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Hay una fuerza motriz mas poderosa que el vapor, la electricidad y la energia
atomica: la voluntad.

(Albert Einstein)
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RESUMEN

El presente trabajo de tesis se realizo con el objetivo de evidenciar la presencia
de adulteraciones en productos carnicos comerciales, de manera especifica en
hamburguesas, cuyo etiguetado declara ser un producto elaborado Unicamente

por carne de vacuno.

Debido a que las principales adulteraciones registradas en este producto, se
realizan con la sustitucion de la carne de vacuno por especies de menor valor
econdmico, como el pollo, cerdo y soya texturizada, estas son las especies que

se detectaron en ocho muestras comerciales trabajadas durante este estudio.

La deteccidon de estas adulteraciones se llevo a cabo por medio de la técnica
de PCR, debido a que esta es una técnica que posee gran sensibilidad y es
cien por ciento especifica, lo cual garantiza que los resultados obtenidos son
confiables. Para el caso de la deteccion de soya, se empleo el uso de PCR
simple, mientras que para la deteccion de las especies animales se opto por
emplear PCR multiplex, una variacion a la técnica, la cual permite detectar
varias especies simultaneamente, lo cual representa un ahorro significativo de

tiempo e insumos al realizar este estudio.

Los primers empleados, las condiciones de temperaturas y ciclos para realizar
las detecciones correspondientes fueron tomados de articulos en donde estos
fueron probados y se reportan resultados satisfactorios, sin embargo las
condiciones empleadas para ese trabajo tuvieron que ser adecuadas para
poder obtener un protocolo eficiente para la deteccion de adulteraciones en

hamburguesas.

vii
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INTRODUCCION

La determinacion del origen de la especie de la carne es una parte integral de la
regulacion de los alimentos con respecto a la regulaciéon econémica, los productos
de carne ya preparados son un blanco para el etiquetado fraudulento debido a la
diferencia de precios entre la especie original usada para el producto y otras de

menor calidad. 7

Ademas de que las practicas fraudulentas causen posibles pérdidas econdémicas,
la correcta identificacion de las especies es importante para los consumidores por
otras razones como; requerimientos meédicos de individuos con alergias

especificas a algunas especies, o debido a practicas religiosas. |26

La adulteracién de la carne y los productos carnicos, pueden ocurrir tanto en
producto fresco como en procesado y esta puede llevarse a cabo por medio de la
adicion de o sustitucion de ingredientes, una practica comuan es la adicion de soya
y se ha encontrado que muchas veces la carne es sustituida por carne de menor

valor econémico proveniente de otras especies. [13

Es por ello que la autenticidad se centra en la identificacion de la especie, ya que
existen grandes diferencias de precio de acuerdo a esto, Sin embrago la
identificacién de especies de carne no siempre es posible de identificar mediante
un examen de rutina o por métodos analiticos convencionales.jiz) Es por esto que
se han desarrollado métodos para la identificacion de las especies, siendo los mas
confiables aquellos basados en el andlisis de DNA, debido a que esta molécula
posee una alta estabilidad y su estructura se mantiene bien conservada en el

individuo. 2o, 21

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) es uno de los métodos basados en
el DNA mayormente empleado, el cual consiste en la amplificacion de un
fragmento especifico de DNA, para ello se emplean primers sintéticos y
especificos de la especie, los cuales se unen a las hebras complementarias de

DNA y para asi dirigir la sintesis de millones de copias del fragmento de DNA. Los

1
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productos obtenidos de esta reaccion son analizados y a través de ello se puede
identificar la especie con exactitud 11, 23 32. Sin embargo para lograr la
identificacién de la presencia de varias especies simultdneamente en productos
carnicos es necesario implementar una variacién al método convencional de PCR,
el cual es conocido como PCR multiplex, en el cual se emplean varios cebadores

juntos para la amplificacion de regiones multiples. 23

En consecuencia, el objetivo de este trabajo de investigacion, es el desarrollo y
aplicacion de una técnica de PCR multiplex, para la identificacion de presencia de

diferentes especies de carne y soya en productos comerciales.
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CAPITULO 1: GENERALIDADES DE LOS CARNICOS.

Posiblemente no exista ningin grupo de alimentos, cuyo consumo esté tan
condicionado por factores no nutricionales, como las carnes. Son muy relevantes
los factores religiosos, ya que no hay religién, ni secta religiosa, que no haya
establecido preceptos en materia de consumo de carne. Por ejemplo, la religion
musulmana prohibe el consumo de cerdo y exige el consumo ritual de cordero. La
religiébn judia ademas, exige que los animales sean sacrificados en una forma
especial, desangrados. La cristiana limita el consumo de carne en determinados

dias del afio. El budismo impone el vegetarianismo casi estricto. zg, 42]

Pero podemos decir que la incorporacion de la carne a la dieta habitual es un
hecho relativamente reciente y hasta hace s6lo unas décadas era un privilegio de
las clases mas pudientes. En los udltimos afios el consumo de carne se ha
incrementado. Al contrario que en otros tiempos, no muy lejanos, hoy es raro que

en la dieta diaria no entre algun plato a base de carne. [z
1.1 CLASIFICACION DE LA CARNE

Se denomina carne a la de animales domésticos, estos incluyen el ganado
vacuno, cerdos, ovejas y cabras (4 Siguiendo un criterio bastante amplio, la

clasificacibn mas relevante de la carne, se da de la siguiente manera:

e Carnes rojas, las mas comunes de este tipo son las provenientes de
vacuno, cerdo y lanar, sin embargo, en muchos paises se consumen
también las procedentes de équidos, cabras, antilopes, llamas y conejos. g

e Carne de aves, es la procedente de la musculatura de las aves domésticas
gue comprenden gallinas, pavos, gansos y gallinas de guinea. [g;

e Carne de animales marinos, los peces constituyen la mayor parte de esta

carne en el consumo humano. No obstante la carne de mejillones, almejas,

3
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langostas, ostras, cangrejos y muchas otras especies también se incluyen
en esta categoria. g
e Carne de Caza, es la que procede de de los animales silvestres o no

domesticados. g

Aparte de la especie del animal, de la que depende el contenido de hemoglobina
gue dara a la carne un color mas o menos rojo, la alimentacién también influye en

la coloracion de las carnes. [

El aporte nutrimental y la calidad de la carne durante la produccion se veran

afectados principalmente por la especie, edad, sexo, alimentacion, sanidad. 16
1.2 APORTE NUTRIMENTAL

Desde el punto de vista nutritivo, la carne es una fuente muy buena de proteinas vy,
en grado mucho menor, de determinados minerales. Aunque también estan
presentes vitaminas y acidos grasos esenciales, la carne normalmente no se
incluye por tales componentes en una dieta equilibrada. A pesar de que este
aceptado el valor nutritivo de la carne, sin embargo, existen diferencias en los
contenidos de aminoacidos libres, acidos grasos y de otras varias sustancias, asi
como en sus caracteristicas en las diferentes especies de donde se obtiene la

carne para consumao. [1g)

El creciente desarrollo de los procesos a los que se somete la carne para su
consumo como el deshuesado mecanico, y la inclusion de la carne recuperada
mecanicamente en los productos alimenticios, ha hecho que la determinacion

tanto de su origen como de su valor nutricional sea de suma importancia. [1¢)

1.2.1 Proteinas
Las proteinas de la carne son en gran parte las de los tejidos muscular y

conectivo, la mayor proporcion de proteinas musculares totales la constituyen las
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de miofibrillas; les siguen en importancia cuantitativa las proteinas
sarcoplasmaticas, formadas del tejido conectivo, constituidas fundamentalmente
por colageno y algo de elastina. Aunque el musculo contiene aproximadamente
del 18% al 22% de proteinas, tal cantidad varia bastante en muchos productos
carnicos y de acuerdo a la especie de la cual se trate, y lo hace inversamente con
la cantidad de grasa presente. Los productos carnicos proporcionan generalmente

la mayor parte del aporte proteico recomendado con la dieta. g

Ademas de su contenido proteico la carne muscular proporciona una proteina de
alta calidad biolégica. La proteina de alta calidad es la que contiene todos los
aminoacidos esenciales en cantidades equivalentes a las necesidades del cuerpo

humano, es altamente digestible y facilmente absorbible. g

Ademas de proteinas la carne contiene también algunos compuestos nitrogenados
no proteicos, tales como aminoacidos libres, péptidos sencillos, aminas y creatina.
Aunque estos compuestos no contribuyen significativamente al valor nutritivo,
constituye una fuente potencial de nitrogeno que puede emplearse en la sintesis

de aminoacidos y proteinas. g

1.2.2 Lipidos

El contenido lipidico de la carne es su componente mas variable. La cantidad de
lipidos depende del corte de la carne y de la cantidad de grasas que se dejo en el
mismo durante el despiecé y el recortado. Los componentes lipidicos de mayor
interés, desde el punto de vista nutritivo, son los triglicéridos, fosfolipidos,
colesterol y vitaminas liposolubles. El valor calérico de los lipidos de la carne
procede de los &cidos grasos de los triglicéridos y fosfolipidos de los que aquellos

constituyen la mayor parte. (g 16

Los acidos grasos que forman parte de los triglicéridos de la carne estan
relativamente saturados, especialmente si se comparan con las grasas vegetales.

En la grasa de la carne el acido graso insaturado mas abundante es el oleico, los
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otros &cidos grasos, presentes en grandes cantidades, son saturados y se trata de
los acidos palmitico y estearico. Por lo tanto, las grasas de la carne se describen
generalmente como grasa saturadas. [g) La grasa de la carne contiene cantidades
notables de acidos grasos esenciales para la dieta del hombre. Puesto que la
necesidad diaria de tales acidos grasos indispensables es relativamente pequefia,
la racion diaria aceptable se cubre facilmente con la grasa intramuscular, incluso

cuando se desecha la mayor parte de la grasa externa. g

1.2.3 Carbohidratos

Los carbohidratos suponen menos del 1% del peso de la carne, la mayoria de los
cuales la componen el glucégeno y el acido lactico. Dado que el higado constituye
el lugar principal de almacenamiento de glucégeno, la mayoria de los
carbohidratos del organismo animal se presentan en dicho érgano. De aqui que la
mayor parte de los cortes de carne constituyan fuentes pobres de carbohidratos,
salvo en aquellos productos (tales como las carnes curadas) a los que se

adicionan azucares o carbohidratos. [g;

1.2.4 Vitaminas.

La carne es una excelente fuente de vitaminas hidrosolubles del complejo B, pero
es pobre en vitamina C, también hidrosoluble, mientras que las vitaminas
liposolubles A, D, E, K, estdn en la grasa del organismo. En la carne se
encuentran todas las vitaminas del complejo B, siendo las mas abundantes la
tiamina, la riboflavina y la niacina. La carne es una fuente muy pobre de vitamina

C, salvo cuando se adiciona ascorbato a los productos carnicos procesados. (g

La tabla 1 ilustra las diferencias que existen en el aporte nutritivo entre las tres
especies mas importantes (Vacuno, Cerdo y Pollo) de donde se obtiene la carne

para el consumo.
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Tabla 1: Composicion quimica de diferentes especies de animales de basto de carne. (Forrest,

1979)

Procedencia de la Porcentajes Calorias por
carne y estado fisico | proteina Humedad Grasas Cenizas 100 gramos
Vacuno

Cruda 21.5 69.5 8.0 1.0 160

Cocinada 30.0 58.0 10.0 1.4 230
Pollo

Cruda 23.4 73.7 1.9 1.0 117

Cocinada 31.6 63.8 3.4 1.2 166
Cerdo

Cruda 19.5 69.5 9.5 1.0 170

Cocinada 27.0 57.0 12.0 1.3 230

1.3 TECNICAS DEL PROCESADO DE LA CARNE.

Los productos procesados carnicos se definen como aquellos, en los que se han
modificado las propiedades de la carne fresca mediante el empleo de una o0 mas
técnicas, tales como el picado o trituracion, adicion de condimentos, modificacion

del color o tratamiento térmico. g

1.3.1 Curado

El curado de las carnes se limita a las de vacuno y cerdo, tanto picadas como
cortadas en piezas (como jamones, ancas, cabeza, costillas, lomos y panceta del
cerdo y pierna y pecho del vacuno). Originalmente, el curado se practicaba para
conservar las carnes saladas sin refrigeracion, mas actualmente la mayoria de las
canes curadas llevan ademas otros ingredientes y se conservan refrigeradas, y
muchas se ahuman, por lo que son también, hasta cierto punto desecadas. Los
agentes del curado permitido son: cloruro de sodio, azucar, nitrato sodico, Yy
vinagre, pero suelen usarse en general los cuatros primeros. Las funciones que
tales productos cumplen son las siguientes: El cloruro de sodio o sal comun se usa
preferentemente como conservador y agente que contribuye al sabor. La salmuera
en que se introduce la carne durante el curado suele tener una concentracion de
cloruro sédico del 15%, en contraste con la que se le inyecta, que tienen mayor
concentracion, aproximadamente al 24 %. Su principal objetivo es disminuir la

actividad de agua (aw). s
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El nitrato sédico actia indirectamente como fijador del color y es ligeramente
bacteriostatico en solucidon acida, especialmente contra los anaerobios. Sirve
también como material de reserva a partir del cual las bacterias reductoras pueden

originar nitritos durante un curado largo. (s

1.3.2 Ahumado

En los métodos antiguos de ahumado, cuando se usaban grandes
concentraciones de sal durante el curado y cuando la desecacién y la
incorporacion a la carne de principios conservadores del humo eran mayores, los
productos obtenidos (jamones, cecina, etc.) podian conservarse sin refrigeracion.
Sin embargo muchos de los métodos modernos originan un producto alterable que
debe conservarse refrigerado. Los jamones precocidos y los embutidos de alto

contenido de humedad son ejemplos de este tipo. s

1.3.3 Picado o trituracion

El proceso en virtud del cual se reduce el tamafio de la carne para incorporarla a
productos tales como embutidos se denomina picado o triturado. El grado de
triturado (o tamafio de la particula) difiere mucho en los distintos productos
elaborados y frecuentemente constituye una caracteristica particular de cada
producto; algunos se componen de carne picada groseramente, mientras que en
otros el picado, es tan fino que constituye una emulsién carnica. Todos los
procesos de picado presentan dos ventajas: una mejor uniformidad del producto, y
un aumento en el ablandamiento de la carne al subdividirla en particulas mas

pequenas. g

1.3.4 Mezclado

El mezclado se aplica a una fase del procesado en la que los productos picados
se someten a un proceso adicional de mezcla, antes de sufrir otras fases del
procesado. La mision de un mezclado separado es asegurar una distribucion de
los ingredientes, especialmente de las sales del curado y condimentos, mas

uniforme que la que podria conseguirse mediante una simple trituracién. Los
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embutidos triturados bastamente se mezclan antes de introducirlos en las tripas.
Una fase previa a la emulsificacion consiste en la mezcla de la carne, especias y

otros ingredientes. [g]

