcional a la concentracion de analito (Schubert-Ullrich et al.,
2009).

El ensayo sandwich es el formato mas comun para la deteccidn de alérgenos en los alimentos
(Taylor & Baumert, 2015). En la Adaptado de San Millan (2016a).

Figura 4 se observa la unién del anticuerpo con el analito y el efecto “sandwich” del segundo
anticuerpo marcado con la enzima que reacciona con el sustrato para dar el color (pocillo

izquierdo). A la derecha un pocillo negativo donde no se dio la unién del analito.
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anticuerpo marcado con enzima
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Pocillo izquierdo Pocillo derecho
Se detecta un No se detecta un
alérgeno alérgeno

Adaptado de San Millan (2016a).

Figura 4. Esquema de ELISA “sandwich”.

El ELISA competitivo se utiliza cuando hay cantidades pequefias del analito. El ensayo consiste en
fijar un anticuerpo a la fase sélida de la placa. Posteriormente se realiza una mezcla con el analito
y un reactivo con el cual compite por unién en la placa (mezcla competitiva). A la mezcla
competitiva se adiciona un conjugado con la proteina de interés y una enzima para generar color.
Toda esta mezcla se adiciona en la placa donde se encuentra un anticuerpo fijado a la fase sélida,
donde las proteinas marcadas con el conjugado van a generar una sefial de color y las proteinas
de interés no generan sefial. En este ensayo la sefial de luz es inversamente proporcional a la
cantidad de analito en la muestra (Schubert-Ullrich et al., 2009). En la Adaptado de
PROTOCOLPLACE (2013).

Figura 5 se puede observar un esquema del funcionamiento de los kits ELISA competitivo.
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Figura 5. Esquema de ELISA competitivo.

2.3.2 Efecto del procesamiento en la deteccidn y cuantificacién de alérgenos con

pruebas ELISA

Las modificaciones que se pueden presentar en las proteinas durante el procesamiento dependen
de las condiciones del proceso, la naturaleza de la proteina y la composiciéon de la matriz. Los
procesamientos que se aplican a los alimentos a nivel casero e industrial, impactan tanto la
estructura como las propiedades quimicas de las proteinas. Dentro de los cambios mas
importantes se contemplan el despliegue y agregacién de proteinas, protedlisis, glicosilacion y
glicacion, efectos de solubilidad y pH, y redes para la formacién de gel, lo que puede alterar su

potencial alergénico (European Food Safety Authority (EFSA), 2014).

Los procesos de produccion de alimentos como tratamientos térmicos y la extrusidon pueden tener
una influencia significativa en la solubilidad y la capacidad de extraccién de las proteinas
alérgenos, asi como en la capacidad del anticuerpo o anticuerpos utilizados en el ELISA para
reconocerlos. Los factores que pueden influir en los resultados de la prueba incluyen: (1)
interacciones con compuestos en una matriz alimentaria (por ejemplo, presencia de polifenoles y

taninos); (2) solubilidad y reactividad reducidas de proteinas desnaturalizadas por calor; y (3)
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diferencias en el perfil proteico de un alérgeno alimentario particular de diferentes especies,

variedades y origenes geograficos (Hengel, 2012).

Gomaa & Boye (2013) y Monaci et al (2011) han confirmado que los procesos térmicos interfieren
con la deteccidon de las proteinas alérgenas vy, por ende, se ha demostrado que el rendimiento de
las pruebas ELISA se ve comprometido cuando se aplican técnicas de procesamiento de alimentos
extensivas como el horneo; sin embargo, se conoce que, a pesar del procesamiento extensivo, el

alimento sigue teniendo potencial alergénico (Torok et al., 2015).

Algunas de las consecuencias del procesamiento térmico sobre las proteinas alimentarias son:
pérdida de epitopos Ig-E conformacionales, reacciones de Maillard y disminucién de la solubilidad
de las proteinas, capacidad de extraccion o estabilidad. En particular, el calentamiento y el
procesamiento tecnolégico de los alimentos podrian conducir a cambios en la estructura de la
proteina diana que afecta a algunos determinantes antigénicos y sitios de unién de epitopos, lo
que podria comprometer la eficiente recuperacion y deteccién de los alérgenos en los andlisis
ELISA (Monaci et al.,, 2011). Adicionalmente, se han demostrado diferencias significativas en
cuanto a cuantificacién y deteccién de los diferentes kits ELISA disponibles en el mercado (Ferrer,

2017).

Un aspecto del procesamiento, poco estudiado, es la geometria comercial de los productos en
cuanto a la deteccion de los alérgenos. Gomaa & Boye (2013) estudiaron el efecto del tamafio de
la galleta en la deteccion de caseina, huevo, gluten y soya. Encontraron que, de forma general, la
recuperacion de los alérgenos decrece al disminuir el tamafio de la galleta, lo que atribuyen a que
la temperatura en el centro de la galleta aumenta al disminuir el tamafio. No se encontraron

estudios similares donde se haya evaluado el tamafio de la galleta.

2.3.3 Efecto de la formulacién en la deteccidon y cuantificacion de alérgenos con

pruebas ELISA

Los alimentos son matrices complejas en las que se generan interacciones entre sus

componentes, lo cual repercute en la capacidad de las proteinas alérgenas para acoplarse con los
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anticuerpos, generando una disminucién o aumento de la capacidad de las proteinas a unirse a
estos (Lacorn et al., 2018). El efecto del procesamiento sobre el desempefio de los kits ELISA ha
sido ampliamente estudiado. Por el contrario, del efecto de la composicién de la matriz sobre este
desempefio se encuentran pocos estudios, a pesar de que se reconoce la matriz como un factor

importante a considerar para el uso de estos kits (Torok et al., 2015).

El hecho de que la proteina puede perder su potencial alergénico beneficia a algunas personas
con alergias alimentarias, ya que aumenta la tolerancia a estos alimentos. Sin embargo, surge un
aspecto negativo considerando que esa incapacidad de la proteina para unirse a los anticuerpos
limita la deteccién de estas en los alimentos. Se ha visto que esta limitacion en la capacidad de
los Kits ELISA para detectar y cuantificar las proteinas alergénicas no necesariamente indica que la
proteina no es potencialmente peligrosa para las personas con alergias alimentarias (Al & Of,

2018).

También se ha descrito que la matriz alimenticia puede afectar la deteccién y cuantificacion de los
alérgenos, considerando si cuenta con uno o varios alérgenos en la matriz, lo que puede implicar
variaciones en los resultados debido a la reactividad cruzada que podrian presentar los antigenos
con los anticuerpos. Debido a esto es que se deben considerar factores como la formulacion, qué
tan homogénea es la matriz e, incluso, la cantidad y tipo de alimentos que la conforman (Térok et

al., 2015).

Toyosaki et al. (2006) estudiaron el efecto de la sal en masas de pan crudas y el producto
terminad, sobre la capacidad de unién de proteinas de huevo (ovomucoide (tipo Ill),
ovomacroglobulina (tipo Il), ovomucina (tipo ), ovoalbumina (tipo VII), ovotransferrina (tipo I) y
lisozima. Encontraron que la sal disminuyd la capacidad de unién con anticuerpos en las pruebas
ELISA, tanto en la masa cruda como en el pan; por ende, se disminuye la deteccidn. Sin embargo,
este efecto también ocurre con la unién a IgE en el cuerpo humano (medida in vitro con sueros
humanos), por lo que disminuye la capacidad alergénica del alimento (Toyosaki et al., 2006). El
dilema estd en si esa disminucion en la capacidad alergénica es suficiente para una cantidad

considerable de personas con alergia (European Food Safety Authority (EFSA), 2014).
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Otro estudio compard los resultados analiticos de cuantificacién con kits ELISA comerciales para
clara de huevo, caseina, soya y gluten en matrices modelo a base de harina de amaranto y
basadas en harina sin gluten. Los resultados muestran que las concentraciones medidas de las
muestras a base de harina de amaranto son mas bajas (diferencia significativa), a excepcién de las
masas y galletas que contenian soya. La harina de amaranto tiene mayor contenido de proteinas
y lipidos; ambos componentes estdn presentes en un nivel diez veces superior en comparacion
con la harina sin gluten. En consecuencia, es posible que los dos tipos de matrices conduzcan a
diferentes propiedades fisicas, solubilidad, etc. de las proteinas investigadas y / o afinidad
modificada por los anticuerpos (T6érok et al., 2015). Para esta investigacion no se estudio el efecto

sobre la capacidad alergénica de las formulaciones evaluadas.
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Capitulo 3. Hipdtesis y objetivos

3.1 Hipdtesis

La deteccidn y cuantificacidn de alérgenos de leche y huevo mediante pruebas ELISA en galletas se
ve afectada por las caracteristicas del kit usado, la geometria, los ingredientes de la formulaciény

el perfil de horneado de las galletas.

3.2 Objetivo general

Evaluar el efecto de diferentes condiciones de proceso en la fabricacién de galletas comerciales

sobre la deteccidn y cuantificacidn de los alérgenos leche y huevo mediante pruebas ELISA

3.3 Objetivos especificos

1. Comparar el desempefio analitico de tres kits tipo ELISA con los que se realizaran los
ensayos de los alérgenos leche y huevo.

2. Evaluar el efecto de la formulacién de galletas comerciales en la deteccién y
cuantificacion de los alérgenos leche y huevo

3. Evaluar el efecto de la geometria comercial de galletas sobre la deteccidon y cuantificacion
de los alérgenos leche y huevo en el producto final.

4. Evaluar el efecto del perfil de horneo de galletas a nivel industrial sobre la deteccién y

cuantificacion de los alérgenos leche y huevo.
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Capitulo 4. Articulo 1

Titulo:

Efecto de la formulacion comercial de galletas saladas en la cuantificacion de

alérgenos leche y huevo comparando tres kits ELISA

Resumen:

Introduccién: Las pruebas de ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas son los métodos mas
usados en Costa Rica y el mundo para la cuantificacién de alérgenos en alimentos. La matriz por
analizar puede tener un efecto en el nivel de cuantificacién con este tipo de pruebas.
Metodologia: Las galletas se elaboraron con formulaciones comerciales en una industria
alimentaria. Se utilizé la galleta tipo cracker tradicional e integral. Se utilizaron tres kits ELISA
comerciales diferentes, tipo sandwich (indicar las marcas de los kits), tanto para leche como para
huevo. Para cada kit se siguié el protocolo establecido por el proveedor. Resultados: Para el efecto
de la formulacién sobre la cuantificacidon de leche, se encontré un efecto significativo (P=0.0128)
en la interaccion del tipo de galleta y el kit. Se encontrd que el kit de R-Biopharm detecta en forma
diferente el alérgeno en las formulaciones evaluadas (P=0.004). Sobre el efecto de la formulacidn
en la cuantificacion de huevo se encontré una diferencia significativa (P=0.0451) entre las dos
formulaciones para los porcentajes de cuantificacion, en los tres kits. Conclusiones: El efecto de la
formulaciéon se puede presentar en algunos kits para la cuantificacidon de alérgenos en leche. Para
huevo se concluye que hay un efecto de la formulaciéon sobre la cuantificacién del kit,
independientemente de la marca usada. Alguin componente (probablemente la fibra) de galleta

integral tiene un efecto sobre la cuantificacién de los alérgenos estudiados.

Palabras clave:

Alérgenos alimentarios, formulacion, ELISA, cuantificacidn, galletas
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1. Introduccion

En la Regién Latinoamericana, en general, se cuenta con pocos estudios o estudios con
limitaciones importantes sobre la prevalencia de alergias alimentarias y los principales alérgenos
(Sanchez & Sanchez, 2013) y Costa Rica no es la excepcién. Se han reconocido un grupo de ocho
alérgenos a nivel internacional como los causantes de la mayoria de las reacciones alérgicas;
dentro de este grupo se incluyen la leche y el huevo (Al & Of, 2018). A nivel mundial, se cuenta
con datos en los que se reporta una prevalencia de alergia a leche en nifios menores de 3 afios de

hasta un 4% y de alergia a huevo de hasta un 2% en esa misma poblacidn (Dunlop & Keet, 2018).

Durante muchos afios la industria de alimentos ha cubierto su responsabilidad en el tema al
brindar informacion de alérgenos a los consumidores mediante la declaracidon de ingredientes y
avisos precautorios en el etiquetado; sin embargo, esto ha conducido a un uso casi indiscriminado
de esos avisos, lo cual conlleva a limitar la oferta de consumo de alimentos pre empacados para
consumidores alérgicos, con lo cual se puede ver afectada la disponibilidad a ciertos alimentos por

estas personas.

