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1. INTRODUCCION GENERAL

Los caballos han sido utilizados a lo largo del tiempo principalmente como
animales de tiro, de monta y como fuente de alimento (Chong-Eon et al., 2007).
En algunos paises como Corea y Japdn, la carne equina es considerada un
manjar, aunado a que existe una tendencia por parte de los consumidores a
evitar la carne roja por la percepcion de los efectos adversos de los acidos
grasos saturados que estan ligados a enfermedades coronarias (Chong-Eon et
al., 2007).

La carne de equino contiene un valor nutritivo similar a la carne de res, con
menor contenido de grasa y de menor costo (Arcos-Garcia et al., 2002)

Los paises que consumen e importan la mayor cantidad de carne equina, son
Italia, Bélgica, Francia, Holanda y Japon (Gill, 2005). México, segun datos de la
FAO (2012), ocupd el cuarto lugar en produccion de carne equina durante 2010
con 69,129 toneladas y su volumen de exportacion durante el mismo afio
alcanzé las 60,747 toneladas (CNOG, 2012). En México existen rastros y
mataderos de equinos regulados por la Secretaria de Salud (SS), y dado que,
este tipo de establecimientos no son elegibles para exportar sus productos se
presume que uno de los canales de comercializacién sea el mercado interno,
sin embargo, el conocimiento de las vias de distribucidon y comercializacion de
la carne son practicamente desconocidos, dado que no hay estadisticas
(Camara de senadores, 2013).

La Zona Metropolitana del Valle de México es el principal mercado de carne
bovina en el pais, donde independientemente del ingreso familiar, el 37% de la
poblaciéon consume carne de bovino adquirida en mercados publicos, el 28.2%
en carnicerias de barrio, el 27.4% en tiendas de autoservicio, y el 5.2% en
tianguis o mercados sobre ruedas (Téllez-Delgado et al., 2012). Por lo que los
mercados delegacionales representan el principal canal de comercializacién en
el centro de consumo mas importante del pais.

Es comun encontrar que los expendios de carne bovina tienen Unicamente el

nombre genérico de carniceria, sin especificar el tipo de carne que se



comercializa, lo que hace necesario el determinar la especie de origen en
productos y subproductos cérnicos.

En el Capitulo 2, se presenta a través de una revision de literatura la situacion
de la carne bovina y equina en el mundo; cifras del hato bovino y equino
mundial, los paises productores de carne bovina, cifras de la produccién e
importacion de carne de bovino y equino mexicana.

Las bondades nutritivas que distintos autores han encontrado, asi como las
técnicas para la determinacion de especie existentes que se utilizan en
productos y subproductos de origen animal.

En el capitulo 3, se desarrolla la metodologia para la identificaciéon de especie
mediante la técnica de PCR. Debido a que es muy facil la identificacion de
especie en animales en pie, pero esta diferenciacion no es tan sencilla en
canales y dificil una vez que ha sido deshuesada. Por lo que es necesario
contar con una prueba objetiva para la determinacién de especie. Existen una
gran variedad de técnicas desde las fisicas hasta las genéticas, siendo estas
altimas las de mayor precision y confianza.

En el capitulo 4 se muestra un andlisis de las caracteristicas nutritivas
(humedad, proteina, grasa y coladgeno) de las muestras obtenidas de los

mercados delegacionales de la Ciudad de México.



1.1 OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL
Determinar la presencia de carne equina en carnicerias de carne bovina en
mercados delegacionales de la Ciudad de México, asi como evaluar su calidad
nutricional.
OBJETIVOS ESPECIFICOS
e Determinar la especie (bovino 0 equino) en carne fresca a través de la
técnica de Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR).
e Determinar el valor nutricional (proteina, humedad, grasa y colageno) de
las muestras de carne obtenidas en los mercados delegacionales.
e Determinar el color de las muestras de carne obtenidas en los mercados

delegacionales.



1.2 HIPOTESIS

Debido a un alto nimero de equinos sacrificados en el pais, y a que no
se encuentran estadisticas sobre su consumo y la ruta de
comercializacion se presume que existe sustitucion de carne bovina por
equina en mercados delegacionales de la Ciudad de México.

Es necesario contar con una técnica de determinacion de especie mas
sensible y confiable que las técnicas basadas en reacciones antigeno
anticuerpo y la PCR puede cumplir con esos objetivos.

El valor nutricional entre muestras de carne obtenida de mercados
delegacionales es muy similar.

Los indicadores de color no varian entre las distintas muestras de carne

obtenidas en mercados delegacionales de la Ciudad de México.



2. REVISION DE LITERATURA

2.1 Situacién actual de la carne bovina

En el mundo, segun datos de la FAO, el hato estimado durante el afio 2012 fue
de 1, 485, 211,784, cabezas de ganado bovino, de los cuales 31, 925,181 de
cabezas se encuentran en México; asi, durante el mismo afio, la produccion de
carne bovina a nivel mundial fue del orden de los 62, 737,255 toneladas, siendo
los principales paises productores: Estados Unidos, Brasil, China, Argentina,
Australia, y en sexto lugar, México con 2, 205,440 toneladas (Figura 1)
(FAOSTAT, 2014).

Uzbekistan, 776398 Turquia, 664264
MNueva Zelandia, 807284 _ ltalia, 593550

Sudafrica, TEA031
Irlanda, 356508
Pakistan, 795730 /
Colombiz. BEA538
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India, 108676, Estados Linidos de

Alemania Ameérica, 11173000

Rusia, 1623369

Framcia, 1924524

Mexico, 2205440 Brasil, 9359962

iz, 22
Australia, 2283423 China, 6236104

Argpentina, 2499500

Figura 1 Paises productores de carne bovina en 2012 (toneladas).



La produccién de carne de bovino es una de las actividades fundamentales del
sector pecuario nacional ya que la ganaderia se desarrolla en aproximadamente
110 millones de hectareas, lo que representa alrededor del 60% de la superficie

del territorio nacional (Palacios, 2010).

Entre los afios 2001-2012 la produccion de carne de bovino en canal en México
ha crecido para ubicarse en 2.2 millones de toneladas (SIAP, 2014). La
exportacion de carne bovina mexicana equivalente a canal durante 2012 fue de
176 959 toneladas, (SIAP 2014) las cuales se exportaron principalmente a
Estados Unidos, Rusia y Japon (AMEG, 2014). En México existen 1,151 rastros,
913 son municipales, 141 privados y 97 TIF de los cuales 64 sacrifican ganado
bovino (Barrera, 2012).

2.2 Situacion actual de la carne equina

El consumo de carne equina a través del tiempo se volvid una préctica
frecuente después de la segunda guerra mundial en la gente de bajos ingresos
en Europa, mientras la carne de res era escasa, los caballos viejos de tiro
fueron procesados para cubrir esa necesidad. Hoy en dia en algunos paises
europeos la carne equina es considerada un manjar y se asocia a precios
elevados (Stull, 2001).

En Estados Unidos durante 2007 fueron introducidos proyectos de ley en el
Senado y la Camara para prohibir el sacrificio de caballos para consumo
humano asi como evitar el transporte de caballos vivos desde Estados Unidos a
los paises donde podrian ser sacrificados; pese a ello, anualmente se envia un
promedio de 25 y 11 mil animales a Canada y México para ser sacrificados,
respectivamente, con fines de consumo (Whiting, 2007).

Con la aparicion de la encefalopatia espongiforme bovina, se redujo
considerablemente el consumo de carne de res en ltalia, y el nimero de rastros
equinos comenz6 a crecer debido al interés de los consumidores a diferentes
tipos de carne. El consumo per céapita de carne equina en los paises de la

Comunidad Econémica Europea oscila en los 400 g (Martuzzi, 2001).



El hato equino mundial es de aproximadamente 58, 900,391 cabezas, y
alrededor de 6, 356,000 se encuentran en México (FAOSTAT, 2014).

En el afio 2011, se produjeron alrededor de 754 398 toneladas de carne equina
en el mundo, donde diversos paises destacaron como los principales

productores, importadores y exportadores de carne de equino (Cuadro 1).

Cuadro 1. Principales paises productores, importadores y exportadores de
carne equina en el afilo 2011 (Cantidad en toneladas de carne).

PRODUCCION IMPORTACION EXPORTACION
Pais Cantidad’ Pais Cantidad’ Pais Cantidad’
China 161 208 Italia 28 962 Argentina 21 225
Kazajstan 75 477 Rusia 25562 Bélgica 20 986
USA 70 215 Bélgica 25 206 Canada 15 787
México 64 696 Francia 18 122 México 14 026
Rusia 52 897 Holanda 5945 Polonia 11 832

Fuente: FAOSTAT, 2012.

En México, cuando estos animales llegan al fin de su vida productiva, muchos
son enviados a sacrificio sin existir datos sobre la produccion para consumo en
el pais, sin conocer el mercado de dichos subproductos. De acuerdo con estos
datos, existen cerca de 50,000 toneladas que aparentemente permanecen en el
pais, ¢ Cual es el destino de esta carne?

