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Introduccidén

INTRODUCCION

La adulteracion es un problema que ha acompafiado a la industrializacién de los
productos carnicos procesados, siendo el consumidor, el perjudicado final ante los
fraudes cometidos. La adulteracion de los alimentos no soélo perjudica al
consumidor, sino también al sector productivo ya que la industria transformadora
puede comprar materia prima de calidad inferior, ocasionando una competencia
desleal. La pérdida de calidad del producto y la consiguiente insatisfaccion del
cliente final es también un factor que debe de ser considerado.

La adulteracion de la carne y los productos carnicos, pueden ocurrir tanto
en el producto fresco como en el procesado. En el caso de la carne, la
autenticidad se centra en la identificacion de la especie animal, ya que existen
grandes diferencias de precio de acuerdo a ésta. Por lo que en ocasiones se
sustituyen proporciones totales o parciales de carne de una especie por otra, sin
hacer la declaracién pertinente en la etiqueta del producto.

En la mayoria de los paises, la legislacibn se muestra cada dia mas
estricta, dejando poco espacio para las practicas fraudulentas. A pesar de ello, los
controles de las autoridades reguladoras se limitan en la mayor parte, a los casos
de analisis de rutina, los cuales no detectan posibles adulteraciones. Por ello, se
requieren de métodos que permitan abordar el problema de una forma eficaz y
especifica. La utilizacion de marcadores que puedan ser identificados dentro de un
producto carnico y que permita la discriminaciébn entre muestras de carne o
producto carnico es importante para desarrollar técnicas que realicen esta funcion,
las moléculas de proteinas y Acido Desoxirribonucleico (ADN) pueden ser
utilizados con dicho fin.




Introduccidén

Los brotes de algunas enfermedades que pueden llegar a afectar al
consumidor, como la Encefalopatia Espongiforme Bovina (EEB), asi como la
proliferacion de los alimentos genéticamente modificados (OMG), han propiciado
la desconfianza de los consumidores respecto al consumo de carne y alimentos
OMG. Con ello se ha hecho urgente la necesidad de asegurar la implementacion
de medidas adecuadas de control de calidad de los alimentos. En la Unién
Europea, se ha producido un progreso considerable en lo que respecta a la
implementacion de reglamentaciones en el sector de control de calidad de
alimentos, incluyendo OMG (Anklam y Bataglia., 2001; Colgan et al., 2001; Garcia-
Cafas et al., 2002a).

Ademas del problema de una calidad inferior en el alimento adulterado,
existe un gran porcentaje de individuos con problemas de alergia. Cuando se
identifica de una manera concluyente el alérgeno, el alimento responsable debe de
ser eliminado de la dieta en forma definitiva (Chandra y Prassad, 1994). El
consumidor depende totalmente de la veracidad de la lista de ingredientes en el
etiquetado y es responsabilidad de las agencias regulatorias, el verificar y
asegurar que los productos contengan solo los ingredientes indicados en su
etiqueta, ya que el consumidor podria estar restringido al consumo de ciertos
ingredientes por razones de alergias, dietas o creencias religiosas (Calvo et al.,
2001).

En Meéxico, existe la necesidad de implementar técnicas analiticas
especificas y eficaces para determinar la autenticidad de la carne y los productos
carnicos procesados térmicamente. Con esto, las instancias regulatorias
nacionales podrian estar capacitadas para aplicar y verificar la normatividad
existente con el fin de controlar la calidad de los productos. Esto generaria una
justa competencia que permita implementar estandares de calidad equivalentes a

los establecidos por Estados Unidos, Canada y la Comunidad Europea.




Objetivos

Objetivo general

Discutir las diversas formas de adulterar productos carnicos con diversas
especies animales, asi como las metodologias existentes para su valoracion con
el fin de reconocer las ventajas y desventajas de la utilizaciébn de técnicas que

permitan evaluar la autenticidad de los productos carnicos.

Objetivos particulares

» Reconocer la importancia econémica de la industria carnica en México con el

fin de entender las causas de una posible adulteracion de productos céarnicos.

» ldentificar los principios de la biologia molecular y discutir las técnicas basadas
en ADN y proteinas que mas comunmente se utilizan en la autenticidad de

productos carnicos.

» Analizar la posible aplicacion de técnicas moleculares de ADN y proteinas que
permitan mejorar la identificacion de especie animal en la autenticidad de

productos carnicos procesados.
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1. ESTRUCTURA Y PERSPECTIVA DE LA INDUSTRIA DE PRODUCTOS
CARNICOS EN MEXICO

1.1 Importancia de la carne como alimento

En la energia no hay movimiento, asi como las maquinas requieren de
combustibles para poder moverse, los seres vivos requieren del alimento que
consumen para poder realizar su funcién. Por ello el alimento es clave para vivir.
Por otro lado la vida de las plantas y animales inicia con el proceso de la
fotosintesis, llevado a cabo por las plantas. A partir de las plantas verdes como los
organismos autoétrofos, como inicio de la cadena alimentaria; pasando por los
herbivoros, como segundo eslabon; por el tercer eslabén donde se encuentran
consumidores secundarios, donde los carnivoros consumen herbivoros;
posteriormente el cuarto eslabén donde los seres vivos carnivoros consumen
carnivoros y finalmente se encuentran los descomponedores, que son capaces de

producir sustancias inorganicas a partir de los organismos muertos.

La energia que requiere el hombre para efectuar sus actividades deben
provenir de diversas fuentes de alimentacion, de otra manera el organismo se ve
obligado a elaborar una gran variedad de sustancias que son indispensables para
mantener la vida, que son necesarias para que el organismo realice sus multiples
y complejas funciones. Por otro lado, la nutricibn comienza como arte, ya que
inicia como un proceso de aprendizaje a traves de la experiencia. Uno de los
objetivos de la nutricion es el dirigir la seleccion de los alimentos y establecer
habitos de consumo deseables y equilibrados. Las personas que se dedican a la
nutricion deben enfrentarse al problema de superar creencias y prejuicios de los
alimentos. Estas personas deben al consumidor de utilizar algan alimento o

ingrediente en especifico (Lloyd, 1982).
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Los cambios que ha sufrido el comercio internacional de alimentos ha
permitido que estos sean exportados con gran facilidad lo que ha contribuido a
que se puedan encontrar alimentos con gran facilidad y de diversa indole en
regiones muy distintas del mundo, esto no sido ajeno a la nutricion pues de ser un

arte se ha convertido en una ciencia (Bender, 1987).

Una de las principales cocinas en el mundo es la mexicana. Los distintos
grupos étnicos de México prehispanico entendieron la prioridad de la vida, por lo
gue aprendieron a elaborar alimentos de lo que podian recolectar, cazar, pescar,
cultivar y criar en el medio en que vivieron. Aunado a ello se mezclaron los
productos introducidos por los europeos y otros pueblos, todo ello enriquecié la
basta comida mexicana en algunos restaurantes y medios de difusién, pero se
deberia emprender iniciativas que resalten la importancia de los alimentos

tradicionales en México, para hacerlas llegar a nifios y jovenes.

Lo anterior, debido a que grandes empresas de alimentos, utilizando
medios masivos de comunicacion ha extendido y difundido estilos de consumo
que se incorporan cada dia a nuestros habitos alimenticios. Resaltan en esos
medios y en estas empresas los productos light, que algunos de ellos no nos
aportan nutrientes, y ademas marginan a otros productos tradicionales de mejor
valor nutricio. La cultura alimentaria en México necesita ser valorada en cada una
de sus regiones, fomentando los valores de la vida y comprendiendo la relacion

existente entre la nutricion y el desarrollo biosocial.
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1.2 EIl Sector Agropecuario

La industria carnica se vincula en su totalidad con las actividades agricolas,
pecuarias y acuicolas, éstas proporcionan las materias primas que se procesan en
las ramas que integran el sector. La dependencia de una funcion de produccion
biologica para la compra de insumos somete a la industria alimentaria a
fluctuaciones tanto de disponibilidad de materia prima como de costos de
produccion (Rossdale et al., 2003).

Algunos de los elementos importantes, derivados de la politica econdmica,
qgue inciden de manera directa en el desarrollo de la industria de los productos
carnicos procesados térmicamente son la tenencia de la tierra, el control de
precios tanto de productos terminados como de insumos, la infraestructura de
almacenamiento y de distribucion, los programas de fomento a las actividades
agropecuarias y la proteccién de la industria nacional frente a la competencia
extranjera (Rossdale et al., 2005).

En el sistema neoliberal el desarrollo del sector agropecuario no ha podido
alcanzar las condiciones prevalecientes antes de 1980. La inversion publica en
fomento rural disminuyé un 93.4% entre 1981 y 1999, lo que afecto tanto la
necesaria expansion de la industria carnica cuanto las inversiones requeridas para
mantener en operacion la previamente construida. Ademas el gasto publico global
en fomento rural declind un 74.6% entre 1982 y 1999, con lo que disminuyeron las
partidas estratégicas para investigacion, extensionismo, sanidad animal, etc
(Guerrero, 2004).

A pesar de esa baja inversion publica el campo agropecuario es el Unico

sector en Meéxico que registra un crecimiento, aunque su productividad es
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precaria, lo cual se hace evidente al observar que 26% de la poblacién produce
apenas 6% del Producto Interno Bruto (PIB). Durante la pasada administracion
federal, el PIB agropecuario disminuyo 1.5% en promedio anual, mientras que el
PIB total aumento6 2.6% (Rossdale et al., 2005).

El sector agropecuario ha tenido un crecimiento muy bajo en comparacién
con los afos precedentes (Cuadro 1). El escaso crecimiento en el periodo 1982-
1988 tiene su origen en las politicas neoliberales implantadas por el gobierno, las
cuales generaron dos crisis econdémicas graves, en 1986 y en 1995 (Guerrero,
2004).

La industria de productos carnicos procesados no ha escapado a estas
crisis y sigue el mismo patron de crecimiento que el sector agropecuario, por lo
cual muchos procesadores de carne han optado por la adulteracion de dichos
productos para obtener un mejor rendimiento con el fin de obtener mejores
ingresos, pero trae un problema grave para los consumidores, los cuales son los
principales afectados. En efecto, las tasas de crecimiento méas bajas
experimentadas por esta industria desde 1940 fueron 0.5 y 1.5 por ciento para los
periodos 1982-1988 y 1988-2008, respectivamente (Torres, 2009).

A pesar del pobre desempefio que ha demostrado la economia mexicana
en general, y los sectores agropecuarios y alimentario en particular, con la puesta
en practica del modelo neoliberal, no se prevén cambios a éste, por lo que la
industria alimentaria deben buscar una mejor manera de desarrollarse sobre las

bases de la apertura comercial.
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El sector agropecuario ha enfrentado transformaciones profundas durante
las tres dltimas décadas. El continuo proceso de urbanizacion, el intenso proceso
de globalizacién y las transformaciones demograficas han configurado un nuevo

entorno para el sector agropecuario (Escalante, et. al., 2005 y 2007).

Cuadro 1. Tasas de Crecimiento Medio Anual del PIB del Sector Agropecuario, durante

los Gltimos 60 afos.

Periodo Agropecuario Industria de Productos Total
Carnicos

1940-1950 58 e 6.0
1950-1960 4.2 7.5 6.1
1960-1970 3.7 6.3 7.0
1970-1982 4.2 4.9 6.2
1982-1988 0.2 0.2 0.3
1988-1998 0.5 0.5 0.8
1998-2008 1.5 3.8 3.2

Fuente: 1.Nuiez, 2008.

El cual se caracteriza por cambios tecnoldgicos que redundan en mejoras
de la productividad, nuevos cultivos que se ajustan a las exigencias de un
mercado internacional, modificaciones genéticas que mejoran las variedades de
los productos, nuevos esquemas organizacionales que dinamicen las formas de
comercializacion y modifican los métodos de insercion en el mercado mundial e
incluso, el surgimiento de nuevos esquemas de desarrollo rural (Hernandez,
2005).
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De la misma manera, estos cambios también impactan al sector
agropecuario en sus interacciones con el mercado interno y tienden a polarizar la
situacion del campo entre un sector asociado al mercado exportador, que cuenta
con inversiones cuantiosas que le permiten mejorar su productividad e introducir
mejores tecnologias, y la agricultura tradicional de subsistencia que aumenta la
produccion sobre la base de métodos extensivos (Rodriguez et al., 1998). Junto
con ello, las acciones gubernamentales se han concentrado fundamentalmente en
propiciar la reconversion productiva, diversificar los cultivos tradicionales, ofrecer
asesoria tecnologica, generar infraestructura, atender los problemas derivados del
desajuste en el equilibrio poblacional urbano-rural y las condiciones de

incertidumbre del mercado.

La evolucion de la produccidon agropecuaria es resultado de diversos
factores, asociados a las condiciones internas del sector como: la tecnologia, el
incremento en la productividad, las condiciones laborales (Taylor, 1997) y a los
movimientos ciclicos de la demanda relacionadas con las politicas econémicas
expansionistas o de estabilizacion. Ademas de los aspectos sociales y politicos
gue han jugado un papel relevante en la orientacion de las politicas publicas hacia

el sector (Zermefio, 1996; Escalante et al., 1996).

No obstante, es posible identificar ciertas tendencias y patrones regulares
en la produccién agropecuaria, por ejemplo, en la (Figura 1), se muestra la
evolucion del Producto Interno Bruto (PIB) Agropecuario y No Agropecuario, con
informacion trimestral de 1994 a 2007. Ambas series muestran una trayectoria
ascendente, siendo las actividades agricolas la que presentan un fuerte
componente estacional y una mayor volatilidad en sus niveles de produccion,
situacion que se manifiesta con claridad al considerar las tasas anualizadas de

crecimiento de ambas series.
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Tray ectoria del PIB Agropecuario y
PIB No Agropecurio

64 05 06 07 088 09 00 01 02 03 04 05 06 07

— PIB Agrepecuaro
~~-~ PIB No agropecuario

Porcentaje

Tasas de crecimeinto anualizadas

PIB Agropecuario y PIB NO Agropecuzro

B4 95 96 97 68 90 00 01 02 03 04 05 06 07

— P|B Apropecuario
~-~PIB No Agropscuario

Figura 1. Evolucién del PIB Agropecuario y PIB no Agropecuario.Fuente: Con base

en informacion de INEGI, 2007 Nota: la trayectoria del PIB Agropecuario y No Agropecuario la

escala es logaritmica.

Cuadro 2. Estructura del valor de la producciéon pecuaria por tipo de productos.

Categoria 1990 1994 2000 2005
Carne de bovino 36.6 34.8 20.1 28.9
Carne de cerdo 10.8 10.2 9.8 9.1

Carne de pollo 12.3 15.3 20.1 22.2
Huevos de Aves 12.4 12.7 14.7 14.2
(gallina)

Leche de vaca 23.8 23.5 23.4 22.5
Otros 4.1 3.4 2.9 3.1

Fuente: FAOSTAT, sitio de Internet http://faostat.fao.org/default.aspx

——
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En resumen, los resultados muestran que el sector agropecuario en la
dltima década, presentd una evolucion diferente al resto de los sectores de la
economia, caracterizada por un menor ritmo de crecimiento, con una mayor
frecuencia de periodos de contraccion, asi como una mayor volatilidad que
incrementa el riesgo en la produccion. Uno de los aspectos que resultan
relevantes en el analisis del sector agropecuario es identificar las tendencias a
nivel de subsectores, es decir, la evolucion de la produccion agricola, ganadera,
silvicola y pesca, a fin de contar con una perspectiva mas amplia de la produccién

agropecuaria.

Mientras en el caso de la ganaderia, la produccion de carne de bovino se
mantiene como el principal producto, el cual contribuye con 29% del valor de la
produccion, no obstante que su contribucion relativa muestra una clara tendencia
descendente (Cuadro 2). En contraste, la produccién de carne de pollo se
consolida como uno de los principales productos en cuanto a su peso relativo en el
valor de la produccién, en 1990 aportaba s6lo 12.3% y en 2005 llego a ubicarse en
22.2%. De hecho entre los afios de 1996 y 2003 el valor de la produccién de pollo
en términos reales registré un crecimiento promedio anual de 4.2%, en tanto que
la carne de bovino muestra una ligera contraccion del orden de 0.8% anual, para

el mismo periodo.

