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1.0 INTRODUCCION vV OBJIETIVAS

El aumento en el uso de las proteinas de soya en alimentos
aorocesados en la Oltima década,hace necesario el contar con técnicas-
analiticas gque permitanm cuantificar el contenida de los diferentes a-
ditivos de soya en los productas terminados.Las proteinas de soya tie
nen especisl impartancia en la industris de la carne,pues debido a su
valor nutritive y propiedades funcionales,se han empleado con grsn é-
xito como andlogos y sustitutos de carnes en alimentos industrializa-
dos.S5in embargo,el uso de las diferentes derivados de soya en produc-
tos cérnices,no cuents en nuestro pais con una reglamentacidn adecua-
da,debido a gque no existe un métodu que pueda detectar éste tipo espe
cifico de adulteraciones.Es por esto que el ohjetivo fundamental del-
presente trabajo es el desarrollo de una técnica analitica,cuantitati
va,reproducible,confiable y sencilla que permita la deteccidn y cuan-
tificacién de soya en productos cérnicos con un alto grado de especi-
ficidad;estas caracteristices las re(inen los métodos inmunoldgicos.De
ellos se eligid la técnica de Inmunodifusidn radial,pues ademas de -~
reunir los requisitos mencionados,es un método gue no requiere de e-
quipo especial y por tanto su costo es bajo.Como segundo ocbjetivo,se-
aplicard ésta técnica a productos comerciales,para evaluar su conteni
do de soys y detectar un posible fraude a la legislacidn vigente,la -
cual indica el uso de un méximo de aglutinentes del 10% (26).Finalmen
te se probaréd la hidrblisis acida de almidén en los productos evalus-
dos por inmunodifusién radisl;la hidrflisis de almidbén es la técnica-

indicada en la (inica Narma analitics gue existe pera éste tipo de adi
tivaos.



2.0 GENERALIDADES

271 HISTORIA DE LA SOYA
N

Origlineria de China,la soya se ha utilizado como alimento en -
Asia desde hace aproximadamente 5,000 afos.Ya en el afic 2838 A.C.,el-
rey chino Chang-Nonag menciona & la soya en un trateadoc médicojen éste
pais fue considerada unno de los cinco cultivos sagrados ,ya que su -
granp era esencial para la existencis de su poblacidn.Fue introducida
en furopa por el bOtanico germano Engelbert Kaempfer,de donde se pro-
pagf a principios del siglo sctual a Rusia,Italia y Hungria.En Esta -
dos Unidos,su cultivo se inicid en 1904,pers no fue industrializada -
comercialmente sino hasta mediados de los afins 30's.(4.3).George Waz:=-
shigton Carver,en 1924 descubre una de las caracteristicas més impor-
tantes de &ste grano;su alto contenido protéico:38% , mientras que la
carne vacuna posee aproximadamente el 18% (39).

Actuaslmente la soya se cultiva en una gran extensidn de E.U.A.-
(més de 16 millones de Ha.) ccupando uno de los primeros lugares en -
tre los cultivos de ése pais.En E.U.A gse produce el 67%de la produc -
cién mundial de soya,siguiéndole en importancia:China con 14 millones
de Ha.de cultiuniy el 25% de la produccidn mundial;Rusia con 850,000~
Ha.,Indonesia 650,000 Ha. y otros productores menores como Japén,Co -
rea del Sur,Canadd y Paraguay (24).En Mexico,aungue la soya se consi-
dera uno de los llcultivos bésicos;su participacidn en la agricultura
nacional en 1981 representé solamente el 4.4% (34),

2.2 CARACTERISTICAS DE LA SOYA

La soys (Glicine max) es una planta anual de primavera-verang, -
cuyo ciclo vegetativo oscila entre 3 y 7 meses.Su desarrollo puede va
riar desde 40 cm. hasta 1.50m.segin la variedad y condiciones de cul-
tivo.

La soya pertenece a la familia de las leguminosas, tiene consis-
tencia herbécea y tallos rigidos,fuertes y erectos.La hojas son trifg



.

liadas de forma ovalada & lanceolada y segin la variedad su matiz cam

bia.S5us flores son peguefias y amariposadas,hermafroditas,no muy visi-
bles, forman racimos de 3 a 15 flores en las axilas de las hojas,su -
color puede ser blanco & plrpura.El fruto es una legumbre & vaipe gue
contiene de 1 & 5 semillas.la semilla es generalmente esférica vy, su -
color cambia de acuerdo a la variedad desde verde, zmarillo-blanqueci
no & negro.Su temaio es semejante al de un guisante, de 4 a 7 semi --
llas pesan 1gr. aunque exiten variedades de grano més pequefin,El em -
brién llena por completa la semilla, ésta se forma de dos cotileda --
nes y una peguefia radicula.lLas reservas alimenticias de lés semillas-
estin almacenadas en los cotiledones,cuyas células slongadas forman -
una empalizada que contiene aceite y proteinas.lLos cotilednnes corntig
nen alrededor de 38% de proteinas, 18% de grasa, 25% de sustancias ex
tractibles no nitrogenadas, agua, vitaminas, minerates y enzimas(39).
La mayor parte de las proteinas se almacena en estrwcturas llamadas -
cuerpos protéicos,entre los cuales se -hallen esparcidos los esferosoc-
mas gque contienen aceite.

Tanta las hojas, como tellos y veinas son pubescentes, slendo -
el color de los pelos rubio 6 pardo agrisado.Cuando la soya llege a -
su madurez,las hojas se ponen amarillentas y caen,quedando-tudaé las-
vainas maduras en el tallo.Eate hecho constituye unz ventaja,pues fa-
cilita su recolecccidn (23).

La soya es una planta sensible a la exposicién solar,de las lla
madas de die corto.Sin embargo existen en el mundo,una gran gama de -
variedades comerciales de ciclos vegetativoe muy diversos (desde 90

hasta cerca de 200 dias), adaptables a cualguier zonz de acuerdo a -
sus exigencias en cuanto a la duracidn del dia (fotoperiodismn) y por
tantoc a la latitud geografica.En E.U.A se han clasificado las varie-
dades en 10 grupos de madurez numerados desde el 00 hasta VIII. En el
cuadro No.1 , se mencionan algunos,especificende sus ciclos comproba-
dos en aquel paels.



CUADROD NO.1 VARIEDADES Y CIGLOS DE LA SOYA (23)

BRUPO ' VARIEDAD . CICLO
(Dias)

a0 Portage 90-95
1] Marit,Traverse 105-110
I Chipewa 64, Hark, Wirth 112-118
II Harosoy 63, Lindarin 63, 122-128

Ameoy,Corsaoy,Beeson

III Shelby, Wayne 132-135
IV Clark 63,Kent,Cuther,Calland 137-147
) Hill, Dare 152-163
VI Lee 168-175
VIX Bragg 178-188
VIII Hampton, Hardee 190- 195

2.3 LAS PROTEINAS DE SOYA

Las proteinas de soya constituyen una campleja mezcla de compo-
nentes,generalments dividida en dos cateoorias:las de reserva y las-
proteinas binlégicamente activas.Las protelnas de reserva estén loca
lizadas en particulas intracelulares de los cotiledones,llamadas -
cuerpos protéicns.Estudios de mictoscopia electrénica,hsn mostrado -
gue los cuerpus proteicos ailslados en un simple gradiente de sacaro-
g8, tienen forma esférica y poseen un diémetro entre 1 y 3 micras(4Lk)
su contenido protéico es de aproximadamente 70%,el rests incluye hu-
medad,carbaohidratos,cenizas y pequefias cantidades de RNA (2).

Las protelnas bioldgicamente activas,incluyen numerosas enzimas
asi{ como otras proteinas con actividad bioldgica especifica como in-
hibidores de proteasas y hemaglutininas.

Las proteinas de reserva,también llamadas globulinas,por ser in
splubles en agua,pero solubles en soluciomes de sales neutras (14) -
repregentan la mayor parte de los componentes usados en sistemas all
menticios.Se precipitan isoceléctricamente a pH entre 4.5 y 5.0!en el



suero remanente se encuentran las protef{nas bioldgicamente activas.
£l andlisis de las proteinas de soya por electroforésis,filtra-
cién en gel,puntos isoeléctricas y patrdn ti{pico de ultracentrifuga-
cidn,muestran cuatro fracciocnes designadas: 2 , 7 , 11y 155 ,en bha
se a sus coeficientes de sedimentacidn (Cuadro No. 2).Por técnicas -
inmunolégicas,se han purifucedo y caracterizado las globulinas que -
forman parte de éstas fraccliones a las que se les bautizd como: -Con

glicinina, ¥ Conglicinina, Glicinina, v @ Conglicinina (2),respectiva-
mente.

CUADRD NO. 2 CANTIDADES APROXIMADAS Y COMPONENTES DE LAS

FRACCIONES 5DLUBLES EN AGUA DE LAS PROTEINAS DE
50YA (2, (5). ’

FRACCION % DEL TOTAL COMPONENTES PESO MOLECULAR

2.5 22 Inhibidor de Trip 8,000
sina,Citaocromo C 21.500

758 37 Hemaglutininas,Ll -
poxigenasa,®Amila -
sa y Globullna 7 S 614,700

11 8 31 Globulina 11 5§ 180 - 210,000

15 8§ 11 - -

2.3.1 PROPIEDADES FISICO-QUIMICAS DE LAS PROTEINAS DE SODYA

a. S50LUBILIDAD EN FUNCION OEL pH

Un extracto de globulinas de soya,preparado a partir de -
hojuelas extraidas a pH 9,precipitadas isaeléctricamente,lavadas y -

.neutrslizadas;presenta el perfil de solubilidad mostrado en la Figu-

ra No.1 , La mayor parte de las globulinas de soya son solubles a -

pH mayor de 9,mientras que el minimo de solubilidad se encuentra en -
tre pH 4 y 5.(33).51in embargo,utilizando altas concentraciones de sa-
les (0.7M de NaCl y 0.2M de CaClz),pueden obtenerse soluciones alta -
mente cancentradas de globulinas de soya,adn bajo pH igual & menor
gue el del punto isoeléctrico,es decir entre 4.5 y 7.0 (22).
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Figura No.1 Soclubilidad de las proteinas de soya en
funcian del pH (33).

b. DISPERSIBILIDAD Y DESNATURALIZACION DE LAS PROTEINAS DE SOYA

Casi el 90% de 1= materia nitrogenada de la harina desengrasada-
de soya es dispersible en agua a pH de 6.6;el 65% de éstas sustancias
pueden ser precipitadas por &cidos a pH de 4.1 y recobradas como pro-
teinas.

Beckel realizd estudios sobre la desnaturalizacian por calar a di
ferentes temperaturas y porcentajes de himedad de las proteinas de sg
ya.5us resultados se muestran en el Cuadro No.3 e indican gue existe-
uyna temperatura critica para cada himedad abajo de la cual la desnaty
ralizacidn es baja,pero sobre ésta temperatura la insolubilizacidn es
rapida (5)(31).

2.3.2 GLICININA (FRACCION 11 8)

Es ls proteina de reserva maés importante de la soys,constituye
1/3 del total de proteinas del grano.Es una.glcbulina con peso molecy
lar entre 333,000 y 363,000 .(19).Fue descrits por primera vez por Os-
horne y Campbell en 1898, guienes le dieron su actual nombre (5).Con -
tiene grandes cantidades de &cldo glutémico y aspértico, y una baja-



CUADRO No.3 DESNATURALIZACION POR CALOR OE LAS PROTEINAS

pE sova (9).
»TﬂIJG‘E\Dt(xg)RELg\_ TEMPEFéATURA % OESNATURALIZACION

pg.5hr | 1.0 hr|] 1.5 hr 2.0hr 12.5 hr

100 . 60 0.6 - - 64 .
a0 2.2 L.b 11.5 11.5 | 26.3

90 10.8 27 33.2 - 85
100 - 71.1 B6 .4 92.8 | 95.9
116 55.4 87.8 92.9 ‘g5.1 | 97.3
127 - 87.8 93.4 g97.1 | 98.1

50 100 3.8 1.9 12.8 13.7 | 261
18 80 0.9 0.9 3.9 3.9 3.9
100 2.5 2.5 8.6 11.0 | .1
120 11,1 1.1 62.5 at.7 | 90.8

0 100 4.8 4.8 6.7 - | 10
120 - - - 19.8 | 50.8

proporcifn de histidina,cisteina,metionina,tirosina y triptofanoc.Los
residups N terminales de la glicinine,corresponden a los aminoadcidos
glicina,leucina y fenilalanina en proporcidn 4:1:1 respectivamente -
(2);su coeficiente de sedimentacidn se ha descrito como 12.25 § (42)
y 11.85 § (13),el punto isoeléctrico de ésta proteina se encuentra -
entre pH 4.64 (17) y pH 5 (42);su coeficliente de difusion obtenido -~
por métodos inmunoldgicos es 020u= 1.h7x1D-7 cmz/aeg (4).La forma -
més estable de la glicinina es un dimero gue estd compuesto por dos-
estructuras anular-hexagonales que contienen a su vez seis subunida-
des diferentes tres écidas y tres basicas (4).La fraccion 11 S puede
precipitarse selectivamente de un extracto acuoso de proteinas de sp
ya diluido 1:10,usando Magnesio (II) 0.05M, 1a preparacidn que se ob
tiene tiene entre un 90-95% de pureza,después de dializarla contra -
solucifn reguladors de fosfatos de pH 7.8 en cloruro de sodio 0.5 M-
(M.

8. PROPIEDADES INMUNDQUIMICAS DE LA GLICININA
Al poner en contecto glicinina con su suero anti-especifico,por
la técnice de doble difusifin en gel,se obtiene una sola banda de in-

munoprecipitado.El suero anti-glicinina produce una dgébil reaccién con



la Araguina,que es la proteina més importante del cacahuate,es posible
que otras proteinas de reserva se semillasvdiferentes puedan compartir
determinantes antigénicas con la Glicinina.

