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Y sucedié que a la tarde subieron codornices que cubrieron
el campamento y a la mafiana habfa en torno al campamento
una capa de rocfo. Cuando el rocfo se evapor§, vieron -
sobre la superficie del desierto una cosa menuda, como --
granos, parecida a la escarcha. Los hijos de Israel al ver
la, se preguntaron unos a otros ¢Manhu? (¢Que es?),pues

no sabfan lo que era. Mofses les dijo: Ese es el pan que

os 44 Yavé para alimento.

Exo. 16:13 - 16
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I INTRODUCCION

En el este de Asia la soya, por centurias, ha sido una parte muy importante
de la dieta humana, en el mundo occidental los usos alimenticios de la so-
ya han seguido un patrén diferente a los de oriente y se han incrementado a
partir de los afios '20s, en los que se empezd a utilizar para la produccién -
Ae aceite, empledndolo en la manofactura de productos tales como margari-
nas, mantecas, mayonesas, etc. El material Aesengrasado (subproducto) ,-
se utilizé en un principio, como pienso para aves de corral y ganado, con

lo que se redujo el costo e la produccién del aceite.

Solamente en los Gltimos afios, en paises como EE. UU. se ha incrementa-
do la cosetha de soya y desde hace aproximadamente quince afios se han -
empezado a elaborar prodactos alimenticios, que han tenido que sopreponer
se a probl emas tales como: prejuicios en contra 4e productos no tradiciona
les, el sabor remanente a frijol, estabilidad de los productos y trastornos-
fisiolégicos causados por el consumo de éstos, .Sin embargo, la mayoria —
de estos obstdculos han sido librddos por el avance en los procesos moder.
nos Ae tecnologfa. Actualmente, existe en la mayoria de los mercados de-

occidente un gran nimero Ae productos Ae soya.

Cuando se inicié el uso de los Aerivados de soya en la industria de carnes
procesadas, el abuso de muchos industriales causé una reaccién indebida-
en el consumidor, por lo que se establecieron en EE. UU. leyes de regula-

cién, restriccién o prohibicién para el uso de proteinas 4e soya en carnes



procesadas.(5)

Esto mismo ha sucedido en México, y actualmente no se ha logrado tener —
una reglamentacién adecuada para evitar el abuso en el empleo de los Aderi-

vados de soya en productos cdrnicos.

Esta investigacién tieneccoma objeto principal llamar la atencién Ae las —
autoridades para que promuevan el desarrollo de una legislacién adecuada,
que regule el uso de los Aerivados de soya en la industria de alimentos. --
Actumlmente es Adiffcil establecer dicha legislacién, ya que no se han en-—
contrado métodos analiticos que relinan las caracterfsticas de: ser cuantita
tivo, reproducible, confiable y sencillo. Pensamos que este trabajo puede
ser el inicio Ae una serie de investigaciones tendientes a crear dichos mé _

todos analiticos.

Para un futuro préximo, creemos, que se continuard con el use de la soya -
en los profuctos ya establecidos, debido a sus propiedades fisicoquimicas,
las cuales, son de gran ttilidad en los productos de carne procesada y para
un futuro lejano parece ser que la soya representard uno de los pocos recur
sos disponibles, consistente y abundante de protefnas vegetales de alto va
lor nutritivo para propésitos de alimentacién humana, Jebido a la creciente
demanda e la protéfna animal cada 4fa mas escasa cuyo precio serd tam--

bién cada vez mayor.



II GENERALIDADES

A.- Clasificacién bot&nica .- La soya (Glycine max) pertenece a la fa-
milia de las leguminosas, es una hierba anual que se cultiva en Manchuria

China, Japén, India y en algunas partes’de América y Europa.

Sus semillas son ovoideas, redondeadas y miden de 6 a 11 mm de largo, §

a 8 mm de ancho y de 4 a 7 mm de grueso, 100 semillas pesande 14.5 a ~
33.0gf son de color amarillo pdlido o color: ante, aunque hay variedades —
pardas y negras. La testa en tenaz y algo translicida y en el centro de uno
Ae los bordes més largos Je la semilla esta el hilio, de 3 a 4 mm de largo,
con el micrépilo en un extremo y un pequefio estréfilo en el otro. El embrién
llena por completo la semilla y estd constituffo por dos grandes cotiledones
plano-convexos con una pequefia radicula hipocétila y la plGmula. Las re —
servas alimenticias de la semilla estdn almacenadas en los cotiledones, cu
yo interior estd for mado con células elongadas que forman una empalizada,
que contiene aceite y protefnas. La. mayor parte de las protefnas estd alma
cenada en cuerpos proteicos cuyos Aidmetros varfan entre 2 a 20/l-m. El —
aceite estd localizado en pequefias estructuras Jenominadas esferosomas y
sus Jdidmetros escilan entre 0.2 a O.SJLm. Estas estructuras se encuentran

esparcidas entre los cuerpos proteicos.

B.- Composicién bromatolégica .= El frfjol de soya posee el mayor conte
nido proteico entre los vegetales, alrededor del 40 %, en base seca. Con-

tiene un alto porcentaje de lipifos (20 %), encontrdndose preponderantemen



te &cido linolénico, linoléico y oléico.

Posee poco almidén (carbohidratos) y entre los azfGcares encontrados estan
sacarosa, galactosa, pentosas, rafinosa y otros; la rafinosa no es Adigeri—
ble en el conducto intestinal y ocasiona problemas de digestién al ingerir

soya.

Posee buena cantidad e fésforo, fierro, magnesio y calcio, entre los mi-

nerales m&s importantes.

Entre las vilaminas encontradas se tienen las del complejo B, E y K.

Se ha demostrado que la soya tratada térmicamente es mejor por que asi se
< Aestruyen factores antinutricionales presentes en ella, aunque un sobreca
lentamiento ocasiona périida de aminodcidos, disminuyendo su valor pro—
teico. Los aminodcidos azufrados son limitantes en la soya, incrementan
Aose:aln mds esta limitacién con la temperatura necesaria para la destruc_

cién de los factores antinutricionales.

Una e las mayores objeciones a la aceptacién Ae la soya es su acendrado
sabor a frijol, producido por una gran cantidad de compuestos voldtiles y -
no voldtiles, como compuestos carbonflicos, ésteres, &cidos carboxilicos,
dcidos fenblicos, algunas aminas y alcoholes, siendo responsable de la —

produccién e estos compuestos quimicos la enzima lipoxigenasa.

C .- Aspectos nutricionales.- La gran importancia Je la protefna de soya -

en nutricién depende de su alto contenido Ae aminodcidos esenciales, par_



|

ticularmente lisina, leucina e isoleucina. La tabla 1 compara los niveles
Ae aminodcidos esenciales en las protefnas de harina Yesengrasada de so-

ya, harina Ade trigo, protefna de huevo y protefna de Aspergillus niger. 8e

observa una superioridiad en la protefna de soya en los aminodcidos esen-
ciales antes citados y una inferiorida” en el contenido e aminodcidos -—

sulfurados (cistefna y metionina), siendo m&s escaso el aminodcido metio_

nina.
Tabla 1. mg e aminodcido por gramo e matetrial

AMioaaTe e i g enoer, LR
Isoleucina 1519 116 106 129
Leucina 181 195 172 172
Lisina 161 82 118 125
Fenilalani na 117 140 154 114
Tirosina 9l 97 88 81
Total de aa. arométicos 208 237 242 195
Cistina 37 64 16 86
Metionina 37 49 64 61
Total de aa. azufrados 74 113 80 107
Treonina 101 88 96 99
Triptofano 30 40 - 31
Valina _ 126 131 184 41

La harina de soya sin desengrasar también ofrece una contribucién al vak



lor nutritivo por su alta proporcién de dcidos grasos esenciales, pues po—

see un 51 % de &cido linoléico y un 9 % de &cido linolénico.

La soya contiene inhibidores de tripsina, hemaglutininas, soponinas e iso
" flavonas. El 90 % de las proteinas de soya son globulinas comprendidas-
en cuatro fracciones: 2S, 78, 118 y 158. Los inhibidores de la tripsina —
se encuentran en la fraccién 2S, con peso molecular Ae 8000 a 21000. U-
no e ellos tiene 194 aminodéidos con dcido aspdrtico en el grupo amino —
terminal y leucina en el carboxilo terminal. La ingestién Adel inhibidor des
activa el sistema enzimdtico al que pertenece la tripsina, y por tanto, su
prime el crecimiento a la vez que estimula al pancreas y crea una hipertro
fia pancredtica, equivalente a una pérdida excesiva de aminodcidos por —
excrecién de enzimas en heces, explicdndose asf la supresién Ael creci--

miento, este inhibidor se inactiva por calor.

Las hemaglut ininas se encuentran en la fraccién 7S con un peso molecular
de 111 000, son de tipo albuminoideo. Producen aglutinacién en los glébu
los rojos, aunque no se ha comprobado en los hombres este efecto. Tam—

bién se inactivan por calor y por la pepsina presente en el estémago.

Las saponinas pasan a través del estémago a intestino 4elgado y en reali—

Adad no causan ningGn problema al hombre.
De las isoflavonas no se tienen muchos conocimientos.

D.- Clasificacién de las protefnas.- La soya no contiene ninguna protei



na soluble al alcohol similar a la gliadina, que junto con la glutenina son
las Gnicas protefnas en el gluten del trigo. Consecuentemente, las protef
nas de soya carecen de propiedades para formar amasijo como el que produ
ce el gluten. Los productos adicionados con harina de soya, tienen el glu
ten y el all‘midén diluido por lo que los derivados dAe soya no pueden ser u_
sados simplemente para reen;plazar la harian de trigo en productos para hor

near.

La mayorfa de las protefnas de soya son clasificadas como glubulinas, in—
solubles en agua en sus puntos isoeléctricos; pero solubles en soluciones

salinas Ailufdas o en agua a pH por encima y debajo de sus puntos isoé—
lectricos. La alta extractibilidad por el agua de las protefnas de la hari—
na desengrasada, indica que la membrana fosfolipidia que engloba o envuel

ve a los cuerpos proteicos es facil de modificar.