La categoria de carne de cerdo muestra un descenso paulatino en su
contribucion al valor de la produccion, en 2005 se ubico en 9.1%. En general, no
ha tenido un buen desempeiio en los ultimos cinco afos, entre 2000 y 2005
registra una caida en el valor de la producciéon de 4.4% anual en términos reales.
Por su parte, el valor de la produccion de leche entera de vaca también registra un
descenso, pasando de 23.8% en 1990 a 22.5% en 2005, asimismo, entre 2000 y
2005 reporto un descenso en el valor de la produccion del orden de 3.6% anual en

términos reales (Ibarra, 2006).
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En lo que se refiere a la produccién de huevo, se observa que desde
mediados de la década de los noventa registra un dinAmica ascendente, en efecto,
entre 1996 y 2003 mantuvo un ritmo de crecimiento de 2.7% anual, en términos
reales, lo cual le ha permitido contribuir, en el 2005, con 14.2% del valor de la
produccion del subsector pecuario. Asi, la expansion registrada en la produccion
pecuaria en los ultimos quince afios ha estado sostenida basicamente por la
produccion de carne de pollo y huevo, en tanto que los productos tradicionales
como la carne de bovino, de cerdo y leche de vaca presentan una tendencia

claramente descendente (Cruz, 2006).

Cabe destacar, que a nivel internacional la produccion pecuaria pasa cada
vez mas de los bovinos y otros rumiantes que se alimentan de pasto y forrajes, a
los cerdos y a las aves de corral, criados con concentrados balanceados. El centro
de gravedad de la produccién pecuaria se ha trasladado de las comunidades
agricolas rurales hacia las afueras de los principales centros urbanos. De este
modo, la produccion se concentra en empresas industriales avicolas y porcinas
localizadas en y alrededor de los principales centros urbanos, donde los
productores tienen facil acceso tanto a insumos y concentrados balanceados

baratos como a mercados dinamicos para la carne y los huevos (FAO, 2005).

1.3 La Industria de Alimentos en México

La industria alimentaria, a diferencia de la agricultura, parece aludir el
fendmeno de inflexibilidad presente en esta ultima. Con cada vez mas facilidades
para instalarse en ambientes distintos del agricola, ha adquirido un papel

netamente internacional (Rivera, 2002).

Por ello, el estudio del sistema agroalimentario mundial se centra en la

declinacién de la agricultura como actividad productiva especifica y del viejo papel

12
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productor independiente. Los que encabezan la competencia en la produccion y
distribucion de alimentos, son los complejos agroindustriales, los cuales estan
integrados en productoras de semillas, agrobiotecnoldgicas, agroquimicas,
alimentarias, que ademas tienen la capacidad para colocar sus productos en

diversas partes del planeta (Chaevet y Gonzélez, 2001).

La actividad manufacturera en México esta integrada por nueve ramas
econOmicas: Alimentos, bebidas y tabaco; textiles, vestido y cuero; madera y sus
productos; imprenta y editoriales; quimicos, derivados del petrdleo, caucho y
plastico; minerales no metalicos, excepto del petréleo; industrias metalicas
basicas; productos metalicos, maquinaria y equipo, Yy otras industrias
manufactureras (Cuadro 3). Entre estas, destaca la de alimentos por su
importancia estratégica, que se encarga de suministrar estos a una poblacién
creciente, permite conservarlos desde que se obtienen hasta que se consumen,
mantienen excedentes, agrega valor al producto y satisface nuevas necesidades
de consumo. Ademas, tiene un alto peso en la economia. En el periodo 1994-1998
esta industria contribuyé con 25.1% del valor agregado bruto; 24.7% de la
produccion bruta; 17.4% de las remuneraciones de asalariados y 19.5% del

personal ocupado.

En cuanto a su evolucién reciente, el decenio de los sesenta corresponde a
un periodo expansivo y de consolidacién de la industria alimentaria ver tabla 2. De
1960 a 1965 los establecimientos de esta industria aumentaron 25.1% y la
ocupacion 97.6% gracias a los productos carnicos principalmente los procesados
térmicamente. La tasa de crecimiento promedio anual del Producto Interno Bruto
(PIB) en el decenio 1960-1970 fue de 5.9%. Sin embargo, en el quinquenio 1975-
1980 esta actividad resinti6 una de sus mayores crisis, al disminuir 21.1% el
numero de establecimientos, aunque la ocupacion crecio 3.1%. De 1985 a 1988 la

industria alimentaria mexicana logré recuperarse e incluso superar los niveles
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anteriores de crecimiento; sin embargo, la ocupacién resintio las inercias negativas
precedentes y apenas aumentd 2.1%. Es importante sefialar que en el decenio de
los ochenta la industria carnica crecié a una tasa promedio anual 2.4%, superior a
la de la industria manufacturera en su conjunto. Son varias las razones que

explican el crecimiento de la industria carnica durante estos afios

Cuadro 3. Produccién en valores basicos de las industrias manufacturera,
alimentaria y de las bebidas y del tabaco.

Afo Industria Industria alimentaria Industria de las
manufacturera bebidas y del
tabaco

A Precios corrientes

2003 4073 804 761 853 173 231
2004 4727 358 853 605 188 164
2005 5147 141 911 305 206 613

A Precios constantes

2003 4073 804 761 853 173 231
2004 4 309 912 786 041 186 561
2005 4519 701 808 233 200 522

Fuente: INEGI, 2006.

. Sin duda, la mas importante es la desaceleracion general de la economia
mexicana, que se tradujo en menores ingresos y en modificaciones de los
patrones de consumo, con tendencia a un mayor consumo de bienes basicos, en
especial alimento. Ahora bien, en el periodo de recuperacién econémica, de 1988
a 1993, la industria alimentaria reivindicé su caracter dinamico, coincidente con el
incremento relativo de la inflamacion y el retorno de las tendencias a diversificar el

consumo (Torres, 2009).
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En el Cuadro 4, se puede observar que en la industria de alimentos desde
2003 a 2006 existe un incremento positivo en el consumo intermedio. Mientras que
la participacion de la industria alimentaria dentro del sector manufacturero fluctto

entre el 14 y 16% de dicho sector.

Cuadro 4. Consumo intermedio de las industrias manufacturera, alimentaria y de las
bebidas y del tabaco.

Ao Industria manufacturera Industria alimentaria

A Precios corrientes

2003 2728 420 460 444
2004 3197 650 521 744
2005 3517 461 558 307
2006 3940 447 590 838

A Precios constantes

2003 2728 420 460 444
2004 2911 605 474 635
2005 3071562 488 641
2006 3 344 367 499 277

Fuente: INEGI 2006.

1.3.1 La Industria Carnica en México.

La industria carnica, se inicia en el rastro la industrializaciéon de cerdos y
bovinos. Hay cuatro tipos de rastros: los municipales o locales, los privados, los

tipos inspeccion federal (TIF) y otros (incluye la matanza clandestina). Los TIF son

15

——
| —



Capitulo 1

los que cuentan con un mejor control de calidad e higiene y los utilizan las

principales empresas del sector (De la torre, 2008).

La transformacién de la carne y elaboracion de productos carnicos comenzoé
en Europa con la necesidad de aprovechar toda la materia prima como también
aumentar el periodo de conservacion de ésta con motivo de la escasez de carne y
demas alimentos en periodos invernales y para los marineros en sus largas
travesias. La mayoria de productos son de origen europeo con embutidos
prensados, fermentados, ahumados entre otros. Al principio la elaboracién de
éstos se realizaba en forma casera procesandolos de una forma rustica la cual
aun se hace en algunos lugares, pero con el paso del tiempo se ha creado e
innovado tecnologia asi como maquinaria para la ayuda en la industria carnica
(Shwedel, 2008).

La industrializacion se lleva a cabo en el obrador, donde se efectua el
despiece o desbaratado del animal, para obtener diversos cortes de carne para
consumo directo o uso industrial. Los obradores surten a tablajeros (Carne
curada), al sector de frituras (en el caso de cerdo, para la elaboracién de cuero,
chicharrén prensado y manteca), a viscereros y a empacadores de carnes frias es
el que agrega mas valor a los productos (Werner, 1995).

En 1993 las empresas empacadoras recibieron 30% de la oferta de carne
en canal. Esta industria tiene dos canales de distribucion: las tiendas de
autoservicio (45%) y el mercado detallista (55%). La incorporacion de la carne de
pavo y de las pastas de carne de ave para sustituir las de res y cerdo
respectivamente, permiti6 a la industria empacadora incrementar en forma
significativa su produccion de 1990 a 1995 a una tasa media anula de 6.3%, para
alcanzar las 401 000 toneladas (Cuadro 5). Es importante sefialar que la
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incorporacion de pasta de ave comenz0 a principios de los afios noventa (De la
torre, 2008).

Cuadro 5. Producto interno bruto de la industria manufacturera y cérnica y crecimiento
porcentual anual promedio. 1960-2007.

Industria 1960-1970 1970-1980 1980-1990 1983-2007
Manufacturera 7.8 6.3 2.0 3.25
Céarnica 5.9 49 2.4 2.95

Fuente: Shwedel, 2008

En México, la industria carnica representa mas del dos porciento del PIB,
ello implica la trascendencia que reviste esta industria en la vida de los mexicanos,
y con ello la importancia industrial, econdmica, social y cultural. Lo anterior, indica
qgue el hecho de procesar carne para producir productos carnicos con valor
agregado es rentable, ya que el consumo percapita de carne y productos carnicos
se incrementa aflo con afo (40.6 kg en 1998 a 95 kg en 2008), dentro de este
incremento se ha registrado la mayor parte en productos carnicos cocidos de ave,
lo cual puede provocar u conflicto de interese entre los procesadores de carne y
los consumidores, debido principalmente a que los consumidores esperan
consumir productos con alto contenido de carne y con carne de la especie animal
declarada en las etiquetas de los productos, sin embargo segun la PROFECO
(2005) en un estudio de calidad de salchichas existen marcas comerciales que no
declaran ingredientes o bien especie animal con la cual se elaboran esos

productos, lo cual puede constituir una adulteracién del producto.
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2. INGREDIENTES DE LOS PRODUCTOS CARNICOS TERMICAMENTE
PROCESADOS

De acuerdo a la norma NCR 146: 1991 PRODUCTOS CARNICOS. CDU
637.52:664.93 y la norma NMX-F-065-1984. ALIMENTOS. ESPECIFICACIONES.
NORMAS MEXICANAS. DIRECCION GENERAL DE NORMAS. Estas normas
establecen los requisitos que deben cumplir los productos céarnicos y las
especificaciones para la elaboracion del producto. Se utilizan materias primas o
ingredientes de calidad sanitaria, que apliguen buenas técnicas de elaboracién,
qgue se elaboren en locales e instalaciones bajo condiciones higiénicas, que se

aseguren que el producto es apto para el consumo humano.

2.1 Sal Comun

El cloruro de sodio es uno de los ingredientes de curado mas antiguos
utilizados en la conservacion de la carne. Esta molécula, generalmente conocida
como sal comln, es una sustancia generalmente reconocida como segura
(GRAS). La sal comun es un solido blanco y cristalino, con una pureza de 99.8 a
99.9% en sales comerciales. La sal comun es un ingrediente multifuncional, es
una sustancia soluble en agua, formando iones de Na* y CI- en solucion, esta
disociacion determina sus funciones en el producto cérnico. La fuerza ionica es
critica en la solubilizacion y extraccion de las proteinas solubles en sal, las cuales
son necesarias para la estabilizacion de la grasa en productos emulsionados y
determina la textura del producto. Una concentracién de sal de 2% en el producto
es necesaria para mantener una fuerza idnica de 0.5, lo cual provoca la
desintegracion de los filamentos de miosina y la solubilizacién de las proteinas
miofibrilares (Sebranek, 2009).
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El cloruro de sodio como sustancia potensiadora de sabor, ya que la carne
y el tocino, carentes de sal son insipidos. Pero por afiadidura la sal comun influye
sobre los procesos fisicos-quimicos y microbianos de maduracién que se
desarrollan durante el curado y desecado. La carne cede agua y con ella proteinas
solubles, que entre otras cosas desempefian un importante papel en la textura y
consistencia de la masa embutida. Ademas, al adicionar sal se reduce la actividad
de agua (Aw) de la masa embutida, con lo cual diversos microorganismos, en
especial ciertas bacterias patdgenas se ven perjudicadas en su vitalidad vy

capacidad de multiplicacion (Sebranek, 2009).

Cuadro 6. Efectividad de los aditivos en la produccién de embutidos blandos.

Enrojecimiento  Estabilidad Consistencia  Resistencia  Sabor  Aroma Capacidad
. Corte conservadora
color
Sal comUn + ++ +
Nitrato/ ++ ++ + +
Nitrito

GDL + + + ++ +
AzUcares + + + ++ + ++ +
AcC. ++ ++ +

Ascorbico
Cultivos ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++

Fuente: Werner, 1995. (+ = influencia escasa; ++ = Influencia acentuada).

2.2 Sales de Cura

Las sales de cura se emplean como aditivos en la fabricacién de productos
carnicos curados y, en menor medida, en la conservacion del pescado y en la

produccion de queso. Ademas de proporcionar color adecuado a la carne.

El nitrito, como sal, es un ingrediente multifuncional en la carne curada
pero, en el caso de nitrito, estas funciones se logran con extremadamente
concentraciones del 50-100 ppm de nitrito, es adecuado alcanzar las funciones
multiples del nitrito en carnes curadas. Las funciones del nitrito en carne curada

han sido extensivamente estudiada y esta claro que el nitrito es responsable del
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color de la carne curada, del flavor, del sabor, y de la inhibicién bacteriana, sin
embargo, los medios por los cuales el nitrito alcanza estas funciones no esté

entendida totalmente en todos los casos (Sebranek, 2009).

El efecto del nitrito sobre la carne es resultado del color rojo en la carne. Es
también un buen ejemplo de la complejidad de las reacciones del nitrito en carne
porque el nitrito no actda directamente como agente nitrosilaminado sino forma el
oxido nitrico por diversos mecanismos, dependiendo las condiciones. La
produccion de o6xido nitrico del nitrito es un paso necesario para el color de la
carne curada porque es el Oxido nitrico que reacciona posteriormente con el
mioglobulina para producir el pigmento rojo/rosado de la carne que es tipico de
color de la carne curada, el nitrito se disuelve en la fase acuosa del la carne, los
iones del nitrito (NO:2 °) estan disponibles para reaccionar con los iones de H* con
el acido (HNO2) (Snell et al., 2004; Weinber y Asbell, 2005).

MaiCg bacterias . Mallos + Oa
MlahOs + Ha O pHS54-58 p MMNDz + MNaOH
HI O » MNO+ Ha O+ HMNO

MO+ mioglokbina nitrosilmioglobinag (rajo)

¥

Mitrosilmioglobina calor » Nitrosilhemocromo (rosado)

Figura 2. Reacciones del nitrogeno. Para la generacion del color, el oxido de
nitrogeno (NO) es el agente activo.
Fuente: Badui, 2006.
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2.3 Acido Ascorbico-Ascorbato

El acido ascorbico ayuda a mantener el color rojo en la carne curada e
impide la formacién de nitros aminas. Ayuda a impedir la pérdida de color y de
sabor al reaccionar con el oxigeno indeseable. Se usa como aditivo nutritivo en
bebidas y cereales para el desayuno. El ascorbato de sodio es una forma mas
soluble de acido ascérbico. El acido eritorbico (eritorbato de sodio) realiza las

mismas funciones del Acido ascorbico, pero no tiene valor como vitamina.

