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RESUMEN

Objetivo Detectar la presencia o ausencia de proteinas transgénicas derivadas de
cultivos genéticamente modificados (GM) en harina de maiz comercializadas en
Bogota D.C., Colombia.

Métodos Se evaluaron 11 protocolos de extraccion de proteina total en 17 harinas
pre-cocidas, dos no cocidas y tres controles positivos. Posteriormente, se determi-
no la presencia de 7 proteinas transgénicas (CP4EPSPS, Cry1Ab, Cry1Ac, Cry1F,
Cry2A, Cry34Ab1 y Cry3Bb1) utilizando kits de ELISA comerciales.

Resultados Se determin6 que el mejor protocolo de extraccion de proteina total
fue el buffer con Triton X-100, con el que se obtienen concentraciones de protei-
na mayores a 0,5 mg/g de harina y no genera interferencia con la técnica de ELI-
SA. Se detectaron cuatro proteinas transgénicas: CP4EPSPS, Cry1F, Cry1Ab y
Cry34Ab1 en harinas pre-cocidas y sin pre-coccién, con porcentajes que varian
entre el 20 y 100 %.

Conclusion Siete de las 19 harinas de maiz evaluadas contienen trazas de pro-
teinas transgénicas (B2,B8,A3,03,01,C1 y C2), que confieren resistencia a lepi-
dopteros o coledpteros y tolerancia al herbicida glifosato (CP4EPSPS, Cry1Ab,
Cry1F, Cry34Ab1 y Cry3Bb1), todos los eventos detectados estan aprobados para
el consumo humano en Colombia segun el Ministerio de Salud y Proteccion Social.

Palabras Clave: Maiz, ingenieria genética, proteinas, ELISA (fuente: DeCS, BI-
REME).
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ABSTRACT

Objective To detect the presence or absence of transgenic proteins derived from
GM crops in maize flour marketed in Bogota D.C., Colombia.

Methods 11 extraction protocols for total protein were evaluated in 17 precooked
flour, two uncooked and three positive controls. Subsequently, the presence of 7
transgenic proteins (CP4-EPSPS, Cry1Ab, Cry1Ac, Cry1F, Cry2A, Cry34Ab1 and
Cry3Bb1) using commercial ELISA kits was determined.

Results It was determined that the best protocol for total protein extraction was bu-
ffer with Triton X-100, which allowed obtaining protein concentrations greater than
0.5 mg per gram of flour and does not generate interference with the ELISA tech-
nique. Four transgenic proteins were detected: CP4EPSPS, Cry1F, Cry1Ab and
Cry34Ab1 in precooked and uncooked flour with percentages varying between 20
and 100 %.

Conclusion Seven of the 19 maize flours contain traces of transgenic protein (B2,-
B8,A3,03,01,C1 and C2) that provide resistance to lepidopterans and coleop-
terans, and tolerance to glyphosate herbicide, (CP4EPSPS- Cry1Ab, Cry1F, Cr-
y34Ab1 and Cry3Bb1). All detected events are approved for human consumption
in Colombia, according to the Ministry of Health and Social Protection.

Key Words: Maize, genetic engineering, proteins, ELISA (source: MeSH, NLM).

mundo, en cuanto a volumen de produccion, entre los afios 2013/2014

se produjeron aproximadamente 1 010 millones de toneladas, cifra que
supera las de otros cereales como trigo y arroz (1). En Colombia, durante el
afio 2013, el cultivo de maiz ocupd aproximadamente 479 mil hectareas, que
generaron una produccion superior a las 1,6 millones de toneladas al afo (2).
Con respecto al maiz genéticamente modificado (GM), en el afio 2013 se sem-
braron en el mundo 51 millones de hectareas, mientras que en Colombia se
sembraron 75 mil hectareas (3,4). El consumo del cereal en Colombia supera
los cinco millones de toneladas y ya que su produccion es deficitaria, se hace
necesaria su importacion. Durante el afio 2013, se importaron 3,5 millones de
toneladas de maiz, provenientes de Estados Unidos, Brasil y Argentina, este
maiz posiblemente contenga semillas GM, por provenir de paises que utilizan
en gran medida este tipo de transferencia de tecnologia (2).

