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Y suced16 que a la tarde subieron codornices que cubrieron

el campamento y a la mañana había en torno al campamento

una capa de rocío. Cuando el rocío se evaporó, 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 sabían lo que era. Mofses les Mijo: Ese es el pan que

os dá 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 Nieta humana, en el mundo occírlental los usos alimenticios de la so- 

ya han seguirlo un patrón diferente a los de oriente y se han incrementado a

partir de los años ' 20s, en los que se empezó a utilizar para la producción

rae aceite, empleándolo en la manofactura rae productos tales como margari- 

nas, mantecas, mayonesas, etc. El material desengrasado ( subproducto), - 

se utilizó en un principio, como pienso para aves de corral y ganarlo, con

lo que se re lujo el costo de la producción del aceite. 

Solamente en los últimos años, en paises como EE. UU. se ha incrementa- 

rlo la cosecha - le soya y desde hace aproximadamente quince años se han - 

empezarlo a elaborar ptóductos alimenticios, que han tenido que sopreponer

se a problemas tales como: prejuicios en contra de productos no tradicionª

les, el sabor remanente a frijol, estabilidad de los productos y trastornos - 

fisiológicos causados por el consumo de éstos, .. Sin embargo, la mayoría — 

de estos obstáculos han sirio librádos por el avance en los procesos mo -ler

nos ae tecnologia. Actualmente, existe en la mayorra rae los mercados de - 

occidente un gran número rae productos le soya. 

Cuando se inició el uso le los derivados de soya en la industria rle carnes

procesa -las, el abuso le muchos industriales causó una reacción inrlebirla- 

en el consumidor, por lo que se establecieron en EE. UU. leyes -le regula- 

ción, restricción o prohibición para el uso de proteínas de soya en carnes



procesadas.( 5) 

Esto mismo ha sucedido en México, y actualmente no se ha logrado tener — 

una reglamentación adecuada para evitar el abuso en el empleo de los deri- 

vados de soya en productos cárnicos. 

Esta investigación tienen, como objeto principal llamar la atención de las — 

autoridades para que promuevan el desarrollo de una legislación adecuada, 

que regule el uso de los derivados de soya en la industria de alimentos. -- 

Actualmente es difícil establecer dcha legislación, ya que no se han en-- 

contrario métodos analíticos que reúnan las características de; ser cuantita

tivo, reproducible, confiable y sencillo. Pensamos que este trabajo puede

ser el inicio de una serie de investigaciones tendientes a crear michos mé

todos analíticos. 

Para un futuro próximo, creemos, que se continuará con el use de la soya - 

en los productos ya establecidos, debito a sus propiedades fisicoquímicas, 

las cuales, son de gran htilídad en los productos de carne procesarla y para

un futuro lejano parece ser que la soya representará uno de los pocos recur

sos disponibles, consistente y abundante de proteínas vegetales de alto va

lor nutritivo para propósitos de alimentación humana, debido a la creciente

demanda de la protéfna animal cada día mas escasa cuyo precio será tam-- 

biém cada vez mayor. 
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II GENERALIDADES

A.- Clasificación botánica .- La soya ( Glycine max) pertenece a la fa- 

milia de las leguminosas, es una hierba anual que se cultiva en Manchuria

China, Japón, India y en algunas partes' rle América y Europa. 

Sus semillas son ovoideas, redondeadas y mimen de 6 a 11 mm de largo, 5

a 8 mm rie ancho y de 4 a 7 mm de grueso, 100 semillas pesan de 14. 5 a

33. 0 g,r son de color amarillo pálido o color ante, aunque hay variedades — 

pardas y negras. La testa en tenaz y algo translúciia y en el centro de uno

de los bordes más largos -; e la semilla esta el hilio, de 3 a 4 mm de largo, 

con el micrópilo en un extremo y un pequeño estrófilo en el otro. El embrión

llena por completo la semilla y está constituMo por - los grandes cotilerlones

plano -convexos con una pequeña rarifcula hipocótila y la plúmula. Las re — 

servas alimenticias de la semilla están almacenaras en los cotiledones, cu

yo interior está formato con células elongadas que forman una empalizarla, 

que contiene aceite y proteínas. La. mayor parte le las proteínas está alma

cenarla en cuerpos proteicos cuyos diámetros varían entre 2 a 20 Im. El — 

aceite está localiza lo en pequeñas estructuras rienominadas esferosomas y

sus liámetros escilan entre 0. 2 a 0. 5 ILm. Estas estructuras se encuentran

esparcí -las entre los cuerpos proteicos,. . 

B.- Composición bromatológica .- El frijol de soya posee el mayor conte

nHo proteico entre los vegetales, alreriedor lel 40 %, en base seca. Con- 

tiene un dlto porcentaje rae lípidos ( 20 %), encontrándose preponierantemen
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te áciao linolénico, linoléico y oléico. 

Posee poco almid6n ( carbohidratos) y entre los azúcares encontrados estan

sacarosa, galactosa, pentosas, rafinosa y otros; la rafinosa no es digeri- 

ble en el conducto intestinal y ocasiona problemas de digesti6n al ingerir

soya. 

Posee buena cantidad de fósforo, fierro, magnesio y cálcio, entre los mi- 

nerales más importantes. 

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

Se ha demostrado que la soya tratada térmicamente es mejor por que asf se

destruyen factores antinutricionales presentes en ella, aunque un sobreca

lentamiento ocasiona pérdida de aminoácidos, disminuyendo su valor pro— 

teico. Los aminoácidos azufrados son limitantes en la soya, incrementare

dose. aún más esta limitación con la temperatura necesaria para la destruc

ci6n de los factores antinutricionales. 

Una de las mayores objeciones a la aceptación de la soya es su acendrado

sabor a frijol, producido por una gran cantidad de compuestos volátiles y - 

no volátiles, como compuestos carbonflicos, ésteres, ácidos carboxtlicos, 

ácidos fen6licos, algunas amtnas y alcoholes, siendo responsable de la - 

producci6n de estos compuestos químicos la enzima lipoxigenasa. 

C.- Aspectos nutricionales.- La gran importancia de la proteína de soya - 

en nutrici6n depende de su alto contenido de aminoácidos esenciales, par
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ticularmente lisina, leucina e isoleucina. La tabla 1 compara los niveles

le aminoácidos esenciales en las protefnas de harina 4esengrasada de so- 

ya, harina - le trigo, protefna de huevo y proteína - le Aspergillus niqer. Se

observa una superioridaa en la protefna de soya en los aminoácidos esen- 

ciales antes citaos y una inferioridaa en el contenido de aminoácidos -- 

sulfuraos ( cistefna y metionina), siendo más escaso el aminoácido metio. 

nina. 

