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RESUMEN

Debido a la alta demanda de atun enlatado en México (consumo per capita 1.1 Kg/
afio), la industria atunera ha incurrido en el uso excesivo de proteina de soya para
rehidratar y expander el pescado en el proceso del enlatado. Pese a que existen
restricciones para la utilizacién de soya en los alimentos, las controles se han hecho con
la finalidad de establecer pardmetros de autenticidad y de proteger la salud de
individuos hipersensibles a la proteina de soya, se conoce que, existen marcas
comerciales de atun enlatado, que sin declararlo en su etiquetado, afiaden soya al
pescado para extenderlo. Recientemente se ha hecho publico, por parte de la
Procuraduria Federal del Consumidor (PROFECO), un estudio que evidencio esta
practica fraudulenta, situacién que representa un engafio a los consumidores, ademas
de una competencia desleal entre industrializadores. Las metodologias analiticas para
detectar soya, hasta ahora disponibles, solo han sido desarrolladas para productos
lacteos y carnicos, sin embargo esta misma problematica para el caso de la industria
procesadora de pescados, no ha sido abordada. Por lo anterior el objetivo de este
trabajo fue desarrollar un método por PCR y electroforesis capilar (EC) para detectar
soya en atdn enlatado, que sin estar declarada en el etiquetado, es adicionada a este
producto. Para lograr este objetivo, se establecieron las condiciones de un método
analitico por electroforesis capilar para la deteccion de productos PCR de las muestras
analizadas utilizando fluorescencia inducida por laser (LIF). Se obtuvieron patrones
caracteristicos para los estandares de PM, OX-174 RF/ Hae Il (72-1353 pb), low DNA
rnass ladder (100-2000 pb) y del gen constitutivo Lel (118pb), B-conglicinina
subunidad a (202 pb) y muestras comerciales. La metodologia desarrollada resulto
altamente reproducible y sensible para la deteccion de soya en atun enlatado,
contribuyendo asi al desarrollo de nuevas metodologias analiticas que pueden
contribuir a frenar adulteraciones con soya en este alimento.
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INTRODUCCION

La captura de tinkdos (atun aleta amarilla, aleta blanca, bonito y barrilete)
es una de las pesquerias mas importantes en México. Esta se desarrolla
practicamente en el litoral del pacifico. En México, casi el 40 % de la poblaciédn
no consume produclos pesqueros frescos, debido principalments, al bajo poder
adguisitivo de ciertos estratos de la poblacidn v a la falla de infraestructura para
almacenar grandes volumenes de producios marinos en algunas zonas del
pals, Lo anterior ha generado que las especlas marinas enlatadas, por sus
ventaja sobre las especies frescas, sean de consumae generalizado, entre ellas
el atun enlatado (ICEX, 2002).

Debido al consumo par capila de atin enlatado en nuestro pals (1.1
Kglafio), la industriia procesadora ha incunido en el uso excesivo de producios
de soya (lexturizados}, cuya funcion es la de rehidratar y expander el pescado
gn el proceso del enlatado (Sipos, 1996). Sin embargo exislen restriccionas
para la ulilizacion de soya en los alimentos. Estas restricciones se han hecho
con la finalidad de establecer pardmetros de awenticidad, para alertar Y
prevenir a individuos sensible a contraer alerglas por consumo de proleinas de
soya, y recientemante por la utilizacion de soya transgénica en algunos
alimentos, i cual, hasta hoy, causa polémica en los consumidores (Lau et al,

2004).

En México la adicion de soya esta regulada, y se solicita que un alimento
que la contenga, la declare en la lista de ingredientes, ya que se asocia como
un aditive promotor de reacciones alérgicas (NOM-084-8CF1-1994), Dentro de
los aditivos permilidos para pescados en conserva, de acuerdo a la NOM-028-
SEAT-1093, la soya no se enlista bajo esta denominacion, por 1o cual a
presencia de soya en un pescado en conserva, sin declararlo en su etiqueta,
debe ser considerada como una adulteracion del mismo,



Recientemente la Procuraduria Federal del Consumidor (PROFECO)
publico Tos resultados de un estudio realizado, a nivel nacional, en donde se
analizaron muestras comerciales de atin. Los resullados oblenidos publicados,
evidenciaron que existen en el mercado nacional, marcas comerciales de atun
gue estan adiclonadas con soya, sin declararlo en su sliqueta comercial, Lo
anterior no solo representa una competencia desieal, sino que es un engafio a
s consumidores, ya que eslos esperan oblener a cambio de su dinero, un
producto que se ajuste @ lo descrito en la lista de ingredientes de su etiquela
(FROFECO, 2005). Cabe mencionar que este reporle no especifica el matodo

analitico por el cual fue determinada la soya en el alin enlatado.

Si bien existen diferentes métodos para delectar soya, como Io son los
melodos inmunologicos (Gonzalez-Cordova ef al, 1998, Koppelman el &/,
2004), los cromatograficos (Mellenthin ef al., 1999), vy los que aplican &cnicas
the biologla molecular (Magafia-Gomez ef al., 2003). Una gran cantidad de estos
melodos se han desarrollado para analizar productos carnicos y lacleos
primordialmente, ademas presentan algunas desventajas como por ejemplo las
reacciones cruzadas del ELISA, baja resolucion y capacidad de cuantificacion
como la electroforesis y PCR convencional en gal {(Castagnino, 2000
Koppelman ef al., 2004; Garcla-Cafas ef al., 2004),

-5 electroforesis capitar (CE por sus siglas en idioma inglés), en los
ultintos ahos, ha mostrado ser una técnica analitica que redne caracteristicas
notables como son: rapidez, precision, cuantificacion y automatizacion (Ibanez
y Ciluentes, 2001, Caslagnino, 2000). Asl mismo su gran versatilidad derivada
de las distintas modalidades en las que puede operar y separar una gran
variedad de analilos, como proteinas, peéptidos, DNA, aminoacidos, acidos
organicos, aditivos, enlre muchos ofros. Estas cualidades aunadas a olras
melodologias, como es el caso de la reaccidn en cadena de la polimerasa
(PCR) y espactromelria de masas (MS) la hacen aun mas versatil y potente.
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Con base en o anterior, y con la finalidad de contribuir al avance del
conocimiento en el desarrollo de nueves y mejores mitodos analiticos que
coadyuven a las agencias reguladoras y laboratorios de control a la deteccion
espacifica y sensible de adulterantes para lener un mejor control, el objetivo del
presente trabajo fue estandarizar y oplimizar un métlodo por electroforesis
capilar para el gnalisis de productos PCR para delerminar ta prasencia de $0ya

en atun entatado,



ANTECEDENTES

Adicion de Soya en Alimentos Procesados Térmicamente

La adicion de proteina de soya en diferentes alimentos procesados
termicamente, se ha realizado para conferic propiedades emulsificantes, textura,
y favorecer ta retencion de agua en slstemas alimenticios complejos (Parks y
Carpenter, 1987),

Entre los derivados de soya que se adicionan a los alimenlos se
encuantran las harinas, los concentrados, los aislados y los texiurizados. Estos
se clasiffican de acuerdo a su contenido proteico. En cada una de eslag
clasificaciones existe una variedad de productos con propledades dnicas y

diversas (Mandigo y Sander, 1989).

Productos Marinos

El uso de soya en los alimentos de origen marino, se puede observar
claramente en los productos basados en pasta de pescado. Dichios alimentos
astan por 1o general en forma de gel o picados v tienen como base un
ingrediente de pescado molido, al cual se le conoce como surimi (Sipos, 1996).
La soya lexturizada se mezcla con camne de pescado para formar una matriz,
que posteriormente se moldea como camaron y barrilas de pescado, las cuales
se ampanizan, frien y congelan (Sipos, 1996).

Debido al tratamiento térmico severo del enlatado de algunas especies

marinas como atun y salmon, algunas propiedades del musculo, como ia
capacidad de retencion de agua (CRA) y la texiura se ven afecladas



negativamente, por lo cual se ulilizan exiractos de soya en el fiquido de
cobertura, para que la came no se eéncojfa y su aspecto sea mas Jugoso
(PROFECO, 2005),

Usos y Restricciones de Soya como Aditivo para Alimentos

Evidentemente Ja utilizacion de soya en la lecnologla de alimentos, es
debida a su bajo costo de aplicacion, ademas de sus diferentes propiedades
lecnoldgicas, ya que puede ser empizgada en una gran diversidad de alimentos.
Sin embargo su wilizacion tiene que ser regulada por diferentes razones.
(Koppalman, 2004).

Las principales razones de regulacion y declaracion del contenido de
soya en un alimento, se hacen con fines de aulenticidad v de proteccion a la
salud de los consumidores. En términos de aulenticidad, coresponde declarar
la cantidad y tipo de proteinas que pueden emplearse en los alimentos, y que
deben estar enunciados en {a etiquata dal mismo. Mientras que, en términos de
salud se hace necesario declarar el contenido de aguellos componentes que

presenten propledades alergenicas (Hargin, 1996; Koppalman, 2004).