A pH 7.6,1a Glicinina se polimeriza rapidamente y el polimero in-
soluble en agua retiene sus propiedaedes inmuncldglcas. ’

La inmunodifusidn radial,ha sido usada para estudiar la desnaturg
lizacidn térmica de la Glicinina,cuantificande la cantidad de &sta gue
permanece antigénicamente activa después de calentar a diferentes tem~
peraturas durante ur tiempo constante & a temperature constante vy tiem
variables (4).5e demostrd que la proteina retiene su actividasdg inmuno-
lAgica calentando por 30 min. a 65°C y que ésta se pierde répida pero
na totalmente entre 70 y 90°C.¢ F:géac = 1.5)(Valor obtenidc a partir-
‘de los datos de Catsimpoolas y Meyer (4)).

2.3.3 FRACCION 75§

La fraccldn 7 S consiste en al menos 4 proteinas diferentes:Hema-
glutinina,lipoxigenasa, ® Amilasa y un componente 1lamado Globulina 75-
(¥ Conglicinina).Esta Fraccifn constituye 1/3 del total de las protefl
nas de soya y la mitad la forme la Globulina 7S.

La Globulina 7 S posee 9 residuos de aminodcidos terminales y tal
vez,9 subunidades de cadenas polipeptidicas simples.A pH 7.5 y Fuerza-
iGnica de 0.5 se presenta como mondmerc de Peso molecular entre 180 y-
210,000,perc se dimeriza a Fuerza iénica de O.1.La estructura cuaterna
ria de la Globulina 7 5 es deatruida por urea 8M & Clorhidrate de gua-
nidina 4M (2).En el proceso de preparacion de aislados de proteinas de
soya para uso en alimentos,debido a la alcalinidad usada,la estructura
cuaternaria de ésta proteina se destruye también.

Inmunolégicamente, la Globulina 7 S produce una sola banda de in-

munoprecipitedo par la técnice de Contrainmunoelectroforésis (2).

2.3.4 FRACCIOMN 25

En la fraccién 2 5,ademis del citocromo C,se encuentra una Globu-
1ina llamada Conglicinina,exhibe un peso molecular parecido al del in
hibidor de Tripsina de Kunitz (2) {que es una proteina bloldgicamente-
activa remanente en el suero de la‘precipitacién igoeléctrica de las -
proteinas de soys) 8,000,pero tienen diferentes puntos isfeléctricos -

por lo que éstas dos proteinas no son iguales y pueden ser separadas -
11



por cromatografia de intercembio idnico.La conglicinina también po-
see actividad de inhibidor de Tripsina, y a ella se deben los pro -
blemas nutricionales que presentan los elimentos a base de protel -
nas de soya (2).

2.3.5 FRACCION 1% S

Por métodos f{sico-quimicos ha sido imposible aislar ésta frac-
cidn como una especie alslada,sin embargo,por métodos inmunolégicos
se ha visto gue la conglicinina,como se le ha llamado a ésta frac-
cibn,forma 3 bandas de precipitacién por la técnica de Ouchterlony-
éstos y otros resultados sugieren gue la fraccidn 15 5 resulta de -
uyna polimerizacidn de la fraccidn 7 S,pues ésta Gltima se compone -
de una fraccidn que rdpidemente se polimeriza a. componenetes con co
eficientes de sedimentacifn 15 5 (2).

2.3.6 LA FRACCION TERMOESTABLE DE LAS PROTEINAS DE SOVA

El primer trabajo publicado sobre el aislamiento de las protei-
nas de soya,parece ser el de Meissl y Biicker en 1883 (5).Estos autg
res distinguieron 3 proteinas en el grano de soya,una de las cuales
llamaron caseina (ésta no estd relacionada con la caseina de la le-
che),la cual extraida con una solucidn suavemente alcalina de pH 9,
comprendia més del 30% del peso del grano y el 90% del total de pro

teinas.Esta fraccidn corresponde a la que se aobtiene actualmente -
por precipitacifn isoeléctrica.El segundo componente permanecia in-
soluble aln con extracciones repetidas de hidrdxido de potasio;com-
prendia el 7% del grano de soya y lea llamaron caseina insoluble.La~
tercera fraccidn que obtuvieron,la llamaron albdmina (independiente
de la alblmina del huevo) por que se coagulaba al calentar el suero
obtenido de la primera extraccion.En 1937,Watts (29) describe una -
prote{na extraida de la harina de soya a pH 5% que,aparentemente no-
era idéntice a la albimina puesto gue permanecis en solucifn.des -
pués de la coagulacidn de eéta Ultima.Esta es la primera evidencia-
reportada de la existencia de una fraccion de las proteinas de says
gue conserva su estructura,aln después de un tratamiento con calor,
es decir una fraccifin termoestable (FTE).

12



Kamm,en 1970 (15) reslizd estudios inmunoelectrofireticos en los
gque aplicd la técnica de Laurell para cuantificar protefnas de soya -
en productos cérnicos.Encontrd que en el suero antiproteinas de soya-
existe una ¥ Globuline (anticuerpo) especi{fica contra la FTE,ésta -
conClusién se deriva de sus observaciones de que ain usando como antf
geno un extracto de proteinas de soya tretado durante 30 min.a 125°C,
se presenta un pico de precipitacidn indicativo de la reaccidn Antige
no-Anticuerpo.Un resultado semejante reportan Pastelin y Ruiz(28)en -
la que obtienen una banda de precipitacidn por la técnice de Egntra -
inmunoelectroforesis, al poner en contecto suero anti-proteinas de ap
ya y un extracto de proteinas calentado a 809t durante 5 hrs.Estas -
reacciones de precipitacién, indican la existencia de una proteina -
conserva sus pfupiedades antigénicas;es decir su estructura aln des -
pués de un tratamiento térmico parecido al gque sufren los productos -
cérnicos en su elahoracidn.

13



2.4 DERIVADOS DE SOYA USADODS EN LA ELABORACIGN DE PRODUCTOS
 CARNICOS.

Los derivados de soya que se utilizan comercialmente en la indusg

tria de la carne.son: harina,sémola,concentrados y aislados de protel
nas.tEn el Cuadro No. & se cita su composicibn.

CUADRO NO. & COMPOSICION DE LAS PREPARACIONES BASICAS DE SOVA (12).

NUTRIENTE CONCENTRADO AISLADO HARINA SIN HARINA DESEN-
DE PROTEINAS PROTEINAS | pe5enNGRASAR | GRASADA
CALORIAS ——— 369-392 350-400 273-295
PROTEINAS (gr) 66.2 90-97.7 38.5-43 " 51-55
GRASA (gr). 0.3 0.2-1.2 19.1-23 1 - 3.5
COLESTEROL(gr) - b . o] 0
SACAROSA (gr) ——— -—- L.8-6.4 6 -8
DEXTROSA (gr) ——— -—— Trazas Trazaes a 0.1
FIBRA (gr) —— 0.25-0.4 2 -2.3 2.5 =3
50010 (gr) —— 0.15-1.5 0.2 D.2-0.25
AC.GRAS0S POLIN ——— —— 3/1/1 3/1/1
SATURADDS/MOND
SATURADOS/SATU
RADOS

Las preparaciaones bésicas de soya se obtienen de hojuelas que -
tienen un contenido minimo de proteinas del 50% (19).Estas hojuelas -
se obtienen de grannos de soya descascarillados,laminados,desengrasa -
ﬂus y finalmente tostados.Dependiendo del método usado para eliminar-
el disoluente y de la cantidad de calor aplicado,las hojuelas,se ab -
tienen con un color que va desde el blanco hasta el moreno obscurao .-
Las hojuelas blancas exhiben actividad de lipoxidasa,ureasa e inhibi-
dor de Tripsina, adicionalmente tienen sabor amargo.El producto tosta
do es cbeacurg y la actividad del inhibidor de Tripsina se destruye mo
dificéndose su sabor a uno parecido al de la nuez.
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2.4,1 HARINA Y SEMOLA DE S0OVA

El harina de soya se prepara moliendo hojuelas desengrasadas has
ta 100 mallas 6 ain més finas (30),mientras gue la sémpla es mis grue
sa.El contenido minimo de proteinas de éstas preparaciones es de 40 -
50%,dependiendo del cantenrido de grasa.El tostado previo de las haojug
las esté condicionado al uso gue se le dé posteriormente a las hari -
nas y sémula,En la Figura No.2, se muestra el diagrama de flujo de la

obtencidn industrial de harina,sémola y aceite de saoya.

!SDVA CGMPLETAl

ROMPIMIENTO

DESCASCARILLADO

|ACONDICIONAMIENT O]
Molienda

HARINA SIN "EXTRACCION CONM HEXAND |

DESENGRASAR e
HOJUELAS DESEN ACEITE

GRASADAS
IrMulienda
[HARINA DESENGRASADA |

Figura No. 2 Diagrama de flujo de la transformacidn
industrial del grano de soya en asceite,
hojuelas y harina (29) (43).



2.4.2 'CONCENTRADO DE PROTEINAS DE S50VA

El concentrado de proteinas de soya se produce comercialmente a

partir de hojuelas desengrasadas 6 herina,por cualquiera de los métg

dos gque se citan a contlnuacidn:

a.Lavado con solucidn acuosa de stanol al 60-80%.
b.Insolubilizacién con écido dilufdo a pH b4.5.

c.Tratamiento con calor himedo eeguido de un lavado acuoso.

Con ellos se eliminan los oligosachridos,parte de la ceniza y -

slgunos otros componentes menores,obteniéndose un producto con 70% 6

més de proteinas en base seca.En la Figura No. 3 se muestra el dia-=

grama de flujoc de la obtencifn del concentrado de proteinas de soya.

HOJUELAS 0 HARINA DESEN
GRASADA DE S50YA

1.Lavado con alcohol-agua
2.Tratamiento Acldo (pH 4.5)
3.Calor himedo

1

SOLUBLES

, ’ ra
(Azlcares,cenizas vy : (Proteinas,polisacéridos)
otros componentes -

menores)

|
INSOLUBLES

NEUTRALIZADO
SECADD

CONCENTRADD DE
PROTEINAS

Figura No.3

Diagrama de flujo de la obtencidn del
concentrado de proteinas de saya.czg) (43)
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2.4.3 AISLADO DE PROTEINAS DE SOYA ( PROTEINATO)

La forma més refinada de las proteinas de soya,son los aislados.
Se preparan eliminando los azlcares insolubles,oligcsacdridos y com -
ponentes de pesoc molecular bajo que no se separan al producir los con
centrados.Las hojuelae desengrasadas 6 harina sin tostar,se lavan con
agua,seguida de alcall diluido con pH entre 7 y 8.5.E1 residuo insoly
ble gue contiene los polisacarideos insolubles en agua se gepara.Poste
riormente al extracto se le ajusta el pH a 4.5.Este tratamiento preci
pita las proteinas que pueden separarse por centrifugacién & filtra -
cién;se lavan,neutralizan y secan para obtener el proteinato 6 aisla-
do.S51 las proteinas no son neutralizadas,se obtiene un aislado llama-
do de "proteinas isoeléctricas" (43) que no es soluble en agua,mien -
tras que el proteinato s{ lo es.

El aislado de proteinas de soya contiene 95% de proteinas,de 2 a-
4% de cenizas y entre 3 y 4% de constituyentes menores;estos Gltimos-
pueden eliminarse con soluciones acuosas de alcohol y consisten en -
una mezcla de saponinas, fosfollpidos,glicésidos,isoflavonas y compues
tos no identificados.Lea figura No. 4 muestra el diagrama de flujo de-
la obtencién comercial del aislado de proteinas de soya.

HDJUELAS D HARINA DESENGRASADA
DE SOYA

Alcali diluido
Clarificacidn

SOBRENADANTE,

pH 4.5

| RESTDUD)

N -

{ COAGULADD PROTEINAS) SUERD
Lavado
Neutralizado
Secado

AISLADOD DE PROTEINAS
(Proteinato)

Figura No. 4 Obtencidn comercial del aislado de

proteinas de soya (29) (43).
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e b FIBRAS TEXTUR{ZADAS

El1 proceso bésico de produccidn de fibras de soya fue descrito-
en une patente por Boyer en 1954,en otras de Boyer ySaewert en 1956 y
Gidd en 1960(30).Este es uno de los mds promisorios usos de las pro -
te‘nas de soya,pues con ellas se producen andlogos de carne O alimen-
tos texturizados.En éste proceso el aislado de proteinas se suspende-
en A4lcali (pH 7.5-8.5) y se estiran a presidn haciéndo pasar la soly
cidn por un bafa Acido cosgulante,de manera que se forman fibras,gue-
posteriarmente se alargan para endurecerlas.Estas pueden ser manipula
das para obtener productos gue simulen la textura y sabor de una gran
variedad de alimentos gue usualmente se fabrican & base de carne,como
el tocino.

El tocinoc de soya se produce con fibras tekturizadaa'culureadas—
para simular carne & sin color paras simular grasa,las fibras se unen-
con cohesivos comestibles y se les da sabor.La pieza formada,se trata
térmicamente v se corta (30).

a. EXTRUSION TERMOPLASTICA

Por éste proceso pueden obtenerse fibras texturizadas a un costo
menor,pues ademids del mislado de proteinas puede utilizarse harina -
conpleta.