Cuando un alérgeno es parte de la formulacién, y se declara como tal en el etiquetado, no
representa normalmente un riesgo. El problema real son los alérgenos no declarados, que para la
persona alérgica implica un riesgo inminente si lo consume (Taylor et al., 2014). La no declaracién
del alérgeno puede ocurrir por factores como: ausencia de un programa de gestion de alérgenos
en la industria (Programa Federal de Control de Alimentos de Argentina, 2017) o por estar en una
cantidad no detectable por los métodos analiticos. Esto ultimo puede deberse a que la
concentracion del alérgeno estd por debajo del limite de deteccidn o cuantificacidon o porque hay
una transformacion en la estructura de las proteinas provocada por diferentes factores
relacionados con la composicién y el procesamiento, y esto afecta su capacidad de deteccién y

cuantificacién, pero no su capacidad alergénica (Hattersley et al., 2014).

Las pruebas de ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA, por sus siglas en inglés) son en

la actualidad los métodos cuantitativos mas usados en Costa Rica y en el mundo para la deteccién
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y cuantificacidn de alérgenos en alimentos (Garber et al., 2020). El efecto del procesamiento sobre
el desempefio de los kits ELISA ha sido ampliamente estudiado; por el contrario, del efecto de la
composicion de la matriz sobre este desempefo se encuentran pocos estudios, a pesar de que se

reconoce la matriz como un factor importante a considerar para su uso (Torok et al., 2015).

Durante las reacciones alérgicas, el antigeno (alérgeno) se acopla con el anticuerpo que genera la
reaccion alérgica. Bajo este mismo fundamento, los kits ELISA cuentan con anticuerpos capaces de
reconocer un antigeno especifico en los alimentos y por diversos métodos generar una sefal que
se detecta en un equipo especifico. Los alimentos son matrices complejas, en las que se generan
interacciones entre sus componentes, lo cual repercute en la capacidad de las proteinas
alergénicas para acoplarse con esos anticuerpos, generando una disminuciéon o aumento de la
capacidad de las proteinas a unirse a estos (Lacorn et al., 2018). Esos cambios en la capacidad de
unién con anticuerpos podrian presumir un cambio en el potencial alergénico de la proteina,

aumentandolo o disminuyéndolo.

El hecho de que la proteina puede disminuir su potencial alergénico, beneficia a algunas personas
con alergias alimentarias, ya que aumenta la tolerancia a estos alimentos. Sin embargo, se ha visto
que lo anterior puede representar una limitacion en la capacidad de los Kits ELISA para detectar y
cuantificar las proteinas alergénicas y no necesariamente indica que la proteina no es

potencialmente peligrosa para las personas con alergias alimentarias (Al & Of, 2018).

También, se ha descrito que la matriz alimenticia puede afectar la deteccidn y cuantificacidn de los
alérgenos, considerando si cuenta con uno o varios alérgenos en la matriz, lo que puede implicar
variaciones en los resultados por la reactividad cruzada que podrian presentar los antigenos con
los anticuerpos. Debido a esto es que, para la seleccién de un método analitico para la deteccién y
cuantificacion de alérgenos, se deben considerar factores como la formulacién, qué tan
homogénea es la matriz e, incluso, la cantidad y tipo de alimentos que la conforman (Torok et al.,

2015).

Las galletas son alimentos cominmente consumidos en Costa Rica, con una ingesta promedio

diaria de 12 g en la poblacién de 15 a 65 afios del drea urbana (Guevara-Villalobos et al., 2019),
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gue estdn compuestas por una gran variedad de ingredientes; por lo tanto, representan un desafio
analitico para la deteccién y cuantificacion de alérgenos por medio de las pruebas ELISA. El
objetivo de esta investigacion es evaluar el efecto de la formulacidon comercial de galletas saladas
en la cuantificacién de leche y huevo comparando el desempefio analitico de tres kits ELISA

disponibles comercialmente en Costa Rica.

2. Materiales y métodos

2.1 Materiales

La formulacién, elaboracidn y procesamiento de las galletas se llevd a cabo en la compaiiia de
galletas Pozuelo DCR.SA, que distribuye sus productos a nivel centroamericano. Esta planta se
ubica en San José, Costa Rica. La empresa cuenta con un programa de Gestién de Alérgenos que
va desde la recepcidon de la materia prima hasta el empaque, también cuenta con certificacion
FSSC 22000 y por estas razones fue seleccionada para trabajar esta investigacién. El estudio se

realizé en la linea de produccién de galletas tipo cracker.

Se utilizdé la formulacion de galleta tipo cracker tradicional y la de galleta integral, sin
modificaciones. La diferencia entre estas formulaciones es que la galleta integral contiene tres
ingredientes que la tradicional no tiene, estos son: salvado limpio, dextrosa monohidratada vy
edulcorante. Ambas formulaciones cuentan con el mismo flujo de proceso, lo cual permite evaluar

el efecto de la formulacion.

Para la contaminacion con huevo se utilizé el material de referencia NIST 8445 (valor de fraccién
de masa de referencia = 48% +/- 1%) y para el experimento con leche se usé el material de
referencia certificado para alérgenos MoniQA MQA082016 (17 mg/kg de proteina de leche). La
contaminacion de las masas se dio en un ambiente controlado ya que estos son alérgenos que el
producto no contiene en su formulacién. Cabe indicar que el blanco (masa cruda sin contaminar)
resulté negativa para trazas de estos alérgenos, es decir solamente se contabilizd la cantidad del

alérgeno que se le adiciond de forma intencional.
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2.2 Contaminacion de las masas y elaboracion de las galletas

Debido a que las masas se contaminaron en la empresa en la que se producen y las cantidades con
gue trabajan son muy grandes, se decidié contaminar las masas con el alérgeno una vez que
estaban moldeadas, antes de ser horneadas. Se trabajé con las masas del final del lote de
produccidn de galleta tipo cracker tradicional y se aprovechd el cambio de masa a galleta integral;
por lo tanto, para el segundo producto las galletas contaminadas fueron las del inicio de la
produccidn. Entre los cambios de masa se realizdé una limpieza de la linea de produccidn y se tomd
masa sin contaminar (o blanco), la masa cruda contaminada y el producto final para ambas

formulaciones.

Ninguna de las dos formulaciones contiene huevo o leche como ingredientes de la formulacién,
por lo que ambas se contaminaron con proteina de huevo y proteina de leche con los materiales
de referencia mencionados anteriormente. El nivel de concentracidn se establecié considerando
la mayor cantidad de material de referencia disponible para poder asegurar una mejor
distribucidn del alérgeno. El calculo de proteina se hizo por el peso de cada galleta y se establecié

el siguiente protocolo de contaminacion.

Se realizd una solucidn con los dos alérgenos en las concentraciones establecidas. Para el lote 1
estas concentraciones difirieron de las de los lotes 2, 3 y 4, debido a la disponibilidad del material
de referencia al momento de preparar cada ensayo, siendo 200 y 100 ppm de huevo y 138 y 500
ppm de leche, respectivamente. Los resultados se reportaron como el porcentaje de alérgeno
detectado en la galleta con respecto a la concentracién detectada en la masa cruda para no
considerar las otras fuentes de variacién como el efecto matriz y que el Unico factor que se

reporte sea la formulacién.

Adicionalmente, se cuantificd la cantidad del alérgeno leche y huevo con cada uno de los
respectivos kits en los materiales de referencia, esto para conocer el desempeiio del kit ante el
material de referencia sin tener un efecto matriz. Para calcular el porcentaje de recuperacion se
aplicaron los factores indicados por cada kit para convertir el resultado a proteina de leche o

huevo, esto porque no siempre el resultado de los kits se expresa en mg/kg (ppm) de proteina del
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alérgeno. Esta determinacidn se realizd por triplicado.

Por ultimo, se compard el porcentaje de cuantificacion de los alérgenos en la masa cruda con
respecto a la cantidad con la que se contaminé y el porcentaje de cuantificacidon obtenido con el
material de referencia. Esto con el fin de identificar si se presenté algun efecto matriz. Para efectos
de este estudio, se entiende como efecto matriz el efecto en la cuantificacidon del alérgeno en la
masa cruda, comparado con el comportamiento del kit ante la cuantificacién del material de
referencia. El efecto de la formulacién es el comportamiento de cuantificacion entre las dos
diferentes formulaciones de galleta eliminando el efecto matriz en las masas crudas; es por esto
gue el porcentaje de cuantificacidon para determinar el efecto de la formulacién es con respecto a
la cantidad detectada en la masa cruda de forma analitica y no con respecto a la cantidad

contaminada.

Se realizé una solucién para cada masa cruda (para asegurar mejor distribucién del alérgeno).
Cada solucion se mezcld con un Vortex por aproximadamente 10 minutos. Con una micropipeta y
puntas nuevas para cada masa y galleta se procedié a contaminar adicionando 115 pl de la
solucidn con los alérgenos en el centro de la galleta (Figura 6). Antes de la contaminacién se
verificod el peso promedio de las galletas para asegurar que era con el que se habia realizado el

calculo de ppm.

Figura 6. Contaminacidn de las galletas con una gota de la solucion de leche y huevo.

Con respecto al horneado de las galletas, las condiciones (temperatura, tiempo, flujos de aire y
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eficiencia de la llama del horno) fueron las mismas para ambas formulaciones. Si es importante
aclarar que el horneado, aunque fue el mismo para ambas formulaciones, tiene un efecto
diferente sobre los componentes de una matriz alimentaria. Este efecto se contempla dentro de lo

que se esta reportando como efecto de la formulacion.

2.3 Recoleccion y andlisis de las muestras

Se recolectaron muestras de cuatro lotes diferentes, en distintas semanas de produccién. Cada
lote contaminado se recolecté y procesé completo para asegurar que todo el alérgeno adicionado
fue recuperado. Las masas y galletas se empacaron en bolsas pldsticas y se trasladaron al
laboratorio de quimica del Centro Nacional de Ciencia y Tecnologia de Alimentos (CITA) ubicado en
la sede Rodrigo Facio de la Universidad de Costa Rica, San Pedro de Montes de Oca, San José,

Costa Rica, donde fueron realizados los analisis de cuantificacion mediante la técnica ELISA.

Las muestras se almacenaron a -80°C hasta su analisis. Se analizaron las masas crudas sin
contaminar (blanco), contaminadas y las galletas una vez horneadas. Las masas se liofilizaron para
lograr una mejor distribucion de los alérgenos, pero, como las galletas tenian una humedad
relativamente baja (5.9-7.3 g/100g), no se requiridé hacerles este proceso. A cada muestra se le
analiz6 la humedad por el método de analisis 935.39A AOAC. Los resultados se presentan en
porcentaje de cuantificacion en base seca para cada alérgeno partiendo de la cantidad analitica

determinada en las masas crudas contaminadas.

2.4 Métodos ELISA

Se utilizaron tres kits analiticos tipo ELISA sandwich de diferentes casas comerciales. Para cada kit
se siguio el protocolo establecido en el inserto que incluye y se solicitaron algunas aclaraciones a
los proveedores cuando surgieron dudas. De cada muestra se analizaron dos réplicas. Cada kit
tiene sus particularidades en cuanto a la cantidad de muestra para el analisis, si el buffer de
extraccion requiere algun aditivo adicional, el tiempo y condiciones de incubacién en el bafio de
agua (temperatura y agitacion) para realizar la extracciéon y el tiempo de centrifugacion (en

algunos kits este paso se omite).
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Para el montaje de la placa de microtitulacidn, igualmente, se presentan particularidades segin
los kits, en cuanto a si se contempla alguna dilucién, los tiempos de incubacién y sus condiciones;
por ejemplo, agitacion o no. La cantidad de lavados por muestra también varia entre kits. En
algunos kits se especifica que la adicidon del cromdéforo debe ser en condiciones de oscuridad y su

posterior incubacién también; otros kits no especifican este aspecto.

Por ultimo, la longitud de onda a la que se debe hacer la lectura es otro parametro variable. En el
Cuadro 5 se muestran las caracteristicas de los kits comerciales de ELISA para analisis de leche y

huevo utilizados en el experimento.