E.- Solubilifad Ade las protefnas.- La dependencia de la solubilidad -- -
Ae las protefnas al pH, se observa claramente en la fig. 1 en donde el ali_
mento desengrasado es suspendido en agua destilada a pH de 6.5, enel-
que se obtiene el mdximo de solubilidad proteica. Al aumentar el pH con

dlcalis, aumenta ligeramente la solubilidad y disminuye abruptamente cuan
do se acidifica el medio a un pH de 4.5, que corresponde a la regién isoe_
léctrica, A valores inferiores “el rango anterior, las protefnas se cargan -

positivamente y se redisuelven.
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Figura 1 Estractibilidad de las protefnas
como una funcién del pH (Smith y Circle, 1938)
La curva de solubilidad en la fig. 1, es tipica de una harina que ha recibi_
Ao un minimo Ae tratamiento térmico durante la extrac¢ién del aceite. Las-
protefnas de soya son sensibles al calor himedo y son rdpidamente insolu
bilizadas por tratamiento con vapor. Estas propiedades de solubilidad --
son factor es importantes que gobiernan las aplicaciones alimenticias de —
las proteinas y son frecuentemente usadas como una prueba de control de -

calidad.

F.- Eomposicién quimica de las proteinas de soya.= Esta composicién es
muy importante Aebido a su relacién con la nutricién y a las reacciones —
de las protefnas Aurante su procesamiento. Es conocido que la solubili—
Aad Ae los ai slados de protefna de soya se altera cuando se forman las u-
niones int ermoleculares Aisulfuro por los residuos de cistina entre las --

protefnas principales. La composicién de los aminodcidos esenciales en

=g



los tres derivados principales e soya estdn enlistados en la tabla 2. Las

Aiferencias son causadas por el fraccionamiento durante el procesamiento.

Tabla 2. Contenido e aminodcidos esenciales
de varios Aderivados de soya.

Contenido Ae aminodcidos

Igg(iarrlgéigido (9/16 g de nitrégeno)
Harina® __ concentrado P Aislado?
Lisina 6.9 6.6 57
Met ionina 1.6 1.3 1.3
Cistina 126 156 1.0
Triptofano 1:3 1.4 150
Treonina 4,3 4,3 3..:8
Isol eucina 551 4.9 5.0
Leucina Zioid 8.0 79
Fenilalanina 5e0 523 5.9
Valina 5.4 5.0 D2
(a) Rackis (1961) (b) Meyer (1967)

Las protefnas de soya son una buena fuente de todos los aminodcidos e--
senciales, a excepcién e la metionina. El alto contenido de lisina hace-
Ae las protefnas de soya un complemento muy usado en las protefnas de —
cereales, que son deficientes en este aminodcido. Una mezcla de concen
trado Ae proteina 4e soya ¥ harina de trigo es nutricionalmente superior que
Ae cada una Ade las fuentes de protéinas por separado; una proporcién de =

protefnas Ae 3:1 soya- trigo, 44 una relacién de eficiencia proteica 6pti—

ma.

G .- Nistribucién Ael tamafio molecular.- Las proteinas de soya represen-
tan una mezcla, que difieren en tamafio, carga y estructura. Las diferen—

cias en tamafio son apreciadas mejor en la ultracentrifugacién (fig. 2) o —



en la filtracién en gel. De la separacién por ultracentrifugacién de las pro
tefnas extrafdas con agua, de una muestra de harina desengrasada, se ob
tienen cuatro fracciones con coeficientes de sedimentacién aproximados de
2, 7, 11, 158. Las cantidades relativas y los pesos moleculares de estas
cuatro fracciones estan dadas en la tabla 3. Se observa que cerca de un

80 % Ade las protefnas tienen pesos moleculares de 100 000 6 m&s altos.

Figura 2. Patrén de ultra-

centrifugacién de las pro-

2 'I 1 1 “ 5 tefnas de soya extrafdas-
. : con agua; los nGmeros son

los coeficientes de sedi—

mentacién en unidades --
Sverberg. (Wolf, 1970)

=l0=



Tabla 3. Fracciones de proteinas de soya
ultracentrifugadas.

Fraccién = % del Gomponentes Peso Referencias
proteica total molecular
28 22 Inhibidores 8 000 Millar, 1969
de tripsina
21 000 W.B. y Scharaga 1962
Citocromo C 12 000 Friedman, 1968
Globulina- 1969
2.35 8 18 200 Vaintraub y Shutov,
Globulina- Vaintraub y Shutoy
2,858 32 000 1969
Alaintoinasa 50 000 Yuan, 1967
78 37 -amilasa 61 700 Gertler y Birk, 1965
Hemaglutininas 110 000 Lis, 1966
Lipoxigenasas 108 000 Stevens, 1970
Globulina 7S  186-210 x 103 Koshiyama, 1968
118 31 Globulina 11S 350 000 Wolf y Briggs, 1969
158 11 —mmmm == +de 500 000 @ c--c-em-mmm———--

Las fracciones 2S contienen varios inhibidores de tripsina, citrocomo C, a—

lantoinasa y dos globulinas con actividad biol6égica desconocida.

La fraccién 7S es mds de la tercera parte de la protefna total pero solo con—
tiene cuatro diferentes protefnas: % -amilasa, hemaglutininas, lipoxigena—
sas y globulina 7S. Existen formas multiples de hemaglutininas y lipoxige-

nasas. La actividad Ae la globulina 7S es desconocida.

Otra tercera parte del total Ae las protefnas la forma la globulina 118, tam—

bién llamada Glicinina.

La fraccién 158 no ha sido aislada ni caracterizada, pero basdndose en su -

e



coeficiente e sedimentacién es una molécula con peso molecular de medio

millénomés.

H.- Comportamiento electr oforético en gel.- Bajo ciertas condiciones, la -
electroferesis en gel confirma la complejidad de la mezcla que forman las —

protefnas e soya. Por ejemplo, la electroferesis en gel Ae almidén de las-

protefnas precipitadas por &cido, en urea 5 mol/l1 con amortiguador alcalino,
revela catorce bandas de proteinas, siendo asf que en condiciones Ae preci
pitacién alcalina revela quince bandas, la globulina 11S muestra diecidcho

bandas en geles alcalinas y Aiez en geles &cidas. Estos estudios también-
indican que algunos de los componentes de las globulinas emigran fdcilmen
te al cdtodo a pH de 8.7. La electroforesis en gel de agar de las protefnas
extrafdas con agua sin urea, dan una mancha continua Ade componentes, pero
€uando estas protefnas son Adifundidas nuevamente en combinacién con sus-
anticuerpos, un minimo de 4os precipitan formando arcos. El gran nfmero =
“e banias Je protefnas encontradas con geles que contienen urea pueden ser

descritas como fracciones 4e las grandes unidades denominadas subunida--

des.

I.- Reacciones de Nisociacién-Asociacién.- Una propiedad caracterfstica

de las globulinas 7S y 11S es su habilidad para sufrir reacciones de disocia
cién y asociacién rdpidas y reversibles bajo cambios moderados en el medio
i6énico. Por ejemplo, la globulina 7S a pH de 7.6 y con una fuerza iénica —
de 0.5, se presenta como un monémero con peso molecular 4e 180 000 a -—

210 000, pero en una fuerza iénica 4e 0.1, tienen un peso molecular de - -

2192



370 000 que es el resultado de una dimerizacién. Igualmente, la globulina-
118 desarrolla una forma rdpida de sedimentacién cuando la fuerza iénica --

baja de 0.5 a 0.1, pero el grado de asociacién es bajo.

1) Estructura de las subunidades.~- Las globulinas 7Sy 118 po- —
seen una forma adicional que aumente su complejidad y corres-
ponden a las interacciones entre las subunidades, las cuales —

aparecen como subunidades no comunes a las proteinas.

La globulina 118 tiene una estructura cuaternaria formada por doce subunida-
des, que presentan los siguientes residuos terminales: glicinas, 2 fenilalani

nas y cada una con dos leucinas o Yos isoleucinas.

Por arriba Je su punto isoeléctrico, en urea-mercaptoetanol, se separz?n sus
subunidades. Estos resultados sugieren que la molécula 11S es un Afmero -
formado por dos monémeros idénticos, cada uno consistente de seis subuni-
Aades (Catsimpoolas, 1969. Un resultado sorprendente es que, tres de es—
tas subunidades son dcidas conpuntos isoeléctricos a pH de 4.75, 5.15 y —
5.40, y tres son bésicas con puntos isoeléctricos a pH de 8.0, 8.25 y 8.50,
Las subunidades bdsicas y dcidas tienen pesos moleculares de 22 300 y - —
37 200 respectivamente. Las interacciones entre ambos tipos de subunida—

des ayudan a la estabilidad de la molécula 118S.

La estructura cuaternaria de la molécula 11S se Aestruye por una variedad de
condiciones que incluyen la fuerza iénica, pH altos o bajos, alta concentra

cién Ae urea, los Adetergentes y las temperaturas cercanas a 80°C.

-13-



La globulina 7S contiene nueve residfuos de aminodcidos terminales y presu—
miblemente, meve subunifades de cadenas polipeptiiicas simples. Ha sigo
aisla“a una glicoprotefna simple, que contiene los mismos azficares que se -
encontraron en la molécula intacta 7S (38 residuos de manosa y 12 de gluco-
samina). Consecuentemente, los carbohicratos parecen ser una unidad de —

polisacdrifo simple, unido a una de las subunidades proteicas.

La estructura 7S es destrufda por los reactivos usuales capaces de disociar
las protefnas en subunidades. En urea 8 mol/l o en clorihidrato de guanidi-
na 4 mol/l1, el peso molecular decae de 188 000 Je la forma nativa a 22 500
a 24 000 6 a cerca de una novena parte del tamafio original. En solucién de
Aodecil sulfato de sodio, el peso molecular de la globulina 7S es de 34 000.
La aticién e cerca de 40 moléculas de detergente por subunidad, puede in
fluir en la discrepancia de pesos moleculares bajo las Adiferentes condicio—

nes Ye la disociacién proteica.

En sdlucién de hidréxido de sodio 0.0imol/1, la globulina 7S se disocia en

una unida- de coeficiente Ae sedimientacién 4e 0.45S. En soluciones &ci—
das y en concentracicnes bajas de sal, se forman dos especies sedimenta- -
bles con coeficientes e 2S y 5S. Las sales inhiben la conversién de la glo_
bulina 7S en las formas 2S y 58S, pero se puede restablecer nuevamente por -
Aidlisis Ae las protefnas a pH de 7.6 y una fuerza iénica 4e 0.5. La globu
lina 7S es menos sensible a cambios irreversibles en estructura que la glo-

bulina 118 pero la razén Je esta Adiferencia es desconocida.
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El hilado de los aislados de protefnas en fibras para el uso en los andlogos
de carne, es un ejemplo de un sistema alimenticio en el que las estructuras
cuaternarias “e las globulinas 7S y 118 se destruyen. La formacién de subu
nifa‘es se presenta, cuando el aislado de protefnas se Adisuelve en alca--

lis para preparar el hilafo semiflufdo.