En la extrusidn termopléstica,una mezcla de harina de soya,agua,
sahorizantes y colorantes se somete a un tratamiento térmicc a pre -
8idn reducida.Esta masa se extruye a presidn - para expanderla.la for-
ma y tamafo de las fibras se determina por la forma y tamafio de los -
troqueles de sslida,as{ como por la frecuencia con que se corta la fji
bra por las cuchillas,con éste procesoc pueden obtenerse hojuelas,gra-
nulados 0 trozeos grandes a los que se les puede dar sabor de hambur -
guesa,carne shumada y/o con chile,es posible obtener también fibras -
para andlogos de carne de res,cerdo, jaman, tocino y aves;carne tipo 5a
lisbury(molida),hogazas de carne pastelillos y crogquetas de res.Estos
contienen entre el 25-50% de protefna en base seca,de 6-8% de himedad
3% de fibra,1%de grasa y 5-6%de cenizas,puede afadirseles grasa hasta
igualar su peso,pero generalmente contienenentre un 6-30% de ella(43)
Estudios en perros,ratas y nifios demostraran que los andlogos de car-
ne texturizados poseen el equivalente nutricional de la carne y en un
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80% el de la caseina (19).

2.5 U505 DE LAS PROTEINAS DE SOYA EN PRODUCTOS CARNICUS”

Las proteinas de soya en sus variadas formas tienen propiedades-
funcionales que las hacen (tiles en los sistemas alimenticios.Cuando-
BE usan camg emulsificantes,agiutinantes y estabilizadores;las protel
nas de soya alteran y'mejnran la apariencia,sabor y textura de los -
productos.Previenen la excesiva absorcién de grasa durante la fritura
congervan los jugos y grasa de los productos de carne durante su coci
nado de manera gue no disminuyen su tamafo,como lo hacen los produc -
tos sin soya,que pierden hastas el 70% de su peso en gotas de grasa(12)
Por ser hidrofilicas,permiten adicionar més agua a los productos de -
panaderia que las contienen,mejorando las caracteristicas de manejo -
de la pasta; esta retencidn de himedad ayuda a los productos de soyas
a mantener su frescura.fEn los gnélogus de carne preparados unicamente
con soya,se reduce el tiempo de cacinado,pues las proteinas se gelifi

~can durante el proceso de fabricacidn del alimento y el cocinado por-

el consumidor sirve unicamente para darle el sabor y textura deseados.
En fin, los productos de soya usados en la industria contribuyen a la
estabilidad, nutricidn,sabor y costo de los productos terminados;estas
propiedades funcionales les dan ventaja sobre otros aditivos de ali -
mentos.

Sin embargo,;el uso de derivedos de soya en alimentos se restrin-
gid por mucho tiempo,debido & su sabor dominante y a la sensacidn que
deja en la boca.La harina de suyé tiene éstas propiedades mas marca -
das,mientras que el concentrado,aunque es mas caro posee un sabor més
suave.El problema del saber en soys puede atribuirse al calor usado -
durante la extraccion del aceite con Hexano y a la actividad de Lipo-
xigenasa y Lipasa durante la molienda de la soya,lo que resulta en -
una degradacifn de lipidos y formacién de productos de oxidacién de -
sabor desagradable.lUna extraccifn con szedtropo de Hexano-Etanol se -
uga actualmente para obtener harina y concentrados de:soya con sabor
parecidos al de la harina de trigo.El tueste después de la extraccidn
azeotrbpica,realze el sabor de las harinas y concentrados de soya a -
7.9e.,valor que se compara favorablemente con el 8.1 para la haripa -
de trigo.(19)
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2.5.1 PRODUCTOS MOLIDOS

Er-productos tales como hamburguesas,la sémola de soya se utili-
za en nivel de 6%,en carne con chile enlatade se utilizan tambiém ha
rinas y @islados hasta en un 8% por libra de carne.En pasteles de car
ne se utilizan los concentrades de proteinas y sémola por niveles so-
bre el 6% por libra de carne;en éstos mismos productos se han usado -
proteinas texturizadas con concentracicnes entre el 12.5 y 20%;estos-
productos son mejor aceptados por los consumidores que aquellas prepa
rados con carne al 100%.En albéndigas,hdgazas,cruquetas y biftec tipo
Salisbury,se permite usar harinas y aislados en nivel del 12% par li-
bra de carne.Las proteinas texturizadas se usan en albéndigas y cro -
guetas de polla en un 12% (43).

2.5.2 EMBUTIDOS

Las regulaciones de E.U.AR permiten el uso de harina de soya,sé-
mola y concentrado de proteinas en un nivel del 3.5% basado en peso -
gseco del producto,el aisledo se permite en nivel del 2%.(3D).En Méxi-

co como aglutinante de salchiche tipo Viena,puede usarse al 10% so -
bhre el peso seco del producto (26).

2.5.3 OTROS

En Balaaa.pan,paateles,supag enlatadas y jugos de carne se usan
harinas,concentrades y aislados de proteina.Para la fabricacidn de da
nas,wafles y macarrin se utilizan harinas y aislados.

El Cuadro 6 resume los usos mencionados anteriormente.

Una de lss grandes ventajas de utilizar derivados de soya en la
produccidn de alimenteos es su bajo costo.Es por esto que en los pal -
ses sobrepoblados y con pocas perspectivas de cubrir la necesidad de-
proteinas de su poblacién,la soya se cultiva con idilico entusiasmo.
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CUADRO NO. & US05 DE LAS PREPARACIONES DE SOYA EN PRODUCTOS

ALIMENTICIOS (43)

FURMA USADA DE'LAS
PROTEINAS DE SQVYA

ALIMENTD

HARINA DE SDVA

AISLADD DE PROTEINAS

CONCENTRADO DE PROTEINAS

Salchichas Frankfurter,bologna,salsas,

rollos de pollo,sopas,pan,pasteles ade

rezos,pastelillos de carne,carne con -

chile,macarr@n, tocino,postres congela-

dos

y harina para Hot-cakes.

Salchichaes Frankfurter,Bologna,andlogos

de carne molida,aderezos,salsas,paste-

de carne, jamones con hueso,carne deshi

dratada,macarrdn y donas.
Salchichas Ffankfurter,anlngna,rullus—

de pollo,salsas,pasteles de carne, jamo

nes
pas

con hueso, tocina,pan,pasteles,so -
y postres congelados.

La comparacifn en Méxicao

del

nc de soya se muestra en el Cuadro

costo por tonelada de carne y gra-
No.7

CUADRD NO. 7 COMPARACION DEL CDSTO DE SOYA Y CARNE. 1980 (B) (11)
PRODUCTQ PRECIO POR TONELADA
SOYA $35,000.00

(Proteina LO-43%)

CARNES:

(Proteina 18%)
BOVINA $56,306.00
PORCINA $47,195.47
OVINA $63,366.00
CAPRINA $65,862.20
AVES $47,607.65
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Comparéndose con otres granos y carne,de la soya &e obtiene una
mayor cantidad de proteinas por acre de tierra,como se observa en. el
Cuadro No.8.

CUADRO NO. 8 PRODUCCION DE CARNE Y OTROS CEREALES POR
ACRE DE TIERRA,EUA 1977 (30).

—
PRODUCTO Lb. AL ARO POR ACRE DE TIERRA
CARNE 58
TRIGO 180
MAIZ 323
SOYA s00

En cuanto a otras leguminosas y legumbres,la soya posee un ma-
yor volimen de produccidn (en E.U.A) y mayor cantidad de proteinas -
de acuerdsc al Cuadro No.9.

CUADROQ NO. 9 VOLUMEN DE PRODUCCION DE OLEAGINOSAS Y LE-
GUMBRES EN E.U.A. 1977 (29).

SEMILLA Ton.Cibicas CONTENIDO DE PRDTEINA
{millgnes) (% en peso)

sava 46,52 40-43

SEMILLA DE ALGODON 27.06 17-21
CACAHUATE 18.4 25-30

GIRASOL 9.65 20

AJONJOLI 1.86 25

NABD SILVESTRE 6.5 17-24

LINAZA 4, R TA

LEGUMBRES 40.39 23-27

Par todes é&stas cacacter{sticas y ventajas,la soya es ampliamente
utilizada =n los sistemas alimenticios.
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2.6 OTROS USOS DE LA SOVYA.

El aceite de soya,es el aceite ligquido con mayor produccidn mun
dlaljen E.U.A.,cerca del 85% de la grasa de consumo humang se aobtiene
de la soys (23).Este aceite que representa entre el 17 y 19% del peso
de la semilla,se emplea en la elaboracién de margarinas y manteca ve-
getal,de &l se extrae lecitina, apravechada en la produccidn de man -
tequilla,chacalates y confiter{a.Por su alto contenido de acidos gra-
808 no saturados, el aceite de soys se usa en la elaboracidn de ali -
mentes y bebidas dietétices.En la industria,se utiliza en la produc -
cidn de esmaltes,aceites,barnices,pinturas,telss de imprenta,lacas,li
ndleus,glicerina, lubricantes,explosivos,sustitutos del caugho,hule, -
celuldidea,jabunes,velas impermeabilizantes e insecticlidas.(39),

En los paises de Oriente,desde hace siglos,la soya hé constitu{-
do un prominente factor alimenticio para el hombre,en forma de diver-
sos platos,como el Tempeh,Miso,Nattoc y sslea de soya 6 Shoyu,8 en for
ma de queso y leche.Ls leche de soya no es mas que un extréctu acuoso
del grano completo (19), de ésta leche se obtienen los guesas y mentg
gquilla de soya;éstos. productos han resultada de buena calidad para el
sustento infantil cuando se han tratado térmicamente 8 1219C  entre 5
y 10 minutos,b a 93°¢ por 60 min. (19). E1l grano de soya en s8i const}
tuye un excelente remedio cunira el raquitismo.Cultivada pare forraje
produce alrededor de 5 toneladas de producto verde rico en proteinas:
E1 rastrojo de saya plicado e incorporado al suelo proporciona a gste-
un material muy valioso paras mantener su fertilidad y condiciones Fi.
sicas.

Las harinas de soya,constituyen un elemento bésico de los denomi
nados alimentos balanceados,que son imprecindibles en la produccidn -
avicola y cuyo empieo en la ganaderia intensiva ya ha alcanzedo metas
sumamente importantes en diferentes palses del mundo y en especial en
Europa (39).

En México se han realizado estudios (7) (10),para producir torti
llas suplementadas con un 20% de harina de soyaj;el producto obtenido-
posee un sabor agradable y mayar valor nutritivo que el normal,esto -
misme se ha hecho con amaranto. '
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2.7 ASPECTOS NUTRICIONALES DE LA 50VYA

La soya posee el mejor equilibrio de aminoécidos esenciales que
cualguier otra fuente vegetsal de alto contenido protéico.5in embargs
las proteinas de soya muestran un déficit del 18% en valor bioldgice
(VB) respecto a la carne (12), éste puede corregirse con la suplemen
tacidn con proteinas de mejor calidad como la del huevo,lactalbOmina
0 proteinas de pescado.Una mejor solucidn es la incorporacidn de los
aminoécidos limitantes en la proteina de soya: metionina y valina pa
re aumentar su valar blolédgico y aproximarlo al de la carne 6 leche.

En el Cuadro No.10, se muestra el contenido de aminodcidos esencia-

les del concentrado y aislado de proteinas de soya.

CUADI0 ND. 10 CONTENIDO DE AMINDACIDOS ESENCIALES DE LAS FOR
MAS COMERCIALES DE LAS PROTEINAS DE SOYA.(43)

AMINOACIOO CONCENTRADO AISLADO DE
PROT .DE SOVA PROT.DE SOYA
(gr de aming (gr de aming
édcido por 16 4cido por 16
gr de N) gr de )
Lisinsa 6.6 5.7
Metionina 1.3 1.3
Cisteina 1.6 1.0
Triptofanc 1.4 1.0
Treanina L.3 3.8
Isnleucina 4.9 5.0
Leucina 8.0 7.9
Fenilalanina 5.3 5.9
Valina 5.0 5.2

Como se observa, las protelnas de soya tienen um alto cantenido -
de lisina y son un 0til suplemento para cereales que tienden a-tener-
una baja cantidad de éste aminoacido.
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£1 grano de soya contiene vitaminas tales como: Beta-Carcteno -
(precursor de la Vitamina R), Tiamina, Ribiflavina, Niacina, Ac. Pan
toténica, Piridoxina, Biotina, Ac. Folico, Inositol, Colina y AE. Ac
chrbica, aunque sdleo la concentracidn de Tiamina y Ac. Fdlico es sig
nificativa.Entre los minerales,la soya contiene: Calcio,Fierro,Manga
neso,Magnesio,FAésforqCobre v Zinc, constituyendo una buena fuente de
los cuatro Gltimos (19).

Laos concentrados de proteimas de soya tienen PER'S eguivalentes
a los de la caseina.El aislsdo de proteinas tiene entre un 65 y B0%-
del valar nutritivo de la case{na medido por PER & VB,pues ésta pre-
paracién es més deficiente en aminodcidos szufrados que las harinas-
y concentrados.El usn de proteinas de soya texturizadas como reempla
zo de carne en crogquetas de pollo,res y albbndigas en un 30% aumenta
el valor del PER de éstos alimentos haota exceder el de la caseina -
(18).

A continuacifn se muestra una camparacidn del valor nutritive -

de las proteinas de soya texturizadas y la carne molida de res.

CUADRO NO. 11 COMPARACIDN DEL VALOR NUTRITIVO DE LA CARNE DE
RES Y LAS PROTEINAS DE SOYA REXTURIZADAS (36)

COMPONENTE POR 100gr DE PRODUCTO
CARNE MOLIDA PROTEINA DE SOYA TEXTURIZADA
PROTEINA 17.3 gr 16.3 gr
GRA SA 21.2 gr 0.5 gr
CARBOHIDRATOS - 13.0 gr
CENIZAS 0.7 agr 2.0 gr
HUMEDAD 60.2 % 67.0 %
CALORIAS 268.0 103.0
TIAMINA 0.08 mg 0.32 mg
RIBOFLAVINA 0.16 mg 0.16 mg
NIACINA 4.33 mg 5.44  mg
FIERRO 2.79 mg 4.0 mg
VITAMINA A 40.0 U.I 13.0  U.I
PER(Rango de 2.76 2.5
eficiencia de
aroteina)
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Entre los factores antinutricionales de la soye se cuentan:
Inhibidor de Tripsina Eliminedos a 100°C -

FACTORES TERMOLABILES Hemaglutininasg durante 15 min,

" Sapogninas;Son inocuas para los humanos

Estrbogenns;Su concentracidn es tan peguefia -
gue fisicldgicamente son inactives

Factor de fFlatulencia;Presente sOlo en hari-

FACTORES TERMODESTABLES nas.