Cuadro 5. Caracteristicas de los kits comerciales de ELISA para andlisis de leche y huevo utilizados

para el experimento.

Nombre del Kit Especificidad Limite deteccion L|m'|t.e d?, Expresion de
cuantificacion resultados
ELISA RIDASCREEN® Caseinasy la 0.7 mg/kg (ppm) 2,5 mg/kg (ppm) mg de proteina de
Fast Milk Blactoglobulina (B-LG) de proteina de de proteina de leche/ kg de
R- Biopharm de la leche de vaca leche leche galleta (ppm)

Veratox Total Milk

Allergen Caseinas y proteinas de ppm de leche en
Quantitative 8470  suero Lppm 2:5-25 ppm polvo descremada
Veratox
Leche bovina Proteina total de leche 5 8 bob 1 obm f;tr; 3: lperf;:ma
entera 3M bovina < PP PP .
bovina

Huevo entero de Huevo entero de
RIDASCREEN®FAST  Proteinas de la clara de 0,10 mg / kg (ppm) 0,5 me / kg (ppm)

. . L (corresponde a (corresponde a mg / kg de huevo
Ei / Egg Protein huevo ovoalbiminay 0,03 mg/ kg (ppm) 0,13 mg / kg (opm) entero en polvo
R-Biopharm ovomucoide ’ & , § PP ’ & , & PP P '

de proteina de de proteina de
clara de huevo) clara de huevo)

Anticuerpos contra

Ovomucoide (Gal d1),
Ovoalbumina (gal d2), 1 ppm
Ovotransferrina (Gal

d3}9y Lisozima

2.5-25 ppm (100— ppm de proteina
1000 ng/mL) de huevo

Egg veratox
Veratox
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Kit ELISA para
Proteina de Clara
de Huevo 3M

ppm de clara de
huevo

Anticuerpo anti-clara de

huevo 2,1ng/mL(ppb) 0,5 ppm

Para cada kit se utilizé el software indicado por cada casa comercial. En el caso de los kits de R-
Biopharm se aplica un factor de dilucién contemplado en los estandares de 100 y 50 para ELISA
RIDASCREEN® Fast Milk y RIDASCREEN® FAST Ei/Egg Protein, respectivamente. Los factores de
dilucion adicionales se incluyeron en el software para el calculo. Para el caso de los kits Veratox
Total Milk Allergen Quantitative y Egg veratox no se indica algun factor de dilucidn es propio del kit

y los adicionales de igual forma se incluyeron en el software para ser contemplados en el calculo.

Con respecto a los kits Leche bovina entera y Kit ELISA para Proteina de Clara de Huevo de 3M se
indica que tienen un factor de dilucidon de 100, mas cualquier otra dilucién que se realice. Esos
datos no se pueden incluir en el software que provee la empresa; por lo tanto, se realizaron los
calculos por aparte. Ademas, los resultados se deben pasar de ppb a ppm. Las férmulas aplicadas
para estos calculos son las siguientes.

[1] ppb calculado por software a partir de absorbancia *100 = ppb contemplando dilucién del kit
[2] ppb contemplando dilucion del kit * factor de dilucién adicional = ppb cuantificadas en la
muestra

[3] ppb obtenida / 1000 = ppm cuantificada en la muestra

En cuanto a la calidad de los analisis, para cada corrida realizada con los kits R-Biopharm y Veratox
— Neogen se monté como control material de referencia, esto con la finalidad de obtener el
estadistico de desempenfio Z. Para todas las pruebas con estas dos marcas de kits, tanto para leche
como para huevo, se obtuvo un valor Z satisfactorio (menor o igual a 2 o -2) con respecto al valor
obtenido en la ronda interlaboratorios FAPAS 27204, 2017, para ambos alérgenos. Para los kits de
3M no se contaba con datos de este tipo, por lo que el pardmetro de calidad fue que el porcentaje
de cuantificacion del material de referencia se encontrara en el rango aceptable para pruebas

ELISA (50-150%) (Abbott et al., 2010).
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2.5 Andlisis estadistico

Se utilizd un diseno experimental estadistico de bloques completos al azar, donde el bloque estuvo
representado por cada lote, que a su vez coincide con cada repeticidén. Para el andlisis del efecto
matriz, se usé un arreglo factorial 3 x 2 con los siguientes factores: los Kits analiticos (3 kits
diferentes) y las matrices (material de referencia y masa cruda de galleta tipo cracker tradicional).
La variable respuesta fue el porcentaje de cuantificacion con respecto a la cantidad de proteina
certificada en el caso del material de referencia y el porcentaje de cuantificaciéon con respecto a la
concentracion con la que se contamind la masa cruda del alérgeno. Se realizé un ANDEVA con un
nivel de significancia del 5% en el que se evaluaron las significancias de los efectos simples de los
factores y su interaccién. Al encontrar significancia (P < 0,05) se realizé la prueba de Tukey para

identificar las diferencias.

Con respecto al efecto de la formulacidn, se usé un arreglo factorial 3 x 2 con los siguientes
factores: los Kits analiticos (3 kits diferentes) y las formulaciones (2 formulaciones diferentes). La
variable respuesta fue el porcentaje de cuantificacidon con respecto a la concentracién detectada
en la masa cruda del alérgeno. Se realizé una ANDEVA con un nivel de significancia del 5% en el
cual se evaluaron las significancias de los efectos simples de los factores y su interaccién. Para
analizar la interaccién se utilizd la comparacion de Bonferroni para un nivel de significancia de
0.017 (usando las pruebas de contraste entre la interaccion). El andlisis estadistico se realizé en el

software JMP® Pro 9.0.2.

3. Resultados

Debido a que en todos los casos los kits detectaron los alérgenos, los resultados estan planteados

en funcidn de la cuantificacion.

Se realizdé una prueba de porcentaje de recuperacién para el material de referencia, con la que se
pretendia verificar la tendencia de cuantificacién de cada kit ante el material de referencia solo,
sin un posible efecto matriz interfiriendo. En el Cuadro 6 se muestran los resultados del

porcentaje de recuperacién del material de referencia para cada kit estudiado.
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Cuadro 6. Porcentaje de recuperacion e intervalo de confianza para la verificacion de cada
kit con el material de referencia

Alérgeno R-Biopharm Veratox 3M
Promedio + IC

Leche (MQA082016, 17 mg/kg) 130+1 3510 70+1

Huevo (NIST 8445, 48% +/- 1) 11043 180+1 200+ 15

Las tendencias en cuantificacién, incluso con el material de referencia certificado, fueron

diferentes entre los kits.

Cuadro 7. Porcentaje de recuperacion para cada kit entre el material de referencia y la
masa cruda de galleta tipo cracker tradicional contaminada

Kit R-Biopharm Veratox 3M
Alérgeno  Matriz Promedio® + IC
Material referencia 130+10° 35+2° 70452
Leche Masa cruda tradicional contaminada 20+10° 30+10° 200+50°
Material referencia 110+5° 200+10° 205+15°
Fluevo Masa cruda tradicional contaminada 120+10° 100+20° 75+10°

1/Para cada alérgeno por separado letras distintas en una misma columna denotan diferencia significativa (P
< 0,05). El material de referencia tuvo tres repeticiones, la masa cruda contaminada tradicional tuvo 4

repeticiones.

En el Cuadro 7 se puede observar un efecto matriz tanto para leche como para huevo
dependiendo del kit (P=<0.001). Se encontrd este efecto para los kits de R-Biopharm y 3M, debido
a que el comportamiento de cuantificacién entre el material de referencia solo y la masa cruda fue
diferente. Este efecto no se encontrd para el kit Veratox, debido a que la subestimacion fue igual
en el material de referencia y en la masa cruda. En cuanto a huevo, no se observé un efecto matriz
en el kit de R-Biopharm debido a un comportamiento similar entre la cuantificacion del material
de referencia y la masa cruda. Para los kits de 3M y Veratox si se encontré un efecto matriz con
este alérgeno. Debido a lo encontrado en este analisis preliminar es que se decidié partir de la
concentracién detectada de forma analitica en la masa cruda contaminada y asi anular las

interferencias generadas por la matriz y poder determinar el efecto propiamente de la
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formulacion.

En el Cuadro 8 se puede observar el resultado del Porcentaje de cuantificacién de los alérgenos

leche y huevo para las formulaciones de galleta tradicional y galleta integral

Cuadro 8. Porcentaje de cuantificacion de los alérgenos leche y huevo para las formulaciones de

galleta tradicional y galleta integral.

Kit R-Biopharm Veratox 3M
Alérgeno Tipo de galleta Promedio® + IC (n=4)
Tradicional 50 + 20° 40+20° 90+50°
Leche
Integral 140+40° 70+50° 50+20°
Tradicional 4+2° 4+2° 5+2°
Huevo
Integral 3+1° 3+2° 3+2°

1/Para cada alérgeno por separado letras distintas en una misma columna denotan diferencia significativa (P

<0,05)

Se encontré que existe interaccién (P=0.0128) entre los efectos formulaciéon y kit, por lo que el
efecto de la formulacion en cada tipo de galleta depende del kit que se utilizd para la
cuantificacion del alérgeno leche. Los kits de Veratox y 3M no presentaron diferencia entre las
formulaciones (P=0.1675 y 0.2041, respectivamente). Para el kit de R-Biopharm se encontré una
diferencia significativa entre las formulaciones (P=0.004), donde el porcentaje de cuantificacién en

la galleta tipo cracker integral fue mayor al de la masa cruda.

En cuanto al efecto de la formulacion sobre la cuantificacion de huevo, se encontrd una diferencia
significativa (P=0.0451) entre los porcentajes de cuantificacion para las dos diferentes
formulaciones, en los tres kits. La tendencia en los tres kits fue a una mayor cuantificacion en la
formulacion tradicional. Para la interaccidon entre el kit y el tipo de galleta no se encontré efecto
(P=0.5076), lo que refleja que este efecto, contrario a lo encontrado con leche, no depende del kit

con el que se analizaron las muestras.
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4. Discusion

Se obtuvo que al analizar el material de referencia solo, sin estar incorporado en alguna matriz, se
observa mucha variabilidad entre los kits. Para el alérgeno leche se observé una sobreestimacion
con el kit de R-Biopharm, y una subestimacion por parte de los kits Veratox y 3M. Para huevo,
todos los kits sobreestimaron, en alguna medida, la cantidad de proteina en el material de
referencia. Por lo tanto, se evidencia que entre los kits existen resultados variables en la
cuantificacion de los alérgenos. Lo anterior puede estar relacionado con la especificidad de los kits
en aspectos como la capacidad de extraccion de la proteina de la muestra y la eficacia de los

anticuerpos utilizados para detectar la proteina (Hayward et al., 2010).

La capacidad de extraccion de la proteina puede influenciarse también por los componentes de la

matriz alimentaria y el tipo de alérgeno a detectar. La extraccién cuantitativa y la recuperacion de
los residuos alimentarios alergénicos de la matriz es quizas la preocupacion mas importante. Las
proteinas pueden perder solubilidad en las matrices alimentarias por muchas razones, incluido el
pH, las modificaciones quimicas y los fenémenos de agregacién. Ademads, la matriz alimentaria
puede contener componentes que interfieren con el ELISA al inhibir la unién antigeno-anticuerpo,

reaccionar con epitopos o tener una actividad enzimatica interferente (Taylor et al., 2009).

Si bien no hay un resultado contundente del efecto de la formulacién sobre la cuantificacion de
leche con estas formulaciones, al haberse encontrado en un kit es recomendable investigar sobre
el eventual impacto que podria tener una formulacidn especifica en la eficacia de la cuantificacidn
del kit utilizado. Con respecto al kit R-Biopharm, el resultado obtenido puede deberse a que la
formulaciéon de galleta tipo cracker integral incluye componentes (especialmente fibra) que
podrian tener un efecto en los resultados al interactuar con los componentes de la formulacién
tradicional para generar especies que son reconocidas por los anticuerpos del kit como proteina

alergénica.

Aungue no se encontraron estudios sobre el efecto de la fibra dietética en la deteccién vy
cuantificacion de alérgenos en alimentos mediante métodos ELISA, si se ha estudiado el efecto de

dietas altas en fibras sobre la modulacidon inmunitaria, encontrando un efecto protector ante
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alergias alimentarias, sin embargo, son mecanismos complejos que se encuentran en estudio
(Wang et al., 2021). Estos hallazgos in vivo no necesariamente se pueden extrapolar a la deteccién
y cuantificacidon en alimentos, pero dan indicios de la necesidad de estudiar mas el efecto de la

fibra contenida en la matriz alimentaria en la deteccién de alérgenos.