1.3.5 Emulsificado

Una emulsion es un sistema que consiste en una fase dispersa y una continua.
Para que este sistema sea estable, es necesario un emulsificante en la interface.
En las emulsiones carnicas la fase continla esta constituida por agua, proteinas
hidrosolubles y otros compuestos, mientras que la fase dispersa son glébulos de
grasa. La teoria de emulsion clasica, aplicada a sistemas de carne finamente
triturada, declara que las proteinas de la carne, particularmente actina y miosina,
estabilizan la grasa la desdoblarse y circular a los glébulos de grasa con una capa
de proteina. En un sentido estricto, las emulsiones carnicas no son tales, ya que
una emulsién debe tener un tamafio maximo de los glébulos de grasa, en la fase
dispersa, de 5 micras, en tanto la fase dispersa de la emulsion céarnica tiene
diametros de particulas mayores. Sin embargo, un sistema de emulsién es lo mas
cercano a este sistema disperso. El paté y el pastel de pollo son ejemplos de

emulsiones carnicas. 7]

1.4 CLASIFICACION DE LOS PRODUCTOS CARNICOS.

Existen varias clasificaciones para los productos carnicos, sin embargo la mas
adecuada y aceptable es la establecida por la norma oficial mexicana-213,

productos y servicios. Productos carnicos procesados.

e Productos carnicos crudos. Son aquellos elaborados con carne, visceras o
sus mezclas, que pueden ser o no curados o madurados, y que no son
sometidos a algun tratamiento térmico incluyen hamburguesas, salamis,

chorizos, pastas, entre otros. [g g
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e Productos carnicos cocidos. Los elaborados con carne, visceras, sangre o
sus mezclas, curados o0 no, que son sometidos a proceso térmico. Pueden

presentarse enteros, en cortes, emulsionados o troceados. g g

e Productos céarnicos curados. Son a los que se agregan por via himeda o
seca, sal 0 azucares, nitratos o nitritos, independientemente de que sean

sometidos a algun tratamiento térmico, a maduracion o se manejen crudos.

(28]

e Productos céarnicos desecados, secos 0 salados. Comprende a productos
sometidos a reduccion de la humedad por medio de aire, calor o sal hasta

llegar a un valor no mayor de 25%. g

e Productos céarnicos empanados o rebozados congelados: Son los
elaborados con carne molida o picada o en piezas, con adicion o no de
tejido graso, subproductos y aditivos, que pueden recibir un tratamiento
térmico durante su elaboracion, pero que necesitan ser cocinados para

consumirlos. g

e Productos carnicos fritos. Se refiere a los productos elaborados a partir de
carne o piel y gue son sometidos a freido en aceite o grasa, con o sin sal,

curados 0 No. g

e Productos carnicos madurados. Son los que son sometidos a
deshidratacién parcial, pudiendo ser ahumados o no, sometidos durante
cierto tiempo a la accibn de cultivos microbianos 0 enzimas o
microorganismos propios de la carne y su accidon sobre azucares afiadidos

0 no. Pueden ser en cortes enteros o troceados. [z

e Productos cérnicos marinados o en salmuera. Son los adicionados de sal u
otros aditivos por via seca 0 humeda, excepto nitratos o nitritos, pudiendo

ser cocidos 0 NO. pzg

10
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e Productos céarnicos procesados. Son los elaborados a partir de carne,
visceras, estructuras anatomicas, sangre o sus mezclas, provenientes de
mamiferos o aves, que pueden someterse a ahumado, coccidn, curacion,

desecacion, maduracion, salado, entre otros. s

1.5 ADULTERACIONES EN LOS PRODUCTOS CARNICOS.

La adulteracion, es decir, sustitucion de carne con las alternativas mas baratas, es
un tipo de fraude que puede implicar problemas de salud y religiosos a los
consumidores. Por ello, los comerciantes y consumidores necesitan asegurarse
gue cuando adquieren un producto especifico, reciban exactamente lo que pagan

y no un material adulterado.

La determinacion del origen de la especie animal en carne es una tarea importante
en la inspeccion de alimentos, no solo en el caso de carne cruda, sino también en
el caso de la utilizacion de carnes de bajo costo por la industria, para la
preparacion de productos carnicos. Por medio del andlisis de alimentos se puede
comprobar las sustituciones fraudulentas de carnes de alto valor econémico, por
ejemplo la carne de res por carnes baratas; la identificacion de especies, son un
pre-requisito en el control de calidad de los alimentos 0. Por lo que la
implementacién de técnicas para la identificacion de la especie en los productos
carnicos es de suma importancia tanto para la industria alimentaria como para los

consumidores.

Una de las méas apreciadas y consumidas a nivel mundial es la carne de res
(vacuno), que incluye la de ternera, de vaca y del buey. Sin embargo en productos
procesados derivados de esta especie es facil adulterarla con carne de otras
especies, con visceras o despojos (higado, rifidn, pellejos) o con proteinas de

origen vegetal (soya texturizada) que son mas baratas.

11
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1.5.1 Especies de interés en la elaboracion de productos carnicos.

15.1.1 Carnederes

La carne de res (Bos taurus) es la mas aceptada en todo el mundo. A esta especie
animal pertenecen los ejemplares mas grandes y voluminosos de los llamados
animales de abasto, es decir, los que se utilizan habitualmente en el consumo

humano. (2

La carne de vacuno es un alimento altamente nutritivo, es una fuente importante
de proteina de alta calidad, vitaminas del grupo B y minerales. Las proteinas de la
carne de res contienen todos los aminoacidos esenciales para la nutricion

balanceada. [

La carne de vacuno es menos grasa que la del cordero y el cerdo, y por eso, se le
denomina 'carne magra’, junto con la del pollo y el conejo. La carne magra
contiene menos del 10% de la materia grasa. También es menos grasa y tiene

mas agua que la carne de ternera. 4

No obstante, el valor varia segun se trate de piezas pertenecientes al musculo
aislado o con otro tipo de tejido unido a él, como la grasa por ejemplo, o
dependiendo de que la res sea joven o vieja. Ademas, segun la pieza que se trate,

el contenido en grasa y en colesterol es muy variable. g

15.1.2 Carnede cerdo

La carne de cerdo (Sus scrofa domestica) proviene del animal de la familia Suidae.
Todas las partes del cuerpo son comestibles, unos trozos se destinan a la
charcuteria, y otros se consumen frescos. Su grasa, adherida a la piel, se llama
tocino, fundida, proporciona la manteca. El pelo muy duro (cerdas), se utiliza en la

fabricacion de cepillos. 4

12
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En el mercado normalmente se presentan como productos alimenticios
preparados total o parcialmente con carnes, despojos, grasas y subproductos
comestibles procedentes de cerdo u otras especies autorizadas, y en su caso

otros ingredientes de origen vegetal o animal. (1

1.5.1.3 Carne de pollo

El pollo (Gallus gallus domesticus) es el ave gallinacea de cria, macho o hembra,
sacrificada con una edad maxima de 20 semanas (5 meses) y un peso que oscila
entre 1 y 3 kilos. En la actualidad, el pollo se cria de manera intensiva en las

granjas y en unos dos meses alcanzan los 1,5 kilos de peso.

La carne de pollo tiene entre sus cualidades mas importantes para el consumidor
gue es una carne econémica y gue sus fibras carnicas son suaves a la mordida y
faciles de digerir. Entre sus ventajas se destacan que es un tipo de carne que

rinde mucho, se encoje poco durante la coccion. py;

La carne de pollo tiene una mayor proporcion de &cidos grasos insaturados que
las carnes rojas, pero menos que los aceites de origen vegetal, por eso tiene
tendencia a enranciarse. Se ha reportado que la carne de pollo es fuente
importante de niacina y una fuente moderada de riboflavina, tiamina y é&cido

ascorbico (vitamina C). [y

1.5.1.4 Extensores (soya)
La soya (Glycine max) es la principal fuente vegetal de proteinas debido a su alto
contenido proteico y a la relativa facilidad de su extracciéon, ademas de que es de

facil acceso economico para la poblacion. (3
A partir del Poroto de Soya, que es la semilla de la planta leguminosa, se realiza la

extraccion del Aceite de Soya, obteniendo asi una harina desgrasada (procesada

y secada), de textura esponjosa similar a la de la carne de origen animal. 3

13
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Debido al alto contenido proteico y sus propiedades funcionales los asilados
proteicos de soya son adicionados para remplazar porciones de la proteina de la
carne soluble en sal en sistemas de carne procesadas, por absorber y retener
agua, formar y estabilizar emulsiones, absorber grasa, formar geles, proporcionar
sustituto de carne o producir a partir de ella analogos de productos cérnicos

después de la coccion. [z

Tabla 2: composicién quimica de harina de soya. (Potter, 1999)

Harina de Soya

Proteina Aislado proteico
(%) Grasa | Fibra | Cenizas | Rendimiento Nitréaeno | Rendimiento
%) | (%) (%) (g/100g de 9 (g/100g de
N x 5.7 . (%) b
harina) Proteina)
39.7 23.1 2.2 4.8 36.6 15.0 78.9

1.6 ADULTERACION EN HAMBURGUESAS

Las hamburguesas se clasifican como un producto cérnico crudo elaboradas con
carne molida cruda y sin embutir. g

La materia prima principal empleada para prepara este producto es la carne
molida de res, ya que esta es de las mas solicitadas por el consumidor, y por su
naturaleza es facil adulterarla con carne de otras especies (caballo, cerdo, pollo),
con visceras o despojos o con proteinas de origen vegetal (soya texturizada) que

son mas baratas. 2

Es importante identificar adulteraciones en la carne molida de res y los productos
gue se elaboran con ella por ser un problema en la industria alimentaria al ser
sustituida por materiales mas baratos. De esta manera, la adulteracion de la carne
molida de res empleada para la elaboracion de hamburguesas, ademas de
considerarse una accion fraudulenta por los beneficios econdmicos que obtienen
las personas que realizan esta actividad, representa un peligro a la salud de

algunos consumidores. 27

14
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1.6.1 Elaboracién de carne para hamburguesas.

La elaboracion de la carne empleada para hamburguesas se lleva a cabo bajo el

siguiente diagrama de blogues:

RECEPCION DE LA CARNE

v
( 1\
PREDESMENUZADO

. J
\ 4

( 1\

PICADO

v

( 1\

AMASADO

(. J
\ 4

( | 1\

MOLDEO Y EXTRUSION

A 4

( 1\

ENVASADO Y ETIQUETADO
. J

Figura 1: Diagrama de proceso para la elaboracion de carne para hamburguesas
(www.sectorcarnico.com)

RECEPCION DE LA CARNE
La carne utilizada puede ser refrigerada o congelada y esta obligada a cumplir los
requisitos que garantizan la calidad de la carne, como estar libre de

microorganismos dafinos. 43

PREDESMENUZADO
El objetivo de esta operacion es conseguir la primera reduccion de tamafio de las
piezas a unas dimensiones adecuadas para alimentar la picadora. Esta reduccion

se hace manualmente con cuchillos 0 mecanicamente con maquinas troceadoras.

(43]
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PICADO

Este proceso es muy importante porque determina en gran medida la textura final
del producto. En la elaboracion de la hamburguesa el picado serd grueso para
conseguir una textura fibrosa y desmenuzable. Con carnes fibrosas se suelen

utilizar picadoras separadoras, que separan las fibras de la carne magra. 43

AMASADO

Con el amasado se normaliza la composicion de la masa de carne y se distribuye
de forma uniforme la sal y los demas ingredientes. Esta operacién se realiza
normalmente en amasadoras de forma de tambor, las de brazo amasador, las de

aletas y las de hélice o eje espiral. 3

MOLDEO Y EXTRUSION
El moldeo y la extrusién proporcionan a la carne amasada la forma, el tamafio y la

textura adecuados.

La carne picada se introduce en un cilindro del extrusor, donde es comprimida,
amasada e impulsada por un orificio circular al dispositivo de moldeado y/o corte.
Es importante controlar la temperatura, presion, el diametro del orifico y la

velocidad de las cizallas. (43

ENVASADO Y ETIQUETADO
El envase utilizado para las hamburguesas suele ser la bandeja de poliestireno,

con plasticos entre las piezas para evitar la adhesion entre ellas.

En el etiquetado es obligatorio poner la fecha de envasado y la de caducidad a
demas de las consideraciones y especificaciones establecidas por las normas
NOM-051-SCFI-1994,77 ¥y NOM-213-SSA1-2002 5. Las hamburguesas se

comercializan refrigeradas o congeladas. 3
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CAPITULO 2: TECNICAS PARA DETERMINAR LA AUTENTICIDAD DE LA
CARNE Y LOS PRODUCTOS CARNICOS.