Lisinoalanina; Debido al tratamiento alcali-
no que se sigue en la produccidn -
de concentrados y aislados,se en -

cuentra presente en éstos.

Como vegetal fresco,la soya no ha sido aceptada a causa de su o-
lor desagradable y por la dificultad de descascarar el frijol inmadu-
ro.S5e ha estimado que 100 gr de seoya fresca,puede suplir el 40% de -~
los requerimientas diarios de proteina de un adulto (19).Las prote! -
nas de ia:sdyé inmadﬁra poseen un mayor valor nutritivo gue las de la
madura cuando se cocinan en forme adecuada, elVYB puede compararse fa-
vorablemente con el de la caseina & higado de res (19).

La soya ha slido usada s6lo bajo condiciones experimentales como-
unico medio de proteinasen elCuadro 12 se muestra el valor biolégico-
dp diferentes preparados de soya cbtenidos en seres humanos y se com-
péra con el de otros alimentos.
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CUADRO NG.12 EVALUACION BIDLOGICA DE ALIMENTOS DE SOYA EN
HuMANOS. ( 19 )

FUENTE DE PROTEINAS VALOR BIOLOGICO DIGESTIBILIDAD
Soya Bn vaina 65 -
Harina de soya desengra 81 52
sada

Leche de soya 91 89
Aislado de proteinas 71 as
Andlogo de carne tex 81 92
turizado a base de soya

Grano de soya maduro 96 . -
Huevo 97 97
Leche de vaca T 91
Harina de trigo 41 97
Maiz 30 -

2.8 METODOS DE DETECCION Of PROTEINAS DE SOYA EN PRODUCTOS
CARNICOS,

Cuando el costo de la carne aumentd,ls suplementacidn de produg
tos cérnicos con proteinas vegetales,llegd s ser una reslidad econdmi
caj;con ello aumento el interés en cuantificar la contribucidn de las
proteinas usadas como sustitutos de carne,como las harinas,proteinas-
texturizadas,concentrados y aislados de proteinas de soya.Algunos de-
ellos se baBan En rangos establecidos de materiales no protéicos de -
s soya.Dentro de ésta categoria estdn los métodos para determinar -
?6sfurn 1ipuide,azﬁcafes no fermentables,cenizas de az(cares,Mangane-
so,extractos libres de nitrdgena insolubles en etanol,obtenidos del -
dlcall de los residuos vegetales etc.Estos métodos pueden aplicarse &
harina de soya,pero tienen poco & ningln valor si la soya ha sido pu-
rificada en otras fracciones.

En 1948,8ennett (30) desarrclld una técnica basada en el conte-
nido de celuluéa del producto carnico.En ellas,la muestra problema se-

diglere en una solucidn de potasa alcahdlica,para obtener celulosa;se
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solubiliza con écido clohidrico,se separa y reprecipita con la adi -
cién de etanol,se centrifuga v cuantifica volumétricamente.Esta téc-
nica es aplicable a harinas de soye,sémpla y concentredos que contig
nen altos niveles de celulosa,peroc no a aislados gque carecen de -
ella.En 1974 se propuso un andlisis de Magnesio (15) para medir el -
contenido de soya de productos cdrnicos,pero tiene un valor limitado
para aislados y concentradaos.Las requlaciones de E.U.A. marcan gue -
los aislados destinados a la incorporacidn en productos carnicos de-
ben estar etiguetados con Titanio al O8.1%,que se cuantifica poste -
riormente,reduciendo la muestra a cenizas,disolviendo en #cido sung
rico y finalmente leyendo le absorbancia debida al contenido de Tita
nig (30).

Las técnicas electroforéticas,usando geles de Dodecil sulfato -
de acrilamida (SDS) aplicadas a extractos de productos cérnicos acug
808 gue se comparan con patrones de las proteinas de soya solubles -
en agua,permiten cuantificar proteinas en productos crudos y cocina-
dos.Este método es cuantitativo,detecta entre el 5 y 35% de proteina
de soya sobre el peso total del producto y se aplice en haripas,ais-
lados y concentrados (16) (18).

Dentro de los métodos inmunolAgicos,Catsimpoolas y Meyer (2)(4)
encontraron que con la técnica de Oudin,se obtiene una relacidn li-
near entre la distancia de la migracidn del complejo antigeno-anti-
cuerpo y el logaritmo de la concentracidn de las proteinas de soya-
pero no aplican su técnicas en productos cérricos,sBlo en extractos-
de proteinas.Kamm(15) utiliza la técnica de Laurell para la cuanti-
ficacién de protefnas de soya en extractos de productos cérnicos, -
sin embargo,en aguellos tratados térmicamente no se aplica satisfag
toriamente el método.

2.9 INMUNODIFUSION RADTIAL

No ubstsnte'de vivir en un medio ambiente altamente contamina-

dy por agentes agresores reales O potenciales,el haombre y los anima
les no suf-en de sus impactos.Ello se debe a que poseen una serie -
de mecanismos defenslivos y protectores que les aseguran cierta in -~

tegridad y sGlo ante fallas de los mismos se producen infecciones -
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6 agresiones.

El término inmunidad proviene del vocablo lating “1mun";privadu
de carga 0 privilegiado.Desde el punto de vista médico,la inmunidad
es considerada sindnimo de resistencia y sirve para expresar la re-
sultante de dos sistemas opuestos;el agente invasor & antigena (Ag)
y las reacciones del huésped invadido (21).Ls inmunidad se caracte-
riza por que,como respuesta al estimulo antigénico no se desencade-
nan manifestaciones colaterales perjudiciales al huésped.En un sen-
tido mis amplio, los fendmenos inmunoldégicos deben considerarse como
la respuesta de un huésped a un agersor real & potencial y a las -
consecuencias de ella derivadas.

Un vertebrado inmune forma ciertos elementos especificos que ac
tian sobre el antigeno &6 agente agresor,neutralizéndoleo & impidien-
do un dafio en su organismo.Estos elementos pueden ser anticuerpos -
(proteinas) 6 bien linfocitos sensibilizaedos,que reaccionan especi-
ficamente con &1 antigeno contra el cual fueron sintetizades.BAc -
tualmente se utiliza més el término "inmunbgeno"para designar a a -
quellos agentes capaces de despertar una respuesta inmune en un ger
vivo,mientras que antigenc se usa para especificar la sustancia que
reacciona con su anticuerpo especifico.

S5i la reaccifin Antigeno-Anticuerpo(Ag-Ac) ocurre in vitro,gene-
ralmente la sigue un fendmeno visible que puede ser,una precipita -
cidn,aglutinacidn,bacteriflisis,citdlisis etc.dependiendo de las ca
racteristicas del antigeno y de la presencia 6 no de sustanciess com
plementarias.5i el antigeno se encuantres en solucidn al reaccianar-
con su anticuerpo especifico (Ac),el complejo antigeno-anticuerpo -~
se agrupa como precipitado.

Empleando soportes adecuados cono poliacrilamida,pectina,algina
to de calcio,membranas de acetato de celulosa gelatinizado y en es-
pecial agar disueltao en electrolitos,es posible hacer migrar antige
nos (Ag) y anticuerpos (Ac),por simple difusién,de modo gue al en -
contrarse interaccionan formando un precipitado.La distancia que ég
tas macromoléculas migran cbedece a las leyes generales de la difu-
gidn, que establecen que una sustancia difunde en relacidn directa-
mente proporcional a su concentracidn e inversamente proporcional a
@ la concentracidn de agar y a su pesa molecular,
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Aungque las reaccliones Antigeno-Anticuerpo en gel fuerom descri-
tas en 1905 y usadas par varios investigadores en la identificacidn-
de microorganismos.S5u utilidad inmunogquimica moderna comenzd con el-
trabajo de Oudin,qguien en 1946 introdujo la téﬁnica de difusién sim-
ple y sugirid la posibilidad de le doble difusidn en dos dimensiones.
A partir de éstas técnicas,se desarrollaron la doble difusidn en gel
de Ouchterlony,la inmungelectroforesis,la técnica de Laurell,la con-
trainmunoelectroforesis y la inmunodifusidon radial (14).

De entre los varios métecdos citados,la técnica de inmurnodifu -
sitén radial es una de las méas simples,sepsibles y menos costosas.Par
definicién la reaccldn de precipltacién por inmunodifusidnradial(RID)
s lleva a cabo incorporando una de las partes del sistema de reac -
cién en un gel de agar con una concentracidn uniForme,miéntras gue -
el otro reactante,generalmente el ant{geno,se introduce en un "pozo®
a partir del cual se deja difu ndir en el gel donde reacciona con el
"reactivo tnternc".Se ha demostrado que existe una relacidn linear -
entre el area de precipitacién del complejo Ag~Ac y la concentrecidn
de Ag, si la difusidn se continua hasta gque todo el antigeno se ha -
lle combinado (20).Por lo gque si se traza una gréfica de concentra -
cidn de antigeno contra didmetro del halo de precipitacidn,se obtie-
ne una linea recta,en la gue es posible interpolsr las concentracto-
nes de Ag en problemas con concentrecidn desconocids.las posibles -
fuentes de error de ésta técnica son: irregularidades en los pozos,-
que impiden una difusidn homogénea,falla en la mezcla agar-anticuer-
po gue ocasicna una mala distribucidn de éstos Gltimos en el gel y -

por tanto la reaccidn Ag-Ac no es uniforme.
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Aunque las reaccliones Antigeno-Anticuerpo en gel fuerom descri-
tas en 1905 y usadas por varios investigadores en ls identificacidn-
de microorganismos.Su utilidad inmunoguimica moderna comenzd con el-
trabajo de Oudin,quien en 1946 introdujo la técnica de difusidn sim-
ple vy sugirid la posibilidad de la doble difusidén en dos dimensiones.
A partir de éstas técnicas,se desarrollaron la doble difusifn en gel
de Ouchterlony,la inmunoelectroforesis,la técnica de Laurell,la con-
trainmunoelectrofaresis y la inmunodifusién radial (14).

De entre los varios métodos citados,la técnica de inmunodifu -
gifén radiaml es una de las mds simples,sensibles y menos costosas.Por
definicidn la reaccidn de precipitacién por inmunodifusidnradial(RID)
se lleva a cabo incorporando una de las partes del sistema de reac -
cién en un gel de agar con una concentracidn uniforme,miéntras que -
el otro reactante,gereralmente el antigeno,se introduce en un "pozo®
a partir del cual se deja difu ndir en el gel donde reacciona con el
"reactivo internoc”.5e ha demostrado gue existe una relacifn linear -
entre el Area de precipitacidn del complejo Ag-Ac y la concentracidn
de Ag, i la difusidn se continua hasta que todo el antigeno se ha -
lle combinado (20).Por lo gue si se traza una gréfica de concentra -
citn de antigeno contra didmetro del halo de precipitacidn,se obtie-
ne una linea recta,en la gue es posible interpolar las conceniracio-
nes de Ag en problemas con concentracidn desconocida.lLas posibles -
fuentes de error de ésta técnica son: irregularidades en los pozos, -
gque impiden una difusidn homogénea,falla en la mezcls agar-anticuer—
po que ocesiona una mala distribucién de éstos Gltimos en el gel y -

por tanto la reaccifn Ag-Ac no es uniforme.
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3.0 MATERIALES Y METODOS

Para la evaluacidn de proteinas de soya en productos cArnicos-
por la técnica de Inmmunodifusidnm radial,se prepara un suerg inmune -
(con anticuerpos especificos) usando como inmundgeno una fraccibdn de-
las proteinas de soya,llamada "Fraccidn termoestable"(15);capaz de re
tener sus propiedades antigénicas a una temperatura de 121°C durante-
20 minutos,condiciones que son parecidas al tratamiento térmico mas -
drastico gue se le da a un producto edrnico.El suero (Anticuerpos),se
mezcla .can una solucidn de agar,para después ser vertida en placas,en
las gue se evaluard la cantidad de proteinas de soya en productos cir
nices comerciales y controles;estos Ultimos con una cantidad conocida

de harina de soya. (Fig.5).

3.1 OBTENCION DEL SUERO INMUNE CONTRA LA FRACCION TERMDESTA-
BLE DE LAS PROTEINAS DE 50vVA.

3.1.17 OBTENCION DE HARINA DESENGRASADA DE S50VYA

A partir de granos de soya comerciales (Casa Alinadi,3 HKg) se-
obtuvo el harina de spoya.lLos granos se secaron al sol durante aproxi-
madamente 96 hrs.,posteriormente se partieron en un molino de cerea -
les (CeCoCo Flour grinding mill) separandose la céscara de los cotile
dones.

Los cotiledones descascarilladosyse molieran hasta un tamafic -
de particula capasz de atravesar el tamiz de malla No. 20.Con el hari-
na obtenida se forma una suspensiin en Hexano,la cual se filtra a tra
vés de papel Whatman No.2 (Blchner).Se lava repetidamente con Hexano-
hasta obtemer que una gnta del filtrado dé una prueba libra de grasa-
en papel filtro.El producto se esparce en papel aluminio hastz la to-
tal evaporacién del Hexano(aproximadamente 48 hrs.a temperatura am -
biente).El desengraesado de la harina evita problemas can el método de
de extraccidn de las protelnas,pues parte de éstas podrian guedar a -

trapadas en la grasa (15).