Ademas, el efecto del horneado, si bien es el mismo sobre ambas formulaciones, puede afectar en
forma distinta por la naturaleza de los componentes y la modificacién estructural y quimica que
experimentan los alérgenos en el tratamiento término al interactuar con componentes de la
matriz, dando como resultado una menor solubilidad / extraccién de las proteinas, tal y como lo
indican Monaci et al. (2011). Estos autores afirman que, como la aplicacion de temperaturas
superiores a 100 °C puede producir reacciones de Maillard, se pueden formar productos Amadori,
modificando asi la deteccidn y cuantificacion y también la capacidad alergénica general del

alimento especifico.

Las proteinas del suero de la leche presentan cominmente epitopos conformacionales que son
muy termolabiles, por lo que al aplicar calor se induce la hidrdlisis térmica de las proteinas y se
evita la union de IgE especifica. En el caso de las B-LG se ha observado que tratamientos térmicos
vigorosos (121 °C durante 20 minutos), pueden incluso aumentar algunas caracteristicas

alergénicas, formandose nuevas estructuras inmunolégicamente reactivas (Fiocchi et al., 2016).

La B-LG es la proteina mas reactiva por el potencial de reticulacién y agregacidn. Su extraccién
requiere condiciones reductoras y sales caotrépicas, ademds de temperaturas de extracciéon de
100 °C para prevenir el entrecruzamiento y la agregacién, que conducen a una reduccion en la
deteccion y cuantificacién (Lacorn et al., 2018). Solamente en el kit de R-Biopharm se hace una
extraccion en bafio de agua a 100°C por 10 minutos y otra a 60°C por 10 minutos, para los otros
dos kits la extraccion se lleva a cabo a 60 °C por 15 minutos para Veratox y 25 minutos para 3M.
Con esto se puede inferir que el kit de R-Biopharm podria tener un mejor resultado en cuanto al
proceso de extraccidn de la proteina y, por ende, esto podria explicar por qué se detectd en la

galleta tipo cracker integral un porcentaje mayor de leche con este kit (140%).

En el Cuadro 6 se observa como, de forma general, el kit R-Biopharm tuvo valores de
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cuantificacion mds altos; solamente para la galleta tipo cracker tradicional no se presentd esta
tendencia. Otro aspecto importante de resaltar es que el rango de porcentaje de cuantificacién
aceptable para kits ELISA es de 50 a 150% (Abbott et al., 2010) y solamente para el kit de R-
Biopharm los porcentajes de cuantificacién de leche para ambas formulaciones se ubicaron en

estos valores.

El andlisis de huevo demostré que para este alérgeno si se presenta un efecto de la formulacidn
independientemente del kit con el que se realice la cuantificacién. Es importante resaltar que los
porcentajes de cuantificacion de huevo en las galletas fueron muy bajos con todos los Kkits,
menores al 5%. Khuda et al. (2012) encontraron algo similar al evaluar la cuantificaciéon de huevo
en galletas dulces con 5 diferentes kits ELISA, en ninguna de las muestras después del tratamiento

térmico se recuperd mas del 15% de huevo (Khuda et al., 2012).

La subestimacién del alérgeno de huevo de los alimentos procesados es bien conocida y ha
motivado la evaluacidn de pardmetros criticos de las pruebas ELISA, como la extraccién de
proteinas de huevo de una matriz procesada, el uso de anticuerpos anti-huevo procesados
térmicamente en la cuantificacion de proteinas modificadas y la utilizacion de matrices modelo

contaminadas con estandares (Nguyen et al., 2019), como las matrices evaluadas en este estudio.

Nguyen et al. (2019) estudiaron el efecto del buffer de extraccion sobre la deteccién vy
cuantificacion de huevo en diferentes matrices. Encontraron que los ensayos que utilizaron
extractos con buffer de solucidn salina con fosfato (PBS, por sus siglas en inglés) mostraron una
variacion notable en la recuperacidn de proteinas de huevo entre las matrices de prueba, entre
ellas galletas (entre 38 y 68% de recuperacidn), sobreestimando los niveles de huevo en el
chocolate templado y subestimando los niveles de huevo en las matrices de alimentos horneados.
El kit de Veratox especifica que la sustancia de extraccidén es PBS, los otros dos kits no especifican

el tipo de sustancia.

Se quiere evidenciar cémo diferencias metodoldgicas entre los kits generan efectos en los
resultados. Por ejemplo, para hacer este tipo de estudio el kit de 3M requiere diluciones muy

grandes debido al nivel de contaminacién de la muestra con leche y a que el kit reporta en ppb (la
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curva de calibracién de este kit va de 0 a 810 ppb), lo que hace que el resultado tenga una mayor
incertidumbre. sin embargo, el tener una sensibilidad de ppb representa una ventaja a nivel
practico por poder detectar cantidades mads pequenfias. El nivel de contaminacién de las masas con
el material de referencia de huevo fue menor que el de leche, lo que implicd una menor diluciéon

de las muestras.

No se encontraron estudios publicados que hayan evaluado el efecto de matrices alimenticias con
y sin fibra sobre la cuantificacidon de alérgenos de leche y huevo en alimentos. Aunque en este
estudio no se puede concluir que efectivamente la fibra tiene un efecto, se concluye
estadisticamente que para el caso del huevo la formulacién presenta un efecto, y en el caso de la
leche se vio el efecto solamente en uno de los kits utilizados. Lo anterior pone en evidencia el
papel de las matrices y formulaciones en la cuantificacion de alérgenos por ELISA; por ejemplo, se
ha descrito interacciones con compuestos en una matriz alimentaria como polifenoles y taninos

(Koerner et al., 2013).

Toyosaki et al. (2006) estudiaron el efecto de la adicidn de sal al pan y la capacidad de deteccién y
cuantificacion con ELISA, y encontraron que la sal disminuyé la capacidad de unidn con
anticuerpos en las pruebas ELISA, lo que disminuyd la deteccidon y cuantificacion. este efecto
también ocurre con la unién a IgE en el cuerpo humano e implica la reduccion de la capacidad
alergénica del alimento (Toyosaki et al., 2006). Sin embargo, de manera general, no se puede
asegurar que una disminucidn de la deteccién automaticamente implique una disminucién de la

capacidad alergénica de los alimentos (European Food Safety Authority (EFSA), 2014).

Platteau et al. (2011), en su estudio sobre deteccion cuantitativa de avellana en galletas,
encontraron que, aunque la técnica ELISA parecia ser mas sensible en comparacién con la PCR en
tiempo real, ambas técnicas de deteccidon adolecian de efectos de matriz y carecian de robustez
con respecto al procesamiento de alimentos. Como estos impactos fueron muy variables entre los
diferentes ensayos evaluados (tanto ELISA como PCR en tiempo real), no se pudo llegar a una
conclusién firme sobre qué técnica es la mas adecuada para detectar la avellana en productos

alimenticios (procesados) (Platteau et al., 2011).
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5. Conclusiones

Se observa un efecto matriz importante para ambos alérgenos con la masa de galleta tradicional;
este efecto depende del kit usado. El hecho de que no se presente este efecto no necesariamente
indica buena cuantificacion, esto porque, en el caso de un kit, no se evidencid que la matriz
interfiriera en la cuantificacidon al compararla con el material de referencia; sin embargo, tanto en

la galleta como en el material de referencia se tuvo un porcentaje de cuantificacién bajo (<50%).

Para el caso de la cuantificacién de leche, no se puede concluir que hay un efecto de la
formulacién porque los kits muestran diferentes resultados y tendencias, por lo que el método
analitico no es contundente para definir si la matriz influye sobre la cuantificacidn de leche. Sin
embargo, se puede concluir que el efecto se puede eventualmente presentar en algunos kits. Con
la matriz estudiada se concluye que algin componente de la formulacién de galleta integral
(probablemente la fibra) tiene un efecto de sobreestimacién de la cuantificacion de leche cuando

se utiliza el kit de R-Biopharm.

Con respecto a huevo, se concluye que si hay un efecto de la formulacién sobre la cuantificacion,
posiblemente atribuible a la cantidad de fibra de la formulacién de galleta integral en comparacién
con la galleta tradicional, que provoca una disminucién en el porcentaje obtenido. Resulta muy
relevante continuar mejorando los métodos analiticos para que la industria alimentaria pueda
tener mds confianza en lo que se reporta en las etiquetas de los productos y esto favorezca a los

consumidores con sensibilidad a alimentos.

Una misma formulacidon contaminada con dos alérgenos diferentes presenta efectos diferentes,
como se muestra en los resultados de esta investigacién. Por ejemplo, para leche, solamente el kit
de R-Biopharm mostré un comportamiento de cuantificacion diferente entre las formulaciones,
mientras que, para huevo, con todos los kits se encontré diferencia en el comportamiento de

cuantificacion.

Los kits tipo ELISA tienen limitaciones; sin embargo, son el método de alcance generalizado para

deteccién y cuantificacion de alérgenos en alimentos, y especialmente con fines de etiquetado de
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alérgenos y cumplimiento de legislacién. Debido a esto se hace muy necesario desarrollar
investigacion sobre factores que afectan la deteccién y cuantificacion, y buscar alternativas para

mejorarlos y asi minimizar los riesgos para los consumidores con alergias alimentarias.
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Capitulo 5. Articulo 2

Efecto del procesamiento industrial de galletas saladas en la cuantificacidn de los alérgenos leche

y huevo con tres kits ELISA

Resumen:

Introduccién: El procesamiento de los alimentos puede generar limitaciones en la deteccidon y
cuantificacion analitica de alérgenos. Factores como la geometria o el tratamiento térmico pueden
influir en la veracidad de los resultados de los ensayos. Metodologia: La geometria se evalud con
dos moldes de galleta tipo cracker (tradicional y XL). El efecto del horneado se evalué con la
galleta tipo cracker tradicional. Para ambos experimentos se tomaron muestras de 4 lotes y se
analizaron con tres kits diferentes para andlisis de leche y huevo, en forma independiente.
Resultados: El efecto de la geometria se observd para la cuantificacién de huevo (P= 0.0228) pero
no para la de leche (P= 0.4335), independientemente del kit analitico utilizado. El efecto
disminucién de cuantificacion posterior al horneado se presenta por igual independientemente
del kit utilizado (P=0.4245) para huevo. La cuantificaciéon de huevo posterior al horneado es entre
4 y 5%. Para los alérgenos de la leche no se encontré diferencia significativa en la cuantificacion
posterior al horneado entre los kits (P=0.1682), lo que se debe a la variabilidad de los datos entre
los kits. Conclusiones: El tratamiento térmico impacta la eficacia de los kits para lograr detectar la
cantidad real de alérgenos en los alimentos. Se debe evaluar el desempefio analitico de un
método con la matriz que se quiere analizar para conocer si es adecuado y qué tanto impacto
puede tener el procesamiento en la cuantificacién de los alérgenos.

Palabras clave:

Alérgenos alimentarios, ELISA, cuantificacion, procesamiento, capacidad alergénica
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1. Introduccion

Cada dia se hace mas evidente que las alergias alimentarias representan un problema de salud
publica a nivel mundial. Algunos paises han documentado prevalencias mayores a 10% en nifios
(Loh & Tang, 2018) y en adultos cerca del 6% (Sanchez et al.,, 2019). La complejidad de los
mecanismos por los cuales ocurren tanto alergias como intolerancias a alimentos complica

bastante determinar factores causales.

Por otro lado, la severidad de la sintomatologia cada vez causa mas muertes, lo que ha llevado a
gue las regulaciones en la comercializacion de alimentos a nivel mundial consideren este peligro,
obligando a las industrias procesadoras a asumir la responsabilidad de informar a los
consumidores con alergias o intolerancias en forma clara y veraz sobre el contenido alergénico de
cada alimento pre empacado, con la finalidad de proteger la integridad de su salud (Lee et al.,

2013; Surojanametakul et al., 2012).

La tendencia en cuanto a legislacién en paises mds avanzados en el tema de gestién de alérgenos
en industria alimentaria es clara en permitir los avisos precautorios solamente cuando la empresa
compruebe que no tiene forma de asegurar que el producto sea libre de uno o mas alérgenos,
esto mediante sistemas de gestién de alérgenos en alimentos (Al & Of, 2018; Lopez, 2017;

Programa Federal de Control de Alimentos de Argentina, 2017).