J.- Efectos Adel calor.- Los alimentos son siempre y universalmente calens
tados Aurante el proceso o en la prepacién Ae la comifa. Consecuentemen-
te, las protefnas de soya usadas como ingredientes alimenticios estdn ex--
puestas a varias Jdegradaciones por el tratamiento térmico. Se conoce muy
poco acerca de los cambios fisicos y quimicos que toman lugar a nivel mole
cular cuando las protéinas son calentadas, pero el cambio m&s apreciable -
es la périida de solubilifad. Por ejemplo, como se muestra en la fig. 3, -
si las hojuelas dJesengrasa“as y sin Yesengrasar son sometidas a un trata--
miento con vapor a presién atmosférica, la extraccién de protefnas decrece

“e un valor inicial 4e 80% a cerca de un 20% en 10 min., ni la presenciag{

lif_gigrﬁliie la grasa afecta la insolubilizacién de las protefnas. La ma-

~

yorfa Je las harinas Ae soya comerciales son sometidas a tratamientos con

vapor, colocdniolas en la parte baja de la curva de solubilidad (fig.3). --
Las hojuelas o harinas usadas para aislados o como fuente e enzimas para

el blanqueo 4e los pigmentos Ae la harina de trigo reciben un minimo de tra_
tamiento térmico y, por tanto tienen solubilifades correspondientes a la par

te alta Je la curva.
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Figura 3. Efecto Jel tiempo Ae exposicién al vapor a

presién atmosférica sobre dispersiones acuosas de los

constituyentes nitrogenados de (1) hojuelas fesengra-

sadas y (2) hojuelas sin desengrasar.
K.- Estudios de Adesnaturalizacién.- Las protefnas de soya son rdpidamen-
te insolubilizadas cuando la harina es tratada con vapor, las soluciones —
concentradas de proteinas forman geles cuando se calientan. El calenta- -
,miento de los aislados comerciales en concentraciones Ael 7 % incrementa

la viscocidad y causa gelificacién. Las geles se forman de 10 a 30 min. a

temperaturas 4e 70 a 100°C.

La cistefna y el sulfato e sodio, agentes bloqueadores de la unién sidulfu-
ro, ayu'an a que se solubilicen los aislados, abatiendo las viscocidades -
Je dispersiones de aislados calentados y sin calentar e inhiben la gelifica-

cién. Las uniones -Jisulfuro, aparentemente, contribuyen a la estructura --
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Ael gel.

Los estudios de gelificacién e las protefnas 4e soya proponen el siguiente

esquema;
SOL ————— o PROGFL w—ili0 - o =pp
exceso calor
de calor

METASOL

La Adispersién Je protefnas (sol) es convertida irreversiblemente en una pro&
gel, altamente viscosa, la cual por enfriamiento se vuelve mds viscosa y —
gelifica. La transicién progel-gel, sin embargo, parece reversible. Cuan_
4o el sistema proteico es calentado excesivamente (125° C), se forma unme
tasol que es incapaz de gelificar por enfriamiénto. La ruptura de las unio--

nes Aisulfuro, asimismo, produce un metasol.

La gelificacién e las protefnas 4e soya en sistemas que contienen lipidos,
muestra un proce“imiento complejo. Aparentemente, las viscosidades de la
progel y la gel son incrementadas cada una por la Aisminucién de cadenas -
largas 4e &cidos grasos en la glicerina o por la disminucién “e la esterifi—

cacién Ae los grupos hidroxilos encel glicerol.

Las viscosidades de las geles son mds elevadas, cuando existen &cidos gra

sos saturados que cuando existen &cidos gramos insaturados.

La gelificacién Je las protefnas Je soya es realzada con la adicién de otros

fosfatos o con colesterol.

Shibasaki empleo una serie Je disolventes para solubilizar selectivamente -
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las protefnas de soya desnaturalizadas por el calor. Los resultados para una
harina 4esengrasada tratada con vapor por 3h se pueden observar en la tabla
4. El agua y el amortiguador “isuelven protefnas pequefias, como es tipico -
para muchas protefnas desnaturalizadas. La adicién de mercaptoetanol al a -
mortiguador incrementa la solubilidad ligeramente, pero la combinacién de -
amortiguador+mercaptoetanol + urea solubilizan tres cuartas partes de la pro-
tefna.

/. Sin embargo, a altas concentraciones de urea se rompen las uniones --

f hidrégeno o hidrofébicas, que parecen ser las responsables e la insolubili-

AaA Ae las protelnas Je soya en harinas calentadas.
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III DERIVADOS DE SOYA EN PRODUCTOS CARNICOS.

A.- Hojuelas desengrasadas de soya.- La soya se trata con vapor para re_
mover la cdscara, que contiene mds del 85 % de carbohidratos (celulosa y —
otros plisacéridos) y se procede a una molienda de la cual se obtiene las —
"hojuelas” Ae soya, que son sometidas a la extraccién del aceite con —
hexano, la torta de extraccién contiene un 50 % & mds de protefnas y de és

ta se preparan los principales derivados de soya.

Dependiendo del método usado para remover el disolvente y de la cantidad -
de humedad, se aplica un tratamiento térmico a las hojuelas Jesengrasadas,
éste influye en la Jispersabilidad de las protefnas en agua. Las hojue-
las se pueden clasificar en tres amplias categorfas en base a este tratamien

to son: blancas, cocidas y tostadas.

Las blancas contienen lipoxigenasa, ureasa y factores antitripsicos activos,
ademds, tiene un sabor a frijol amargo. El producto tostado es Ae color - -
obscuro, la actividad enzimdtica y los factores antitrippsicos se encuentran
inactivados o destruifos, su sabor es parecido al e la nuez dulce. Las ho
juelas cocidas tienen propiedades intermedias. La tabla 4 compara estas &

caracteristicas.
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Tabla 4. Caracteristicas de hojuelas desé%grasadas de soya.

Caracterfstica Blanca Cocida Tostada
Tratamiento térmico minimo intermedio intenso
Dispersabilidad de las pro-
tefnas de agua 50-80 % 25-50 % menos 25 %
Actividad enzimdtica alta moderada nula
Actividad de inhibidores
Ae tripsina alta moderada nula
Sabor amargo intermedio dulce

B.- Harina y sémola Je soya.- La harina y la sémola 4e soya se obtienen
de la trituracién de las hojuelas desengrasadas y secas. El contenido de —
proteina y las demds propiedades de las hojuelas son las mismas que po- —
seen la harian y la sémola. Se habla de harina o de sémola en base al ta—
mafio 4e particula; la harina se considera asf cuando puede pasar a través —
de una malla 4de 100, la sémola es Je un tamafio 4e particula mayor y no pue

de —pa sar a través Je esta malla.

La harina de soya ha sido usada como aditivo en productos embutidos y pa_
nes para hornear desde hace mucho tiempo, su uso 8e Aebe a las siguientes
ventajas:

a) el costo por kilograma es de $ 3.14

b) la harina 4e soya retiene el jugo de la carne y la grasa.

Las desventajas son:

a) el sabor remanente Ae frijol

b) la sensacién ffsica que deja en la boca.
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Estas desventajas limitan su aplicacién en productos cérnicos.

MNe los tres tipos de harina se prefiere la tostada o cocida, pues como se —
menciond anteriormente, las blancas contienen enzimas y factores antinutri
cionales activos que causan problemas en el sistema cdrnico a emulsionar.-.
Esto se ha observado en embutidos con proceso de ahumado, donde la tem—

peratura es insuficiente para destruir la actividad de estos factores.

En E.. UU., las harfnas estdn permitidas solas o combinadas con otros adi-
tivos autorizados en cantidades que no excedan del 3.5 % . En productos —
de chile, el limite es del 8.0 %. En albéndigas para spagetti y biiftec tipo -

Salisbury es del 12 %.

La sémola Je soya es también usada en embutidos, pero estd menos extendi
da que la anterior, Se prefiere el producto tostado a los otros dos tipos, =

por las mismas razones explicadas en el caso e la harina.

La sémola tiene una gran utilidad en productos con carne de un molido tos—
co, como hamburguesas, en los que se permite un 6 % de ésta. En plantas-
Ae inspeccién federal, el uso de la sémola se ha restringido a un 3.5 % en
embutifos, a un 8 % en productos con chile y a un 12 % en albondigas para

espaguetti y en biftec tipo Salisbury.

Las ventajas de la sémola son las mismas Ae la harina. Es dAe hacer notar -
que la sensacién en la boca que producen los productos que contienen hari-

na no es apreciada en proiuctos similares que contienen sémola. La razén
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de esta diferencia es desconocida.

C.- Concentrados de protefnas de soya. Existen tres métoJdos por los cua--
les se obtienen los concentrados de proteina de soya, los tres se basan en —
1a inmovilizacién de las protefnas y es aquf dJonde se Aiferencian. Los méto
Aos de inmovilizacién son: por calentamiento, punto isoeléctrico y lavado —

con alcchol (fig. 4). Todos son ampliamente utilizados en la industria.,

> punto neutralizacién

isoeléctrico

Hojuelas Concentrado
desengrasadasfed etanol T secado de
T Prot. de soya
desnaturali
zacién por agua
calor

Las caracteristicas impartidas por estos tres métodos se muestran en la ta—

bla 5.

29—



Tabla 5. Caracterfsticas compara tivas d1e los concentrados

Ae protefnas de soya obtenidos por los Adiferentes métoJos -

industriales.
Extracto Punto Mesnaturalizacién
Caracteristicas. etflico isoeléctrico por calor

Humedad 70 % min. 70 % min. 70 % min.
Solubilidad de las 5-10 % 25-35 % menos del 5 %
protefnas de agua
Contenido Ae sodio bajo mo-erado bajo
Factor flatulento bajo bajo bajo
Color moreno moreno moreno obscuro

brillante
Sabor _ muy suave suave parecido a nuez
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Los concentrados de proteinas de soya tienen un contenido proteico, en ba-

se seca, del 70 % y se usa en productos de carne con un molido tosco.