Tabla 1. mg - le aminoácido por gramo de matetial

AiMINOACIDO Harina de soya Harina A. niger proteína

30

desengrasada dé trigo

Valina

4e huevo

131 184 41

Isoleucina 119 116 106 129

Leucina 181 195 172 172

Lisina 161 82 118 125

Fenilalani na 117 140 154 114

Tirosina 91 97 88 81

Total de aa, aromáticos 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 contribución al val- 
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lor nutritivo por su alta proporción de ácidos grasos esenciales, pues po— 

see un 51 % de ácido linoléico y un 9 % de ácido linolénico. 

La soya contiene inhibidores de tripsina, hemaglutininas, soponinas e ¡ so

flavonas. El 90 % de las protefnas de soya son globulinas comprendidas - 

en cuatro fracciones: 2S, 7S, 11S y 15S. Los inhibidores de la tripsina — 

se encuentran en la fracción 2S, con peso molecular de 8000 a 21000. U- 

no de ellos tiene 194 aminoáóidos con ácido aspártico en el grupo amino — 

terminal y leucina en el carboxílo terminal. La ingestión del inhibidor des

activa el sistema enzimático al que pertenece la tripsina, y por tanto, su

prime el crecimiento a la vez que estimula al pancreas y crea una hipertro

fia pancreática, equivalente a una pérdida excesiva de aminoácidos por — 

excreción de enzimas en heces, explicándose asf la supresión del crecí -- 

miento, este inhibidor se inactiva por calor. 

Las hemaglutininas se encuentran en la fracción 7S con un peso molecular

de 111 000, son de tipo albuminoideo. Prorlucen aglutinación en los glóbu

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 estómago. 

Las saponinas pasan a través del estómago a intestino delgado y en reali— 

dad no causan ningún problema al hombre. 

De las isoflavonas no se tienen muchos conocimientos. 

j D.- Clasificación de las protefnas.- La soya no contiene ninguna protef
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na soluble al alcohol similar a la gliadina, que junto con la glutenina son

las únicas proteínas en el gluten riel trigo. Consecuentemente, las protef

nas ríe soya carecen rae propiedades para formar amasijo como el que produ

ce el gluten. Los productos amicionafflos con harina de soya, tienen el glu

ten y el almid6n dilufrlo por lo que los derivados de soya no pueden ser u

sallos simplemente para reemplazar la harian de trigo en productos para hor

near. 

La mayoría me las protefnas de soya son clasifica las como glubulinas, in- 

solubles en agua en sus puntos isoeléctricos; pero solubles en soluciones

salinas lilufrIas o en agua a pH por encima y mebajo rae sus puntos isoé- 

lbctricos. La alta extractibiliraari por el agua de las proteínas ríe la hari- 

na raesengrasaria, inmica que la membrana fosfolfpima que engloba o envuel

ve a los cuerpos proteicos es fácil me momificar. 

E.- SolubiliAam me las protefnas.- La depenmencia de la solubilidad -- - 

r1e las protefnas al pH, se observa claramente en la fig. 1 en rionrie el al¡ 

mento mesengrasamo es suspendimo en agua riestilama a pH de 6. 5, en el - 

que se obtiene el máximo me solubilimad proteica. Al aumentar el pH con

álcalis, aumenta ligeramente la solubilidam y disminuye abruptamente cuan

do se acimifica el medio a un pH me 4. S, que corresponme a la región isoe

léctrica, A valores inferiores Ael rango anterior, las protefnas se cargan - 

positivamente y se redisuelven. 
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Figura 1 Estractibilidad de las proteínas

como una función del pH ( Smith y Circle, 1938) 

La curva de solubilidad en la fig. 1, es típica de una harina que ha recibi

do un mínimo de tratamiento térmico durante la extracción del aceite. Las - 

proteínas . le soya son sensibles al calor húmedo y son rápidamente insolu

bilizadas por tratamiento con vapor. Estas propiedades de solubilidad -- 

son factores importantes que gobiernan las aplicaciones alimenticias de - 

las proteínas y son frecuentemente usadas como una prueba de control de - 

calidad. 

F.- Composici6n química de las proteínas de soya.- Esta composición es

muy importante debido a su relación con la nutrici6n y a las reacciones - 

de las proteínas durante su procesamiento. Es conocido que la solubili- 

dad de los al slados de proteína de soya se altera cuando se forman las u- 

niones intermoleculares disulfuro por los residuos de cístina entre las -- 

proteínas principales. La composición de los aminoácidos esenciales en
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los tres derivados principales de soya están enlistados en la tabla 2. Las

liferencias son causarlas por el fraccionamiento -lurante el procesamiento. 

Tabla 2. Contenido de aminoácidos esenciales

de varios derivados de soya. 

Aminoácido
Contenido de aminoácidos

esencial (
a/ 16 a de nitrógeno) 

Harina concentrado D Aisladoa

Lisina 6. 9 6. 6 5. 7

Met ionina 1. 6 1. 3 1. 3

C istin 1. 6 1. 6 1. 0

Triptofano 1. 3 1. 4 1. 0

Treonina 4. 3 4. 3 3. 8

Isoleucina 5. 1 4. 9 5. 0

Leucina 7. 7 8. 0 7. 9

Feñilalanina 5. 0 5. 3 5. 9

Vali na 5. 4 5. 0 5. 2

a) Rackis ( 1961) b) Meyer ( 1967) 

Las proteínas de soya son una buena fuente de todos los aminoácirlos e- 

senciales, a excepción de la metionina. El alto contenido de lisina hace- 

rle las proteínas ae soya un complemento muy usado en las proteínas de — 

cereales, que son deficientes en este aminoácido. Una mezcla de concen

tra-lo de proteína rae soya y harina de trigo es nutricionalmente superior que

de cada una de las fuentes le protéínas por separado; una proporción de

proteínas de 3: 1 soya- trigo, dá una relación de eficiencia proteica 6pti— 

ma. 

G.- nistribución del tamaño molecular.- Las proteínas de soya represen- 

tan una mezcla, que difieren en tamaño, carga y estructura. Las diferen— 

cias en tamaño son aprecialáIs mejor en la ultracentrífugación ( fig. 2) o — 
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en la filtración en gel. De la separación por ultracentrifugación de las pro

ternas extraídas con agua, de una muestra de harina desengrasada, se ob

tienen cuatro fracciones con coeficientes de sedimentación aproximados de

2, 7, 11, 15S. Las cantidades relativas y los pesos moleculares de estas

cuatro fracciones estan darlas en la tabla 3. Se observa que cerca de un

80 % de las proteínas tienen pesos moleculares de 100 000 ó más altos. 

10- 
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Tabla 3. Fracciones de proteinas de soya

ultracentrifuga,las . 