El maiz (Zea mays) es el cereal de mayor importancia agricola en el

Existen muchos productos derivados total o parcialmente del maiz, y
entre ellos la harina es uno de los mas consumidos. La harina se produce
directamente del grano, y puede contener algunas trazas de proteinas co-
dificadas por genes introducidos mediante técnicas de ingenieria genética
(proteinas transgénicas). Algunos autores han sugerido que la presencia de
trazas de proteinas transgénicas pueden causar algin impacto en la salud
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humana (5,6), sin embargo, otros autores, desde otra perspectiva conside-
ran que el uso de cultivos GM puede incrementar los niveles de produc-
cion, reducir el uso de agroquimicos e insecticidas y mejorar la calidad
nutricional de alimentos, generando productos mas nutritivos (7,19).

En Colombia se establecio la Ley 740 de 2002, por medio de la cual se
aprueba el “Protocolo de Cartagena sobre Seguridad de la Biotecnologia del
Convenio sobre la Diversidad Bioldgica”, que tiene como objetivo garantizar
la proteccion en la utilizacion de organismos vivos modificados (OVM), que
puedan tener efectos adversos para la conservacion y la utilizacion sostenible
de la diversidad biolégica, como también riesgos para la salud humana. Por
otro lado, se estableci6 el Laboratorio Central Interinstitucional de Deteccion
y Monitoreo de Organismos Genéticamente Modificados (OGM), en el que se
determina la ausencia o presencia de eventos GM en granos. En este laboratorio
se utiliza la identificacion de DNA de los eventos GM a través de la amplifica-
cion de secuencias especificas mediante la reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR). Sin embargo, la deteccion de un OGM debe incluir ademas de la deter-
minacion del DNA insertado, la presencia de la proteina expresada (8).

En Colombia, el etiquetado de alimentos OGM esta restringido al cumpli-
miento de ciertas condiciones, por tal razon, las etiquetas de las harinas de
maiz comercializadas en el pais, no presentan esta informacion. La Resolu-
cion 4254 de 2011 del Ministerio de Salud y Proteccion Social, indica que
solo debera etiquetarse cuando: a) no haya equivalencia sustancial entre la
planta con el evento GM y la que no lo tiene; b) cambie la forma de prepara-
cion o coccion del alimento frente al alimento sin el evento GM insertado; ¢)
se exprese un alérgeno que los consumidores no esperan, o se presente dife-
rencia en las propiedades organolépticas del alimento derivado de un OGM.
Teniendo en cuenta que no existe en el pais informacion sobre la ausencia o
presencia de proteinas derivadas de cultivos GM, el objetivo de este trabajo
fue realizar la deteccion de proteinas transgénicas en harinas de maiz de con-
sumo humano comercializadas en Bogotd D.C., Colombia, y establecer un
protocolo para la determinacion de proteinas GM en harinas de maiz.

MATERIALES Y METODOS

Muestras

Las muestras consistieron en harinas de maiz, para consumo humano, que se
comercializaron en almacenes de cadena de Bogota, D.C. en el afo 2013. Se
hizo la seleccion teniendo en cuenta el tipo de grano, el grado de procesamiento
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y su composicion. Se evaluaron aquellas harinas que en su contenido presen-
taron solo maiz o trazas de avena, trigo o soya, descartando las que contenian
mezclas de otro tipo de harina y las féculas por su alto contenido de almidon.
Las harinas fueron las harinas crudas de grano partido (cuchuco de maiz) y
harinas pre-cocidas extrafinas (Tabla 1). El muestreo se realizo por triplicado
verificando que las harinas no pertenecieran al mismo lote de produccion.

Tabla 1. Harinas de maiz

Hanna's Tipo de maiz Tipo de Tlpq de Observaciones

de maiz grano harina
A1 Extrafino Pre cocida Gluten
A2 Extrafino Pre cocida
A3 Amarillo Extrafino Pre cocida
A4 Extrafino Pre cocida Trazas de soya, avena y trigo
A5 Extrafino Pre cocida Sal, sabor artificial a mantequilla y trazas de gluten
B1 Extrafino Pre cocida
B2 Extrafino Pre cocida
B3 Extrafino Pre cocida
B4 Bl Extrafino Pre cocida Gluten
B5 anco Extrafino Pre cocida Gluten
B6 Extrafino Pre cocida Trazas de soya, avena y trigo
B7 Extrafino Pre cocida Sal, sabor artificial a mantequilla y trazas de gluten
B8 Extrafino Pre cocida
C1 Blanco Partido Cruda
Cc2 Blanco Partido Cruda
F1 e Fécula Almidén de maiz, harina de cereales (arroz,

cebada y avena)
F2 Blanco Fécula
=8 Blanco Fécula
M1 Blanco Extrafino  Pre cocida Mezcla de maiz y arrotzr.is;l'(;azas de soya, avenay
M2 Here B Mezcla de maiz y arrotzr.i;;azas de soya, avena y
M3 Amarillo Grueso II:’re cocida -
nstantéanea