Anualmente se importan cerca de 11,000 equinos en pie para ser sacrificados
en rastros, Sin embargo, durante 2011 en México se importaron cerca de 143
256 cabezas de equinos para su sacrificio (camara de Senadores, 2013) en
Establecimientos Tipo Inspeccion Federal (TIF). Los rastros que cuentan con
dicha certificacion se encuentran en los estados de Zacatecas (2; E33 y E42),
Aguascalientes (1; TIF E20), Chihuahua (1; E 98) y Nuevo Leon (1; E179).

2.3 Calidad nutritiva de la carne bovina y equina

La carne bovina es un componente importante en la alimentacion y nutricion
humana, ya que es un alimento rico en proteinas, minerales (potasio, fosforo y

hierro), y vitaminas para el buen funcionamiento del organismo (Téllez-Delgado,

7



et al., 2012) Sin embargo, existen diferentes factores, como bienestar animal al
sacrificio, manejo nutricional, edad y genética, entre otros, los cuales son
considerados responsables de la gran variacion en la calidad de la carne de

bovino.

En México, segun Delgado et al. (2005). La produccion de ganado bovino se
centra en tres principales regiones geograficas bien diferenciadas debido al
clima imperante, sistema de alimentacion, y razas explotadas, entre otras
caracteristicas, las cuales son la region centro, norte y sur; las caracteristicas
nutritivas (humedad, grasa, proteina y colageno total) del musculo Longissimus

dorsi de bovino por region geografica se muestran en el Cuadro 2.

Cuadro 2 Contenido nutricional de la carne de bovino por region geogréfica.

NORTE CENTRO SUR
Humedad (%) 72.9 73.6 72.2
Grasa (%) 3.0 2.7 3.6
Proteina (%) 21.7 22.3 22.3
Colageno (mg/g) 17.4 15.8 17.0

Fuente: Delgado et al., (2005).

Por otra parte, la produccion equina como fuente cérnica ha sido cuestionada
por su calidad comestible, a pesar de tener un valor nutritivo similar al de la
carne de res (Arcos-Garcia et al., 2002). Numerosos autores indican que el
sexo, la edad y el sistema de produccion afectan la composicion quimica de la
carne de equino solamente en un grado minimo (Badiani y Manfredini, 1994;
Litwinczuk et al., 2008).

La carne de equino ha sido objeto de analisis de sus caracteristicas
organolépticas y nutricionales a través del tiempo, obteniéndose resultados
diversos. Algunos estudios (Cuadro 3) le atribuyen como principales
caracteristicas nutritivas el contener una alta cantidad de hierro, vitaminas del
complejo B (tiamina, niacina y riboflavina) y menor cantidad de grasas respecto
a otras carnes rojas, representando un menor riesgo de enfermedades
coronarias a sus consumidores. Un estudio realizado por Chong-Eon et al.

(2007) en Corea encontraron que, con una porcion de 100 g de carne equina se

8



cubre cerca del 40% del requerimiento proteico para hombres adultos, asi como
el de fosforo (24%), sodio (2.5%), potasio (6.7%), hierro (21%), cinc (26%), y
cobre (40%) de la recomendacion diaria de ingesta mineral en hombres adultos,
aunque el calcio y manganeso no fueron detectables.

Los resultados obtenidos en varios paises y afios muestran diferencias notables
en cuanto a parametros nutritivos, la carne de equino ha sido considerada una
alternativa a la carne convencional, principalmente a la bovina, los motivos
pueden ser multiples, pero entre ellos pudieran ser como lo mencionamos
anteriormente, la aparicion en Europa, hace algunos afios, de casos de

dioxinas, Encefalopatia Espongiforme Bovina y Fiebre Aftosa.

Cuadro 3. Contenido nutricional, de hierro y vitaminas de la Carne de Equino.

Autor Afo Proteina % Grasa % Colesterol %  Fe* Niacina*  Tiamina*  Riboflavina*
Chong-Eon 2007 21.1 6 s/d 21.0 165 2.0 2.1
Litwinczuk 2008 20.2 s/d s/d s/d s/d s/d s/d
Badiani 1997 19.8 s/d 0.061 38.9 554 04 1.8
Potawska 2013 19.8 6.6 0.061 38.0 73.0 1.8 2.0
USDA 2013 21.4 4.6 0.052 38.2 46.0 1.3 1.0
PROMEDIO 20.4 5.6 0.058 38.3 47.7 14 1.7

s/d Sin dato reportado.
*mg/kg.

2.4 El color como indicador de especie y calidad de la carne

La calidad de un alimento es la suma de tres principales componentes: valor
nutritivo, inocuidad y aceptabilidad del consumidor (Clydesdale, 1978). La
aceptabilidad del consumidor incluye un amplio margen de atributos como la
apariencia, aroma, sabor, textura, etcétera. Sin embargo, el color de la carne es
el principal factor que influye en la decision de compra pues al juzgar la calidad
del producto en el punto de venta le convierte quizas en el atributo mas
importante, ya que si se considera inaceptable, el producto no sera comprado
y/o consumido en consecuencia los demas atributos pierden significancia.
Mancini y Hunt (2005), calculan que alrededor del 15% de la carne al por menor

se descuenta en el precio debido a la decoloracion de la superficie, que
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corresponde a pérdidas anuales por alrededor de $ 1000 millones en ingresos
(Mancini y Hunt, 2005; Bekhit y Faustman, 2005).

El color de la carne depende del tipo de muasculo (tipo de actividad) y de la
concentracion de mioglobina que contenga, ademas del estado de oxidacion del
atomo de hierro del grupo hemo y de una posible desnaturalizacion de la
globina (Hulot y Ouhayoun, 1999).

La carne de equino es rica en mioglobina y tiene una alta capacidad de
combinar con el oxigeno, por lo tanto la oxidacion de la oximioglobina rojo
brillante a metamioglobina marrén se acelera. Estas circunstancias reducen la
estabilidad del color rojo en la carne fresca de equino aquejando el
acortamiento de la vida util (Badiani y Manfredini, 1994).

La percepcion del color es Unica y exclusiva para cada individuo. Anteriormente
existia una gran dificultad para comunicar objetivamente un color especifico, sin
tener una base de referencia, de hecho las primeras mediciones del color se
hicieron basadas en estandares por medio de comparacién. Actualmente para
la identificacion exacta de un color, existen instrumentos que le atribuyen
valores numéricos, los cuales hacen objetiva esta propiedad (Hernandez-
Bautista y Rincén, 2009).

La CIE (de sus siglas en francés Comission Internationale de I"Eclairage, 1976)
recomienda para evaluar el color dos escalas alternativas y uniformes:

CIE (L*, a*, b*) o CIELAB y la CIE (L* u* v*) o CIELUV. Estas escalas se basan
en la teoria de percepcion de colores opuestos, que establece que un color no
puede ser verde y rojo, ni azul y amarillo al mismo tiempo. Cuando se expresa
un color en CIELAB, L*, indica la luminosidad o claridad y va de la escala 0 a
100; a*, indica el valor rojo/verde (-60 a +60) y b*identifica el valor amarillo/azul
(-60 a +60) (Figura 2).
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Blanco

Negro

Figura 2 La escala CIE y su interpretacion tridimensional

Para la evaluacién del color en carne y productos carnicos, Honikel (1997)
recomienda algunos pardmetros a considerar, como definir el tiempo de
Blooming o tiempo de exposicion de la carne al aire, exactamente después de
cortar la muestra, una fuente de luz D65 a un angulo de observacién de 10°
empleando la escala de color L* a* b* (CIE, 1976) y realizar la lectura por
triplicado, habiendo calibrado con los estandares (-L*=0) y blanco (+L*=100).
También debe considerarse que las lecturas hechas en carne con gran cantidad
de grasa intramuscular (marmoleo) o colageno produciran valores de gran
variabilidad. El contenido de mioglobina es intrinseco al musculo y depende de
los factores de produccién primarios, tales como especie, raza, edad, tipo de
musculo y grado de nutricién. El periodo antemortem, el proceso de sacrificio y
las etapas subsecuentes, también afectan al color (Honikel, 1998). A
continuacion se presenta informacion de color de la carne de equino y bovino
(Cuadro 4).
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Cuadro 4 Valores de color en carne equina y bovina

Especie Autor/Musculo L a B
Raes et al. 2003/ L. lumborum 41.70 20.70 215
Bovino Gil et al 2001/ L. thoracis 32.60 24.00 27.20
Delgado et al 2005/ L. dorsi 38.30 16.10 6.90
Lorenzo et al 2013 B. femoris 38.76 18.58 10.90
Equino Dufey 1996/- 34.59 - -
Bovino Promedio 37.53 20.27 18.53
Equino Promedio 36.67 18.58 10.90

En los equinos, diferentes autores han evaluado factores como raza, sexo, edad
al sacrificio, actividad fisica y tipo de musculo asociados al color. En cuanto a la
raza, Lawrie (1985) encontrd que la raza pura sangre inglés y los caballos de
tiro tenian diferentes contenidos de mioglobina (4.6 vs 7.7 mg de mioglobina /g).
Juarez et al. (2009) estudiaron el efecto de la raza sobre el color y mostraron
que los tres valores colorimétricos (L*, a* y b*) fueron mayores (p< 0.01) en
Burguete que en la raza Hispano Breton. Sin embargo, Lanza et al. (2009) no
encontraron diferencias significativas entre la raza, aunque se registraron
valores mas altos para los tres parametros para la raza Haflinger.