Se han desarrollado diferentes métodos analiticos para la identificacion de
especies en carne fresca y procesada con la finalidad de proteger al consumidor
de posibles adulteraciones [37. Actualmente existe una gran variedad de técnicas
analiticas basadas en proteinas, y mas recientemente se han empleado técnicas
basadas en &cidos nucleicos, las cuales han logrado resultados mas precisos y
confiables. 3

2.1 TECNICAS BASADAS EN PROTEINAS

Las técnicas basadas en proteinas son las que predominan como analisis para la
determinar la autenticidad de la carne, sin embargo, la mayoria de las proteinas se
desnaturalizan en los alimentos procesados térmicamente, dando como resultando
cambios de la movilidad electroforética y antigenicidad de las mismas. Las
técnicas electroforéticas e inmunolégicas a menudo fallan en la deteccién de
especies en productos procesados térmicamente, y en alimentos de composicion
compleja, ya que las altas temperaturas causan cambios de la conformacion de

las proteinas y otros componentes. 2, 24

En el caso de las técnicas inmunoldgicas, los anticuerpos que se emplean pueden
presentar reacciones cruzadas, sobre todo en las proteinas de especies
estrechamente ligadas; esto es, cuando las proteinas se desnaturalizan durante el
procesamiento, sucede que los anticuerpos disefiados para reconocer las
diferentes especies, no reconocen sus antigenos especificos, llegando a dar

resultados erréneos. j14, 4]

Otra de las principales desventajas de los inmunoensayos, €s que Su precision
puede verse afectada cuando se analizan alimentos procesados ya que estos son

matrices complejas de proteinas y otros componentes. [ig)
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En México, la NOM-023-ZO0-1995 (3 para la identificacion de especie animal,
utiliza la prueba de inmunodifusion pasiva en gel. Sin embargo, esta técnica
presenta actividad cruzada con las diferentes especies animales, ya que los
anticuerpos utilizados son antisuero y no anticuerpos antimdsculo. Este es un

protocolo que requiere de aproximadamente 24 horas para obtener resultados (3, 24

De igual forma, con los métodos que utilizan electroforesis con isoelectroenfoque,
no es posible determinar la autenticidad de productos carnicos procesados, debido
a que las altas temperaturas empleadas para este método degradan las proteinas

solubles del musculo. [13

Por todo lo anterior, que la deteccion de las sustitucion fraudulenta de especies en
productos carnicos procesados y frescos requiere de métodos especificos y

confiables para la autentificacion de los mismos.

2.2 TECNICAS BASADAS EN ACIDOS NUCLEICOS

Las técnicas basadas en &cidos nucleicos son consideradas metodologias de las
mas novedosas para la deteccion de la adulteracion en productos carnicos
procesados. Estas consisten en técnicas basadas en el estudio de secuencias
especificas de DNA de cada especies, las principales técnicas de este tipo son; la
hibridaciéon del DNA, la reaccién de la polimerasa en cadena (PCR) y la
amplificacion polimorfica del DNA en forma aleatoria (RAPD). La principal ventaja
de estas técnicas, es que debido a que el DNA es una molécula que se encuentra
en todo tipo de células de un mismo individuo y contiene la misma informacion
genética no importa el origen de la muestra. La informacion contenida en el DNA
es mayor que en la encontrada en las proteinas, debido a que esta molécula es
relativamente termoestable, por lo que es menos susceptible a ser degradado
durante el procesamiento de los alimentos, y aun degradado parcialmente permite

identificar diferencias. 13
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2.2.1. Hibridacién de DNA

El método de hibridacion de DNA estd basado en los procesos de
desnaturalizacién — renaturalizacién de la cadena de DNA. Esta prueba se basa
en la mezcla de hebras sencillas de acido nucleico muestra, no marcado (hebras
diana) con una sonda de secuencia conocida marcada bajo condiciones

experimentales que permitan el apareamiento entre bases complementarias. [zg

Esto requiere la desnaturalizacion previa de las hebras duplex de DNA, lo que
generalmente se lleva cabo por calor, aunque también puede realizarse por
agentes quimicos. Una vez mezcladas, la sonda y la hebra diana, se permite la
renaturalizacion, en la cual se espera que se formen hibridos sonda-diana, si la

muestra fuera auténtica. [1g]

La deteccion de los productos se puede llevar a cabo de diversas formas, lo que
depende de la técnica que se utilice para realizar el ensayo, en la autentificacion
de alimentos comunmente se han utilizado los métodos de hibridacion en soporte
solido (filtro de nylon o nitrocelulosa): dot-blot y slot-blot. EI primero consiste en
aplicar la muestra gota a gota y el segundo consiste en aplicar la muestra en
manchas alargadas. Existen otras técnicas de hibridacién, como Northern olot y
Southern blot, que también se lleva a cabo en soporte sélido y las técnicas de
hibridacién en liquido in situ. Sin embargo dichas técnicas no se han ensayado

para la autentificacion de alimentos. 1)

2.2.2 DNA mitocondrial.
Las mitocondrias son organulos presentes en el citoplasma de las células
eucariotas. Contienen esencialmente, las proteinas de la cadena respiratoria

implicada en la sintesis del ATP.

Las proteinas de la mitocondria tienen un doble origen. La mayor parte son
codificadas por el DNA del nucleo, sintetizadas en el citoplasma y transportadas a

las mitocondrias. Pero algunas de ellas son codificadas por el DNA mitocondrial
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(mtDNA), pues la mitocondria posee su propia maguinaria para sintetizar proteinas.

(6]

Los genes de muchas de las proteinas y enzimas estructurales que se encuentran
en las mitocondrias realmente son codificados por el DNA nuclear, son
transmitidos en los ribosomas del citoplasma y luego son transportados a las
mitocondrias; el genoma mitocondrial solo codifica algunas moléculas de rRNA y
tRNA necesarias para la sintesis de proteinas mitocondriales. La organizacion de
estos genes mitocondriales y como la forma en que se expresan es sumamente

diversos entre organismos diferentes. (3

El DNA de las mitocondrias humanas; esta formado por dos hebras, es circular
cerrado (16 569 pdb), codifica los rRNA (&cido ribonucleico ribosémico), tRNA y
MRNA mitocondriales, una de las dos hebras contiene la mayoria de los genes.
No contiene intrones, la herencia del mtDNA es citoplasmatica es decir un embrion
hereda el DNA del nucleo del espermatozoide y del nucleo del ovulo, pero también
el mtDNA del citoplasma del ovulo, las mitocondrias son, por lo tanto, transmitidas
sélo por la madre y en el caso en que el DNA materno contenga mutaciones, la
cadena respiratoria puede estar perturbada lo cual puede manifestarse en
enfermedades de origen mitocondrial transmitidas por la madre.la estructura y
conformacion del DNA mitocondrial se puede apreciar en la figura que se muestra

a continuacion. g

Hl ATPase 806 I Complex 1 [CIRHAS
N C¥tochrome b [l Complex 4 Bl rRHAS

Figura 2: estructura del mtDNA humano
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El uso del DNA mitocondrial (mtDNA) para llevar a cabo la identificacion de
especies por PCR ofrece una serie de ventajas sobre el DAN nuclear. Primero los
genes estan presentes en miles de copias por cada célula. Este hecho aumenta la
posibilidad de amplificar moléculas de la muestra de tamafio adecuado de los
fragmentos de DNA provocado por la desnaturalizacion de las hebras. Segundo el
inmenso conocimiento de la organizacién genética del DNA animal, asi como la
disponibilidad de las secuencias informadas de muchas especies, hace posible
una seleccién facil de primers especificos para la amplificacion. Tercero, la gran
variabilidad del DNA permite llevar a cabo una identificacién fiable de especies

precisas en mezclas alimenticias. 25

2.2.3 Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

Es un método poderoso para amplificar segmentos especificos de DNA, este
método es diferente de la clonacién vy la propagacion dentro de una celula
hospedera [35.. Este procedimiento consiste en la sintesis enzimatica in vitro de
millones de copias de un segmento especifico de DNA de la especie de interés,
gue muestre diferencias en la secuencia de nucledétidos, incluso en especies

relacionadas y de esta forma pueda ser analizado. 34

La replicacion de una molécula ocurre mediante una reacciéon en la que un par de
primers (pequefias secuencias de nucleotidos sintéticos escogidos con secuencias
complementarias a los finales opuestos de las cadenas simples del fragmento de
DNA seleccionado) dirigen la sintesis de millones de copias del fragmento de

interés. [34,35]

Para que esto suceda, es necesaria la presencia de una enzima: la DNA-
polimerasa, misma que se encarga de catalizar la replicacion del DNA mediante la
adicion de nucleotidos complementarios de la hebra molde del DNA a un extremo
3’libre de la hebra naciente. Esta enzima requiere ademas de DNA molde, el cual

se denomina primer o cebador, es decir un fragmento de DNA mococatenario que
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hibride con el DNA molde, y que suministre el extremo 3’libre a partir del cual

ocurre la polimerizacion. i3

2.2.3.1 Fundamento de la PCR

La reaccion en cadena de la polimerasa implica un conjunto de tratamientos
desarrollados in vitro sobre una region sobre una region de DNA para su
amplificacion selectiva. El proceso requiere el conocimiento previo de la secuencia
de dos regiones cortas que flanqueen a la que se pretende amplificar; estas
regiones son utilizadas, para lo cual es necesario previamente conseguir su

asociacion al DNA molde desnaturalizada. 27

2.2.3.2 Descripcion de la PCR

Aun cuando actualmente existen un gran nimero de métodos para la clonacién y
secuenciacion de DNA, sin embargo, la PCR es una técnica altamente confiable y
especifica, que se ha convertido en una de las herramientas por excelencia para la
identificacion de especies y clonacion, convirtiéendose asi en la base de una

metodologia analitica insustituible. 27

2.2.3.2.1 Etapas de la reaccién

El proceso de PCR por lo general consiste en una serie de 20 a 35 cambios
repetidos de temperatura llamados ciclos; cada ciclo suele consistir en 2-3 pasos
de temperaturas. La PCR comun se realiza con ciclos que tienen tres pasos de
temperatura. Los pasos de ciclos a menudo estan precedidos por un choque
térmico (llamado "hold") a alta temperatura (> 90°C), y seguido por otro hold al
final del proceso para la extension de producto final o el breve almacenaje. Las
temperaturas usadas y el tiempo aplicado en cada ciclo dependen de gran

variedad de parametros 34;. Las tres etapas que se repiten durante los ciclos son:

Desnaturalizacion
La desnaturalizacion de la doble hebra de DNA es determinante para la obtencion

de hebras simple a partir de la molécula de DNA.
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La desnaturalizacion se debe tanto a la ruptura de los puentes de hidrogeno entre
pares de bases, como de las interacciones hidrofobicas entre bases apiladas al
desnaturalizarse. Las dos hebras del DNA se separan y pasan a una conformacion
al azar sin que se altere la estructura primaria, ya que no hay ruptura de enlaces

covalentes. 27

Ese paso se lleva a cabo sometiendo a la muestra a altas temperaturas (94-95°C),
La temperatura a la cual se decide realizar la desnaturalizacién depende, por
ejemplo, de la proporcién de G+C que tenga la hebra, como también del largo de
la misma. Otros métodos, raramente empleados en la técnica de la PCR, serian la

adicion de sales o agentes quimicos capaces de realizar la desnaturalizacion. 34

Hibridacion

Durante esta etapa el cebador se unira a su secuencia complementaria en el ADN
molde. Para ello es necesario bajar la temperatura a 50-65°C durante 20-40
segundos (segun el caso), permitiendo asi el alineamiento. Los puentes de
hidrégeno estables entre las cadenas de ADN (union ADN-ADN) sélo se forman
cuando la secuencia del cebador es muy similar a la secuencia del ADN molde. La
polimerasa une el hibrido de la cadena molde y el cebador, y empieza a sintetizar
ADN. Los cebadores actuaran como limites de la region de la molécula que va a
ser amplificada. 34

Elongacion

En esta etapa actua la ADN polimerasa, tomando el ADN molde para sintetizar la
cadena complementaria y partiendo del cebador como soporte inicial necesario
para la sintesis de nuevo ADN. La polimerasa sintetiza una nueva hebra de ADN
complementaria a la hebra molde afiadiendo los dNTP's complementarios en
direccién 5'— 3', uniendo el grupo 5'- fosfato de los dNTPs con el grupo 3'-
hidroxilo del final de la hebra de ADN creciente (la cual se extiende). La
temperatura para este paso depende de la ADN polimerasa que usemos. Para la

Taq polimerasa, la temperatura de maxima actividad estd en 75-80°C
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(comunmente 72°C). El tiempo de extension depende tanto de la ADN polimerasa

usada como de la longitud del fragmento de ADN que se va a amplificar. 27, 34

PCR : Polymerase Chain Reaction

30 - 40 cycles of 3 steps

mﬁwﬂbﬁmw an A . Step 1 : denaturation
T T I

m"ITTITnTmW 1 minut 94 “C
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= forward and reverse
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™ s s 2 minutes 72 °C
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Andy Vierstrasie 1999)

Figura 3: Etapas de la reaccién en cadena de la polimerasa

2.2.3.2.2 Componentes de la reaccién
Para poder llevar acabo la reaccion en cadena de la polimerasa se requiere de los

siguientes componentes esenciales:

e DNA polimerasa termoestable
Inicialmente se empleo la DNA polimerasa de Escherichia coli, como
enzima polimerisadora, pero debido a su inestabilidad térmica era necesario
agregarla a cada ciclo, haciendo muy costosa la prueba. Tomando en
cuenta los problemas que producia el empleo de esta enzima, se purifico
una enzima termoestable a partir de bacterias thermus acuaticus que

actualmente se conoce como Taq polimerasa. Esta enzima tiene un peso
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molecular cercano a los 93.910 Da y su temperatura optima, en que se
observa su actividad maxima, es entre 75 y 80°C; su tasa de incorporacion

de nucledtidos, es de unos 150 nucledtidos/seg/enzima. g

e Oligonucleétidos sintéticos (Primers)
De todos los factores que influyen sobre la eficiencia y especificidad de la
reaccion de amplificacion, el mas crucial es el disefio de los primers, en

donde es muy importante atender diversos factores:

o La longitud de los oligonucleotidos utilizados para cebar la reaccion
de PCR deberéa de ser de secuencia corta (15 a 30). Cuando mayor
sea su tamafo, mayor es la posibilidad de que se asocien a
secuencias no perfectamente complementarias y conduzcan a la

amplificacion de productos no especificos. [2g

o La composicién de bases de los cebadores es importante por el
efecto que tiene sobre la estabilidad del hibrido; lo ideal es que
tengan 50% de GC. Si el porcentaje es menor, interesa que tenga

mayor longitud, para evitar una baja temperatura de fusion. g

o Deben evitarse secuencias con bases repetidas (mas de 3 o 4

seguidas), para dificultar uniones no correctas. g

Los cebadores han de estar presentes en la reaccién a una concentracion
adecuada. Su ausencia detiene el proceso de amplificacion, pero una
cantidad excesiva puede provocar su unién inespecifica y la amplificacion

de secuencias no deseadas. 2

Para la amplificacién de secuencias especificas y determinadas, se utilizan
cebadores también especificos, derivados de regiones conocidas que

flanquean la secuencia de interés. g
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Desoxynucleosidos trifosfatos (ANTPs) en exceso.