Para conseguir un enrojecimiento intenso y rapido, deben incorporarse a la
pasta sustancias reductoras como el acido ascérbico o el ascorbato. Sin embargo,
la dosis excesiva de estos compuestos provoca efectos negativos sobre el
enrojecimiento y conservacion del color. Lo mismo puede decirse de las cuantias
insuficientes. Los preparados que lleven acido ascérbico no deben agregarse a la
masa mezclados con la sal curante de nitrito, en tal caso se registra una perdida
de sustancias curante (nitrito). Las consecuencias son entonces el enrojecimiento
insuficiente y la mala conservacién del color de los embutidos crudos (Hamm,
1960).

2.4 AzlUcares

Para conseguir el descenso del pH se agregan hidratos de carbono, que
son desdoblados hasta acidos por los gérmenes presentes en la carne. En
principio, es el mismo proceso que acontece en los embutidos duros. La finalidad
del descenso del pH es la de conservar el embutido dentro de un limite, asi como
mejorar las condiciones para que se produzca un intenso y rapido enrojecimiento.
No obstante, se evitara incorporar cantidades excesivas de azucares, puesto que
entonces el pH desciende rapidamente vy, sobre todo, hasta valores
excesivamente bajos, produciéndose alteraciones del sabor (agrio, picante); a la

vez, se crean unas condiciones Optimas para la proliferacion de gérmenes
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indeseable, como son los lactobacilos formadores de peroxidos. Cuanto mas
desciende el valor del pH, mayor es el peligro de que, en particular, se endurezcan
las variedades de embutido blando de grano grueso. Por la misma razon se

evitaran dosis demasiado elevadas de azucar (Newbold,1966).

2.5 Especias

Los condimentos sirven para conferir sabor y delicadeza a los embutidos,
careciendo de toda influencia tecnoldgica. En los embutidos crudos, sean blandos
o duros, se incluyen unanimente condimentos y sustancias sapidas como la
pimienta, pimentdn, ron, en ocasiones algo de enebro, comino y ajo o cebolla. Es
muy importante conocer la exacta composicion del condimento y dosificarlo
correctamente. Precisamente con productos como el ajo, la cebolla o el comino
deben procederse con todo conocimiento y pericia. Es recomendable la
incorporacion de un preparado completo. Por otra parte, precisamente en estas
clases de embutidos crudos debe atenderse que los condimentos carezcan de
gérmenes, con objeto de evitar que tenga lugar la intensa contaminacién de la

pasta tras la incorporacién de ellos (Briskey,1964).

2.6 Féculas

La preferencia de América Latina por productos carnicos mas tiernos y
suculentos ha convertido al almidén en uno de los ingredientes favoritos a la hora
de elaborar carnes emulsionadas. Este auge se debe a las caracteristicas propias
de esta sustancia; la cual, en emulsiones céarnicas, logra ligar la grasa y mantener
su dispersion en la mezcla, consiguiendo mantener la viscosidad total, sin
desprender ningun sabor u olor desagradable, entre otras de sus multiples

propiedades (Hamm,1960).
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Cuando los productos carnicos son formulados, los procesadores quieren
asegurar a sus consumidores la obtencion de la méas alta calidad posible. La
calidad es una medida del rendimiento, ya que los consumidores esperan unas
apropiadas caracteristicas en textura, flavor, tajabilidad, y jugosidad.
Adicionalmente, los procesadores de carne son fuertemente prevenidos de que
cuando sus productos desarrollan un problema de pérdida de agua, los
consumidores rechazaran el producto. Es importante que el procesador considere
el uso de ligantes, tales como almidén alimenticio modificado, para prevenir este
problema de pérdida de agua e incrementar la vida util del producto. Los
almidones proveen a los procesadores de carnes con una alternativa econémica
cuando se usa como fuente el maiz cultivado en los Estados Unidos (Newbold,
1966).

Los almidones nativos son derivados de diversas fuentes botanicas como la
papa, el maiz, el trigo y la mandioca; utilizados desde hace mucho tiempo en la
elaboracion de productos céarnicos, debido a la capacidad del almidéon como
ligante de agua. Grandes cantidades de almidones se utilizan como absorbentes y
agentes ligantes de agua, en salchichas y otros productos céarnicos procesados,
por ser capaces de retener la humedad durante todo el procesamiento y
almacenamiento de los productos, logrando estabilizar la emulsion de humedad,

grasa y proteinas (Briskey,1964).

2.7 Proteinas no Carnicas

Grupo de aditivos que mejoran el rendimiento, al igual que reducen los
costos de produccion de las salchichas obteniendo mayores ingresos. Adicionan
textura lo cual promueve la suculencia, estabilizan el agua y la grasa de la

emulsion. Los niveles de uso son variados, los mas utilizados son: proteina de
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aislado de soya, concentrado de soya, harina de soya, texturizados, caseinato de
sodio, gluten de trigo, proteina de suero de leche, colageno (Siedler, 2009).

Las proteinas de soya y la harina de la mostaza se utilizan como fuentes
de proteina para permitir la extension adicional y se agregan ligadores para el
agua. Los ligadores de la proteina no se pueden utilizar en los productos llamados
jamoén, pero son permitidos en productos como en extensiones de jamon o rollos
de pollo altamente extendidos. El nivel tipico del uso esta entre 0.5% y 5.0%. Los
niveles usados dependen de la proteina usada e independientemente si es un
aislante o una harina. Por ejemplo el aislante de soya puede estar entre siete y
diez veces su peso en agua mientras que el concentrado de soya estara menos
gque su peso en agua (aproximadamente cinco veces sSu peso) mientras que
imparte un sabor mas agradable (Sebranek, 2009).

La utilizacion de proteinas de soya permite a menudo a productores a bajar
sus costos mientras que obtienen un producto con las mismas caracteristicas de
un producto tradicional. La gente se queja de que la proteina de soya de los
productos da un gusto pobre y una pobre textura. Estos problemas pueden existir
si las proteinas de soya se utilizan incorrectamente o en un nivel demasiado alto.
Cuando las proteinas de soya se utilizan correctamente no hay un efecto nocivo
sobre el sabor o textura de un producto. De hecho mejoran el producto
(Sebranek, 2009).

El termino “proteina de soya”, cubre una amplia gama de los productos
derivados de la soya. Se clasifican estos productos como: harinas de soya,
concentrados de proteina de soya, o0 proteinas aisladas de soya. La composicion

tipica de los productos de la proteina de soya se menciona en la Cuadro 7
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Cuadro 7. Composicion de los productos de proteina de soya

Producto Proteina % Carbohidratos
%
Harina de soya 50 38
Concentrado de proteina 70 24
de soya
Proteinas aisladas de 90 Menos que 3
soya

Fuente: Sebranek, 2009

De las proteinas de leche son varios los productos que han sido preparados
para las formulaciones de productos de carne (Cuadro 8). El solido de leche sin
materia grasa es preparado directamente de la leche desnatada por la leche
condensada y por secado de aspersion. El producto condensado es una mezcla
de proteinas, azucar (lactosa), y minerales. El concentrado de proteina (CP) de
leche es hecho de leche desnatada por una combinacion de ultrafiltracion y de
diafiltracion. Las caseinas estan en una forma micelar, que se puede separar de
las proteinas por el concentracion de la proteina por microfiltracion de la leche, es
relativamente alta en contenido mineral. Una vez que estdn separadas, las
caseinas se pueden secar y procesar en polvos finos. La fraccidn acuosa se utiliza
para preparar diversos productos proteinicos, tales como concentrado de proteina
(CP) y aislado de proteina (AP) (Zhang, 2007).
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Cuadro 8. Usos de las proteinas de la leche en productos carnicos

Ingredientes Principales Aplicacion Ejemplos
de Proteinas caracteristicas
funcionales
Solidos de Texturizacion, Para todos los Salchicha Frankfurt,
leche sin sabor, productos salsa de carne
materia grasa emulsificacion carnicos
Caseinato de Emulsificacion, Salchicha, Salchicha de cerdo
sodio texturizacion y emulsiones fresca, Frankfurt,
unién de la carne  cérnicas rollos de pavo
Caseinato Emulsificacion, Salchicha, Bolas de pescado,
parcialmente texturizacion y emulsiones bolas de cerdo,
hidrolizable union del agua carnicas empanadas de carne

de vaca y nugges.

CPo AP Gelatinizacion, Carnes Salchicha fresca,
inhibicién del color inyectadas rollos de pavo, jamén
rosa

Fuente: Zhang, 2007. Nota: concentrado de proteina (CP), Aislado de proteina (AP).

2.8 Fosfatos

Los fosfatos se incluyen en muchos productos de carne curada debido a los
efectos benéficos que les proporciona. Sin embargo, los fosfatos no son los
ingredientes distintivos que caracterizan las carnes curadas, al igual que el nitrito y
la sal. Las carnes curadas se pueden fabricar con éxito sin los fosfatos y obtener
todas las caracteristicas tipicas de las carnes curadas esperadas por los
consumidores. Al mismo tiempo, las ventajas de incluir los fosfatos son tales que
estos compuestos se han convertido en un ingrediente comun en la mayoria de las

carnes curadas, a excepcion de productos secos y semisecos (Sebranek, 2009).
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Los fosfatos, como muchos de los otros ingredientes curados de la carne,
realizan funciones mdltiples cuando estos son agregados a la mezcla de la carne.
Una de las funciones mas importantes de los fosfatos es la capacidad creciente de
las proteinas de la carne de ligar y de conservar el agua. El beneficio de la
retencion del agua no s6lo mejora el producto durante el cocimiento, si no también
la textura, dulzura, y jugosidad del producto. El efecto de los fosfatos sobre las
proteinas de la carne es doble. El uso significativo de fosfatos alcalinos aumentan
el pH y la fuerza iénica de las mezclas de la carne, efecto que es bien reconocido
como medio para la mejora de la retencién del agua aumentando la repulsion de la

carga de la proteina (Briskey,1964).

2.9 Conservadores

La conservacion de los alimentos es el procedimiento que se dirigen contra
el ataque por los microorganismos. La accion antimicrobiana del acido sorbico se
debe a la inhibicion de diversas enzimas en la célula microbiana, especialmente
enzimas de los hidratos de carbono, como enolasa. La actividad del acido sérbico
se dirige casi totalmente contra mohos y levaduras. Las bacterias so6lo son
inhibidas en parte, las catalasas-positivas mas que las catalasas-negativas y muy
pocas las lacticas y los clostridios. En comparaciébn con otras sustancias
conservadoras el acido sorbico tiene un coeficiente de reparto mas favorable,
debido a lo cual en las emulsiones grasa-agua permanece una porciéon
relativamente mayor de acido sérbico en la fase acuosa que es la Unica que puede

sufrir el ataque bacteriano (Hamm,1960).
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3. LEGISLACION APLICABLE EN LA ADULTERACION DE PRODUCTOS
CARNICOS

3.1 La Calidad de los Productos Carnicos en México

Los productos cérnicos térmicamente procesados son muy populares en
muchos platos, por ejemplo las salchichas como entrada, a la parrilla, en hot dogs,
o en muchas formas mas, los productos carnicos son muy consumidos por los
mexicanos, por lo que en el mercado pueden encontrarse de diferentes tipos:
Chorizo, salchichas (viena, cocktail, botanera), y jamén etc. En general la
composicién de los productos carnicos varia de marca a marca: mientras unas
contienen carne de cerdo, otras llevan pavo, pollo o alguna mezcla de éstos; su
ingrediente principal, sin embargo, es el agua (70% aproximadamente), y ademas
de la carne y las sales de curado (nitritos), las diversas marcas afiaden fosfatos y
otros ingredientes como proteinas no carnicas (principalmente de soya),
almidones y grasas (casi siempre de cerdo). Pero la incorporacién de estos
ingredientes se hace a costa del contenido de carne, con lo cual se abarata el
producto (PROFECO, 2005).

3.2 Adulteraciéon un Problema en los Productos Carnicos

La palabra “autenticidad” define como confiable, fidedigna, genuina, sin
duda del origen. La confiable identificacién de las especies es el punto de partida
para la autentificacion de los productos carnicos y deberd estar basada en
parametros que no experimenten alteraciones drasticas durante su procesamiento
(Lathy, 1999).

Por otro lado, Hargin (1996) define a un alimento no auténtico, a aquel que
no es de la sustancia natural y calidad demandada por el comprador. Considera
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gue un alimento es adulterado cuando se presenta lo siguiente: la completa o
parcial omisién de los constituyentes de alto precio, la total o parcial sustitucion de
componentes alimenticios de menor calidad o valor econémico, encubrimientos de
dafios o calidad inferior y la adicion de materiales o sustancias no declaradas con

el fin de incrementar el peso o volumen del producto.

La sustitucion o adicion de ingredientes en los productos carnicos, puede
ser del tipo: proteina y/o grasa de origen animal y/o vegetal. La proteina de origen
animal proveniente de pasta de pavo o carne mecéanicamente deshuesada (CMD),
es la mas utilizada en la industria procesadora de embutidos a nivel mundial
(Hargin, 1996). En México la NOM-051-SCFI-1994, estipula que todos los
ingredientes deben de ser declarados (SECOFI, 1994), sin embargo la CMD no
siempre es declarada. El plasma sanguineo también se ha reportado por varios
investigadores como una aditivo no especificado en la etiqueta en una variedad de

productos carnicos crudos y procesados térmicamente (Hargin, 1996).

Entre los productos frescos embutidos se encuentra el chorizo que
tradicionalmente es fabricado a partir de carne y grasa de puerco entre otros
ingredientes. Actualmente se encuentran en el mercado chorizos que presentan
sustitucion de la carne de puerco con soya (Gonzalez-Cdérdova et al, 1998); otro
producto al que se le ha encontrado soya sin declararlo, es la salchicha (Loyo,
1996; Woychik et al, 1987). Esta sustitucion es permitida siempre y cuando se
encuentre indicada en la etiqueta y dentro del maximo permisible (SECOFI, 1996),

de lo contrario constituye un fraude al consumidor.

Muchos productos se elaboran con carne de cerdo o pavo, y existen
productos que contienen mezclas de éstos. Ademas, un buen niamero de marcas

también contienen soya. A pesar de que varias marcas declaran estar elaboradas
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con carne de ave, se ha detectado la presencia de cerdo en las salchichas de

diversas marcas comerciales.

PROFECO, (2005) realizo un analisis con 46 marcas: 36 de salchichay 10
de salchicha cocktail (Ver cuadro 9). Aunque la gran mayoria se comercializa a
nivel nacional, todos los productos analizados fueron comprados en diversos
puntos de venta localizados en el Distrito Federal, y al adquirirlos, se verificé que
estuvieran refrigerados, dentro de fecha de caducidad y en empaques cerrados.
Cada producto se sometio a las pruebas que se indican a continuacion.

» Tipo de carne empleada
Para verificar la veracidad de lo ofrecido en la etiqueta de cada producto se
determind que el tipo de carne empleada fuera la declarada. Asimismo, se

identifico a los productos que agregan soya.

» Contenido de almidones
Por lo general, casi todas las marcas adicionan almidones a los demas
ingredientes; de acuerdo con la normatividad los almidones no deben
exceder el 10%. Como se muestra en la tabla 5, se identificaron productos

con contenidos mayores de almidones.

» Contenidos de grasay proteina
Para conocer el aporte nutrimental de las salchichas, se determinaron sus

contenidos de proteina y grasa.

Es probablemente que la mayor parte de productos procesados
térmicamente, en México sean alterados de alguna manera, por diversos motivos;
y el que sufre las consecuencias es el consumidor, por lo cual se necesitan

técnicas rapidas y precisas para detectar las principales adulteraciones que se
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realizan en los productos carnicos, principalmente cocidos, y como se menciona
en parrafos anteriores, el problema mas grave no es que se utilicen una gran
diversidad de ingredientes y aditivos que mejoran aspectos tanto nutricionales
como sensoriales, sino el hecho de no declarar al consumidor el uso de uno u otro
ingrediente o bien la sustitucion de un tipo de carne por otro de bajo valor

comercial, lo cual puede constituir un fraude para el consumidor.