Las ventajas de este producto son:

a) tiene un sabor mds suave que la sémola

b) tiene un alto contenido de protefna

c) puede ser hidratado en un alto grado. Si se usa poca agua para hidratar
el producto, éste tendrd una apariencia seca. Normalmente los niveles de -
hidratacién son de 1.0-2.5.%. Una buena regla para la hidratacién de pro—

Aductos e soya, es dejar el contenido de protefna a un 18 %.

La suplementacién de la carne molida, en productos tipo croquetas se hace

en un 20 % sin el ajuste 4e sabor pero es necesario afiadir sasonadores para
contrarrestar el efecto de 4ilucién 4el sabor a carne. Obviamente, en apli-
caciones de este tipo, el molido tosco del concentrado de proteinas de so—
ya es mds usado que el producto tipo harina. Para propdsitos de clasifica—
caién, este tipo de productos es referido como Concentrado Ae Protefnas de

Soya Granular (CPSG).

La ventajaJe usar CPSG en productos tales como croquetas, es que el enco.
gimiento, debido a périidas de humedad y de grasa durante la coccibn, se

reduce en un 10 % si se incorpora un 25 % de CPSG a los alimentos cdrni-—
cos. Ademds de esta estabilidad dimensional, se tiene un producto con me_

jor sabor y més jugoso.

Para obtener resultados éptimos en el uso del CPSG se recomienda un prerre_
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mojo del producto por un corto tiempo antes de ser incorporado a la carne. -
Posteriormente, la mezcla puede ser remolida para obtener un tamaiio de par

tfculo m&s uniforme.

Los concentrados Ae protefnas molidos tipo harina son usados, principalmen
te, en sistemas cdrnicos emulsionados de la misma manera que la harina de
soya. Debido a su sabor suave y a su alto contenido de protefnas, es prefe

rido sobre la harina en productos tipo salchicha.

En plantas de inspeccién federal de EE. UU., el concentrado de protefnas —
es autorizado sélo o combinado, al igual que para harina de soya, hasta un
3.5 % en embutidos un 8 % en productos conchile y un 12 % en albéndigas y

en biftec Salisbury.

D.- Aislados de protéinas de soya (APS).- El aislado comestible de protef
nas se prepara a partir de las extracciones acuosas o alcalinas de las hojue
las blancas. El lfquido que contiene la proteina es separado del residuo de
las hojuelas y la protefna es precipitada con un &cido de grado alimenticio.
La cuajada resultante se lava, se seca por aspersién en su forma isoelectri
ca o bien, se puede neutralizar antes del secado para producir un proteina—
to e sodio Aispersable en agua, En ambos casos el contenido de protefnas
es de 90 % en base seca. El proteinato de sodio es la forma més empleada

en la industria cérnica.

El APS tiene las propiedades Ae ser emulsificante, cementante, estabilizan
te 7e emulsiones, de incrementar la viscosidad y de formar geles por el ca_

lor, por lo que se usa en procesos de gelificacién, en donde de un 12-17 %
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se dispersa en agua y se calienta para formar la gel. Tambien puede usarse
ventajosamente en artfculos de carne enlatada, Aebido @ que no es afectado
por las altas temperaturas del proceso. En esta aplicacién, parece ejercer
una accién protectora sobre las protefnas Ae carne en contra de los efectos

del calentamiento, por lo que juega un importante papel en los articulos de ~

carne procesa-da a altas temperaturas por corto tiempo.

Es posible hacer una Aispersién de APS en agua para efectuar una retencién
Ae grasa por un englobamiento 4e ésta Aurante el calentamiento. Esto mis-
mo sucede en embutidos fabricados con carne magra, en los cuales retiene-

la grasa cuando la emulsién es sometida a un tratamiento térmico.

Una emulsién perfecta se puede hacer con un 15 % de APS, 50 % de agua y -
35 % Ae lardo, observdndose que esta emulsién es extremadamente estable.
Después del calentamiento, la emulsién, puede soportar las temperaturas —
de hervido, frito o enlatado comercial sin romperse. Esto no puede lograrse
con ningn ofro cementante, con la posible excepcién del caseinato de al-

ta viscosidad.

Sin embargo, esta propiedad cementante del APS no puede reemplazar a la -
miosina el mfisculo esquelético magro pues ésta tiene la funcién Ae impar-

tir sabor a la carne.

El APS tiene gran utilifad en aquellos productos, tales como hogazas de car
ne, en los que no hay restriccién en la adicién de agua, para ser més espe-

cfficos, el APS requiere una cantifad adicional de agua Je 3 a 4 veces su -
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peso, aparte “el agua del sistema en que esta funcionando. También puede
ser empleado en carnes con pobre poier cementante, Aebido a situaciones —

Ae "stress"

En EE. UU. las reglamentaciones en el presente, restringen el uso de grasa
a un 30 % y la adicién de agua a un 10 %, por lo que ha cambiado el panora_
ma en la utilizacién e protefnas de soya, pues solo se permite un 2 % en -
productos tales como salchichas tipo Frankford, bologna y productos simila

res.

En la tabla 6 se muestra un resumen de los productos bdsicos de soya usa—
4A0s en sistemas cérnicos. La adicién Ae protefnas de soya ha sido clasifi-
cada en Aos categorfas: mayor (A) y menor (B). La categoria A significa que
el producto es usado en niveles relativamente altos y la categoria B indica -

que el producto se usa en niveles bajos.

E.- Fibras texturizadas

a) Fibras hiladas.- Las protefnas hiladas se fabrican por un proceso simi—
lar al empleado, en un principio, para obtener aislado “e proteina. El mé-
todo varia Gnicamente en que Aespués de producir la cuajada, ésta es "hi-
lada*, obteniéndose asf fibras alargadas que tienen una resistencia seme--
jante a la que presentan las fibras 4e la carne, con las cuales se pueden e _

laborar productos, tradicionalmente 4e carne, @ un precio menor.

Su aplicacién mds importante es la imitacién de productos de carne como to

cino, y Je otro articulo como tiras de coco y frutas secas.
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Tabla 6. Productos Ae Proteinas e Soya bdsicos
usados en varios sistemas cdrnicos.

70 % de proteinas 90 % ~e proteinas

en base seca en base seca
Sistema 50 % Ade Concentrado de —
proteinas prot. de soya Aislado de
Harina _ Sémola Tosco Fino protefnas.
Mbolido tosco
croquetas B A A B B
albéndigas B A A B B
hogazas e
carne B A A B B
carne con
chile B A A B B
tacos A A A B B
biftec tipo
Salibury A A A B B
emulsiones AB A A A A
Emulsiones
salchichas A A A
bologna A A A
pasteles A A A
enlatados A A A
Otros
Alimentos in-
fantiles A A A A A
sopas enlata_
Aas A A A A A
sopas secas A
salsas y ju—
gos “e carne A A A A A
alimentos tra
Aicionales A A A A A

-27~-



Dentro del campo cérnico, la imitacién de tocino se hace por la disposicién
al azar de capas delgadas de fibras coloreadas, algunas para simular carne
y otras para representar grasa y unidas por un cementante comestible, adi--

cionadas e saborizante y grasa.

Estas imitaciones e productos cérnicos pueden soportar, sin alteraciones,
los procesos Je congelacién, enlatado y secado.

b) Productos obtenidos por extrusién termopldtica.- A este grupo correspon
den las protéfnas e soya sometidas a un proceso de extrusién, que consis_
te en mezclar harina de soya, agua, saborizante y colorante, la mezcla ho-
mogeneizada se somete a un calentamiento a presién atmosférica o reducida
para producir un producto compacto o expandido respectivamente (la forma -
expantida es la de mayor interés industrial). La forma y tamafio es determi
nado por el tamafio y forma Je los troqueles, también, Je la frecuencia con
que el material extruido es cortado de los troqueles por la cortadora. Estos
productos contienen una alta humedad, por lo que es necesario un secado -
para llegar a una humedad final Je 6-8 %, con contenido de 50 a 53 % de —-

proteinas, un 1 % de grasa un 3 % de fibra y de 5-6 % de cenizas.

El equipo usado en la manufactura de estos productos es similar al usado —
en los productos tipo resina termopldstica, o sea, cocido con extrusién con

tinua.

Estos productos son usados como ingredientes en articulos de carne picada,
carne con chile, salsa para spaghetti, hogazas de carne, biftec Salisbury y

croquetas.



Las principales ventajas obtenifas del uso de este tipo “e proluctos en arti
culos de carne son:

a) su bajo costo (de $5.40 a $17.95/Kg de material extruido)

b) buena estabilidad al almacenamiento.

c) buena apariencia.

La desventaja observada es la dificultad en la imitacién Ael color y Jel sa-

bor 4e los productos naturales.

Con estos productos de fibras texturizadas se pueden manufacturar alimentos
para Jietas origina“as por problemas religiosos o 4e salud, pudiéniose si—

mular carne ‘e res, puerco, jamén, tocino y e aves de corral.

F.- Hidrolizados e proteina vegetal.- Son usados en productos de carne
procesaa para intensificar el sabor a carne, cuando éste se pierde por los-
procesos de industrializacién. Normalmente, son usados en concentracio--

nes ‘e 0.2-2 % en base al peso el producto terminado.

El hidrolizado 4e protefnas de soya (HPS) es de particular importancia en a-
quellos productos imitadores de carne, en los que contribuye con un sabor a

carne.

En EE. UU. el HPS es usado en plantas de inspeccién federal y en las de —-
mds plantas, sureglamentacién se efect@a en base a la siguiente norma: —-

"en cantidad suficiente para el propdsito”.
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IV Métodos Utilizados enla IHentificién y Cuantificacién e
las Protefnas de Soya en Productos Cdrnicos.

El creciente interés de los industriales de alimentos en el uso Je los aditi—
vos de soya en productos cdrnicos ha producido un interés similar en los -
procedimientos analiticos para la deter minacién y cuantificacién de estos -

materiales.

Uno 4e los principales problemas al que se enfrentan los analistas es la ——
gran variedad de derivados de soya que se aplican a una gran gama de pro—

Auctos cérnicos.

A continuacién presentamos los principales métodos Aesarrollados a nivel —

Ae investigacién, a vistas de convertirse en métofos Ae rutina.

El Methods of Analysis (A.O.A.C.) en su l2a. edicién enuncia un métoio —
tentativo para la Jeterminacién de harina de soya en carne, que consiste —
en la digestién de la muestra con potasa alcohélica, la centrifugacién de la
mezcla para obtener un residuo, que después de ser tratado con HC1 es ob-
servado al microscopio con fuente de luz polarizada buscando células carac_

terfstica en forma Ade I.