Fracción % del Componentes Peso Referencias

proteica total molecular

2S 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 S 18 200 Vaintraub y Shutov, 
Globulina- Vaintraub y Shutoy
2, 85 S 32 000 1969

A intoinasa 50 000 Yuan, 1967

7S 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

11S 31 Globulina 11S 350 000 Wolf y Briggs, 1969
15S 11 de 500 000

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

lantoinasa } r dos globulinas con actividad biológica desconocida. 

La fracción 7S es más de la tercera parte de la proteína total pero solo con— 

tiene cuatro diferentes proteinas: Q - amilasa, hemaglutininas, lipoxigena— 

sas y globulina 7S. Existen formas multiples de hemaglutininas y lipoxige- 

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

Otra tercera parte del total de las proteinas la forma la globulina llS, tam— 

bién llamada Glicinina. 

La fracción 15S no ha sido aislada ni caracterizada, pero basándose en su - 
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coeficiente de sedimentación es una molécula con peso molecular de medio

millón o más. 

H.- Comportamiento electroforético en gel.- Bajo ciertas con-liciones, la - 

electroferesis en gel confirma la complejidad de la mezcla que forman las — 

protefnas de soya. Por ejemplo, la electroferesís en gel de almid6n de las- 

protefnas precipitadas por ácido, en urea 5 mol/ 1 con amortiguador alcalino, 

revela catorce bandas de proteínas, siendo así que en condiciones de preci

pitaci6n alcalina revela quince bandas, la globulina 11S muestra lieciácho

bandas en geles alcalinas y diez en geles ácidas. Estos estudios también - 

indican que algunos de los componentes de las globulinas emigran fácilmen

te al cátodo a pH de 8. 7. La electroforesis en gel de agar de las protefnas

extraídas con agua sin urea, dan una mancha continua de componentes, pero

buando estas protefnas son difundidas nuevamente en combinación con sus - 

anticuerpos, un mínimo de dos precipitan formando arcos. El gran número = 

le bandas de protefnas encontradas con geles que contienen urea pueden ser

descritas como fracciones de las grandes unidades denominadas subunída-- 

des. 

I.- Reacciones de Tlisociaci6n- Asociaci6n.- Una propiedad característica

de las globulinas 7S y 11S es su habilidad para sufrir reacciones rae disocia

cí6n y asociación rábirias y reversibles bajo cambios moderados en el medio

i6nico. Por ejemplo, la globulina 7S a pH de 7. 6 y con una fuerza i6nica — 

de 0. S, se presenta como un mon6mero con peso molecular de 180 000 a -- 

210 000, pero en una fuerza i6nica de 0. 1, tienen un peso molecular le - - 
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370 000 que es el resultado de una dimerizaci6n. Igualmente, la globulina - 

11S desarrolla una forma rápida rle sedimentaci6n cuando la fuerza i6nica -- 

baja rie 0. 5 a 0. 1, pero el grado de asociación es bajo. 

1) Estructura de las subunidarles.- Las globulinas 7S y 11S po- — 

seen una forma adicional que aumente su complejidad y corres- 

ponden a las interacciones entre las subunidades, las cuales — 

aparecen como subunidarles no comunes a las proteínas. 

La globulina 11S 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 dos isoleucinas. 

Por arriba de su punto isoeléctrico, en urea- mercaptoetanol, se separan sus

subunidades. Estos resultarlos sugieren que la molécula 11S es un dfinero - 

formarlo por dos mon6meros idénticos, cada uno consistente de seis subuni- 

nades ( Catsimpoolas, 1969. Un resultarlo sorprendente es que, tres de es— 

tas subunirlades son ácidas conpuntos ísoeléctricos a pH de 4. 75, 5. 15 y — 

S. 40, y tres son básicas con puntos isoeléctricos a pH de 8. 0, 8. 25 y 8. SO, 

Las subunidades básicas y ácirlas tienen pesos moleculares de 22 300 y - — 

37 200 respectivamente. Las interacciones entre ambos tipos ríe subunirla— 

des ayudan a la estabilidad de la molécula 11S. 

La estructura cuaternaria de la molécula 11S se destruye por una variedad de

condiciones que incluyen la fuerza i6nica, pH altos o bajos, alta concentra

c16n de urea, los detergentes y las temperaturas cercanas a 80° C. 
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La globulina 7S contiene nueve residuos de aminoáci-los terminales y presu— 

miblemente, ríwve subuní-lades de caaenas polipeptMícas simples. Ha siáo

aisla-la una glicoprotefna simple, que contiene los mismos azúcares que se - 

encontraron en la molécula intacta 7S ( 38 residuos de mansa y 12 - le gluco- 

samina). Consecuentemente, los carbohicratos parecen ser una unidad de — 

polisacáríao simple, uní -lo a una de las subunidades proteicas. 

La estructura 7S es destruida por los reactivos usuales capaces de disociar

las protefnas en subunidades. En urea 8 mol/ 1 o en clorihidrato de guanidi- 

na 4 mol/ 1, el peso molecular decae de 188 000 de la forma nativa a 22 500

a 24 000 6 a cerca de una novena parte del tamaño original. En solución de

lodecil sulfato de sodio, el peso molecular de la globulina 7S es de 34 000. 

La aaici6n -Te cerca de 40 moléculas de detergente por subunidad, puede in

fluir en la discrepancia de pesos moleculares bajo las diferentes condicio— 

nes - le la disociación proteica. 

En solución de hi-Ir6xido de sodio 0. Oimol/ l, la globulina 7S se disocia en

una uni,4al de coeficiente de sedimientación de 0. 45S. En soluciones áci— 

aas y en concentraciones bajas de sal, se forman dos especies sedimenta- - 

bles con coeficientes de 2S y 5S. Las sales inhiben la conversión de la glo

bulina 7S en las formas 2S y SS, pero se puede restablecer nuevamente por - 

diálisis de las protefnas a pH de 7. 6 y una fuerza iónica de 0. 5. La globu

lina 7S es menos sensible a cambios irreversibles en estructura que la glo- 

bulina 11S pero la razón de esta diferencia es desconocida. 
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El hilado de los aislados de protefnas en fibras para el uso en los análogos

de carne, es un ejemplo de un sistema alimenticio en el que las estructuras

cuaternarias - le las globulinas 7S y 11S se- testruyen. La formación -le subu

nidaaes se presenta, cuando el aisla-lo de protefnas se disuelve en alca -- 

lis para preparar el hila -lo semifluído. 