Cuadro 9. Algunas marcas de salchichas que adulteran su producto en México.

Marca Informacién % % % Elaboradas Observaciones
al Grasa Proteina  Almiddn con
consumidor
Alpino Completa 8.4 11.7 9.6 Declara ave Contienen soya
y se detecta
cerdo.
Fud Completa 12.8 9.7 8.9 Declara ave Contienen soya
y se detecta
cerdo.
La Completa 12.4 8.5 11.7 Ave-cerdo Contienen soya
espafiola
San Rafael Completa 21.3 12.1 3.1 Ave-cerdo Contienen soya
Zwam Se declara 10 10.6 5.4 Ave-cerdo Contienen soya
con mas

carne, pero
tiene  igual
que muchas
otras

Bernina Completa 13 14.6 4 AVe-Cerdo-  --mmmmmmmmmmmeee

res

Fuente: PROFECO, 2005.

3.3 Normativa Europea sobre Adulteracién en Alimentos

En Europa muchos afios se habia regido por la llamada regla del 25% a la
hora de aplicar la legislacion en etiquetado. Por medio de esta pauta, no era
necesario etiquetar aquellos ingredientes que no superaran el 25% del contenido
total de producto final. La directiva europea 2000/13/EC, con fecha del 20 de

marzo del 2005, se basa en el principio del etiquetado funcional de los productos

31

——
| —



Capitulo 3

alimentarios, con el fin de informar al consumidor de su composicion, fabricante,
métodos de almacenamiento y preparacion, etc. Asi mismo, esta directiva permite
afiadir al etiquetado tanta informacion como desee el fabricante o producto,
siempre y cuando ésta sea precisa y no confunda al consumidor. Una correccion
posterior de esta normativa prohibe ademas toda mencion a propiedades curativas
o de prevencion de cualquier producto alimentario. Algunos alimentos especificos
se hallan regulados por medio de legislaciones especiales, como puede ser el

caso del chocolate o la carne de vacuno.

Cuadro 10. Evolucién de la legislacion europea en materia de etiquetado de
alimentos carnicos para consumo humano.

Legislacion Propésito

White Paper on food safety COM Propuestas legislativas en la

(1999) 719 elaboracién de nuevas directivas sobre
higiene alimentaria.

Directiva 2000/13/EC Etiquetado de alimentos destinados al
consume humano.

Directiva 2000/13/EC Prohibicién del etiquetado de
ingredientes alimentarios con
propiedades preventivas o medicinales.

Directiva 2001/13/EC Etiquetado obligatorio de todos los
ingredientes de productos destinados al
consumo humano. Listado de
ingredientes potencialmente
alergenicos.

3.3.1 Legislacion Europea sobre Etiquetado de Productos Carnicos

El movimiento del ganado vacuno y su procedencia ha estado regulado
hasta hace poco por medio de normativas propias de cada estado miembro, y la
trazabilidad se llevaba a cabo mediante etiquetas tradicionales insertadas en cada
animal (Snell et al., 2004; Weinber y Asbell, 2005).
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Tras la crisis de la enfermedad de la vacas locas (EEB) de 1996, y en un
intento de devolver la confianza a los consumidores, la Unidon Europea promulgo
legislacion que reconociera la importancia del vinculo entre la carne y sus
animales de origen. El reglamento 820/97 original sobre etiquetado de vacuno ha
sido revocado y sustituido por el reglamento 1760/2000'1%. Este reglamento entro
en vigor el 1 de septiembre del 2000, y establece un sistema para la identificacion
y registro de los animales bovinos, asi como para el etiguetado del vacuno y
productos de vacuno. Requiere que todo el vacuno y la ternera frescos o
congelados sean etiquetados con un codigo de referencia que vincule la carne a
los animales de origen, el pais donde el sacrificio y el despiece tuvieron lugar, y
los nimeros de aprobacion de los mataderos y las plantas de despiece. Hay una

derogacion limitada para la carne picada (Weinber et al., 2005).

El reglamento 1825/2000%%¢ del 25 de agosto del 2000 determina de forma
mas detallada las normas que han de seguirse para aplicar el reglamento
1760/2000. La segunda fase de la normativa entro en vigor el 1 de enero del 2002,
y requiere que el etiquetado del vacuno indique los paises de nacimiento y el pais
0 paises de cria, asi como todas las indicaciones ya recogidas en la primera fase
(Snell et al., 2004; Weinber y Asbell, 2005)

Ademas debemos tener en cuenta que la modificacion a la directiva
2000/13/EC sobre etiquetado, presentacion anuncio de ingredientes alimentarios,
obligara el etiquetado del contenido de carne procedente del musculo del animal,

compuestos grasos y visceras (Weinber et al., 2005).
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3.4 Legislacion en México de Productos Carnicos

En México existen diversas normas para la regularizacion de los productos
carnicos, que es atribucion de la Secretaria de Agricultura, Ganaderia, Desarrollo
Rural y Alimentacion establecer las caracteristicas y especificaciones

zoosanitarias que deben reunir los productos de origen animal.

La determinaciéon de identificacibn de especie animal en musculo de
bovinos, ovinos, equinos, porcinos y aves, se establece con el fin de asegurar a
los consumidores que el suministro de alimento corresponda al identificado en la
prueba, ya que el consumo de los alimentos de otra especie animal diferente a la
deseada, implica diversos riesgos para la salud del consumidor. Para conseguir
los propdésitos enunciados anteriormente, se ha tenido a bien expedir la Norma
Oficial Mexicana NOM-023-Z0O0-1995, identificacion de especie animal en
musculo de bovinos, ovinos, equinos, porcinos y aves, por la prueba de

inmunodifusion en gel.

Esta norma es de observancia obligatoria en todo el territorio y tiene por
objeto, establecer el método de prueba, para la identificacibon de especie en
productos carnicos de origen animal (bovinos, ovinos, equinos, porcinos y aves).
La técnica se utiliza también en caprinos y caninos, siendo aplicable a los
laboratorios de analisis de residuos toxicos en tejidos alimenticios primarios de

origen animal, aprobados por la SAGARPA.

Para que el consumidor pueda establecer sin dificultad la relacion entre la
cantidad del producto, lo que contiene y el precio, es necesario que en los
envases Yy/o etiquetas de los productos se especifique con toda claridad el dato
relativo al contenido, contenido neto y la masa drenada segun se requiera. La

Norma Oficial Mexicana NOM-030-SCFI 1993 Informacién Comercial Declaracion
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de Cantidad en la Etiqueta Especificaciones, establece la ubicacién y dimensiones
del dato cuantitativo referente a la declaracion de cantidad, asi como las unidades
de medida que deben emplearse conforme al Sistema General de Unidades de
Medida y las leyendas: contenido, contenido neto y masa drenada, segun se
requiera en los productos preenvasados que se comercializan en territorio

nacional.

Las normas NOM-122-SSA1-1994 (SSA, 1995) y la NOM-145-SSA1-1995
(SSA, 1998) contienen las especificaciones sanitarias y limites permisibles de
aditivos, como proteinas no carnicas y colageno, entre otros, para los diferentes
productos carnicos. Los limites que mencionan dichas normas para los aditivos
mencionados son: proteina de aislado de soya 2.0%, concentrado de soya 3.5%,
coldgeno 2.0% y 10% de almidones. Estos pueden usarse, sin que su porcentaje
total de dicha mezcla, rebase el maximo permitido para cada uno de ellos y sea
declarado en la etiqueta del producto.

Los productos céarnicos estan regulados por las siguientes normas oficiales

mexicanas:

» NOM-122-SSA1-1994. Bienes y servicios. Productos de la carne.
Productos carnicos curados y cocidos, y curados emulsionados y

cocidos. Especificaciones sanitarias.

» NOM-002-SCFI-1993. Contenido neto. Tolerancias y métodos de

verificacion.
» NOM-051-SCFI-1994. Especificaciones generales de etiquetado para

alimentos y bebidas no alcohdlicas preenvasados. Reglamento de control

sanitario de productos y servicios.
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Estas normas oficiales mexicanas mencionan que los productos como
salchichas deben proporcionar ciertas caracteristicas e informacion a los
consumidores como es; que las salchichas presenten etiquetas, que incluyan
informacion sobre de qué esta elaborado el producto y qué tipo o a quien va

dirigido el producto.

3.5 Trazabilidad una Herramienta Decisiva para la Seguridad y la

Proteccién de los Consumidores

La trazabilidad, rastreabilidad o “traceability” (como se expresa en inglés) es
la capacidad de productores, industriales, comerciantes, consumidores y poderes
publicos de poderle seguir la pista a un determinado objeto a lo largo de toda o de
parte de su vida util. La trazabilidad es una caracteristica que se ha venido
imponiendo, o exigiendo, a diversos productos desde tiempos inmemoriales. Asi,
los pintores firman sus cuadros para que todo el mundo sepa quien los hizo; los
fabricantes de zapatos colocan una contrasefia en el forro, o en la suela, con la
misma finalidad. En realidad muchas marcas y etiquetados sirven, al tiempo que
de publicidad, para responsabilizar a alguien de los productos elaborados. Era
costumbre en los edificios publicos romanos encontrar, por ejemplo, la inscripcién
“Marcus fecit”,con la que el arquitecto “Marcus” dejaba una huella, un rastro, de su
paso por este mundo, pensando —l6gicamente— que el edificio le sobreviviria
(Wilson, 2004).

Con motivo de los envenenamientos con anilidas, con dioxinas, tras la crisis
de las vacas locas o Encefalopatia Espongiforme Bovina (EEB), con la aparicion
de los Organismos Genéticamente Modificados (OGM), la trazabilidad, pero
referida esta vez a los alimentos, se ha puesto de moda. En parte, para
tranquilizar a los consumidores y, en parte, para saber a quién hay que echarle la

culpa de cualquier problema que surja en el sector alimentario. No es mala cosa
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tener perfectamente determinado el historial de un producto por si hay que
proceder, deprisa y corriendo, a retirar del mercado otros productos del mismo lote
y prevenir en la medida de lo posible otros casos de enfermedad que tengan el
mismo origen o0 la misma causa. La trazabilidad alimentaria sera tanto mas
perfecta en cuanto permita una mayor velocidad de rastreo y se puedan conseguir

intervenciones publicas rapidas y completas (Yang et al., 2001).

La trazabilidad resulta ser, pues, un importante instrumento al servicio de la
seguridad alimentaria. También la palabra seguridad alimentaria es otra palabra
de moda y, de algin modo, equivoca. El problema surge de que dos palabras
inglesas "security” y “safety” (seguridad sobre algo, la primera, y estar a salvo de
algo, la segunda) se han traducido, ambas, por una Unica palabra espafiola,
“seguridad”. Hasta hace pocos afios, siempre que en castellano se decia
“seguridad alimentaria”, todo el mundo interpretaba la expresion en el sentido de
garantia del abastecimiento de cereales, de carne, de leche o de cualquier otro
producto alimenticio. Hoy dia, cuando se habla de “seguridad alimentaria”
predomina su empleo como garantia de que un alimento es inocuo, desde el punto
de vista sanitario, para su consumo por personas 0 animales. Quizas hubiese
merecido la pena intercalar dos palabras mas en cada caso y hablar de “seguridad
de abastecimiento alimentario” y de “seguridad de sanidad alimentaria” (Owen y
Moline, 2001).

La necesidad de la trazabilidad se ha impuesto en la UE tras las crisis
alimenticias que han afectado recientemente a los paises desarrollados y en vias
de desarrollo. Anilidas, dioxinas, compuestos policlorados o polibromados de
difenilo, furanos, vancomicinas y otros antibiéticos, favorecedores del engorde de
ganado como el clenbuterol, somatotropinas y otras hormonas del crecimiento
(Yang et al., 2001).
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Gracias a la trazabilidad se puede en gran medida proteger al consumidor
comunitario. En Estados Unidos no se habla de rastreabilidad sino de “certificacion
de procesos de produccion a lo largo de toda la cadena alimentaria”, lo cual viene
a ser parecido, aunque no es exactamente lo mismo, porque es un concepto
menos exigente que la trazabilidad plena comunitaria, ya que evita referirse a los
Organismos Genéticamente Modificados (OGM), ampliamente tolerados en
Estados Unidos (Wilson, 2004).

La Declaracion Universal de los Derechos Humanos especifica que todas
las personas tenemos derecho a una alimentacion suficiente y sana. La Union
Europea, en su “Libro Blanco sobre Seguridad Alimentaria”, especifica que: “los
consumidores deberian poder acceder a una amplia gama de productos seguros y
de calidad, procedentes de todos los Estados miembros”. En definitiva, la
seguridad objetiva en los alimentos y también la confianza como sentimiento
subjetivo respecto a los productos que consumimos, constituyen un derecho de
todos los seres humanos que ha de ser garantizado por los paises donde ellos
viven y, en el caso del Mercado Comun, por la propia Unién Europea (Mills y
Kung, 2002).

El citado Libro Blanco, a propésito de la trazabilidad, afirma: “una politica
alimentaria eficaz, exige un sistema de rastreabilidad de los alimentos destinados
al consumo animal y humano y de sus ingredientes. Conviene introducir
procedimientos adecuados para facilitar dicha rastreabilidad, entre los que cabe
mencionar la obligacion, por parte de las empresas productoras de los alimentos
citados, de aplicar procedimientos adecuados para retirar dichos alimentos del
mercado cuando exista un riesgo para la salud de los consumidores. Asimismo los
operadores deberian conservar registros adecuados de los proveedores de
materias primas y de ingredientes para poder determinar la fuente de los posibles

problemas”. “Sin embargo, es preciso recalcar que una rastreabilidad inequivoca

38

——
| —



Capitulo 3

de los alimentos destinados al consumo animal y humano y de sus ingredientes es
una cuestién compleja en la que se debe tener en cuenta la especificidad de los
distintos sectores y productos”. Nos encontramos, en este parrafo, implicitamente
aceptada la dificultad en llegar a lo que se denomina riesgo “cero”; es decir, la no
existencia de riesgos para los consumidores, ya sean estos animales o personas.
También se desprende, del mismo parrafo, que la trazabilidad depende del
producto y de la “longitud” de la cadena alimenticia (Weinber et al., 2005).

3.5.1 Trazabilidad en Carnicos

Existen diversas especies ganaderas que se aprovechan por sus carnes
cuya trazabilidad, tras los recientes episodios de encefalopatia, glosopeda, peste
porcina..., s una exigencia continua, sobre todo para tratar de restablecer la
confianza de los consumidores que en algunos casos, ya que también suelen
adulterarla mezclando carnes de otro tipo de animal y declarando en la etiqueta
que se trata de una sola especie, 0 por otra parte la crisis de la EEB, ha reducido
sensiblemente la demanda de la carne de vacuno, sobre todo de reses con mas
de dos afios y medio de edad, que parece ser una frontera (sumamente inestable)
para la propagacion de los priones. Los animales jévenes, o no tienen la EEB o no
la desarrollan habitualmente por debajo de los 30 meses. Pero también existen
carnes nacionales y carnes comunitarias, carnes importadas de paises con
problemas de clenbuterol (un anabolizante), de somatotropina o de utilizacién
masiva de antibiéticos, que pueden generar en los seres humanos resistencias
cruzadas (Mata, 2000).

Asimismo, esta el problema de la caza que algunas veces es mirada con
prevencion por los consumidores, ya que su trazabilidad empieza tras el disparo
del cazador y con el reconocimiento veterinario, operacion que no siempre se

realiza, salvo en la caza mayor (cérvidos y jabalies). La trazabilidad de una carne
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obtenida en granjas intensivas suele ser mejor , ya que tienen que tener registros
de la alimentacién recibida por el ganado, de los medicamentos utilizados a lo
largo de la vida del animal, de las incidencias veterinarias que se hayan
presentado, del sacrificio, del faenado, del despiece, de la comercializacion, de la
utilizacion o no de frio profundo... Todo lo que sirva de garantia al consumidor

debe quedar, de alguna forma, registrado (Anklam, y Battaglia.2001).