3.1.2 EXTRACCION DE LAS GLOBULINAS DE S0YA

Para la extraccidn de las proteinas del harine desengrasada,se
aprovechd ls solubilidad de éstas en agua y soluciones salinas diluil-
das. Se mezclaran 500 ml de snlucidn de cloruro de sodio al 0.85% -
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Figura No. 5 DIAGRAMA PARA LA EVALUACION DE LA FRACCION TER
: MDESTABLE DE LAS PROTEINAS DE SOYA EN PRODUC -

T0S CARNICOS.
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solucion salina isotdnina ( 5.5.01. ) con 130 gr de harina desen -
grasada lentamente en un vasno de precipitados,agitando durante 2 hg
ras,sin formar espuma.Se dejd reposar el extrwcto durante 18 horas a
4%C.E1 sedimento se separd por centrifugacién a 8,000 rpm durante 30
min; 90 ml. del sobrenadante se trasvasaron a 4 frascos de centrifu-
ga de 250 ml. respectivamente.Los frascos son sellados can tapones -
de algoddn-gasa y sujetos firmemente con hilo resistente..

3.1.3 TRATAMIENTQ TERMICOD

Los frascos de centrifuga con el extracto se sometieron a una-
temperatura de 1219¢ por 20 min. en autoclave.Se dejan enfriar a -
temperatura ambiente para una posterior centrifugacién a 5,000 rpm -
durante 45 min.El sobrenadante contiene la "Fraccidn Termoestable" -
de las globulinas de soya.Se transvasaron 3 ml.del sobrenadante en -
condiciones de esterilidad a frascos éampula de 10 ml estériles.

3.1.4 CUANTIFICACION DE PROTEINAS POR EL METODD DE BIURET

Se cuantificd la concentracidn de proteinas del sobrenadante -
par la técnice de Biuret (37) (AnexpIll)Esta técnica se eligi6 por -
ser la mas reproducible en el extracto de globulinas de soya.Una «~
vez conocida la concentracién de prote{nas,se calcula el vollmen ne-
cesario para adminlstrar une concentracién del 2% de proteina (14) -
(27) (28) en cada dosis que Be inocula a los conejos.El cdlculo se -
realizd segdn la siguiente ecuacidn:

Vollmen del extracto 5
pOSIS

con concentracidn de =

proteina del 2% Concentracidn de pra X 1 ml.
teina del extractao -
en gr/100 ml.

3.1.5 ESQUEMA DE INMUNIZACION

Para la obtencidn del suero inmune,se utilizaron 5 conejos de -
raza Nueva Zelanda ( 2 hembras y 3 machaos) con 2.5 Kg. de peso aproxi
madamente;a los gue se les aplicaron 9 dosis de la Fraccién Termoesta
ble de la globulinas de soya (FTE),cada una con une concentracidn del
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2% de proteinas durante 20 dlas,segin se muestra en el Cuadroc No.13
Un retrase involuntario en la continuidad del prayecto,hizo necesa-
rio ampliar el periodo de inmunizacidn con 4 dosis extras,que se a-
plicaron via intraperitoneal en cada conejs, 34 dias después de ha -
ber concluldo el esquema descrits.Entre cada dosis extra se dejd -
descensar a los animales durantz upa semana.

El adyuvante completo de Frzund,es un potenclador de la respues
ta inmune,por lo gque fue uwutillzado en las primeras inmunizacianes -
para exacerhar la reaccidn de lgs animeles.Consta de una mezcla de-
vaselina liguida,Ariacel A y Bacilos tuzerculosos muertos por calep
tamiento (Bacto~-DIFCO,Completes Freund's adjuvant)

CUADRD No. 13 ESGUEMA 0T INMUNIZACION

DIA EXTRACTO ESTERIL ADYUVANTE COMPLETOD VIA DE INOCULA-
DOGIS DE FREUNZ (ml) CION
1 1 8.5 Intramuscular
3 1 1.0 Intramuscular
8 1 1.0 Intramuscuylar
14 1 - Endovenosa
16 1 - Endovenosa
17 1 - Endovenosa
18 1 - Endovenosa
19 1 Endovenosa
20 1 Endovenosa

3.1.6  SANGRIA DE PRUEBA

Al término del periodo de inmunizacidrn.se deja descansar a los -
animales durante una semana,procediendo & chtener aproximadamente 3-
ml de sangre por puncidn de una de lazs venzs marginales de la oreja.
La sangre asi abtenida,se deja coagular,sescarande el suerc por cen -
trifugacidn a 3,000 rpm durante 10 min.en unz centrifuga clinica.

3.1.7 TITULACION DEL SUERD

Se probd la respuesta de cads conejo al inmunbgena (FTE)can -
el suerao obtenida, mediante la técnicz de doble difusidn en gel de
Ouchterlony. Baséndose en la precipitacién cel camplejo antigeno-an

ticuerpo en gel de agar, ambos son depositados por separado en -
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neguefios "pozos",practicados en el agar.Se dejan difundir y en caso-
de existir reaccién Antigeno-Anricuerpo (Fraccidn Termoestable-Anti-

cuerpo especifico ),se forman bandas de precipitacidn entre los po -
z08 27).

a. PREPARACION DE LAS PLACAS DE AGAR

1.5 gr. de agar Purum (8ehring),se calientan a 1DU°C,en 150 ml-
de Cloruro de sodio al 0.85%,adicionado de 150 mg de Azide de sodio-
camo conservador,hasta formar una solucidn clara.5 ml de la solucidn
se reparten en 30 tubos de ensaye de 13x100.5e tspen con Perafilm y-
se almacenan a 4°C. Pars preparar las placas,se funde el contenldo -
de uno de los tubos,en un bafio de agua hirviente y se vierte on una-
caja Petr! deshechable de 4.2 cm de diadmetro, teniendo cuidado de mapn

tenerla en un plana horizontal.Se dejan solidificar a temperatura am

biente.En la placa sdlida se practican "pozos" ge 4mm de didmetro in

terno y 2 mm de profundlidad,con ayuda de un horadador manual.

b. DOBLE DIFUSION EN GEL CE OUCHTERLONY

Se preparan diluciones 1:2,1:3, 1:4, 1:5, 1:10, 1:20, 1:40 y -~
1:60 de luos sueros ocbtenidos de cada conejo con 5.5.1.5e toman 20 mji
crolitros de Fraccidn termoestable y 20 microlitros de cada dilucibn
cclocindose en los "pozos" practicados rn el agar,como se muestra en
la Figura 6.

Suero sin diluir CD . () Suero dilucibn 1

Fraccion termoestable

Suern dilucidn 3 C) C> Suero dilucian 4

Figura No. 6 DISTRIBUCION DE LAS MUESTRAS EN LA PRUEBA DE
' DOBLE DIFUSION EN REL.

La prueba se reelize con todas les diluciones de los sueros,por
duplicada,incub&ndose durante 48 hrs.e temperatura amblente las ca -

jas cerradas & en céamara hlmede,después de lo cuasl se estima la ban-
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da respective de inmunoprecipitado.El titule del suero se considera -
cama la méxima dilucidn en la que se observe precipitacian.

3.1.8 SANGRIA DE COSECHA

Cuando el tftulo del suero se encuentra en una gilucidn acepta -
ble,se procede a realizar la sangria por puncidn cardiacs en cada ani
mal.5e extrsen aproximadamente 50 ml de sangre por canejo.lLa sangre -
obtenida se deja coagular separénda el suero por centrifugaclén a ~-
3,000 rpm. durante 30 min.

3.1.9 ESTERILIZACION DEL SUERO INMUNME

£1 suero de cada conejo se esteriliza separadamente por medio de
un equipo Zeltz estéril,en el gue se utiliza un filtro de asbesto con
paro aproximado de .2 migcrag. (Figura No. 7)
El vacio que se use en el sistema debe ser cuidadosamente aplicado pa

ra evitar gue se forme espuma.

Filtro Zeitz Filtro de amshesto

— Vacio

Suerp estéril

Figura No. 7 Esterilizacién del suero obtenido

3,1.10 TITULACION DEL SUERD INMUNE ESTERIL

La titulacidn del suerc estéril de cads conejo,se lleva a cabo-
por la técnica de Doble Difusion en gel de Ouchterlony,ya descrita.
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3.2 PRUEBAS CRUZADAS

Eg posi&le que las especies animeles utilizadas en la elabora -
gldn de productos cérnicos,compartan determinantes antigénicas con-
la fraccidn termoestable de las globulinas de soya.Para analizar ég
ta posibilidad y evitar resultados positivos falsss,se efectuaron -
pruebas cruzadas;en las que se puso en contacto & la fraccidn termg
esteble con antisueros de caballo,porcine,bovino yv de burro y sl
ayern enti~FTE frente @ los sueros de las especlies mencionadas,la -
pruets se efectuard mediante la técnica de Ouchterlony.fFigura No.8

O O O

Antisuera boving Antisuero burro Suera bovino Suero burro
FRACCION TERMODESTABLE SUEROD ANTI-FTE
Antisueroc porcino Antisuero caballo Suero porcino Suero caballo

figurs No.8 Pruebas cruzadas por la téunica de Quchterlany

3.3 TECNICA DE INMUNODIFUSION RADIAL

Egta técnica permitird eveluar la centidad de fraccién ter=-
moestable de globulinas de soye gue contengan los productos cérni -
cas gue se utilizaran.

3.3.1 PREPARACION DEL AGAR

Se preparan socluciones de agar al 1.4,1.5,2 y 3% de la sigulen-
te forma:a 25 ml de SS5I con merthiolate 1: 10,000 como conservador, -
se les afiaden 0.35,0.375,0.5 y 0.75 de agar Purum {(Behring) respec-
tivamente;se callentan a 100%C en bafic de agua hirviente hasta la -
total solubilizacién del agar.Ceda solucifin se distribuye en tubos-
de ensaye de 13 x 100 previamente etiquetados con la concentracion-

de agar correspondiente y se almacenan a u°c.
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El propbeito de tener solucliones de sger can diferentes concentra-
ciones,es poder ensayar varias proporciones de suero:agar conservando -
siempre una concentracidn final de agar de 1% (20)(21)(26).La prapor -
cifn suers:agar gque muestre mejores resultadas se. elegird pars probar -
las mueatras‘comerciales.

3.3.2 PREPARACION DE LA MEZCLA AGAR:SUERD INMUNE

El suero y el agar ge mezclan en las proporclones que muestra el -
Cuadra No. 14,

CUADRO NO. 14 PROPORCIONES DE PRUEBA AGAR:SUERD

SUERD AGAR PROPORC ION

(m1) VOLUMEN CONCENTRAGCION | SUERD:AGAR
(ml) (%)

3 30 2 1:2

2 v 1.5 1:3

1.6 4.8 1.4 14

4 2

El agaer solidificado,se funde en un bafio de agua hirviente y se en
fria hasta 40°C.E1 guero,se callenta en bafio de agua hasta ésta tempera-
tura,después de lo cual se mezclan los volOmenes requeridos de émbos tan
répido como sea posible con le ayuda de una pipeta precslentada a 40% -
evitando la formscién de espuma y burbijas.Se vierte la mezcla en dos ca
jas de pléastico ( Hyland,Co.), 3 ml en cada una y 8e colocan en uma su -
perficie nivelada hasta gue solidifiguen sin cerrarlas.Una vez shflidas -
se les practican horadacignes de 4mm de didmetro con ayuda de un horada-

dor manual.Se cierran y se conservan almacenadas 8 4%c. (Cuadro No.15).

3.3.3 EXTRACCION DE LA FRACCION TERMOESTABLE DE LOS PRODUCTOS
CARNICOS

Con el fin de contar con un control de productos,que contuviese una
concentracién conocida de harina de soya,se prepararcn salchichas y ham-
burguesas con 5,10,15 y 20% en peso de harina desengrasada de soys prepa
rada en el laboratorio (9) (32). ’

20 gr del control de productos carnicos v‘cnmerciales se colocan -
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en una probets graduada,aforando s 100 m)l cop solucién reguladara de
pH 5.4.E1 contenida de ls probeta se transfiere g una licuadara,don-
de se muele a baja velocidad durante 1 min.lLa mezecla se vierte en -
frascos Gerber etiquetadps,limpios y secosjse tapan con Farafilm ¢ -
ag dejan reposar a 4°C entre 18 y 24 hrs.,finalizado el tiempo,se -
centrifugan a 8,000 rpm durante 20 min.La cape de grasa ge elimina -

con un agltader y el schbrenadante se decanta en tubas limpios,secos-
y etiguetadaos.

J.3.4 PRUEBAS DE CALIBRADION

Gon un Dosificador (LG Partigen,Behring)d una micropipets de -
Hamilton,se colocan 20 microlitros de cada extracto en los gozos de-
las placas preparadss para inmunodifusidn radial (con diferemtes pro
porclones de suero;agar,Cuadro 15).5e clerran las cajas e incuban a-
temperatura amblente hssta que el diéwmetro de los anillos de inmuno-
precipitade no varie en 24 hrs.{Punto 1imite de difusién)estc gene -
ralmente ocurre después de 72 hrs. de incubecidn.Cada prueba s& cCo -
rre por duplicado,teniendns cuidado de gque no se forme agua de conden
sacidn en las placas.éi es asl,es conveniente incubarlas con la su -

perficie superiar hacia abajo,uns vez gue las muestras hallan difun-
dida (21).