Adulieracidén con Soya

L.a adulteracion de los alimentos se ha realizado, a traves del iempo con
diferentes fines, enlre ellos, abaratar coslos de malerfas primas, incrementar el
rendimiento en la produccion indusirial y enmascarar malas practicas del
proceso (Cordella et al, 2002), A pesar de existir olras razones para adulterar
alimentos, la mayoria de éslas siguen los mismos fines, los cuales generan
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beneficios economicos para los industrializadores en una franca competencia
desleal hacia el sector productivo primario, ademas de conslituirse en un fraude

hacia los consumidores (Dennis, 1948),

La utllizacion de soya en alimentos no constituye un tema novedoso,
como lampoco se espera que dicha utilizacion caiga en desuso en un future
cercano. Sin embargo, los tipos de aditivos de soya y las cantidades de éstos
deben ser regulados, atendiendo a las normas establecidas por las diferentes

legistaciones (Rittenburg et al., 1987),

Estudios realizados para deteclar adulleraciones con soya han sido
documentados para la industria carnica (Rittenburg ef al., 1987 Berkowwitz y
Webert, 1987, Gonzalez-Cordava ef al, 1998). La mayoria de estas
adulteraciones se hace con el fin de sustituir proteinas de origen animal por
proteinas vegetales, lag cuales lienan un menor costo. Olra finalidad es la de
emplear sustitulos o produclos tipo came basados en soya, ya que estos
pueden expandir la forma de un producto cérnico o adoptar su forma de
prasentacion (Gonzalez-Cordova ef al, 1998). Estas acciones conslituyen un
fraude al consumidor ya que eslos esperan consumir un producto con alta

calidad (Lumley, 1996).

A finales de 1995 en Alemania, surgid una ley que prohibio la uilizacion
de proteinas vegelales en productos camicos. Desde entonces, su uso requiers
ger enunciado en el etiquelado de los alimenlos, siendo ésta una manera de
proteger a los consumidores de fraudes y alergias de lipo alimentario
(Mellenthin y Galensa, 1989). Si bien la uliizacion de soya como adilivo 0 como
adulterante han sido comunes para la industria cérnica, v la de los producios
lacteos; los productos marinos no han quedado exentos de éstas (Lopez-Tapia
et al,, 1999, PROFECO, 2005).

Rectantementa un reporie a nivel nacional de ta PROFECO evidenclo la

presencia de marcas comerclales de atun enlatado, comercializadas en el

f



territorlo nacional, que contienen soya sin ser declarado, lo cual representa un
engafio a Jos consumidores, quienes esperan obtener un producto 100 % attin y
no una mezela de atin con soya (PROFECO, 2005),

Meléculas Utilizadas para Detectar Soya

La soya es una planta herbacea semejante al frijol. Debido a su alto
contenido proleico, esta se ha destinado a la produccion de alimentos para

consumo humano y animales.

Los compuesios ulitizados para su deleccidén en los alimentos son las
protelnas, Sin embargoe, en alimentos procesados térmicamente, su extraccion
asi como su deleccion puede ser complicada y erronea. Algunos de esos
problemas pueden ser resuellos si la deleccion se hace a nivel del DNA, ya que

esla molecula s mas estable al calor (Meyer y Candiran, 1996),

Clasificacion de proteinas de soya

Las proteinas de la soya se clasifica en 3 principales grupos: proteinas
envolventes  del  metabolismo,  proteinas  estruciurales  (ribosomales,
cromosomaies y  proteinas  de membrana) y por dilimo  proteinas  de
almacenamiento, las cuales representan del 80-90 % del total de la proteina

(Koppelman ef al., 2004).

Gen B-conglicinina

La f-conglicining es el mayor componenie en las proteinas de
almacenamiento en la soya, Esta as una proteina compuasta de 3 subunidades
u, o, B Estas sub-unidades ocupan arriba del 30 % total de la proteina de soya,

y junto con otras protginas de almacenamiento como la glicina, inhibidores de



triptofano ocupan arriba det 85 % total de ésla. Es por eso que su mayoria son
muy uilizadas para la deteccion de soya. (Yoshino et al., 2001; Koppelman el
al., 2004},

Debido a que la -conglicinina es una proteina altamente reprosentativa
de soya, se han utilizado los genes constitutivos de esta para su deteccion, es
decir que se han disefado secuencias de primars para la deleccidn de sus
diferentes sub-unidades en productos que conlengan soya (genes) (Megafia-
Goémez ef al., 2003),

Gen Lectina (Le1)

La lecling es una protelna minoritaria que se encuentra en ia sova, sin
embargo el gen constitutive de lecting, y el disefio da primers (GMO3 y GMO4)
para este gen, es el que ha adoptado por la mayoria de las metodologlas para
delectar produclos con soya convencional y transgénica (Official Collection of
Test Methods, 1998, Greiner ef al.,, 2005; Querci ¢f al., 2006),

Métodos para la Deteccion de Sova

El uso y desarrollo de nuevas técnicas analilicas en la ciencia de los
alimentes, crece  paralelamente  con el incremento  de  consumidores
preocupados acerca do o que hay en los alimentos y por la seguridad de lo que
comen. Consecuentements, se han requerido procedimientos analiticos mas

rapidos, sensiblas y eficientes,

l.as téonicas analiticas desarrolladas para este fin, deben resolver un
numero imporlante de problemas, como es el dar informacion acerca dei
procesamiento, control de calidad y tratar de asegurar la conformidad con las

normas  de  comercializacion, adulteracidn, conlaminacion y  composicion



quimica de los alimentos (Lumiey, 1996, Ibafiez y Cluentes, 20h1). Las
melodologins empleadss para la deleccidn de sova en los alimentos, son

lratadas a continuacion,

Ensayo inmunolégico ligado a enzima

Sin duda alguna el inmunoensayo ligado a enzima (ELISA, por sus siglas
en jdioma ingles), ha sido una poderosa herramienta analltica para detectar la
presencia de soya en los alimentos (Mitchoock ef al., 1981, Koppelman, 2004),
El principio del ELISA esta basado en las reacclones antigeno-anticuerpo, por o

cual posee una altn especificidad (Hargin, 1998),

Hitchcock et al. {1981), realizaron un procedimiento por ELISA basado en
la aplicacion de anticuerpos nativos y desnaturalizados para proteinas de soya,
Las proteinas de soya fueron solubilizadas usando urea y mecaptoetanol, las
mezclas fueron dializadas lo que les permitid renaturalizar las proleinas
empleadas para inmunizar conejos para producir anticuerpos. El ensayo
respondic a  diferentes  productos de soya comercial, sin embargo a
disponibilidad de anticuerpos ulilizados en el estudio es limitada o casi nula

comercialmeante hablando.

Basados en la melodologia realizada por Hitchcock et al (1981) Ia
ADQAC (1990} ha adoplado al ELISA, como el melodo oficial para determinar
soya eh productos carmicos crudos y térmicamente procesados, sin embargo
diversos autores o han clasificado como un método semi-cuantitativo y con

ciertas imitantes.,

Reciantemente, Koppeliman ef al. (2004), utilizaron distintos métodos de
extraccidon de proteina de soya, y aplicando ELISA pudieron cuantificar
diferenles ingredientes a base de soya que se ulllizan en los alimentos. El limite
de deleccion de esta metodologia fue de 0.4 ppm vy su limile de cuantiticacion
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de 1 ppm, lo cual liene grandes ventajas sobre otros métodos que han sido

reportados, anteriormente,

La técnica de ELIBA ha sido aplicada en una gran variedad de alimentos
termicamente procesades, no obstante la oblencién de anticuerpos v el proceso
de extraccion de la proleina de soya en la muestra, son procesos fimitantes,
que repercuten en la sensibilidad y repetibilidad de la delerminacion, sin dejar
de lado que la obtencion de anlicuerpos especificos para los diferentes

alimentos, no siempre estan disponibles en el mercado (Koppalman, 2004),

Cromatograficos

Existen varios métodos cromatograficos para autentificar afimentos v
detectar proteina de soya. En la actualidad el analisis instrumemtal se ha
enfocado a 2 lipos de melodologias principalmente, la cromatografia de gases
(GO, por sus siglas en idioma inglés) v la cromatografia liquida de alla

resolucion (MPLC, por sus sighas en idioma inglés).

HPLC. La cromatografia lguida de alta resolucion es una técnica de separacion
que Wtiliza un Hguide como fase movil (FM) para acarrear la muestra a iraveés de
una colurna empacada con un malerial inerte llamada Tase estacionaria (FE).
Los compuestos de la muestra son separados en funcion de sus diferentes
interaceiones con ta FM y la FE, es decir de acuerdo a su polaridad o afinidad
por alguna de estas fases (Ibafez y Ciluentes, 2001),

La prasencia de polifenoles en la soya, ha sido ampliamente esiudiada
para la deteccion de isoflavonas, empleando la técnica de HPLC (Mellenthin y
Galensa, 1999, Heimler et al,, 2004, Benlhabib et af., 2004; Umphress ef al,
2005), Melienthin y Galensa (1999) extrajeron polifencies de soya en productos
carnicos y analizaron sus fracciones con MPLC. Las agliconas, genistinas vy
daldzinas que corresponden a glucdsidos, fueren los indicadores para detectar

la adicion de soya.
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Umphress ef @/, (2006}, realizaron un esludio para cuantilicar isollavonas
en alimentos que contenian aditivos de soya, Eslos autores wilizaron HRPLC
para separar compuestos que posteriormente pudieran ser cuantificados,
reporando los resultados de su estudio como un monitoreo de praductos que

contentan soya, como un ingrediente alimentario.