Son Desoxinucleotidos con dos atomos de fésforo mas, que suelen
agregarse en concentraciones superiores a lo establecido ya que se gastan
en la reaccién rapidamente, la concentracion de dNTP y el MgCl, va
relacionada. Ya que la enzima necesita de Mg para poder incorporar a los
dNTP. (34

Para una concentracion de 200 uM de cada dNTP suele afadir a una

concentracion de 1.5 mM. g

Cationes divalentes

Todas las DNA polimerasa termoestables requieren de cationes divalentes
libres para su actividad, usualmente MG2+, sin embargo, la presencia de
estos estd mas ligada a la presencia de dDTPs y oligonucledtidos, debido a
gue son ellos los que se unen al cation. La concentracion molar del cation,
debe exceder la concentracion molar de los grupos fosfato que aportan

dNTPs mas los primers. (34

2.2.3.2.3. Ventajas y desventajas de la PCR

Ventajas

v

Es un método de replicacion del ADN que no depende de la maquinaria de
la célula ni de vectores

Hace posible la amplificacion de una sola o de pocas copias de un
fragmento de ADN, generando millones de copias del mismo.

Amplifica eficientemente fragmentos desde menos de 100 bases hasta de
35 kb

Es un proceso muy especifico cuyo objetivo es solamente el ADN que se
desea copiar.

Es una técnica muy versétil, pueden ser analizadas muchos tipos de

muestras
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v' Es un proceso de alta fidelidad, sus errores estan en niveles tan bajos como
1/10 000 y 1/100 000.

v" Puede combinarse con otras técnicas, ejemplo con ELISA.

v' La principal ventaja es la habilidad de utilizar muestras mindsculas para
producir un alto rendimiento del ADN objetivo amplificado, la especificidad
de la reaccion, la flexibilidad del método y la simplicidad y velocidad de

procedimiento automatico. (¢ 34,41

Desventajas
v" Costos de la técnica

Capacitacion del personal
Conocimiento de secuencias especificas

Control de la contaminacién

<N X X

Inhibidores de la PCR [¢,34,341

2.2.3.2.4. Contaminacion de las reacciones de PCR

Debido a que la PCR puede generar trillones de copias de DNA de la secuencia
molde, la contaminacién de las reacciones de amplificacién con productos de una
reaccion previa, ya sea con DNA exdgeno o con otro material celular, puede crear

problemas tanto en la investigacion como en la aplicacion diagnostica. zg

En general, la tencion debe ser muy cuidadosa en el procedimiento del laboratorio,
ademas, se debe tener a la mano un sin niumero de controles negativos para

monitorear y revelar los contaminantes. [z

2.2.3.2.5. Andlisis del producto de una PCR
Después de la amplificacion, al finalizar la reaccion, el DNA de interés puede ser
colocado en un gel de agarosa, realizar el corrimiento electroforético, tefiirlo y

observar en luz ultravioleta el producto de la PCR. 3¢
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El anadlisis fino y la caracterizacion se realizan empleando metodologias
adecuadas para cada caso en particular, como lo es el analisis electroforético en
geles de poliacrilamida, digestiones con enzimas de restriccion, hibridacién con
detectores especificos (genes clonados) o0 secuenciacién nucleotidica, por

mencionar solo algunas. 3¢

2.2.3.2.6 Aplicaciones de la PCR

Actualmente las aplicaciones de la reaccion en cadena de la polimerasa son
numerosas, debido a que esta técnica ha resultado ser una herramienta de gran
ayuda, debido a su alta especificidad y confiabilidad. Algunas de sus aplicaciones

mas importantes son:

Clonacién: en el campo de la biologia molecular, la PCR se utiliza para la
clonacion molecular de genes y su secuenciacién nucleotidica. La PCR favorece la

clonacion si se incorporan regiones de restriccion. (zg

Diagnostico clinico: en este campo, la PCR se usa en la genética médica para el
diagnostico de enfermedades hereditarias y de algunas cromosomopatias
comunes; en el campo de la inmunologia se emplea para determinar asociaciones
entre el complejo mayor de histocompatibilidad y la predisposicion genética para el
desarrollo de enfermedades autoinmunes; en el campo de la oncologia, para
probar mutaciones activadoras de oncogenes o supresoras de antioncogenes,
para detectar arreglos cromosémicos presentes en procesos neoplasticos y para

la deteccion de virus, entre otros muchos aspectos. [zg

Proceso evolutivo: en este &mbito la PCR se ha aplicado a estudios de secuencias
conservadas del DNA, acelerando la reconstruccion de arboles filogenéticos y se
ha convertido en el instrumento mas accesible para el andlisis de especies en vias

de extincion. (g
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Alimentos: recientemente, debido a la necesidad que se tiene con respecto a la
seguridad del consumidor, y los alimentos que llegan hasta el, en cuanto a la
autenticidad de los alimentos procesados y su calidad, se han tenido que
desarrollar técnicas eficaces para asegurar estos aspectos en los alimentos. Para
llevar a cabo dicha practica se hace uso de manera exitosa de la técnica de la
reaccion en cadena de la polimerasa ya que esta permite confirmar con fiabilidad y
rapidez la calidad y pureza de los alimentos y productos alimenticios, lo que
constituye un asunto de vital importancia para las empresas del sector alimentario

y la seguridad del propio consumidor. (zg

2.2.3.2.7. PCR multiplex

La PCR multiplex es una variacion de la PCR convencional, en la cual més de un
par de primers es usado en la reaccion en cadena de la polimerasa. El objetivo de
esta técnica es amplificar diferentes segmentos del DNA de interés, empleando

una anica muestra del DNA objetivo, en poco tiempo y minimizando Costos. (23

El rendimiento de cada uno de los productos amplificados es reducido en
proporcion al numero de primers que se incluyan en la reaccion. Sin embargo
como una regla general, mas de ocho pares de primers empleados
simultineamente en la reaccion pueden ocasionar un bajo rendimiento en la
amplificacion de los productos hasta el punto de causar la invisibilidad de estos en

el posterior analisis de los productos en un gel de agarosa. (a4

Para obtener resultados favorables en la reaccion multiple, se debe tener especial
cuidado en que todos los primer empleados posean aproximadamente la misma
temperatura de desnaturalizacion, estos cebadores deberan garantizar que no
presentaran interacciones entre si, salvo con la pareja especifica de cada uno de

ellos, los productos obtenidos podran ser analizados por electroforesis en gel. (a4
Para optimizar la reaccion Mdltiplex, debera tomarse en consideracion lo siguiente:

e Comprobar que los primers seleccionados amplifican eficazmente por
separado, utilizando el mismo programa de PCR. [34
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Determinar la cantidad adecuada de cada pareja de primers para logra la
maxima amplificacion de estos, en reacciones separadas bajo el mismo

programa de PCR y las mismas condiciones de reaccion. [z,

Equilibrar la cantidad de cada par de primer incluidos en la reaccion
multiplex para lograr una amplificacion aceptable de todas las regiones

designadas de interes. (a4
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CAPITULO 3: METODOLOGIA EXPERIMENTAL

3.1 CUADRO METODOLOGICO

PROBLEMA
Identificar la presencia de especies diferentes a la de vacunc en la carne de hamburguesas comerciales, las cuales declaran estar

elaboradas unicamente con carne de esta especie.

v

OBJETIVO GENERAL
Desarrollar un protocolo para identificar presencia de carne de pollo cerdo y soya en hamburguesas
comerciales que declaran estar elaboradas Unicamente con carne de vacuno mediante la aplicacién de PCR multiplex.

Y

v

OBJETIVO 1
Revision bibliografia.

'

Revisar trabajos
relacionados con

estrategias metodolégicas
similares en las especies

de interés.

!

OBJETIVO 2
Extraccion y cuantificacién
de DNA demuestras de
diferentes especies (pollo,
cerdo, soya, vaca).

v

Extraccion de DNA de
tejido muscular de las
diferentes especies

Determinacion de la
concentracion de DNA
por abserbancia

¥

Obtencion de las
muestras de DNA

OBJETIVO 3
Seleccién de primers para la
delimitacion de la zona de
amplificacién de PCR mediante el
analisis de la secuencia de DNA
mitocondrial de las especies de
interés.

v

Obtencién de la secuencia
de DNA mitocondrial para
cada una de las especies.

v

Lectura de las
zonas del mtDNA

v

Seleccion del primer
frontal y los reversos

OBJETIVO 4
Evaluacion de la técnica de PCR
multiple para la identificacion de la
presencia de tres especies
diferentes (vaca, puerco y pollo)

OBJETIVO 5
Evaluacion de la técnica de PCR
para la identificacion de Ila
presencia de soya.

A

para cada especie

v

Mezclar los primers
especificos de cada
especie .

v

Aplicacién de
PCR multiple.

v

Evaluacion de productos
de PCR dtilizande el
meétodo de electroforesis
en geles de agarosa

I

[Aplicar PCR para la
identificacion de soya

Evaluar los productos
de PCR por
electroforesis en geles|
de agarosa.

v

Planteamiento
del protocolo de
autentificacion.

Figura 4: Cuadro metodoldgico

OBJETIVO &
Evaluacion del protocolo de
autentificacién ante
hamburguesas comerciales

que declaren contener soclo
carne de vacuno.

Extraccion de DNA

Aplicacion de
PCR multiple y
sencilla

v

Evaluacion del
producto de PCR

por electroforesis.

Resultados

Anélisis de
resultados

Conclusiones
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3.2 DESCRIPCION DEL CUADRO METODOLOGICO

PROBLEMA
Identificar la presencia de especies diferentes a la de vacuno en la carne de
hamburguesas comerciales, las cuales declaran estar elaboradas Unicamente con

carne de esta especie.

OBJETIVO GENERAL
Desarrollar un protocolo para identificar presencia de de pollo, cerdo y soya en
hamburguesas comerciales que declaran estar elaboradas unicamente con carne

de vacuno mediante la aplicacion de PCR mudltiplex.

Objetivo particular 1
Revision bibliogréafica
e Revisar trabajos relacionados con estrategias metodoldgicas similares en

las especies de interés.

Objetivo particular 2
Extraccion y cuantificacion de DNA de muestras de las diferentes especies (pollo,
cerdo, soya, vaca).
e Extraccion de DNA de tejido muscular o vegetal de las diferentes especies
en estudio.
e Solubilizacion de DNA.

e Determinacion de la concentracion de DNA por absorbancia a 260nm

Objetivo particular 3
Seleccion de primers para la delimitaciébn de la zona de amplificacién de PCR
mediante el analisis de la secuencia de DNA mitocondrial de cada una de las
especies de intereés.
e Obtencion de la secuencia de DNA mitocondrial para cada una de las
especies.
e Lectura de las zonas del mtDNA de las diferentes especies.
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e Seleccioén del primer frontal y los reversos para cada especie.

Objetivo particular 4
Evaluacion de la técnica de PCR multiplex para la identificacion de la presencia de
tres especies animales diferentes (vaca, cerdo y pollo).

e Mezclar los primers especificos de cada especie.

e Aplicacion de PCR mudltiplex.

e Evaluacion de productos de PCR utilizando el método de electroforesis en

geles de agarosa.

Objetivo particular 5

Evaluacion de la técnica de PCR para la identificacion de la presencia de soya.
e Aplicar PCR para la identificacion de soya.
e Evaluar los productos de PCR por electroforesis en geles de agarosa.

e Planteamiento del protocolo de autentificacion.

Objetivo particular 6
Evaluacion del protocolo de autentificacion ante hamburguesas comerciales que

declaren contener solo carne de vacuno.

e Extraccion de DNA de productos comerciales.

e Aplicacion de PCR multiplex, para especies animales (cerdo, vaca y pollo).
e Aplicacion de PCR simple para la especie vegetal (soya).

e Evaluacion del producto de PCR por electroforesis.

e Resultados.

e Anadlisis de resultados.

e Conclusiones.
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3.3 MATERIALES Y METODOS

3.3.1 Material biolégico

De acuerdo con lo que se pretende realizar durante el desarrollo del presente
proyecto, las muestras requeridas fueron las siguientes:

Muestras en fresco:
e Bovino (Bos taurus)
e Pollo (Gallus gallus domestica)
e Porcino (Sus scrofa)

e Soya (Glicine max)

Muestras procesadas:
e Muestra comercial 1
e Muestra comercial 2
e Muestra comercial 3
e Muestra comercial 4
e Muestra comercial 5
e Muestra comercial 6
e Muestra comercial 7

e Muestra comercial 8

De cada una de las muestras se empled un peso aproximado de 50g, la cual fue
congelada, para su posterior molido y homogenizado. Las muestras de estos

productos se mantuvieron en congelacion durante periodos no mayores a 15 dias.

3.3.2 Extraccion de DNA total a partir de tejido.

Para la extraccion de DNA de las muestras objetivo (vacuno, cerdo, pollo y soya),
se empleo el protocolo clasico de Sambrook, J. Este protocolo se basa en la
disolucion del tejido de la muestra usando detergentes y proteinasa, extraccion de

proteinas y polisacaridos con fenol, cloroformo y alcohol isoamilico, seguido de la
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precipitacibon de DNA con etanol fri6. A continuacion se describe el protocolo

completo:

Reactivos:
e Agua desionizada con pH de 7.
e Solucion de lisis (Tris base 50nM, pH=8, EDTA 0.1M, SDS 0.5%)
e Enzima Proteinasa k
e Mezcla fenol- cloroformo- alcohol isoamilico, en proporcion 12:24:1

e Etanaol frio.