3.5.2 Trazabilidad en Productos Céarnicos

Asimismo los productos ganaderos, como leche y huevos, tienen que tener
un cierto grado de trazabilidad, aunque vayan precedidos de una colecta o recoba
que homogeniza -en lotes- las producciones de varias granjas. También se han
hecho populares varios “slogans” que afectan a estos productos ganaderos y a las
carnes: “de la granja a la mesa”, “de la granja al tenedor”, “de la granja al mantel”,
similares a los de los pescados. Al igual que ocurre con las carnes la trazabilidad
es mucho mas exigible a los productos importados, sobre todo porque, a veces, el
seguimiento sélo puede realizarse desde la frontera, aunque existan certificados
de los paises de origen, ya que muchos de estos paises se limitan a describir la
“situacion” sanitaria del producto en la aduana de salida, pero sin mencionar el
historial, lo que quiebra evidentemente la trazabilidad plena del producto (Wilson,
2004).

Por ultimo, una aplicacién reciente es el uso de microorganismos patdogenos
de los parasitos externos de ovinos para eliminarlos. Estos patdgenos son
especificos y no dafian ni al ganado, ni al hombre. EIl objetivo final es tener un
gasto ganadero mas productivo, una mayor asimilacibn de los nutrimentos
contenidos en los piensos y generar menos desechos para que la ganaderia sea
mas amigable con el medio ambiente y para tener ganado mas sano (Jimenez,
1991).
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3.6 Empresas Relacionadas con la Trazabilidad Alimentaria que
Operan en Territorio Mexicano

La mayoria de las empresas dedicadas al sector de la trazabilidad, han
disefiado una estrategia de servicios, dejando para un futuro la posibilidad de
introducir en el mercado nuevos desarrollos basados en kits de deteccién con

aplicaciones en la industria alimentaria (De la Torre, 2008).

La estrategia de trabajo de las empresas dedicadas a realizar servicios de
trazabilidad suele ser parecida. Generalmente formalizan contratos anuales o
campafnas puntuales con empresas que deciden subcontratar sus servicios. Las
grandes superficies como los supermercados suelen ser los clientes principales
ya que en los ultimos afios el aumento de las “marcas blancas”, marcas propias de
cada cadena de supermercados, ha obligado a estos establecimientos a exiger a
sus distribuidores la certificacién de origen de los alimentos, asi como la ausencia
en la mayoria de los casos de alimentos transgénicos. El proceso de analisis de
los productos se suele realizar siguiendo las indicaciones exactas de la empresa
cliente, es decir, analizando los lotes y alimentos que deseen, o bien en un
muestreo al azar de cualquiera de los productos demandados por el cliente. Los
resultados de estos andlisis no suelen trascender al consumidor final ya que son
utilizados por la empresa como control interno de sus productos (Leamon et al.,
2005).

Los alimentos que son sometidos a un mayor namero de controles de
trazabilidad son aquellos que pueden contener ingredientes derivados de
Organismos Modificados Genéticamente, como la soya o el maiz principalmente.
El tipo de analisis realizado dependera del destino final de los alimentos, asi los
embutidos como el choped son unos de los mas demandados en cuanto a los
analisis de contenido en transgénicos. Los productos susceptibles de fraude son

aguellos que son sometidos mas frecuentemente a analisis de autenticidad. En
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relacion a posibles adulteraciones, las salchichas suelen verse adulterados por
medio de la adicién de distintas cantidades de grasa, 0 alguna otra especie
carnica, al igual que los chorizos que pueden contener soya, etc (Hamdan et al.,
1998).

El precio de los andlisis moleculares de trazabilidad para productos carnicos
varia muy poco en las diferentes empresas que ofrecen estos servicios. Los
andlisis mas sencillos son los realizados para identificacion de OMGs y pueden

costar alrededor de 60 y 120¢€, mientras que los mas complejos son aquellos en

los cuales es necesario la identificacién de la especie, con un costo aproximado de
180€. Lo mas laborioso de este tipo de analisis es el proceso de purificaciéon, que

conlleva un minimo de dos dias (De la Torre, 2008).

Algunas de las empresas dedicadas a ofrecer productos cérnicos se estan
dando cuenta de la importancia que tendra en un futuro la trazabilidad, por lo que
estan intentando desarrollar un protocolo adecuado que pueda ser admitido por
las organizaciones que actualmente certifican productos o procesos de calidad
(ISO, Organizaciéon Internacional de Normalizacion). El problema que genera la
falta de materiales de referencia es uno de los responsables de que no exista un
consenso que permita una certificacion a nivel El problema que genera la falta de
materiales de referencia es uno de los responsables de que no exista un consenso

gue permita una certificacion a nivel nacional (Jimenez, 1991).
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4. INTRODUCCION A LAS TECNICAS PARA LA DETECCION DE
FRAUDES EN PRODUCTOS CARNICOS

4.1 Alimentos y Biologia Molecular

Cuando se habla de biologia molecular o biotecnologia y alimentos lo mas
probable es que vengan a la mente los alimentos transgénicos. Se denominan
transgénicos a cualquier ente vivo cuya constitucion genética haya sido alterada
mediante la supresidbn o incorporacion de genes. Si bien ciertamente estos
productos estan muy lejos de ser los monstruos armados con partes de distintos
cuerpos del legendario personaje y carecen de su erotismo y tristeza, estas
alegorias forman parte de los recursos que usamos los seres humanos para

convertir en dioses y demonios aquello que no entendemos (De la torre, 2008).

= Agricultura
= Ganaderia
= Acuicultura

_ S

PRODUCTOS

Inocuidad Conservacion

Figura 3. Relacion de los campos de accion de la biotecnologia de alimentos.
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El hombre desde que se hizo sedentario ha utilizado esta disciplina sin
saberlo. Los alimentos producto de la biotecnologia son la cerveza, el pan, el
vino, el queso Yy otros productos lacteos que el ser humano desarrollo desde hace
miles de afos. Si desde hace méas de 4000 afios el hombre utilizaba lo que ahora
se llama biotecnologia entonces ¢ Qué es la biotecnologia de alimentos? Es el uso
y la modificacién de sistemas biol6gicos y bioquimicos para mejorar y desarrollar
ingredientes para alimentos asi como para mejorar los procesos de conservacion

de los mismos (figura 3).

Los alimentos son producidos fundamentalmente a través de la agricultura,
ganaderia o la acuicultura y en todas ellas la biotecnologia tiene un efecto como
veremos a continuacion. En el cuadro 11 se enlistan las aplicaciones principales

de la biotecnologia (De la Torre, 2008).

Cuadro 11. Aplicaciones principales de la biologia molecular.

Aplicaciones

Agricultura

Biofertilizantes y control bioldgico (plagas y enfermedades en campo vy
poscosecha)

Micropropagacion

Embriogénesis soméatica

Diagnostico de enfermedades

Plantas transgénicas

Ganaderia

Inseminacion artificial

Enzimas para incrementar el aprovechamiento de nutrimentos
Probidticos

Vacunas

Estuches de diagnostico de enfermedades

Biocontrol de parasitos externos

Manipulacion de embriones para la obtencion de multillizos
Organismos genéticamente modificados

Acuicultura

Tecnologias para el cultivo de peces, crustaceos y moluscos
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4.2 Técnicas Analiticas para Determinar la Autenticidad de Productos
Carnicos

Como consecuencia de que la agricultura (alimentos transgénicos) y la
tecnologia de los alimentos ha avanzado al igual que la poblacibn se ha
incrementado, los problemas relacionados con la regulaciéon y el analisis de los

alimentos se han hecho muy complejos (Anklam y Battaglia, 2001).

Se ha desarrollado diferentes métodos analiticos para la identificacion de
especies en carne fresca y procesada con la finalidad de proteger al consumidor

de fraudes y adulteraciones (Wolf y Lathy, 2001).

En general la determinacion de la autenticidad en la carne y los productos
carnicos ha consistido en el uso de técnicas cromatograficas para el andlisis de la
grasa (Matter, 1992), las hormonas (Lone, 1997); electroforéticas (Cota-Rivas y
Vallejo-Cérdova, 1997; Andrews, 1998) e inmunolégicas (Gonzalez- Cérdova et al,
1998; Hsieh et al, 1998) para el analisis de proteinas y de biologia molecular para

el andlisis del material genético (Anklam y Battaglia, 2001).

En la actualidad existen una gran variedad de técnicas analiticas, en las
gue predominan las que se basan en el andlisis de proteinas. Sin embargo, la
mayoria de las proteinas se desnaturalizan en productos procesados
térmicamente, resultado en cambios de la movilidad electroforética y antigenicidad
de las mismas (Hunt et al., 1997; Bunijtjer et al., 1999, Wolf y Lathy, 2001), lo que

se traduce en una interpretacion equivoca de los analisis (Wintero et al., 1990).
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Las técnicas electroforéticas e inmunologicas a menudo fallan en la
deteccion de especies en productos procesados térmicamente y en alimentos de
composicion compleja, ya que, las altas temperaturas causan cambios de
conformacion de las proteinas y demas componentes (Chikuni et al.,1990; Meyer
et al, 1994, Calvo et al., 2002).

En el caso de las técnicas inmunoldgicas, los anticuerpos generalmente
obtenidos son del suero o del musculo de la carne fresca y no de la carne
sometida a procesos térmicos. Wolf et al., 1999 y Hsieh (1998) mencionan, que las
técnicas inmunoldgicas que emplean anticuerpos, pueden sufrir reacciones

cruzadas en las proteinas de especies estrechamente ligadas.

En México, la Norma Oficial Mexicana NOM-025-Z00-1994 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 anticuerpos antisuero y no
anticuerpos antimusculo, ademas de ser un protocolo que requiere de
aproximadamente 24 horas para arrojar resultados (Meyer et al., 1994; Cota-Rivas
y Vallejo-Cdérdova, 1997; Andrews, 1998) de igual forma, con los métodos que
utilizan electroforesis utilizando Isoelectroenfoque no es posible determinar la
autenticidad de productos carnicos procesados, debido a que las altas
temperaturas degradan las proteinas solubles del musculo. También los productos
marinados, presentan dificultad para la determinacion por este método (Wolf et al.,
1999) por lo que, la deteccion de la sustitucion fraudulenta de especie en
productos carnicos procesados, requiere de métodos especificos y confiables para
la autentificacion de los mismos (Hunt et al., 1997; Lockley y Bardsley, 2000).
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4.2.1 Electroforesis Capilar (EC)

La electroforesis capilar (EC) es una técnica que combina tanto aspectos de
electroforesis convencional como de HPLC. La separacion esta basada en la
migracion diferencial bajo un campo eléctrico y ocurre en solucion libre sin el
requerimiento de un gel. En la misma forma que en HPLC, la deteccion se realiza
conforme ocurre la separacion generando sefiales detectables por absorbancia
UV, fluorescencia o espectrometria de masas permitiendo el analisis en serie con
automuestreadores de los sistemas. Con este tipo de deteccién se evitan los
procedimientos de tefiido y desteflido necesarios en la electroforesis en gel,
disminuyendo asi, la dificultad de los analisis (Wehr et al, 1996).

El capilar y los viales se llenan con un electrolito con capacidad
amortiguadora. La muestra, que esta formada por un conjunto de aniones y
cationes, se introduce dentro de este sistema ocupando una Unica zona o franja.
Al someter este sistema a la influencia de un campo eléctrico, las especies idnicas
del electrolito y de la muestra, migran hacia el electrodo correspondiente, es decir,
se establece un movimiento de los iones que forman parte del sistema. A causa de
la alta concentracion del electrolito comparada con la concentracién de la muestra,
algunas propiedades fisicas como la conductancia, seran influenciadas
principalmente por el electrolito, mientras que la influencia de la muestra podra ser
despreciada. Cuando haya transcurrido cierto tiempo desde el inicio de la
aplicacién del campo eléctrico, los componentes de la muestra cada uno a su
velocidad y se separaran en diferentes zonas, segun la movilidad de cada analito
(Cancalon, 1995).
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Cuadro 12. Caracteristicas de electroforesis capilar (CE).

Nanotécnica La cantidad de material introducido esta en el
rango entre 1-40 nanolitros. Es posible
inyectar cantidades tan pequefias como
picolitros y femtolitros hasta varios microlitros
(utilizando un sistema de
preacondicionamiento).

Alta velocidad Las sustancias se resuelven en 10-40 min
utilizando capilares de silice fundida de 50-70
um de diametro interno (d.i.). es posible
efectuar separaciones en menos de 2 min
con capilares de menor d.i.

Alta resolucion Es posible alcanzar unos cientos de miles de
platos tedricos; se pueden lograr tantos como
varios millones de platos.

Alta reproducibilidad Se pueden obtener tiempos de migracion que
se pueden repetir con menos de 0.5% de
error y menos de 2% de error (desviacion
estandar) para la reproducibilidad de las
areas de los picos.

Alta sensibilidad Son posibles niveles de deteccién de sub-
atomoles. la EC ha podido lograr limites de
10 M o 102 moles (menos de 200
moléculas).

No hay Ilimite de peso Las sustancias mas pequefias se pueden

molecular separar simultineamente de las
macromoléculas complejas en la misma
columna o capilar.

Compatibilidad con Se pueden utilizar niveles de pH consistentes
sistemas biolégicos con el ambiente natural de las
macromoléculas.

Instrumentacion Es compatible automatizada al nivel de la
cromatografia liquida de alta resolucion
(HPLC).

Coleccion micropreparativa Es  posible  colectar cantidades de
microgramos de material purificado.

Fuente: Elaboracion propia.
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Un componente critico de la EC, es el flujo de la solucién tampdn arrastrada
por el campo eléctrico a través del capilar, el cual moviliza todas las moléculas
hacia el detector. Este fenomeno llamado flujo electrosmotico, juega un papel
importante en la EC. Mientras que los componentes de una mezcla migran de
acuerdo a su carga neta (y en menor grado, a su masa), el flujo electrosmético de
la solucion empuja a los componentes desde el anodo hacia el catodo para ser
detectados. La movilidad neta de una molécula depende del flujo electrosmético
del sistema, de la solucién tampdén y de su movilidad electroforética inherente
(Cancalon, 1995).

La EC ofrece ventajas sobre la electroforesis convencional en gel en
términos de rapidez (Ver Cuadro 12), facilidad de automatizacion y cuantificacion.
Actualmente, la EC se considera como un método alternativo capaz de realizar, un
andlisis mas rapido y de mayor eficiencia, 0 como una técnica complementaria
para aumentar la informacion obtenida por otros analisis. El formato de
electroforesis convencional proporciona estabilidad mecanica para la separacion,
reduce la disperscion de solutos debido a la convencion y difusion, y permite el

manejo para la deteccion, digitalizacion y almacenaje (Recio et al., 2001)

En la EC, el microanalisis es posible por las dimensiones tan pequefias del
capilar. El volumen pequeiio de la columna tiene repercusiones favorables en tres
aspectos de la técnica. Primero, las pequefas cantidades de solucion tampon
(mililitros hasta nanolitros) requeridas para el andlisis multiple representan sélo el
1% de lo utilizado para un andlisis similar en cromatografia liguida de alta
resolucidén. Segun, con una presion o vacio, el capilar puede ser enjuagado en

segundos o minutos y utilizado en las siguientes corridas.
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Cuadro 13 Modalidades de la Electroforesis Capilar y sus Aplicaciones en el

Anélisis de Moléculas.