La HPLC es una herramienta muy Uil para delectar protelna de soya, sin
embargo en muestras procesadas érmicamente, la extraccion de  profeinas
analizadas por esta lécnlca se complica, debido a los diferanies cambio
conformacionales que sufren las proteinas por @l procesamienio térmico. Por
otro lado, el uso de esta melodologla conlleva el problema generado por el
mangjo de solventes contaminantes vy nocivos para la salud, asi como al
incremento de algunos costos por el ailo volumen de solvente de alta pureza

empleado en HPLC (Castagnino, 2000),

GC. La cromalografia de gases es ulilizada para analizar compuesios volatiles
(alcoholes, ésteres, aldehidos, cetonas), adilivos, pesticidas y compuestos
responsables del sabor y aroma de distintos alimentos, Su principio se basa en
la separacion de los compuesios volatiles, ulilizando gases ineres como

gearreadores (Hitchcock et af., 1981),

Debido a que GC se enfoca principalments en el andlisis de compuestos
volatiles de bajo peso molecular, no se tiene una alta participacion en la
deteceion de  algunos adilivos soya. La aplicacidin de GC ha  sido
mayorilariamente empleada  en subproductos de la soya (salsa de soya) o
formulas infantiles lacteas, entre otros. Donde los compuestos detectados son,
isoflavonas, conocidas también como fitoestrégenos {Han-Wen y Ding, 2004;
Wanakhachomkrai y Ledsir, 2003).

Han-Wen y Ding (2004}, con fines de detectar adulteraciones en formulas
lacteas infantiles, cuantificaron concentraciones de isoflavonas empleandn GC



acoplada & espectrometria de masas (M5, por sus siglas en idioma inglés). Los
rangos de concentracion encontrados para daidzeina vy genisteina en lag
formulas infanliles fueron de 20 a 2050 ng/g y de 21 a 6510 nglg
respectivamente, y en formulas lacteas basadas en soya fue de 6510 ng/g para
penisteina.

E1 Iimite de cuantificacion de esta técnica, para el analisis de muestras
fue de 10 nglg para daizina y genisleina. La GC presenta un gran potencial
analitico, sin embargo Jos procesos de extraccion de volatiles en muestras y el
acondicionamianty de columnas, podrian ser considerados inconvenientes en la

deleccion de ciertos productos derivados de soya,

Tecnicas de biologia molecular

bl analisis de los acidos nuclaicos (DNA y RNA, por sus siglas en Idioma
ingles} en el campo de la tecnologia de alimentos ha venido a ayudar a resolver
muchos de los inconvenientes que presentan ciertas téenicas analiticas. Las
técnicas de biologla molecular utilizadas en el campo de los alimentos, se
basan principaimente en la informacion del DNA (Meyar y Candrian, 1996
Dennis, 1998), molécuta relativamente estable v de secuencia Unica para cada
alimento, por lo que st secuenciacion total o parcial, ayuda a determinar la

autenticidad de tos mismos (Lumley, 1996).

Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). La PCR es una técnica que

permite tanto la deleccién minima de acidos nucleicos como la determinacion
de su secuencia via amplificacion del DNA de cadenas individuales. Para
realizar eslo Oltimo, la PCR imita los pasos naturales requeridos para amplificar
secuencias especificas de DNA, Esto consiste en una desnaturalizacion para
obtener una cadena sencilla de DNA, donde el iniciador es selectivo para una
region de interés y finalmente una amplificacion, donde la DNA polimerasa



sintetiza upa nueva cadena usando nucledtidos que son adicionados a la

reaccion (lbafez y Cifuentes, 2001, Mas ef al,, 2001).

Una aplicacién de gran importancia en la actualidad de la PCR en el
campo de la lecnologla de los alimentos, es la diferenciacion de alimentos e
ingredientes convencionales, de producles gendticamente modificados (Melletin
y Galensa, 1999, Lau ef al, 2004; Roll et al, 2004; Grelner el al, 2005

Yoshimura af al., 2005).

Magafia-Gomez el af. (2003), ulllizaron 3 métodos diferentes de
exlraceion para DNA genomico y aplicandn PCR en produclos con prolelna de
soya e ingredienles alimentarios, identificaron la presencia de soya transgénica,
Para la deteccion de muestras transgénicas, identificaron el fragmento promotor
355 caMV, k) método fue efectivo para identificar alimentos e ingredientes con
soya lransgenica, sin embargo este matodo no pudo detectar la presencia del
promotor (35s caMV), nila presencia del gen constitutivo de la B-conglicinina en

ura muestra de galletn que contenia 1.6 % de soya.

Greiner et al. (2005), realizaron PCR cualitativa y cuantitativa, para
maonitorear alimentos genélicamente modificados (GM, por sus siglas an idioma
ingles) de maiz y soya. La cuantificacion fue llevada a cabo por diferentes Kits
comerciales (TAQMAN™) De un total de 200 alimentos comerciales analizados
art Brasil, entre los afos 2000 v 2001, los autores encontraron 17 alimentos con
allos porcentajes de malz transgénica y 34 con soya gendlicamante modificada,

sin que estos 1o declararan en su eliquetado.

lL.a PCR convencional es una léenica versatil para delectar soya, sin
embargo es comun que se delecten falsos negalivos, debldo al empleo de
sistemas pocos sensibles para la visualizacion de ios productos PCR
(electroforesis convencional en geles de agarosa y fincion con bromuro de
elidio), y debido a esta serie de pasos adicionales, Ja PCR se convierte en una

tecnica semilaboriosa. Por lo anterior, Ja PCR a tenido que ser acoplada a olras



melodologias para la visualizacion de sus productos y con esto potencializar y

validar los resultados obtenidos (Garcia-Cafias et al., 2004),

Microarreglos. Los microarreglos de DNA son una nueva herramisnla de la

biologia molecular vy las ciencias gendmicas. Posiblemente sea una de las
apticaclones mas imponantes para la informacion (Bl}lmplrjza de la secuenciacion
sistematica de los genomas completos, Su participacidn en el campo de log
alimentos ha sobresalido por ser una metodologia répida para detectar GM

principalimente en malz y soya (Germini ef af., 2004).

Germini of al. (2004), utilizando la tecnaologia de microarreglos v acidos
nucleicos peplidicos (PNA, por sus siglas en Idioma inglés), las cuales son
maléculas analogas & los oligonucledlidos, pero mas especificas para unirse al
LNA, pudieron analizar muestras de soya transgénica (Roundup Ready™ en
alimentos. [l metodo resulld eficiente para detectar muestras transgénicas de
soya certificada, sin embargo el método desarrollado no fue posible aplicarlo
para olro tipo de GM, Actualkmente no existe ningun protocolo por medio de
microarreglos que proporcions la sensibilidad suficiente para detectar diferentes

variadades de GM simultaneamente (Kok st al,, 2002)

Electroforesis capilar

En los altimos afos 1a eleclroforesis capilar (CE, por sus siglas en idioma
ingles) ha mostrado ser una técnica analitica que redne caracteristicas notables
coma son rapidez, precisién y auvtomatizacion (Lopez-Tapia ef al, 1989
Castagnino, 2000; tbafiez y Cifuentes, 2001). Su gran versatilidad derivada de
las dislintas modalidades bajo las que puede operar, fe permits analizar una
amplia gama de moléculas, desde proteinas, péptidos, DNA, aminoacidos,
acidos organicos y adilivos, entre muchos ofros,

Bl proceso de separacion de la CE funciona en base a los mecanismos
tradicionales electroforélicos (Relacion; masa-carga), donde las moléculas son
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separadas por las fuerzas del campo eléclrico que ha sido aplicado. A
diferencia de la electroforesis convencional la separacion sucede en un ambito
capitar (Castagnino, 2000).

En el estudio realizado por Mellenthin y Galensa (1999), wilizaron la CE
como una herramienta de apoyo para separar polifenoles de la soya, donde el
proceso de separacion de eslos compuestos fue comparado con el de HIPLC.
Aunque, cuestionablemente, se reportd una baja reproducibilidad  para los
compuestos analizados por CE, el tiempo de andiisis resultd ser mas corlo que

¢l empleado por HPLC para el mismao fip,

Lépez-Tapia ef al, (1999), evaluaron dos kils comerciales de dodecil
sulfato de sodio (SDS por sus siglas en idioma inglés) ulilizados en la CE, para
delerminar adiciones de soya a leches en polvo, Ef método pudo separar sub-
unidiades basicas de glicining y subunidades de o y o' de p-conglicining, B
limite de deteccion fue del 10 % del peso tolal de la proteing, y 105 hidrolizados
de proleina de soya no pudieron ser deteclados por medio de 1a ulilizacion del
kit comercial SDS-CE,

Sin duda alguna existen una gran variedad de métodos analiticos para la
deleccion y cuantificacion de soya en alimenios l&rmicamente procesados, sin
ambargo la mayoria de estos métodos se han enfocado a productos caricos y
lacteos principalmente, Estos mélodos aunque han generado un avance
substancial para abordar la problematica de la adulteracidon de atimentos, no ha
sido extensiva su utilidad a otro lipo de alimentos. En una revision exhaustiva
de la Meratura cientifica disponible, no se encontraron matodos analllicos
reportados para detectar soya en atun enlatado, es por esto gue el objetivo
general del presente trabajo de investigacion, fue daesarrollar e implementar un
metodo analitico para el analisis de productos PCR por electroforesis capilar,
para delectar la presencia de soya afladida de manera fraudulenta en aton

termicamenie procesado.



JUSTIFICACION

Debido a que la mayoria de los métodos de deteccion de soya se han
enfocado al analisis de productos carnicos v lacleos principalmente, existe la
necesidad de implementar metodologias que evidencien adulleraciones con
soya en productos marinos, como es el cagse del atun enlatado. Lo anterior con
el fin de conlibuir con el desarrollo de nuevos métodos analiticos que
coadyuven a las agencias reguladoras y laboratorios de control a realizar su

labor en {a verificacion de la calidad y autenticidad de los alimentos.
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HIPOTESIS

El analisis de productos PCR por electroforesis capilar permite delectar

niveles minimos del 1 % de soya en aton enlatado.