(o) Amarillo Extrafino Pre cocida Trazas de soya, avena y trigo
02 Blanco y Amarillo Extrafino Pre cocida Adicionada con hierro
03 Amarillo Partido  Pre cocida
04 Blanco y Amarillo Extrafino Pre cocida

A: amarillo, B: blanco, O: mezcla de harinas blanca y amarilla, C: grano partido (cuchuco), M: mezcla de
harinas, F: fécula de maiz

Extraccion de proteinas

Se compararon diferentes protocolos de extraccion de proteina total para
seleccionar el método mas adecuado, con el que se pueda obtener gran
cantidad de proteina, sin generar interferencia con la prueba inmunolégica
para la deteccion de OGM. Para esto, se selecciond una harina de maiz
de cada tipo, una blanca, una amarilla y una mezcla de harina amarilla y
blanca (B8, A5 y O2). En cada caso, se mezclaron 200 mg de cada una de
las harinas con 1,5 mL de cada buffer asi:
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» Extraccion con buffer carbonato (T1): se homogenizé la mezcla (con bu-
ffer carbonato 50 mM con 0,15 mM de NaCl pH 9,6), y agitacion durante
60 minutos a 1000 rpm. Los extractos se centrifugaron a 13 000 rpm por 15
minutos, los sobrenadantes fueron almacenados a -20 °C (9).
 Extraccion alcalina (T2): se utilizo agua destilada pH 12 para homog-
enizar la muestra, manteniendo una relacion final harina/solucion de ex-
traccion de 1:10 p/v. Después la mezcla se centrifugé a 13 000 rpm durante
20 minutos y el sobrenadante se conservo congelado a -20°C (11).

» Extraccion con buffer fosfato de sodio (PBS) - Tween20: la muestra se
homogenizo6 en buffer fosfato de sodio (NaCl 138 mM, KCI 3 mM, Na-
,HPO, 8,1 mM, KH,PO, 1,5 mM, pH 7,4) y Tween20 al 5%, la mezcla
se agitd durante 60 minutos (T3), los extractos se centrifugaron a 13 000
rpm por 15 minutos y los sobrenadantes fueron almacenados a -20 °C. Se
probaron para esta extraccion, dos tiempos de sonicacion de la muestra:
durante 20 minutos (T8) y 30 minutos (T11) (10).

* Extraccion con buffer fosfato de sodio (PBS) - sodio dodecil sulfato (SDS)
(T4): se homogenizo la muestra en buffer fosfato de sodio (NaCl 138 mM,
KCI 3 mM, Na HPO, 8,1 mM, KH PO, 1,5 mM, pH 7,4) y SDS al 1 %,
durante 90 minutos y posteriormente se centrifugaron los extractos a 13 000
rpm por 15 minutos; los sobrenadantes fueron almacenados a -20 °C (10).

» Extraccion con buffer Triton X-100 (T5): se homogenizo la muestra con
buffer (20 mM Tris-HCI, pH 7,5; 137 mM NaCl, I mM MgCl,, 1 mMCaCl,,
10 % glicerol) y Tritén X-100 al 1 %, la mezcla se agit6 durante 90 minutos y
se mantuvo en hielo 30 minutos, luego se centrifugd para eliminar sustancias
insolubles (13 000 rpm por 15min) y se conservo el sobrenadante -20 °C.

* Extraccion con buffer carbonato y sonicacion: se utilizo buffer carbonato 50
Mm con 0,15 M de NaCl para homogenizar la muestra, se agitd durante 60 mi-
nutos y se sonicd durante 20 minutos (T6), este mismo procedimiento se llevo
a cabo, sonicando por 30 minutos (T9). Los extractos se centrifugaron a 13 000
rpm por 15 minutos y los sobrenadantes se almacenaron a -20 °C.