J.- Efectos del calor.- Los alimentos son siempre y universalmente calen

tacos Aurante el proceso o en la prepaci6n de la comida. Consecuentemen- 

te, las protefnas de soya usadas como ingredientes alimenticios están ex- 

puestas a varias degradaciones por el tratamiento térmico. Se conoce muy

poco acerca de los cambios físicos y químicos que toman lugar a nivel mole

cular cuando las protéfnas son calentadas, pero el cambio más apreciable - 

es la pérdida de solubilidaa. Por ejemplo, como se muestra en la fig. 3, - 

si las hojuelas desengrasa -las y sin desengrasar son sometidas a un trata- 

miento con vapor a presión atmosférica, la extracci6n de protefnas decrece

le un valor inicial de 80% a cerca de un 20% en 10 min. , ni la presencia ni

la aus aula grasa afecta la insolubilizaci6n -le las protefnas La ma- 

yoría de las harinas de soya comerciales son sometidas a tratamientos con

vapor, colocándolas en la parte baja de la curva de solubilidad ( fig. 3). -- 

Las hojuelas o harinas usadas para aislados o como fuente de enzimas para

el blanqueo de los pigmentos de la harina de trigo reciben un mínimo de tra

tamiento térmico y, por tanto tienen solubilidades correspondientes a la par

te alta de la curva. 
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Figura 3. Efecto del tiempo de exposición al vapor a

presión atmosférica sobre dispersiones acuosas de los

constituyentes nitrogenados de ( 1) hojuelas 4esengra- 

sadas y ( 2) hojuelas sin- lesengrasar. 

K.- Estudios de desnaturalización.- Las proternas de soya son rápidamen- 

te insolubilizadas cuando la harina es tratada con vapor, las soluciones — 

concentradas de proternas forman geles cuando se calientan. El calenta- - 

miento de los aislados comerciales en concentraciones del 7 % incrementa

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

temperaturas de 70 a 100° C. 

La cisterna y el sulfato de sodio, agentes bloqueadores de la unión sirlulfu- 

ro, ayunan a que se solubilicen los aislados, abatiendo las viscocidades - 

de dispersiones de aislados calentados y sin calentar e inhiben la gelifica- 

cí6n. Las uniones disulfuro, aparentemente, contribuyen a la estructura -- 
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del gel. 

Los estudios de gelificaci6n ae las proteínas de soya proponen el siguiente

esquema: 

SOL — r PROGEL .. s frío ~ GEL

exceso1
calor

de calor
METASOL

La dispersión de proteínas ( sol) es convertida irreversiblemente en una pro__. 

gel, altamente viscosa, la cual por enfriamiento se vuelve más viscosa y — 

gelifíca. La transici6n progel- gel, sin embargo, parece reversible. Cuan

do el sistema proteico es calentado excesivamente ( 125° C), se forma unme

tasol que es incapaz de gelificar por enfriamiento. La ruptura de las unio— 

nes disulfuro, asimismo, produce un metasol. 

La gelificaci6n de las proteínas de soya en sistemas que contienen lípidos, 

muestra un procedimiento complejo. Aparentemente, las viscosidades de la

progel y la gel son incrementadas cada una por la disminución rle cadenas - 

largas de ácidos grasos en la glicerina o por la disminuci6n de la esterifi— 

caci6n de los grupos hidroxilos enael glicerol. 

Las viscosidades de las geles son más elevadas, cuando existen ácidos gra

sos saturados que cuando existen ácidos gramos insaturados. 

La gelificaci6n de las proteínas de soya es realzarla con la adición de otros

fosfatos o con colesterol. 

Shibasaki empleo una serie de disolventes para solubilizar selectivamente - 
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las proteínas rle soya -desnaturalizarlas por el calor. Los resultarlos para una

harina 4esengrasarla tratarla con vapor por 3h se pue-ten observar en la tabla

4. El agua y el amortigua-lor aisuelven proteínas pequeñas, como es trpíco - 

para muchas proternas rlesnaturalizaaas. La arlici6n rle mercaptoetanol al a - 

mortiguarlor incrementa la solubilirlarl ligeramente, pero la combinación rle - 

amortigua-Tor+ mercaptoetanol+ urea solubilizan tres cuartas partes rie la pro- 

terna. 

ro-

terna. 

Sin embargo, a altas concentraciones rle urea se rompen las uniones -- 

hirlr6geno o hirlrof6bicas, que parecen ser las responsables - le la insolubili- 

aa rle las proternas - le soya en harinas calentarlas. 
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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 cáscara, que contiene más del 85 % de carbohinratos ( celulosa y — 

otros plisacáridos) y se procerle a una molienda de la cual se obviene las — 

hojuelas" rle soya , que son sometidas a la extracci6n riel aceite con — 

hexano, la torta de extracción contiene un 50 % 6 más rae proternas y de és

ta se preparan los principales derivados rle soya. 

Dependiendo del método usado para remover el disolvente y de la cantidad - 

de humedad, se aplica un tratamiento térmico a las hojuelas- 3esengrasarlas, 

éste influye en la- aispersabililara rle las protefnas en agua. Las hojue- 

las se pueden clasificar en tres amplias categarías en base a este tratamien

to son: blancas, cocidas y tostadas. 

Las blancas contienen lipoxigenasa, ureasa y factores antitripsicos activos, 

anemás, tiene un sabor a frijol amargo. El producto tostarlo es ne color - - 

obscuro, la activinad enzimática y los factores antitrfppsicos se encuentran

inactivaraos o IestruMos, su sabor es parecido al rae la nuez dulce. Las ho

juelas cocinas tienen propie-Ianes intermedias. La tabla 4 compara estas s

características. 
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Tabla 4. Caracterfsticas de hojuelas ¡ es:Agrasarlas de soya. 

Característica Blanca Cocida Tostada

Tratamiento térmico mfnimo intermedio intenso

Dispersabilidad de las pro- 

tefnas de agua 50- 80 % 25- 50 % menos 25 % 

Actividad enzimática alta moderada nula

Actividad de inhibidores

ríe tripsina alta moderada nula

Sabor amargo intermedio dulce

B.- Harina y sémola ie soya.- La harina y la sémola de soya se obtienen

de la trituración de las hojuelas 4esengrasa-las y secas. El contenido de - 

protefna y las demás propiedades de las hojuelas son las mismas que po- - 

seen la harían y la sémola. Se habla de harina o de sémola en base al ta- 

maño de partfcula; la harina se considera asf cuanlo puede pasar a través - 

ie una malla de 100, la sémola es - le un tamaño ríe partfcula mayor y no pue

de pasar a través le esta malla. 

La harina - le soya ha sido usa-ia como aditivo en pro iuctos embutidos y pa

nes para hornear desde hace mucho tiempo, su uso re debe a las siguientes

ventajas: 

a) el costo por kilograma es ríe $ 3. 14

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

Las desventajas son: 

a) el sabor remanente ; e frijol

b) la sensación ffsica que deja en la boca. 
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Estas desventajas limitan su aplicación en productos cárnicos. 

ne los tres tipos de harina se prefiere la tostada o cocida, pues como se - 

mencionó anteriormente, las blancas contienen enzimas y factores antinutri

cionales activos que causan problemas en el sistema cárnico 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 están permitirlas solas o combinarlas con otros adi- 

tivos autorizarlos en cantirlarles que no excedan íel 3. 5 % . En productos - 

de chile, el límite es rlel 8. 0 %. En albónrligas para spagetti ybiftec tipo - 

Salisbury es del 12 %. 