OBJETIVOS

Objetivo General

Desarrollar una metodologla para delectar soya en atun procesado
termicamente por medio de la amplificacion de genes constitutivos v el analisis

de los patrones de producios PCR por electroforesis capilar.

Objetivos Especificos

# EBslandanzar g tecnica de exiraccion de DNA geonomico (DNAg) de

soya en muestras de soya y atlin procesado térmicamente.

» Optimizar las condiciones de PCR para amplificar las regiones de los

genes constitutivos f-conglicinina y lecting {Le1) del DNAg de soya,

# Estandarizar Ja técnica de eleciroforesis capitar en gel para separar y

delactar los productos PCR,



MATERIALES Y METODOS

Obtencion de las Muestras

Las muestras de atun enfatado fueron oblenidas en mercados locales vy
de diferentes eslados de {a Repiblica Mexicana, las muestras de atin fresco
fueron proporcionadas por la Universidad Autdnoma de Baja California Sur. Las
muestras de soya, texturizado y aisiado (Supro 800E), fueron proporcionados
por Nutrimientos y Complementos Alimenticios $.A. de C.V. (NUTRICASA).

Reactivos

Los reactivos guimicos wlilizados como acide elilendiaminotetraacético
(EDTA), etanol, dodecit sulfato de sodio (SDS), fueron de Sigma (St, Louis, MO)
y el clorohidrato de Tris (Tris-HCI) se obtuvo de J.T. Baker (Phillipsburg, NJ). £
hidroximelil aminoetano  (Tris) fue de Bio-Rad (Hércules, CA) y ol 2-
hidroxigtilcelulosa, M, 90,000 (HEC), poli-vinit alcohol, M, 60,000 (PVA),
marcador Sigma 100 pby de Sigma-Aldrich (St Louls, MO), el dcido clorhidrico
(HCH) y el acido fosfdrico (HaPO,) de Sigma (8t Louls, MO}, Marcadores de
peso molecular (PM) low DNA mass ladder y 1 Kb DNA extension ladder, y el
fluordforo YOPRO®™ fueron de Invitrogen Lab (CA, USA). El| estandar de
fragmentos de restriccion de fX-174 RF con enzima Hae Nl (72-1353 ph),
LIFFluor™ EnhanCE y el kit electroforético eCAP dsDNA 1000™ de Beckman
Coulter Inc (Fullerton, CA),



Analisis de Muestras y Mezclas de Atin con Soya

Se analizaron muestras comerclales de atun enlatado. Para la deleccion
de diferentes niveles adicionados de soya, se realizaron mezglas de musculo de
aton (Thunnus albacares) con lexturizado de soya al 1, 5, 10, 25, y 100 %
respectivamente. Una vez realizada las mezelas, se lomaron 120 g de cada una
de ellas y se les adicionados 20 mi. de agua (alun en agua) y aceite de malz
(attn en acelte) en proporciones separadas, para somelerlas a un proceso
termico, simulando las condiciones de enlatado del atun (PROFECO, 2008), el
cual consistio en someter a las mezclas de alin con soya a 120 *C durante 20
minutos a 1,1 Kg/em? (unidades de presidn), Posterlormente a este proceso, las

muestras se almacenaron & temparalura ambiente hasta su utilizacion.

Extraccion de DNAqg de Soya

Las muestras comerciales vy a las elaboradas en el laboralorio, se les
realizo extraccion de DNAg y fueron analizadas por PCR para la deteccion de

BOYA,

La extraccion de DNAg de soya en productos de soya fue realizada en
base al protocolo del kit de comercial GENCLEAN" (Qbiogene, Pasadena, CA)
con modificaciones. Donde a 100 mg de muestra, se le adicionaron 600 ul. de
mazela de lisis (EDTA 0.1 M pH 8, Tris 0.45 M, pH 8, NaCl 0.1 M, 80§ 1 %)
homogeneizandolas con Ultra-Turrax (IKAY, Staufen, GR). Se centrifugo a
10,000 rpm durante 5 minutps. Del sobrenadante obtenido, se tomaron 100 L
los cuales fueron adicionados a 300 pl. de matriz de afinidad {Gene Clean Spin

Glassmilk) en un microtubo nueve,
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l.as mezclas se dejaron reposar 5 minutos a lemperatura ambienle y
fueron agitadas por inversion ocasionalmenta, una vez transcurrido el tiempo se
centritugaron a 10,000 rpm donde el sobrenadante fue decantado y el microtubo
fue lavade con 150 Wl de solucidn de lavado (etanot 50 % / solucién salina
fisiologica como disolvente), las cuales fueron de nuevo centrifugadas a 10,000
rpm a 20 °C, esle paso (lavado) fue repetido 3 veces. Posterior al fercer lavado,
se evaporo el Hguido residual durante 10 minttos en centrivap (Labconco, CA,
USA), resuspendiendo el pellet (DNA) en 50 pl de agua estéril (PCR), el cual
s cenlrifugd & 6300 rpm durante 2 minulos, exirayendo el agua del
sobrenadante (donde esta el DNA), a un lubo nueve para ser almacenandolo

en congelacion (-20 °C).

BT DNAg en mezalas de aldn con soya procesadas 1érmicamente como
en muestras comerciales, fue exlraldo bajp el mismo procedimiento descrito
anteriormente, con la diferencia de que las muestras fugron incubadas durants
1T h a 60 °C con 20 pl de Proteinasa K (20 mg/mil) despuds de la
homogenizacion con la solucion de lisis el volumen de la matriz de afinidad
(Gene Clean Spin Glassmilk) fue de 400 L.

La concentracion del DNAg en muestras de soya se ovalud por
espectrofotomelria wlilizando el espectofolometro Cary BIO 50 (VARIAN, Palo
Allo, CA) a una longitud de onda de Aoy ¥ 18 pureza por la relagion de
absorbancia de Azgomgn M.

El DNAg de las mezclas de atan con soya, fue cuantificado utlizando el
kit comereial Quant-iT™ DNA Agsay Kit, Broad Range (Invitrogen, USA),
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Secuencia de "Primers” o Gebadores

Lag secuenclas de primers que se utilizaron para deleclar soya fueron de
los genes conslitutives "fB-conglicinina subunidad o* (amplicon 202 pb), vy lectina
(Lel) (amplicon 118 pb) reportadas por Magaha-Gomez al al. (2003) y por la
Official Collection of Test Methods (1998), respectivamente. La identificacién de
la especie de aton (Thunnus albacares) se realizd por las secuencias de los
primers del gen cltocromo b mitocondrial (amplicon 350 pb) reportados por
Quinteiro ef af. (1998), los diferentes juegos de primers fugron sintetizados por
la casa comerclal Invitrogen Lab (CA, USA). La secuencia y numero de acceso

al GenBank son mosirados en la Tabla 1,

Amplificacion del DNAg por PCR

La amplificacion del DNAg por PCR para los genes constitutivos de soya
y del citocromoe b mitocondrial fue realizada en reacciones del kit comercial
puReTag ready-To-Go PCR de acuerdo a las especificaciones del proveedor,
donde a cada reaccion fueron adiclonados 50 ng de DNA molde (1 L) y 0.5
mM de cada iniciador (primers). Los ciclos de amplificacion se realizaron en un
Termaociclador Eppendarf ™ (San Diego, CA) y fueron programados de acuardo

a lo descrito en la Tabla 2.

Para fodos los analisis de PCR se incluyeron controles negativos para
confirmar  la  especilicidad  de  la  amplificacién vy descartar  posibles
contaminaciones, es decir, PCR sin templado (H;0) vy PCR con DNA
inespacifico. Posteriormente se tomaron de 1.6 a 2.5 ul. de los productos PCR
de las muestras, para ser depositados en viales para su poslerior analisis por

slactroforesis capilar.
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Tabta 2. Paramelros de amplificacion del DNAg problema

Gen; Gen: Gen:
Pardmetros 'B-conglicinina  *Genlectina  *Citocromo b mt
subunidad o (Let)
Desnaturalizacion @5°C  2min 895 *'C 3 min
tnicial
Dasnatwralizacion 95°C  dbseg 95°C  30seg 82°C 45 sog
Alingacion 607G 60seg 63°C 30seg  50°C 60 seq
Extension 72°C  B0seg 72°C 30seg 72°C 60 seg
Numere de ciclos Al 40 30
Extension final 72°C  Bmin 72C 3 min

'"Magana-Gomez et al, 2003; "Officiat Collection of Test Methods, 1994 y "Quinteiro of s, 1998,



Determinacion de los Productos PCR por Electroforesis

l.os productos de PCR del mosculo de aton crudo, mezelas de atun con
soya procesadas lermicamente, y los productos de soyas, fueron separados por

electroforests convencional en gel de agarosa y por electroforesis capilar,

Electroforesis convencional en get

La determinacion de fos productas PCR, por electroforesis convencional,
s@ realizo en geles prefabricados (E-Gel Agarose®™ al 1.2 % y 2 % de agarosa,
en una camara Power Base (Invitrogen, USA), las condiciones de separacion
fue la aplicacion de 15 KV durante 156 minutos, de acuerdo al prolocolo
establecido por el proveedor, (Invitrogen, 2008). El marcador ulilizado fue low
DNA mass ladder y 1 Kb DNA extension ladder. Para almacenar las imagenes,
se Ulilizd una camara Kodak DC285 (Kodak, USA) y su digitatizacion por el
software Adobe PhotoDeluxe (Adobe Systems [ne.),

Electroforesis capilar

La determinacion del analisls, se realizd ulilizando un equipo de
electroforesis capilar PACE-MDQ System (Beckman tnstruments, Fullerion,
CA). La separacion fue llevada en un capitar no recubierto (Beckman Coulter)
con 38 om de longitud total, 28 cm de longitud efectiva y 75 um de didmelro
interno. Las condiciones de separacion fueron optimizadas y desarroflas  on
base a dos prolocolos. & primer protocolo fue tomado del kil elsciroforético
sCAP dsDNA 1000™ y el segundo de la metadologia previamente reportada
por Hernandez-Chavez (2006) con modificaciones.  Estas  modificaciones
consistieron en la utilizacidon de la concentracion de 2-hidroxietilcelulosa (HEC)
al 3 % en @ buller de separacionh gue contenla 20mM de Tris-HCI, 2.5 pM
YOPRO™, 10mM HaPO,, EDTA 2 mM, a pH 7.3, El acondicionamiento del



capilar se realizo con 0.1 N de HCI por 10 minulos antes de iniciar 1a corrida de
muestras, la secuencia de lenado del capilar entre Inyecciones fue: 1 % PVA
durante 2 minutos y bulfer de separacién durante 4 minutos todos aplicados a
30 psi. La temperalura y ta coriente constanle de separacion fugron de 40 °C a
72 PA con polaridad inversa.