Material y Equipo:
e Agitador vortex, Genie K-55-G.
e Balanza analitica electronica, Cole parmer PR410 Equipar 500mg
e Calentador para tubos eppendorf.
e Juego de micropipetas, Rainin

e Microcentrifuga,Mminispin plus eppendorf 1400rpm

Método:
Disgregacion del tejido:
e Enjuagar el tejido con agua estéril y no tocarlo con las manos, usar
guantes.
e Congelar una porcion de este tejido empleando nitrégeno liquido o en
congelador normal.
e Con ayuda de un mortero, moler la muestra congelada.
e Pesar 150ug de la muestra en un tubo Eppendorff.
e Adicionar 1250pul de solucion de Lisis.
e Agitar con vortex hasta que se visualicen pedazos mas pequefios.
e Adicionar 7pl de enzima proteasa previamente concentrada a 20mg/ml.

e Incubar los tubos a 50°C en Termoblok por 2 horas.
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Desactivar la enzima manteniendo la temperatura en el termoblok a 60°C

por lo menos una hora.

Extraccion de proteinas y polisacaridos:

Adicionar al tubo con la muestra, 0.25ml de la mezcla de fenol-cloroformo-
alcohol isoamilico.

Mezclar el tubo varias veces suavemente.

Centrifugar a 10,000rpm durante 10min a temperatura ambiente.

Separar las fases, recuperar la fase acuosa superior que contiene el DNA.
Es importante evitar recuperar cualquiera de las otras fases.

Trasladar la fase recuperada a 2 tubos eppendorff nuevos.

Precipitacion de DNA

Adicionar 1500ul de etanol fri6 a cada uno de los tubos con la muestra.
Mezclar suavemente.

Centrifugar a 10,000rpm, durante 10 min.

Decantar el etanol y dejar secar en la incubadora a 37°C. el DNA debe
visualizarse pegado al tubo como una mancha blanca.

Una vez que el etanol haya sido eliminado, se adiciona agua libre de
nucleasas para resuspender el DNA agitando suavemente el tubo hasta su
completa disolucion.

Cuando la solucién presenta particulas insolubles, se reintenta la extraccion
de proteinas y polisacaridos con fenol-cloroformo-alcohol isoamilico, y se

vuelve a lavar con etanol

3.3.2 Cuantificacién de DNA por medicion de absorbancia

Este método es Util para preparaciones de acidos nucleicos altamente puras, pues

se detecta cualquier compuesto que absorbe luz significativamente a 260nm. Lo

cual incluye; DNA, RNA, EDTA y fenol. La relacion de absorbancia a 260nm se

utiliza como prueba de contaminacion de una preparacion de DNA y RNA con
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proteinas puesto que los aminoacidos aromaticos absorben luz a 280nm. En este
caso, solo un nivel significativo de proteina en la preparacion puede causar un

cambio significativo en la relacion de absorbancia de ambas longitudes de onda.

(34]

Para cuantificar la cantidad de DNA, las lecturas se toman a 260 y 280nm. La
lectura de 260nm permite conocer la concentracion de &cidos nucleicos que
contiene la nuestra analizada. La relacién entre las lecturas a 260 y 280nm
proporciona un estimado de la pureza de los acidos nucleicos. Preparaciones
puras de DNA tiene valores de 1.8, mientras que valores de 2 muestran la
existencia de preparaciones puras de RNA. Si existe contaminacién significativa
con fenol o proteinas, la relacion 260/280 serd menor de 1.7 entonces no puede

cuantificar el DNA presente en la muestra. 34, 3g)
Reactivos:

¢ Muestra de DNA de las diferentes especies (Pollo, Cerdo, Vaca, Soya).

e Agua libre de nucleasas.

Material y equipo:
e Espectrofotometro, Abccesolab NanoDrop ND-1000 A113
e Micropipeta

e Tubos eppendorf.

Método:
e Calibra el equipo colocando 2ul de agua libre de nucleasas en el brazo del

equipo .
quip Colocar aqui la

muestra

Figura 5: Espectrofotémetro, para cuantificar
concentracion de DNA

e Abrir el programa de Nanodrop y seleccionar la opcion de acidos nucleicos.
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e Colocar nuevamente 2 pl de agua libre de nucleasas para registrarlo como
blanco.

e Correr el programa.

e Colocar 2 pul de la nuestra de ADN a cuantificar y correr el programa.

e Registrar la concentracion de ADN proporcionada por la relacion 260/280,
registrada por el equipo.

e Limpiar adecuadamente le equipo.

3.3.3 Reaccidén en cadena de la polimerasa (PCR)
Reactivos:

e Kit para PCR, Promega que contiene :
o Agua libre de nucleasas
o PCR Master Mix (50 unidades de Taq DNA polimerasa, 400uM de
cada dNTP y 3mM de MgCl,)

e Primers:
Los primer utilizados para la identificacion de especies animales mediante
PCR multiplex, fueron los disefiados por T. Matsunaga y col 23}, publicados
en su articulo de 2001, las secuencias correspondientes a estos primers

son las que a continuacion se muestran.

o Especies animales:

=  Primer SIM
(5"GACCTCCCAGCTCCATCAAACATCTCATCTTGATGAAA-3")

* Primers reversos
e Pollo (5-AAGATACAGATGAAGAAGAATGAGGCG-3)
Amplificado de : 227pb
e Vacuno(5-CTAGAAAAGTGTAAGACCCGTAATATAAG-3)
Amplificado de : 274pb
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e Cerdo (5-GCTGATAGTAGATTTGTGATGACCGTA-3").
Amplificado de: 398pb

o Soya:

Para el caso de la soya los primers empleados fueron los trabajados por
A. Kanasawa y col; publicados en su articulo de 1998 (15, las

secuencias de estos primers son mostradas a continuacion.

» Primer frontal: (5-AGCGGGGTAGAGTAATTGGTC-3")
=  Primer reverso: (5"-CAAGGAGCATCGTGAGGAATAG-3")
= Amplificado de: 305pb

Materiales y equipo:
e Termociclador, Apollo ATC401 CLP
e Juego de micropipetas

e Tubos eppendorf.

Preparacion de lareaccion

Para la preparacion de la reaccion es fundamental la estandarizacion de las
concentraciones de los componentes principales de la reaccién (primers y DNA).
Los primers deben ser solubilizados a una concentracion de 250nM, mientras que
el DNA requiere una concentracion baja puesto que, teéricamente, una sola copia
de DNA deberia ser suficiente para la adecuada amplificacion, sin embargo, la

extraccién del DNA implica la colecta de millones de cadenas originales .
La preparacion de las muestras para la reaccion se llevo a cabo de acuerdo con el

protocolo que precisa promega para el kit de PCR. Los componentes se

prepararon en tubos de 25pl tal como se muestra en la tabla 3:
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Tabla 3. Componentes de PCR.
Volumen Concentracion
Componente i
(uh) final
Mezcla master mix 12.5 1X
Primer F 0.25-25 0.1-1.0mM
Primer R 1.25-2.5 0.1-1.0mM
DNA 1-5 .< 250ng
Agua libre de La necesaria para
N.A.
nucleasas completar 25 pl

Etapas y ciclos de lareaccién

La programacion del termociclador se efectu6 de acuerdo a las condiciones

sefialadas en las figuras 6 vy

7 las condiciones estan basadas en

las

recomendaciones de T. Matsunaga y col, para el caso de las tres especies

animales, mientras que las condiciones para soya fueron tomadas las que se

reportan en el articulo publicado por A. Kanasawa y col.

i 35 Ciclos |
LU J
| | |
94°C *94°C 60°C 72°C- 72°C .
¢ —e — 9
2:00min 3 I 5:00min i"“
io:30min‘., < 0:30min : |
0:30min : . o 4C
| I I —o
- L] o
< —le ple >le >
Etapa de Etapa que se Etapa Conservacion del
desnaturalizacién repite ciclicamente final producto

Figura 6: Etapas y condiciones programadas en el termociclador para especies animales (Vaca,

Cerdo, Pollo).
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1 30 Ciclos
e oo J
| | |
92°C *92°C 64°C 72°C- 72°C .
o — 0 ! 2
2:00min 5 ; | 5:00min i"“
[0:20mirr, £0:30min : i
I 0:20min : . N
| | —
< >l > < >le >
Etapa de Etapa que se Etapa Conservacion del
desnaturalizacién repite ciclicamente final producto

Figura 7: Etapas y condiciones programadas en el termociclador para Soya.

3.3.4 Electroforesis en gel de agarosa

La electroforesis es una técnica bioguimica estandar para la separacion de
moléculas sobre la base del tamafio y la carga eléctrica. Hay varios tipos
diferentes de electroforesis; para separar las moléculas de DNA se utiliza

electroforesis en gel. 29

El gel es sometido al paso de corriente a través de él. Dado que el grupo fosfato
de cada nucledtido de DNA posee una carga negativa, los fragmentos de DNA
migran hacia el extremo positivo del gel y la movilidad de estos dependera de su

tamano. [zg

La electroforesis para el andlisis de los productos obtenidos de PCR se realiz6 de
acuerdo a lo siguiente:
Reactivos

e Agarosa, Gibco ERL
e Tris acetato y EDTA (TAE) 1X como solucion buffer, pH=8.

e Bromuro de etidio en concentracion(Bret) de 10mg/ml
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Marcador de peso molecular, Promega
Tinte cargador azul/naranja 6X, Promega.

Muestras de las reacciones de PCR.

Materiales y equipo

Fuente de poder, Bio-Rad PowerPac 200
Camara y Cassete de electroforesis, Apollo 75.710
Micropipetas

Parafilm

Método:

Pesar 1000 mg de agarosa para preparar un gel al 2% y se agregan 50ml
del amortiguador TAE 50X

Colocar en el microondas a temperatura baja, para que la agarosa se
disuelva, evitando que esta ebulla.

Retirar el matraz del microondas y esperar a que la solucion alcanza la
temperatura ambiente.

Agregar una gota de bromuro de Etidio y homogeneizar.

Transferir la solucion de agar a la charola de electroforesis y colocar el
peine.

Esperar a que el agar solidifique y retirar el peine.

Colocar la charola en la camara de electroforesis.

Agregar a la camara la cantidad necesaria de amortiguador TAE 1X, para
cubrir el gel.

Colocar sobre parafilm 5ul de la muestra, 2 pl de azul de bromofenol, 2 ul
de bromuro de etidio diluido.

Homogeneizar la muestra con el azul de bromofenol y el Bret empleando
una micropipeta.

Transferir la muestra homogeneizada a uno de los pozos del gel de
agarosa.

Repetir los tres pasos anteriores con el resto de las muestras.
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e Encender la fuente de poder y programar el voltaje a 90v dejar funcionar
hasta que el azul de bromofenol recorra 2/3 partes del gel.

e Apagar la fuente de poder y retirar cuidadosamente el gel.

3.3.5 Analisis de los resultados de electroforesis

La visualizaciéon de los resultados de los geles de electroforesis se llevo a cabo en
un transiluminador de luz UV marca Claver Scientific LTD, la captura de estas
imagenes visualizadas se logro utilizando un equipo de fotografia para luz UV
marca Kodak digital Science. Estas condiciones son esenciales para la deteccion
del bromuro de etidio intercalado en los fragmentos de DNA presentes en el gel,
esto es debido a que la radiacion UV es absorbida a 254nm por el DNA y
transmitida al colorante, el cual unido por si mismo absorbe la luz a 302nm y
366nm. En ambos casos, la energia es re-emitida a 590nm en la regién rojo-

naranja del espectro visible. [34
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CAPITULO 4. RESULTADOS Y DISCUSION

Objetivo particular 1
Revision bibliografica.

Para llevar a cabo este trabajo fue necesario realizar una investigacion
bibliogréafica de los trabajos hechos con anterioridad referentes al tema de interés,

con la finalidad de tener un mayor conocimiento sobre este.

Al hacer esta revision se encontrd un articulo realizado por Matsunaga y col. cuyo
objetivo era la identificacion de diferentes especies animales simultaneamente en
productos carnicos, debido a que el trabajo reportado en este articulo era muy
semejante a lo que se pretendia hacer en esta investigacion de tesis, se optd por
tomarlo como la principal referencia, obteniendo de él los primers a utilizar asi
como las condiciones para llevar a cabo la PCR en el caso de las especies

animales de interés (cerdo, vaca, pollo).

MEAT
SCIENCE

if

1S Meat Science 51 (1999) 143-148
ELSEVIER

A quick and simple method for the identification of meat species
and meat products by PCR assay
T. Matsunaga®, K. Chikuni®*, R. TanabeP, S. MuroyaP®, K. Shibata?, J. Yamada?,

Y. Shinmura?®

“Japan Meat Processors Association, Ebisu 1-5-6 Shibuya-ku, Tokyo 150, Japan
b National Institute of Animal Industry, Tsukuba Norindanchi, PO Box 5, Ibaraki 305, Japan

Received 28 August 1997; received in revised form 30 June 1998; accepted 2 July 1998

Figura 8: Presentacion del articulo publicado por Matsunaga vy col.
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Objetivo particular 2
Extraccion y cuantificacion de DNA de muestras de las diferentes especies de

interés (pollo, cerdo, soya, vaca).

Se llevd a cabo la extraccion de DNA total para las muestras en fresco (carne de
pollo, vacuno, cerdo y soya), empleando el protocolo de Sambrook modificado
antes descrito. Posteriormente se cuantificd la concentracién de DNA a través del

Nanodrop, las concentraciones obtenidas se muestran a continuacion:

Tabla 4. Cuantificacién de DNA para muestras de vacuno, pollo, cerdo y soya sin diluir.

Muestra | 260/280 | ng/uL
Vacuno 1.77 664.7
Pollo 1.96 1446.8
Cerdo 1.78 720.9
Soya 1.74 1267.1

La tabla 4 muestra las concentraciones de DNA obtenidas, se puede apreciar que
estas fueron muy elevadas por lo que fue necesario diluir las muestras para
obtener concentraciones mas adecuadas, para ello fue necesario calcular la
cantidad de agua necesaria para ajustar la concentracion de DNA a 60 ng/uL

aproximadamente.

Una vez diluidas las muestras se cuantificO nuevamente la concentracion de DNA
obteniéndose los siguientes resultados que fueron mas adecuados para llevar a

cabo la aplicacién de PCR.

