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Introduccién

La adulteraciéon o falsificacion de los alimentos, es un problema que ha
acompafiado a la industrializaciéon de los alimentos desde tiempos
ancestrales, siendo los consumidores los principales perjudicados ante los
fraudes cometidos. La adulteraciéon de los alimentos no sélo causa perjuicios
en los consumidores, sino que también afecta severamente al sector
productivo, ya que la industria procesadora puede comprar materia prima de
inferior calidad, transformdandola y haciéndola pasar como de buena calidad,
ocasionando una competencia desleal. La pérdida de calidad de los
alimentos y la consiguiente insatisfaccion de los consumidores, es también
un factor que debe de ser considerado. Actualmente, en la mayoria de los
paises, las legislaciones se hacen cada dia mas estrictas, dejando pocas
posibilidades para las précticas fraudulentas.

* Derivado de la Conferencia “Técnicas analiticas para la determinacién de la autenticidad de la
carne y de los productos céarnicos procesados térmicamente”, por el Dr. Hernandez-Chavez,
presentada en el Coloquio en Ciencia v Tecnologia de la Carne y Productos Carnicos 2006,
Universidad Simon Bolivar.
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A pesar de ello, los controles por parte de las agencias reguladoras se
limitan a los analisis de rutina, los cuales no detectan adulteraciones. Por
ello, se requieren de métodos que permitan abordar el problema de una
forma eficaz y especifica (Mata—Villaespin, 2000) La adulteracion de la
carne vy los productos carnicos, pueden ocurrir tanto en producto fresco
como en procesado. En el caso de la carne, la autenticidad se centra en la
identificacion de la especie, ya que existen grandes diferencias de precio de
acuerdo a ésta (Cota—Rivas y Vallejo-Cordoba, 1997, Hernandez-Chavez,
2006).

Ademas del problema de una calidad inferior en el alimento adulterado,
existe un gran porcentaje de individuos que presentan diversos problemas
de alergia. Estan también aquellos grupos de individuos que por razones de
regimenes dietarios o creencias religiosas, no pueden consumir ciertos
tipos de alimentos (Harbin, 1996). El consumidor depende totalmente de la
veracidad de la lista de ingredientes en el etiquetado y es responsabilidad
de las agencias reguladoras, el verificar y asegurar que los productos
contengan solo los ingredientes indicados en sus etiquetas (Calvo y col.,
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 (Hernandez—Chavez, 2006).
Con esto, las agencias reguladoras 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, Canadd y la Comunidad Europea. Por lo anterior el objetivo
general de esta revision es describir las metodologias analiticas utilizadas
para la determinaciéon de la autenticidad de los productos carnicos
procesados.

Antecedentes

“Autenticidad” se define como confiable, fidedigno, genuino, sin duda del
origen. En el caso de la carne, la confiable identificacién de las especies es
el punto de partida para la autentificacién de los productos carnicos y
deberd estar basada en parametros que no experimenten alteraciones
drasticas durante su procesamiento (Liithy, 1999). Hargin (1996) define a un
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alimento no auténtico, como aquel que no es de la sustancia natural y
calidad demandada por el consumidor. Este autor considera que un alimento
estd adulterado cuando se presenta, por lo menos una de los siguientes
escenarios: 1) completa o parcial omisiéon de los constituyentes de alto
valor, 2) total o parcial sustitucién con componentes alimenticios de menor
calidad o valor econémico, 3) encubrimientos de dafios o calidad inferior y/o
4) adicion de materiales o sustancias no declaradas en la etiqueta, 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 mecanicamente
deshuesada (CMD), es la mas utilizada en la industria procesadora de
embutidos a nivel mundial (Hargin, 1996). El plasma sanguineo también ha
sido utilizado como un aditivo, no especificado en la etiqueta, en una
variedad de productos carnicos crudos y procesados térmicamente (Hargin,
1996). Entre los productos embutidos frescos se encuentra el chorizo,
tradicionalmente fabricado a partir de carne y grasa de puerco o res, entre
otros ingredientes. Actualmente es comin encontrar en los mercados de
México, chorizos que presentan sustitucion de la carne de puerco o res con
soya (Gonzalez-Cordova y col., 1998); otro producto en el cual se ha
encontrado soya sin declararlo en su etiqueta, es la salchicha (Woychik y
col., 1987). Estas sustituciones son permitidas, siempre y cuando se
encuentre debidamente indicadas en la etiqueta (NOM-051-SCFI-1994) y
dentro de los limites permitidos (SECOFI, 1996), de lo contrario constituye
un fraude al consumidor.