Tateo et al. (2008) encontraron que las caracteristicas colorimétricas no se
vieron afectadas significativamente por el sexo. Ademas, Franco et al. (2011)
demostré que ni la fuente de variabilidad (sexo y edad al sacrificio) influyen en
los indices colorimétricos, a pesar de que los machos tenian un valor
ligeramente mayor de L*y a*, lo cual podria estar relacionado con una mayor
actividad fisica de los machos que las hembras (Badiani y Manfredini, 1994). En
cuanto al tipo de musculo, el semitendinoso (ST) es menos oscuro que el
pectoral profundo (Robelin et al.,, 1984), sin embargo, Litwiczuk et al., (2008)
hallaron valores similares en Longissimus lumborum (LL) y ST para los

parametros de color. Lorenzo et al. (2013) encontraron que el ST fue mas
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luminoso que el semimembranoso (SM), Longissimus dorsi (LD) y Biceps
femoris (BF), el mas oscuro fue el Triceps brachialis (TB). Como podemos
observar, los resultados de la medicion de color muestran valores diversos,
dependiendo de la raza y el tipo de musculo.

Ademas de los efectos dependientes del animal, la variacion en el color de la
carne depende de aspectos extrinsecos como bienestar animal al sacrificio,

cadena de frio y método de conservacion de la carne.

2.5 Escandalo nutritivo
En el afio 2013 se presentd un escandalo alimentario en la Union Europea (UE)

cuando la Autoridad de Seguridad Alimentaria de Irlanda revelo los resultados
de un estudio en el cual se encontr6 DNA de equino no declarado en la etiqueta
de hamburguesas de res congeladas a la venta en tiendas y supermercados
como Tesco®, Iceland®, Aldi® y LidI®. Dicho producto, fue suministrado por la
empresa de alimentos ABP Silvercrest (ABP), y otras fabricas implicadas en
niveles bajos fueron, Dalepak® y Liffey meats® (Lawrence, 2013).

ABP sefalé a sus proveedores procedentes de Polonia. El escandalo crecid
cuando Irlanda advirtié a la United Kingdom Food Standards Agency (UKFSA)
qgue, debido a que las cadenas de suministro de ambos paises son altamente
integradas, lo que estaba a la venta en Irlanda podria estar a la venta en el
Reino Unido por lo que la UKFSA ordené analizar més productos para
determinar la presencia de DNA equino. Fue entonces cuando se reveld que la
carne en la lasagna congelada y espaguetis a la bolofiesa hechos para Tesco®,
Aldi® y Findus® por Comigel®, un fabricante francés, contenia hasta el 100% de
DNA equino.

Comigel® producia comidas a base de carne a bajo costo para supermercados
y empresas de marca en 16 paises diferentes por lo que el escandalo se
extendié rapidamente, presentandose “recalls” en Alemania, Suecia, Bélgica,
los Paises Bajos, Suiza, asi como Irlanda y el Reino Unido.

Comigel® habfa subcontratado la produccién de alimentos preparados a una
fabrica en Luxemburgo, denominada Tavola®, la cual a su vez se suministraba

de carne en una compaiiia llamada Spanghero® quien habria comprado carne
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de un defraudador holandés condenado por pasar carne de equino por carne de
res, Jan Fasen. Este comerciante holandés dirigi6 una compafia llamada
Draap®, que escrito al revés paard, significa caballo en holandés. Durante el
juicio de Fasen en Holanda declar6 que habia suministrado a empresas
francesas con carne de caballo importado de América del Sur y México
fraudulentamente etiguetada como res alemana y holandesa en
2007(Lawrence, 2013).

2.6 ldentificacion de especie en productos de origen animal

La identificacion de la especie en productos de origen animal (carne, leche o
sus derivados) es necesaria para los consumidores modernos, entre otras
razones:

Para evitar el dolo econdmico por sustitucion o adulteracion del producto, por
ejemplo carne de perro o gato por carne de bovino, en especial en alimentos
ofrecidos en expendios sin control sanitario; en otros casos, el uso de leche
bovina en la produccion de quesos cuya formula original requiere leche de otra
especie bien sea de bufala (Bubalus bubalis) en queso mozzarella, cabra u
oveja.

Requerimientos especiales, relacionados con aspectos de salud, tales como
problemas de alergias alimentarias en individuos susceptibles o que reaccionan
ante ciertas proteinas de origen animal; asi como aquellos individuos que no
toleran la ingesta de ciertos componentes de la leche, tales como la lactosa
(caso de infantes).

Por razones culturales, tal es el caso de los judios que no consumen productos
de origen porcino (Aranguren-Méndez, 2009).

Existen varios métodos para la identificacion de especie carnica, que van desde
los fisicos, quimicos, anatomicos, histologicos y biologicos, hasta las técnicas
moleculares sofisticadas. Todos los anteriores tienen pros y contras, de tal
manera que conocerlos es de gran utilidad para las personas que interactian
en este campo especializado (Singh y Neelan, 2011).

La seleccion de la técnica adecuada depende del tipo de producto a analizar.
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Métodos Fisicos

Se observa la apariencia general, puede combinarse percepcion del color,
textura, olor y presencia de partes del cuerpo junto con la carne. Los anteriores
nos dan una idea acera de la especie basada en las caracteristicas de la
calidad de la carne (Singh y Neelan, 2011).
Métodos Anatomicos
Se basan en la estructura anatdmica de las especies utilizadas para la
produccion de carne. Podemos identificar facilmente la especie de la cual
pertenece, siempre y cuando se presente la canal. En algunos paises el
sacrificio de bovino y equino para la producciébn de carne es una practica
comun. Asi, la sustitucion de una por otra puede representar un problema, en
estos casos las diferencias anatomicas entre las especies puede ser una
herramienta importante para su identificacién. En el Cuadro 5 se presentan las
principales diferencias anatomicas entre canales bovinas y equinas (Singh y
Neelan, 2011).

Cuadro 5. Caracteristicas de la canal de las especies equina y bovina.

EQUINO BOVINO

Procesos espinosos
primeras seis
vertebras dorsales
Procesos transversos

Bien

Poco desarrolladas
desarrolladas

‘e . Articuladas : . .
altimas tres vértebras . Sin articulacion
entre si
Vertebras lumbares
Comparativamente
. Angostas y .
Costillas mas Gruesas y
curveadas
menos curveadas
Cavidad toracica Larg_a (18 Corta (13 costillas)
costillas)
Alamitad de  Toda la longitud del
Ulna la longitud del  radio y articula con
radio los carpos
Huesos de las Presencia de .
: . Ausencia de Tercer
extremidades Fémur Tercer
trocante
trocante
. 2/3 de lo largo ~
Fibula de la Eibula Pequeia

Fuente: Singh, 2007.
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Técnicas Histoldgicas

En esta técnica generalmente se mide la longitud de la fibra muscular, diametro,
densidad y patron de las fibras musculares en diferentes especies (Singh y
Neelan, 2011).

Técnicas Quimicas

Existen técnicas para determinar diferentes nutrientes y sus cantidades
presentes en la carne, pudiendo ser de gran valor si se conocen las diferencias
de dichos compuestos entre las especies interesadas, siendo una técnica
complementaria para su determinacion (Singh y Neelan, 2011). Como ejemplo
los carotenos presentes en la carne de bovino y el bafalo.

Técnicas Bioldgicas

Estas técnicas estan basadas principalmente en las reacciones antigeno-
anticuerpo; los antigenos homaologos se unen con el anticuerpo y es visualizado
por varios métodos. Estas técnicas son simples y pueden ser desarrolladas en
cualquier lugar. También son conocidas como pruebas serolégicas o
inmunolégicas. Dentro de estas técnicas destacan las siguientes: Prueba de
Precipitacion, ELISA y Fijacion de Complemento.

Prueba de precipitacion

Es conocida como Prueba de Precipitaciéon de Anillo (RPD) en el cual el
antigeno homologo y los anticuerpos reaccionan formando un anillo en el punto
de su interaccion. Los anticuerpos conocidos son mezclados en un tubo con un
macerado de la muestra carnica. Si la linea de precipitacién se forma en el
punto donde se mezclan entonces se indica positividad. Por ejemplo si un
antisuero de equino es mezclado con un macerado de carne sospechosa en un
tubo, éste se muestra turbio y forma un anillo de precipitacion definido, si la
muestra resulta positiva. Esta prueba tiene limitantes, puede ser aplicada solo
para una evaluacién cualitativa y no puede ser utilizada en carne cocida.