Como puede observarse, este méto“o no resulta préctico 4ebido a que sélo -
es aplicable a la harina de soya, no es cuantitativo y hay la necesidad de -

emplear un microscopio con fuente de luz polarizada.

Guy y colaboradores hicieron investigaciones empleanio la técnica e elec

troforesis en gel e poliacrilamida para Aeterminar cuantitativamente los a-
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Aitivos comerciales de soya en proiuctos cérnicos.

La extraccién Je las protefnas e soya e los productos cérnicos la realiza-
ron por “os métoJos, en uno Je ellos, la extraccién Je las protefnas se lle
v6 a cabo con una solucién de 8 mol/litro de urea, adicionada de un 1% Ae
2-mercaptoetanol que se dejé actuar durante 16 h a 18-20°C (método I). En
el métoo II, la solucién para la extraccién consistié Je 10 moles/litro de -
urea y adicionada e un 4 % Je 2-mercaptoetanol que se 4ejé actuar durante

30 min a 100°C.

Las protefnas de los extractos fueron separadas por electroforesis en gel de
poliacrilamida al 6 % y adicionada de una solucién de 6 moles/litro Ae urea
(método I) u 8 moles/litro “e urea (método II), usando la solucién amorti—
guadores de tris-glicina 0.06 moles/litro a pH 8.6. Después de realizada -
la electroforesis, procedieron al tefiido de las bandas proteicas con Amidos_
chawartz 10B y las leyeron en un densitémetro. Los densintogramas se em
plearon para la estimacién cuantitativa. Ambos métodos Aan resultados - -
cuantitativos en hamburguesas y en embutidos, ademds el método I 44 mag-
nificos resultados en pies Ae carne y en productos cdrnicos enlatados, ha—

biendo sido estos Gltimos sometidos a 115°C por 40 minutos.

Los productos cdrnicos empleados en ese trabajo fueron preparados por los-
mismos investigadores (hamburguesas, embutidos, pies de carne y hogasas
Ae carne) usando los aditivos comerciales: Promina D (aislado), Soyolk (hari

na) y TVP (protefna vegetal texturizada).
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Otros intentos han sido realizados por Lee y colaboradores utilizando la téc_
nica Je electroforesis en gel “e acrilamifa-dodecilsulfato de sodio en colum
na, evaluado la posibilidfad de cuantificar las proteinas e soya en varios —
productos cdrnicos preparados por ellos mismos. Realizaron simultaneamen
te un estudio de la posible influencia de otros aditivos (leche en polvo, cla_
ra de huevo, caseina, protefnas e suero, harina de semilla de algodén y -—
concentrados proteicos e semillas de algodén y cacahuate) por el procedi--
miento electroforético, Jando como resultado un patrén propio para cada uno
Ae los aditivos fdcilmente identificables en los patrones de las combinacio-
nes desarrolladas. Estas combinaciones consistian en mezclas de carne des

hidratada en polvo y las protefnas vegetales cuyas relaciones eran en peso.

La técnica de electroforesis empleada es una ligera modificacién de la des-
crita por Laemmli (1970). La solucién de extraccién en este método fue una
solucién amortiguadora a una concentracién de 0.06 moles/litro de tris-HC1
(pH 6.8) a“icionada “e un 3 % de SDS y un 1 % de 2-mercaptoetanol. La --
gel consistié en una solucién de acrilamida al 10 %, 10 ml de la solucién —
amortiguadora de tris HC1 (1.5 moles/litro, pH 8.8) con un 4 % de SDS, 1-
ml de persulfato de amonio (0.1mol/1), 11 ml de agua y 0.03 ml de TEMED -

(N-N-N'-N'~tetrametiletilendiamina) .



V Materiales y Métodos

Del capitulo anterior se desprende que en la actualidad no existe un método
analftico confiable para determinar protefna de soya en alimentos y especifi

camente en productos de carne.

La soya posee un elevado porcentaje de protefnas capaces de provocar una -
respuesta inmune cuando son administradas a animales de laboratorio por —
vfa parenteral. Basdndose en esto, se prepar$ un suero antiproteinas de so_
ya partiendo de un extracto elaborado con harina desengrasada de soya y so_
lucién salina isoténica, cuya concentracién de proteinas fué determinada —
por el método Ae Biuret (0.13 g/100 ml, anexo II). Este extracto fué esteri
lizado por filtracién y concentrado por liofilizacién (anexo I), cuya concen-
tracién 4e protefnas fue de 0.099 g/100 ml determinada por el método de --

Biuret.

Con el extracto de protefnas de soya, ajustado a una concentracién de 2 g -
Ae protefnas por 100 ml, se inmunizaron fres conejos siguiendo el esquema-
Ae inmunizacién descrito en el anexo III. Al término Ae éste, se procedio a
determinar la presencia de anticuerpos en el suero de los conejos por la téc
nica de doble Aifusién en agar (técnica Ae Ouchterlony, anexo IV). Una vez
comprobada la existencia Je anticuerpos contra las protefnas de soya en - -
los sueros ‘e los tres conejos, se aplicé un refuer zo con el objeto de evi—
tar el descenso “el titulo e anticuerpos, después de una semana de descan
so se procedié a la sangria Ye cosecha mediante puncién cardidca, obte- -

nienio 60 ml 4e sangre de cada conejo a los cuales se les 4enominé como -

A,ByC.
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Con estos sueros se realizaron pruebas cruzadas con sueros de burro, equi_
no, bovino y porcino,y también se probaron los sueros antiespecie respecti
vos contra el extracto de protefnas de soya, en ambos casos las pruebas se
hicieron por el método de doble difusién en agar, con el objeto 1e comprobar
que no existen fracciones antigénicas comunes, evitanio asi posteriores re

sultados falsos positivos al probar extractos de protefnas de proiuctos cér-

nicos.

Empleanio también la técnica 4e Ouchterlony, pero utilizanio pozos 4 0.8

cm e 1idmetro, una Aistancia de separacién entre los pozos Je l.5cmy —
un tiempo de Aifusién Je 80 h sa2 investigé que alteraciones causa el calen—
miento en el extracto Ae proteinas Je soya a las conticiones termicas en el
proceso Ae cocimiento de 1os embutidos reportadas en la literatura (85°C/h
/Kg), nara lo cual el extracto de protefnas se calenté durante 5 h a 85°C to
mando muestras cada hora. Los pozos Je los antfgenos fueron llenados con
estas muestras, extracto fresco (recién preparado) y extracto liofilizado. -
Los resultados de esta investigacién son los siguientes: en el extracto de -
protefnas de soya [resco (recién preparado) se observaron cinco banias e -
inmunoprecipitacién, en el extracto se soya liofilizado, seis banias posi--
blemente la sexta banda se dAeba a un polfmero proteico formado durante la -
liofilizacién y los extractos calentados 60, 120 180 min. tres bandas y en

los extracto calentados 240 y 300 min. s6lo una banda. Esta pérdida de in_
munoprecipitados se debe a la insolubilizacién de las protefnas de soya --

por el tratamiento térmico.
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A continuacién, empleando la técnica Je contrainmunoelectroforesis (anexo-
IV) se determiné el tftulo de anticuerpos presentes en los sueros A, By G,

haciéndolos reaccionar con el extracto de protefnas de soya fresco, liofili—
zado y calentado a 85°C. Aurante 5 h. Paralelamente se probaron los mis—
mos extractos proteicos con un suero antiproteinas de soya Adel Instituto Be
hring. Los extractos se diluyeron en incrementos de dos con solucién amor-
tiguadora de veronal-acetato (pH 4e 8.6, fuerza ibénica “e 0.01); con cada —
una e estas Ailuciones se llenaron los pozos “e los antigenos y con cada u
no Je los sueros, los pozos e anticuerpos. Las placas se introducen en —
las cdmaras de electroforesis y se aplica una corriente de 4.5 V/cm durante
45 min. En seguida se procedié a lavar las placas con SSI Aurante 48 h, —-
con cambios frecuentes e ésta y Jespués las bandas Je inmunoprecipitado

se tifieron con Rojo Ae Ponceau.

Una vez que se obtuvo el tftulo 4e los sueros, se escogié el suero mds po-
tente y con é1 se realizaron las pruebas en las muestras de proiuctos carni_
cos (salchichas, jamones, pasteles Je carne, pasteles mosaico de carne, -
mortadelas y patés) a los cuales se dividieron en tres categorfas en base -

al tipo “e empacadora 4de la que provenfan.

la. Categorfa: Productos procedentes e empacadoras de prestigio recono-
cido.
2a, Categorfa: Productos procedentes Je empacadoras de prestigio media—

no.
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3a. Categorfa: Productos procedentes de empacadoras desconocidas.

Las muestras Je estos productos se obtuvieron en mercados, supermercados

y en las propias empacadoras, las cuales se clasificaron segln la tabla 7.

Tabla 7. Clasificacién de las Muestras

N@Gm.total de = NGm. Ndm. NGm.
Clase Tipo Clave muestras muestras muestras muestras
analizadas 1a. 2a. Ja%
Entero jamon ] 13 5 4 4
Picado pastel PM 3 - 2 1
mosaico
Salchicha S 12 3 5 4
mortadela M 6 3 3 -
Molifos Pastel e
carne P 7 3 3 1
paté Pe 4 1 2 1

La preparacién de los extractos se realizé pesando 20 g Je la muestra, colo
cédndolos en una probeta Je 100 ml., agreganyo solucién salina isoténica --
hasta el aforo y moliéndose en licuadora por 2 min, esta suspensién se refri
gerd por toda la noche y antes de realizar la prueba se centrifugé a tempera
tura ambiente, desechdndose el residuo y la evaluacién Ae la cantidad de -
protefna de soya en estos extractos se efectué por contranmunoelectrofore--
sis, haciendo Ailuciones similares a las empleadas en la determinacién del

tftulo Je los sueros, es decir, en incrementos e 4os.

Otra técnica empleada en la Aeterminacién del porciente de proteina de soya
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en los embutidos fué la de Inmunodifusién Radial en gel Je agar. Esta técni
ca tiene las ventajas Je ser mucho m&s sensible que las Jos anteriores (Ou
chterlony y CIEF) y de no requerir de aparatos costosos como el Ae electrofo
resis, por lo que la Aeterminacién de protefnas “e soya por esta técnica se-

hace accesible a cualquier labor atorio.