Las normas NOM-122-SSA1-1994 (SSA, 1995) y la NOM-145-SSA1-1995
(SSA, 1998) enuncian las especificaciones sanitarias y limites permitidos
para aditivos, como proteinas no carnicas y coladgeno, entre otros, para los
diferentes productos carnicos. Los limites que mencionan dichas normas
para estos aditivos son: aislado de soya (2.0%), concentrado de soya (3.5%),
colageno (2.0%) y harinas, féculas o almidones (10%). Estos pueden usarse,
siempre y cuando, su porcentaje total, no rebase el maximo permitido para
cada uno de ellos.

Actualmente en México, existe la NOM 158-SCFI-2003 (SECOFI, 2003) que
denomina al jamén en base a la proporciéon de la fuente carnica que se
incluye en el producto final. Es importante enfatizar, que esta norma incluye
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una técnica para determinar dicha proporcion, pero ésta solo es de caricter
cualitativo, por lo que no es posible cuantificar la proporcion que
especifican las denominaciones incluidas en esta norma. Lo anterior
evidencia la necesidad de contar con metodologias analiticas capaces de
determinar la concentracion de cada especie en productos procesados
térmicamente, como es el caso del jamon (Hernandez—Chavez, 2006).

Técnicas Analiticas para Determinar la Autenticidad de la Carne y los
Productos Carnicos

Se han desarrollado diferentes métodos analiticos para la identificacién de
especies en carne fresca y procesada con la finalidad de proteger al
consumidor de adulteraciones (Wolf y Liithy, 2001). A través del tiempo se
han utilizado diferentes metodologias para la identificacion de especie, tanto
en alimentos frescos como en procesados. Actualmente existen una gran
variedad de técnicas analiticas, en las que predominan las que se basan en
el analisis de proteinas. Sin embargo, la mayoria de las proteinas se
desnaturalizan en los alimentos procesados térmicamente, resultando en
cambios de la movilidad electroforética y antigenicidad de las mismas (Wolf
y Liithy, 2001), lo que se traduce en una interpretaciéon equivoca de los
resultados (Wintero y col., 1990). Las técnicas electroforéticas e
inmunolégicas a menudo fallan en la deteccion de especies en productos
procesados térmicamente, y en alimentos de composicién compleja, ya que
las altas temperaturas causan cambios de conformacion de las proteinas y
otros componentes (Chikuni y col., 1990; Meyer y col., 1994, Calvo y col.,
2002a). En el caso de las técnicas inmunoloégicas, generalmente los
anticuerpos utilizados, son obtenidos del suero o del musculo de la carne
fresca y no de la carne sometida a procesos térmicos. Wolf y col. (1999) y
Hsieh y col. (1998) encontraron que en las técnicas inmunologicas, los
anticuerpos que se emplean pueden presentar reacciones cruzadas, sobre
todo en las proteinas de especies estrechamente ligadas; esto es, cuando
las proteinas se desnaturalizan durante el procesamiento, sucede que los
anticuerpos disefiados para reconocer las diferentes especies, no reconocen
sus antigenos especificos, llegando a dar resultados erréneos. Otra de las
principales desventajas de los imnunoensayos como técnicas de analisis, es
que su precision puede verse afectada cuando se analizan alimentos
procesados, ya que estos son matrices complejas de proteinas y otros
componentes. Algunas sustancias presentes en estas matrices, tales como:
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surfactantes, compuestos fenolicos, acidos grasos, fosfatasas endogenas y
otras enzimas, son capaces de inhibir las interacciones especificas entre el
antigeno y el anticuerpo (Lépez y col., 2003).