La inyeccion de la muestra fue de 1.5 a 5 b durante 25 segundos a 0.5
PSl, el estandar Hae Ilf, fue inyectado en una concentracion de 250 pgimL., bajo
el mismo tiempo y presion que la muestra. La deteccion fue por fluorescencia
Inducida por laser (LIF, por sus siglas en inglés) con una excitacion a 488 nm y

una emision a 520 nm.



RESULTADOS Y DISCUSION

Extraccion del DNA Genomico {DNAg) de Soya

Extraccion de DNAg en productos de soya

Dabido al lipe muesiras utilizadas en el presente rabajo, las cuales son
consideradas con allo conlehido proteico y procesadas, se procedid a evaluar
un método de extraccion basado en la accion del detergente bromure de
cetiltrimetilamonto (CTAB), el cual fue reportado por Magafia-Gomez ef al.
(2003), Este delergente es recomendado para extraer DNA de vegetales (soya)
o de mueslras con alla concentracion de polisacéridos ylo proteinas (Terry et
al., 2002), sin embargo, cuando este fue probado, no funciond adecuadamente.
Par eleclroforesis en gel de agarosa al 0.8 %, fue imposible observar un patron
de bandeo, asimismo cuando el material genélico se somelid a amplificacion
por PCR, el comportamiento encontrado fue similar al analizarlo  por

electroforesis en gel,

Por lo anterior, una matriz comercial (GENCLEAN® SPIN kit) tuvo gue ser
probada. Esla malriz esta disefada para purificar fragmentos de DNAg de 500 a
300 000 pb, incluyendo sus posibles contaminantes. Su principio de separacion
esta basado en la union de grupos fosfato que contienen el DNA que se unen
(covalente y ionicamente) a una matriz de silice, permitiendo una mayor fijacion
del material genelico (Figura 1) por lo que se obtiene un mayor rendimiento de
exiraceion y eliminacion de  contaminantes, que en algunos métodos

(radicionales en que se emplean solventes organicos (GENCLEAN®, 2005).

El GENCLEAN™ permitio la extraccion de DNAg de producios de soya,
La calidad del DNAg oblenida por la relacion de absorbancia 260/280 para el
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Figura 1, Principio de separacion del DNA por una matriz de silice
(GENCLEAN™ 2005)
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aislado de soya fue de 1.92, mientras que para el {exturizado fue de 1.88. La
concentracion oblenida para los productos de soya se ancontrd en un rango de
32.5 ng/pl.-178.25 ngipL, comprobando que la malriz comercial es apta para la
axtraccion de DNAg en produclos de soya, lo cual permitiria la amplificacion de

los genes constitutivos de soya.

Extraccidn de DNAg en mezclas de atun con soya

La ulilizacion del protocolo comercial para analizar mezclas de soya
termicamente  procesadas no permitié observar bandas del DNAg en las
muestras y en algunos casos se observo pequefos barridos, quizd este
comporlamiento se debid en parle, al tratamiento térmico al que fueron
somelidas las muestras, a su alto contenido proteico y/o posibles contaminantes
en la muestra (Bauer et al, 2005 Quinteiro et al, 1998). Debido a que Ia
axiraccion de DNAg integro v de buena calidad fue casi nuly, fue imposible

cuantificar y daterminacion la pureza del DNA por UV,

En base a lo anterior se procedid hacer modificaciones an el método de
extracoion estas consistieron en agregar proteinasa K en una concentracion de
20 mg/ml. durante una hora a GO "C, esto con la finalidad de degradar el alto
contenido proteico en ka muestra que pudiera interlerir en la extraccion de DNAg
por ta maltniz comercial, debido a la alta canlidad de proteina en la muestra, Por
uttimo se adiciono 100 ul. de exceso de matriz comarcial GENCLEAN®, esto se
realizo con el proposito de guitar posibles contaminantes vy de asta forma hacer
masg eficientes el proceso de extraccion en las muestras procesadas. Estas
modificaciones con adicion de proteinasa K y exceso de matriz permitieron la

extraccion del ONAg y su cuantificacion como se menciona posterormente.



Debido a la naturaleza de las muestras (baja canlidad de DNA extraldo)
para tratar de eliminar el error de cuantificacion por UV y ser mas exaclo en ia
cuantificacion de DNAg oblenidoes, se procedio a cuantificarlas por fluorescencia
con el proposilo de poner cantidades mas exactas en el PCR y asegurar una

exitosa amplificacion.

l.os rangos de concentracion de DNAg encontrados para los diferentes
porcentajes de soya afiadida fueron desde 0.5 y 70 ng/uL, v la curva estandar
obtenida para las determinaciones presento una r = 0.89, lo cual hace que la
delerminacion por fluorescencia sea mas exacta gue el mélodo de UV, eslo
puede ser explicado va que e intercalante o flurdforo afadido en la
delerminacion se une directamente con las motéculas de doble cadena de
DNAg  emitiendo una seflal a cierta longitud de onda, proporcionando
cantidades mas exactas de DNAg en la muestra (Rine, et af, 1997),

Identificacion de la Especie de Atun {Thunnus albacares )

Una vez establecido &l método de extraccion para DNAg en muestras de
atun procesadas, se procedio a identificar a la especie como control positive en
las reacciones de PCR y con la finalidad de comprobar reacciones inespecificas

con DNA de soya en musculo de alun crudo y l@rmicamente procesado,

La Figura 2 muestra la identificacion de la especie Thunnus albacares
donde se obluvieron fragmentos de 350 pb del gen citocromo b milocondrial y
que corresponden a los reportados por Bartlell y Davison, (1991), por 1o cual se
puede concluir que los primer seleccionados en este estudio fueron allamente

especlfiicos para la especie de atun analizada. En esta misma figura también se
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Figura 2. Electroforesis en gel de agarosa de los productos PCR de atun
aleta amarilla (Thunnus albacares). A) musculo crudo de atun, carriles 1: DNA
soya, 21 Thunnus albacares, 3; marcador low DNA mass fadder. B) musculo de
aliin termicamente procesado, carriles: 5 marcador tow DNA mass ladder, 6-8:

Thunnus albacares, 8. DNA soya,
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muestran las reacciones positivas para DNA de atGn térmicamente procesado y
la ausencia de banda para el DNA de soya por lo que los primers de altn no
presentan reacciones inespecificas con el DNA de soya, Cabe mencionar que
aunque las handas enconlradas como control positivo para atin procesado
fueron mas lenues o debiles que para el atin crudo observadas en el gel de
agarosa, Esle comportamiento quizas se debs a los faclorss anteriores
mancionados en cuanto a la degradacion y a ta complejidad de obtener grandes
cantidades de DNA en muestras procesadas de atin y a la poca resolucion que
8@ obtiene por la electroforesis en gel cuando la muesira es procesada
{Quintairo et al., 1988).

Amplificacidn de los Genes Constitutivos de Soya

Amplificacion del gen B-conglicinina subunidad o

La amplificacion del gen f-conglicining subunidad ¢ consistid en la
obtencion de amplicones de 202 pb en productos de soya como lexturizado y
gislado de soya (Figura 3} estos productos de PCR encontrados concordaron
an el estudio de deleccion de un transgen en productos de soya el cual fue
reportado por Magana-Gomez ef al., (2003),

En base a que las bandas detectadas en geles de agarosa fueron 1o
suficientemente claras, se considerd que los primers seleccionados eran aplos
para detectar soya en atun procesado lérmicamente y en enlalado comercial,
Para comprobar que los primer fueran especificos para soya, se evaluaron los
primers de lectina (Lel) y del gen f-conglicinina subunidad a con musculo de
alin de ateta amarilla (Figura 4). Observandose que ef juego de primers para
los genes constitutivos de soya no presento reacciones inespecificas con el

mitsculo crudo de aton de aletla amarilia,
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Figura 3. Electroforesis en gel de agarosa al 1.2 % mostrando los
productos de PCR dal gen [-conglicicining sub a (202 ph). Cariles 1, 3, 4:
controles negativos, 2. marcador de PM low DNA mass ladder, 5 y 8: Supro

500 [, 6y 7: texturizado saya,



Figura 4. Electroforesis en gel de agarosa al 1.2 % mostrando los
productos de PCR de los primers f-conglicinina subunidad o y Let en misculo
da atun crudo. Carrites 1; marcador low DNA mass ladder, 2; agua, 3; masculp
de atun {primers Let), 4 musculo de atan (primers B-conglicinina subunidad a),

51 control posilive (primers B-conglicining subunidad o),
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Sin embargo al ser evaluado el gen de B-conglicining subunidad o con
muestras de atin procesadas termicamente tanto en agua como en aceite
presentaron reacciones inespecificas manifestandose en bandas por debajo de
las 202 pb {(Figura §), se concluyd que esto fragmentos se hablan obtenido
debido a la degradacion del DNA por el procesamiento ampleado en las
muestras el cual fue mencionade con anterioridad, pero al observar el control
negativo (100 % atin procesado) se descartd esa posibilidad ya gue en esle
control no se observaron fragmentos menores a las 202 pb.