La sémola de soya es también usada en embutirlos, pero está menos extendi

la que la anterior, Se prefiere el producto tostarlo a los otros dos tipos, 7 -- 

porpor las mismas razones explica las en el caso de la harina. 

La sémola tiene una gran utilidad en productos con carne rle un molino tos- 

co, como hamburguesas, en los que se permite un 6 % de ésta. En plantas - 

4e inspección ferleral, el uso de la sémola se ha restringido a un 3. 5 % en

embutidos, a un 8 % en productos con chile y a un 12 % en albonligas para

espaguetti y en biftec tipo Salisbury. 

Las ventajas de la sémola son las mismas de la harina. Es de hacer notar - 

que la sensación en la boca que producen los productos que contienen hari- 

na no es apreciada en pro-luctos similares que contienen sémola. La razón
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de asga 9iferencia es desconocida. 

C.- Concentrarlos 3e proteínas rle soya. Existen tres inétoaos por l.Ds cua- 

les se obtienen los concentrarlos le proteína le soya, los tres se basan en — 

la inmovilización rie las proteínas y es aquírlonle se iiferencfan. Los méto

aos - le inmovilización son: por calentamiento, punto isoeléctrico y lava -lo — 

con alcohol ( fig. 4). Torsos son ampliamente utilizalos en la inlustria. 

Las características impartirlas por estos tres méto los se muestran en la ta— 

bla S. 
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Tabla S. Características compara tívas de los concentrados

le proteínas - le soya obtenidos por los diferentes métolos - 

in,lustriales. 

C aracter ística s . 

Humedad

Solubili,lad de las

proteínas - le agua

Conteniao le sodio

Factor flatulento

Color

Sabor

Extracto Punto T) esnaturalización

etílico isoeléctrico por calor

70 % mín. 70 % mín. 70 % mín. 

5- 10 % 25- 35 % menos del 5 % 

bajo mo-lerado bajo

bajo bajo bajo - 

moreno moreno moreno obscuro

brillante

muy suave suave parecirlo a nuez
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Los concentrados ¡ e proteínas 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 más suave que la sémola

b) tiene un alto contenido de proteína

c) puede ser hi Tratado en un alto grado. Si se usa poca agua para hidratar

el producto, éste tendrá una apariencia seca. Normalmente los niveles de - 

hidratación son de 1. 0- 2.. 5.%. Una buena regla para la hidratación ríe pro— 

ductos de soya, es dejar el contenido de proteína a un 18 %. 

La suplementación de la carne molirla, en productos tipo croquetas se hace

en un 20 % sin el ajuste de sabor pero es necesario añadir sasonadores para

contrarrestar el efecto ríe dilución del sabor a carne. Obviamente, en apli- 

caciones de este tipo, el molido tosco del concentralo de proteinas de so— 

ya es más usado que el producto tipo harina. Para propósitos de clasifica— 

caión, este tipo de productos es referido como Concentrarlo de Proteínas de

Soya Granular ( CPSG). 

La ventajaae usar CPSG en pro-luctos tales como croquetas, es que el enco

gimiento, debido a pérairias -le humerlarl y de grasa rlurante la cocción, se

reduce en un 10 % si se incorpora un 25 % de CPSG a los alimentos cárni— 

cos. Además de esta estabilidar4 dimensional, se tiene un producto con Sne

jor sabor y más jugoso. 

Para obtener resultados óptimos 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 tamaño de par

tfculo más uniforme. 

Los concentrados de protefnas molidos tipo harina son usados, principalmen

te, en sistemas cárnicos 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 inspección federal de EE. UU., el concentrado de protefnas — 

es autorizado sólo o combinado, al igual que para harina de soya, hasta un

3. 5 % en embutidos un 8 % en productoscon chile y un 12 % en albóndigas y

en biftec Salisbury. 

D.- Aislados de protéfnas de soya ( APS).- El aislado comestible de proteC

nas se prepara a partir de las extracciones acuosas o alcalinas de las hojue

las blancas. El líquido que contiene la protefna es separarlo del residuo de

las hojuelas y la protefna es precipitada con un ácirlo de grarlo alimenticio. 

La cuajada resultante se lava, se seca por aspersión en su forma isoelectri

ca o bien, se puerle neutralizar antes riel secarlo para producir un proteina— 

to -le sodio lispersable en agua, En ambos casos el contenido ¡le protefnas

es de 90 % en base seca. El proteinato de sodio es la forma más empleada

en la industria cárnica. 

El APS tiene las propiedades de 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 gelificación, en donde le un 12- 17 % 
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se dispersa en agua y se calienta para formar la gel. Tambien puede usarse

ventajosamente en artículos de carne enlatada, debido a que no es afectado

por las altas temperaturas r el proceso. En esta aplicación, parece ejercer

una acción protectora sobre las proteínas de carne en contra de los efectos

dei calentamiento, por lo que juega un importante papel en los artículos de - 

carne procesada a altas temperaturas por corto tiempo. 

Es posible hacer una Iispersi6n de APS en agua para efectuar una retención

de grasa por un englobamiento de ésta durante el calentamiento. Esto mis- 

mo sucede en embutidos fabricados con carne magra, en los cuales retiene - 

la grasa cuando la emulsi6n es sometida a un tratamiento térmico. 

Una emulsi6n perfecta se puede hacer con un 15 % de APS, 50 % de agua y - 

35 % de lardo, observándose que esta emulsi6n es extremadamente estable. 

Después del calentamiento, la emulsión, puede soportar las temperaturas — 

de hervido, frito o enlatado comercial sin romperse. Esto no puede lograrse

con ningún otro cementante, con la posible excepc16n del caseinato ríe al- 

ta viscosidad. 

Sin embargo, esta propiedad cementante riel APS no puede reemplazar a la - 

miosina del músculo esquelético magro pues ésta tiene la función de impar- 

tir sabor a la carne. 

El APS tiene gran utilíraad en aquellos productos, tales como hogazas de car

ne, en los que no hay restriccl6n en la aAici6n de agua, para ser más espe- 

cfficos, el APS requiere una cantí-aad adicional de agua - le 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 poder cementante, aebido a situaciones - 

le " stress" 

En EE. UU. las reglamentaciones en el presente, restringen el uso de grasa

a un 30 % y la adición rle agua a un 10 %, por lo que ha cambiado el panora

ma en la utilización - le 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 básicos de soya usa- 

los en sistemas cárnicos. La arlici6n ae protefnas de soya ha sido clasifi- 

cada en dos categorías: mayor ( A) y menor ( B) . La categoría A significa que

el producto es usaao en niveles relativamente altos y la categoría B inrlica- 

que el producto se usa en niveles bajos. 

