ANEXO

Tabla Suplementaria. Caracterizacion de las muestras simples extraidas mediante el método CTAB.

Leyenda: Pureza optima; Contaminacion con ARN.  Contaminacion con proteinas o compuestos
aromaticos.
MUESTRAS SIMPLES [ng/uL] A260/A280 Pureza ADN Tipo de procesado
Tomate 80+2 2,090 £ 0,014 Ninguno
Harina de maiz 961 + 106 2,014 £ 0,010 Molienda o trituracién
Harina de trigo 70+ 20 2,47 £ 0,06 Molienda o trituracién
cer e"'elseﬁ'f"os de | 106420 | 2,030+0,014 Extrusion en caliente
Fermentacién
Rosquilletas 404 + 258 1,47 + 0,06 alcohdlica +
tratamiento térmico
Alb °"d::i‘;' d‘;“""o/ 690,8+321 | 0,94+0,04 Triturado
Fermentacién
Galleta de soja 1511 +6 1,98 + 0,04 alcohdlica +
tratamiento térmico
Maiz 132+3 1,83 +0,08 Ninguno
Papilla multifrutas 76+1 | 1,410+0,014 Triturado +
tratamiento térmico
Fermentacién
Galletas de muesli 366 + 106 1,78 £ 0,06 alcohdlica +
tratamiento térmico
Pez 6382 2,08 £0,03 Ninguno
Maiz Bt 341 +7 2,09 £ 0,02 Ninguno
Nocilla 2314 1,155 + 0,007 Trituracion
Fermentacién
Galleta de chocolate 3206 1,856 + 0,007 alcohdlica +
tratamiento térmico
Avena 720 £ 324 1,53 +0,04 Ninguno
Trigo 342 +18 1,98 £ 0,02 Ninguno
Sopa 959 +2 1,885 + 0,007 Coccién
Pienso 2371 1,770+£0,014 Extrusion en caliente
Papilla de cereales 73+1 1,58 £ 0,02 Tr|.turadol+ .
tratamiento térmico
Fermentacién
Galleta de 256+1 | 1,915+0,007 alcohélica +
mantequilla . I
tratamiento térmico
Quinua 327 £425 1,72 +0,13 Ninguno
Arroz 122 £ 39 2,18 + 0,09 Ninguno
Longaniza pollo 425 + 87 2,080 £ 0,014 Extrusion en frio
Soja texturizada 351 +196 1,72 +0,04 Extrusion en caliente
Cebolla 119+10 2,220 £0,014 Ninguno
Cerdo 379 £103 1,94 £ 0,05 Ninguno
Ternera 134+ 34 1,865 + 0,007 Ninguno




,'.’ SISTEMA DE DETECCION DE GLUTEN EN

™ ALIMENTOS MEDIANTE BIOSENSADO GENETICO

Marta Villamayor?, Ana Lézaro®, Luis A. Tortajada-Genaro®?<, Angel Maquieira®"<
a Escuela Técnica Superior de Ingenieria Agronomica y del Medio Natural, Universitat Politécnica de Valéncia, Camino de Vera s/n, E46022, Valencia, Spain
b Instituto Interuniversitario de Investigacion de Reconocimiento Moleculary Desarrollo Tecnoldgico (IDM), Universitat Politécnica de Valéncia-Universitat de Valéncia, Camino de Vera s/n, E46022 Valencia, Spain
¢ Departamento de Quimica, Universitat Politécnica de Valéncia, Camino de Vera s/n, E46022 Valencia, Spain.
E-mail: marvilbe@etsiamn.upv.es

INTRODUCCION
Segun el Real Decreto 474/2014, es licito incluir en los derivados cérnicos ingredientes facultativos, como
harinas de cereales que contengan potencialmente gluten. Dado que en ciertos individuos desencadenaria en
una enfermedad celiaca o una respuesta alérgica, es recomendable identificar este componente, para
proteger a los consumidores. El objetivo del trabajo es el estudio de un método competitivo y adaptado a las
necesidades de la industria alimentaria.
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EXTRACCION DEL ADN

N

AMPLIFICACION REGION DE INTERES

Muestras alimentarias de distinta composicién y procesado. Analito: gen trnL
Técnica de amplificacion: PCR
Tabla 1. Pureza ADN muestras extraidas medlarllte. el método CTAB. Confirmacién: Fluorescencia (agente intercalante SYBR
Leyenda: A260/280 entre 1,7-2,0 - Pureza Optima; A260/280 G lectrof ; | (fl 4 Realsaf
superior a 2,1 > Contaminacidon con ARN;  A260/280 inferior a 1,6 2> reen) y electroforesis en gel (fluoréforo Realsafe).
Contaminacién con proteinas o compuestos arométicos 2000
1800
MUESTRAS PUREZA ADN TIPO DE PROCESADO
Tomate Ninguno | _ 1600
Harina de maiz Molienda o trituracion % 1400
Harina de trigo Molienda o trituracién 2
Cereales rellenos Extrusion en caliente g 1200
Fer alcohdlica + trat: térmico Z 1000
Galleta de soja Fermentacion alcohdlica + térmico g
Maiz Ninguno & 800
Papilla multicereales Triturado + trz térmico 8 600
Galletas de muesli Fermentacion alcohdlica + térmico rd
Pez Ninguno 400
Champifdn Ningu:
= e 20
Coccion 0
Pienso Extrusién en caliente Con cereales sin cereales
Cerdo Ninguno
m;“’n,;"a””,,o e Figura 1. Sefial registrada en fluorescencia e imagen del gel del producto
Soja texturizada Extrusion en caliente
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\ﬁ amplificacion para muestras de cereales y alimentos sin cereales.

DETECCION COLORIMETRICA MEDIANTE Au-NPs +

’ “] >
Sensado: En ausencia del gen diana, se produce | =
la agregacién de las nanoparticulas de oro (10 Establlizado
nm), provocando un cambio de color de rojo a PY )
azul-purpura en la disolucién coloidal. N @ g '
producto NaCl A L] 0N . '
o o Anf.,::{:“" Au-NPs Sin Nacl 20 min
07 - =520 nm 02 AR Figura 4. Fotografias de muestras iniciales y
l —Sincersales o1  ° Sincereales 1 tras la adicion de NaCl. lzquierda: Sin
%89 =—Con cereales 0,16 + Con cereales g ek AR cereales. Derecha: Con cereales.
T 05 ] 0,14 1 o 3
2 e Tabla 2. Resultados obtenidos para los
g % ) E o1 alimentos estudiados.
Soad 2=650 nm = . .
- R SRR RO—— Presencia
EXXE 006 37777, A . ! observado | cereales
0,04 Z
o1 0,02 1 Harina de trigo +
0 ; 5 . : : 0 . . . . Galleta de soja +
450 500 550 600 650 700 750 0 5 10 15 20 25 30 Cerdo =
LONGITUD DE ONDA (nm) TIEMPO (min) Sopa +
Figura 2. Espectro absorcién 20 min después Figura 3. Efecto del tiempo de incubacion de L iza pollo -
Kadicién Nacl. las nanoparticulas en la absorcién a A=650 nm. Sofaitexturizdia -
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CONCLUSIONES

Amplificacion especifica del gen trnL en las muestras que contienen cereales.

* Clasificacion de las muestras basada en el biosensado colorimétrico directo.

* Obtencidn de una alternativa a los métodos convencionales, con mejores prestaciones
con respecto a la duracién del ensayo, la portabilidad y el costo del analisis.
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