Presenta falsos positivos en especies cercanamente relacionadas debido a una
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reaccion cruzada. El anillo es dificil de observar y difuso en un periodo corto de
tiempo (Singh y Neelan, 2011).

Fijacion de Complemento
También conocida como prueba de inmunodifusion o prueba de precipitacion en
agar. Es el mismo principio de la prueba de precipitacion pero se usa un
complemento para una larga duracion de los resultados. Para este propésito se
utiliza suero de cerdos de Guinea como complemento y células rojas
sanguineas de borrego y suero de conejo como indicadores. Puede ser usado
como prueba cuantitativa y cualitativa detectando adulteraciones por arriba de
un 5%, sin embargo, la prueba dura de dos a tres dias, y es poco efectiva en
carne completamente cocida, es de baja sensibilidad y puede dar falsos
positivos en especies cercanamente relacionadas debido a reaccion cruzada
(Fajardo et al., 2010; Singh y Neelan, 2011).

ELISA

Es un método rapido de alta sensibilidad para manejar varias muestras a la vez,
esta prueba puede determinar hasta 2% de adulteracién en la muestra. Existen
diferentes tipos de ELISA que estan en uso como la ELISA indirecta, ELISA
competitiva y sdndwich ELISA. Estas técnicas estan basadas principalmente en
anticuerpos policlonales contra el musculo o suero proteico.

Estos anticuerpos policlonales son limitados en su produccion (Singh et al.,
2011).

Las técnicas basadas en proteinas como las electroforéticas (Montowska et al.,
2007), cromatogréficas (Chou et al., 2007) y espectroscopicas (Ellis et al., 2005)
han sido utiles para identificar el origen de la especie carnica, sin embargo,
estan limitadas cuando la muestra ha tenido un tratamiento térmico debido a
desnaturalizacion de las proteinas durante el procesamiento de los alimentos.
Ademas, el andlisis por inmunoensayo, el cual se sustenta por el uso de
anticuerpos contra proteinas especificas es frecuentemente alterado por

reacciones cruzadas entre especies cercanas (Ayaz et al., 2006).
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El uso de métodos analiticos basados en acidos nucleicos pueden superar esos
inconvenientes debido a que el DNA es muy estable y molecularmente de larga
vida en todos los tejidos de los organismos. Dentro de todos los métodos
basados en el DNA la reaccion en cadena de la polimerasa es la técnica
molecular més desarrollada que provee una simple, rapida, altamente sensitiva
y especifica herramienta para detectar constituyentes de origen animal en
alimentos. (Mafra et al., 2008; Tobe y Linacre, 2008; Fajardo et al., 2010).

La Reaccion en cadena de la Polimerasa (PCR): Es un método rapido ya que
se pueden obtener multiples copias de fragmentos especificos de DNA in vitro y
tiene un alto grado de selectividad y sensibilidad. La técnica amplifica una
secuencia blanco de una forma exponencial siendo capaz de detectar inclusive

una sola copia de la secuencia de una célula (Singh y Neelan, 2011).

2.7 Reaccion en cadena de la polimerasa (Polimerase Chain Reaction -
PCR)
La autenticidad de los alimentos es actualmente un tema importante para los
investigadores, consumidores, industrias y los marcadores de politicas en todos
los niveles del proceso de produccién. Especialmente en la industria de la
carne, los productos procedentes de distintas especies zootécnicas son
objetivos susceptibles de etiquetado fraudulento debido al beneficio econdmico
que resulta de la venta de una carne mas barata que la carne de las especies
mas rentables y convenientes, entre otros aspectos. Estas razones han
motivado el desarrollo de métodos para garantizar el comercio justo y el
etiquetado de la carne desde el nivel de la produccion hasta el uso de los
consumidores de productos finales. En comparacién con la proteina, el DNA es
mas estable y resistente a factores tales como alta temperatura, la presion, y
compuestos quimicos. Las propiedades antes mencionadas de los &cidos
nucleicos permiten la identificacion no sélo de los productos de carne cruda de
diferentes especies, sino también aquellos sometidos a tratamiento térmico o
complementado con diversos compuestos quimicos. Ademas, los métodos

genéticos hacen posible distinguir las especies de carne de animales
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estrechamente relacionados, tales como, por ejemplo, de pollo y de pavo, o
carne que se utiliza de manera individual o en una mezcla compleja. En los
altimos afos, toda la atencidén ha girado hacia la implementacion de la genética
molecular para la identificacibn de especies de carne debido a su alta
sensibilidad y especificidad, asi como el tiempo de procesamiento rapido y de
bajo costo (Spychaj et al.,2009; Fajardo et al.,2010).

PCR multiplex

La PCR multiplex es una variacion de la PCR convencional, en la cual mas de
un par de oligonucle6tidos es usado en la reaccion en cadena de la polimerasa.
El objetivo de esta técnica es amplificar diferentes segmentos del DNA de
interés, empleando una uUnica muestra del DNA objetivo, en poco tiempo y
minimizando costos (Matsunaga et al., 1999).

El rendimiento de cada uno de los productos amplificados es reducido en
proporcion al numero de oligonucleétidos que se incluyan en la reaccion. Sin
embargo como una regla general, mas de ocho pares de oligonucleétidos
empleados simultdneamente en la reaccion pueden ocasionar un bajo
rendimiento en la amplificacion de los productos hasta el punto de causar la
invisibilidad de éstos en el posterior analisis de los productos en un gel de
agarosa (Sambrook y Rusell, 2001).

Para optimizar la reaccion multiplex, deberda tomarse en consideracion lo
siguiente:

Comprobar gue los oligonucledtidos seleccionados amplifican eficazmente por
separado, utilizando el mismo programa de PCR.

Determinar la cantidad adecuada de cada pareja de oligonucledtidos para lograr
la maxima amplificacion de éstos, en reacciones separadas bajo el mismo
programa de PCR y las mismas condiciones de reaccion. (Sambrook y Rusell,
2001).

El proceso de PCR por lo general consiste en una serie de 20 a 35 cambios

repetidos de temperatura llamados ciclos; cada ciclo suele consistir en 2-3
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pasos de temperaturas. La PCR comun se realiza con ciclos que tienen tres
pasos de temperatura. Los pasos a menudo estadn precedidos por un choque
térmico (llamado "hold") a alta temperatura (>90°C), y seguido por otro “hold” al
final del proceso para la extension de producto final o el breve almacenaje. Las
temperaturas usadas y el tiempo aplicado en cada ciclo dependen de gran
variedad de parametros (Sambrook y Rusell, 2001). Las tres etapas que se
repiten durante los ciclos son: Desnaturalizacion, Hibridacién y Elongacion.

Desnaturalizacion
La desnaturalizacion de la doble hebra de DNA es determinante para la
obtencibn de hebras simples a partir de la molécula de DNA. La
desnaturalizacion se debe tanto a la ruptura de los puentes de hidrogeno entre
pares de bases, como de las interacciones hidrofobicas entre bases apiladas al
desnaturalizarse. Las dos hebras del DNA se separan y pasan a una
conformacién al azar sin que se altere la estructura primaria, ya que no hay
ruptura de enlaces covalentes.
Ese paso se lleva a cabo sometiendo a la muestra a altas temperaturas (94-
95°C), La temperatura a la cual se decide realizar la desnaturalizacion depende,
por ejemplo, de la proporciéon de G+C que tenga la hebra, como también del
largo de la misma. Otros métodos, raramente empleados en la técnica de la
PCR, serian la adicién de sales o agentes quimicos capaces de realizar la
desnaturalizacion (Sambrook y Rusell, 2001).

Hibridacion
Durante esta etapa el cebador se unira a su secuencia complementaria en el
DNA molde. Para ello es necesario bajar la temperatura a 50-65°C durante 20-
40 segundos (segun el caso), permitiendo asi el alineamiento. Los puentes de
hidrégeno estables entre las cadenas de DNA (unién DNA-DNA) sélo se forman
cuando la secuencia del cebador es muy similar a la secuencia del DNA molde.
La polimerasa une el hibrido de la cadena molde y el cebador, y empieza a
sintetizar DNA. Los cebadores actuaran como limites de la regién de la
molécula que va a ser amplificada (Sambrook y Rusell, 2001).