CUADRD Np. 15 APLICACION DE LAS MUESTRAS EN LAS PLACAS DE
INMUNGDIFUSION RADIAL

0,0,0,0,0,0 Q,0,0,0,0,0

12 3 & 5 6 otz 3 4 5 B

SALCHICHAS HAMBURGUE SAS
POZO0 % HARINA SOVA POZD % HARINA DE SO%A

1 0 1 0
2 5 2 5
3 10 3 10
b 15 l 15
5 20 5 20
6 o 6 0

[
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Ya en el punto de difusidn,se mide el diametru de los anillos--
de inmunoprecipitado;por facilidad de manejo,es preferible utilizar
una regla graduades Partigen (Behring) parz efectuar las medidas.Con
éstos resultados,se traza una curva de referencis en papel milimé -
trico,graficando lus diémetros dé los precipitados,elevados al cua-
drado en funcidn del porcentaje de harina de soya de los controles-
(21).La proparcifn suero:agar de las placas cuyos limites de difu -
s8i6n sean méc definidos y su curva de referencia mas reproducible -

ee elige para prober las muestras comerciales.

3.4 CUANTIFICACION DE LA FTE EN PRODUCTOS CARNICOS COMERCIALES
POR LA TECNICA DE RID

Con la proporcidn suero:agar elegida se preparan 10 placas de -
inmunodifusifn radial(tal como se indica en la mezcla de suero:agar
Pynto 3,3.2).

Las muestras comerciales fueron obtenidas de un Supermercado 1o
cal,eligiéndose las siguientes modalidades de productos carnicos: -
salchichas tipo Viena,pastel de pollo, jambn,mortadela y hambyrque -
sas (Anexo II).5e utilizaron éstas formas de productos cérnicos de-
bido a que en el proceso de elaboracion de todas ellas se incluye -
un tratamiento térmico.Fueron evaluadas un total de 10 muestras de-
marcas comdnmente conocldas,a las gue se les extrajo la FTE,utili -
z4ndo la misma técnica que para los controles (extraccidn de la FTE

de las globulinas de soya,3.3.3).
' Tres pozos de cada placa se llenan con 29 microlitros de extrac
to de los controles y en los tres restantes se deposita el mismo vg
1Qumen de extracto de las muestras comerciales.Las cajas se cierran
herméticamente y se dejan difundir s temperatura ambiente hasta gue
el diadmetro de los inmunoprecipitados no varie en 24 hrs.Cada caja-
se corre por duplicado.Finalizado el tiempo de incubacién,se mide -
el difdmetro de los anillos y se elaboras una curva de referencia pa-
ra cada caja,graficendo el diémetro al cuadrado de los halos de pre
cipitacifn de los controles en funcidn de su contenido de harina de

soya.En ésta grafica se interpolan los didmetros de las muestras -

desconocidas,para conocer su contenido de FTE (20) (21).Es necesa -

rio trazar una curva de referencia psera cada caja,pues las condicip’

nes de su preparacidn varian considerablemente debido al error huma

ro (20).Le técnica de RID ge evalud de scuerdo a su sensibjlidaed, ~
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reproducibilidad,costo,tiempo de ejecucidn y exactitud.

3.5 DETERMINACION DE FECULA EN EMBUTIDOS POR HIDROLISIS ACIDA
DE ALMIDON

La unica norma analitica para la deteccidn de aglutinantes-
en embutidos cocidos es la cuantificascidn de almidén por hidrblisis -
dcida,no existe una especifica pera soya.Se aplicd ésta técnica para-
confirmar su falta de utilidad en la deteccifn de harina de saya.

La Norma Oficial Mexicana para la determinacidn de almidén-
en embutidos (24)establece que éste cuantificacidn debe realizarse a-
través de la hidrdlisis &clda del almidbén presente en la muestra,los-
azficares reductores liberados se titulan por la técnice de Fehling. -
Sin embargo,no fue posible titular los extractos de los productos a -
través de ella,por lo que se utilizd la técnice del Acido 3,5 dinitrop
salicilico (DNS).En ella se hacen reaccionar lué az(cares reductores-
del hidrolizedo con el acido 3,5 dinitrosalicilico el cual se reduce-
a un aminoderivade cuya absorbancie se mide espectrofotométricamente,
para conocer su concentracidn.Mediante la elaboracidn de una curva de
referenciajutilizando patrones de concentracidn conocida de glucosa, -

se interpolan los valores de las muestras desconocidas (40).
3.5.1 PREPARACION DE REALTIVDOS

a. REACTIVO DE LUGOL

Disolver 10 gr de yoduro de potasio (KI)en 70 ml de agua;
tuando esté completamente disueltn,se le afiaden 5 gr de yodo metalice

Disolver y completar el voléimen a 100 ml con agua destilada.

b. HIDROXIDO DE S0DIOD 2 N.
Disolver 4 gr de hidr+oxido de sodio en 50 ml de agua.

c. HIDROXIDO DE SODIOD 1:1 PV
Pesar 20 gr de hidrixido desodio (NeOH) en lentejas y adi
zionar 20 ml de agua destilada,agitar hasta total disoluciodn.

d. REACTIVO DE ACIDO 3,5 DINITROSALICILICO

Disolver a temperatura ambiente 1 gr de acido 3,5 dinitro
salicilico en 50 ml de ague,a la cual se le agregan 20 ml de hidrdxido

de sodio 2 N,después de dispersar el DNS en el agua.Una vez lograda -

la disolucién del DNS,se afiaden 30 gr de tartrato doble de sodio y RE 41



tasio y se afora a un voldmen de 100 ml con agua desionizada.El reac
tivo se guarda en un frasco Gmbar protegida del CBZ'
e. SOLUCION ESTANDARD DE GLUCOSA

Pesar: 0.05,0.1,0.15,0.2 y 0.25 gr de glucosa,colocarlaos en
matraces aforados de 100 ml y completar el aforo con agua destilada.

3.5.2 TECNICA EXPERIMENTAL

a. PRUEBA CUALITATIVA EN PRODUCTOS CARNICOS

Taomar entre 2.5 y 5.0 gr de las controles de productos cér-
nicos y productos comercieles.Afiadir 10 ml de agus y disgregar la -
muestTa en una cdpsula de porcelana.Calentar en una parrilla aléctri
ca durante 2 & 3 miputos. a una temperatura entre 90 y 95°C.Agregar -
unas gotas de solucidn de lugol.lLa aparicifn de un color azul caracte
ristico del complejo yodo-almidén,indica la presencia de fécula en la
muestra. Esta prueba funciond para conocer si el producto contenfa -~
harine sde otro tipo diferente a soya (24).

b. PRUEBA CUANTITATIVA EN PRODUCTOS CARNICOS

Pesar entre 5 y 10 gr de muestra molida,colocarla en un ma-
traz Erlenmeyer de 500 ml,afiadir 150 ml de agua y 25 ml de acido clor
hidrico concentrade.Ajustar el matraz a un equipo de reflujo entre 1
y 1.5 hrs.Enfriar el hidrolizado y neutralizar con hidrfxido de so -
dio.Trasferir el contenido del matraz a otro aforasdo de 250 ml y caom
pletar el voldmen con agua.En tubos de ensaye de 16 x 150,colocar 1-
ml de los hidrolizados & 1 ml de las soluciones estéandardde glucosa.
Afiadir 1 ml de reactivo de DNS a cada tubo,taparlos y colocarlos in-
mediatamente en un bafio de agua hirviente durante 5 min.{(tomar tiem-
po con cronametra).Una vez transcurrido el tiempo de calentamiento, -
gacar los tubos y enfriales en hielo.Afiadir 5 ml de agua destilads a
cada tubo y leer su absorbencia a = 540 nm.

Se grafican las absorbancias obtenides para los estanderes
en funmcidén de su concentracidn y en &sta curva patrdn se interpolan-
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las concentracliones de los hidrolizados.£l almiddn contenido en las
muestras de calcula de la sigulente expresidn (24)

gr. de re Conc.de azlcares
duatores como glucosa = reductores del x 250 x _100
en 100 gr.de muestra hidrolizado Peso de
la mues
tra

Al valor obtenido,se le debe restar la cantidad correspon--
diente a los reductaores directos de cade muestra (25),Anexa V, y mul
tiplicar el resultado por 0.9,que es el factor de conversidn de glu-

cosa a almidan.



4.0 RESULTADGS Y DISCUSION

L.t TITULO PE LOS SUERDS INMUNES OBTENIDOS

El bajo tf{tulo obtenido en las sangrias de prueba (1:1 para
todos los sueros),sl finalizar el esquema de inmunizacién,hizo nece
saria la aplicaclén de 4 refuerzos de 1 ml de inmundgeno (FTE) al -
2% en proteinas por via intraperitoneal.Estas inoculaciones tuvie -
ron como objetive aumentar la cantidad de anticuerpos vy por tanto-
el titulo de los sueros.5in embargo,aln después de aplicarlos,no se
obtuvo una alza significetiva en los t{tulos,como se observa en el-
Cuadro No.16.Esto se debid posiblemente sl retraso sufrido en la -
en la sangria de cosecha (34 dias) jde manera gue al inocular nueva

mente & los conejos,su sistema inmune tolerd el inmundgeno,observén

dose una disminueidn considerable en la respuesta inmune.

CUARDRO NO. 16 TITULO DE LOS SUERDS INMUNES CONTRA LA FTE
DE LAS GLOBULINAS.DE SOYA.

DILUCION DEL FRACCION TERMOESTABLE DE LAS GLOBULINAS
SUERD DE S0OYA
Conejo 1) Conejo 2 |Conejo 3 |Conejo 4 | Comejo 5

1:1 + + + + +
1:2 + + - + +
1:3 - - - - +
114 - - - - -
1:5 - - - - -
1:10 - - - - -
1:20 - - - - -
1:40 - - - - -
1:60 - - - - -
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4,2 PRUEBAS CRUZADAS

Los resultados obtenidos,al poner en contacto sueros anti-es-
pecie contra la FTE,se muestran en el Cuadro No.17.

CUADRD NO. 17 RESULTADOS DE LAS PRUEBAS CRUZADAS

FTE

ANTICUERPO ANTIGENTE G

Suero cerdo|Suero burro|Suero equino] Suero bavino
Antisuero cerdo + - - -
Antisuero burro - + - -
Antisuero equino - - + -
Antisuero hovino - - - +
Suero anti-FTE - - - -

Como se observa,la FTE de les globulinas de soye no comparte-
determinantes antigénicas con otros componentes de los productos -
cérnicos.Par lo que la reaccidn del suers Anti-FTE con la FTE es es
peci{fica,lo que imparte un alto grado de confiabilidad al tipo de -
andlisis gue se llevd a cabo, en productos cérnicos.

4,3 I NMUNODIFUSIONRADTIAL (RID)

4.3.1 PRUEBAS DE CALIBRACION

En 1 Cuadro No. 18 se muestran los resultados obtenidos-
para las pruebas de calibracidn.Para la preparacidn de las placas -
utilizadas en éste ensayo se utilizd el svero del conejo No.7,pues-
aunque no es el mAs potente,se contaba con un mayor volimen de sue-

ro con titulao 1:2.
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CUADRD No. 18 RESULTADOS DE LAS PRUEBAS DE CALIBRACION

PRODUCTO | CONTENIDOD DE 1:1 1:2 1:3 2:1
" | HARINA DE - A 8 A B A 8| A 8
SOYA (% peso)

SALCHICHA 5 49 | 56.25| O ol o 53.3 [53.3
SALCHICHA 10 65.6 | 75.7 | © ol o oles.2 5.6
SALCHICHA 15 92,15/ 94,1 | O ol o | olfsu.6579.2
SALCHICHA 20 98 | 98 |100| 100{ 700 100 100 j1oD
HAMBURGUE SA 5 ) 0 0 0 0| o}53.354.7
HAMBURGUE SA 10 ) o a 0 o0 | 0l57.759.3
HAMBURGUE SA 15 0 0 D Q 0| oles.669.2
HAMBURGUE SA 20 0 a 0 o | o | 0{70.5/86.5

A vy B son repeticiones.
La proporcidn suero:agar Fué 1:1,1:2,1:3 y 2:1,

Se eligid le proporcidn suera:agar 2:1 para la prepsracidn de
las placas de inmunodifusidn radial en las gque se efectuaran las prue
bas para productos cérnicos comerciales,pues aungue el didmetro de -~
los hales no varia considerablemente entre la proporcién 1:1y 2:1;el
limite de difusidn se observd mejor en la proporcifin elegida.El voll-
men de llenado de las placas fué de 3 ml y se mantuvo constante en to
dos los experimentos.

Como se ohserva la técnica no funciond al probar hamburguesas
esto puede deberse,posiblemente a que a la temperatura de fritura la-
fraccign termoestable pierde parte de sus detemminantes antigénicas y
por tanto la reacccidn con el suero inmune es débil.

Fué necesario lavar las placas después de alcanzar el punto =
de difusién,pues los sueros ohtenidos presentaban inicios de hemdli -
sis,lo que podria dar lugar & la aparicidn de precipitados no especi-
ficos &4 falsos.El lavado se efectud colocando cada placa en un vasag -
de precipitados de 250 ml con $5I1,1a solucién de lavado se cambid ca-
da 8 hrs. aproximadamente,hasta completar un tiempo total de 72 hrs.
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4.3.2 CUANTIFICACION DE LA FRACCION TERMOESTABLE E£ff PRODUC-
CARNICOS COMERCIALES

Para la técnica de inmunodifusién radial,no fue posible utili
zar caomo esténdard de concentracidn conocida a la FTE obtenida en-
éste trabajo,debido a que presenta una precipitacién en los pozos-
de gel de agar de pH 7.Hubiese sido posible usarla sin tener éste-
problema si el gel de agar se preparase con pH de 5.4,pues en &s -
tas condiclones la FTE es soluble (Anexo V),sin embargo en éstas -
condiciones los anticuerpos cantenidos en el suero se desnsturali-
zarian dando lugar a precipitados no especificos.