E . - Fibras texturizada s

a) Fibras hiladas.- Las proteínas hilarlas se fabrican por un proceso simi- 

lar al empleado, en un principio, para obtener aislado ae proteína. El mé- 

toao varia únicamente en que después de prorlucir la cuajada, ésta es " hi- 

lada", obtenién-lose así fibras alargadas que tienen una resistencia seme- 

jante a la que presentan las fibras de la carne, con las cuales se puerlen e

laborar productos, tra-iicionalmente de carne, a un precio menor. 

Su aplicación más importante es la imitaci6n de productos le carne como to

cino, y -4e otro artículo como tiras de coco y frutas secas. 
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Tabla 6. Productos de Proteínas de Soya básicos

usados en varios sistemas cárnicos. 

27- 

70 % de proteínas 90 % - le proteínas

en base seca en base seca

Sistema 50 % de Concentrado de — 

proteínas trot. de soya Aislado de

Harina Sémola Tosco Fino
Proteínas. 

Molido tosco

croquetas B A A B B

albóndigas B P, A B B

hogazas - le

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

das A A A A A

sopas secas A

salsas y ju— 
gos - le carne A A A A A

alimentos tra

dicionales A A A A A
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Dentro del campo cárnico, la imitación le tocino se hace por la disposición

al azar de capas delgadas de fibras colorearlas, algunas para simular carne

y otras para representar grasa y unidas por un cementante comestible, adi-- 

ciona-las Ae saborizante y grasa. 

Estas imitaciones —le productos cárnicos pue-len soportar, sin alteraciones, 

los procesos le congelación, enlatado y secado. 

b) Productos obteniAos por extrusi6n termbplática.- A este grupo correspon

den las protefnas - le soya sometidas a un proceso de extrusi6n, que consis

te en mezclar harina de soya, agua, saborizante y colorante, la mezcla ho- 

mogeneizarla se somete a un calentamiento a presión atmosférica o reducida

para proaucir un producto compacto o expandido respectivamente ( la forma - 

expan-Iiaa es la de mayor interés industrial). La forma y tamaño es letermi

nado por el tamaño y forma de los troqueles, también, de la frecuencia con

que el material extrui-lo es cortado de los troqueles por la cortarlora. Estos

proauctos contienen una alta hume-lad, por lo que es necesario un secarlo - 

para llegar a una humedad final -ae 6- 8 %, con contenido de 50 a 53 % de -- 

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

El equipo usaao en la manufactura de estos productos es similar al usarlo — 

en los productos tipo resina termoplástica, o sea, cocido con extrusión con

tfnua . 

Estos productos son usados como ingre-lientes en artículos de carne picada, 

carne con chile, salsa para spaghetti, hogazas de carne, biftec Salisbury y

croquetas. 
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Las principales ventajas obten¡ -las - el uso - le este tipo -le proauctos en artí

culos -le carne son: 

a) su bajo costo (, le $ 5. 40 a $ 17. 95/ Kg - le material extrur-lo) 

b) buena estabili-lat al almacenamiento. 

c) buena apariencia. 

La 4esventaja observala es la- lificultal en la imitación - el color y -lel sa- 

bor -le los pro-luctos naturales. 

Con estos pro-luctos -le fibras texturiza,;as se pue-Ten manufacturar alimentos

Pard Metas originaaas por problemas religiosos o ae salid, pu,4iénAose si— 

mular carne - le res, puerco, ja món, tocino y -le aves - le corral. 

F.- Hiaroliza-los -le proteína vagetal.- Son usa -los en pro-luctos - le carne

procesaAa para intensificar el sabor a carne, cuanAo éste se pierle por los - 

procesos le inlustrialización. Normalmente, son usa -los en concentracio— 

nes - le 0. 2- 2 % en base al peso Ael pro--lucto termina -lo. 

El hi,4roliza-lo - le proteínas ae soya ( HPS) es - ie particular importancia en a- 

quellos pro-luctos imita -lores le carne, en los que contribuye con un sabor a

carne. 

En EE. UU. el HPS es usaao en plantas r1e inspección fe -]eral y en las rle -- 

más plantas, su reglamentación se efectúa en base a la siguiente norma: -- 

en canta-la.4 suficiente para el propósito". 
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N Métodos Utilizaaos enla I-4entifici6n y Cuantificación de
las Proteínas de Soya en Productos Cárnicos. 

El creciente interés de los industriales de alimentos en el uso de los aditi— 

vos de soya en pro-luctos cárnicos ha producido un interés similar en los -- 

proceaimientos analíticos para la determinación y cuantificación de estos - 

materiales. 

Uno de 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— 

a ucto s cárnicos . 

A. continuación presentamos los principales méto-los desarrollados a nivel — 

de investigación, a vistas -le convertirse en métodos de rutina. 

El Methods of Analysis ( A. O. A. C.) en su 12a. edición enuncia un método — 

tentativo para la determinación de harina de soya en carne, que consiste — 

en la digestión de la muestra con potasa alcohólica, la centrifugación de la

mezcla para obtener un residuo, que después de ser tratado con HC1 es ob- 

serva -lo al microscopio con fuente de luz polarizada buscando células carac

terística en forma de I. 

Como puede observarse, este método no resulta práctico debido a que sólo - 

es aplicable a la harina de soya, no es cuantitativo y hay la necesidad le~ 

emplear un microscopio con fuente de luz polarizada. 

Guy y colaboradores hicieron investigaciones empleando la técnica de elec

troforesis en gel de poliacrilamida para- leterminar cuantitativamente los a- 
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litivos comerciales le soya en pro-luctos cárnicos. 

La extracción ae las proteínas 4e soya - le los productos cárnicos la realiza- 

ron por los méto-los, en uno de ellos, la extracción me las proteínas se lle

vó a cabo con una solución de 8 mol/ litro de urea, aaicionada me un 1% de

2- mercaptoetanol que se mejó actuar durante 16 h a 18- 20° C ( método I). En

el métoao II, la solución para la extracción consistió de 10 moles/ litro de - 

urea y amicionada - le un 4 % me 2- mercaptoetanol que se dejó actuar durante

30 min a 100' C. 

Las proteínas de los extractos fueron separa -las por electroforesis en gel -le

poliacrilamida al 6 % y a-liciona,4a - le una solución -le 6 moles/ litro le urea

métoAo I) u 8 moles/ litro - le urea ( méto-ao II) , usanmo la solución amorti— 

gua-;ores me tris -glicina 0. 06 moles/ litro a pH 8. 6. Después de realizada - 

la electroforesis, procedieron al teñido de las bandas proteicas con Amigos

chawartz lOB y las leyeron en un 4ensit<Smetro. Los rlensintogramas se em

plearon para la estimación cuantitativa. Ambos métomos dan resultados - - 

cuantitativos en hamburguesas y en embutidos, arlemás el método I dá mag- 

nificos resultarlos en pies rae carne y en productos cárnicos enlatados, ha— 

bien-lo sino estos últimos sometimos a 115° C por 40 minutos. 