En los programas de gestion de alérgenos se incluye la verificacidon analitica de presencia de
proteinas alérgenas en los alimentos y el entorno de produccidn. A nivel mundial y en Costa Rica
las pruebas de ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA, por sus siglas en inglés), son
muy utilizadas para evaluar la presencia de alérgenos en alimentos (Garber et al., 2020). Las
declaraciones de alérgenos en alimentos, en Costa Rica, estan establecidas en el Reglamento
Técnico Centroamericano RTCA 67.01.07:10 Etiquetado General de los Alimentos Previamente

Envasados.
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Las modificaciones que se pueden presentar en las proteinas durante el procesamiento dependen
de las condiciones del proceso, la naturaleza de la proteina y la composicién de la matriz. Muchos
de los procesos que se aplican a los alimentos a nivel industrial impactan tanto la estructura como
las propiedades quimicas de las proteinas. Dentro de los cambios mds importantes se contemplan
el despliegue y agregacion de proteinas, protedlisis, glicosilacién y glicacion, efectos de solubilidad
y pH, y redes para la formacion de gel, lo que puede aumentar o disminuir su potencial alergénico.
No se puede asumir que cuando un ensayo analitico no es eficaz en la deteccidén y cuantificacidon
de un alérgeno, éste ha perdido su potencial de causar hipersensibilidad. (European Food Safety

Authority (EFSA), 2014).

Esta bien identificado que los procesos térmicos interfieren con la deteccién de las proteinas
alergénicas (Gomaa & Boye, 2013; Monaci et al.,, 2011) y, por ende, se ha demostrado que el
rendimiento de las pruebas ELISA se ve comprometido cuando se aplican técnicas de
procesamiento de alimentos extensivas como el horneo; sin embargo, se conoce que, a pesar del

procesamiento extensivo, el alimento sigue teniendo potencial alergénico (Torok et al., 2015).

Los procesos de produccion de alimentos como tratamientos térmicos y la extrusién pueden tener
una influencia significativa en la solubilidad y la capacidad de extraccion de las proteinas
alergénicas, asi como en la capacidad del anticuerpo o anticuerpos utilizados en el ELISA para
reconocerlos, debido a la pérdida de epitopos Ig-E conformacionales. Los factores que pueden
influir en los resultados de la prueba incluyen: (1) interacciones con compuestos en una matriz
alimentaria (por ejemplo, polifenoles y taninos); (2) solubilidad y reactividad reducidas de
proteinas desnaturalizadas por calor o reacciones como las de Maillard; y (3) diferencias en el
perfil proteico de un alérgeno alimentario particular de diferentes especies, variedades y origenes

geograficos (Ferrer, 2017; Hengel, 2012).

En particular, el calentamiento y el procesamiento tecnoldgico de los alimentos podrian conducir a
cambios en la estructura de la proteina alergénica que afecta a algunos determinantes antigénicos
y sitios de uniéon de epitopos, lo que podria comprometer la eficiente recuperacién y deteccion de
los alérgenos en los andlisis ELISA (Monaci et al., 2011). Adicionalmente, se han demostrado

diferencias significativas en cuanto a cuantificacion y deteccidon de los diferentes kits ELISA
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disponibles en el mercado (Ferrer, 2017).

El objetivo de esta investigaciéon fue evaluar el efecto del procesamiento industrial de galletas
saladas en la cuantificacidon de leche y huevo comparando el desempefio analitico de tres kits

ELISA de diferentes casas comerciales.

Los efectos del procesamiento estudiados fueron la geometria comercial de las galletas y el
tratamiento térmico. Cabe resaltar que una de las fortalezas de este estudio es que el
procesamiento de las galletas se realizé en una empresa de fabricacién de galletas, por lo tanto,

los equipos utilizados y las condiciones de proceso son las que se usan a nivel industrial.

2. Materiales y métodos

2.1 Materiales

El procesamiento de las galletas se llevd a cabo en la compafiia de galletas Pozuelo DCR.SA. Esta
planta se ubica en San José, Costa Rica. La empresa cuenta con un programa de Gestion de
Alérgenos que va desde la recepcion de la materia prima hasta el empaque, también cuenta con

certificacion FSSC 22000 y por estas razones fue seleccionada para trabajar esta investigacion.

El estudio se realizo en la linea de produccidn de galletas tipo cracker. Se utilizé la formulacién y el
proceso de produccién de las galletas tipo cracker tradicionales. La formulacién base no cuenta
entre sus ingredientes con leche y huevo, la misma fue contaminada con ambos alérgenos de
forma intencional y bajo condiciones controladas para el experimento. Al analizar las masas crudas
sin contaminar (blanco) no se detectaron ni cuantificaron leche ni huevo. Para el efecto de la
geometria se utilizé el molde original y se compard con un molde XL que tenia un area 26% mas

grande y las galletas tenian el doble de peso.



54

Las galletas de ambas geometrias se sometieron a las mismas condiciones térmicas. Se utilizaron
hornos de fuego directo con un tiempo de horneo entre 2 y 3 minutos, a una temperatura entre

260y 295 °C.

Los materiales de referencia usados fueron: NIST 8445 para alérgeno huevo (valor de fraccion de
masa de referencia = 48% +/- 1%) y para leche MoniQA MQAQ082016 certificado para alérgenos
(17 mg/kg de proteina de leche).

2.2 Contaminacion de las galletas

Debido a que las galletas se contaminaron en la linea de producciéon de la empresa y las
cantidades que se producen son muy grandes, se decidié contaminar las galletas con el alérgeno
una vez que estaban moldeadas antes de ser horneadas. Se tomd masa sin contaminar (se analizé
como blanco), la masa cruda contaminada y las galletas para ambas geometrias. El calculo de

proteina se hizo por el peso de cada galleta.

Las masas se contaminaron a 200 ppm de huevo y 138 ppm de leche para el lote 1 y 100 ppm de
proteina de huevo y 500 ppm de proteina de leche para los lotes 2, 3 y 4. Los resultados se
reportaron como el porcentaje de alérgeno detectado en la galleta con respecto a la
concentracion detectada en la masa cruda para anular las otras fuentes de variacion. El nivel de
contaminacion se definié de acuerdo con la disponibilidad del material de referencia al momento

de realizar los ensayos. La formulacién usada no contiene huevo o leche como ingredientes.

Para la contaminacién de las muestras se elaboré una solucidn con los dos alérgenos en las
concentraciones establecidas, se le agregd agua destilada, la cual fue contemplada en el calculo de
ppm. Se realizé una solucién para cada lote (para asegurar mejor distribucién del alérgeno). Cada
solucién se mezcld con Vortex por aproximadamente 10 minutos. Con una micropipeta y puntas
nuevas para cada masa y galletas se procedid a contaminar adicionando la solucién de acuerdo
con el peso de las masas y de las galletas moldeadas. Posterior a la contaminacién de las galletas

solamente se efectud el horneado.
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2.3 Recoleccion y andlisis de las muestras

Se recolectaron muestras de 4 lotes en semanas diferentes de produccién de galletas tipo cracker
en su geometria tradicional y con el molde de galleta tipo cracker XL. Cada lote contaminado se
recolecto y procesé completo para asegurar que todo el alérgeno adicionado estaba en el lote
recolectado Las masas y galletas se empacaron en bolsas pldsticas y se trasladaron al laboratorio
de quimica del Centro Nacional de Ciencia y Tecnologia de Alimentos (CITA), ubicado en la sede
Rodrigo Facio de la Universidad de Costa Rica, San Pedro de Montes de Oca, San José, Costa Rica,

donde fue realizado el andlisis de alérgenos mediante técnica ELISA.

Todas las muestras se mantuvieron a -80°C hasta su andlisis. Las masas se liofilizaron debido a que
con su humedad inicial (entre 27 y 31 g/100g) se dificultaba asegurar la distribucion homogénea
de los alérgenos en fresco. A cada muestra se le analizd la humedad por el método de analisis
termo gravimétrico (TGA). Todos los analisis se realizaron en dos réplicas por muestra. Los
resultados se presentan en porcentaje de recuperacidon en base seca para cada alérgeno partiendo

de la cantidad analitica determinada en las masas crudas contaminadas.

Se siguieron los protocolos de extraccidn y analisis ELISA indicados por cada kit, aunque tienen sus

particularidades. Se forma general, las pruebas ELISA siguen los pasos descritos en la Figura 7.
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Figura 7. Pasos genéricos para efectuar andlisis ELISA en alimentos. Elaborado por los autores con

base en los pasos descritos en los kits para andlisis de leche y huevo de R-biopharm, Veratox y 3M.

2.4 Métodos ELISA

Todos los kits analiticos utilizados fueron tipo ELISA sandwich. Se utilizaron tres kits comerciales

para leche y tres para huevo, las caracteristicas de cada kit se describen a continuacion.

Kit ELISA RIDASCREEN® Fast Milk de R-Biopharm: especificidad para caseina y la B-lactoglobulina.
La curva de calibracion cubre un rango de 2.5 a 67.5 mg / kg de proteina de leche. El limite de
deteccién es 0,7 ppm de proteina de leche, el limite de cuantificaciéon es 2,5 ppm de proteina de
leche y el rango de cuantificacién es 2,5 a 67,5 ppm de proteina de leche en galletas procesadas

(Weiss et al., 2016). El resultado se expresarad en mg de proteina de leche / kg de galleta (ppm).

Kit Veratox Total Milk Allergen Quantitative Test de Neogen: especificidad para caseina y proteinas

del suero. Presenta un limite de deteccién de 1 ppm de leche en polvo descremada y un limite de
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cuantificacion de 2,5-25 ppm de leche en polvo descremada. El resultado se expresa en ppm de

leche en polvo descremada (Veratox, 2016).

Kit Leche bovina entera 3M: especificidad para proteina total de leche bovina. Presenta un limite
de deteccion de 5.8 ppb y un limite de cuantificacidon de 1 ppm. El resultado se expresa en ppm de

proteina total de leche bovina.

Kit Ridascreen Fast Ei/Egg de R-Biopharm: especificidad para proteinas de la clara de huevo
ovoalbimina y ovomucoide. Presenta un limite de deteccién: 0,10 mg / kg (ppm) de huevo en
polvo entero (corresponde a 0.03 mg / kg (ppm) de proteina de clara de huevo), un limite de
cuantificacién: 0,5 mg / kg (ppm) de huevo en polvo entero (corresponde a 0,13 mg / kg (ppm) de
proteina de clara de huevo). El resultado se expresa en ppm de huevo entero en polvo (Ferrer,

2017).

Kit Veratox for Egg Allergen Quantitative Test de Neogen: especificidad para Ovomucoide (Gal d1),
Ovoalbuimina (gal d2), Ovotransferrina (Gal d3) y Lisozima. Presenta un limite de deteccion de 1
ppm de huevo seco entero y un limite de cuantificacion de 2,5 ppm de huevo seco entero. El

resultado se expresa en ppm de huevo seco entero.

Kit ELISA para proteina de clara de huevo 3M: especificidad para proteina de clara de huevo.
Presenta un limite de deteccidon de 2.1 ppb y un limite de cuantificacién de 0.5 ppm. El resultado

se expresa en ppm de proteina de clara de huevo.

En el Cuadro 9 se muestran las principales diferencias analiticas entre los kits utilizados en esta

investigacion.