Se concentrd en rotavapor la FTE para obtener un extracto de-
doble concentracidn pero ain asi ocurria 1la prebipitacién.del Ant{
geno en los paozos.Por otra parte,los resultados obhtenidos wuwsando -
como esténdares los controles de productos clrnicos ,fueron repro-
ducibles y sus curvas de referencis aceptables (r2=D.99).pnr loa -
que se trabajd rcon éstos Gltimos como esténdares.

De las 10 muestras comerciales,sdlo dos resultarcn positivas;
los resultados se muestranm en los cuadros 19 al 23 y figuras 9 a -
13.
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CUADRO No. 19 RESULTADOS DE LA TECNIGA DE RID PARA LA CUANTIFICACION

DE LA FTE EN PRODUCTOS CARNICOS.PLACA No.1

PRODUCTO CONCENTRACION DE DIAMETRO AL CUADRADD
HARINA DE S0YA DEL HALO DE PRECIPI-
(% en peso) TACION (mmz)
CONTROLES:Salchicha 1] 16
Salchicha 5 70.55
Salchicha 15 75.7
COMERCIAL: 51 7.5 57.7
52 0 16
53 0 16
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Figura No. 10 CURVA DE REFERENCIA DE LA PLACA DE RID Np.2
CUADRO No. 20 RESULTADOS DE LA TECNICA DE RID PARA LA CUAN
TIFICACION DE LA FTE EN PRODUCTOS CARNICOS -
PLACA No.2
PRODUCTO CONCENTRACION DE DIAMETRO AL CUADRADO
HARINA DE S50YA DEL HALO DE PRECIPI-
(% en pesa) TACION (mmz)
CONTROLES:Salchicha 16
Salchicha 53.3
Salchicha 15 8u4.6
COMERCIALES: Sh 3] 16
55 8] 16
56 g 16
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CUADRD No.21

FICACION DE

10 15

CA DE RID. No. 3

20 % peso Harina
saya

CURVA DE REFERENCIA DE LA PLACA DE RID No.3

RESULTADOS DE LA TECNICA DE RID PARA LA CUANTI
LA FTE EN PRODUCTOS CARNICOS.PLA -

DIAMETRO AL CUADRADD

PRODUCTD CONCENTRACION DE
HARINA DE SOVYA DEL HALO DE PRECIPI-
(% en pesa) TACION (mm®)

CONTROLES:Salchicha 0 16
Salchicha 5 77.b
Salchiche 15 82.8
COMERCIALES: J 2.5 90.2

p.P Il 16

M W] 16
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Figura No. 12 CURYA DE REFERENCIA DE LA PLACA DE
RID No.h

CUADRD Ng.22 RESULTADOS DE LA TECNICA DE RID PARA LA
CUANTIFICACION DE LA FTE EN PRODUCTOS -
CARHMIUOS.PLACA No.4

PRODUCTO CONCENTRACION DE DIAMETRO AL CUADRADO
HARINA DE S50QYA DEL HALO DE_PRECIPI-
(%8n peso) TACION (mm©)
CONTROLES:Hamburguesa o 16.0
Hamburguesa 5 57.75
Hamhurguesa 15 » 56.25
Hamburguesa 28 94 .1
COMERCIAL: H1 o 16.0
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Figura No.13 CURVA DE REFERENCIA DE LA PLACA DE RID

No.5

CUADRO No.23 RESULTADOS DE LA TECNICA DE RID PARA LA CUAN
TIFICACION DE LA FTE EN PRODUCTOS CARNICOS.
PLACA DE RID No.5

PRODUCTD CONCENTRACION DE DIAMETRO AL CUADRADO
HARINA DE SOVYA DEL HALO DEZPRECIPI—
(% en peso) TACION (mm“)
CONTROLES:Salchicha 0 16
Salchicha 5 77.4
Salchicha 15 94.1
COMERCIAL: H1 . 0 16
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Todas las curves de referencia fueron correglidas,obteniendc 1a -
recta de regresidn de cada una,misma que se grafich.

La técnica de RID,mostrd ser cuantitativa y reproducible,es capaz
oe detectar variaciones en el contenido de harina de soya entre un 5-
y 20% en pesg del producto.Un gran inconveniente de la técnica,fué el
no haber podido contar con un estandard soluble de fAcil manejo,en -
vez de utilizar un producto cdrnicoc determinaedo,pues se limita la a -
plicacidn de la técnica con confiabilidad a éste solo producto.5in em
bargo,la facilidad de su ejecuclidn,ya teniendo los los sueros listos-
la hacen una téenica répida (Cuadro Na.24 ).En cuanto a su costo,en-
el Cuadro No.25 se observa que el precio por prueba es bajo.La unica-
desventaja gue ofrece ésta téenica es que para obtener los resultados
se tiene que aguardar a llegar al punto limite de difusidn,que se al-
canza en sproximadamente 72 hrs. .

CUADRD Ng. 24 TIEMPO DE EJECUCIDN DE LA TECNICA DE RID
PARA 40 PRUEBAS

ACTIVIDAD TIEMPO DE EJECUCION
(hrs.)
Inoculaciones 10
Tratamiento térmico 1
Biuret 1
Esterilizaciones 4
Prep.de material y 2
reactivos
TOTAL L4 min/prueba

CUADRO Na. 25 COSTO DE LA TECNICA DE RID PARA 4O PRUEBAS

REACTIVOS CANTIDAD COSTO (M.N)
Conejo 1 750.00
Harina de soya 500 gr 50.00
NaCl 500 gr 20.00
Agar Purum 0.3 gr 54,00
Merthiolate 30 ml 60.0C
NaOH 3.5 gr 14 .00
KI 18 gr 370.00
CuSDu . . 5.5 gr 42.00
Tartrato doble de 15 gr 57.30
sodio y potasio

AlbGmina bovina 0.115 gr 488.20
TOTAL 62.40/Prueba
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4.4 _DETERMINACION DE FECULA EN EMBUTIDOS POR HIDROLISIS
| ACIDA DE ALMIDON.
L,4.1 PRUEBA CUALITATIVA
Los resultados obtenidos para los productos examinados se

muestran en el Cuadrao No.24.

CUADRU No.26 RESULTADOS DE LA PRUEBA CUALITATIVA DE DETERMINA

CION DE ALMIDON.

PRODUCTO CONCENTRACION DE HARI PRUEBA CUALITATIVA

NA DE SOYA (%en peso)

CONTROLES:Salchicha 0 -
Salchicha 5 +
Salchicha 10 +
Salchicha 15 +
Salchicha 20 +
Hamburguesa | 0 +
Hamburguesa +
Hamburguesa 10 +
Hamburguesa 15 +
Hamburguesa 20 +

(Por interpolacidn en
lag figuras 9-13)

COMERCIALES: 5, 7.5 +
§, 0 +
54 0 +
§, 0 +
55 0 +
56 0 +
J 12.5 +
P.P 0 +
M 0 +
H 0 +




Como se aobserva,los diez productos comerciales examinados caontie-
nen harinas,pero sdlo en los casos de las muestras 51 y J,el harina -

es de soya y unicamente 5 de ellaos (51,52,5“,55 y M) declaran fécula-
en &us marbetes.

L.4.2 PRUEBA CUANTITATIVA

La unica Naorma analitics para la deteccidn de sglutinantes en em
hutidos cacldos,es la determinacidn de fécula por la hidrdlisis &cida
de almiddn,no existe atra para harina de soya.Se aplicd ésta técnica-
en los productos comerciales que resultaron positivos por la técnica
de RID,en los controles de salchichas con 5 y 20% de harina de soya y
en el harina de soya completa elaborade en el laburaturiu:Cnma ers de
esperarse la técnica de la Norma (24),no resultd aplicable para éste-
tipo de aditivo de alimentos,debido a que el contenido de almiddn de-

el harina de soya es muy bajo.Los resultados se muestran en el Anexo-
IV,
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5.0 RESuUMEN

A partir de ls necesldad de contar con una reglamentacidn ade
cuads respecto al uso de derivados de soya en proeductos clrnicos,en -
éste irabajo se desarrollé la técnica de Inmunodifusién redial para -
la cuantificecidn de l2 fraccidn termaestable de las globulinas de sg
ya,que permanece intacta adn después de sufrir el tratamiento térmi-
co,que generalmente reciben los productas cérnicos industrislizados.-
Emta técnice ofrece una alta especificidad,bajo costo y simplicidad =
de ejecucifn.Psra su realizacidn se ohtuva un suern inmune especifico
contra ésta fraccldn termoestable, inmunizando canejos ca ella duran -
te 20 dies.El suern inmune se mezcld con una solucidén de agar de can-
centracifn adecusda y se virtid en placas & las gue se les practica -
ron horadeciones o pozos.En ellos se depasita un cierto vollmen de ex
tracto de productos cArnicas control y camerciales.S5{ los praductos -
contienen harina de soya,la fraccidn termaoestable reacciona can los -
anticuerpos especificos del suero y forma un halo de precipitacidén s}
rededor de los pozos.El didmetro del halo es directamente proporcio -
nal a la conocentracidn de fraccidn termoestable que contiene el pro -
ducto,por logue al comparar los halos de precipitacidn de los contro-
les de productos cérnicos con concentracidn conocida de harina de so-
ye,se obtiene la cantidad de FTE gue poseen las muestras descanocidas
Se evalud el contenido de almid6n de éstos productos a través de la -
hidrdlisis Acida de éste.La técnica de hidrdlisis adcida de almidén,no
pudo ser aplicada tsl oome la indica la Norma de la Sria.de Indus -
tria y Comercio,en la gue se hidroliza el a2lmiddn de la muestra y se-
cuanti ican los az{icares reductores del hidrolizado por la técnica de
Fehling;la titulacidn fué efectuada a través de la técnice del &cido-
3.5 dinitrosalic{lico,sin embargo aln con ésta modificacién la técni-
ca no fué aplicéble.La inmunadifusign radial desarrollada,demostrd -~
ser especiflica y sensible en la deteccldn de proteinas de soya en prg
ductos cérnicos.
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6.0 CONCLUSTONES Y RECOMENDACIONES

1. Existe una fraccidn termoestable en las proteinas de soya
capaz de conservar suspropiedades antigénicas aln después de un -
tratamiento térmico a 121°C durante 20 minutos.

2. Esta freccldn no camparte determinantes antigénicas con -
las proteinas de bovinpos,caballo,porcinos y burros.

3. La fraccidn termoestable de las proteinas de soya puede -
cuantificarse por la técnica de inmunodifusidn radial en embutidos
y jamén que contengan entre 5 y 20% de harina de soya.

4, Debido a la concentracidn con la que se pbtiene la frac -
cidn termoestable y & sus propledades fisicoquimicas,tiene un uso-
relativo,como esténdard sclubhle a la concentracién de 2% de protel
na en la técnica de inmunodifusidn radial,por lo que es recomenda-
ble hellar las condiciones adecuadas para utilizarls como tal.

5. Por la baja potencia del suero obtenido,no fue posible -~
realizar el estudioc en un nimero de muestras estadisticamente con-
fiable.Sin embrago,debido a la gran especificidad de la técnica,si
es posible afirmar gque de las diez muestras analizadas,dos conte -
nian harina de soya,una de ellas con concentracidn de 12.5% es de-
cir scbre el limite permitido.Es recomendable obtener un suera con
un mayor t{itulo de anticuerpos para efectuar la determinmacidn en -
un ndmero mayor de muestras y aumentar la sensibilidad de la técni
ca.

6. La determinacién de almiddn por hidrdlisis Acida,no
aplicable en fos productos evaluados.

7. Todos los productas cérnicos probados contienen harina,pe
ro sblo en dos casos se demostrd la presencia de proteinas de soya

8. La téctnica de inmunodifusidn radial puede ser una valiosa
herramienta,s{ se establece comoc métodeo de deteccidn de adultera -
ciones con derivados de soya.
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7.0 ANEXGOS

ANEXO I
PREPARACION DEL CONTROL OE PRODUCTOS CARNICOS
a. SALCHICHAS TIPO VIENA

Las sachichas se prepararon de acuerdo a ls composi -
cion sefalada en el Cuadra No. 27.

CUADRD NO. 27 ELABORACION DE SALCHICHAS TIPO VIENA (9)

INGREDIENTE SALCHICHAS DE 50VYA
0% 5% 10% 15% 20%

‘ (gr) (gr) |(gr) (gr) (gr)
Carne de res 100 100 100 100 100
Retazo de papada 100 90 80 70 60
Hielo 106.6 106.61106.6 | 106.6( 106.6
Caondimento para- 1.93 1.93 1.93 | 1.93 1.93
salchicha i
Sal (NaC1l) 2.66 2.66 2.66 {2.66 2.66
Acuerda 1.53 1.53 1.53 }1.53 1.53
Harina desengra- 0 10 20 30 40
sada de soya

La carne de res y el retazo de papada (sin hueso),se muelen -
en un picador de carne doméstico (Moulinex) incorporindole poco e-
poco los demds ingredientes.La mezcla se embute en una embutidora-
en tripa artificial y se divide en tramos de 6 cm aproximadamente
Lag salchichas asi preparadas,se someten a una temperatura en
tre 75-78°C durante 10 minutos.Se almacenan a O°C hesta el momento

de usarlas.

b. HAMBURGUESAS

La FArmuyla base de las hamburguesss elaboradas,se mues
tra en el Cuadro No. 28.



CUADRO No. 28 ELABORACION DE HAMBURGUESAS CON SOYA

INGREDIENTE HAMBURGUESAS DE SOVA

0% 5% 10% 15% 20%
(gr) (gr)} (gr) (gr) (gr)

Carne de res 99 94 89 a4 79
Sal (NaCl) 0.9 0.9 0.9 0.9 0.9
Sazanador 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1
Harina desengra- 0 5 10 15 20

sada de soya

La carne se muele en un picador de carne doméstico (Moulinex)
incorporandole lentamente los demds ingredientes.Se forman hambur
guesas con 50 gr de peso y se cocinan a fuego lento.