En México, la NOM-023-Z00-1995 (SAGDR, 1995) para la identificaciéon 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. Este es un protocolo que requiere
de aproximadamente 24 horas para obtener los resultados (Meyer y col.,
1994; Cota-Rivas y Vallejo-Cordoba, 1997; Andrews, 1998). De igual
forma, con los métodos que utilizan electroforesis con isoelectroenfoque, no
es posible determinar la autenticidad de productos carnicos procesados,
debido a que las altas temperaturas degradan las proteinas solubles del
musculo. Los productos carnicos marinados, también presentan dificultad
para la determinaciéon de su autenticidad por este método (Wolf y col.,
1999). Es por lo anteriormente descrito, que la deteccién de la sustitucion
fraudulenta de especie en productos carnicos procesados requiere de
métodos especificos y confiables para la autentificacion de los mismos,
siendo fiable aun, ante situaciones de interferencias que se pudieran
presentar por el tipo de proceso al que fue sometida la carne (Hunt y col.,
1997; Lockley y Bardsley, 2000).

Electroforesis Capilar (CE)

La electroforesis capilar 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 seflales detectables por
absorbancia UV, fluorescencia o espectrometria de masas, permitiendo el
andlisis en serie con automuestreadores de los sistemas. Con este tipo de
deteccién se evitan los procedimientos de tefiido y destefiiddo necesarios en
la electroforesis en gel, disminuyendo asi, la dificultad de los analisis (Bao,
1997; Dong, 1999). La ventaja mas importante de esta técnica en el analisis
de autenticidad de la carne y los productos cérnicos, radica en que requiere
de cantidades muy pequeflas de muestra y soluciones amortiguadoras,
eliminando asi el problema de grandes cantidades de solvente y que es
ademas automatizada (Cancalon, 1995; Ren y col., 1999). La electroforesis
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capilar es extremadamente versatil, ya que con el mismo instrumento basico
y a menudo con el mismo capilar, se pueden analizar un amplio rango de
moléculas desde proteinas (vegetal o animal), acido desoxiribonucléico
(ADN), 4acido ribonucléico (ARN), productos de la reacciéon en cadena de la
polimerasa, fragmentos de restriccion, péptidos, aminoacidos y toda clase
de moléculas organicas e inorganicas (Bao, 1997; Andrews, 1998; Dong,
1999; Boyce, 2001; Recio y col., 2001).

Para el analisis de proteinas por electroforesis capilar, se han utilizado las
diversas modalidades de la técnica: Electroforesis Capilar de Zona libre
(CZE), Isoelectroenfoque (CIEF), Cromatografia Capilar Electrocinética
Milcelar (MECC), Electroforesis Capilar con Dodecil Sulfato de Sodio (SDS-
CE) Electro cromatografia capilar (CEC) y Electroforesis Capilar en Gel
(CEG) (Hu y Dovichi, 2002; Vallejo—Cordoba y col., 2005).

Actualmente el uso de la CE se ha extendido en el campo de la biologia
molecular, medicina humana y forense (Tsukagoshi y col., 2002). Hay una
gran variedad de técnicas establecidas para el estudio del ADN en el area
de salud publica y en los ingredientes utilizados en los alimentos (Hamdan y
col., 1998). Estos autores mencionan que la electroforesis capilar es un
método rapido y economico que puede ser utilizado para la separacion y
secuenciacion de oligonucleotidos.

Cota-Rivas y Vallejo-Cordoba (1997) desarrollaron y optimizaron la técnica
de SDS-CEG, para determinar proteinas en la diferenciacion de especies
carnicas crudas, basandose en los perfiles de proteinas sarcopldsmicas del
musculo. En otro estudio, estos mismos autores, analizaron los patrones
electroforéticos obtenidos por medio del analisis multivariado, pudiendo
discriminar entre las especies: res, cerdo y pavo (Vallejo-Cordoba y Cota-
Rivas, 1998). Hernandez—Chavez (2006) desarrollo y validé una metodologia
combinada, analizando productos PCR por medio de electoforesis capilar,
para la identificacion y cuantificacién de especie en productos carnicos
procesados térmicamente.