Cuadro 9. Caracteristicas de los kits analiticos utilizados para la determinacion de los alérgenos leche y huevo.
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Cantidad  Cantidad Dilucion del Condiciones Longitud de
Kit muestra  buffer por Extraccion Centrifugado it Incubacién de Lavados onda de
(g) muestra placa lectura (nm)
4 ml Incubacién bafo a 100 10 minutos por
ELISA RIDASCREEN® extracto2  100°C/10 minutos 2500 ¢/ 10 (contemplado incubacion a 3 lavados
Fast Milk 1 diluido +  Incubacién bafo a minﬁtos enla cur?/a de temperatura por 450
R- biopharm 16 ml de 60°C/10 minutos calibracion) ambiente incubacion
A-AEP Usa aditivo
. Incubacién en bafio 10 minutos por
Veratox Total Milk 125ml+1 de aguaa 60°C por incubacién a 10 lavados
Allergen . . -
- 5 cdta raza 15 minutos con No tiene No indica temperatura por 650
Quantitative 8470 i o . . .
de aditivo agitacion ambiente incubacién
Neogen .
Usa aditivo
30 minutos la
Leche bovina entera Incubacién a 7000 rpm 100 (se debe osteriores 3 lavados
0.5 4.5 ml 60°C/25 minutos (3000 x g) aplicar en los P ) por 450
3M — ) Todas con . .
con agitacion durante 20 0 30 calculos) L incubacién
agitacion

segundos
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Cantidad

Cantidad

Dilucion del Condiciones Longitud de
Kit muestra  buffer por Extraccion Centrifugado it Incubacién de Lavados onda de
(g) muestra placa lectura (nm)
RIDASCREEN®FAST 2500¢g/10 (contezn(")l lado l?n:UE:E?Snp:r 3 lavados
Ei / Egg Protein 1 20 ml Incubacién bafio a : 8 P por 450
. o . minutos enlacurvade temperatura . .
R-biopharm 60°C/10 minutos . ., . incubacion
calibracién) ambiente
Incubacién en bafo 10 minutos por
125 ml+1 de aguaa 60°C por . ., 5 lavados
E 14
gg veratox 5 cdta raza 15 minutos con 00.0 rpm /5 No indica Incubacion a por 650
Neogen L o minutos temperatura . L
de aditivo agitaciéon . incubacién
. ambiente
Usa aditivo
30 minutos la
. 5000 rpmy . L .
Kit ELISA 1
Protclatl’na je glzr; de Incubacién a 7000 rpm 100 (se debe Ilgsuzas?eorir;rez 3 lavados
0.5 4.5 ml 60°C/25 minutos (3000 x g) aplicar en los P . por 450
Huevo e , 10 minutos. . Ly
con agitacion durante 20 0 30 calculos) incubacién
3M Todas con
segundos

agitacién
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Las absorbancias medidas se incluyeron en cada uno de los softwares proveidos por las casas
comerciales de los kits. En el caso de los kits de R-biopharm y Veratox — Neogen ambos softwares
permiten incluir factores de dilucién aplicados y dan el resultado en ppm considerando estos

factores.

Con respecto a los kits Leche bovina entera y Kit ELISA para Proteina de Clara de Huevo de 3M se
indica que tienen un factor de dilucion de 100, mas cualquier otra dilucidn que se realice. Esos
datos no se pueden incluir en el software que provee la empresa; por lo tanto, se deben realizar
los célculos por aparte, ademas los resultados se deben pasar de ppb a ppm. Las férmulas
aplicadas para estos calculos son las siguientes:

[1] ppb calculado por software a partir de absorbancia *100 = ppb contemplando dilucion del kit
[2] ppb contemplando dilucién del kit * factor de dilucién adicional = ppb cuantificadas en la
muestra

[3] ppb obtenida / 1000 = ppm cuantificada en la muestra

En cuanto a la calidad de los andlisis, todas las pruebas ejecutadas con los kits R-biopharm vy
Veratox — Neogen presentaron un estadistico de desempefio Z satisfactorio (menor o igual a 2 o -
2) con respecto al valor obtenido en la ronda interlaboratorios FAPAS 27204, 2017 para ambos
alérgenos. Para los kits de 3M no se contaba con datos de este tipo, por lo que el parametro de
calidad fue que el porcentaje de cuantificacién del material de referencia se encontrara en el

rango aceptable para pruebas ELISA (50-150%) (Abbott et al., 2010).

2.5 Anadlisis estadistico

Para el efecto de la geometria se utilizé un disefio experimental estadistico de bloques completos
al azar, donde el bloque estuvo representado por cada lote, que a su vez coincide con cada
repeticidon. Se usé un arreglo factorial 3 x 2 con los siguientes factores: los Kits analiticos (3 kits
diferentes) y las geometrias (2 geometrias diferentes). La variable respuesta fue el porcentaje de

cuantificacion con respecto a la concentracién detectada en la masa cruda del alérgeno. Se realizo
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un ANDEVA con un nivel de significancia del 5% y se evaluaron las significancias de los efectos

simples de los factores y su interaccién.

Para el efecto horneado, el disefio experimental estadistico fue de bloques al azar de un Unico
factor, que corresponde al kit a tres niveles (3 kits diferentes) dado que se calculé la diferencia
entre la masa cruda y el producto horneado (momento del proceso). La variable respuesta fue la
diferencia en el porcentaje de cuantificacién entre los momentos del proceso (antes y después del

horneado) y se realizé un ANDEVA con un nivel de significancia del 5%.

Ambos experimentos se realizaron con cuatro repeticiones y cada repeticién con dos réplicas. El

analisis estadistico se realizé en el software JMP® Pro 9.0.2.

3. Resultados

Debido a que en todos los casos los kits detectaron los alérgenos, los resultados estan planteados
en funcién de la cuantificacion. En el Cuadro 10 se muestran los resultados sobre el efecto de la
geometria.

Cuadro 10. Porcentaje de cuantificacion de los alérgenos huevo y leche con respecto a la masa

cruda contaminada para las galletas con geometria tradicional y con geometria XL.

Kit R-Biopharm Veratox 3M
Alérgeno Tipo de galleta Promedio® + IC (n=4)
Tradicional 4+2° 4122 5127
Huevo
XL 342° 2+1° 3+2°
Tradicional 50 £ 20° 40+20° 90+50°
Leche
XL 50+40° 40+20° 50+20°

1/Para cada alérgeno por separado letras distintas en una misma columna denotan diferencia

significativa

Para el efecto de la geometria sobre la cuantificacidon del alérgeno huevo se observa una diferencia

significativa (P= 0.0228), independientemente del kit con el que se haga la cuantificacion. Por
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tanto, se encuentra que hay un efecto de la geometria en cuanto a disminucién en la
cuantificacion del alérgeno en la galleta con geometria XL con respecto a la tradicional, que se

manifiesta de igual forma en los 3 kits.

No se encontré diferencia significativa para la geometria en la cuantificacidon del alérgeno leche
(P=0.4335) ni en la interaccién entre el tipo de galleta y el kit utilizado para la medicién
(P=0.4302). La potencia obtenida en la prueba (1-f= 1.0000) indica que hay una alta probabilidad

de que la no diferencia exista y esto no se debe a la variabilidad de los datos.

En el Cuadro 11 se observan los resultados del efecto del horneado sobre la cuantificacion de

leche y huevo.

Cuadro 11. Diferencia en el porcentaje de cuantificacion entre los momentos del proceso (masa

cruda y galleta horneada) para los alérgenos leche y huevo.

Kit R-Biopharm Veratox 3M
Alérgeno Tipo de galleta Promedio’ * IC (n=4)
Huevo Tradicional 96+2° 96+2° 95+2°
Leche Tradicional 49 £ 20° 63+20° 14+50°

1/Para cada alérgeno por separado, letras distintas en una misma columna denotan diferencia

significativa

Para el efecto del momento del proceso sobre la cuantificacién de huevo no se encontrd
diferencia significativa entre los kits (P=0.4245), y esto no se debe la variabilidad de los datos
(potencia de prueba 1-B= 1.0000). Se puede afirmar que el efecto del horneado se presenta por
igual independientemente del kit utilizado. Cabe resaltar que la cuantificacién de huevo posterior

al horneado es bastante baja (entre 4 y 5%).

Con respecto a la cuantificacidon de leche posterior al horneado, no se encontré diferencia entre
los kits (P=0.1682) pero, en este caso, al calcular la potencia de la prueba (1-f= 0.1079), se

encuentra que la no significancia se debe a la variabilidad de los datos entre los kits.
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4. Discusion

La geometria comercial de los productos es un aspecto del procesamiento poco estudiado en
cuanto a la cuantificacién de los alérgenos. Gomaa & Boye (2013) estudiaron el efecto del tamafio
de la galleta en la deteccién y cuantificacién de caseina, huevo, gluten y soya. Encontraron que, de
forma general la recuperacién de los alérgenos decrece al disminuir el tamano de la galleta. El
efecto del horneado pareciera ser mas importante que el de la geometria por si sola, debido a que
los resultados obtenidos relacionados con el tamafio de la galleta los atribuyeron a que la
temperatura en el centro de la galleta aumenta al disminuir el tamano (diametro y peso,

mantuvieron el espesor) y por eso se dan las diferencias entre los diferentes tamanos.

En el caso del presente estudio, se identificd que la mayor recuperacidn de huevo se dio en galleta
con geometria tradicional, cuya area y peso es menor que la XL. Aunque en este caso las galletas
mas pequeiias fueron las que tuvieron mejor cuantificacion de huevo, los resultados son
congruentes con lo encontrado por Gomaa & Boye (2013) en cuanto a que las que mas afectaciéon

tuvieron en la cuantificacidn fueron las que se expusieron a temperaturas mas altas.

Lo anterior se debe a que, al haberse realizado el experimento en condiciones industriales, la
distribucidn de calor no es totalmente homogénea y este efecto se puede ver incrementado en las
galletas de mayor tamafo, ya que su posicionamiento deja espacios mas amplios en las zonas
externas de la banda y entre cada galleta (Figura 8), por lo que estas se exponen mas a los flujos
de aire caliente que las galletas con geometria tradicional, considerando que las condiciones de
horneado no variaron en cuanto a temperatura y tiempo entre tamafos de galletas. Por otro lado,
para la cuantificacidon del alérgeno leche, se encontré que no hay un efecto significativo de la

geometria de la galleta.
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Figura 8. Moldeado de galletas en las bandas de acuerdo con su geometria

Un dato importante con respecto al estudio de Gomaa & Boye (2013) es que estos autores
hornearon las galletas de diferente tamafo durante 10, 15 y 25 minutos y las mayores diferencias
las encontraron en los tiempos de horneado mayores. En el presente estudio el tiempo de
horneado fue entre 2 y 3 minutos, un tiempo bastante menor que podria contribuir a que el

efecto de la geometria de la galleta sea menor.

Con respecto a la cuantificacidn de huevo posterior al horneado, no se encontré diferencia entre
los kits, pero es muy evidente la baja cuantificaciéon de este alérgeno posterior al horneado en
todos los kits estudiados. Esta baja cuantificacion ha sido descrita en varios estudios (Gomaa &
Boye, 2013; Khuda et al., 2012; Térok et al., 2014). Khuda et al. (2012) evaluaron la deteccién y
cuantificacién de huevo con 5 kits ELISA diferentes, dentro de los cuales se encuentran dos marcas
comerciales evaluadas en el presente estudio, y encontraron que, en galletas dulces, ninguno de
los kits cuantificé adecuadamente la proteina de huevo en las galletas horneadas en términos de
las concentraciones medias medidas y el porcentaje de recuperaciéon. Ademas, identificaron que
los niveles detectados de proteina de huevo se redujeron drasticamente después de 30 minutos

de tiempo de horneado, con recuperaciones del kit que variaron del 3,5 al 20,5% en promedio.
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En el presente estudio, durante el horneado, se perdié la cuantificacién de mas del 95% de huevo
con los 3 kits evaluados, lo cual es congruente con lo encontrado por Khuda et al. (2012). Gomaa
& Boye (2013) evaluaron dos kits ELISA para cuantificacién de huevo en galletas, encontrando para
un kit recuperaciones del 8 al 48% (se pierde entre un 92 y 52% de cuantificacién) y para el otro de
0 a 4% (se pierde entre un 100 y 96% de cuantificacién), dependiendo del tratamiento térmico

(10, 15 y 25 minutos).

La efectividad de los kits ELISA estd limitada a dos factores determinantes, la extraccién de la
proteina de la matriz y el reconocimiento por parte del anticuerpo del alérgeno (Hayward et al.,
2010). Los procesos térmicos de los alimentos son los que mas influyen en la cuantificacién de los
alérgenos del huevo, debido al reconocimiento reducido de la proteina nativa modificada por los
anticuerpos y / o la solubilidad disminuida de las proteinas, lo que conlleva a una menor

cuantificacion de la proteina (European Food Safety Authority (EFSA), 2014).

Se han estudiado las dificultades de los reactivos de extraccion de la proteina alérgena de los kits
ELISA en matrices procesadas, como es el caso de las galletas (Nguyen et al., 2019) y es un tema a
considerar en la mejora de los kits ELISA comerciales para cuantificacion de huevo. Sobre la
sustancia de extraccién, solamente un kit especifica utilizar buffer de solucidn salina con fosfato
(PBS, por sus siglas en inglés), los otros dos kits no indican en el inserto el tipo de sustancia, pero
esta es la mas utilizada por kits ELISA a nivel comercial (Senyuva et al., 2019) y, por la poca
cuantificacion posterior al tratamiento térmico, se podria presumir que la sustancia de extraccion

podria ser una de las limitantes.