Elongacion
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En esta etapa actla la DNA polimerasa, tomando el DNA molde para sintetizar
la cadena complementaria y partiendo del cebador como soporte inicial
necesario para la sintesis de nuevo DNA. La polimerasa sintetiza una nueva
hebra de DNA complementaria a la hebra molde afiadiendo los dNTP's
complementarios en direccion 5'— 3', uniendo el grupo 5'- fosfato de los dNTPs
con el grupo 3'-hidroxilo del final de la hebra de DNA creciente (la cual se
extiende). La temperatura para este paso depende de la DNA polimerasa que
usemos. Para la Taqg polimerasa, la temperatura de maxima actividad esta en
75-80°C (comunmente 72°C). El tiempo de extensién depende tanto de la DNA
polimerasa usada y de la longitud del fragmento de DNA que se va a amplificar
(Comunmente 72°C). El tiempo de extension depende de la DNA polimerasa
usada y la longitud del fragmento de DNA que se va a amplificar (Sambrook y
Rusell, 2001).

Componentes de lareaccién

Para poder llevar a cabo la reaccion en cadena de la polimerasa se requiere de
los siguientes componentes esenciales:

¢ DNA polimerasa termoestable.

e Oligonucleétidos sintéticos (Primers).

e Desoxinucleétidos trifosfato (ANTPS).

e Cationes divalentes.

DNA polimerasa termoestable
Inicialmente se emple6 la DNA polimerasa de Escherichia coli, como enzima
polimerizadora, pero debido a su inestabilidad térmica era necesario agregarla
cada ciclo, haciendo muy costosa la prueba. Tomando en cuenta los problemas
que producia el empleo de esta enzima, se purificé una enzima termoestable a
partir de bacterias Thermus acuaticus que actualmente se conoce como Taq
polimerasa. Esta enzima tiene un peso molecular cercano a los 93.910 Da y su
temperatura optima, en que se observa su actividad maxima, es entre 75 y
80°C; su tasa de incorporacion de nucleétidos, es de wunos 150

nucleodtidos/seg/enzima (Perera y Garcia, 2002).
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Oligonucleétidos sintéticos (Primers)

De todos los factores que influyen sobre la eficiencia y especificidad de la
reaccion de amplificacion, el mas crucial es el disefio de los oligonucleétidos, en
donde segun Perera y Garcia (2002) es muy importante atender diversos
factores:
La longitud de los oligonucleétidos utilizados para cebar la reaccion de PCR
debera de ser de secuencia corta (15 a 30). Cuando mayor sea su tamafo,
mayor es la posibilidad de que se asocien a secuencias no perfectamente
complementarias y conduzcan a la amplificacién de productos no especificos
(Perera y Garcia, 2002).
La composicién de bases de los cebadores es importante por el efecto que
tiene sobre la estabilidad del hibrido; lo ideal es que tengan 50% de GC. Si el
porcentaje es menor, interesa que tenga mayor longitud, para evitar una baja
temperatura de fusion. Deben evitarse secuencias con bases repetidas (mas de
3 0 4 seguidas), para dificultar uniones no correctas. Los oligonucleétidos deben
estar presentes en la reaccidbn a una concentracion adecuada. Su ausencia
detiene el proceso de amplificacién, pero una cantidad excesiva puede provocar
su unién inespecifica y la amplificacion de secuencias no deseadas. Para la
amplificacion de secuencias especificas y determinadas, se utilizan cebadores
también especificos, derivados de regiones conocidas que flanquean la
secuencia de interés.

Desoxinucleodtidos trifosfatos (ANTPs)
Son desoxinucleotidos con dos atomos de fésforo mas, suelen agregarse en
concentraciones superiores a lo establecido ya que se gastan en la reaccion
rapidamente, la concentracion de dNTP y el MgCl 2 va relacionada, ya que la
enzima necesita de Mg para poder incorporar a los dNTP. (Sambrook y Rusell,
2001)
Para una concentracion de 200 uM de cada dNTP se suele afadir a una
concentracion de 1.5 mM (Perera y Garcia, 2002).

Cationes divalentes
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Todas las DNA polimerasa termoestables requieren de cationes divalentes
libres para su actividad, usualmente MG2+, sin embargo, la presencia de estos
estd mas ligada a la presencia de dNTPs y oligonucleoétidos, debido a que son
ellos los que se unen al catién. La concentracion molar del cation, debe exceder
la concentracion molar de los grupos fosfato que aportan dNTPs mas los
oligonucledtidos (Sambrook y Rusell, 2001).

2.8 Conclusiones de la Revision

El equino ha sido utilizado de muy diversas maneras, desde animales de trabajo
hasta como fuente de proteina de origen animal. Su carne, ha sido apreciada en
desde tiempos lejanos en muchas culturas, la cual es muy similar a la carne
bovina desde el punto de vista nutritivo. Existen paises donde la carne de
equino es un producto aceptado y algunos otros donde no lo es. En nuestro
pais, los volimenes de produccién de carne bovina y equina son diferentes,
siendo mayor la de carne bovina, sin embargo, México es uno de los principales
productores de carne equina a nivel mundial, al grado de que existe una
industria de sacrificio de equinos que permite la exportacion de este producto;
no obstante, los volimenes de exportacion son menores en comparacion a los
de produccion, aunado a la ausencia de cifras de consumo interno, nos revela
un posible empleo de ésta como un producto sustitutivo en algin punto de la
cadena productiva de la carne bovina nacional, lo que hace necesario
autentificar el origen de especie de la carne; para este fin existen diferentes
técnicas y la PCR ha demostrado mejores atributos respecto a las demas.

La composicién nutritiva de la carne es uno de los principales atributos a
considerar por los consumidores, ademas que no es apreciable a simple vista,
de igual manera, las caracteristicas organolépticas de la carne inciden
directamente en la compra, siendo el color el principal atributo para ese fin, lo
gue nos lleva a analizar la carne expedida en la principal ciudad de consumo de

carne bovina del pais.
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3 PRESENCIA DE CARNE EQUINA EN EXPENDIOS DE
CARNE BOVINA EN LA CIUDAD DE MEXICO

3.1 Resumen
En México, durante el afio 2011 se registraron producciones de carne de equino

de alrededor de 64 mil toneladas, mientras que el volumen de exportaciones fue
de solamente 14 mil, evidenciando la presencia de este producto dentro del
pais. La informacién sobre el consumo y comercializacion del mismo es
limitada, motivo por el cual se sospecha de la sustitucién de carne bovina por
equina en diferentes subproductos. En este sentido, se estandarizé la técnica
de Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR) para la identificacion de la
especie animal en carne fresca. Para determinar la frecuencia de sustitucién de
carne bovina por equina, se realiz6 un muestreo en 74 establecimientos
integrados por 69 mercados delegacionales (138 muestras) y 5 centros de
comercializacién (23 muestras) en la ciudad de México. De un total de 161
muestras la frecuencia de positividad fue de 9 representando el 5.5%; solo una
de las muestras positivas se encontr6 en Centros de Comercializacién mientras
gue las ocho restantes se encontraron en los Mercados Delegacionales. Las
muestras positivas constituyen el 12.16% de los establecimientos. La técnica de
PCR es apropiada para la identificacion de especies en carne fresca.

Palabras Clave: Carne, Equino, Bovino, Sustitucién.
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ANIMAL SPECIES IDENTIFICATION IN FRESH MEAT
BUTCHERIES OF MEXICO CITY

3.2 Abstract
The production of horsemeat in México during 2011 was around 64,000 tons,

meanwhile the volume of exports were only 14 000, showing the presence of
this product within the country. The information about consumption and
marketing of this product is limited, therefore the replacement of bovine meat by
horsemeat in different products is suspected. In this sense, the Polymerase
Chain Reaction (PCR) to identify the origin of the species in fresh meat was
standardized. To determine the frequency of replacement of beef by horsemeat,
sampling was carried out in 74 establishments made up of 69 borough markets
(138 samples), and 5 marketing centers (23 samples) in Mexico city. From a
total of 161 samples, the positive frequency was 9 representing 5.5 %; only one
of the positive samples was found in Marketing Centers while the eight
remaining were found in borough markets. Positive samples constitute 12.16%
of the establishments. The PCR technique is suitable for the identification of

species in fresh meat.

Key words: meat, horse, beef, replacement.
Master of Science Thesis, Universidad Autbnoma Chapingo
Author: Guillermo Resendiz Gonzalez
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3.3 Introduccidn
Segun la FAO (2013), durante el afio 2011 México ocupoé el quinto lugar como

pais productor de carne equina con una produccion de 64 696 toneladas y
durante el mismo periodo, el cuarto lugar como exportador con 14 026
toneladas, existiendo una diferencia de 50 669 toneladas que aparentemente se
guedaron en el pais, lo que permite suponer un consumo interno. Pese a ello,
no se cuenta con informacion de los canales de distribucién y comercializacion
para carne y subproductos equinos en el pais. Debido a lo anterior, se
sospecha de sustitucion de carne hacia el consumidor, especificamente de un
intercambio de carne de diferente especie en productos y subproductos
carnicos.