Técnicas moleculares

Las técnicas moleculares son consideradas metodologias de las mas
novedosas para la deteccion de la adulteracién en productos carnicos
procesados. Estas consisten en técnicas basados en el estudio de
secuencias especificas de ADN de cada especie, como son la hibridacion del
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ADN (Wintero y col., 1990; Chikuni y col., 1990), la reaccién de la
polimerasa en cadena o PCR (Chikuni y col., 1994; Meyer y col., 1994) vy la
amplificacion polimorfica del ADN en forma aleatoria (RAPD) (Lopez y col.,
2003). La principal ventaja de utilizar técnicas analiticas basadas en la
identificacion de ADN, es debida a que esta molécula se encuentra en todo
tipo de células de un mismo individuo y contiene la misma informacion
genética no importando el origen de la muestra (sangre, musculo, hueso,
etc.). La informacion contenida en el ADN es mayor que en la encontrada en
las proteinas, debido a que esta molécula es relativamente termoestable
(Wolf y col., 1999), por lo que es menos susceptible a ser degradado
durante el procesamiento de los alimentos, y aun degradado parcialmente
permite identificar diferencias (Lopez y col., 2003).

Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR)

La PCR consiste en la sintesis enzimética 7 vitro de millones de copias de
un segmento especifico de ADN. La quimica de la PCR se basa, como
muchas otras técnicas de biologia molecular, en la complementariedad de
bases de ADN durante el calentamiento, en que se propicia que los puentes
de hidrégeno que estabilizan la doble hélice se rompan y sus dos cadenas se
separen. A este proceso se le conoce como desnaturalizacion o fusiéon del
ADN. Si la solucion de ADN se deja enfriar, la doble hélice se restaura
(renaturaliza) debido a la complementariedad de sus bases. Para que esto
suceda, es necesaria la presencia de una enzima: la ADN-polimerasa,
misma que cataliza la replicacion del ADN mediante la adicién de
nucleotidos complementarios de la hebra molde del ADN a un extremo 3’
libre de la hebra naciente. Esta enzima requiere ademas de ADN molde, el
cual se denomina primer o cebador, es decir un fragmento de ADN
monocatenario que hibride con el ADN molde, y que suministra el extremo
3’ libre a partir del cual ocurre la polimerizacion (Lockly y Bradsley, 2000).

PCR-RFLP.- La técnica de analisis de amplificacién de fragmentos de
restriccion polimorficos (PCR-RFLP) consiste en la ampliacion de
fragmentos de DNA especificos mediante PCR, y su posterior tratamiento
con enzimas de restriccion, que las corta en fragmentos méas pequefios. Esta
técnica es muy utilizada para la diferenciacion de especies carnicas
estrechamente relacionadas (Wolf y col., 1999).
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PCR-SSCP.-La técnica de andlisis del polimorfismo en la conformacion de
las cadenas sencillas de ADN de regiones amplificadas por PCR (PCR-
SSCP), se basa en la las diferencias de movilidad electroforética de una
hebra de ADN monocatenaria que debido a su secuencia nucleotidica
adoptan diferentes estructuras secundarias (Lockley y Bardsley, 2000).

RAPD.- La técnica de analisis del polimorfismo del ADN amplificado con
cebadores arbitrarios (RAPD), consiste en la amplificacion simultanea de
multiples fragmentos del ADN nuclear mediante PCR, utilizando para ello un
tnico cebador, normalmente de 9-15 bases, cuya secuencia se escoge al
azar. Como los productos RAPD son aleatorios, no requieren el
conocimiento previo a la secuencia genotipica y el simple fallo y error se
usa para determinar los cebadores. Por lo tanto, el tiempo perdido en la
optimizacién del protocolo y la determinaciéon de la secuencia se reduce al
minimo. Comparado con el RFLP no requieren la determinacion de la
secuencia especifica. Sin embargo, los RAPD son mas rapidos y baratos que
el andlisis del RFLP y pueden obtener mayor rendimiento, al igual que una
mayor resolucion (Leamon y col., 2000).