Los productos cárnicos emplearlos en ese trabajo fueron prepararlos por los - 

mismos investigadores ( hamburguesas, embutilos, pies de carne y hogasas

me carne) usando los aditivos comerciales: Promina D ( aislado), Soyoik (hari

na) y TVP ( proteína vegetal texturizada). 
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Otros intentos han sido realizados por Lee y colabora -lores utilizando la téc

nica de electroforesis en gel ae acrilamida-- lodecilsulfato de sodio en colum

na, evaluaao la posibilidad - le cuantificar las protefnas - le soya en varios — 

pro-luctos cárnicos preparaos por ellos mismos. Realizaron simultaneamen

te un estudio de la posible influencia de otros aditivos ( leche en polvo, cla

ra de huevo, caserna, protefnas de suero, harina de semilla de algorlón y -- 

concentrados proteicos de semillas de algodón y cacahuate) por el procedi-- 

miento electroforético, dando como resultado un patrón propio para cada uno

le los aditivos fácilmente identificables en los patrones de las combinacio- 

nes desarrolladas. Estas combinaciones consistran en mezclas de carne des

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

La técnica de electroforesis empleada es una ligera modificación de la des- 

crita por Laemmli ( 1970). La solución de extracción en este método fue una

solución amortiguadora a una concentración de 0. 06 moles/ litro de tris- HC1

pH 6. 8) adicionada de un 3 % de SDS y un 1 % de 2- mercaptoetanol. La -- 

gel consistió en una solución de acrilamirla al 10 %, 10 ml de la solución — 

amortiguadora de tris HC1 ( 1. 5 moles/ litro, pH 8. 8) con un 4 % rle SDS, 1- 

m1 de persulfato rle amonio ( 0. lmol/ 1), 11 ml de agua y 0. 03 ml rle TEMED - 

N- N- N'- N'- tetrametiletilendiamina) . 
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V Materiales y Métodos

Del capítulo anterior se desprende que en la actualidad no existe un método

analítico confiable para determinar proteína de soya en alimentos y especffi

camente en productos de carne. 

La soya posee un elevarlo porcentaje de proteínas capaces de provocar una - 

respuesta inmune cuanrlo son administrarlas a animales de laboratorio por — 

vía parenteral. Basándose en esto, se preparó un suero antiproteínas de so

ya partiendo de un extracto elaborado con harina desengrasada de soya y so

lución salina isot6nica, cuya concentración de protefnas fué determinada - 

por el método de Biuret ( o. 13 g/ 100 ml, anexo II). Este extracto fué esteri

lizado por f iltraci6n y concentrado por liofilizacíón (anexo I), cuya concen- 

tración de proteínas fue de 0. 099 g/ 100 ml determinarla por el método de -- 

Biuret. 

Con el extracto de proteínas de soya, ajustado a una concentración de 2 g - 

de proteínas por 100 ml, se inmunizaron tres conejos siguiendo el esquema- 

le inmunización descrito en el anexo III. Al término de éste, se procedio a

determinar la presencia de anticuerpos en el suero de los conejos por la téc

nica -Te doble difusión en agar ( técnica de Ouchterlony, anexo N). Una vez

comprobada la existencia de anticuerpos contra las proteínas de soya en -- 

los sueros de los tres conejos, se aplicó un refuerzo con el objeto de evi— 

tar el- lescenso lel título ae anticuerpos, después de una semana de descan

so se procedió a la sangría de cosecha mediante punción cardiáca, obte- 

niendo 60 ml de sangre de cada conejo a los cuales se les denominó 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 proteínas de soya, en ambos casos las pruebas se

hicieron por el método de doble difusión en agar, con el objeto de comprobar

que no existen fracciones antigénicas comunes, evitando así posteriores re

sultados falsos positivos al probar extractos de proteínas de productos cár- 

nico s . 

Empleando también I.s técnica de Ouchterlony, pero utilizando pozos de 0. 8

c, n le liámetro, una distancia de separación entre los pozos de 1. 5 cm y - 

un tiempo de- lifusi6n de 80 h se investigó que alteraciones causa el calen - 

miento en el extracto de proteínas - le soya a las con-liciones termicas en el

proceso de cocimiento de las e_nbu` idos reportadas en la literatura ( 85° C/ h

Kg), para lo cual el extracto de proteínas se calentó durante 5 h a 85° C to

mando muestras cada hora. Los pozos -le los antígenos fueron llenados con

estas muestras, extracto fresco ( recién preparado) y extracto liofilizado. - 

Los resultados de esta investigación son los siguientes: en el extracto de - 

proteínas de soya fresco ( recién preparado) se observaron cinco bandas de - 

inmunoprecipitación, en el extracto se soya liofilizado, seis bandas posi— 

blemente la sexta banda se deba a un polrmero proteico formado durante la - 

liofilización y los extractos calentados 60, 120 180 min. tres bandas y en

los extracto calenta4os 240 y 300 min. sólo una banda. Esta pérdida ,de in

munoprecipitados se debe a la insolubilización de las proternas de soya -- 

por el tratamiento térmico. 
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A continuación, empleando la técnica de contrainmunoelectroforesis ( anexo - 

IV) se determinó el título de anticuerpos presentes en los sueros A, B y C, 

haciéndolos reaccionar con el extracto de proternas de soya fresco, liofili- 

zado y calentado a 85° C. durante 5 h. Paralelamente se probaron los mis- 

mos extractos proteicos con un suero antiproternas de soya del Instituto Be

hring. Los extractos se diluyeron en incrementos de dos con solución amor- 

tiguadora de veronal- acetato ( pH - le 8. 6, fuerza iónica de 0. 01); con cada - 

una de estas diluciones se llenaron los pozos de los antrgenos y con cada u

no de los sueros, los pozos de anticuerpos. Las placas se introducen en - 

las cámaras de electroforesis y se aplica una corriente de 4. 5 V/ cm durante

45 min. En seguida se procedi6 a lavar las placas con SSI durante 48 h, -- 

con cambios frecuentes de ésta y después las bandas de inmunoprecipitado

se tiñeron con Rojo de Ponceau. 

Una vez que se obtuvo el trtulo de los sueros, se escogió el suero más po- 

tente y con él se realizaron las pruebas en las muestras de pro-luctos cárni

cos ( salchichas, jamones, pasteles de carne, pasteles mosaico de carne, - 

mortadelas y patés) a los cuales se dividieron en tres categorías en base - 

al tipo de empacadora de la que provenían. 

la. Categorra: Productos procedentes de empacadoras de prestigio recono- 

2a. Categorra: Productos procedentes de empacadoras de prestigio media- 

no. 
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3a. Categoría: Prorluctos procedentes de empaca,loras raesconocirlas. 