Modo

Mecanismo de

separacion

Aplicaciones

Electroforesis
Capilar en Zona (ECZL)

Cromatografia
Electrocinética Micelar
Capilar (CEMC)

Isotacoforesis
Capilar (ITC)

Isoelectroenfoque
Capilar (IEC)

Electroforesis

Capilar en Gel

Solucién libre
Relacion carga-

masa

Relacion carga-
masa, particion en
micelas basadas en
hidrofobicidad

Movilidad

“Boundary/Displacemnet”

Punto isoeléctrico

Geles, Red
Polimérica
Tamizado
molecular (en relacion a

su peso molecular)

Bases,
nucleosidos;
nucleétidos, pequefios
oligonucleétidos, ADN
dafado o degradado

Igual que ECZL

Técnica de pre-
condicionamiento para
ECZLy CEMC

Proteinas

Oligonucledtidos,
cebadores, sondas,
ADN anti-sentido,
productos PCR, dsADN
grandes, puntos de
mutacion,

Secuenciacion de ADN.

Fuente: Schawartz y Guttman, 2006.
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La EC es extremadamente verséatil, ya que con el mismo instrumento béasico
y a menudo con el mismo capilar, es capaz de analizar un amplio rango de
moléculas desde proteinas (vegetal o animal), DNA, RNA, productos PCR,
fragmentos de restriccion, péptidos, aminoacidos y toda clase de moléculas
organicas e inorganicas (Recio et al., 2001). En el caso del andlisis de las
proteinas, se han utilizado las diversas modalidades de la técnica (Ver cuadro
13): Electroforesis Capilar de Zona libre (CZE), Isoelectroenfoque (CIEF),
Cromatografia Capilar Elctrocinética Milcelar (MECC), Electroforesis Capilar con
Dodecil Sulfato de Sodio (SDS-CE) Electrocrhomatografia capilar (CEC) y
Electroforesis Capilar en Gel (CEG) (Hu y Dovichi, 2002).

4.2.2.1 Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR)

La PCR es una técnica que permite obtener In vitro multiples copias de una
secuencia de ADN especifica (secuencia diana), incluso cuando esta se encuentra
en una muestra compleja junto con otras moléculas de ADN. Esta técnica, que se
comenzo a utilizar al final de la década de los ochentas (Saiki, 1989), causo una
revolucién en el campo de la biologia molecular. La PCR utiliza una polimerasa de
ADN termoestable que, como todas las polimerasas de ADN, sintetiza una hebra
de ADN en direccion 5-3’ incorporando los dioxinucledtidos correspondientes a
partir de un cebador (oligonucledétido) y otra cadena de ADN sencilla que actia de
molde (Saiki,1988).

El proceso de amplificacion se basa en repetir varias veces un ciclo con tres
periodos de incubacion en los cuales se produce sucesivamente la
desnaturalizacion del ADN (fase de desnaturalizacién), la hibridacion de cada
hebra de ADN con su respectivo cebador (fase de hibridacién) y finalmente la

sintesis de la nueva molécula de ADN (fases de elongacion). Este proceso se lleva
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a cabo de forma automética en un aparato denominado termociclador (Saiki et al.,
1988).

Durante la base de desnaturalizacion se somete la mezcla de reaccion a
una temperatura de 95 °C para que se rompan los puentes de hidrégeno que unen
las dos hebras de ADN y se separan. Una vez que el ADN se encuentra
desnaturalizado, es necesario disminuir la temperatura hasta 50-70 °C para que
los cebadores puedan hibridar con sus secuencias complementarias en las hebras
sencillas de ADN. A partir de este momento, se eleva la temperatura de la
reaccion hasta 72 °C (temperatura 6ptima de la polimerasa termoestable), para
gue inicie la polimerizacion de la hebra de ADN complementaria incorporando el
dioxinucleétido complementario al que se adhiere en la cadena de ADN molde.
Las moléculas sintetizadas de nuevas también sirven como ADN molde en el
siguiente ciclo de desnaturalizacion-hibridacion-elongacion, de tal manera, que
después de varios ciclos sucesivos se obtiene la amplificacion exponencial del
amplicon, que consiste en la secuencia de ADN de doble cadena cuyos extremos

estan definidos por los cebadores (Saiki, 1989).

4.2.2.2 Andélisis Cualitativo de ADN mediante PCR

Este tipo de analisis suele realizarse cuando solo es necesario conocer la
presencia 0 ausencia de alguna secuencia de ADN, como por ejemplo aquellas
secuencias determinantes de especie. Para identificar especies animales o
vegetales presentes en alimentos mediante técnicas de analisis del ADN, se
puede seguir dos estrategias, la busqueda de polimorfismos entre distintas
especies. Asi mismo, la deteccion de OMGs se puede realizar por medio de la
deteccién de fragmentos de ADN indicativos de la trasgenisis, como puede ser
promotores de ADN, o fragmentos que se solapan entre las anteriores secuencias
de ADN (Ahmed, 2002).
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4.2.2.2.1 Analisis de Polimorfismos de los Fragmentos de Restriccion
(PCR-RFLP)

En esta técnica el ADN obtenido en la extraccion es digerido mediante
enzimas de restriccion; los fragmentos resultantes se separan mediante
electroforesis y se visualizan mediante tincion con bromuro de etidio.
Posteriormente, se realiza la transferencia de ADN del gel a una membrana
(Southern Blotting), normalmente de nailon. El paso siguiente es la hibridacién con
una sonda, es decir, un fragmento de secuencia conocida marcada mediante
radiactividad o quimioluminiscencia. La sonda se une a los fragmentos de de ADN
fijados en la membrana, que posean una secuencia complementaria, y estos son

revelados a través de una autorradiografia (Rehbein, 2001).

El analisis de polimorfismos basados en PCR-RFLP presenta la ventaja de
no requerir un conocimiento previo de la secuencia de la muestra, como ocurre
con los métodos que emplean secuenciacion. Otra ventaja de la técnica PCR-
RFLP es que permite la deteccion de mezclas de especies, resultando ser una
herramienta rapida y segura para identificar con precision no solo especies, por
ejemplo, de atin, si no también de especies que presentan una apariencia y

textura similar al atn enlatado (Mackie, 1999).

42222 Anélisis de Conformacién de Polimorfismos de Cadena
Sencilla (SSCP)

El analisis de ADN mediante SSCP (Syngle Strand Conformational
Polymorphysm Analisis) consiste en la obtencién de patrones electroforéticos en
funcién de la estructura tridimensional de los fragmentos de ADN una sola hebra,
que a su vez dependientes de su secuencia nucleotidica. Esta técnica permite el

establecimiento de identidades mediante la comparacion de los perfiles de las
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especies presentes en la muestra, y los de los especimenes auténticos utilizados

como patrones.

La técnica PCR-SSCP resulta de especial utilidad para detectar mezclas de
especies en muestras de alimentos. Este tipo de analisis se desarrollé en un
primer momento para la deteccion de especies pesqueras (Rey-Mendez, 2003),
aunque también la discriminacion entre especies ganaderas (Campos, 2001). La
principal desventaja de esta técnica radica en los problemas de reproducibilidad
de los patrones electroforéticos.

4.2.2.2.3 Andlisis de Perfiles de ADN por Amplificacién Aleatoria
(RAPD)

La técnica RAPD se basa en la utilizacion de cebadores arbitrarios de
pequefio tamafo (unas 10 bases) para realizar la PCR, con lo cual se amplifica
cualquier regiéon del genoma flanqueada por secuencias complementarias al
cebador y de una longitud adecuada. El numero de fragmentos obtenidos es
independiente de la complejidad del genoma y se distribuyen arbitrariamente en

éste.

Los polimorfismos que se observan son debidos a inserciones y deleciones
gue alteran la secuencia en uno a los dos puntos de homologia con el cebador, y
se hacen visibles por la presencia o ausencia de una banda. Como resultado se
obtiene patrones electroforéticos con bandas de diferentes tamafos
correspondientes a multiples genes, que forman una huella genética. Se ha
observado que algunos de estos patrones son especificos de especie, y por tanto
puede ser empleados en la identificacion de especies animales y vegetales
(Campos, 2001).
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Las ventajas de esta técnica son la de poder manejar cebadores
universales, su bajo costo, y sencillez debido a que el patrén de bandas es menos
complejo que en el caso del andlisis por RFLP. Entre sus inconvenientes se
encuentra la baja reproductibilidad de sus resultados y el hecho de que tan solo es
capaz de detectar diferencias en secuencias de ADN, cuando estas se encuentran
en los lugares especificos de reconocimiento de la correspondiente enzima de

restriccion (Bardsley, 2000).

4.2.2.2.4 Analisis de Polimorfismos de los Fragmentos de Restriccion
de Satélites (SFLP)

Esta técnica es similar a la técnica PCR-RFLP, aunque difieren de esta en
el tipo de ADN polimoérfico que se analiza. EI ADN satélite se localiza en los
centromeros de los cromosomas, y por lo tanto no se trata de ADN mitocondrial, si
no de ADN nuclear, se caracteriza por presentar un numero repetido de
secuencias variables en su longitud. Dependiendo del nimero pares de bases que
contengan dichas secuencias, recibiran distinta denominacién. Este tipo de
polimorfismos se utiliza en la identificacion de especies hibridas o altamente
homélogas, como ocurre entre la especie bovina y el bufalo, o la oveja y la cabra
(Campos, 2001).
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Cuadro 14. Comparacion de técnicas de analisis de ADN cualitativas.

Técnica Ventajas Desventajas
Secuenciacion e Generan gran cantidad e Requieren tiempo e
de informacion. instrumental técnico
especifico.
RFLP e Buen manejo y e Variacion
conocimiento de la instraespecifica en los
técnica. sitios de restriccion.

SSCP
RAPD .
SFLP o

Permite la deteccion de
mezclas de especies.

Permite la deteccién de
mezclas de especies.

Primers universales
Menores problemas de
variacion
intraespecifica.

Bajo costo y sencillez.
Permite distinguir
ciertas especies
hibridas o con alta

homologia entre si

eEl procesamiento por
calor puede reducir el

tamano de los
fragmentos de ADN.

e Técnica laboriosa.

e Variacion
intraespecifica

e Problemas de
reproducibilidad de
patrones

e Problemas de

reproducibilidad

e No esta disefiada para
la identificacion multiple

de especies

Fuente: elaboracion propia.
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Las técnicas anteriores son las mas utilizadas en la identificacion de
especies con fines de autenticidad de especies con fines de autentificacién de
productos carnicos. El tiempo medio necesario para el analisis de una muestra de
ADN ronda las 2 horas incluyendo la electroforesis y la tincion. La siguiente cuadro
muestra las ventajas e inconvenientes mas relevantes de las técnicas

mencionadas con anterioridad:

4.2.2.3 Anélisis Cuantitativo de ADN Mediante PCR

Este tipo de analisis permite cuantificar la cantidad total de una o varias
secuencias de ADN presentes en una muestra. Es importante la utilizacién de este

tipo de métodos, por ejemplo, para el etiquetado de los alimentos (Campos 2001).

4.2.2.3.1 PCR Anidada

Se trata de una modificacién de la PCR en la que en lugar de dos
cebadores se utilizan cuatro, dos externos y dos internos. La amplificacion se
realiza en dos tandas. En la primera se utilizan los cebadores externos y se
amplifica una segunda ronda y procede la amplificacibn con los cebadores
interiores. Este método confiere una mayor especificidad y una mayor sensibilidad,
por lo que es Util en los casos en los que se presupone que existe un bajo
porcentaje de OMGs. Ademas, no requiere el aislamiento previo del ADN
(Bardsley, 2000).

4.2.2.3.2 PCR Competitiva

Se utiiza un ADN competidor que tiene la misma secuencia

complementaria al cebador, de modo que se amplifica el ADN diana de la muestra
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y el ADN competidor. A partir de las cantidades obtenidas de ambos productos
amplificados se estima estadisticamente la proporcion real de ADN diana y de
ADN competidor (Tartaglia et al., 1998).

4.2.2.3.3 PCR en Tiempo Real

Este sistema se basa en la medicion de la fluorescencia emitida por una
sonda especifica del ADN diana marcada con un fluorocromo no radioactivo, que
se afiade a la reaccion de PCR convencional y cuya emision de fluorescencia
depende directamente de la sintesis del nuevo ADN. La fluorescencia emitida es

recogida a través de una fibra Optica y leida por un laser (Bardsley, 2000).

Mediante el registro del contenido de la emision de fluorescencia en cada
ciclo se puede monitorizar de manera continua el incremento de los productos

amplificados durante la reaccion de PCR (Tartaglia, 1998).

4.2.2.3.4 Diluciéon Limite de PCR

Consiste en la dilucion de la muestra de ADN a concentraciones conocidas
hasta llegar al punto limite de la diluciéon, que se corresponde con el umbral de
amplificacion del ADN, permitiendo establecer una correlacion con la cantidad de

ADN presente en la muestra (Campos, 2001).
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5. Técnicas Analiticas para la identificacion de Productos Carnicos
adulterados

5.1 Autentificacion de Especies de Productos Procesados

Térmicamente

Existen varias técnicas para la autentificacion de especies carnicas. Las
mas usadas son las inmunolégicas, electroforéticas y las cromatograficas. El
problema con estos métodos, es la dificultad de detectar especies en productos

carnicos procesados térmicamente.

El DNA mitocondrial se reenvuelve mas rapido que el nuclear, ademas que
contiene una mayor diversidad de secuenciada comparadas con el nuclear,
facilitando la identificacion de las especies relacionadas entre si, especialmente
para los andlisis de muestras procesadas (Wolf y Liuthy, 2001). Una de las
ventajas radica en que, tiene un alto nimero de copias, el cual excede al nuclear
por un factor arriba de 10000 ( Wolf et al.,, 1999; Vawter y Brown, 1986).
Consecuentemente, la cantidad de tejidos basados en el DNA mitocondrial para el
andlisis, es muy pequefia. Ademas el DNA mitocondrial tiene una mayor velocidad
de mutacion, por lo que resulta en una cantidad suficiente de puntos de mutacion
gue permite la discriminacién de especies estrechamente relacionadas (Lockley y
Bardsley, 2000).
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5.2 Técnicas de Identificacion de Especies Animales Basadas en el
ADN

Entre las técnicas rapidas de reciente aplicacion al analisis de los alimentos
se encuentran las genéticas, que se basan en el reconocimiento especifico de
fragmentos de acidos nucleicos presentes en los seres vivos. De estas técnicas, la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) es la mas utilizada y permite obtener
millones de copias de una secuencia especifica de ADN mediante una simple
reaccion enzimatica. Esta técnica se ha convertido en una herramienta de gran
utilidad para el control de la calidad de nuevos productos en la industria
alimentaria, ya que permite identificar el origen de muchos de los componentes
presentes en los alimentos (Bottero et al., 2002; Verkaar et al., 2002) asi como
detectar y cuantificar microorganismos de interés higiénico-sanitario (Boyapalle et
al., 2001; Kimura et al., 2001). Los métodos genéticos de identificacion de
especies, a pesar de ser mas caros y exigir un mayor soporte técnico, presentan
importantes ventajas con respecto a los métodos de analisis de proteinas (Cuadro
15 y 16). Las técnicas basadas en el ADN son especialmente Gtiles cuando se
analizan productos sometidos a tratamientos térmicos intensos, debido a la

estabilidad del ADN en dichos procesos (Kangethe et al., 1986).

Cuadro 15. Métodos de andlisis de proteinas.

Ventajas Desventajas

eRapidez en el analisis de las eEs imposible en ocasiones analizar
muestras. muestras sometidas a procesos
intensos o0 a tratamientos de

esterilizacion.

e Menor costo de los reactivos. elLa conservacion de las muestras ha
de hacerse en buenas condiciones
para obtener resultados
reproducibles.

e Técnicas mas sencillas de aprender. eSe requiere gran cantidad de

e Amplia disponibilidad de datos para  muestra.

muchas especies. oE| andlisis de los perfiles obtenidos
e Técnicas en general mas baratas es bastante complejo.
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Cuadro 16. Métodos de analisis de ADN.

Ventajas Desventajas
eSe necesita muy poca cantidad de eEl analisis es relativamente lento y
muestra (unos 100 mg de tejido). caro.
eSe pueden analizar muestras e Técnicas mas complejas, que
conservadas. necesitan por tanto de personal mas
especializado.
eEs posible analizar muestras eExiste menos informacion

sometidas a intensos procesados, e  disponible.
incluso esterilizadas.