Esto quiza se deba & lo propuesto y mencionado por Yoshing (2001) que
debido @ que la estructura nucleotidica de la subunidad a no estd
completamente definida, el disefio de Jos primers seleccionados y empleados
an este estudio pueda estar Interactuando con las otras dos subunidades deal
gen B-conglicining (o’ y B}, resullando reacciones inespacificas. Por o tanto, 1o
primers del gen B-conglicinina subunidad o se consideraron no aplos para
detectar soya en atun lermicamente procesado o en muesiras enlatadas

comercigles de atan,

Amplificacién del gen de lectina (L.e1)

La leclina es una proleina minortaria que se encuentra en la soya, sin
embargo el gen de Jecting ¢s el gue ha adoplado por fa mayoria de las
melodelogias para delectar soya convencional y transgénica (Greiner et al.,

2008; Querci ef al. 2006).

La deteccion del gen de lectina (Le1) se observo al obtener fragmentos
de amplificacion en un tamefo de alrededor de 118 pb en produclos de soya
(Figura 6), estos fragmentos corresponden a los reportados por la Official
Collection of Test Methods (1998) v a Querci et al. (20068). Para descarar
posibles problemas de reacciones ingspecificas, como se presentaron para los

primers del gen B-conglicining subunidad a, los primers del gen Le1 fueron
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Figura 5, Electroforesis en gel de agarosa al 2 %, mostrando la
amplificacion y reacciones inespecificas del gen B-conglicining subunidad o en
muestras de atun procesadas {érmicamente, Carriles 1: marcador low DNA
mass ladder, 20 agua, 3-6 alun en agua con 1, 5, 10 v 25 % de soya,
respectivamente, 7-100 atun en aceite con 1, & 10 y 25 % de soya,

respectivamente, 11; 100 % atun,



Figura 6, [Electroforesis en gel de agarosa al 2 %, mostrando la
amplificacion del gen Let {118 pb). Carriles 1. marcador de PM: Sigma 100 phb,

2, 3, 5: DNA da productos de soya y 4: control negative (sin DNA).
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probados con muestras de attin crudo (Figura 4) y con mezclas de altn con
soya termicamente procesadas (Figura 7), observandose en ambas figuras lag
especificidad (amplificacion) deseada en cada proposito, es decir en muestra de
musculo de alin crudo amplificacion negativa y an mezcia que contenian soya,

amplificacion del fragmento de interés sin reacciones inespecificas.

Una vez que se obtuve la amplificacion del gen Let y se establecid que
los primer Le1 son especificos produclos de soya y mezclas de atdn con soya,
se procedio a realizar un monitoreo cualitativo en muestras comerciales de atun

enlatado.

En el monitoreo cualitativo realizado para la deteccion del gen LeT en
muestras comerciarles de aldn enlatado, se realizo por PCR convencional en
electroforesis en gel al 2 %, donde se encontraron § muestras positivas a la
presencia de soya (Figura B) eslos resultados evidencian la adicion de saya, el
cual sin ser declarada en la eliqueta, representa praclicas de adulleracion y un
fraude a los consumidores, concordando y reafirmando el estudio realizado por
la PROFECO en el afio del 2005 en base a la presencia de soya en atunes

anlatados,

Dptimizacion y Desarrollo de un Método de (EC) para la Deteccion de
Productos PCR

El analisis y discusion de resullados que se prasentan en esta secelon,
se han enfocado a explicar los patrones electrofordticos que se obluvieron para
los marcadores de pesos moleculares low DNA mass ladder, fragmenios de
restriccion  del ¢X-174 RF con enzima Hae Ml (4X-174 RF/ Hae lll) y los
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Figura 7. Electroforesis en gel de agarosa al 2 %, mostrando |a
amplificacion de gen Lel en muestras de alun con soya procesadas
termicamente. Carriles 1: marcador low DNA mass ladder, 2: control negativo
{agua), 3. 1 % de soya adicionada, 4: § % soya adicionada, 5 10 % soyH

adicionada, 6. 25 % sovya adiclonada, 7: 100 % atn,
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Figura 8 Electroforesis en gel de agarosa al 2 %, mostrando la
deleccion de soya en aldn enlatade mediante el gen Let. Carriles 1: marcador
de PM: Sigma 100 pb, 2-8,10: muestras comerciales de aton enlatado, 9
contral negativo (sin DINA), 11 marcador de PM: low DNA mass ladder
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productos de PCR analizados (lexlurizado de soya, mezclas de alin con soya y
muestras comerciales), Por medio de la ulilizacion del kit electroforetico eCARP
dsDNA 1000™ 'y la metodologla reportada Hemandez-Chavez, (2006) con
algunas modilicaciones, 1as cuales fueren descritas anteriormente,

Utilizacion del Kit eCAP dsDNA 1000™

Con la finalidad de facilitar Ja implementacion de la metodologla de
separacion por EC, se oplo por ulilizar inicislmente un kit comercial bajo

condiciones recomendadas por ¢l proveedor,

Marcador de peso molecular $X-174 RF/ Hae |li

El marcador de pesos moleculares $X-174 RF/ Mae i (72-1353 pb),
oblenido bajo las condiciones del kit eCAP dsDNA 1000™ (Figura 9), muestra
un patron slectroforetico donde se observan claramente la eficiente separacion
de cada fragmento de DNA con un nimeto de pares de bases conocidas
(desde 72 a 13563 pb), lo cual concuerda con o reportado por Ulfelder (1993},
La zona de interés para este estudio fue para los fragmentos oblenidos desde
tas 72 pb a las 234 ph, donde los tiempos de migracion fueron enlre 12,5 v 17
minutos, mientras que el tiempo de migracion total fue de 25 minutos. Si bien la
utilizacion del kit comercial empleado, permitic una buena separacion en base
al de numero de picos deleclados en el marcador molecular, la sefial de
respuesta en unidades relativas de fluorescencia (RFU, por sus siglas en inglés)
resultd baja (menor a 0.4 RFU) para el marcador molecular §X-174 RFf Hae 111,
lo cual podria tener efecto desfavorable en la deteccion, s decir con respecto a

la sensibilidad del método para detectar soya.
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Figura 9. Electroferograma tipico del marcador de pesos moleculares
$X-174 RF/ Hae lll obtenido por el kit electroforético eCAP dsDNA 1000™,
Inysocion: 10 seq. Voltaje: 10 KV. Temperatura; 40 °C, Deteccion: LIF 488 nm
(excitacion), 520 nm (emision). Capilar: Sin recubrir, 756 gL DI, 50 cm longitud
total, 40 cm longitud efectiva. Polaridad: Inversa.
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Esto quizés se deba al tipo de fluordforo ulilizado (EnhanCE) y a la
cantidad sugerida de su adicion por el kit, ya que se ha vislo que el EnhanCE
no es de los fluordforo con mayor eficiencla en la sefial ni en la oblencidn de
liempo de migracion cortos, cuando es comparado con el SYBR-Green o
YOPRO® (Garcia-Cafias ef af., 2002)., no obstante si dejar de mencionar que o
buffer empleado por el kit comercial sufre una rapida degradacion cuando esle
es resuspendido. Fenomeno que no puade ser explicado & una sola variable, ya
que conliene diferentes polimeros patentados (geles) que en almacenamiento
{4 "C) liende a degradarse por efectos de pH y las misma actividad hidrelitica

presentada en ¢ buffer,

Tratando de eliminar efectos negalivos de sensibilidad y eliminar la
utilizacion de un kit comercial. Se procedid a la ulilizacian de ta metodologia
propuesta por Hernandez-Chavez (2008), utilizando 2-hidroxietileslulosa (HEC)
al 2 % como polimero (Gel) en el buffer se separacion,

Utillzacion de HEC al 2 %

Bl utilizar HEC al 2 % en los marcadores de PM, ($X-174 RF/Hae 1)l y
low DNA mass ladder) solo permitio resullados muy similares a los oblenidos
por el kit comercial, es decir una buena separacion analitica, pero de manera

similar se presento una baja sefial de respuesta (0.6 v 1.4 RFU) (Figura 10).