* Extraccion con NaCl 1 M y sonicacion: se homogeniz6 la muestra con
NaCl 1M, se agit6 la mezcla durante 60 minutos y se le aplico sonicacion
durante 20 minutos (T7). Este procedimiento también se probd con 30 mi-
nutos de sonicacion (T10). Los extractos se centrifugaron a 13 000 rpm por
15 minutos y los sobrenadantes fueron almacenados a -20°C.

Cuantificacion de proteina total

A partir de los extractos se realizé la cuantificacion de proteina total, (OGM
y no OGM) mediante espectrofotometria utilizando el estuche “110306
Proteinas (segin el método de Bradford)” de cuantificacion de proteina
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Merck®. Los procedimientos se realizaron por triplicado con cada harina,
siguiendo las instrucciones del fabricante.

Deteccion de proteinas transgénicas

La presencia de proteina derivada de cultivos GM en harinas de maiz se de-
termind mediante la técnica de ELISA, utilizando estuches comerciales tipo
“sandwich” fabricados por Agdia®. Las determinaciones para detectar la pre-
sencia de cada proteina transgénica, se hicieron por triplicado en los extractos
de harina provenientes del protocolo previamente seleccionado. Los controles
positivos utilizados en las determinaciones fueron grano de maiz GM certifica-
do por el INVIMA y autorizado en Colombia para consumo humano, NK603,
NK603+MON810 y NK603+MON89034, ademas del control interno que in-
cluye cada estuche de ELISA. Como control negativo se utilizaron semillas
de maiz no-GM, variedad local denominada Chicala, obtenida en el mercado
local del municipio de Cachipay (Cundinamarca). Los granos enteros fueron
sometidos a proceso de pre-coccion similar al que se lleva a cabo en la prepara-
cion de las harinas de maiz pre-cocidas, presion 35 libras por pulgada cuadrada
(PSD) y temperatura de 100°C durante 30 minutos (12).

Para la deteccion de proteinas derivadas de eventos GM se utilizaron los
siguientes estuches de ELISA Agdia® (evento): Cryl Ab/Cry1Ac (MONS810y
Bt-11), Bt-Cry1F (TC1507), Bt-Cry2A (MON89034), Bt-Cry34Abl (DAS-
59122-7), Bt-Cry3Bbl (MONS863 y MONS88017), Bt-Cry3Bbl/CrylAb
(MONS810, MON863 y MON88017), y Roundup Ready (multiples eventos).

Analisis estadistico

El disefio experimental utilizd bloques completos al azar, con tres repe-
ticiones por tratamiento. Los resultados de los protocolos de extraccion
fueron sometidos a pruebas de Bartlett y Shapiro Wilk para determinar
homogeneidad de varianzas y normalidad. Se hizo el analisis de varianza y
se compararon las medias mediante la prueba de Tukey, considerando el 95
% de confiabilidad, mediante el programa estadistico SPSS.

Para el analisis de los resultados de la técnica de ELISA de tipo cualita-
tivo, se calculo el valor del punto de corte tomando en cuenta la suma de
cuatro desviaciones estandar del promedio de las densidades opticas de las
muestras aparentemente negativas, es decir 0,06 + (4 x 0,03) lo que deter-
mina que las muestras seran positivas si presentan valores superiores a 0,2.
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RESULTADOS

Tratando de establecer el mejor protocolo de extraccion de proteina total,
se obtuvieron variaciones de la concentracion en las muestras analizadas.
La extraccion con buffer carbonato, produjo una concentracion de proteina
que oscil6 entre 0,3 y 2,3 mg/g de harina, mientras que con el buffer PBS
no se detectd proteina en la harina AS pero si en las harinas B8 y O4. Con
la extraccion alcalina se observaron valores entre 5,7 y 10,7 mg/g de harina
y con el buffer que contenia Triton X-100, los valores obtenidos estuvieron
entre 4,8 y 6,0 mg/g de proteina. En los casos en que se incluyé sonicacion
luego de la extraccion, no se logré detectar proteina en la harina AS pero
si en las harinas B8 y O4 (valores entre 0,1 y 3,0 mg/g de harina). Las
concentraciones mas altas de proteina se obtuvieron con el buffer fosfato
sodico mas SDS al 1% (Figura 1).