Esta situacién ha sido motivo de preocupacién desde muchos afios atras, y
para ello se han utilizado diferentes métodos de analisis como ejemplo tenemos
el trabajo realizado por Garcia Macias et al. (2000), quien realiz6 un estudio
mediante la técnica de inmunodifusion doble en gel para identificar especie en
muestras de carne provenientes de carnicerias de la ciudad de Chihuahua, asi
como Moreno Ramirez (1972), mediante una prueba de precipitacion, realizé la
identificacion de especie de cecina expedida en algunos mercados y tianguis
del Valle de México. Sus resultados fueron del 22 y 17% de positividad a carne
de equino sobre el total de sus muestras, respectivamente. No obstante, en los
altimos afos, toda la atencién ha girado hacia la implementacion de la genética
molecular para la identificacibn de especies en productos de origen animal
debido a su alta sensibilidad y especificidad, asi como el tiempo de
procesamiento rapido y de bajo costo (Spychaj et al., 2009, Fajardo et al.,
2010).

En este sentido, Kuhen et al. (2006) analizaron 500 muestras para diferenciar
entre carne de asno asiatico salvaje (Equus hemionus) y el caballo doméstico
(Equus domesticus), mediante una técnica de RFLP y PCR provenientes de
mercados en la ciudad de Ulaanbatar, Mongolia, encontrando todas las
muestras positivas a equino doméstico. La técnica de PCR se ha ido

desarrollando para determinar diferentes especies animales, asi Corona et al.
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(2007), desarrollé una prueba de PCR para determinar la presencia de DNA de
bovino, ovino, caprino y porcino en concentrados y harinas destinadas a la
alimentacion animal para el control efectivo de esta fuente potencial de
transmision de la encefalopatia espongiforme bovina (EEB). Kesmen et al.
(2010) desarrollaron un método mediante PCR para identificar carne de caballo,
burro y cerdo en una salchicha seca fermentada tradicional de Turquia, llamada
Sucuk.

Debido a que la Ciudad de México y su zona metropolitana representan el
principal centro de comercializacion y consumo de carnes (Téllez-Delgado et
al., 2012) en particular de carne bovina, es un punto de referencia para estudiar
algun tipo de sustitucion y dentro de ésta, los principales puntos de venta lo
constituyen los mercados delegacionales y los centros de distribucion ya que el
37% de la poblacion consume carne de bovino adquirida en mercados publicos;
el 28.2% en carnicerias de barrio; el 27.4% en tiendas de autoservicio; y el
5.2% en tianguis o mercados sobre ruedas. Debido a esto, es necesario
determinar la presencia de carne equina en carnicerias de carne bovina en

mercados delegacionales de la Ciudad de México mediante la técnica de PCR.

3.4 Materiales y Métodos
3.4.1 Toma de muestras

Para realizar el muestreo de carne en el Distrito Federal, se considerd lo
siguiente: Se tomaron muestras en grandes centros de comercializacion y
Mercados delegacionales de la Ciudad de México, donde los grandes centros
de comercializacion fueron los siguientes: La Merced, Calle 7, Rastro Viejo,
Central de Abastos y Ferreria. En cuanto a los Mercados Delegacionales, se
realiz6 una busqueda en el portal del Instituto de Acceso a la Informacién
Plblica y Proteccién de Datos Personales del Distrito Federal para solicitar
informacion sobre alguna base de datos de mercados delegacionales,
obteniendo por cada delegacion el listado de los mismos.

El muestreo fue designado guardando proporcidon conforme al numero de
mercados por delegacion, obteniendo 2 muestras por cada mercado (Cuadro 6).

La seleccion de mercados fue aleatoria con ayuda del programa Excel.
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Cuadro 6 Numero de mercados, mercados muestreados y nimero de muestras por

Delegacion.
DELEGACION MERCADOS MERCADOS MUESTREADOS MUESTRAS
307 69 161
ALVARO OBREGON 15 3 6
AZCAPOTZALCO 20 5 10
BENITO JUAREZ 16 4 8
COYOACAN 17 4 8
CUAJIMALPA 5 1 2
CUAUHTEMOC 34 8 16
GUSTAVO A. MADERO 49 11 22
IZTACALCO 17 4 8
IZTAPALAPA 20 5 10
LA MAGDALENA 5 1 2
CONTRERAS
MIGUEL HIDALGO 19 4 8
MILPA ALTA 9 1 2
TLAHUAC 19 4 8
TLALPAN 18 4 8
VENUSTIANO 33 8 16
CARRANZA
XOCHIMILCO 11 2 4
CENTROS DE - - 23

COMERCIALIZACION

Fuente: Infodf, 2012

Las muestras que se obtuvieron de las carnicerias fueron adquiridas bajo las
mismas condiciones que cualquier consumidor de carne de dichos
establecimientos. Se solicité carne de aguayén (Biceps femoris), dado que es
un corte que se trabaja de la misma forma en el equino y el bovino, se decidié
usarlo como corte de referencia, sin embargo este hecho no pudo constatarse
debido a que la obtencion de las mismas no permitia observar con claridad de
gué corte provenian. Las muestras eran de aproximadamente 250 gramos y se
pidieron en una sola porcion para disminuir el riesgo de contaminacion, fueron
separadas e identificadas y se mantuvieron en hielo durante el proceso de toma
de muestras y transportacién. La muestra de carne para la Reaccion en Cadena
de la Polimerasa (PCR), se obtuvo inmediatamente después del arribo al
laboratorio del Posgrado en Produccion Animal de la Universidad Autonoma
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Chapingo, mediante un corte con un escalpelo de una porcion interna de cada
muestra, esto con la finalidad de evitar una posible contaminacion de origen.
3.4.2 Extraccion de DNA de tejido

En un microtubo se colocaron 500 mg de tejido, y se mantuvo en
ultracongelacion (ThermoSientific®, modelo 2186) a -80°C por 48 horas. Las
muestras se liofilizaron (Labconco®, modelo Freezone 4.5) durante 5 dias, se
molié el tejido con ayuda del disruptor celular TissueLyser II® (Qiagen,
Alemania) y se realizé la extraccion de ADN, colocando 1000 pl de solucion de
lisis, 7 ul de proteinasa K (promega), e incubando a 50°C por dos horas y a
60°C durante una hora (Jeio-Tech, modelo 1B-15G), se agregaron 500 ul de
Fenol:cloroformo:isoamilico (12:24:1) y se centrifugé a 10000 rpm (Eppendorf,,
modelo 5430) durante 10 minutos. El sobrenadante se recuperd en otro tubo y
se adicion6 1000 ul de etanol al 70% a -20°C mezclandose por inversion hasta
gue el ADN precipitd. Se formé un pellet mediante centrifugacion y se secé en

centrifuga de vacio, para resuspenderse en 50 ul de TE.
3.4.3 Cuantificacién de ADN por medicion de absorbancia

La concentracion y pureza final de ADN, (ng/ul.) fue calculada por medio del
espectrofotometro Nanodroop® (Thermo Scientific, modelo ND-100) los rangos
de lectura de 230/260 (que es la longitud de onda donde absorbe luz el ADN) y
la longitud de onda 260/280 (donde se observa la pureza o si existen trazas de

proteinas, fenoles o amino &cidos arométicos).

Las preparaciones puras de ADN indican valores dentro del rango de 1.8 a 2.0
ng/pl, mientras que valores superiores a 2.0 ng/pl muestran la existencia de
preparaciones puras de ARN. Si existe contaminacién significativa con fenol o
proteinas, la relacion 260/280 sera menor de 1.7 ng/ul entonces no se puede
cuantificar el ADN presente en la muestra (Sambrook y Rusell, 2001). Las
muestras que no cumplieron con estos requerimientos fueron sujetas a un

nuevo lavado con Fenol:cloroformo:isoamilico (12:24:1) y etanol para mejorar la
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calidad. EI ADN fue almacenado a -20°C hasta la dilucién para la reaccién de
PCR.

3.4.4 Determinacion de especie mediante PCR
El presente protocolo experimental contempla la amplificacion del DNA de las
especies de interés mediante PCR mix. Para ello se usaron 161 muestras de
tejido carnico obtenidos durante el muestreo.
3.4.5 Seleccion de los oligonucledtidos
Se seleccionaron los oligonucleétidos reportados por Matsunaga et al. (1999)
que consisten en un primer forward universal y los oligonucleétidos reverse

especificos de especie (Cuadro 7).