[tE]
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ANEXG II
ELECCION DE LAS MUESTRAS COMERCIALES EVALUADAS

S5e seleccionaran diferentes modalidades de productos carnicos
comercisles en las qgue se incluyera un tratamiento térmico en su -
elaboracidn.Asl,se escogleron las formas comerciales mencionadas -
en el Cuadro No. 29.

CUADRD NO. 29 MODAL IDADES Y MARCAS COMERCIALES EVALUADAS POR~

LA TECNICA DE RID E HIDROLISIS DE ALMIDON EN -
CUANTO A SU CONTENIDG DE SOVA,

MODALIDAD MARCA CODMERCIAL ABREVIATURA
Salchicha Fud 51
" Salchicha uan 5,
Salchicha Rio jano S3
Salchicha San Rafael Sy,
Salchicha Iheramex 55
Salchicha Valdy 56
Jamén San Rafael 3
Pastel de Fud p.p
pollo
Mortadela Zwan M
Hamburguesa Tom-Boy H,
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ANEXGO IIl

DETERMINACIDN DE PROTEINAS PDR LA TECNICA DE BIURET (37)

Esta técnice estd basada en la reaccidn de ifones cOpricos -
(Cu2+? en solucidn alcalina,con los enlaces pept{dicos de las -

proteinas para formar un caomplejo de celor rosa a violeta rojizo
con una absortividad méxima a 550 nm.

La reaccién que se efectda es la siguiente:

g R 2+
AN N /éH\ LNH Cu LH . HE‘ -
L7 N G UUNGH ———— [:;NH _ wn-C30
H O R R-CA TR Er-r
0= 7 ~ =0
ShH gf
R-CH H—R

a. PREPARACION DE REACTIUOS

DILUYENTE DE BIURET

(voduro de potasio al 5% en Hidrdxido de sodio 0.25 N),-
Se pesan 6 gr de Hidrixido de sodio,se disuelven en 600 ml de -~
agua destilada,se agregan 30 gr de Yoduro de potasic y se agita-
hasta la disolucifin totsl de los reactivos.

REACTIVO DE BIURET

Se disuelven 9 gr de Sulfatoc de cobre pentahidratado (Cu
SDA-S H20),en 42-48 ml de agua destilada.Por separado se prepara
una solucién de 27 gr de Tartrato doble de sodio y potasioc en -
360~420 ml de diluyente de Biuret,a la que se agrega lentamente-
y con agitacién el Sulfato de cobre solubilizado en agus.Ambas ~
soluciones deben estar a temperatura ambiente para prevenir la -
reduccidn del Cu2+ por el Tartrato.S5e afora con diluyente de Biu
ret hasta completar un voldmen total de &00 ml.Antes de usarse,-
se filltra para separar el éxido cuproso precipitado;Ei reactivo-
se guarda en un frasco de polietileno lejos de 1la luz solar di -
recta.

S50LUCION ESTANDARD DE PROTEINAS

Se pesan 4 gr de albdmina sérica bovine,se adicionan a -

un matraz aforado de 100 ml.Se agrega agea lentamente y 8in agi-
i

m

-



tar hasta completar el aforo.El matraz se deje repasar en refrige-.
racién de 2 a 4 hrs.Con esto se evita la desnatu ralizacién de la-
protefna y se permite su total disolucién.A partir de ésta solu =~
cién se preparan estandares con 0.5,1,2 y 3 gri100ml diluyendo de-
la siguiente manera:

CUADRO No. 30 PREPARACION DE LA SOLUCIONES ESTARBARD DE

ALBUMINA
CONCENTRAGION ml de Sol.Std. Agua destilada
Lgr/100 ml
3 gr/100 ml 8.75 1.25
2 gr/100 ml 5.0 5.0
1 9r/100 ml 2.0 6.0
0.5 gr/100 ml 1.0 7.0

b. TECNICA EXPERIMENTAL

Se preparan diluciones 1:2, 1:3 y 1:4 de la Fraccidn termoes-
table de las globulinas de soya con Cloruro de sodio al 0.85%.5e -
colocan en tubos de 16 x 150,2 ml de la FTE sin diluir,de las dilu
ciones y de cada solucidn estindard.Se les agregan 8 ml de reacti-
va de Biuret,se mezclan e incuban a temperatura ambiente durante -
30 min.Se lee la absorbancia de los tubos contra wun blanco gue con
tenga el reactivo de Biuret y 2 ml de agua destileda.lLa longitudzde
anda de la absorbancia ma&xima del complejo es 550 nm.

Los resultados de los esténdares se grafican en funcidn de su
concentracidn,las absorbancias de los problemaszse interpolan en -
la curva obtenida (Figqura No.14) y se multiplican por la dilucidn-
gue se halla utilizado.
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Absorbancla

1.8

1.2

1.0

g.a

g.6

0.4

0.2

o 3
L.

2
T =

f.4969
0.00745
0.99977

3 e 4 4

1 2 3 4
Cona.Albumina gr/ 100 nl

Figura No. t CURVA PATRON DE ALBUMINA (Tec.Biuret)

teida en colorimetra Bausch and Lomb Spectronic 20

A= 558 nm

CONCENTRACION ABSORBANCIA
(gr/100 ml1)
0.5 B.26
1.0 0.505
2.0 1.0
3.0 1.5
4.0 1.69
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ANEXDO

Iv

RESULTADOS DE LA DETERMINACION DE FECULA POR
HIDROLISIS ACIDA DE ALMIDON,

a. PRUEBA CUANTITATIVA

Esta se aplicd solamente en los controles de salchichas con 5~
y 20% de harina de soya,en el harina de soya preparada en el labora-
torio y en las dos muestras cumerciales gue resultaron positivas.

A perti

de DNS (Fig.Nao.
de los hidrolizados de almiddn y de reductores totales de cada mues-

de la curva patrdn de glucosa obtenida con la técnica
) se interpolaron las concentraciones de azlcares-

Absorbancia

1.2 L

1.0

u.8

0.6 m= -4
b= 0.0246
r2=0.9796

0.4

0.2

1 2 e 4 2 2 4
0.05 u.15 0.25 0.35

Conc.Glucosa gr/100 ml

Figura No. 15 CURVA PATRON DE GLUCODSA OBTEMNIDA
POR LA TECNICA DE DNS.(Leida en colorimetrs -
Bausch and Lomb Spectronic 20, A = 550 nm)
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CURVA PATRON DE GLUCOSA

CONCENTRACION DE GLUCOSA qgr/100 ml ABSORBANCIA
0.05 0.201
0.10 0.472
0.15 0.601
0.20 0.810
0.25 1.1

En el Cuadro No31se muestran los resultados obtenidos para re-
ductores directos y almiddn de cada una de las muestras anallzadas.

CUADRD No. 31 RESULTADOS DE LA HIDROLISIS DE ALMIDON V REDUC
TORES DIRECTOS EN LOS PRODUCTOS CARNICOS AnALT

ZADOS.

8. HIDROLISIS ACIDA DE ALMIDON

PRODUCTD % HARINA | PESO DE | ABSORBAN | CONC.OE RE | gr DE RE-
DUCTORES - | DUCTO ES-
50vA MUESTRA | CIA TOTALES CO | POR 100 -
MO GLUCOSA | gr DE -
DEL HIDROLI | MUESTRA
zADO.
(gr/100 ml)
" Salchicha 5 7.6 0.27 0.066 2.56
Salchicha 20 8.5 0.745 0.1718 5.052
s, 7.5 2.2 0.215 0.0425 4.82
2 12.5 3.5 0.173 0.04 2.85
Harina de 100 - | 10 3.1 0.7045 17.61
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b. REDUCTORES DIRECTOS

PRODUGCTO | % HARINA DE | PESC DE | ABSOR- | CONG.DE RE- | gr de REDUG
! DUCTORES DI | TORES DIREE
Sova LA MUES | BANCIA | pecyos comd | TOS POR 100
TRA GLUCOSA gr DE MUES-
(gr) gr/100 ml TRA (CoMO -
GLUGOSA)
Salchicha 5 6.510.306 0.075 2.59
Salchicha 20 7.6 | 0.745 0.0845 2.77
5, 7.5 2.5 0.195 D.0362 3.62
3 12.5 - 3.2 | 0.004 0.0 0.0
Harina de 100 10 | 0.006 0.0 0.0
soya

c. CONTENIDO DE ALMIDON DE LAS MUESTRAS

PRODUCTO REDUCTORES REDUCTORES DI CONTENIDO DE
DIRECTOS - RECTOS CamD -
COMO GLUCQ GLUCOSA POR - ALMIDON PUR-
SA DEL HI= 100 gr DE - 100 gr DE -
DROLIZADO~
POR 100 gr MUESTRA MUESTRA
DE MUESTRA
Salchicha 2.56 2.59 0.0.
con 5% soya
Salchicha 5.052 2.77 2.0538
con 20% soya
51 L.82 3.62 1.08
(7.5% soya)
J 2.85 0 2.57
(12.5% soya)
Harina de 17.61 0 15.849
soya

En el Cuadro NoJ2 se muestran los resultados resumidos de la

determinacién de almiggn y se comparan con el valor tedrico esperada

en cada caso.
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CUADRO No. 32  RESULTADOS RESUMIDOS DE LA CUANTIFICACION DE ALMI-
DON EN LOS PRODUCTOS EVALUADCS.

PRODUCTO CONTENIDO DE HA CONTENIDOD DE CONTENIDOD TEORICO
RINA DE SOYA 08 ALMIDON DE ALMIDON QUuE OE
TENIDD POR RID HIDR.ACIDA BERIA TENER LA MUES
( % en peso) (% en peso) TRA.(% en peso)
Control Salchi 5 0 0.95
cha .
Control Salchi 20 2.045 3.46
cha
51 7.5 0.726 -
J 12.5 2.57 -

Como se ohserva,el contenido experimental de almidén que se abtie
ne para los controles de productos cérnicos es bajo.En el caso del -
control de salchichas con un contenido de harins de soys de 20%,que -
es un caso interesante desde el punto de vista legal,pues el gque una=-
salchicha contenga més del 10% de harina constituiria un fraude (26),
se obtiene un 60% de error en la determinacidn que se efectud en éste
trabajo,lo que significaria la aceptacifn de un producto adulterado -
camo normal.Por otro lado,el obtener 0% de concentracidn de almidén -
en el control de salchicha con 5% de harina de soya,equivaldria a -
afirmar que dicho producto no contiene barina,lo cual es falso,pues -
ya de antemano se teniz la certeza de habérsela agregado.Por todo lo-
anterior se observa que la técnica de la hidrOlisis 4cida para la -
cuantificacidn de almiddn no es aplicable a productos gue contienen -
harinas de soya como aditivos.



ANEXD v

DETERMINAGCION DE REDUCTORES TOTALES EN ALIMENTOS(25)

a. PREPARACION DE REACTIVOS

SOLUCION SATURADA DE ACETATO NEUTRO DE PLOMO
En 50 ml de agua destilada sfiadir poco a poco y con agitacién
Acetato neutro de plomo hasta que no se disuelvs més,quedando al -

gunos criatales en el fagndo.

b. TECNICA EXPERIMENTAL

De‘5 2 10 gr de muestra de productes cérnicos,se colocan en -
un matraz Erlenmeyer de 250 ml , se afiede 100 ml de agua y se agi-
ta.S5e agregan de 2 a 10 ml de solucidn saturada de acetato de plo-
ma,se agita y se deja sedimentar.Afiadir poco a poco Oxalato de so-
dio 6 potasio hasta la total precipitacién del acetato de plomo. -
Filtrar,recibir el filtrado en un matraz volumétrico de 250 ml.La-
var 3 veces el matraz con 20 ml de ague.Se afiaden 10 ml de Acido -
Clorhidrico concentrado al matraz,calentar a 65°C,durante 15 min.y
enfriar.Neutralizar con Hidrdxido de sodio 1IN y aforar con agua -
hasta completar un voldmen de 250 ml.La cantidad de reductores de-
la muestra se cuantifica por la técnice de DNS( 40).

La cantidad de reductores totales por 100 gr de muestra se -

obtiene de la siguiente expresidén:

gr DE REDUCTORES TOTALES = Conc.lnterpm x 250 x 100
POR 100 gr de MUESTRA 1899 Peso de
gr/h la mues

tra
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ANEXO VI
PRUEBAS DE SOLUBILIDAD DE LA FRACCION TERMODESTA
BLE DE LAS GLOBULINAS DE 50YA

Dehido a la insolubilidad de la Fraccidn termoestable a pH ?
se efectuaron pruebas de solubilibab con el objeto de hallar un -
pH al cual la FTE fuera totalmente soluble y preparar las placas-
bajo éstas condiciones.Se mezcleron soluciones reguladoras pre -
paradas con diferentes sales desde pH 2,68 hasta 12.6.En tubos de
ensaye de 13x100,se depositd 1 ml de la solucidn reguladora y 1 ml
de la FTE obtenida en el laboratorio,se mezclaron y dejaron en re-
poso a temperatura amblente durante 24 hrs. después de las cuales-
se centrifugaran y se observd gque,unicamente a pH 5.4 la FTE permag
nec{a en solucifin,mientras que en todo el rango restante se precl-
pitd.5in embargo éste resultado no pudo ser aplicado en la elabora
cién de las placas de RID,pues a ése pH los anticuerpos se desnaty
ralizan y por tanto se pierde la especificidad de la reaccidn Ag-
Ac.

El conocimlento de las propiedades de solubilidad de_laAFTE-
permitid elegir el pH de 5.4 pars extaserla de los productos cérni
cos control.
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