5.2.1 ADN Mitocondrial (mtADN)

La mayoria de las técnicas moleculares utilizadas en la autentificacion de
especies en productos procesados, estdn basados en el ADN mitocondrial
(mtADN), ya que éste se renaturaliza mas rapido que el ADN nuclear, ademas que
contiene una mayor diversidad de secuencias comparadas, facilitando la
identificacion de las especies relacionadas entre si, especialmente para los
andlisis de muestras procesadas (Wolf y Lathy, 2001). Una de las principales
ventajas de utilizar el mtADN, radica que en que tiene un alto nimero de copias,
ya que hay un mayor numero de mitocondrias por células que nucleos (Vawter y
Brown, 1986; Wolf et al., 1999). EI ADN mitocondrial tiene una mayor velocidad de
mutacién, posee un mayor nimero de regiones conservadas, ademas de que su
talla es mucho menor a la del nuclear, lo que permite la des criminacion de

especies estrechamente relacionadas (Lockley y Bardsley, 2000).

El ADN es mas termoestable que la mayoria de las proteinas, por lo que es
menos susceptibles a ser degradado durante el procesamiento de los alimentos,
aun cuando es degradado parcialmente es posible identificar diferencias; estas
técnicas que utilizan el ADN para su estudio son mas sensibles, ademas de que el

ADN esta presente en la mayoria de las células de un organismo y en principio
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con la misma informacion independientemente del tejido (Lockley y Bardsley,
2000).

Son varios los factores a considerar antes de que un segmento especifico
de ADN sea seleccionado para ser amplificado. Esta regién del genoma tiende a
presentar mutaciones lo suficientemente rapidas en organismos estrechamente
relacionados que tienen diferentes secuencias, ya que las variaciones dentro de
una especie son sustanciales. La longitud del segmento debera ser lo
suficientemente largo para permitir la deteccion de diferentes secuencias entre
especies estrechamente relacionadas, pero lo suficientemente cortas, para ser
determinada mediante técnicas electroforéticas utilizando un estandar del ADN. La
mayoria de las secuencias de genes empleados en la autentificacion de especies,
se encuentran en bancos de datos disponibles. Las secuencias del gen para el
citocromo b y ATPasa 6 y 8, han sido determinadas para muchos vertebrados
incluyendo mamiferos, aves y peces. Estos genes tienen una similitud en cuanto

secuencias, asi como en rangos de diversificacion (Lockley y Bardsley, 2000).

El citocromo b se ha convertido en el mas popular dentro de la poblacién de
genetistas y bidlogos moleculares. La secuencia de aminoéacidos del citocromo b
es altamente conservador. Un factor de eleccion del citocromo b, al igual que el
gen ATPasa 6 y 8, es que al utilizar un solo par de cebadores se puede amplificar

un segmento de 309 pb de cualquier vertebrado (Bartlett y Davidson, 1992).

5.2.1.1 Caracteristicas del ADN Mitocondrial

El genoma mitocondrial de los animales es una pequefia molécula de ADN

bicatenario circular, aunque se conocen dos organismos en los que aparece como
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una molécula lineal, de la que existen muchas copias dentro de la mitocondria.
Dependiendo del tipo de célula se pueden encontrar hasta incluso mil copias (ver
figura 4). El tamafio del genoma mitocondrial en los animales se estima en unos
16.500£500 pares de pases (pb), aunque existen variaciones tanto

intraespecificas como interespecificas (Moritz et al., 1987; Avise et al., 1987).

El ADNmt es un sistema génico que se diferencia del nuclear en algunos

aspectos:

» Es mas abundante en las preparaciones de ADN total en comparacion con
el ADN nuclear.

» Posee una alta tasa de mutacion que resulta en un cumulo de mutaciones
puntuales que permiten la diferenciacion de especies cercanas.

» EI ADN mitocondrial tiene un tamafio pequerio.

» Existen varias copias de ADN mitocondrial en la célula.

» Tan so6lo posee un alelo y las consiguientes ambigiiedades debidas a los
genotipos heterocigoéticos pueden ser evitadas.

» La secuencia del ADN mitocondrial se conoce para numerosas especies

animales.

El ADN utilizado en la deteccién de transgénicos, vendra determinado por la
secuencia transgénica que se desee identificar, que sera indicativa de la presencia
de organismos modificados genéticamente en el alimento. Las técnicas empleadas
para la deteccion de transgénicos se basan principalmente en distintas variantes

de la PCR, que permiten identificar o cuantificar estas secuencias (Lockley, 2000).
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mitocondrial de
los animales

Figura 4. ADN mitocondrial de los animales.

5.2.2 Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR)

Ideada por el cientifico Kary Mullis a mediados de los 80 y mas conocida
como PCR (Polymerase Chain Reaction), la reaccion en cadena de la polimerasa
ha cambiado el curso de las ciencias bioldgicas y biomédicas mas que cualquier
otra técnica inventada durante el siglo XX. El gran éxito cientifico de la PCR reside
en que permite obtener in vitro un gran numero de copias de fragmentos
especificos de ADN, basandose en un principio muy sencillo: la utilizacion de
mecanismos similares a los empleados por la propia célula en la replicacion del

ADN durante la divisién celular.

La reaccion en cadena de la polimerasa consiste en la repeticion ciclica de
tres etapas (Figura 5) (Watson et al., 1992):
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» Desnaturalizacion del ADN bicatenario presente en la muestra para separar
las dos cadenas, mediante la aplicacion de temperaturas superiores a 90°C.

» Union especifica de los cebadores (oligonucleotidos sintéticos) a las
cadenas sencillas mediante complementariedad de bases. La temperatura
a la que se realiza esta union (Ta, annealing temperature) es muy
importante para controlar la especificidad de la reaccion. La Ta depende de
la composicion de bases y del tamafio de los cebadores. Se suelen emplear
dos cebadores que se unen cada uno a una cadena diferente delimitando la
secuencia diana que se pretende amplificar. La seleccién de dichos

cebadores constituye uno de los puntos mas criticos del ensayo de PCR.

» Extension de la cadena de ADN a copiar a partir de los cebadores,
utilizando los nucleétidos presentes en la solucion. Dicha extensién la lleva
a cabo la enzima ADN polimerasa, que inicia su actividad tras reconocer la
unién de los cebadores a las cadenas de ADN de la muestra. La polimerasa
empleada inicialmente, procedente de Escherichia coli, se desnaturalizaba
cuando se sometia a temperaturas superiores a 90°C durante la primera
etapa de cada ciclo y por lo tanto, habia que reponerla al inicio de cada fase
de extension. En la actualidad, sin embargo, se utilizan enzimas
termoestables como la Taqg polimerasa (Saiki y col., 1988), procedente del
microorganismo terméfilo Thermus aquaticus. Después de cada ciclo se
obtiene como resultado la duplicacion de la secuencia de ADN diana
delimitada por la pareja de cebadores especificos. Dado que las nuevas
copias también sirven como patrones en los subsiguientes ciclos, la
cantidad de ADN generado se incrementa exponencialmente. De este
modo, al final de n ciclos el nimero de copias de ADN por cada molécula

sera de 2n.
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. -

CIINTININS S
Desnaturalizacion del ADN

Union especifica de los cebadores

=

Extension de las cadenas a copiar

Figura 5. Esquema de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).

Un proceso de PCR tipico, de entre 20 a 40 ciclos, permite amplificar por
tanto un millén de veces como minimo el nimero de copias del fragmento de ADN
diana que exista en la muestra original. Los fragmentos amplificados se detectan
facilmente mediante electroforesis en geles de agarosa y tincion con bromuro de
etidio. EI bromuro de etidio es una sustancia fluorescente que se intercala entre
los pares de bases adyacentes del ADN, posibilitando su visualizacion cuando se
ilumina con luz ultravioleta. Cuando los fragmentos esperados son de un tamafio

muy pequeio se pueden emplear también geles de poliacrilamida.

La utilizacion de polimerasas termoestables junto con el disefio de

termocicladores, aparatos que permiten llevar a cabo los ciclos de tiempo y
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temperatura necesarios de un modo rapido, han permitido la completa
automatizacion de la técnica de PCR, facilitando asi su empleo rutinario. Otro
factor clave para la expansion de esta técnica ha sido la creciente disponibilidad
de cebadores especificos, posibilitada tanto por los avances en las técnicas de
secuenciacion de acidos nucleicos que han permitido conocer las secuencias de
un numero considerable de genes, como por el desarrollo de equipos y reactivos
que permiten una sintesis rapida y economica de los mismos (Watson et al.,
1992).

La técnica de PCR presenta sin embargo una limitacion: es necesario
conocer parte de la secuencia que se quiere amplificar, al menos aquellas zonas
en las que se van a unir los cebadores. Esto, que en principio podria suponer un
importante obstaculo a la hora de amplificar ADNs desconocidos, se ha
conseguido resolver siguiendo distintas estrategias. Por un lado, se pueden utilizar
las secuencias génicas de diversas especies conocidas para buscar regiones
conservadas sobre las que disefiar cebadores denominados universales, que
permitan la amplificacion del mismo gen en una gran variedad de especies
(Kocher et al., 1989; Bartlett y Davidson, 1992; Meyer et al., 1995). En otras
ocasiones, es posible conocer la secuencia aminoacidica de la proteina que
codifica un determinado gen. En estos casos, se pueden disefiar cebadores que
amplifiquen dicho gen basandose en el empleo de codones de la especie que
estamos estudiando y en posibles homologias con genes similares que hayan sido

secuenciados en otras especies (Venkatesh y Brenner, 1997).

La metodologia convencional utilizada para la identificacion de especies
animales ha estado principalmente basada en el analisis de proteinas.
Actualmente, el andlisis del ADN y, concretamente, las técnicas basadas en la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), constituyen una atractiva estrategia
para la identifiacion de especies ya que son rapidas, pueden diferenciar especies
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estrechamente relacionadas filogenéticamene y permiten el andlisis de muestras

sometidas a tratamientos intensos (Wolf et al., 2005; Saez et al., 2007).

La totalidad de los estudios realizados en la identificacion genética de
especies en carnes y productos carnicos se ha encontrado en especies como la
vaca, oveja, cabra, cerdo, pollo, pavo siendo practicamente inexistentes los
estudios realizados para la diferenciacion de carnes y productos carnicos
procedentes de aves como el pavo y pollo, cerdo (Rodriguez et al., 2006; Lahiff et
al., 2001; Girish et al., 2004).

La identificacion de especies animales mediante técnicas genéticas exige
una cuidadosa seleccion de los marcadores genéticos a utilizar. En la mayoria de
las investigaciones realizadas se ha elegido como marcador el gen mitocondrial
citocromo b y otros como el gen que codifica para la subunidad 12s del ARNr. Los
genes mitocondriales, y en concreto la region 12S, cumplen muchas de las
cualidades exigidas para el desarrollo de las técnicas de identificacion de especies
(Wolf et al., 2001).

Bellagamba et al. (2003), emplearon el gen 12S ARNr para la amplificacion
mediante PCR de fragmentos especificos de rumiantes (231pb), cerdo (186 pb) y
aves de corral (256 pb). El limite de deteccion del ensayo en las harinas de
pescado que analizaron fue del 0,125% para las muestras de vaca, oveja, cerdo y
pollo y del 0,5% para las muestras de cabra. Asimismo, han desarrollado una
técnica de PCR multiple para la deteccion simultanea de ADN de rumiantes y

cerdo que tiene un limite de deteccion de 0,25%.

Bottero et al. (2003), desarrollaron una técnica de PCR multiple, utilizando

los genes mitocondriales 12S y 16S ARNr, para identificar la presencia de vaca,
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oveja y cabra en muestras de leche y queso. Wan y Fang (2003) utilizaron un
fragmento del gen citocromo b de 408 pb, para identificar especificamente
muestras de tigre y evitar su comercializacion ilegal. A pesar de su simplicidad, la
identificacion de especies animales mediante PCR sin el apoyo de ninguna otra
técnica complementaria presenta el inconveniente de que es necesario conocer
previamente las secuencias de las especies que se pretenden diferenciar, a fin de
poder disefar oligonucleotidos especificos para cada una de ellas. Aunque en la
actualidad esto es mas sencillo gracias a las cada vez mas amplias bases de
datos disponibles, en ocasiones es imposible de llevar a cabo ya que hay algunas

especies animales de las que no se conoce ninguna secuencia.

El uso combinado de la PCR con otras técnicas complementarias, como la
secuenciacion, la técnica de RFLP, RAPD o la técnica de SSCP, han hecho

posible la identificacion de un gran nimero de especies.

5.2.3 Secuenciaciéon de Fragmentos de ADN Amplificados por PCR

Este método de identificaciobn de especies consiste en la amplificacion de
un determinado fragmento génico por PCR y su posterior secuenciacion. Mediante
el andlisis de las secuencias obtenidas se pueden identificar diferencias
interespecificas que permitan distinguir las especies estudiadas. Para seleccionar
adecuadamente la regién del genoma que se debe amplificar es preciso tener en

cuenta varias premisas (Bartlett y Davidson, 1992):

» Debe acumular mutaciones con suficiente rapidez para que organismos
estrechamente relacionados tengan diferentes secuencias nucleotidicas,
pero con la suficiente lentitud para que la variacion intraespecifica no sea

importante.
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» El tamafo del segmento de ADN ha de ser lo bastante largo para detectar
diferencias en la secuencia entre especies proximas, pero suficientemente
corto para poder secuenciarla en un gel estandar de secuenciacion.

» Deberia elegirse un gen que codifique por una proteina. De este modo, los
errores de amplificacién y/o secuenciacién pueden detectarse traduciendo
la secuencia de nuclebtidos y comparandola con la secuencia
aminoacidica.

» La existencia de secuencias del gen seleccionado en las bases de datos
correspondientes a otros organismos seria de gran interés, ya que nos
permitiria  comparar dichas secuencias con las obtenidas en nuestro

estudio.

El analisis de las secuencias obtenidas suele requerir la utilizacién de
programas informaticos complejos. Bartlett y Davidson (1992) fueron los primeros
en introducir un programa, basado en la elaboracion de arboles filogenéticos, que
permite comparar la secuencia de la especie problema con la de otras especies
previamente secuenciadas e introducidas en la base de datos. Gracias a este
programa informético se puede llevar a cabo la identificacion de especies en
muestras (siempre que en la base de datos haya secuencias correspondientes a
las especies que se pretende identificar), asi como se pueden establecer
relaciones filogenéticas entre especies. Sin embargo, la gran importancia que esta
adquiriendo la identificacion de especies ha hecho que se disefien otros
programas informaticos mas especificos, que ya no estdn basados en la
construccion de arboles filogenéticos, sino en la elaboracion de matrices de
valoracion de distancias genéticas entre secuencias (Forrest y Canergie, 1994;
Meyer y Candrian, 1996).

El gen mitocondrial que codifica el citocromo b se ajusta muy bien a todas

las premisas expuestas anteriormente para la seleccion del fragmento a amplificar.
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Por ello ha sido el mas utilizado en la identificacion de especies animales. Kocher
et al., (1989) emplearon los genes mitocondriales que codifican la region control, el
citocromo b, y el 12S ARNr para identificar mas de cien especies animales, entre

las que se incluyen mamiferos, aves, anfibios, pescados y algunos invertebrados.

5.3 Técnicas de ldentificacion de Especies Animales Basadas en el

Analisis de Proteinas

Las técnicas utilizadas en la identificacion de especies animales cuando no
se dispone de base anatémica se pueden dividir en dos grandes grupos: aquellas
basadas en el analisis de proteinas y las que se centran en el andlisis del ADN o
técnicas genéticas. Si bien los métodos basados en el andlisis de proteinas han
sido los més utilizados, los grandes avances que han tenido lugar en los Ultimos
afos en las técnicas de biologia molecular han permitido el rapido desarrollo de
numerosas técnicas genéticas que se han aplicado con éxito a la identificacién de

especies.