Esto guizas se deba al efecto de la concentracion de HEC al 2 %, al
fluoroforo empleado (EnhanCE) v a la longitud efectiva utilizada en el capilar {40
cm} considerada grande, fa cual tiene un efeclo en la interaccion del polimero
(viscosidad) con el fluordforo, haciendo que posiblemente este disminuya su
movllidad electroforética con el DNA en la muestra (distancia en el capilar),
provocando una sefial de respuesta baja (intensidad). (Garcla-Caftas ef al,
2002), l1a cual puede confundirse con la misma degradacion que sufre el HEC
(sefal ruido) en &l buffer de corrida,
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Figura 10. Electroferogramas tipicos de marcadores moleculares. A)
Estandar ¢X-174 RE/ Hae Il (72-1353 pb). B) Estandar low DNA mass ladder
(100-2000ph). Buffer de corrida: 2-hidroxtetilcetulosa al 2 %, Tris-HCE 20 mM,
H4PO4 10 mM, EDTA 10 mM, pH 7.3 Voltaje: 10 KV, Temperatura: 40 °C.
Deteccidn: LIF 488 nm (excitacion), 520 nm (emision). nyeccién: 10 seg.
Capilar: 8in recubriv, 75 b DI, 50 cm longitud total, 40 cm longitud efectiva,
Polaridad: Inversa (escala variable por efecto de impresion),
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En base a o anterior se procedio a utllizar estrategias para aumentar la
sefial de respuesta, asi como la obtencion de una buena separacion analitica,
Algunas de estas estrategias (modificacionas) consistieron en el aumento en la
concentracidn del polimero (HEC al 3%), la utilizacion de olro fluordforo
YOPRO", la ulilizacion de corriente constante (72 pA), mayor tiempo de
inyecelon (25 sey) asi coma la disminucion de la longitud efectiva en el capitar
(28 cm).

Utilizacion de HEC al 3 %

El utitizar HEC al 3% con algunas olras estrategias (modificaciones)
como se menciond anterlormente, permitioron la obtencion de palrones
caracleristicos para ¢l estandar $X-174 RF/ Hae ], low DNA mass ladder
(Figura 11) y para productos PCR de muestras de soya, mezclas de attn con
s0y@, muestras comerciales de atun, con la amplifisacion del gen B-conglicinina

subunidad ay Le1,

E:n los patrones electroforéticos obtenidos para los marcadores de pesos
molecutlares (Figura 11) se observo un incremento de 20 veces mayor en la
iMansidad de sefial (RFU) io cual se considero una buena sefial en términos de
sensibilidad para el método analitico, comparada a la oblenida por Hermandez-
Chavez (2006} y a las consideradas por (Garcia-Cafins of al, 2002), es
importante mencionar que algunos experimenlos realizados en base a la
concenlracién de YOPRO™ afadido se lograron obtener sefiales hasta de 100
RFU para marcadores moleculares (Figura 12), pero debido a la poca
resclucion de los picos (definicion) y efectos de reproducibilidad, se opto por

quedarse con una sefial entre 20 y 30 RFU.
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Figura 11. Electroferogramas tipicos de los marcadores moleculares
utilizando HEC al 3%. A) Estdndar ¢X-174 RF/ Hae IH (72-1353 pb). B)
Estandar low DNA mass ladder (100-2000pb). Buffer: Tris-HCI 20 mM, HaPQ,
10 mM, EDTA 10 mM, pH 7.3, Inyeccion: 25 segundos. Corriente: 72 pA.
Temperatura: 40 °“C. Deteccidn: LIF 488nm (excitacion), 520 nm (emision).
Capitar: Sin recubrir, 75 pl. DI, 38 cm longitud 1otal, 28 cm longitud efectiva.
Polaridad: Inversa,
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La tabla 3 muestra la reproducibilidad de la 1écnica en cuanlo a los
tiempos de migracion para el estandar pX-174 RF/ Hae 1, donde se observa un
tiempo de corrida total 12,87 minutos y los fragmentos de interés (118 pb y 194
= 202 pb) sirededor de los 8.0 vy 9.0 minulos respectivamente. Las desviaclones
astandar fueron manores a 0,13 y los coeficientes de varacion menores a 1.2,
La scuacion de prediccion para obtener los pares de bases (peso molecular) se
obluvo graficando el inverso del tiempo de migracion contra logaritmo de las
pares de bases obleniendose la siguiente ecuacion y = -21.042x + 4.8302 con
una R* = 0.9772, (n=6),

El estéandar low DNA mass ladder bajo las condiciones desarrolladas en
asla investigacion, también presento una alta reproducibilidad en cuanto a los
tlempo de migracidn (tabla 4) donde se obtuvieron desviaciones estdndares
menores a 0.1 y  coeficientes de variacidon menores a 0.9, la ecuacidon de
prediccion fue la siguiente y = -24.05x + 4,8334 con una R* = 0.99 (n=5), los
tliempos de corrida tolal fueron 13.42 minutos y los fragmentos de interés (118

ph y 202 pb) alrededor de los 7.76 y 9.2 mindos respectivamente.

Es importanie mencionar que la determinacidn analitica puede ser
llevada bajo la corida de un solo estandar, ya gue se obtieng una ecuacion de
prediccion para diferentes pesos moleculsres, pero para fines de esta
investigacion (desarrollo metodoldbgico) se recurrid a la delerminacion con dos
estandares, ya que el fragmento de interés (118 pb) era exactamente iguat al
tamano de un fragmento se encontraba en el estandar 11HX-174 RF/ Hae M,
mightras que para el fragmento de interés de 202 pb se encontraba uno de 200
pb en marcador low DNA mas ladder,

Por lo cual, para fines de obtencion de tiempo de migracion lo mas
cercano a tos fragmenlos problemas o de interés, fueron ulilizados estos
estandares y asl oblener ecuaciones de prediccion (lismpos de migracion) mas

axracias,
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Figura 12 Electroferograma tipico del marcador molecular low DNA
mass ladder (100-2000pb) wilizando HEC al 3 %, Buffer: Tris-HCI 20 m,
HsPQa 10 mM, ERTA 10 mM, pH 7.3, Inyeccion: 26 segundos, Corriente: 72 pA,
Temperatura, 40 “C. Deteccion: LIF 488 nm (excitacion), 520 nm (emision)
Capilar: Sin recubwir, 76 pL DI, 38 cm longitud total, 28 cm longitud efectiva,

Polaridad: [nversa.
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Tabla 3. Reproducibilidad de log tiempo de migracion del marcador de DNA
$X-174 RF/ Hae |1 (72-1353 pby).

Pb 72* 118 194 234 271 28t 310 603 872 1078 1353

Tm 7.22 8.01 9.00 939 9581 10.06 1020 11.80 12.44 12,71 12.97

D 003 006 007 007 005 0044 011 010 041 010 0.12

Cv 054 086 0088 078 060 044 1190 086 095 085 094

Th = Aigmpo de migracion {minulog)
B0 = Desviackon estandar
Gy o= % conficiere de vartaclon

n = 6 repeliciones (inyecciones)



Tabla 4. Reproducibilidad de los tiempo de migracion det marcador de
DNA fow DNA mass ladder (100-2000 ph),

pb 100 200 400 800 1200 2000
Tm 7.76 9.20 14,03 12.49 12.98 13,42
5D 0.03 0.06 0.07 0.07 0.05 0.044
cv 0.54 0.86 0.088 0.78 0.60 0.44

™ = tiempo de migracidn (minutos)
a0 = Desviacion eslandar
GV = % cooflclonte de varacion

s i repeliciorss (myecclone:s)
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En base a lo anterior la lécnica desarolada resultd  allamente
reproducible en base a la ecuacion y coeficigntes de variacidn obtenidos para
los tiempos de migracion contra el logaritmo de los pares de bases, y prasentd
mayor sensibilidad (20 RFU), menores tiempos de analisis (16 minutos con
respeclo a kil comercial electroforético eCAP dsDNA 1000™ v las condiciones
de Herndndez-Chavez (2008) probadas en gste estudio,

Productos PCR Obtenidos por EC

Los productos PCR observados en gel de agarosas para la identificacion
de la especie de atun de alela amarilla, amplificacion del gen B-conglicinina
subunidad o y Lel en muestras de soya (lexiurizado), mezclas de soya vy
muestras comerciales de alin, fueron oblenidos por electroforesis capilar bajos

las condiciones experimentales implementadas en este estudio,

ldentificacion de la especie de atun aleta amarilla (Thunnus albacares)

l.a identificacion de ta especia de atun consistio en someler ol analisis
por £C, los productos PCR del gen citocromo b mitocondrial que fueron
amplificados en este estudio (Figura 2) y que han sido reportados por Quinteiro
el al, (1998). En la Figura 13 se observa el palron caracteristico oblenido para
un amplicon de 350 pb {pico) a los 10.3 minulos, con lo cual concuerda al
tamafic de pares bases oblenldos para el al estandar apalitico (liempos de
migracion) ulilizado (low DNA mass ladder). Con Io cual, se puede decir que la
reaccion de PCR observada en gel de agarosa pudo ser delectada por EC,
confirmando la identificacion de la especie por diferenles medios de

visualizacion del producto de PCR,
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Figura 13, Electroferograma tipico mostrando producto PCR de atin

aleta amarilla  (Thunnus albacares) crudo.

desarrolladas en este estudio.

Condiciones de separacion
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Sin embargo la identlicacion de la especie en atin 100% procesado
presanto bandas tenues (Figura 2, B), esto puede resultar en la interpretacion
de un resultado falso negativo por la poca calidad y resolucion oblenida por
geles convencionales de agarosa, no ast para la deteccidn de 100 % atun
procesado por EC (Figura 14) donde la deleccion mostrd mucho mayor
sensibilidad, una alta resolucion (pico) y tiempos de migracion mas exactos
cuando son comparados a los tempos de migracion de los pares de bases
semejantes en el estandar (curva de prediccion). Por lo anterior la EC permitio
aclarar y confirmar e resullado, descartando falsos negalivos que se pudieran

interpretar por electroforesis convencional en gel,

Especificidad de primers para detectar soya analizados por EC

De manera similar comp fue evaluada la especificidad de fos primers de
soya en musculo de atun crudo (Figura 4) los productos PCR de esas
reacciongs oblenidas Tueron analizados junlo con reacciones de especificidad
para atun 100 % procesado, para &l gen Let y -conglicinina subunidad o, La
Figura 15 se muestra la especificidad de los primers de soya, donde se pueds
ver claramente la ausencia de picos (amplicones) cuando son expuestos a
amplificar con DNA de atdn crudo (musculo) y DNA de atin 100 % procesado,
confirmando que log primer no dan reaccionas inespecificas 0 cruzadas lanto
en muasculo como en attin procesadeo, obteniendose solo los dNTP's o posibles
sales residuales de la reaccion de PCR (Ulfelder, 1993, por 1o que s hace

allamente seleclivos para detectar productos de soya.