Tabla 5. Cuantificacion de DNA para muestras de vacuno, pollo, cerdo y soya diluidas.

Muestra | 260/280 | ng/uL
Vacuno 1.74 65.6
Pollo 1.94 106.7
Cerdo 1.8 69.4
Soya 1.79 61.0
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La tabla 5 muestra las concentraciones finales, con las cuales se llevara a cabo la
PCR, en esta tabla se puede apreciar que tanto la relacion 260/280 como las
concentraciones de DNA obtenidas son aceptables, ya que para el caso de la
relaciéon 260/280 los resultados se encuentran dentro del rango requerido (mayor a
1.7) lo cual indica que el DNA extraido cuenta con una la pureza necesaria para
llevar a cabo la reaccion, en cuanto a la concentracion de DNA de las muestras,
las cantidades resultantes nos garantizan que habra la cantidad necesaria de DNA

para que la reaccion se dé.

Objetivo particular 3

Seleccion de primers para la delimitacion de la zona de amplificacion de PCR
mediante el andlisis de la secuencia de DNA mitocondrial de cada una de las
especies de interés. Los primers empleados fueron obtenidos de articulos

publicados.

En el caso de las tres especies animales (vacuno, cerdo y pollo) se tomé como
referencia el articulo publicado por Matsunaga,y col, 1999, en donde se hace uso
de la region del citocromo b y se disefio un primer universal que reconozca las tres

especies para que estas puedan ser identificadas simultdneamente.

La figura 9 muestra el disefio de dichos primers:
SIM= primer universal frontal
Las especies de interés son:

B= Vacuno (Bos Taurus)

C= Pollo (chiken)

P=Cerdo (Pig)
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6 5 —— 0. CTTTGGATCCCTCCTAGGAATTTGCCTAATCT TACAAATCCTGACAGGCCTATTCCTAGCAATACACTATACATCCACACA
C AU !. . _E. ceeo B ... ... TTTCGGCTCCCTATTAGCAGTCTGCCTCATGACCCAAATCCTEACCGGCCTACTACTAGCCATGCACTACACAGCAGACACA
B i B TTTCEETTECCTCCTOGGAATCTHCCTAATCCTACARATCC TCACAGECCTATTCC TAGCAATACACTACACATCCGACACA
5 P i B....0.. .. .  CTTTGGCTCTCTCCTAGGCATTTGLTTAATTTTACAGATTCTAACAGGCCTATTCCTAGCAATACACTATACACCTGACACA
P L ......H........CTTCGETTCCCTl:TTAGGCATCTGCCTM'{CTTGC#AATCCHACABG{ICTETTl:TTAGCMTACATTAEACATCAEACAH
H . g. e 5. ..3. coveeio. B CTTCGECTCCCTCCTAGGAATCTOCCTAATCCTCCAMATCTTAACAGGCETATTCCTAGCCATACACTACACATCAGACACE
240
G ATAACAGCAT ATGTAAATTATGGCTGAATCATCCGATACATACACGCARAL . CATACATATCGGA
c TCCCTAGECTTH], . . ! EE...B .. [EACGTACAATACGGCTGACTCATCCGGAATCTECACSE CGEI:;BCEIC‘IT‘IETTEITEHEIGHI(Jﬂ TCACATCGGA
B ACAACAGCATTHD. . .... .. m i E.E .. ACGTGAACTACGGCTGAATCATCCGATACATACACGCAMACEE] T - @ = | DTATGCACGTAGGA
S ACAACAGCATTE]. . . o B ACGTAAACTATGGCTGAATTATCCGATATATACACGCAAACGEE. | ﬂ .HE |] |] mﬂ TATGCATGTAGGA
P ACAACAGCTTTH]. [J. u i-E--- .- _ACGTAAATTACGGATGAGTTATTCGCTATCTACATGCAAACGE]. @ @0 ... .0 - | .ﬂ CATCCACGTAGGE
H acaacTeecTTEL D .8 B B E .MGITHCHCUGHGMTI'.&TTCGCTACCTCCATGCCMCGUE 3..08 |] 0. . B . .CATTCACGTAGGA
360
G cmnﬁl - ﬂ g T E .. AMACATGAAACATTGGAGTAATCCTECTGETE. | .m. eeeeieveo. GETATGTTTTACCATGAGGACAAATATCA
C 5 ] A AAACCTUAMEAC.GGGAGTMT{!CTCCTCCTE B E E @ GCTATGTTCTCCCATGGGGCCAAATATCA
B :'«GH:TT#TATHCBGGTC‘ITAI:!.I:ITTTCI!.@J.C.iTGI.MTHTGGAGTMTCCTTI:TGCTH m . GATACGTCCTACCATGAGGACAAATATCA
$ i iiTT M.l.cnc-;..a.l.c.arcnc.anmrccTci:TATTTIGGGAmTAsccAcmmmaumcumctn.ccnmcmcu.ﬂﬂc.a
P coAGETE. . . i ﬂ @ [|. E RAACATGAAACATTGGAGTAGTCCTACTATT, [ B ... 0. .. .. B .. ... GCTACGTCCTGCCCTGAGGACAAATATCA
H cocoe. 3808 .. .8 @B . AGACATGAAACATTGGAATCATCCTACTTTTHD .....ﬂ...........ﬂ.GCTﬁ.T[iICCTACCATG.’-GGCCAMTATCC
438

G TrrTeaceeeel Q. ... ... 0. .. 0 .0 ... aaTcceaTaTATTGGE R Q.0 B ...

C TTCTGAGEEGCE. (B .0 ... - B - 0B ... aaTTcccTACATTGG[EEE. ... ... ﬂ CEE

B Ticteaceaccl L@ .. ..., B.8.8. ... MIECEATACHEUGE E - g. ﬁ

s TTCTGAGS%{M—E—E—S_NMECMMMTGGE 2. 0...0......8B

P TICTGAGOGUTACGETCATCACAARTCTACTATCAGAIDTCCC TTATATCGG], . [T, . EI g.

H TITreasGse] TR Auchmau::.Icsmmuccmcmcsmmurcmm

Figura 9: Disefio de los primers especificos para las especies animales (vaca, pollo y cerdo) y
primer universal, las secuencias marcadas en rojo son los primers que se emplearan.

En la figura 9 se muestra la comparacion de las secuencias de 439pb de las 6
diferentes especies estudiadas por Matsunaga. Se aprecia al inicio la secuencia
del primer universal (SIM), el cual no presenta diferencias en las zonas criticas
finales en ninguna de las especies, de ahi su caracter universal, en los rectangulos
marcados se observan las posiciones que corresponderan a los primers reversos
especificos para cada especies, como se observa cada fragmento presenta
diferencias en uno o ambos extremos con el resto de las especies, lo cual les
otorga su especificidad, en los rectangulos en negro se muestran los nucleétidos
diferentes entre las distintas especies. Las secuencias marcadas en rojo son las

correspondientes las tres especies que se trabajaran en este proyecto.

Con relacion a la soya se emplearon los primers reportados por Kanasawa y col,
1998; la secuencia de estos primers corresponden a la seccion de los genes
mitocondriales atp6 y cox 2. Estos primers permiten obtener un amplificado de 305

pb que corresponden a una region entre los genes atp6 y cox2 del mtDNA. [15]
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Una vez elegidos los primers se procedié a corroborarlos a través del programa
bioinformatico Blast. (Ver anexo 1).

Una vez corroboradas las secuencias, se procedié a comprobar su especificidad
con cada una de las especies de interés mediante la aplicacion de PCR simple,
con las condiciones programadas en el termociclador para las especies en
estudio, mostradas con anterioridad en el capitulo 3.

Posteriormente se evalud el resultado a través de electroforesis en gel de agarosa

al 2%, los resultados de esta evaluacion se muestran en la figura 10:

1500 ——»
000 _
900 —o
800 >
70—
600 —»
500 —p
400 —» Brmmmmm e Cerdo 398
300 —» |
------------------------------- Vaca 274
200 —» . SRS T T T T Pollo 227

Figura 10: Evaluacion de la especificidad de los primers para
especies animales. 1) Marcador de peso molecular, 2) Blanco, 3)
C+ humano, 4) Vacuno, 5) Pollo, 6) Cerdo, 7) soya.
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Mediante este analisis se pudo comprobar, que los primers empleados son
eficientes para la identificacion de las especies objetivo, ya que en el gel de
electroforesis mostrado en la figura anterior se aprecian bandas definidas, en el

lugar esperado de amplificacién, para cada una de las especies trabajadas.

Objetivo particular 4
Evaluacion de la técnica de PCR multiplex para la identificacion de la presencia de

tres especies animales diferentes (vaca, cerdo y pollo).

Como ya se menciond el objetivo de la aplicacion de PCR multiplex es identificar
simultineamente varias especies, en este caso (vacuno, pollo y cerdo). Sin
embargo para poder llevar a cabo esta actividad primero se tiene que comprobar
gue las concentraciones empleadas de los primers en conjunto seran las
adecuadas para identificar la presencia de estas especies en hamburguesas, para
ello es necesario evaluar la técnica multiplex usando DNA de cada una de las
especies y comprobar que estas son identificables, con las concentraciones y

condiciones propuestas para llevar a cabo esta técnica.

Para lograr obtener las concentraciones adecuadas de los primers a utilizar, se
realizaron varias pruebas, variando las proporciones de los primers al ser
mezclados, los resultados obtenidos de estas pruebas se presentan en las

siguientes figuras:
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Prueba 1

las concentraciones
adecuadas de primers para PCR multiplex. 1) Marcador de peso,
2) Blanco, 3) C+ (Cerdo), 4) Mezcla de DNA (vaca, pollo, cerdo).

Prueba 2

600
500
A 398, cerdo
300
........ Vaca1 poIIO,
cerdo

Figura 12: Prueba 2 para determinar las concentraciones
adecuadas de primers para PCR multiplex.1) Marcador de
peso, 2) Blanco, 3) C+ (Cerdo), 4) Mezcla de DNA (vaca,
pollo, cerdo).

Primers

/ Proporcion de \

Sim: 1.5yl
Cerdo: 0.5 ul
Vaca: 0.5l
Pollo: 0.5l

de DNA

DNA: 3 pl mezcla

Gel al 2%

\Potencia: o0V

)

Primers

f Proporcion de \

Sim: 1 ul
Cerdo: 0.6 ul
Vaca: 0.6 ul
Pollo: 3 ul
DNA: 1.5l de

mezcla de DNA

Gel al 3%
\Potencia: 60V

J
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La figura 11 corresponde a la prueba 1 la cual se hizo empleando las mismas
concentraciones de primers que fueron ocupadas para verificar su especificidad en
el objetivo 3 y se mezclé 1 pl de DNA de cada una de las especies en estudio,
empleandose los 3 pl resultantes de esta mezcla para llevar cabo la PCR, la
concentracion del gel fue la misma que se empled para el objetivo anterior, sin
embargo, a pesar de que estas concentraciones resultaron adecuadas en el
objetivo 3, para llevar a cabo la técnica multiplex no fue asi, ya que no se aprecia
la separacion esperada de las tres bandas en el carril 4, por lo que se decidié

cambiar las condiciones empleadas para realizar la PCR.

La figura 12 muestra el gel obtenido de la prueba 2, en donde se cambiaron las
concentraciones de los primers, ocupandose para llevar a cabo la reaccion las
concentraciones recomendadas por Matsunaga, la concentracion del gel y la
potencia aplicada en la electroforesis también fueron modificadas; la
concentracion del gel fue disminuida, ya que al tener un gel mas concentrado el
desplazamiento de las macromoléculas de DNA se dificultara, lo cual favorecera a
la separacion de las tres bandas correspondientes a las especies de interés para
la PCR multiplex, mientras que un menor voltaje aplicado en la electroforesis
resultara conveniente ya que al disminuir éste, la velocidad de desplazamiento de
las macromoléculas también disminuye, y de esta forma se da mas tiempo para
gue la separacion de las bandas se lleve a cabo. Sin embargo, a pesar de las
modificaciones realizadas en ambas pruebas, no se logré obtener la separacion
deseada de las bandas, por lo que fue necesario realizar mas pruebas para
encontrar las concentraciones ideales para llevar a cabo la reaccién de PCR

multiplex.
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Prueba 3:

150 5

o / Proporcion de \
x ;\; oo Primers

;: ;> > Sim: 2 ul

oo o B 398, Cerdo acer 124

. Pollo: 6 ul

- L Vaca, Pollo Gel al 3%

Q’otencia: 60V /

Figura 13: Prueba 3 para determinar las concentraciones
adecuadas de primers para PCR multiplex. 1) Marcador
de peso, 2) Blanco, 3) M 1, 4) M 2, 5) M 3, 6) M4

Para llevar a cabo la tercera prueba se decidid variar las proporciones de los
primers empleados al doble de lo recomendado por Matsunaga, pero esta vez se
mezclaron antes de realizar la PCR, en cuanto a la cantidad DNA que se utilizaria,
también se hizo una mezcla, tomando 1 pl de DNA de cada una de las especies
(cerdo, vaca, pollo). Una vez realizadas estas mezclas se procedidé a llevara a
cabo la reaccién, pero esta se realizé con diferentes proporciones de las mezclas

anteriores, estas proporciones se muestran en la siguiente tabla.

Tabla 6: mezclas de DNA y primers para llevar a cabo la reaccion de PCR multiplex.

MEZCLAS PARA LA REACCION
M1 M2 M3 M4
Mezcla de
Primers 0.5 ul 0.5ul 1pl 1l
Mezcla de
DNA 1l 0.5ul 1l 0.5ul
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Cada una de las mezclas mostradas en la tabla fueron empleadas para llevar a
cabo una reaccion de PCR diferente, y de esta manera encontrar la proporcion
adecuada de primers para poder realizar la PCR multiplex. Estas reacciones
fueron evaluadas en el mismo gel de electroforesis, bajo las mismas condiciones

que en la prueba 2, este gel se puede apreciar en la figura 13.