Los métodos que se utilizan para la identificacidon de especies animales,
basados en el analisis de proteinas, incluyen distintas técnicas electroforéticas, la
cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC, High Performance
LiquidChromatography) y las técnicas inmunolégicas. Las proteinas del tejido
muscular son, en esencia, muy similares en todas las especies animales

pudiéndose clasificar, atendiendo a su solubilidad, en tres grandes grupos:

» Las proteinas sarcoplasmicas, que constituyen un 30-35% de las
proteinas totales, se extraen facilmente con agua o soluciones salinas
diluidas. A este grupo pertenecen gran nimero de enzimas implicadas en el

metabolismo intermediario de la célula. Esto hace que las proteinas
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sarcopldsmicas puedan resultar muy adecuadas para la identificacion de

especies y por lo tanto, que sean las mas utilizadas.

» Las proteinas miofribrilares, que constituyen el 65-75% de las proteinas
totales, se extraen empleando soluciones salinas de fuerza i6nica media o
alta.De ellas, la miosina, actina, tropomiosina y troponina son las proteinas
mayoritarias. Aunque sus secuencias de aminoacidos son muy
conservadas entre especies, pueden ser importantes en la identificacion de
las mismas cuando el producto ha sido sometido a una desnaturalizacion

por calor.

» Las proteinas del tejido conectivo o del estroma, representan de un 3-
10% del contenido proteico total en la carne. Son insolubles en soluciones
salinas y es necesario el empleo de soluciones acidas o basicas para su
completa disolucién. Dentro de ellas se encuentran la elastina y el
colageno, siendo esta ultima la mas abundante. Al igual que sucede con las
proteinas miofibrilares, resultan de interés en la identificacién de especies
animales cuando se trata de productos desnaturalizados por calor.

En comparacién con las técnicas genéticas, las técnicas basadas en el
andlisis de proteinas presentan las siguientes ventajas: (a) las muestras se
pueden analizar rapidamente; (b) el costo de los reactivos es relativamente bajo;
(c) las proteinas tienen una funcion conocida; y (d) las técnicas son muy sencillas

de aprender (Ferguson et al., 1995).

Asimismo, estas técnicas presentan también inconvenientes importantes:
(a) las muestras deben ser frescas o congeladas y encontrarse en buen estado;

(b) se requieren grandes cantidades de muestra; (c) existe un bajo numero de
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alelos por locus; y (d) el analisis de perfiles puede resultar dificil, especialmente en

individuos poliploides (Ferguson et al., 1995).

Los métodos basados en el andlisis de proteinas que se utilizan para la
identificacion de especies animales incluyen distintas técnicas electroforéticas, la
cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC), asi como las técnicas

inmunoldgicas.

5.3.1 Técnicas Electroforéticas

La electroforesis es un procedimiento analitico basado en la separacion de
moléculas cargadas en un medio acuoso, bajo la influencia de un campo eléctrico
aplicado entre dos electrodos, uno positivo y otro negativo. El movimiento de las
moléculas, en nuestro caso proteinas, dependera de su tamafio y de la carga neta
que presenten en el pH del tampdn seleccionado para el andlisis. Aquellas
moléculas que tengan una carga neta mayor, tenderdn a moverse mas
rapidamente que aquellas con menor carga neta. En el caso de que esta sea igual,

las moléculas menores se desplazaran con mayor rapidez.

Las técnicas electroforéticas incluyen varios sistemas de separacion. La
eleccion de uno u otro va a depender del grado de resolucion que se desee
obtener, asi como del tipo de muestra que se quiera analizar: fresca o congelada,
sometida a un tratamiento térmico ligero o a un proceso de esterilizacion. En
general, las técnicas eléctroforéticas en gel han sido poco utilizadas debido a su
bajo poder de resolucién. Sin embargo, el isoelectroenfoque (IEF), la electroforesis
en geles de poliacrilamida con dodecil sulfato sédico (SDS-PAGE) y la
electroforesis capilar (EC) son los sistemas electroforéticos mas utilizados en la

identificacion de especies de animales de abasto.
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5.3.1.1 Electroforesis en Gel de Poliacrilamida con SDS (sdspage)

Muchos afios después de ser utilizada por primera vez, la electroforesis en
geles de poliacrilamida continua jugando un papel principal en los analisis
experimentales de proteinas y mezclas de proteinas. Aunque la separacién
bidimensional de proteinas en gel tiene alto grado de resolucion (IEF y PAGE), la
electroforesis uni-dimensional aun es la técnica mas ampliamente utilizada ya que
ofrece suficiente resolucién para la mayoria de las aplicaciones y ademas se
puede manipular varias muestras a la vez lo que permite hacer estudios
comparativos. Los protocolos basicos para preparar y correr geles de
poliacrilamida uni-dimensionales han cambiado muy poco en los afios, sin
embargo, ha habido avances considerables en el andlisis de proteinas separadas
mediante esta técnica; por ejemplo, la metodologia de blotting de amplio rango
(Ghowvat et al., 2009).

Esta técnica consiste en disolver las proteinas de la muestra en soluciones
del detergente aniénico dodecil sulfato sédico (SDS). De este modo, las proteinas
pierden sus cargas individuales adquiriendo una carga neta negativa como
resultado del complejo proteina-anion SDS formado (Weber y Osborn, 1969). La
cantidad de detergente que se incorpora por unidad de masa es la misma para
todas las proteinas, y en consecuencia, la movilidad en la electroforesis va a
depender exclusivamente de la masa. La separacion de las proteinas, una vez

disueltas, se hace en geles de poliacrilamida a los que se incorpora también SDS.

La electroforesis en geles de poliacrilamida con SDS se ha empleado muy
poco en muestras no sometidas a tratamiento térmico. Como se expuso en el
apartado anterior, el IEF ha sido la técnica de eleccion en este tipo de productos

gracias a su mayor poder de resolucion.
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Hofmann (1987) traté de diferenciar especies animales como la vaca, cerdo
y caballo mediante SDS-PAGE, pero obtuvo patrones proteicos muy similares en
las tres especies consideradas, observando solo diferencias en la intensidad de

las bandas.

Ozgen Arun y Ugur (2000) identificaron varias especies animales (pollo,
pavo y cerdo) en salchichas calentadas a 75°C durante 15 min mediante SDS-
PAGE. El limite de deteccion de caballo y cerdo en vaca fue del 5%.

En cuanto a los inconvenientes de la técnica de SDS-PAGE, se puede
decir, que es la complejidad de los perfiles proteicos obtenidos y la necesidad de

operarios e instrumental especializado.

5.3.1.2 Técnicas inmunoenzimaticas (ELISA)

Las técnicas de ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay), que
constituyen en la actualidad las técnicas inmunolégicas mas ampliamente
utilizadas, se caracterizan por el empleo de marcadores enzimaticos para la
detecciébn y amplificacion de las reacciones antigeno-anticuerpo. En estas
técnicas, uno de los elementos de la reaccion inmunoldgica (antigeno o
anticuerpo) se fija a un soporte solido, generalmente placas de poliestireno,
polivinilo, polipropileno o nylon, que permiten su adsorcion pasiva y la eliminacion
de los compuestos libres mediante lavado (Clark y Engvall, 1980). En algunos
formatos, como fase soélida se utilizan membranas, generalmente de nitrocelulosa,
a las que se unen las proteinas mediante enlaces hidrofobicos. Este ultimo tipo de

ensayo se denomina Immunodoting. La interaccién antigeno-anticuerpo se detecta
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mediante la reaccion colorimétrica producida por una enzima (conjugada al
antigeno o al anticuerpo) al degradar el sustrato correspondiente. La medida de la
absorbancia en los pocillos de la placa de ELISA, permite cuantificar la reaccion
inmunologica. Esto supone una importante ventaja frente a la inmunodifusion y la
inmunoelectroforesis, que son técnicas cualitativas. En cuanto a la enzima
utilizada en la conjugacién al antigeno o al anticuerpo es conveniente que esté
purificada, que sea activa, facil de obtener y que al reaccionar con el sustrato

origine un producto facilmente observable y cuantificable.

Las técnicas inmunoenzimaticas se han desarrollado en diversos formatos
atendiendo al componente de la reaccidén que se fija en primer lugar, la fase solida
utilizada y si se emplean o no concentraciones limitantes de antigeno y anticuerpo.
En la identificacion de especies, los mas utilizados son el ELISA indirecto, ELISA
competitivo y ELISA sandwich (Patterson y Jones, 1990). En el ELISA indirecto
(Figura 2), el antigeno se adsorbe a una fase soélida, y el anticuerpo que se afiade
a continuacion, se une al antigeno inmovilizado. El anticuerpo puede estar
directamente conjugado a una enzima o bien se incorpora un segundo anticuerpo
marcado con una enzima que reconoce como antigeno al anterior. Finalmente, se
adiciona el sustrato especifico de la enzima. La degradacion del sustrato por la

enzima produce una reaccién colorimétrica cuantificable por espectrofotometria.

La técnica de Immunodoting es una modificacion del ELISA indirecto en la
gue el ensayo se lleva a cabo en una membrana de nitrocelulosa en lugar de en
una placa de poliestireno. Los sustratos utilizados en el immunodoting se
diferencian de los usados en la técnica de ELISA, en que el producto de la
reaccion enzimatica es insoluble y precipita en el lugar de formacién. De este
modo, la reaccidn inmunoldgica se aprecia gracias a la formaciéon de una banda

tefiida.

76

——
| —



Capitulo 5

La técnica del immunodoting presenta importantes ventajas frente al ELISA:
a la nitrocelulosa se unen e inmovilizan un menor nimero de moléculas proteicas
que a las placas de poliestireno que podrian ser responsables de las reacciones
cruzadas, se utiliza menor cantidad de muestra y el ensayo es sencillo y rapido.

Su principal inconveniente, sin embargo, es que se trata de una técnica cualitativa.

Macedo-Silva et al. (2000), han conseguido identificar diversas especies de

animales de abasto (vaca, pollo, cerdo y caballo) en hamburguesas utilizando la
técnica del immunodoting.

+antigeno Incubacion y lavado + anticuerpo Incubacion y lavado

e %o J\ J\ /L J\
@ °o ® e ® @ ® e @ © o0 ® o ® e
. B Reaccion colorimétrica
- con]ugado Incubacion y lavado + sustrato

Figura 6. Técnica de ELISA.

El principal inconveniente que presenta el empleo de anticuerpos
policlonales producidos frente a extractos musculares solubles, reside en que en
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ocasiones son poco especificos y no so6lo reconocen la especie frente a la cual se
han producido sino también otras (Ayuso et al., 2000; Restani et al., 2002) siendo
necesario su purificacion.

En el ELISA competitivo, el antigeno purificado se adsorbe a la fase sélida.
A continuacion, se afiaden conjuntamente una muestra que contiene una
concentracion desconocida de antigeno y un anticuerpo especifico marcado con
una enzima. Los antigenos presentes en la muestra competiran con los antigenos
movilizados por su union al anticuerpo. Seguidamente, se eliminaran los
anticuerpos unidos a los antigenos de la muestra por un lavado. La unién de los
anticuerpos a los antigenos adsorbidos a la fase sélida, se mide por la reaccion
colorimétrica resultante de la adicion del sustrato. Cuando la muestra contiene una
gran concentracion de antigeno, no quedan anticuerpos disponibles para
reaccionar con los antigenos inmovilizados y por tanto la reaccién colorimétrica es
poco intensa. Mientras que cuando el antigeno no esta presente en la muestra, se

unen una gran cantidad de anticuerpos al antigeno inmovilizado en la fase sélida.

Las primeras aplicaciones de las técnicas de ELISA para la deteccion y
cuantificacion de carnes de diferentes especies animales en mezclas carnicas se
deben a Kangethe et al., (1982) y Whithaker et al., (1982). En ambos trabajos, se
emplearon anticuerpos policlonales obtenidos frente a la albumina sérica de vaca,
oveja, caballo, canguro, cerdo y camello y, mediante un ELISA indirecto, se
consiguieron niveles de deteccion del 3% de estas especies en diversas mezclas
carnicas. Para eliminar las reacciones cruzadas, los anticuerpos se neutralizaron
con las correspondientes albuminas heterélogas. El empleo de los anticuerpos
policlonales en diversos formatos de ELISA también ha hecho posible la deteccion
y cuantificacion de carne de pollo (Martin y col., 1988a), caballo (Martin y col.,
1988b) y cerdo (Martin y col., 1988c) en mezclas de carne, utilizando

inmunosueros obtenidos frente a las proteinas sarcoplasmicas del masculo.
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6. CONCLUSION

En la actualidad, las técnicas genéticas constituyen unas de las alternativas
mas especificas para llevar acabo la diferenciacion de especies animales. Las
técnicas genéticas aplicadas a la identificacion de especies se basan, en su
mayoria, en la amplificacion de fragmentos de ADN mediante la reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR), y en la posterior utilizacion de técnicas
complementarias como la secuenciacion (PCR- Secuenciacion) o el andlisis de

polimorfismos en la longitud de los fragmentos de restriccion (PCR.RFLP).

La metodologia convencional utilizada para la identificacion de especies
animales ha estado principalmente basada en el andlisis de proteinas.
Actualmente, el analisis de ADN vy, concretamente, las técnicas basadas en la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), constituyen una atractiva estrategia
para la identificacion de especies ya que son rapidas, pueden diferenciar especies
estrechamente relacionadas filogenéticamente y permiten el andlisis de muestras

sometidas a tratamientos térmicos intensos.

El impacto de la PCR en la biologia molecular ha sido muy grande la
reaccion se lleva acabo facilmente, y permite la amplificacion de secuencias
especificas de ADN con un enorme rendimiento. De un principio basico, se han
desarrollado muchas variantes con aplicaciones en la tecnologia de genes.
Esencialmente el ADN polimerasa se utiliza para la replicacion repetida de un
segmento definido de ADN. El nidmero de moléculas de ADN se incrementa
exponencialmente, duplicandose en cada ciclo de replicacién, de tal manera que
se puede obtener una cantidad enorme de ADN a partir de un pequefio numero de

copias del templado inicial.
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Las técnicas basadas en el andlisis de ADN tienen ciertas ventajas y

desventajas. Las ventajas pueden ser:

» Se necesita muy poca cantidad de muestra (unos 100 mg de tejido).

Y

Se pueden analizar muestras conservadas.

» Es posible analizar muestras sometidas a intensos procesos, e incluso
esterilizadas.

» Se pueden detectar mutaciones salientes (imposibles de detectar

mediante andlisis de proteinas).

» EI ADN es el mismo en todos los tipos celulares de un organismo.

En cuanto las desventajas son:

» El andlisis es relativamente lento y caro.

» Técnicas mas complejas, que necesitan por tanto de personal mas
especializado.

» Existe menos informacion disponible.

Las distintas técnicas para diferenciar las especies carnicas estan basadas
en la exanimacion del estrato musculo. La carne o los productos carnicos
térmicamente procesados son homogenizados y extraidos con agua o diluidos con
un solucién tampon, filtrados o centrifugados para obtener la compleja solucion

gue contiene proteinas y células sarcoplasmaticas.

En cuanto el analisis de proteinas podemos mencionar ciertas ventajas y

desventajas las cuales son:
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Ventajas

>

Y V V V

Rapidez en el analisis de las muestras.

Menor costo de los reactivos.

Técnicas mas sencillas de aprender.

Amplia disponibilidad de datos para muchas especies.

Técnicas en general mas baratas.

Desventajas

>

Es imposible en ocasiones analizar muestras sometidas a procesos
intensos o a tratamientos de esterilizacion.

La conservacion de las muestras ha de hacerse en buenas condiciones
para obtener resultados reproducibles.

Ser requiere gran cantidad de muestra.

El andlisis de los perfiles obtenidos es bastante complejo.
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