Figura 1. Concentracion de proteina total obtenida con los diferentes métodos de
extraccion en las harinas.
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Las letras indican diferencias significativas (a y b), segun los subconjuntos generados,
con un valor P<0.05.

Con la prueba de comparacion de medias de Tukey, se detectaron dife-
rencias significativas (p<0,05), entre el método de extraccion (T4: buffer
fosfato sddico con SDS al 1 %) y los demés métodos, a excepcion de la
extraccion alcalina (T2), que no presentd diferencia significativa (p=0,4).
También se logroé determinar que la extraccion alcalina (T2) y el buffer
PBS con Tritéon X-100 al 1 % (T5) no presentan diferencias significativas
(p=0,4), pero si frente a los otros métodos utilizados (Figura 2).
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Figura 2. Comparacion de métodos de extraccion de proteina total en
harinas de maiz. (Tukey 95%).
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Teniendo en cuenta el analisis estadistico, los mejores métodos de extrac-
cion fueron el buffer fosfato sddico con SDS al 1 %, la extraccion alcalina y el
buffer con Triton X-100 al 1 %, correspondientes a los tratamientos T2, T4 y
T5 respectivamente. Sin embargo, al llevar a cabo las pruebas de ELISA en los
controles positivos, (muestras de grano transgénico NK603, MON810+NK603
y MON89034+NK603) utilizando el estuche de deteccion de la proteina trans-
génica CPAEPSPS, los protocolos T4 y T2 generaron interferencia. Esto puede
ser debido a la presencia de SDS en concentracion del 1 % y al elevado pH
(extraccion alcalina, pH 12) respectivamente. La interferencia se hizo evidente
al observar valores negativos en las muestras evaluadas. Por el contrario, con
el buffer con Triton X-100 al 1 % (T5), se alcanzaron valores de absorbancia
superiores a 0,2, que indican deteccidn positiva de la proteina transgénica. Te-
niendo en cuenta estos resultados, se selecciono el tratamiento 5 (T5: buffer con
Triton X-100 al 1%), para las siguientes extracciones de proteina total, en las
muestras de harina a evaluar presencia de proteinas genéticamente modificadas.

Deteccion de proteina transgénica
Se analizaron 27 muestras de harina de maiz (19 harinas comerciales, 3
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controles positivos y un control negativo, estos tltimos con y sin pre-coc-
cion), haciendo en cada una la extraccion y cuantificacion de proteina so-
luble. Las concentraciones de proteina total variaron entre 4 y 11 mg/g de
harina, destacandose que las concentraciones mas altas de proteina fueron
obtenidas con la harina proveniente de los granos de maiz entero o partido,
es decir, los controles positivos (transgénico), el maiz variedad Chicala
(control negativo) y el cuchuco de maiz con y sin pre-coccion (Tabla 2).

Tabla 2. Concentracién de proteina total soluble de las
harinas de maiz evaluadas

Harinas de maiz Concentracion proteina
total (mg/g de harina)
B1
B2
B3
B4
B5
B6
B7
B8
A1
A2
A3
A4
A5
O1
02
03
04
C1P
Cc2P
C1SP
C2SP

PO GOUOROIOA,OIIOIOTOIOIO 1O

Controles
NK603 P
NK603+MON810 P

nk603+MON89034 P

NK603 SP
NK603+MON810 SP

NK 603+MON 89034 SP
Chicala

NN®

-
o 1
G NO© 5N © APROO_2_2BANOWUNO_WWOOWOUI©O

® © ©

En la Tabla 3 se presentan los resultados de la deteccion de proteinas
transgénicas en las harinas de maiz evaluadas. Las muestras B2, A3, O3
y C2 presentaron valores de densidad optica (D.O.) superiores a 0,2 para
la proteina CP4EPSPS. En cuanto a la proteina Cry1F fue detectada en las
muestras B2, B8, A3, O3, C1 y C2, presentando la harina B2 valores de
D.O. de 2,6, C1SP 2,7 y C2SP 2,9 ( Tabla 3).
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La harina C2 contiene la proteina Cry1AB en un valor similar al que presen-
ta el grano de maiz transgénico NK603+MONS&10. Para la proteina Cry34Ab1
se realiz6 ELISA de tipo cuantitativo. Se detectd presencia en la harina A3 en
una concentracion de 0,1 pg/mg. En las 19 harinas comerciales evaluadas, no
se detecto la presencia del evento de transformacion Cry2A (Tabla 3).