En la figura 13 se puede observar que con las proporciones manejadas en esta
prueba, se logra una separacion solo de dos bandas; cerdo (398) y una banda que
contiene a las dos especies restantes, vaca (274) y pollo (227). La razén por la
cual las bandas las especies de vaca y pollo no se logran separas, es quiza,
porque su rango de amplificacién esta muy cercano el uno del otro, ademas que al
tener solo un primer que funge como frontal para todas las especies se genera
competencia por este, lo cual hace que la separacidon de bandas muy cercanas se
dificulte. La proporcion manejada en el carril 3 fue la mas conveniente, ya que con

estas proporciones se aprecia mejor las bandas de amplificacion.

Con base en los resultados obtenidos de la ultima prueba se decidié que la PCR
multiplex se llevaria cabo con reacciones independientes, es decir, una reaccion
para Cerdo y vaca, y otra para pollo solamente, ademas que las proporciones de
los primer y DNA seria las mismas que se utilizaron para la reaccion mostrada en
el carril 3 del gel anterior (0.5 pl de la mezcla de primers y 1 ul de la mezcla de
DNA).con esto se busca que al aplicarse el protocolo de autentificacion mediante
PCR multiplex en productos comerciales, si existiera adulteracion de estos, se

pueda apreciar claramente, teniendo bandas separadas lo suficiente.

Para llevar a cabo estas modificaciones se realiz6 una ultima prueba, donde se
buscaba verificar que las especies entre las cuales habia méas distancia en cuanto
a las bandas de amplificacion (cerdo y vaca), se pudieran ver claramente, el gel de

la evaluacion de esta prueba se muestra en la figura siguiente.
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g

g588 B

Figura 14: Evaluacion electroforética para confirmar
las concentraciones de primers a emplear 1) Marcador
de peso, 2) Blanco, 3) C+ vaca, 4) Mezcla de DNA de
vaca v cerdo.

En la figura 14, se observa que las concentraciones de primers fueron las
adecuadas para llevar a cabo la PCR y poder identificar dos especies en una sola
reaccion, las bandas obtenidas en esta prueba estan definidas y los amplificados
se obtuvieron en las zonas esperadas.

Con la realizacion de esta prueba se logré establecer las concentraciones de

primers que se utilizaran para aplicard el protocolo de autentificacion en los
productos comerciales.
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Objetivo particular 5

Evaluacion de la técnica de PCR para la identificacion de la presencia de soya.

1500 —»
1000
900
800

700
600
500

400

300 —Pume. 0 DR Soya 305

R,

200

Figura 15: Evaluacion electroforética de PCR simple para soya;
1) Marcador de peso molecular, 2) Blanco, 3) C+ humano, 4)
Vacuno, 5) Pollo, 6) Cerdo, 7) sova.

En el caso de la soya también fue necesario evaluar la especificidad de los
primers elegidos, empleando DNA de soya. Como se puede observar en la figura
anterior se obtuvo una buena amplificacién y visualizacion de la banda de soya,
por lo que se puede confirmar que las condiciones empleadas para llevar acabo la
PCR de soya son las adecuadas para la posterior evaluacion de presencia de
soya en hamburguesas, la evaluacion de la PCR para soya se llevé a cabo al
mismo tiempo, que para las especies de origen animal, por lo cual se pueden
apreciar también las bandas de amplificacién de estas especies.
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Planteamiento del protocolo de autentificacion

Una vez evaluada la especificidad de los primers con las distintas especies y
definidas las concentraciones adecuadas a emplear de estos a si como las
condiciones para llevar a cabo la PCR, el protocolo de autentificacion queda
planteado de la siguiente manera y debera llevarse a cabo de esta forma al ser

empleado en los productos comerciales.

e La extraccion de DNA de los productos a autentificar se debe llevar a cabo
como se presenta en el capitulo 3 (extraccion de DNA total a partir de
tejido).

e Las condiciones para llevar a cabo la PCR deberan ser las sefialadas en el
apartado 3.3.3 Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).

e Los primers y las cantidades a usar deberan ser las definidas en los

objetivos anteriores y las cuales se muestran a continuacion:

o PCR simple para evaluaciéon de soya
Primers:
Frontal: 5-AGCGGGGTAGAGTAATTGGTC-3’
Reverso: 5-CAAGGAGCATCGTGAGGAATAG-3’

La cantidad a emplear para la reaccion, de cada primer sera de 0.5ul,

mientras que la cantidad de de DNA de muestra sera de 1pl.

La evaluacion electroforética se llevara a cabo en un gel de agarosa al

2% y se correra con una potencia de 90v

o PCR Multiplex para evaluacién de especies animales (Cerdo, Vaca 'y
pollo)
Primers:

SIM (frontal): 5GACCTCCCAGCTCCATCAAACATCTCATCTTGATGAAA-3’
Reverso Pollo 5-AAGATACAGATGAAGAAGAATGAGGCG-3’
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Reverso Vacuno 5-CTAGAAAAGTGTAAGACCCGTAATATAAG-3’
Reverso Cerdo 5'-GCTGATAGTAGATTTGTGATGACCGTA-3’

Debido a que la evaluacién de cerdo y vaca se haran en la misma reaccion
debe llevar a cabo una mezcla de primers de cerdo 1.2 pl, Vaca 1.2 pl, SIM

2 pl, de la cual se tomaran 0.5

Para evaluar la especie de pollo las cantidades de primers eran 0.5 pl pollo

y 0.5 pl de SIM. Mientras que la cantidad de DNA sera de 1ul.

La evaluacion electroforética se llevara a cabo en un gel de agarosa al 3% y

se correra con una potencia de 60v.

Objetivo particular 6
Evaluacion del protocolo de autentificacion ante hamburguesas comerciales que

declaran contener solo carne de vacuno.

Una vez que se ha evaluado la técnica tanto de PCR multiplex para especies
animales como PCR simple para soya por separado y se ha comprobado que las
condiciones empleadas para llevar a cabo las reacciones son las adecuadas para
poder identificar adulteracion con estas especies en hamburguesas, el protocolo

se evaluara en diferentes hamburguesas comerciales.

Para aplicar el protocolo de autentificacion propuesto, fue necesario realizar la
extraccion de DNA de 8 muestras comerciales de hamburguesas, esto se hizo
mediante el protocolo de Sambrook definido anteriormente para el objetivo
particular 2, la extraccion de DNA se hizo tanto en productos térmicamente
procesados, como en aquellos que no recibieron este tratamiento, los resultados
gue se obtuvieron de estas extracciones se pueden observar en las tablas

siguientes.
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Tabla 7: Concentraciones de DNA y relacién 260/280 obtenidas para
las diferentes muestras comerciales de hamburguesas trabajadas.
S/P = muestra sin procesar, P= muestra procesada.

MUESTRAS 260/280 | ng/pL
CONCENTRADAS
Muestra 1 (S/P) 2.04 3300.4
Muestra 2 (P) 1.79 2124.8
Muestra 3 (P) 1.86 18637
Muestra 4 (S/P) 1.97 3318.4
Muestra 5 (P) 1.89 774.0
Muestra 6 (P) 1.91 9054
Muestra 7 (S/P) 1.75 970.2
Muestra 8 (S/P) 1.87 514.0

En la tabla 7 se puede observar que las concentraciones de DNA resultantes de
la extraccion son muy elevadas al igual que en el objetivo 2, cabe hacer notar que
a pesar de que se trabajo con muestras que fueron sometidas a un tratamiento
con calor, estas también permitieron obtener una gran cantidad de DNA, menor en
comparacion a la mayoria de las muestras no procesadas, esto debido a que en el
caso de las primeras, el calor aplicado durante el tratamiento, degradé parte del
DNA disponible, en cuanto a la relacion 260/280, los valores son aceptables, lo
cual sefala que la pureza del DNA obtenido es adecuada, sin embargo, para llevar
a cabo la PCR, la cantidad de DNA requerida es menor, por lo tanto estas
concentraciones obtenidas fueron diluidas para poder tener valores aceptables y
llevar a cabo la PCR, estas diluciones se realizaron de la misma forma que fue
sefalada en el objetivo particular 2, y los resultados de estas se muestran en la

tabla 8, que se muestra a continuacion.
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Tabla 8: Concentraciones de DNA diluidas y relacion 260/280 obtenidas
para las diferentes muestras comerciales de hamburguesas trabajadas.
S/P = muestra sin procesar, P= muestra procesada.

MUESTRAS 260/280 | ng/uL
DILUIDAS

Muestra 1 (S/P) 1.71 117.0

Muestra 2 (P) 1.67 85.2

Muestra 3 (P) 1.70 103.5

Muestra 4 (S/P) 1.70 | 123.8

Muestra 5 (P) 1.91 69.5

Muestra 6 (P) 1.89 71.8

Muestra 7 (S/P) 1.75 70.2

Muestra 8 (S/P) 1.64 68.3

Las concentraciones de DNA, al ser diluidas disminuyeron sus valores, y estas
disminuciones fueron las adecuadas para llevar a cabo la PCR para soya y para
las especies animales; en cuanto a la relacion 260/280 los valores se mantuvieron
dentro del rango, ambos valores obtenidos, concentraciones y relacion 260/280,
garantizan que la reaccion se llevara a cabo de forma adecuada y que los

resultados obtenidos fueron confiables.

Las muestras diluidas de DNA de los productos comerciales fueron empleadas
primero para aplicar el protocolo de autentificacibn con respecto a soya, la
evaluacion de este protocolo se pudo visualizar en la siguiente figura, que

corresponde al gel de electroforesis que se obtuvo.
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Evaluacion de presencia de soya en hamburguesas comerciales

2 3 4 5 6 7 8 910 11 12

g

& 8 58235888

g

ST S ,, % 3

Figura 16: Evaluacién electroforética de PCR simple para soya
en productos comerciales; 1) Marcador de peso molecular 2)
blanco, 3) C+ Soya, 4) M1, 5) M2, 6) M3, 7) M4, 8) M5, 9) M6,
10) M7, 11) M8, 12) C-

En la evaluacién electroforética realizada para verificar la presencia de soya en las
hamburguesas comerciales, se encontré que de las ocho muestras estudiadas que
se encuentran en los carriles del 2 al 11, todas estas contiene soya en su
composicién, unas en mayor proporcion que otras, en cuanto a la proporcién
presente en las muestras no puede decirse con exactitud la cantidad, sin embargo,
la definiciébn de las bandas nos dan una idea de esto al comparar las obtenidas
para los productos comerciales con el control positivo (C+) que se muestra en el
carril tres, ese control positivo es una muestra 100% soya, en el gel se puede
observar que la banda correspondiente al control positivo tiene mayor intensidad
con respecto a las demas ya que es solamente DNA de soya, las muestras

comerciales muestran intensidades menores lo cual nos indica que la presencia de
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soya en los productos comerciales no es del 100% y que se encuentra en estos

productos en menos proporcion.

La adicibn de soya texturizada a los productos carnicos, como en las
hamburguesas, se debe principalmente a que esta posee un contenido proteico
muy similar al de la carne de origen animal y que su textura y consistencia es
parecida al de la carne, ademas de que este producto tiene un valor econémico
mucho menor al de la carne animal, reduciendo asi los costos en cuanto a
materias primas para la elaboracion del producto sin afectar las ganancias
obtenidas de este al presentarlo al consumidor como un producto elaborado
Unicamente con carne de origen animal y negarle el conocimiento de la presencia

de este componente.
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Evaluacion de presencia de especies animales (Vaca, Cerdo y Pollo) en

hamburguesas comerciales

Debido a que las reacciones resultantes de la PCR multiplex para detectar la
presencia de las especies de pollo y cerdo en las hamburguesas comerciales
fueron 16, la evaluacion electroforética se dividié en dos geles, en los cuales se
puede apreciar la ausencia o presencia de dichas especien en los productos
estudiados. Estos resultados de esta evaluacion pueden ser apreciados en las

figuras 17 y 18, que se muestran a continuacion.

M1 M2 M3 M4

A —
MP B C+P CtC P CV P CV P CVv P CV

"~y

400—» - - B e T T - - - - - - -Cerdo, 398pb
300—> .. R -~ X

* L - - Vaca, 274pb
ggg:: ; —— PR N e Pollo, 227pb

Figura 17: Evaluacién electroforética de PCR
multiplex en Hamburguesas. MP= marcador de
peso molecular, B= Blanco, C+P= control positivo
de Pollo, C+C= control positivo Cerdo, M1...4=
Numero de muestra, P= evaluacion para pollo, CV=
evaluacién para Cerdo y vaca.
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M5 M6 M7 M8
MP P CV P CV P CV P CV c+v

________ Cerdo, 398pb

400—>-
300> G L Ca R B R I R ] Vaca, 274pb
250 —p B G s R L R e R R e Pollo, 227pb

Figura 18: Continuacion de  evaluacion
electroforética de PCR multiplex en
Hamburguesas. MP= marcador de peso molecular,
M5...8= Numero de muestra, P= evaluacién para
pollo, CV= evaluacién para Cerdo y vaca, C+V=
control positivo de vaca.

En la figura 17 se observan las muestras 1, 2, 3, y 4 ademas de los controles
positivos de cerdo y pollo, las muestras restantes de la 5 a la 8 y el control positivo
de vaca, pueden ser observadas en la figura 18. Debido a que no fue posible
lograr la amplificacion de las tres especies en una sola reaccion, estas fueron
divididas, asi pues, la evaluacion para cerdo y vaca (CV) fue hecha en una sola
reaccion, mientras que la de pollo se hizo aparte (P), por lo que en los carriles
correspondientes para cerdo y vaca, se pueden apreciar dos bandas, si se
encuentran ambas especies, mientras que para pollo se observara Unicamente

una banda si se confirma la presencia de esta especie.
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Se puede observar en ambos geles que todas las muestras confirman la presencia
de la especie vacuna, sin embargo, en todas estas también se confirmo que
contienen al menos una especie adicional ya sea pollo o cerdo, y en algunos
casos ambas. Para las muestras 2, 3, 4 y 7 se puedo confirmar que estas
hamburguesas contenian ademas de carne de vacuno, carne de pollo, mientras
gue para las muestras 1, 5, 6 y 8 se detect6 la presencia de pollo y cerdo ademas

de la de vaca.