Con respecto al reconocimiento de la proteina alérgena, generalmente los kits comerciales utilizan
anticuerpos policlonales, tal es el caso de los utilizados en este estudio. Recientemente se ha
estudiado el efecto de los anticuerpos monoclonales, encontrando algunas ventajas como su
homogeneidad, consistencia y alta especificidad en comparacién con los anticuerpos policlonales.
Tal es el caso del estudio desarrollado por Kato et al. (2015), en el que obtuvieron porcentajes de
recuperacién para huevo en productos procesados entre 61.6-89.3%, en el kit con anticuerpo
monoclonal, y, aunque ninguna de las matrices evaluadas era un producto horneado, se abre una

interrogante sobre el uso de este tipo de anticuerpos en los kits comerciales ELISA. Este kit de
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deteccidn y cuantificacion de huevo se estaba validando para ser utilizado como de uso oficial
segln la regulacidn japonesa, que para huevo habia encontrado con otros kits poca recuperacion
en matrices procesadas y discordancia entre los resultados de diferentes kits, lo que complicaba la

definicidn de un resultado oficial a nivel regulatorio (Al & Of, 2018).

Uno de los principales avances en la regulacidn japonesa sobre alérgenos alimentarios es el
establecimiento de métodos ELISA oficiales, resultado de mucha investigacién y logrando para
huevo una nueva versién del ensayo que incorpord una solucién de extraccion de muestra que
utiliza el tenso activo dodecilsulfato de sodio (SDS, por sus siglas en inglés) y el reactivo reductor
2-mercaptoetanol (2ME), que mejoran la solubilizacién de las proteinas de alérgenos alimentarios
de una matriz alimentaria. El nuevo procedimiento de extraccién permitié la deteccion y

cuantificacién de huevo en alimentos altamente procesados (Al & Of, 2018).

Otro aspecto por resaltar es que, a pesar de la poca cuantificacion del alérgeno huevo en las
galletas estudiadas, la variabilidad natural, que se encontré en los experimentos con huevo entre

los 3 kits, fue muy controlada en comparacién con lo que se obtuvo para leche.

Sobre el efecto del horneado en la cuantificacidn del alérgeno leche, es bien conocido que los kits
ELISA generan resultados muy variables, en este caso se observé mucha variabilidad en la
cuantificacion. Esto debido a la cantidad de factores que pueden interferir en los resultados, como
se ha observado a lo largo de esta investigacién. La misma variabilidad de los kits no permite
diferenciar entre ellos; sin embargo, es claro que la cuantificacién del alérgeno baja después del
horneado. El solo hecho de que el rango de porcentaje de recuperacién aceptable para kits ELISA
sea de 50 a 150% (Abbott et al., 2010) es un indicador de la alta variabilidad que se puede

presentar.

Se ha observado que los kits de ELISA comerciales para andlisis cuantitativos emplean diferentes
sustancias de extraccidén y procedimientos de calibracidn, difieren en la calidad de los anticuerpos
utilizados y los resultados varian entre las marcas comerciales y los lotes. Las principales
limitaciones incluyen efectos de la matriz, extraccidn insuficiente de la proteina, especificidad

insuficiente debido a reacciones cruzadas y reproducibilidad insuficiente de los resultados
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(European Food Safety Authority (EFSA), 2014). Estas limitantes pueden influir en los resultados

gue se obtuvieron con los kits de leche.

Resultados similares a los encontrados en esta investigacién se observaron en el estudio de
Gomaa & Boye (2013), en el que se evalué la recuperacién de caseina posterior al horneado en
galletas dulces con dos kits ELISA y uno de citometria de flujo. El rango de recuperacion fue del
89% al 35% para el kit Ridascreen, del 77% al 21% para el kit Veratox y del 75% al 19% para la
citometria de flujo para la caseina, lo que demuestra una alta variabilidad entre la recuperacién
encontrada. Como se observa, la variabilidad no solo se presenta con las pruebas ELISA, de igual

forma ocurre con otros métodos analiticos.

Aunque el kit Veratox y la citometria de flujo proporcionaron recuperaciones mas bajas que el kit
Ridascreen, las diferencias no fueron estadisticamente significativas excepto para las muestras
medianas y pequefas horneadas durante 15 min. Lo anterior es congruente con lo que se

encontrd en la presente investigacion sobre la no diferencia entre los kits para leche.

Khuda et al. (2012), también encontraron alta variabilidad en la cuantificaciéon de caseina y B-
lactoglobulina al evaluar 5 kits ELISA en galletas dulces; los porcentajes de recuperaciéon
estuvieron en el rango de 2 a 68% para caseina y de 0 a 48% para B-lactoglobulina en galletas
horneadas por 25 minutos. Cabe indicar que los porcentajes de recuperacion mas altos reportados
por Khuda et al. (2012), corresponden a la marca comercial Morinaga, la cual no fue evaluada en
esta investigacién debido a que no cuenta con distribucidn directa en Costa Rica, por lo que se

debe importar y esto aumenta su costo y complica el acceso para la industria.

Se ha descrito que los cambios en las proteinas alergénicas (modificaciones quimicas y de
conformacién) que provocan una disminucién en su cuantificacion ocurren en los primeros
minutos del horneado. Ademas, al igual que con el huevo, hay una disminucién de la solubilidad
de las proteinas. Es bien sabido que es probable que el procesamiento de alimentos afecte la
integridad de las proteinas alergénicas, induciendo modificaciones quimicas y cambios en su

conformacién tridimensional (Monaci et al., 2011).
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Algo que resulta interesante es el hecho de que las pruebas de alérgenos de rutina realizadas por
la industria alimentaria se basan en kits de prueba comercializados y, con frecuencia, los
proveedores brindan muy pocos detalles de sus caracteristicas, debido a que se trata de
informacion patentada (Senyuva et al., 2019). De hecho, la oferta de kits ELISA para leche y huevo
en Costa Rica es limitada y la mayoria de los kits contiene poca informacidon de importancia
analitica en los protocolos insertos en cada kit. Por ejemplo, no indican si el anticuerpo usado es
mono o policlonal, solamente dos kits de los seis estudiados indicaban sobre el tipo de sustancia
de extraccion y esto limita poder tomar mejores decisiones sobre la seleccién de los kits en

funcidn de las matrices que se van a analizar.

Existe el cuestionamiento de que si la no deteccion o la disminucion en la deteccién del alérgeno
implica una reduccién en su capacidad alergénica. Lamentablemente no se puede afirmar que esa
disminucién en la deteccion implique una disminucién de la capacidad alergénica de la proteina

(Downs & Taylor, 2010; European Food Safety Authority (EFSA), 2014).

En algunos casos se ha visto una mejora de la tolerancia en personas con alergias alimentarias
para alimentos que han tenido algin procesamiento térmico (Liu et al.,, 2013), especialmente
horneado (Bavaro et al., 2019), pero esto no se puede inferir para todas las personas. Por esto es
que es muy importante que los métodos de deteccion y cuantificacion de alérgenos en alimentos
sean fiables debido a que el resultado de un analisis influye en la decisidén de etiquetado de trazas,
asi como en validaciones de limpieza de superficies, ademds de ser la fuente de informacién para

establecer el cumplimiento a nivel regulatorio nacional e internacional.

5. Conclusiones

Se encontrd que hay un efecto de la geometria de la galleta sobre la cuantificacion del alérgeno
huevo independientemente del kit que se utiliza para la cuantificacion, siendo mayor en la galleta
tipo cracker tradicional. Este efecto esta estrechamente ligado al horneado de las galletas y no se
observé para el alérgeno leche, por lo que se puede concluir que las proteinas alergénicas del

huevo son mas sensibles a la variacion de la geometria de las galletas que las correspondientes de
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la leche con los kits ELISA utilizados en el estudio

Con respecto al efecto del horneado, no se encontraron diferencias significativas entre los kits de
cuantificaciéon de huevo, ni tampoco en los de leche, pero por razones diferentes. En los kits de
analisis del alérgeno huevo la no diferencia se debe a que todos detectaron cantidades muy bajas
del alérgeno, mientras que en el caso de la leche la no diferencia se debe a la gran variabilidad de
los datos obtenidos con los diferentes kits. Ambos resultados sobre el efecto del horneado
requieren atencién, esto porque pueden representar un riesgo para la identificacién de alérgenos
en alimentos en la industria alimentaria y, por ende, errores en la informacién que se le brinda al

consumidor sobre la presencia de estos alérgenos en los productos.

Cuando se debe elegir un kit ELISA para trabajar se debe buscar informacidn técnica que asegure
que las caracteristicas del kit son congruentes con los requerimientos y se pueda demostrar su
eficacia, esto debido a que todos los kits evaluados en este estudio indican que se pueden utilizar
en matrices procesadas; sin embargo, se comprobd que diversos factores afectan la cuantificacion

con los diferentes kits para la matriz evaluada.

Las casas comerciales deben brindar mayor informacion técnica sobre los reactivos de extraccion,
los anticuerpos utilizados y las particularidades de cada kit, con el fin de poder tomar mejores
decisiones a la hora de elegir un ensayo para deteccidn y cuantificacion de alérgenos en

alimentos.
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Capitulo 6. Observaciones generales

Este capitulo incluye informacién que se considera de valor para el lector o para futuras

investigaciones de este tipo.

6.1 Contaminacion de las galletas

Sobre la contaminacién de las galletas, éste paso implicéd todo un reto. En el Anexo 1 se muestra el
protocolo de contaminaciéon de las galletas en el escenario real de produccion. La Unica parte del
proceso en la que se podia tener certeza sobre los gramos de masa a contaminar fue una vez que
estaban las galletas moldeadas. Esto era sumamente importante porque se requeria contaminar a
una concentracidon de mg/kg (ppm) conocida. El calculo se realizé de acuerdo con la concentracidn

de proteina en el material de referencia y el peso de las galletas moldeadas.

Por aspectos logisticos, las pruebas preliminares no se realizaron en el escenario industrial, ya que
cada prueba implicaba parar la linea de produccién por aproximadamente 1 hora y 30 minutos,
por lo tanto, era muy dificil predecir algunos aspectos importantes sobre la contaminacién de las

galletas.

Las muestras se contaminaron adicionando una gota con micropipeta en el centro de la galleta con
la cantidad de pl calculada (Anexo 2). Cada lote contaminado se recolecto y procesé completo
para asegurar que todo el alérgeno adicionado estaba en el lote recolectado. Las muestras una vez

procesadas se mantuvieron en temperaturas ultra bajas (-80°C) hasta el momento del analisis.

Las masas crudas eran dificiles de procesar para los analisis y se detectaron problemas en cuanto a
distribucion del alérgeno; por lo tanto, se procedié a liofilizarlas. Esto contribuyé a que se

pudieran procesar mejor y se mejord la recuperaciéon de los alérgenos.
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6.2 Aspectos analiticos

En el Anexo 3 se encuentra el detalle de los porcentajes de cuantificacién para cada tipo de galleta
evaluada en este estudio y en el Anexo 4 el Cuadro con la diferencia en los porcentajes de

cuantificacion entre el momento del proceso para cada lote.

Capitulo 7. Conclusiones y recomendaciones

7.1 Conclusiones

Todos los kits fueron capaces de detectar los alérgenos estudiados en todas las muestras

analizadas por lo que los efectos encontrados son sobre la capacidad de cuantificacién.

Para el caso de la cuantificacién del alérgeno leche, no se puede establecer que hay un efecto de
la formulacién porque los kits muestran diferentes tendencias. Sin embargo, se puede concluir
gue el efecto se puede presentar en algunos kits. Con la matriz estudiada se concluye que algin
componente (probablemente la fibra) de la formulacién de galleta tipo cracker integral en el kit de

R-Biopharm tiene un efecto de sobreestimacion de la cuantificacion del alérgeno leche.

Con respecto a huevo, se concluye que si hay un efecto de la formulacidén sobre la cuantificacion,
posiblemente atribuible a la cantidad de fibra de la formulacion de galleta tipo cracker integral en
comparacioén con la galleta tipo cracker tradicional. También es importante concluir sobre la poca
cuantificaciéon de huevo en matrices procesadas, como ocurrié en este estudio, y la necesidad de

continuar mejorando los métodos analiticos.