Tabla 3. Harinas de maiz en las que se detecté la
presencia de proteinas transgénicas

Evento Harinas Positivas  D.O.  Porcentaje respecto al
control positivo* (%)
Cry 3Bb1 O1 0,3 9,8
C2P 0,6 23,5
C2 SP 1,3 54,0
nk603+mon810 P 0,8 35,6
Cry1AB-1AC ' 1 k603+mon810SP_ 1.5 67.8
nk603+mon810 P 0,6 30,8
nk603+mon810 SP 21 127,8
Cry 3Bb1 - 1AB CoP 04 19,2
C2SP 1,5 80,4
Cry34Ab1 A3 0,3 0,3
B2 1,0 81,2
A3 0,3 241
03 0,3 21,7
C2P 0,4 31,8
C2SP 1,4 119,0
CP4EPSPS nk603 P 1,6 140,0
nk603 SP 1,6 134,0
nk603+mon810 P 0,3 26,2
nk603+mon810 SP 0,3 23 3
nk603+mon 89034 P 0,3 221
nk603+mon 89034 SP 0,3 23,3
Crv2A nk603+mon 89034 P 2,5 102,0
y nk603+mon 89034 SP 2,8 114,0
B2 2,6 88,0
B8 0,4 12,6
A3 0,3 11,2
03 0,3 8,6
Cry1F CiP 0.5 18,3
C1SP. 2,7 91,6
C2P 0,2 7,8
C2SP 2,9 96,2

Los valores de D.O. fueron corregidos con el factor de dilucién utilizado. *Control positivo incluido en cada
estuche de ELISA

DISCUSION

Para establecer el protocolo de deteccion de proteinas transgénicas a partir de
harinas de maiz, se requeria la seleccion de un método de extraccion adecuado.
Con el protocolo T4 se obtuvieron concentraciones de proteina total soluble
similares a las reportadas por el estudio de Margarit (13), para alimentos pro-
cesados (polenta pre-cocida y hojuelas de maiz) mediante el estuche comer-
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cial de Envirologix® (buffer PBS), obteniendo valores entre 0,2 y 4,9 mg/g de
muestra. En este mismo trabajo, la extraccion con agua alcalina (pH entre 9 y
12), se hace para proteina de harinas de arroz integral, logrando en condiciones
de pH12 como la concentracion mas alta, 0,1 mg/g de harina (11). Mientras
que en este trabajo se obtuvo una concentracion mayor de proteina total (8,5
mg/g de harina), posiblemente debido que la muestra utilizada fue maiz.

Con respecto, al efecto de la sonicacion en la extraccion de proteinas a
partir de harinas de maiz, el trabajo de Oszvald (10) reporta una recuperacion
de hasta 90 % de las proteinas contenidas en la harina de arroz, usando un
protocolo de dos pasos, primero buffer fosfato sodico y 0,5 % de SDS con
agitacion por 30 minutos y posteriormente sonicacion con amplitud del 50
% por 30 segundos. En el presente estudio, cuando se aplicd sonicacion du-
rante 20 y 30 minutos con diferentes buffers, se recuper6 apenas el 50 % de
la proteina registrada en la etiqueta del producto analizado. La efectividad
del protocolo de extraccion del buffer con Triton X-100, puede deberse a
que el Triton X-100 es un detergente no desnaturalizante, que no penetra las
proteinas solubles, y no altera interacciones ni estructuras (14). Por el con-
trario, detergentes como el SDS actian rompiendo enlaces no covalentes en
las proteinas, desnaturalizandolas, provocando que las moléculas proteicas
pierdan su conformacion nativa (14). El método de extraccion con Triton
X-100 ha sido ampliamente utilizado para la extraccion de proteinas a partir
de tejido animal y en algunos casos tejido vegetal, pero se ha empleado poco
en alimentos procesados, como en este estudio con harinas de maiz (14).