Cuadro 7 Oligonucleétidos para la determinacion de especie

Especie | Primer | Secuencia Tamafio

Universal | Forward | GAC CTC CCA GCT CCA TCA AAC ATC TCA TCT TGA TGA AA | NA

Bovino Reverse | CTA GAA AAG TGT AAG ACC CGT AAT ATA AG 274bp

Equino Reverse | CTC AGA TTC ACT CGA CGA GGG TAG TA 439bp

3.4.6 Reacciéon de PCR
La mezcla madre a volumen final de 50 ul comprende 5ul de10x PCR buffer, 1pl
de 20uM de DNTP mix, 2 pl de primer universal [10 pmol/pl], 2 pl de primer
equino [10 pmol/ul], 2 pl de primer bovino [10 pmol/ul], 0.25 pl de taq
polimerasa (Roche), 250 ng de muestra y 32.75 pl de agua grado biologia
molecular (Sigma). Se utilizé la termocicladora Axygen (modelo Maxygene). Las
condiciones de termociclado fueron: 35 ciclos de amplificacion, 94°C durante 30
segundos, 60°C durante 30 segundos y 72°C durante 30 segundos.
3.4.7 Gel de electroforesis

Se mezclaron 5 ul del amplicon con 3 ul de buffer de carga 5x y se colocaron 6
ul en un gel de agarosa Seakem (Lonza) al 3% (P/V) en 1500 ml TAE 1x, con
25 pl de Bromuro de Etidio (Invitrogen). Para la lectura, se corrio a 100 V

durante 45 minutos.
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3.4.8 Andlisis estadistico
Se realiz6 la prueba de Chi-cuadrada (X?) con la finalidad de comparar los

resultados obtenidos respecto a los esperados, por lo que la hipétesis nula (Ho)
se fundament6 en que las muestras de carne adquiridas de carnicerias serian
de la especie bovina, mientras que la hipétesis alternativa (H,) refiere que al
menos una de las muestras no corresponderia a carne bovina sino a carne

equina.

3.5 Resultados y Discusion
Se tomaron en total 161 muestras, 23 provenientes de grandes centros de
comercializacién y 138 de mercados delegacionales, muestreando un total de
69 mercados correspondiendo al 22.5% del total de mercados del Distrito
Federal (307).
Los patrones de los productos amplificados por la PCR obtenidos de cada una
de las muestras, correspondieron a los tamafios esperados de las especies de
interés, se obtuvieron fragmentos de 439 y 274 pares de bases (bp) que
corresponden a lo reportado por Matsunaga et al. (1999) para equino y bovino
respectivamente.
Los resultados de la prueba de PCR se muestran en las Figuras 3 a la 9
(Consultar anexo para su interpretacién). Se obtuvieron un total de 9 muestras
positivas a equino (5.59%) y 152 positivas a bovino (94.41% del total), con lo
cual se demuestra que la carne equina es utilizada para sustituir a la carne
bovina en la comercializacién. Cabe sefialar que una muestra presenté doble
bandeo, cada una en los pesos moleculares para ambas especies, por lo cual
se realizé una prueba de sensibilidad con diferentes cantidades de ADN de
ambas especies y asi observar su patrén a fin de determinar qué cantidad de
ADN es la mayoritaria de especie y poder definir asi su origen (Figura 9).
Como lo mencionamos previamente, existen alrededor de 50 000 toneladas de
carne equina en el mercado nacional, las cuales pueden estar constituidas en
cortes de diferentes porciones anatdomicas del equino, (cuarto delantero o
cuarto trasero) lo que nos puede inducir a la existencia de sustitucion no sélo en

carne fresca, sino también en otros productos y subproductos de origen carnico.
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La prueba de Ji cuadrada nos indica que no se tienen los elementos
estadisticos para rechazar la hipotesis nula, por lo tanto se acepta, sin embargo
los resultados son importantes ya que el encontrar una muestra positiva a

equino nos demuestra su uso como sustituto de carne bovina.
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Figura 3. Gel de electroforesis de la prueba de PCR de muestras
de la Ciudad de México (1). - Control negativo, +B Control positivo
de Bovino, +E Control positivo de Equino, y nimero de muestra
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Figura 4. Gel de electroforesis de la prueba de PCR de
muestras de la Ciudad de México (2). - Control negativo, +B
Control positivo de Bovino, +E Control positivo de Equino, y
namero de muestra
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Figura 5. Gel de electroforesis de la prueba de PCR de muestras de la Ciudad de
México (3). MP Marcador de peso molecular, - Control negativo, +B Control positivo de
Bovino, +E Control positivo de Equino, y nimero de muestra
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Figura 6. Gel de electroforesis de la prueba de PCR de muestras de la Ciudad de
México (4). MP Marcador de peso molecular, - Control negativo, +B Control positivo de
Bovino, +E Control positivo de Equino, y nimero de muestra
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Figura 7. Gel de electroforesis de la prueba de PCR de muestras de la Ciudad de
México (5). MP Marcador de peso molecular, - Control negativo, +B Control positivo
de Bovino, +E Control positivo de Equino, y nimero de muestra

Figura 8. Gel de electroforesis de la prueba de PCR de muestras de la Ciudad

de México (6). MP Marcador de peso molecular, +B Control positivo de Bovino, 38

+E Control positivo de Equino, y nUmero de muestra
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Figura 9. Gel de electroforesis de mezclas de
los diferentes controles positivos a diferentes
cantidades de DNA. Equino 20%-Bovino 80%,
Equino 40%-Bovino 60%, Equino 60%-Bovino
40%, y Equino 80%-Bovino 20% nanogramos
totales por reaccion 250.

3.6 Conclusion
Se concluye que existe un cierto grado de sustitucion de carne bovina por

equina en los mercados delegacionales de la Ciudad de México, constituyendo
un engafio al consumidor de éste producto; en general esta situacion puede
agravarse si no se toman las medidas pertinentes afectando la produccion de
carne bovina al ocupar el lugar de éste producto a un precio mas bajo, ademas
de la falta de informacién para el consumidor. Esta practica puede presentarse
también en otros subproductos de origen animal, principalmente en
subproductos cocidos. En cuanto a la técnica de reaccion en cadena de la
polimerasa, se demostré que es una herramienta util para determinar el origen

de la especie en productos de origen animal.
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4. CARACTERISTICAS NUTRITIVAS DE CARNE FRESCA DE
BOVINO Y EQUINO

4.1 Resumen

Se recolectaron 161 muestras provenientes de mercados delegacionales de la
Ciudad de México para determinar la especie de origen mediante PCR. La
carne proveniente de las especies equina y bovina fue analizada por medio de
la tecnologia de espectroscopia de reflectancia en el infrarrojo cercano (NIR’S)
para evaluar sus caracteristicas nutritivas (proteina, humedad, grasa y
colageno), y el color de ambos tipos de carne. Los resultados muestran
diferencias (p<0.05) en los parametros proteina (22.00% vs 23.51%) y humedad
(73.16% vs 75.13%), la luminosidad (L*) se mostrd disminuida (p<0.05) en la
carne equina, con respecto a la carne bovina, mientras que los demas
parametros (grasa, colageno, a* y b*) no tuvieron diferencias estadisticas entre
las especies. Por lo cual se concluye que la carne equina tiene un menor
contenido de proteina y humedad, ademdas de ser mas oscura respecto a la
carne de res.

Palabras Clave: Carne, Equino, Bovino, NIR’s.

Tesis de Maestria en Ciencias en Innovacién Ganadera, Universidad Autbnoma Chapingo
Autor: Guillermo Resendiz Gonzalez.
Director de Tesis: Gilberto Aranda Osorio
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NUTRITIONAL CHARACTERISTICS OF MEAT SAMPLES FROM
BOROUGH MARKETS OF MEXICO CITY

4.2. Abstract
One hundred sixty one samples from markets of Mexico City were collected to

determine the species of origin by PCR. The beef and horsemeat was analyzed
by near infrared spectroscopy technology (NIR's) to assess their nutritional
characteristics (protein, moisture, fat and collagen), as well as the color of both
types of meat, in order to evaluate the physicochemical characteristics. The
results showed differences (p < 0.05) in protein parameters (22.00% vs 23.51%)
and moisture (73.16 vs 75.13), lightness (L *) was decreased (p < 0.05) in
horsemeat, with respect to meat bovine, while other parameters (fat, collagen,
a* and b*) had no statistical differences between species. Therefore we
conclude that horsemeat has a lower protein content and moisture, and is darker

in comparison to beef.

Key words: meat, horse, beef, NIRs.

Master of Science Thesis, Universidad Autbnoma Chapingo
Author: Guillermo Resendiz Gonzalez
Advisor: Gilberto Aranda Osorio
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4.3. Introduccién

El rol del equino ha sido diverso en Norteamérica durante el dltimo siglo,
incluyendo el sacrificio para la obtencion de productos céarnicos con fines de
consumo de éstos por el humano. Culturalmente la carne equina no es la
preferida para los estadounidenses ni para algunos canadienses, sin embargo,
en México fue y es considerada una fuente carnica aceptable (Stull, 2012).
Pese a ello, en los ultimos afios en México se especula de una sustitucion de
carne bovina por equina en diversos puntos de venta, debido a diferentes
factores como una diferencia de cerca de 50,000 toneladas entre la produccion
y la exportacion de carne equina nacional durante el afio 2011 (FAO, 2012), la
existencia de establecimientos dedicados al sacrificio de equinos que no
cuentan con la certificacion Tipo Inspeccion Federal, y en consecuencia, no
elegibles como exportadores, pero sobre todo, por la falta de informacion sobre
los canales de distribucion y comercializacion, y las caracteristicas
organolépticas y composicién quimica de la carne equina que se comercializa
en el pais.