Existe un efecto de la geometria de la galleta sobre la cuantificacion del alérgeno huevo
independientemente del kit que se utiliza para la cuantificacion, observdndose que la
cuantificacion fue mayor en la galleta tipo cracker tradicional. Este efecto estd estrechamente
ligado al horneado de las galletas y la distribucién de calor durante la coccién, pero no fue

observado para el alérgeno leche. Se puede concluir que el huevo es mas sensible a la variacién de
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la geometria que la leche en galletas saladas, con los kits utilizados en el estudio.

Con respecto al efecto del horneado, no se encontraron diferencias entre los kits de cuantificacion
de huevo, ni tampoco en los de leche. La diferencia estd en que en los kits de huevo la no
diferencia se debe a que todos detectaron cantidades muy bajas del alérgeno, mientras que en el
caso de la leche la no diferencia se debe a la gran variabilidad de los datos obtenidos con los
diferentes kits. Ambos resultados sobre el efecto del horneado requieren atencion, esto porque
pueden representar un riesgo para la identificacién de alérgenos en alimentos en la industria

alimentaria.

Cuando se debe elegir un kit ELISA para trabajar se debe buscar informacidn técnica que asegure
gue las caracteristicas del kit son congruentes con los requerimientos, por ejemplo, para matrices
procesadas. Las casas comerciales deben brindar mas informacién técnica sobre los reactivos de
extraccion, los anticuerpos utilizados y las particularidades de cada kit, con el fin de poder tomar
mejores decisiones a la hora de elegir un ensayo para deteccién y cuantificacion de alérgenos en

alimentos.

Los kits ELISA tienen limitaciones, sin embargo, son el método de alcance generalizado para
deteccidén y cuantificacion de alérgenos en alimentos. El hecho de que todos los kits fueron
capaces de detectar la presencia de los alérgenos estudiados es un resultado importante para la
industria alimentaria, ya que muchas veces se utiliza este parametro para decidir sobre el
etiquetado de alérgenos y velar por el cumplimiento de legislacién en cuanto a contenido maximo
permitido para algunas declaraciones de “trazas” o “libre de”. Es necesario continuar
desarrollando investigacion sobre factores que afectan la cuantificacién y buscar alternativas para

mejorarlos con el fin de disminuir el riesgo para los consumidores con alergias alimentarias.

A lo largo de esta investigacion se evidencia la necesidad de tener resultados analiticos veraces,
que contribuyan a que la industria de alimentos tenga mas confianza en los datos generados
mediante la verificacion con los analisis realizados mediante pruebas ELISA y, por lo tanto, la
informacion que se brinda al consumidor con alergia alimentaria mediante el etiquetado sea

mucho mas real.
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7.2 Recomendaciones

7.2.1 Para futuras investigaciones

Estudiar el efecto de la fibra en la deteccion y cuantificacidon de alérgenos en alimentos mediante

pruebas ELISA.

Estudiar otras metodologias para contaminar las muestras con los alérgenos, por ejemplo, rociado
tipo "spray" para asegurar una mejor distribucion del alérgeno en las galletas y evitar la pérdida de
éste. Esta recomendaciéon surge porque se observé que, en la linea de produccion, en algunos
casos, quedaban rastros de la solucién debajo de las galletas y esto se debe a que se aplicé una

gota en un punto de la galleta.

La humedad y textura de las matrices se debe considerar como aspecto relevante para la
distribucidon del alérgeno y el procesamiento de las muestras y, como en este caso, se debe

considerar la posibilidad de liofilizar las muestras para prepararlas para los analisis.

7.2.2 Para la industria alimentaria y laboratorios

Los resultados de las pruebas ELISA estan condicionados a muchos factores, lo cual implica que se
deben considerar aspectos basicos para la veracidad de los resultados. Poder incluir este tipo de
pruebas como parte de un sistema de gestiéon de calidad requiere un andlisis exhaustivo de
aspectos como la matriz o matrices con las que se trabaja, el alérgeno de interés y las
caracteristicas de los kits, de modo que se elija la opcidn que brinde los resultados mas cercanos a

la realidad.

Los laboratorios que realizan este tipo de analisis en alimentos deben considerar las
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particularidades logisticas definidas en los protocolos de cada kit, como el tamafio de muestra, los
equipos necesarios, el nimero de pruebas que se pueden realizar con cada kit y la vida til de los
mismos, asi como realizar verificaciones comparativas con otros laboratorios que les permita

validar los métodos y asegurar resultados confiables.

Cuando una industria contrate un laboratorio para realizar estos andlisis debe solicitar informacién
sobre la calidad analitica de los mismos; por ejemplo, acreditaciones de los métodos, materiales
de referencia utilizados e informacion sobre el kit que utilizan para el alérgeno y la justificacién de

por qué se considera que ese kit es la mejor opcidn.

Se recomienda a la Compaiiia de Galletas Pozuelo DCR.SA, hacer un estudio comparativo entre el
efecto del horneado sobre la cuantificacidon de alérgenos en el extremo y centro de la banda de
horneado. En tanto no se haya realizado este estudio, se les recomienda que la toma de muestras
de galletas para analisis de alérgenos con pruebas ELISA se tomen del drea central de la banda
transportadora de horneado y no de los extremos, debido a que las galletas de la parte central

deberian verse menos afectadas por el calor.

7.2.3 A nivel regulatorio

Con tanta variabilidad entre los kits es dificil establecer un resultado oficial a nivel regulatorio, por
lo que es importante oficializar métodos analiticos y kits comerciales para poder realizar vigilancia
en cuanto al cumplimiento de la regulacidn de alérgenos en alimentos en el pais. Los reglamentos
deben ser claros sobre los métodos analiticos permitidos, las tolerancias y los requerimientos

analiticos que deben cumplir los kits comerciales.
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Anexo 1. Protocolo de contaminacidon de muestras en la empresa

ES... MUUUCHA GALLETA!

Protocolo de Pruebas y Validaciones

Fecha 20/01/2021
Obietivo Elaborar tipo cracker y tipo cracker integral contaminada con lacteo y huevo para
J estudio de alérgenos
Alcance Tipo cracker y tipo cracker integral

Nombre del proyecto

Efecto de diferentes condiciones de proceso en la deteccion de leche y huevo

1. Tipo de ensayo

Materia Prima

Nuevos Equipos

Material Empaque

Procedimiento

Desarrollo Producto

Peso declarado

Mejoramiento Proceso

¢ Otros?

X

¢Cual? | Investigacion

Justificacion prueba

Dentro del marco de un proyecto de investigacion de la Universidad de Costa Rica, se esta
evaluando cual es el efecto que tiene el horneo en la capacidad de los kits rapidos de anélisis de
alérgenos para detectar leche y huevo. Los resultados permitiran conocer qué tanto afecta el
procesamiento de nuestros productos en la deteccion de proteinas alergénicas por contacto cruzado.

Recursos

©oNo Ok wWwDNRE

5 kilos de pasta de tipo cracker normal
5 kilos de pasta de tipo cracker integral
Molde de tipo cracker
Molde de club
Bandejas para acumular producto
Personal de laminacién, horneo y empaque.
Micropipeta y sus puntas

\ortex

Disolucién de material de referencia
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*Los recursos del 7-9 son proporcionados por la investigadora de la UCR.

Plan de Prueba

1. Al final de la produccién normal de tipo cracker se lamina 1kg (132 galletas) de pasta de
tipo cracker.

2. Después del moldeo (antes de ingresar al horno) se detiene la banda. Se quita una fila (a lo
ancho) de galletas para formar dos grupos de galletas.

3. Lainvestigadora de la UCR coloca sobre las galletas la disolucion con alérgeno de huevo y
lacteo.

4. Se enciende de nuevo la banda y se deja correr el producto hasta que salga del horno.

5. Enempaqgue se acumulan las galletas en 1 bandeja previamente rotuladas:

6. Se cambia el molde de tipo cracker por el de club y se pasan 500 g de pasta siguiendo los
puntos del 2-5.

7. Al terminar la pasta de tipo cracker con el molde de club se coloca de nuevo el molde de
tipo cracker.

8. Se laminan 500 g de pasta de tipo cracker integral

9. Se repiten los pasos del 2-5

10. Al finalizar la prueba se procede con la limpieza en la laminadora y en las bandas de salida
del horno.

Responsabilidades
Produccion:

- Coordinador de mezclas: coordinar con el personal del rea de mezclas los siguiente:

a. Guardar los kilogramos de la pasta de tipo cracker normal.

b. Los cambios de molde

c. Apoyo de los operarios ya que se requiere trabajar en las condiciones normales de
procesamiento.

- Coordinador de Linea 1:

a. Asegurar que se acumulen en bandejas las galletas que salen del horno (se requiere sélo
1 operario).



Calidad:

a. Verificar que la prueba se ejecute correctamente.

b. \elar por que las galletas que se elaboraron se retengan, identifiquen y guarden aparte
para que no salgan al mercado.

c. Tomar muestras del producto a lo largo de la prueba.

d. Asegurar que el area quede limpia y lista para continuar la produccion.

Investigadora de la UCR:
a. Conducir las pruebas

b. Contaminar la pasta con los alérgenos
¢. Tomar muestras en distintos puntos

El producto elaborado sera enviado al laboratorio de Quimica del CITA para los respectivos
analisis.

Aplican las mismas especificaciones normales del proceso tanto para tipo cracker como para Club.

Nombre Firma Comentario

Diego Gomez, Coordinador de produccion

Monserrat Garcia, Coordinadora de produccién

Lourdes Chacon, Analista de Aseguramiento
de Calidad

Cindy Hidalgo, Investigadora UCR

ANEXOS




Anexo 2. Imdgenes de la contaminacién de las galletas moldeadas en la linea de produccién.

Imagen 1. Contaminacion de las galletas en la linea de produccion de galletas tipo cracker de
la compaiiia Pozuelo DCR.SA

Imagen 2. Adicién de una gota de la solucién de alérgenos con la concentracidn establecida en
mg /kg (ppm) de acuerdo con el peso de las galletas.
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Imagen 3. Galletas contaminadas con la solucion de alérgenos listas para ser horneadas.

90



91

Anexo 3. Resultados por lote de la cuantificacién de alergenos leche y huevo en galletas tipo cracker

Cuadro 12. Porcentaje de cuantificacion de los alérgenos huevo y leche con respecto a la masa cruda contaminada para los cuatro lotes de
galletas tipo cracker tradicional, Integral y molde XL por kit.

Kit R- biopharm Veratox 3M
LOTE LOTE LOTE LOTE LOTE LOTE LOTE LOTE LOTE LOTE LOTE LOTE

Alérgeno Muestra 1 2 3 4 Promedio 1 2 3 4 Promedio 1 2 3 4 Promedio

Galleta Tipo

cracker

tradicional 58 32 78 35 51 17 61 21 50 37 49 100 147 48 86
Leche  Galleta Tipo

crackerintegral 146 93 136 183 139 16 128 64 79 72 80 30 33 50 48

Galleta Tipo

cracker Club 43 21 110 27 50 54 33 14 65 41 68 35 39 64 51

Galleta Tipo

cracker

corriente 4 6 4 1 4 6 3 5 1 4 5 6 5 2 5
Huevo Galleta Tipo

cracker integral 4 3 4 1 3 6 1 3 1 3 4 3 3 2 3

Galleta Tipo

cracker Club 5 1 6 1 3 2 2 4 1 2 4 1 4 2 3
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Anexo 4. Resultados por lote de la diferencia en el porcentaje de cuantificacion entre los momentos del proceso

Cuadro 13. Diferencia en el porcentaje de cuantificacién entre los momentos del proceso (masa cruda y galleta horneada) para los alérgenos

leche y huevo para los cuatro lotes de galletas tipo cracker por kit.

Kit R- biopharm Veratox 3M

LOTE LOTE LOTE LOTE LOTE LOTE LOTE LOTE LOTE LOTE LOTE LOTE
Alérgeno 1 2 3 4 Promedio 1 2 3 4 Promedio 1 2 3 4 Promedio
Leche 42 68 22 65 49 83 39 79 50 63 51 0 -47 52 14

Huevo 96 94 96 99 96 94 97 95 99 96 95 94 95 98 95
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