En los casos en que no se detecta la presencia de un evento especifico
de transformacion en las 19 harinas de maiz evaluadas, como sucede con el
evento Cry2A (Tabla 3), pueden considerarse dos posibilidades, una es que
posiblemente el maiz utilizado en la preparacion de la harina efectivamente
no contenga granos transgénicos, o que las proteinas transgénicas se hayan de-
gradado durante en el proceso de pre-coccion, ya que el calentamiento y otros
tratamientos a los que son sometidos los alimentos en la industria, cambian la
estructura terciaria de las proteinas Cry, y por lo tanto los epitopes reconocidos
por los anticuerpos (9), impidiendo que sean reconocidos mediante técnicas
inmunologicas. Resultados similares presenta el trabajo De Luis (9), en el que
buscaban evaluar el efecto de diferentes procesos a los que se someten los ali-
mentos, como nixtamalizacion, cocinar a la plancha y fritura.

Encontraron que la proteina Cry1Ab se desnaturaliza con esos procesos y
no es posible detectarla por la técnica de ELISA. Sin embargo en un estudio
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anterior de Margarit (13), se detect6 proteina CrylAb en polenta pre-coci-
da utilizando un estuche comercial de ELISA (93,9 ng Bt/g comida); esto
posiblemente sea debido a que partieron de una concentracion mayor de
proteina, o a que el proceso de pre-coccion no fue tan drastico como los re-
alizados en el trabajo De Luis (9) (pre-coccion a 100°C, cocinar a la plancha
a 250°C y freir a 190°C). En el presente trabajo, cuando el grano de maiz
fue sometido a pre-coccion (temperatura y presion), la cantidad de proteina
disminuyo entre 20 % y 30 % con respecto a la del maiz sin coccion. En
el estudio de Orlandy (14), se utiliza la técnica de ELISA para detectar y
cuantificar la proteina Cry9C en diferentes alimentos procesados; ellos re-
portaron que la proteina transgénica varia entre 3 y 13,5 % en pan de maiz,
muffins y polenta, mientras que en alimentos como tortilla y hojuelas de
maiz, la concentracion de proteina Cry9C fue muy baja o no se detecto.

En el proceso de deteccion de la proteina CP4EPSPS, en este trabajo se
encontrd que la concentracion de proteina transgénica de la harina C2 sin
pre-coccion (C2SP), es similar a la que se presenta en el maiz NK603 (con-
trol positivo), teniendo en cuenta que segun Monsanto la cantidad de protei-
na CP4EPSPS expresada en un grano de maiz es de 10,9 microg/mg (15).

En el presente estudio se observaron variaciones entre 7'y 100 % en hari-
nas con y sin pre-coccion, cuando se expresaron los resultados de D.O. ob-
servada en cada muestra, como porcentaje con respecto a la D.O. del control
positivo del estuche comercial. Con respecto a la presencia de la proteina
CrylF, en la harina C2SP, la densidad optica observada es 96,2 % del con-
trol positivo del kit de ELISA, lo que sugiere una concentracion similar a
la del maiz transgénico, segun reporte del INVIMA del nivel de expresion
en el grano de maiz transgénico TC1507 de 110,9 pg/ug peso seco (16).
La harina C2 contiene la proteina CrylAB (54,0 %) en un porcentaje sim-
ilar al que presenta el grano de maiz transgénico NK603+MONS810 (65,8
%). Segtn el reporte de Monsanto, el nivel de expresion del grano de maiz
MONRS8I10 es de 0,41 mg/g peso fresco (17). La proteina Cry34Abl detect-
ada en la harina A3, en una concentracion de 0,1 pg/mg, es un valor muy
bajo, puesto que segln el reporte de Monsanto, en un grano de maiz (DAS-
59122-7) el nivel de expresion de esta proteina es de 49,7 ng/mg, (18).

Siete de las 19 harinas de maiz evaluadas contienen trazas de proteinas
transgénicas (B2, B8, A3, O3, Ol, Cl1 y C2) que confieren resistencia a
lepiddpteros o coledpteros y tolerancia al herbicida glifosato. Las protei-
nas transgénicas encontradas en las harinas de maiz (CP4EPSPS, CrylAb,
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CrylF, Cry34Abl y Cry3Bbl) estan aprobadas para el consumo humano
segun datos del Ministerio de Salud y Proteccion Social, aunque su etique-
tado no es obligatorio por no presentar modificaciones en las propiedades
organolépticas, nutricionales, condiciones de uso o presencia de alérgenos °
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