Deteccion de productos PCR para el gen B-conglicinina subunidad o y Lel
analizados por EC

Debido a que se habla obtenido con anlerioridad la amplificacion el gen
B-conglictnina subunidad a y Let por electroforesis convencional (Figura 3 y 6)
eslas reacciones de amplificacion fueron anatizadas por EC para oblenar (og
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Figura 14. Electroferograma tipico mostrando producte PCR de atun de
alete amarlla (Thunnus albacares) procesado. Condiciones de separacion

desarmlladas en este estudio,
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Figura 15. Electoferogramas tipicos mostrando la especificidad de los
primer de soya con atun de aleta amariia. A) atun crudo (primers del gen -
conglicinina subunidad o). B) atun procesado (primers del gen B-conglicinina
subunidad a). €) atun crudo (primers del gen Let). D) atin procesado (primers
del gen Le1). Condiciones de separacion utilizadas en este estudio, (escala

variable por efecto de impresion).



patrones caracterislicos de los productos soya (texturizado). La Figura 16
muestras los patrones caracteristicos del gen f-conglicining subunidad a y Le1
en una muestra de soya (texturizado), donde se puede observar que el pico de
interes para el gen f-conglicinina subunidad o se encuentra alrededor de los 9.2
minutos, mientras que para el gen Lei esle tene un tiempo de migracion
alrededor de los 8 minuios, en la figura también se muestra sus coniroles
negalivos para cada gen donde se puede apreciar la ausencia de picos para

estos controles.

Reacciones Inespecificas en mezcias de atiin con soya detectadas por EC

Aunque los primers del gen peconglicining subunidad o fueron
gspecilicos para detectar soya y no presentaron reacciones inespecificas con
mosculo de atun crudo y procesado termicamente. No fue el caso pars las
mezclas de atun con soya procesadas térmicamente en dileranies porcentajes
de adicion, ya que se presentaron reaccionas inespecificas como se discutld

anteriormente (Figura 4),

Donde eslas mismas reacciones de amplificacion llevadas para este gen
en mezclas procesadas  fueron analizadas  por EC, con la finalidad  de
confirmar lg inespecificidad en las mezclas o descarlas falsos positivos, sin
embargo el analisis oblenido por EC arojo datos de manera muy similar
(Figura 17), a los obtenidos por electroforesis convencional, detectando en
nuestras de atun con soya (aceile) ¢l producto PCR problama (9.2 minutos) y
reacclongs inespecificas alrededor de los 8 y 10 minutos, confirmando gue los
primer del gen B-conglicining subunidad a son gspecificos para detectar soya
en productos de soya, mas no aplos para detectar soya en atun @rmicamenie
procesado. ks imponanie mencionar que los mismos resultados se presentaron

para lag mezclas en alun con soya en agua (datus no mosirados).
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Figura 16. Electroferogramas tiplcos mostrando ta amplificacion de los
genes B-conglicining subunidad o vy Let. A) texturizado de soya (primers 3-
conglicining subunidad a). B) control negative (primers -conglicinina subunidad
u). G} texturizado de sova (primers Let). D) control negativo (primers Let)
condiciones de separacion utilizadas en este estudio, (escala variable por efecto

de impresion).
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Figura 17. Elsctroferogramas tipicos mostrando las reacciones

inespeciiicas de la  amplificacion de los gen B-conglicinina subunidad o en
mezclas de atin con soya en aceite procesadas térmicamente con diferentes
porcentajes de adicion. Condiciones de separacion utilizadas en este estudio,

(escala variable por efecto de impresidn),
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Deteccion de atun con soya en mezclas procesadas térmicamente por EC

Debido a la alla inespecificidad de los primers del gen gen B-conglicinina
subunidad a para detectar alun con soya en mezolas procesadas, la cual fue
mencionada anteriormente, se procedid a la confirmacion de la amplificaciéon de
muestras procesadas (mezclas) de alin con soya para ¢l gen Le1 por EC como
se habia realizado en electroforesis convencional (Figura 7). En &l andlisis
oblenido por EC, se pudo observar la amplificacién del gen Le1 (amplicon 118
pb) en los diferentes porcentajes de alin con soya procesadas térmicamente en
mueslras de agua, (Figura 18). En esta figura también se puede observar que
el producito PCR {amplicon) de inlerés fue incrementando st lamafio
proporcional en orden ascendente con respecto al porcentaje de soya afiadido
én las maezclas, lo cual podria decirse que el método de extraccion empleado
para astas mezclas es eficiente y la deteccion de eslas mezolas es proporcional
a la adicion. Datos similares se obluvieron para mezclas de attn en aceils

{datos no mostrados),

En base a 1o anterior se promedid a la confirmacion del moniloreo
cualilativo en muestras comerciales realizado con anterioridad en geles de
agarosa (Figura 8), las muestras comerciales sometidas al analisis por EC
confirmaron la presencla de soya en atunes comerciales. La Figura 19 muestra
el patrdn electroforetico de una muesira comercial donde se observa un
amplicon alrededor de los 8 minutos, 1o cual corresponds para la amplificacion

de lecling de soya evidenciando la presencia de soya en la muestra,

Debido al tamaho del pico (fragmento de DNA) es declr respecto a la
sefal de deteccion (5 RFU) que presenta, cuando es comparado con ¢l patron
electroforético al 25 % de a diccion de  soya (Figura 18) podria decirse que
esta muestra comerclal se encuentra adullerada con un porcemaje mayor al

25 %. Demostrando que la deteccion de productos de PCR por EC pueda
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Figura 18. Electroferogramas tipicos mostrando 1a amplificacion del gen
Le1l en mezclas de atun con soya en agua procesadas termicamenie con
diferentes porcentajes de adicion., Condiciones de separacion utilizadas en este
estudio, (escala variable por efecto de impresion).
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predecr una aproximacion de la cantidad (adulleracion), caso contrario para la
electroforesis convencional en gel, ya que solo arroja bandas de deleccion que
la mayoria de las veces no son proporcionales a las cantidades de DNA en Ia
muestra (Garcia-Cadas el al., 2004). En base a lo anlerior se establacio que la
concentracion de 3 % de HEC (algunas otras modificaciones mencionadas
anteriormente), permilio oblener una buena sensibilidad y separacion del los
marcadores de peso molecular $X-174 RF/ Hae Ui, low DNA mass ladder y de
productos de PCR para gen Le1, B-conglicinina subunidad a en 2l texturizado
de soya,

L.a deteccion de productos de PCR por electroforesis capilar reprasenta
mayor resolucion de deteccion que la eleclroforesis en gel, 1o cual en futuros
analisis puede ayudar descartar falsos negativos que se atribuyen cuando son
visualizados en geles de agarosa,

El desarrollo melodoldgico presentade para este estudio, permite
analizar y separar et gen conslitutivo de soya {l.e1) lo cual permite detectar la
presencia de soya en muestras comerciales de atun enlatado gue no es
declarado en el etiquelado y de esta manera conlribuir al desarrollo
melodologias que permitan frenar practicas de adulteracidn con son llevadas en

nuestro pais.
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CONCLUSIONES

Se amplificaron productos PCR en muestras de soya para el gen de
fectina (118 pb) y B-conglicinina (202 pb), y para atin el gen cilocromo b

mitocondrial (360 pb) que concuerdan a los reportados por la literatura,

ts posible detectar soya en mezclas de  atin con soya procesadas
lermicamente y en muestras comerciales empleando el gen de lectina

(Le1) tanto en geles de agarosa como por EC.

Se encontraron reacciones inespecificas para los primer del gen -
conglicining en mezclas de atin con soya procesadas térmicamente por

o que no son adecuados para delectar soya sn atin enlatado.

Las condiciones de electroforesis capilar establecidas permitieron a
obtencion de patrones de ios marcadores $X-174 RF/ Hae I, fow DNA
mass fadder y los productos PCR del los genes de lectina (Le1), -

canglicinina y det citocromo b mitocondrial.

La melodologia desarrollada resullo altamente reproducible v sensible
para la deteccion de productos PCR en estAndares analiticos, muestras
de soya, alunes comerciales, como en mezclas de atin gon soya

procesadas lermicamente,
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RECOMENDACIONES

Se recomienda la construceion de un estandar intemo {DNA compatidor)
para realizar PCR competitiva cuantitativa (QC-PCR), lo cual acoplada a la
melodologla desarroltada en el presente estudio, se puede llsgar » cuantificar
los niveles de adulteracion en las muestras comercialas (% soya), y con esto
establecer las canlidades reales de adicion, Con lo cual en un fuluro, eslo
permitiria ayudar a las auloridades compelenies en la penalizacidn de las

practicas fraudulentas empleadas en el mercado de nuestro pais.

El buffer de corrida empleado en el desarrollo metodologico no debe ser
utilizado en un periodo no mayor a 1 mes, debido a que el polimero puede

presentar degradaciones a un bajo refrigeracion,

s recomienda la ulilizacion de capilar de la marca Beckman Couller ya
que son los mas estables en cuanto a la interaccion de lag moléculas de interés

{separacion) preseniados en este estudio,
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