Para Jeterminar las concentraciones 6ptimas tanto Ael anticuerpo en el gel -
Ae agar como Ael aﬁtfgeno, se realizaron una serie Ae pruebas preliminares
en las que se probaron Ailuciones Je anticuerpo (1.6 %; 1.2 %; 0.8%, 0.4%;
0.3 %, 0.2 %; 0.15 %; 0.1 %) y Jel antigeno (1:16; 1:32; 1:64), partiendo —

Ael extracto fresco Je protefnas Je soya.

La concentracién éptima del anticuerpo que permitfa observar los anillos de
precipitacién claramente, se empled para preparar las placas de inmunodifu
sién radial segdn la técnica descrita en el anexo VII. Los primeros cuatro -
pozos se llenaron con las Jiluciones Ael antfgeno (1:1; 1:2; 1:4; 1:8) y los -
ocho pozos restantes con los extractos proteicos de las muestras que die--
ron bandas de precipitacién en las Jeterminaciones por contrainmunoelectro_

foresis (seis positivas y los negativas)

Con los Aatos obtenidos Ae las Ailuciones del extracto de proteinas de soya
se construyd una curva de referencia, colocando en las absisas los valores -
en g e soya/100 ml que corresponien al extracto y en las ordenadas los va

lores Ael didmetro Je los anillos de precipitacién elevados al cuadrado. Los
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datos Je los Yidmetros “e los anillos de precipitacién de las muestras de --
productos cédrnicos fueron también elavados al cuadrado para posteriormente
ser interpol ados en la curva, obteniéndose asf, la cantidad de protefnas de

soya presente.
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VI Resultados yDiscusién

Al término del esquema de inmunizacién se realizé la sangria de prueba y —
mediante la fécnica de Ouchterlony se demostrd la presencia de anticuerpos

en el suero de los conejos, ya que se obtuvieron dos bandas dAe inmunopreci

pitado con cada suero.

Las pruebas cruzadas que se realizaron con los sueros antiespecie, sueros

heterélogos y extracto Je proteinas de soya dieron los siguientes resultados:

ANTIGENOS

Suero e Suero Suero Suero Ext. de

Anticuerpo : i :
burro bovino equino porcino soya

Antisuero + - +, -
Ae burro 3

Antisuero - + - -
bovino

Antisuero +, - + - -
equino

Antisuero = - - + -
porcino

Suero anti-
protefnas - - - - +
Ae soya

' En estos casos hubo identidad parcial.

Como se puede observar en la tabla unicamente hay reaccién entre los sue—
ros (Ag)y los antisueros correspon-ientes, a excepcién de los sueros equi—

no y burro que presentan identidad parcial. Con estos resultados se puede
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asegurar que los Yatos obtenidos con las muestras “e embutidos al hacerlos

reaccionar con el suero antiproteinas de soya se debieron en todos los ca--

sos a estas proteinas y no a las carnes de que pudieran estar constituidos -

los productos.

Por la técnica de contrainmunoelectroforesis se Jeterminé el titulo Je anti--

cuerpos en los tres sueros (A, B y C) y en el suero antiprotefnas de soya Adel

Instituto Behring (Be), empleando como antigenos el extracto Je soya liofili-

zado (hidratado con 3 ml el contenido de un frasco &mpula), extracto de so-

ya fresco y extracto calenta-o a 85°C/5h, Jando los siguientes resultados:

S U E R O S

Extracto dJe Soya
liofilizado fresco

Extracto “e soya

Extracto de soya

calentado

Dilucién

A B C Be A B C

Be

A

B

C

Be

121
1:2
1:4
1:8
1:16
1232
1:64
1:128
1:256
1:512

1:1024
1:2048

+ 4+ o+ o+ o+ o+ 4+ +
B SR PR PR
+ o+ + +F + o+ ++ o+ o+
T S T T T
F o+ ok o+ o+ F o+ 4

+ 4+ + o+ + o+ o+ + o+ + o+
o+ o+ + o+ o+ o+ o+ o+ o+

1
1
I
i
1
I
|

* T ok FF 3+ o+ O+

S S e D G e

+ o+ + + 3+ t+ o+ o+

+
o+
+
+
4+

+
+

+

I

i

Se consider 6 como positivo la dilucién del Ag que mostré una banda de inmu

noprecipitacién claramente definida.
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Como se puede observar en la tabla, el suero con mayor potencia fue el B, -
por lo que se decidié emplearlo en la determinacién de proteinas de soya en
productos cdrnicos. Para esto, se utilizé la técnica de contrainmunoelec—
troforesis con un sistema Ade Adiluciones similar al empleado en la titulacién
de anticuerpos, es decir, en incrementos de dos del extracto de protefnas -
Ae los proJuctos cdrnicos; los resultados obtenidos se expresan en la si- —

guiente tabla:

Total de Nidm. de muestra positivas
_ Producto Clave muestras la.cat. 2a.cat. 3a. cat.
Jamén T 13 0 0 0
Pastel mosaico PM 3 0 0 0
Salchichas S 12 1 3 2
Mortadela M 6 0 0 0]
Pastel de carne P v/ 0 0 0
Paté Pe 4 0 0 0

De las 45 muestiras analizadas, s8lo seis dieron resultados positivos, co--
rresponiiendo todas a salchichas y sélo la muestra S-7 (la. categoria) de—

claraba soya en su formulacién.

La existencia de un alto porcentaje de resultados negativos puede deberse -
a la ausencia de harina de soya, o bien a que el suero inmune se preparé u-
tilizando como antigeno el extracto de proteinas de soya sin tratamiento tér
mico, lo que hace necesario continuar este estudio empleando sueros obte—
nidos con el extracto sometifo a diferentes temperaturas para asegurar asi -

la presencia Ae anticuerpos frente a las fracciones termoestables del extrac
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to de protefnas de soya (coctoprecipitinas).

Los resultados positivos obtenidos con las seis muestras Je salchichas es-

tdn enlistados en la tabla siguiente;

g de soya la. Cat., 2a. Cat. 3a. Cat.
Dilucién por 100 ml
S-7 S-1 8-2 S-3 S-4 S-6
i 0.07 + F e g + .
1fs2 0.15 + + U & + +
1:4 0.31 + + + 4+ s +
1:8 0.62 + + o F o +
1:16 1.25 = + 4+ + + +
1:32 2550 - CRRES + 4
1:64 5.00 - + - + + +
1:128 10.00 - - - ks + +
1:256 20.00 - - = = + L
1:512 més de 20 - - - e + =
1:1024 més de 20 - - - = = =

Como se puede observar en la tabla los resultados semicuantitativos estan
basados en el tftulo del suero B con el extracto de soya calentado a 85°C/
5h, considerando a la Gltima Adilucién en la que se obtuvo inmunoprecipita
do (1:256) como la mayor concentracién 4e soya (20 g/100 ml). La muestra
S-4 sobrepasé el tftulo del suero con el extracto ¢alentado, debido a que --

contenia més de 20 % de soya en su formulacién y sblo declaraba “fécula”.

Una técnica mds sensible que no requiere equipo de electroforesis pero que

tarda més tiempo es la inmunodifusién radial. Los resultados de la serie-
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de pruebas preliminares que fueron realizadas para encontrar la dilucién 8p.
tima Adel anticuerpo en la aplicacién de esta técnica, se expresa en la si- -

guiente tabla:

Conc. final del Ac. Diluciones del antigeno
en el gel en 1:16 (didme 1:32 (did- 1:64 (didme-
PORCIENTO tro en mm“) metro 2en tro en mm2)
mm#)

1.60 0.0 0.0 0.0

1.2 0.0 0.0 0.0

0.8 11.55 8.0 0.0

0.4 23.05 12.25 0.0

0.3 19.35 10.25 0.0

0.2 24.00 14,45 0.0
0.15 16.80 11.55 0.0
0.10 22510 13.70 0.0

Con el objeto de probar si esta técnica es aplicable a la determinacién - --
cuantitativa de las proteinas 1e soya se prosiguié la investigacién emplean-
Ao la concentracién final de anticuerpo en la gel de 0.2 %, en la cual se ob
servé que los anillos Ae inmunoprecipitado eran definidos después de inten-
sificarlos con &cido tdnico al 4 %. Con propésito de establecer una curva-
patrén se probaron las diluciones de antigeno (extracto e soya fresco) - --
1:1, 1:2, 1:4 y 1:8, y las seis muestras positivas 4e salchichas y dos mds
negativas. Los resultados obtenidos y la grdfica Je la curva se expresan —

en la figura 5.

Como se mencioné antes, la prueba de 4ifusién radial simple se hizo con el

Gnico propésito de ver si se podfa aplicar este método a la cuantificacién —

-42-



Ae proteinas ‘e soya, pero como no se contaba con el equipo necesario, la
preparacién e las placas se realizé en forma sumamente rudimentaria lo - -
que necesariamente le resté exactitud al método, pero se Jemostrd plena- -
mente que sf es aplicable. To”o lo anterior es la causa de que se observen
Aiscrepancias cuando se comparan los resultados obtenidos por las técni- -

cas e imnunodifusién radial y de contrainmunoelectroforesis.

¥

v o
S 2 S

oqﬂ CURVA DE CALIBRACION
(3 g de soya diamet50
",',50- por 100 ml en _mm
<40. 5.0 63
a 10.0 T2

N 20.0 96

%

10

) 10 15 20

Y DE SOYA/100 mill

Gréafica de la curva Je calibracién
para la prueba de inmunodifusién -
radial
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Los resultados de los extractos proteicos de embutidos son los siguientes:

Didmetro Concentracién

Muestra en mm? de proteinas.
S-1 64.0 10.75

S-2 —_—— mmee—

S-3 7557 14,8

S-4 70255 12.6

S-5 74.0 14.6

S-7 35.0 2.5
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VII Resumen

El uso e la soya en el continente occidental como alimento humano ha ido -
incrementdniose conforme la tecnologia ha superado los aspectos indesea—

bles de la soya.

Uno Ae los Aerivados de soya mds empleado como aditivo y en algunos ca-
sos como adulterante en productos cdrnicos es la harina de soya desengra—

sada.