La sustitucion de un producto por otro, ademas de significar un engafo al
consumidor, puede representar una competencia desleal entre los productores
de carne, no obstante, es importante conocer sobre las caracteristicas nutritivas
de la carne de ambas especies, a fin de estar al tanto de lo que el consumidor
puede estar recibiendo en realidad. La carne equina es considerada nutritiva y
saludable, especialmente por su bajo contenido de grasa y alta digestibilidad
(Lorenzo et al., 2013).

En una prueba previa de determinaciéon de especie realizada a las muestras
provenientes de los mercados delegacionales del Distrito Federal, se
encontraron muestras positivas a carne equina y bovina, motivo por el cual el
presente trabajo tiene como objetivo realizar una comparacion sobre las
caracteristicas nutritivas (proteina, grasa, humedad y colageno) de la carne
obtenida en los mercados, a fin de simular lo que un consumidor puede estar

recibiendo en realidad en cuanto a las caracteristicas nutritivas del producto.
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4.4. Materiales y Métodos

4.4.1. Muestreo

Se obtuvieron 161 muestras provenientes de 69 mercados de la Ciudad de
México, adquiridas durante el periodo del 10 de julio al 9 de agosto del 2013, el
muestreo fue distribuido de acuerdo al porcentaje de mercados en cada
delegacion politica. La muestra consisti6 en una porcion de aguayon (biceps
femoris) en un solo corte de 250 g aproximadamente, adquirida bajo las mismas
condiciones que cualquier consumidor de carne de dichos establecimientos.
Posterior a la toma de muestras, éstas fueron identificadas mediante un codigo,
fueron colocadas en doble bolsa y se mantuvieron almacenadas y refrigeradas
en una hielera para ser trasladadas al laboratorio e inmediatamente analizadas
en el Laboratorio del Posgrado en Produccién Animal de la Universidad
Autonoma Chapingo.

Como primer parte se hizo una prueba de determinacion de especie que se
explica en el Capitulo 3, en donde se obtuvieron 9 muestras positivas a equino
lo que representd el 5.5% y 152 muestras positivas a bovino (94.5%) a las
cuales se les realizaron las siguientes determinaciones: proteina, grasa,
humedad, colageno y color. Todas las muestras fueron procesadas de la misma
forma para la determinacién de valor nutritivo y color, desconociendo hasta ese

momento la especie de origen de las mismas.

4.4.2 Determinacion de proteina, grasa, humedad y colageno.

La determinacién de estos componentes en la muestra fueron cuantificados
conforme el método AOAC 2007.04 mediante la tecnologia de espectroscopia
de reflectancia en el infrarrojo cercano (NIR’s) con el equipo Foodscan Meat
Analyzer (FOSS®, Dinamarca). La preparacién de la muestra se realizé lo mas
apegado al procedimiento AOAC 983.18, se pesaron 180 g de muestra y se
realizd una molienda con un procesador de alimentos Picalica (Moulinex®,
Francia) durante 30 segundos (dos series de 15 segundos), para
posteriormente colocarla en el equipo para su analisis mediante el software
ISIScan®.
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4.4.3. Determinacion de color

Las muestras fueron analizadas con el equipo Miniscan (Hunterlab®, USA) para
determinar el color en el espacio CIELAB (Luminosidad L*, a* valor rojo/verde y
b* valor amarillo/azul), como lo propone la Comisién Internacional del Color, se
obtuvieron 5 lecturas por muestra en un cuadrante superior, inferior, derecho,

izquierdo y centro.

4.4 4. Analisis Estadistico

Los datos obtenidos de calidad nutritiva se organizaron por especie y se
analizaron con un disefio completamente al azar. El procedimiento empleado
fue GLM de SAS (2004).

El modelo estadistico para probar el efecto especie T; sobre las caracteristicas
nutritivas de las muestras fue el siguiente:

Yi= p+ Ti+ Ej

Donde:

Yjj fueron las caracteristicas nutritivas

U corresponde al valor de la media de las respectivas variables

T representa el efecto de la especie

E;j representa el error experimental.

La comparacion de medias se realiz6 mediante la prueba de Tukey.

4.5. Resultados y Discusion

Los valores de los pardmetros nutritivos Humedad, Proteina, fueron diferentes
(p=<0.05) entre las especies de interés, mientras que para los parametros Grasa
y Colageno no hubo efecto de la especie. En el Cuadro 8 se indican los valores

medios de las caracteristicas nutritivas de la carne de ambas especies.
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Cuadro 8 Valores medios (Media + EE) de la composicion quimica de muestras
carnicas de acuerdo a la especie de origen.

ESPECIE Proteina® Grasa® Humedad? Colageno”
BOVINO 23.51+0.11 2.3+0.05 75.13+0.19 1.46 £ 0.02
EQUINO 22.00 £ 0.50 20x0.44 73.16 £ 0.69 1.38 £ 0.09
Pr>F 0.0016 0.2454 0.0148 0.3234

& Valores expresados en porcentaje.
® \alores expresados en mg/g.

Estas diferencias en el contenido de humedad podrian deberse a factores como
la edad al sacrificio y el tipo de muasculo. Franco et al., (2011) observé una
correlacion positiva entre la edad al sacrificio y el contenido de humedad en la
canal, desafortunadamente por el tipo de muestreo no podemos corroborar
factores como la edad, el sexo y la raza de los animales, asi como la
continuidad de la cadena de frio y las condiciones de almacenamiento de la
carne en las muestras de ambas especies.

El color de la carne de las diferentes especies fue estadisticamente diferente
(p<0.05) en cuanto a la luminosidad (L), sin mostrar diferencias en los valores
de a* y b*, esto puede ser debido a la cantidad de mioglobina que contienen las
especies involucradas, no obstante las diferencias del contenido de la misma
pueden deberse a edades diferentes (Cuadro 9).

Cuadro 9 Valores medios (Media + EE) de los indicadores de color (L, ay
b) de muestras céarnicas de acuerdo a la especie de origen.

Especie L A B

BOVINO 37.50 £ 0.22 16.20 + 0.01 14.90 £ 0.01

EQUINO 29.80 £ 0.88 15.00 £ 0.11 13.40 £ 0.11
Pr>F 0.0001 0.2708 0.2628

Segato et al. (1999) observaron que la edad tiene un efecto significativo en el
color de la carne equina, con una luminosidad mas intensa en elrangode 1 a 5

afnos y la disminucion de los valores de a* y b* con el aumento de la edad en el
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muasculo Longissimus thoracis (LT). Con la edad, la concentracion de
mioglobina aumenta durante los dos primeros afos de vida, y durante los
siguientes diez disminuye (Badiani y Manfredini, 1994). El color de la carne de
animales de seis meses de edad es de color rosado debido a los bajos niveles
de hierro hemo, sin embargo a los 18 meses de edad, la carne es muy rica en
mioglobina y tiene un color mas oscuro (Rossier y Berger, 1988).

En el presente trabajo se encontré que el valor de L* para la carne equina fue
menor (p<0.05) respecto a la carne bovina, mientras que los valores de a* y b*
fueron similares en ambas especies, lo cual nos dice que la carne de equino es
estadisticamente mas oscura que la carne de bovino.

Cabe sefalar que los métodos de conservacion de la carne en el punto de
venta son desconocidos pudiendo ser diferentes entre establecimientos, aunado
a que debido a la naturaleza del muestreo no nos permite conocer mas sobre el
origen de la muestra, la edad al sacrificio del animal, el bienestar animal al
sacrificio, la raza, el sexo, los cuales son de relevancia para poder definir un
valor esperado de las determinacion de color, sin embargo el manejo de la
carne de ambas especies es muy similar en cada punto de venta, lo que nos
puede dar una idea sobre lo que el consumidor recibe en realidad, en cuanto a

valor nutritivo y color.

4.6 Conclusion

La carne equina no presentd diferencias con respecto a la bovina en el
contenido de colageno y grasa, mientas que en humedad y proteina la carne
bovina obtuvo sélo 2 unidades por encima de la carne equina, por lo cual la
carne equina se considera un producto apto para consumo humano, siendo una
alternativa a la carne proveniente de especies convencionales.

Pese a que los valores anteriormente mencionados son el resultado de factores
como la edad al sacrificio, sexo, raza, bienestar animal, tipo de alimentacion y la
cadena de frio, los resultados muestran que la carne equina es similar a la

bovina.
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Lectura de la electroforesis:

5 Anexo

=—<—— Equino 439 bp

- «——— Bovino 274 bp

MP Marcador de peso molecular.

- Control negativo

+B Control positivo de Bovino.
+E Control positivo de Equino.
# Numero de muestra.

Area de resultados
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