Al igual que en el caso de la evaluacion de soya, no es posible precisar la
proporcion del contenido en los productos de cada una de las especies en
cuestion, sin embargo, con referencia en los controles positivos de las tres
especies, es posible tener una idea, de la proporcion de acuerdo a la intensidad de
las bandas que se obtuvieron.

La adicion de estas especies en la elaboracion de hamburguesas, se debe
principalmente a que esas especies, son de menor costo en comparacion con la
carne de vacuno, por lo que la sustitucion de esta carne, por carne de pollo y
cerdo, resulta monetariamente benéfica para los productores. Ademas de que al
ser un producto a base de carne molida, esto permite que la sustitucién de carne
de vacuno, no se lleve a cabo precisamente con carne de las especies antes
mencionadas, sino que permite que esto se haga con despojos y viseras
procedentes de estas especies, lo cual decrementa aun mas su costo, siendo los

mas afectados con estas practicas lo consumidores.
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CONCLUSIONES

La autentificacién de alimentos puede llevarse a cabo mediante diversas técnicas,
sin embargo, las técnicas basadas en el analisis de DNA, han demostrado ser las
mas convenientes debido a su gran especificidad, muestra de ello es la técnica de
PCR, la cual esta basada en la amplificacién de fragmentos de DNA. Para el caso

de este trabajo la amplificacién fue en DNA mitocondrial.

Para llevar a cabo el analisis de PCR a los productos propuestos para este
proyecto, fue necesario la extraccion y aislamiento de DNA de las especies de
interés (soya, cerdo, vaca y pollo), lo cual se logré6 de manera satisfactoria
utilizando la técnica descrita en el capitulo 3. Al aplicar4 la PCR con el DNA
extraido de las muestras y encontrar amplificados de las especies a estudiar, se
demostré que no hubo degradacion del DNA vy la técnica de PCR se pudo llevar a

cabo satisfactoriamente.

De acuerdo a los resultados experimentales obtenidos para el objetivo 3 los
primers empleados demostraron una alta especificidad para las especies de
interés, lo cual nos permite tener la seguridad que al ser empleados en muestras
comerciales los resultados obtenidos seran altamente confiables. La especificidad
de los primers empleados también fue confirmada mediante el uso del programa

bioinformatico Blast.

La metodologia de autentificacién para hamburguesas propuesta, resulté de gran
utilidad para la identificacion de adulteraciones tanto en productos térmicamente
procesados como en aquellos que no lo estaban, probando asi que la técnica de
PCR, es altamente potente y que la molécula de DNA no es degradada de manera
importante al someterla a estos tratamientos, permitiendo asi su deteccidon sin

ningun problema.
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La terminacién de este trabajo de tesis, deja un planteamiento para llevar a cabo
la autentificacion de hamburguesas, lo cual constituye un estudio significativo para
la calidad y/o aseguramiento de calidad de este producto, ya que actualmente el
método sefialado en la legislacion vigente en nuestro pais para este producto,
resulta poco especifico, trayendo como consecuencia que dia con dia los
productos expuestos en el mercado sean adulterados. El protocolo propuesto
puede ser utilizado como una herramienta poderosa de auditoria que proteja al

consumidor.
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ANEXO

Para corroborar que las secuencias de los primers utilizados eran correctas, se

verificaron con ayuda del programa Blast para poder llevar a cabo esta actividad
se realizo lo siguiente:

Ingresar a la base de datos de mitomap y seleccionar la opcion Complete
Mitochondrial DNA Sequences:

o8- W~ Psgna - Seguided - Hewamentss - Wb

@ UNIVERSITY of CALIFORNIA - IRVINE

MITOMAP
A human mitochondrial genome database

and of the human

General References

2 Inicio

B toss buens - Heroso. o baratesis | 28 Adobe Acrcbet Frofe.

Seleccionar la especie de interes (ejemplo Bos Taurus,Vaca), haciendo clic sobre
la clave.
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Representative Complete Mitochondrial Genomes of different organisms at NCBI:

Blastocystis sp. DMP/02-328 NC_011212 27719nt 27 18 43 Sep 122008  Sep 122008 ~
Blastocystis sp. Nandll 011213 28382ni 27 45 Sep 122008 Sep 122008 B
Blattella germanica 01 15025at 13 B Jul 12009 Tul 82009

Blumeria graminis f. sp. hordei pBgh 004935 7965nt 2 0 Jul 72003 Tul 72003

Boa constrictor 007398 18%05nt 13 13 Sep 92005 Jan 30 2008

Bolinus brandanis 013250 15380 nt Sep 182009  Sep 222009 —
Bolitoglossan. sp. RLM-2004 006346 21637 nt Oct 12004 Jan 122005

Bombina bombina 006402 17575 nt Nov92004  Nov 262008
Bombina maxima 011049 18388 nt Jul 14 2008 Tul 14 2008

Bombina orientalis 17847 nt Jan242005  Jun 152008

Bombina variegata 18551 nt Mar 302007 Apr32007

Bombus hypocrita sapporoensis 011923 15468 nt Jan 22 2009 Feb 62009

Bombus ignitus 010967 16434 nt Jun 132008 Jun 272008

A e e e e o e e e N S e =

11 0 1 155 1 1 0 0 1 15 1 0 s s s |
165 1 e s 10 10 s s s s s s s s s s |

Bombyx mandarina 003395 15928 nt Feb § 2002 Nov 26 2008

Bombyx mori 002335 13643 nt Jun 132000 Jun 162008

Boreogadus saida 16743 nt Dec 62007 Dec 12 2007

Bos gminniens 16323 nt Oct202004  Apr 132009

Bos indicus 16341 nt Jul 12 2004 Apr 152009

Bos javanicus 16339 nt May 212009 Jun2 2009

Bos taurus 16338 nt 43 Feb222005  Apr152009
=Bathismempns musreema: o855 nt 27 Nov 192007 Nowv 282007

Bothropolys sp. SP-2004 151390t 13 24 May 182007 Apr152009

Brachaluteres ulvarum 164210t 13 L3 13 Jan 22 2009 Feb 62009

Brachionus plicatili 11153nt 4 13 4 Mar 172008  Jun 4 2008

Brachionus plicatilis 12672mt 8 2 8 Mar 192008 Jun 4 2008

Brachypodium distachyon 135199nt 81 46 133 Jul 10 2008 Dec 12009

Bradypus tridactylus 006923 16975nt 13 u 13 Aprd 2003 Apr 212005

Branchiostegus albus 012905 16532nt 13 24 3 Jul 1 2009 Tul 8 2009

Branchiostegus argentatus 012907 16530nt 13 L3 13 Jul 12009 Jul 82009

Branchiostegus japonicus 16541 nt 13 u 13 Jul 12009 Jul 82009 v

| *

r1 | Backlinks | Raw View | More topic actior

Seleccionar el No. De referencia para obtener el Gl de la especie.

Genome > Eukaryota > Bos taurus mitochondrion, complete genome

Lineage: Eukarvota; FungiMetazoa group; Metazoa; Eumetazo: 9 [ertebrata; Gnathostomata; Teleostomi; |
Tetrapoda; Amniota; Mammalia; Theria; Eutheria: Lawrasiatheria; Cetartiodactvla; Ruminantia; Pecora: Bovidae; Bovinae; Bos: Bos taurus

Chromosomes: 1, 2. 3. 28,
Organelles: mitochondrial-MT
‘Genome Info: Features: L Links: Review Info:
‘homologs:
Refseq: Ge Genome Project Publications: None
NC_006853 B
GenBank: Protein coding: ~ a
AY526085 13 Refseq FTP Refseq Status: Reviewed
Longth: 16,338 Structural RNAS: | 1o piot GenBank FTP Seq Status: Completed
GC Content: 39% Pseudo genes: Sequenc_mg cer!m.r: Naliun_al Livestock Research Institute, Animal
None Genomics & Bioinformatics, Korea, Suwon
% Coding: 69% Others: 7 Completed: 2005/02/22
T_upulugy: Contigs: None
circular
Volecule: DNA Other genomes for

species: 142

Una vez conocido el Gi de la especie dar clic sobre el lin del progrma Blast
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NCBI Reference Sequence: NC_006853.1

Bos taurus mitochondrion, complete genome

Comment Features Sequence

DEFINITION Bos taurus mitochondrion, complete genome.
ACCESSION  NC_006853

VERSION NC_006853.1

DSLINK Project

KEYWORDS .

SOURCE mitochondrion Bos taurus (cattle)
ORGANISM Bos tau

Eukaryota

vidae; Bovinae; Bos.
REFERENCE 1 (sites)
AUTHORS  Lowe,T.M. and Eddy,5.R.

in genomic sequence
JOURNAL ~ Nucleic Rcids Res. 25 (5), 955-964 (1997)
PUSMED 2
REMARK  This 1is the methods paper for tRNAScan-SE.
REFERENCE 2 (bases 1 to 16338)
AUTHORS ~ Chung,H.Y. and Ha,J.M.

JOURNAL ~ Unpublished
REFERENCE 3 (bases 1 to 16332)
CONSRTM  NCBI Genmome Project
TITLE Direct Submission
JOURNAL  Submitted (22-FEB-2005) National Center for Biotechmology
Information. NIH. Bethesda. MD 20894. USR

TITLE Haplotype analysis of mitochondrial DNA in Korean native cattle

Locus NC_006853 16338 bp DR circular MAM 15-APR-2009

651:6010:122«1 4— GI de eSpeCie

Metazoa; Chordata; Craniata; Vertebrata; Euteleostomi;
Eutheria; Laurasiatheria; Cetarticdactyla; Ruminantia;

TITLE tRNAScan-SE: a program for improved detection of transfer RNA genes

Change Region Shown -

Customize View -

Analyze This Sequence

» Run BLAST <+ --- Acceso a Blast

» Pick Primers

Recent activity B
Tum Off  Clear

B Bos taurus mitochandrion, complete genome

[E NC_006853 Bos taurus mitochondrion, complete
genome

» See more

All links from this record B

» Full text in PMC

» Gene

» Genome Project

» Genome Project

» HomoloGene

+ Identical GenBank

Introducir el Gi de la especie y la secuencia del primer que se quiera localizar:

:JBLAQT
= [ Home || Recont Results | Saved Strategles || Help

»NCBI BLAST/ blastn suite

so101824]
From

O, upload file | (B @
Job Title [

Entor a descriptive tHls for your BLAST search &)
[2] Align two or more sequences &

Enter Subject Sequence
Entor accession number, gi, o FASTA sequence & Glear
CTAGARAAGTGTAAGACCCGTAATATAAG From
To|

Or, upload file | (=)

Program Selection

Sptmiasioy @ Highly similar saquances (megablast)

© More dissim

sequences (discontiguous megablast)

© Somewha sequences (blastn)

Choose a BLAST algorithm &

@BIASTY) | Search nuclostide sequence  using Megablast (Optimize for highly sin

[C]Show resuits in a new window

 Algorithm parameters

JERR ot ctmuanin s suants |
BLASTH programs search nucleofide subjects using  nucleotide query. more
Enter Quer quence
Enter accession number, gi, or FASTA sequence & Cloar  Quory subrange 4

Subject subrange &

S~

~~. Glde especie

Resetpnge  Bockmark

~ =< Secuencia a localizar

una vez localizada la secuencia nos mostrara el porcentaje de identificacion con la

existente en la base del genoma mitocondrial de la especie y su localizacion en el

genoma mitocondrial.

Primer reverso

73



@ Ingenieria en Alimentos

¥ Alignments Select All Get selected sequences MW

1c1] 23681 . .
B _- Porcentaje de semejanza de Bos Taurus

Length=29
_-
JEfpect = le-11

Score = 54.7 bits (28)
Gaps = 0/29 (0%)

Tdentities = 20/29 (lod8],
Strand=Plus/Minus

Query 14816 CTTATATTACGGGTCTTACACTTTTCTAG 14844
PELRREER et

Sbjct 29 CTTATATTACGGGTCTTACACTTTITCTAG 1

HEW

Select All Get selected sequences

Primer frontal (sim)

Score = 51.8 bits (536), Expect = le-10

Identities = 34/38 (90%), Gaps = 0/38 (0%)
Strand=Flus/Flus
GACCTTCCRGCCCCATCRALACATTTCATCATGATGALR
FEEEE beeer teerererrrr et reerernl
GRCCTCCCAGCTCCATCARRCATCTCATCTTGATGRAR

Query 14571 14608

Skict 1

Para el caso de todas las especies los primer fueron comprobados y se obtuvo un
porcentaje de semejanza aceptable al rededor de 100% con la base existente, por

lo que su disefio y aplicacion son confiables.

e Pollo

Primer reverso

Score = 34.0 bits (27), Expect = 2e-11
Tdentities = 27/27 (100%), Gaps = 0/27 (0%)

Strand=Flus/Minus

Query 1 LRGRTRCAGATGRAGRAGRATGRGGCE 27
NN RRRR RN RN RN RRRRNARRY

Sbjet 13179 AAGATACAGATGARGAAGRATGAGGCG 15153

Primer frontal

Expect = le-10

Score = 51.8 bits (5&),
= 0/38 (0%)

Identities = 34/38 (90%), Gaps
Strand=Plus/Plus

Query 14953 GRCCTCCCAGCCCCATCCRACATCTCTGCTTGATGRZZ 14990

LEEEEEEEEEr teeer veeeeerr  rerernrnnl
Sbject 1 GACCTCCCAGCTCCATCAAARCATCTCATCTTGATGRRL 38
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Cerdo

Primer reverso

Score = 54.0 bits (27), Expect = 2e-11
Identities = 27/27 (100%), Gaps = 0/27 (0%)
Strand=Plus/Minus

RQuery 1 GCTGATAGTAGRTTTGTGATGACCGTA 27

LEEERERRr el
Skict 146lE8 GCICGATAGTAGATITGTGATGRCCGTR 14582

Primer frontal

Score = 55.4 bits (60), Expect = 8e-12
Identities = 35/38 (93%), Gaps = 0/38 (0%)
Strand=Flus/Flus

Query 14221 GACCTCCCAGCCCCCTCARACATCTCATCATGATGRRA 14258
FELERREEerr o PR terrnnnd
Sbjct 1 GRCCTCCCRGCTCCATCRRACATCTCATCTTGRIGRRR 3B
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