En la actualidad se han desarrollado varios métodos principalmente electro—
foréticos para la Aeterminacién tanto de harina desengrasada como Ae aisla
Aos y protefna vegetal texturizada, pero hasta el momento no hay uno ofi- -
cial. En la presente investigacién se emplearon técnicas de inmunoprecipi-
tacién como lo son la de Joble Aifusién radial (Ouchterlony), contrainmuno -
electroforesis y la Je inmuno-difusién radial, donde la primera es b&sicamen
te cualitativa, la segunda es semicuantitativa y la tercera es cuantitativa,

demostrdniose en el presente estudio que las dos Gltimas técnicas son apli_
cables en la estimacién cuantitativa de las proteinas Je soya en productos -

cédrnicos.
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VII Conclusiones

Las proteinas 1e soya son compuestos capaces de Jesencadenar una res
puesta inmune al ser administradas por via parenteral a animales e labo
ratorio.

Las protefnas de soya no comparten Jeterminantes antigénicas con protef
nas Je origen animal.

El tratamiento térmico Je las proteinas de soya provoca la insolubiliza—
cién 4e éstas, lo cual ocasiona la pérdida de su capacidad para reaccio-

nar con su anticuerpo correspondiente. Por lo anterior, es necesario ela

_borar un suero antiprotefnas de soya trata”as térmicamente.

)

~

~

La técnica de contrainmunoelectroforesis es aplicable en la determinacién
semicuantitativa de las proteinas e soya y la facilita cuando se dispo-
ne de poco tiempo y Je los medios adecuados.

La técnica de inmunodifusién radial es la técnica mds sensible de las —-
empleadas en este estudio en la determinacién cuantitativa de las protef
nas 4e soya en productos cdrnicos.

Los resultados de esta investigacién no son vdlidos estadisticamente de_
bido a que el ntimero Je muestras analizadas fué muy reducido.

Se hace necesario continuar con esta serie de estudios para establecer -
un método oficial con el fin Ae poder elaborar la norma que regule la adi

cién e derivados de soya en la industria alimentaria.
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Anexo I

Preparacién el extracto de protefnas de soya:

a) Equipo
balanza granataria
agitadores magnéticos
centrifuga para tubos “e 50 ml
portafiltros Millipore 4e 293 mm Ae Aidmetro
bomba peristéltica Randolph

liofilizadora

b) Material
1 matraz Erlenmeyer e 2 000 ml
4 vasos Ae precipitados e 1 000 ml
1 probeta Ae 500 ml
8 tubos para centrifuga de 50 ml
1 prefiltro 4e 0.5 mm “e didmetro de poro
1 membrana Millipore Ae 0.45 micras de Aidmetro de poro
1 membrana Millipore de 0.22 micras Je didmetro Ae poro
100 frascos ampula 4e 10 ml e capacida-

c) Reactivos
2 000 ml Je solucién salina isoténica (SSI)

500 g 4e harina de soya comercial

Técnica.- Se pesan cuatro porciones de 125 g de harina de soya comercial

y se agregan lentamente a cada uno de los vasos de precipitados que contie
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nen 500 ml de SS7 (-elacién 1:4, n:v) con agitacién constante y vigorosa pa
ra dispersar la harina de soya y asf facilitar la solubilizacién de las protei
nasde &sta. Se refrigera a 4°C Aurante 18 h agitando ocasionalmente la - -
mezcla. Transcurrido este perfodo se procee a centrifugara 5 000 r.p.m.

Aurante 15 min a temperatura ambiente. Los sobrenadantes se racolectan —
en un matraz de 500 ml y los sedimentos se descartan. Estos sobrenadan-—
tes se recentrifugan a 12 000 r.p.m. durante 30 min a temperatura ambiente.
Después de la centrifugacién sz Jzscartan los sedimentos conservando los-
sobrenadantes, los cuales se Jepositan en un matraz Erlenmeyer de 500 ml

y se determina contenido proteico por el método de Biuret (anexo II).

La esterilizacién Ael extracto de protsinas Je soya (EPS) se realiza en dos -
pasos:

ler. paso.- El EPS se filtra a través de un prefiltro con poro de 5 micras de
A1dmetro, sobre un portafiltros Millipore de 293 mm Je Jidmetro, aplicanto-
presién positiva (1.5 Kg/cmz) con una bomba peristéltica Ranﬂolph‘,,/ A con-
tinuacién el EPS se filtra sobre una membrana Millipore con poro dé 0.45 mi
cras Ae Aidmetro, posteriormente se emplea otra membrana Millipore con po
ro de 0.22 micras 4e Jidmetro. Estas filtraciones tienen por objeto clarifi—
car el EPS, eliminando asf las particulas en suspensién por lo que no es ne

cesario trabajar en condiciones estériles,

240. paso.- El EPS clarificado se filtra para su esterilizacién a través de —
una membrana Millipore estéril con poro de 0.22 micras e ﬂiémeiro._ Poste

riormente el EPS estéril se Aistribuye en 100 frascos d&mpula estériles G3Eml
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en ca'a uno), se procede a la liofilizacién y se engargolan los frascos. El
contenido proteico se determina por el método de Biuret (anexo 1I), Aespaés

4e rehidratar el liofiliza7o coa 3 ml “e agua Aestilada.
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Anexo Il

Determinacién de proteinas por el método de Biuret:

a) Equipo
Fotocolorimetro
filtro verde
3 celdas para fotocolorimetro

b) Material
4 tubos “e ensayo Je 15 x 150 mm.
2 pipetas graduadas de 10 ml., dividadas en ml y 1/10
2 pipetas graduadas Ade 5 ml divididas en ml y 1/10
1 pipeta grafuada 4de 1 ml Aividida en 1/10

c) Reactivos
Reactivo Ade Biuret (16 ml)

solucién “e NaC1 al 0.85 % (15 ml)

Técnica.- En un tubo Ae ensayo de 15 x 150 mm, meédir 9.5 ml de solucién

de NaCl al 0.85 % y adicionar 0.5 ml de la solucién de proteinas.

En Jos tubos e 15 x 150 mm Aepositar 2 ml e la dilucién anterior marcando
uno como problema y otro como blanco de color y en otro depositar 2 ml de

la solucién Ae NaCl al 0.85 % y marcarlo como blanco.

Adicionar a los tubos blanco y problema 8 ml del reactivo Je Biuret y mez- -

clar, al tubo marcad o como blanco Je color adicionarle 8 ml 4e Nacl al --
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0.85 %, “ejanio 30 min a temperatura ambiente para el desarrollo de color.
Utilizando el tubo del blanco ajustar al 100 % de trasmisién con el filtro ver

Ae. Sustituyenio el tubo el blanco por el de blanco de color obtener la -

lectura que se restard a la lectura obtenida Ael tubo problema. De la Aife-
rencia se obtendra el valor que se interpolard en la curva de calibracién.

Esta curva se obtuvo al hacer las diluciones 1:1, 1:1.5, 1:2.0, 1:2.5 y 1:4.
0 A2 una solucién Ae albGmina bovina a una concentracién de 6.8 g/ 100 ml

y siguiendo la misma técnica e Biuret.

Curva e Calibracién de Protefnas
por la técnica de Biuret

g de prot ./100ml Dilucién Lectura (UK)

1.35 1:4.0 24
2.70 1:2.5 44
3.40 1:2.0 56
4.53 1:1.5 75
6.80 1:1.0 112
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Anexo III

Obtencién del suero antiproteinas de soya:

a) Equipo
Centrifuga para tubos de 50 ml

b) Material
6 jeringas hipodérmicas estériles
6 agujas hipodérmicas estériles del nim. 24
6 agujas hipodérmicas estériles el nim. 20
3 tubos e centrifuga e 50 ml
1 tabla para sujetar conejos
algodén

¢) Material biliégico
3 conejos Ae la raza Nueva Zelanda con peso de 2 a 2.5 Kg.
Adyuvante de Freund completo
Extracto e soya liofilizado

Agua Aestila-da estéril

Técnica.- Para obtener el suero antiproteinas de soya se siguié el siguien_

te esquema “e inmunizacién:

ler. Afa El contenido Ae un frasco &mpula (hidrata“o con 1 ml de agua desti
lada estéril) m&s 0.5 ml Ae adyuvante de Freund completo por via
intramuscular.

3er. Afa El contenido de un frasco d4mpula (hidratado con 1 ml e agua desti
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lada estéril) m&s 1.0 ml “e a“yuvante de Freund completo por via

intramuscular.

8vo. Afa El contenido Ae un frasco dmpula hidratado con 1 ml de agua desti
lado estéril) m&s 1.0 ml Ae adyuvante de Freund completo por via
intramuscular.

Las siguientes inyecciones fueron eniovenosas:

14 Afa 1 ml Ae extracto 1e protefnas de soya estéril.

16 Afa 1 ml Ae extracto Je proteinas Je soya estéril

17 Afa 1 ml Ae estracto Je proteinas Ae soya estéril

18 Afa 1 ml Ae extracto Ae protefnas de soya estéril

19 Afa 1 ml Ae extracto de protefnas de soya esterfl

20 Afa 1 ml Ae extracto de proteinas de soya esteril

Al término el esquema de inmunizacién se deja descansar al animal durante
una semana y se procede a hacer la sangrfa de prueba. Para ello se toman -
unos 2 ml de sangre por puncién en la vena marginal de la oreja, la sangre

se coloca en un tubo “e ensayo e 12 x 75 mm y se Jeja coagular, se sepa—
ra el suero y se Jetermina la presencia de anticuerpos por el métoio de do-

ble Aifusién en agar (método de Ouchterlony, anexo v).

Si al cabo de las 48 h se observan bandas e precipitacién, se procede a -
la sangria de cosecha mediante la puncién cardiaca. La sangre extrafda se
Aeja coagular en los tubos de ensayo y posteriormente se somete a una cen-

trifugacién a 3 500 r .p.m. Aurante 15 min a temperatura ambiente. El sue-
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ro es separado Jel codgulo por Aecantacién y se reparte en tubos de 12 x 75
mm en porciones e 3 ml, manteniéniose en congelacién hasta el momento -
Ae emplearse, ademds Je afiadirse 1 mg de azida Ae so”dio por mililitro de -

suero como conservador.
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Anexo IV

Doble Difusién en agar.- Técnica de Ouchterlony

a) Material
Cajas Petri desechables
1 matraz Erlenmeyer de 100 ml
1 pipeta graduada de 10 ml
1 cortador (sacabocados) 1e 2 mm de didmetro
1 tubo de 12 x 75 mm.
tubos capilares

b) Reactivos
100 ml de solucién amortiguadores de veronal-acetato (pH de 8.6,
fuerza iénica de 0.01)
1.5 g de Agar Purum (Instituto Behring)
100 ml Ael colorante Rojo Ae Ponceau
100 ml Ae &cido acético glacial
1 000 ml de SSI

100 mg de azida de sodio

c) Material biolégico
1 ml Ael suero antiprotefnas de soya
1 ml Adel EPS liofilizado (hidratado con 3 ml Ae agua destilada)

1 ml Ael EPS sin liofilizar

Funiamento.- Todas las macro moleculas tienden a difundir a través de ge
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les, siguiendo las leyes generales de la Aifusién, que establecen que la -—-
Aistancia a la que una substancia Jifunde estd en relacién directa con su —

concentracién y en relacién inversa con su peso molecular.