Por otra parte las técnicas de PCR cuantitativa se dividen en PCR
competitiva cuantitativa (QC-PCR) y PCR en tiempo real (Real-Time PCR).
Estas técnicas permiten la estimaciéon de la concentracion de una
determinada secuencia de DNA en una muestra mediante comparaciéon con
curvas de DNA estadndar, pero se distingue sustancialmente en el
procedimiento que emplean para generar esas curvas estandar (Garcia-
Caiias, 2004).

QC-PCR.- se basa en la introduccién en la mezcla de reaccion de moléculas
de ADN que se amplifican con el mismo par de cebadores que la secuencia
diana. Partiendo de la condiciéon de que ambas secuencias (secuencia
especifica y competidor) se amplifican con la misma eficiencia, la relacion
entre los productos de PCR obtenidos es proporcional a la relacion del
numero de secuencias especificas y competidoras al inicio de la reaccion.
Por lo tanto, analizando los productos de amplificacion y comparando las
sefiales correspondientes a la diana y a la competidor, es posible obtener
informacién cuantitativa sobre la secuencia de interés. Por su parte la PCR
en tiempo real se basa en la deteccién del producto de amplificacion ciclo a
ciclo. Cuenta con sistemas de deteccion sensibles que permiten detectar la
acumulacion de productos en la fase exponencial de la reaccion, cuando la
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eficiencia es todavia constante y existe una buena correlacion entre
concentracion de producto amplificado y concentracién inicial de moléculas
de interés. Es bien pues, una técnica que determina y cuantifica los
productos PCR en linea en la misma reaccion (Garcia—Cafias, 2004 ).

Determinacion de Especie en Productos Carnicos 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. En los ultimos 10 afios las
técnicas basadas en la detecciéon de ADN en los alimentos, han tomado gran
importancia en la autentificacion de estos. Tal es el caso de la técnica PCR,
la cual da como resultado una respuesta confiable al analisis en la
diferenciaciéon de especies y microbiologia de los alimentos (Ibafiez y
Cifuentes, 2001). Sin embargo, es necesario contar con tecnologias
emergentes que simplifiquen los protocolos del andlisis de los productos
PCR (Lockley y Bardsley, 2000; Hernandez—Chavez, 2006). Una tecnologia
capaz de cumplir con este propoésito, es la electroforesis capilar, una
atractiva alternativa al uso de los geles para un amplio rango de separacion
de ADN (Recio y col., 2001). Las principales ventajas de la electroforesis
capilar incluyen la rapidez del andlisis, una mayor eficiencia en la
separacion y la automatizacion (Ren y col., 1999).

Los métodos basados en la PCR, empleando técnicas electroforéticas
convencionales para la deteccion de fragmentos de ADN, son
frecuentemente usados para la deteccién de la adulteracion de alimentos
(Calvo y col.,, 2002b). Sin embargo la principal deficiencia de estos
procedimientos analiticos para la caracterizacion de alimentos es su
caracter semicuantitativo. La PCR cuantitativa en tiempo real, es una técnica
que ha sido desarrollada como una alternativa a la PCR convencional para
la cuantificacion de secuencias especificas de acidos nucleicos, lo que
permite amplificacion y cuantificacion simultanea del ADN blanco. Sin
embargo, estos métodos aun no estan bien desarrollado para la deteccion de
multiples productos PCR (PCR multiplex) (Garcia-Cafias y col.,, 2002a,
2002b; Klein, 2002).
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Conclusi6on

La presente revision ha descrito una panordmica general de las
metodologias analiticas utilizadas para determinar la autenticidad de la
carne y los productos carnicos procesados térmicamente. A pesar de todos
los esfuerzos realizados en esta materia, es evidente la necesidad de
actualizar y mejorar, de forma constante, los métodos analiticos disponibles
para evaluar y certificar a integridad de la carne y los productos carnicos.
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