Técnica.- 1.5 g de agar purum se calientan a ebullicién con 100 ml del amor
tiguador Ae veronal-acetato adicionado de 100 mg de azida “e sodio como —

agente conservador hasta que el agar se disuelve completamente.

Cada una 4e las cajas Petri se colocan en un plano exactamente nivelado y-
se llenan con pipeta con 22 ml Jel gel funiifo. Después de la solidifica- -
cién Adel agar y estando &ste firme se cortan los pozos sobre su superficie -
con ayuda de un sacabocados de 0.2 cm e didmetro a una distancia de 0.5
cm siguiendo la Aisposicién de la fig. 6. Se retiran los cilindros 4e gel de
los cortes quedando asi los pozos para la colocacién Adel antigeno o del an-

ticuerpo.

Cada pozo en las placas de gel e agar se llena con 20 microlitros 4e solu—
cién Ae antigeno o anticuerpo, de forma que la solucién alcance el borde su
perior. Las cajas e gel de agar se dejan de dos a tres 4fas a temperatura

ambiente, para que se formen los inmunoprecipitados.

o @& . PRl Lo
@) 0o 0% o6

Figura 6 Diferentes dispasiciones de los
pozos en las placas de gel.

!
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Anexo V

Contrainmunoelectroforesis:

a)

b)

Equipo

Aparato de electroforesis (fuente de poder y cdmara)

Balanza analftica.

Material

1 matraz Erlernmeyer de 100 ml.
1 pipeta graduada de 10 ml

1 mechero Bunsen

1 tela Ae alambre con asbesto

1 tripie

tubos capilares

placas de acrilico 4e 9 x 11 cm
placas de acrilico 4e 20 x 30 cm

1 nivel Ae gota

1 cortador (sacabocados) de 4 mm Ae Aidmetro
tiras de papel filtro Whatman nm. 1 e 9 x 6 cm

1 par Ae guantes quirtrgicos de latex

1 tijeras

1 plantilla para realizar los cortes 4e los pozos
8 cajas de pldstico con cierre hermético 4e 20 x 20 x 6 cm

1 caja Ae pldstico con cierre hermético de 22 x 34 x 10 cm

—58~



c) Reactivos

)

Solucién amortiguadora ~e veronal-acetato pH= 8.6 y fuerza iénica
de 0.05 para la cdmara de electroforesis y e 0.0l para la prepa-
racién de las placas de agar.

1.5 g “e agar purum por cada 100 ml “e solucién amortiguadora de

veronal-acetato (pH ~e 8.6, fuerza iénica 0.01)

250 ml e colorante Rojo e Ponceau

200 ml de &cido acético glacial

100 ml Ae glicerol

10 000 ml Ae SSI

agua desionizada

Material biolégico

Sueros antiprotefna de soya

suero antiproteina Je soya del Instituto Behring

extracto Je protefna Ae soya

Funiamento.-Estatécnica se basa en los mismos principios Je la técnica de
Ouchterlony. El antfgeno y el anticuerpo se colocan en pozos Jiferentes; -

en los puntos A6n“e se juntan al Jifundirse se forman inmunoprecipitados.

Los antigenos proteicos “ebido al fenémeno electroendosmético se mueven
hacia el dnodo en el campo eléctrico y los anticuer pos especificos se mue—
ven hacia el cdtoio, concentrandose en un sélo lugar, cuano los dos se en

cuentran se forma una o varias lineas visibles Ae precipitacién en el medio-
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de soporte.

Técnica.- Para preparar las placas de gel e agar se mezclan 1.5 g de agar
purum con 100 ml de la solucién amortiguadora Je veronal acetato (pH 8.6, =
fuerza iénica de 0.01 y con 100 mg e azida de sodio) calentandio hasta ebu
1licién. Una vez que la solucién estd completamente clara se Aeja enfriar

a 80°C y se vierte sobre las placas de acrilico (23 ml), las que deberdn es_
tar desengrasadas con alcohol y éter sulfdrico y colocadas sobre una super
ficie perfectamente nivelata. Cuando el agar ha solidificado, las placas -
se refrigeran por 30 min con el objeto 4e que adquieran mayor consistencia.
Posteriormente se efectudn los cortes de los pozos sobre la superficie Je —
la placa Je agar en 3 series de dos hileras con ocho pozos cada hilera (fig.
7), ayud&niose para ello con la plantilla. Los pozos de las filas (A) &nodo,
se llenan hasta su borde con los sueros antiprotefnas Je soya (anticuerpo) .

En los pozos de las filas (B) cdtoto, se coloca el antfgeno.

A continuacién las placas se colocan dentro de la cdmara de electroforesis,

estableciendo contacto entre el amortiguador y la placa de agar con las ti-
ras ‘e papel filtro Whatman nm. 1. El ‘potencial de corriente es dJe 8 a —
10 V/cm (90 V/placa), a temperatura ambiente durante 45 min. Transcurriio

este perfodo, las placas son sometidas a un lavado con SSI por inmersién —
Aurante 48 h combiando la solucién frecuentemente con el objeto 4e eliminar
las protefnas que no reaccionaron. .El secado Ae las placas se realiza me- -

Ajante hojas Je papel filtro 7e 9 x 11 cm a temperatura ambiente Aurante 12h.
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El tefiido de las placas se realiza dentro de recipientes de pldstico que con
tienen la solucién de Rojo Ae Ponceau, por 3 min de inmersién. La decolo-
racién de éstas se realiza con cambios frecuentes de &cido acético al 5 %-

Aurante 48 h.
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Diagrama de las diluciones en Incrementos de Dos

i



s
i

A B ONSRORON 0T OT O
S GQUONORONEOEORONE
& @ OO GEOEON O O
< @7 (@) (@) (0] o) [8) @) Hg)
A NG ON0 GO @
8 @f @) ©le) ©) Ne) (8 (©)

cétodo

Plantilla para efectuar los cortes en las
placas de contrainmunoelectroforesis
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Anexo VI

Preparacién del Extracto de Proteinas de soya a partir de embutidos comer--
ciales:
a) Equipo
Balanza granataria
licuadora
centrffuga con cabezal para tubos de 50 ml
frascos &mpula
b) Material
1 probeta de 100 ml
frascos de reactivo de 250 ml con tapén de rosca
tubos de centrifuga de 50 ml
c) Reactivos

Solucién salina isoténica adicionada de 1 mg/ml de azida de sodio.

Técnica.- Se pesan 20 g de la muestra 4e embutido y se aforan con solucién
salina isoténica a 100 ml en una probeta. A continuacién el contenido e la
probeta se vierte a un vaso “e licuadora y se muele Aurante 2 min, posterior
mente esta suspensién se refrigera en los frascos Je reactivo Jurante 12 h.
Transcurrido este perié“o, 50 ml de este macerado se centri fugan a 12 000
r.p.m. Aurante 30 min a temperatura ambiente, Aespués de lo cual se sepa—

ra el sobrenadante y se mantiene en refrigeracién.
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Anexo VII

InmunoAdifusién Radial en gel de agar:
a) Equipo
2 bafios de agua a temperaturas constantes e 45°y de 55 C.
b) Material
1 Matraz Erlenmeyer de 125 ml
3 pipetas de 10 ml
1 agitador de vidrio
6 cajas Je Partigen vacfas
2 cubas Je pldstico
2 aplicadores para 5 microlitros
tubos capilares para el aplicador
1 regla Partigen
1 mechero Bunsen
1 tela Ae alambre con asbesto
1 tripie
c) Reactivos
Solucién salina isoténica
dcido tdnico al 4 %
agar purum
solucién amortiguadora “e veronal-acetato (pH 8.6, fuerza iénica

Ae 0.01)
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4) Material Biolégico
Suero antiproteinas de soya
extr acto de protefnas de soya

extractos proteicos 4e productos cdrnicos

Funr‘ameﬁto.— Esta técnica se basa en la difusién del antigeno a través de
un medio e soporte que contiene el anticuerpo correspondiente. El aumen
to del drea del anillo de precipitacién es en primer lugar funcién 4el tiempo.
Desde el comienzo de la difusién del antfgeno se forma un complejo antige-
no-anticuerpo. Después de suficiente tiempo de difusién, por llegarse a --
la zona de equivalencia, se alcanza el punto final de difusién, en el cual,
el drea del anillo de precipitacién es directamente proporcional a la concen
tracién “el antigeno en el pc 20 e inversamente proporcional a la concentra—

cién del anticuerpo en el gel.

Técnica .- Para preparar las placas de inmunodifusién radial, se mezclan --
1.5 g. 1e agar purum con 100 ml de la solucién amortiguadora e veronal-a _
cetato calentando hasta ebullicién. Una vez que la solucién estd perfecta-
mente clara, se enfrfa a 55C Aentro del bafio a dicha temperatura. En el —
bafio a 45°C, se calienta el suero antiprotefnas Je soya. Ambos se mez—
clan agitandio constantemente Jentro del bafio a 55°C. Depositar 10 ml de

esta mezcla con una pipeta precalentada a 60°C en cada una de las cajas —
de pldstico, las cuales deben estar ya sobre una superficie perfectamente -

nivelada.
Una vez que el agar ha solidificado perfectamente, se procede a efectuar --
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los cortes de 1os pozos de 2 mm de didmetro siguiendo la numeracién de las
cajas, se retira el gel de los cortes y se llenan con 10 microlitros de las —
diluciones Adel extracto de protefnas de soya. La Adifusién se realiza duran-
te 72 h. Al término Ae este periodo, las placas se lavan con SSI durante -
48 h con cambios frecuentes rie.ésta. Después del lavado, las placas se -
sumergen en la solucién de &cido ténico al 4 % durante una hora, posterior-
mente, se lavan nuevamente con agua destilada durante 2 h para eliminar
los restos de &cido tdnico. A continuacién, las cajas se dejan al aire libre
para que se elimine el exceso de humedad. Posteriormente se miden los did

metros Ae los anillos de precipitacién con la regla partigen.
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