Las muestras le estos productos se obtuvieron en rnercados, supermercalos

y en las propias empac_3•loras, las cuales se clasificaron según la tabla 7. 

Tabla 7. Clasificaci6n rae las Muestras

Núm. total rle Núm. Núm. Núm. 

Clase Tipo Clave muestras muestras muestras muestras

analizadas la. 2a. 3a. 

Entero jamon J 13 5 4 4

Pica -lo pastel PM 3 2 1

mosaico

Salchicha S 12 3 5 4

mortariela M 6 3 3

MoliAos Pastel e

carne P 7 3 3 1

paté Pe 4 1 2 1

La preparación rae los extractos se realizó pesando 20 g e la muestra, colo

cánrlolos en una probeta le 100 ml., agregan -;o solución salina isot6nica -- 

hasta el aforo y moliéndose en licuarlora por 2 min, esta suspensión se refri

ger6 por toda la noche y antes rae realizar la prueba se centrifug6 a tempera

tura ambiente, desechái4dose el resirluo y la evaluación le la cantidad rae - 

proteína rae soya en estos extractos se efectuó por contranmunoelectrofore-- 

sis, haciendo railuciones similares a las emplea -las en la 4eterminaci6n riel

titulo -le los sueros, es Aecir, en incrementos -ae dos. 

Otra técnica emplea•la en la Ieterminaci6n del porciente rae proteína de soya
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en los embutí -los fué la Ae Inrnunoaifusión Radial en gel -le agar. Esta técní

ca tiene las ventajas - le ser mucho más sensible que las nos anteriores (Ou

chterlony y CIEF) y le no requerir de aparatos costosos como el de electrofo

resis, por lo que la -leterminación de proteínas ae soya por esta técnica se - 

hace accesible a cualquier laboratorio. 

Para aeterminar las concentraciones óptimas tanto ael anticuerpo en el gel - 

le agar como Ael antígeno, se realizaron una serie de pruebas preliminares

en las que se probaron Ailuciones - le anticuerpo ( 1. 6 %; 1. 2 %; 0. 8 %, 0. 4%; 

0. 3 %, 0. 2 %; 0. 15 %; 0. 1 %) y lel antígeno ( 1: 16; 1: 32; 1: 64), partiendo — 

el extracto fresco -4e proteínas - le soya. 

La concentración óptima del anticuerpo que permitía observar los anillos -le

precipitación claramente, se empleó para preparar las placas -le inmunodifu

sión radial según la técnica descrita en el anexo VII. Los primeros cuatro - 

pozos se llenaron con las diluciones del antígeno ( 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 precipitación en las determinaciones por contrainmunoelectro

foresis ( se¡ s positivas y 4os negativas) 

Con los natos obtenidos de las diluciones del extracto de proteínas de soya

se construyó una curva de referencia, colocando en las absisas los valores - 

en g de soya/ 100 ml que corresponden al extracto y en las ordenadas los va

lores del diámetro -le los anillos de precipitación elevados al cuadrado. Los
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Jatos - le los -Jiámetros -Je los anillos le precipitación -te las muestras rle -- 

proAuctos cárnicos fueron también elava-los al cuaIra-lo para posteriormente

ser interpol aAos en la curva, obteniénrIose asf, la cantirlaa de proteínas le

soya presente. 
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VI Resultaaos yDiscusi6n

Al término del esquema - le ínmunizaci6n se realizó la sangría de prueba y - 

mediante la fécnica de Ouchterlony se demostró la presencia rle anticuerpos

en el suero rle los conejos, ya que se obtuvieron rlos banrlas le inmunopreci

pitarlo con cala suero. 

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

heter6logos y extracto rle proteínas le soya rlieron los siguientes resultarlos: 

ANTIGENOS

Anticuerpo
Suero le Suero Suero Suero Ext. le

burro bovino equino porcino soya

Antisuero +- 

le burro

Antisuero- 

bovino

Antisuero _+, - + - - 

equino

Antisuero- 

porcino

Suero anti - 

proteína s

le soya

En estos casos hubo irlentirlar1 parcial. 

Como se puede observar en la tabla unicamente hay reacción entre los sue- 

ros ( Ag) y los antisueros corre spon-t¡ ente s, a excepción de los sueros equi- 

no y burro que presentan Hentila-1 parcial. Con estos resultarlos se puerle
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asegurar que los -latos obtenidos con las muestras ae embutidos al hacerlos

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

sos a estas protefnas y no a las carnes de que pudieran estar constitufrlos - 

los productos. 

Por la técnica de contrainmunoelectroforesis se - leterminó el tftulo de anti- 

cuerpos en los tres sueros ( A, B y C) y en el suero antiprotefnas - le soya del

Instituto Behring ( Be), empleanlo como antfgenos el extracto de soya liofili- 

zado ( hi,4ratado con 3 ml el contenido de un frasco ámpula), extracto de so- 

ya fresco y extracto calentaao a 85° C/ 5h, dando los siguientes resultados: 

S U E R O S

Extracto de Soya Extracto ae soya Extracto de soya

liofiliza-lo fresco calentado

Dilución A B C Be A B C Be A B C Be

1: 1

1: 2

1: 4

1: 8

1: 16

1: 32 I- 

1: 64

1: 128 I f

1: 256

1: 512

1: 1024

1: 2048

Se consideró como positivo la dilución del Ag que mostró una banda de ínmu

noprecipítación 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 lecHi6 emplearlo en la determinación de proteínas de soya en

productos cárnicos. Para esto, se utilizó la técnica de contra inmunoelec- 

troforesis con un sistema de diluciones similar al empleado en la titulación

de anticuerpos, es decir, en incrementos de dos del extracto de proteínas - 

rae los pro-luctos cárnicos; los resultados obtenidos se expresan en la si- - 

guiente tabla: 

De las 45 muestras analizadas, sólo seis dieron resultados positivos, co— 

rresponiiendo tortas a salchichas y sólo la muestra S- 7 ( la. categoría) de- 

claraba soya en su formulación. 

La existencia de un alto porcentaje rie resulta los negativos puede deberse - 

a la ausencia rie harina de soya, o bien a que el suero inmune se preparó u- 

tilizando como antígeno el extracto de proteínas le soya sin tratamiento tér

mico, lo que hace necesario continuar este esturlio empleando sueros obte- 

nidos con el extracto sometiao a rliferentes temperaturas para asegurar asi- 

la presencia de anticuerpos frente a las fracciones termoestables riel extrac
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Total rie Núm. de muestra positivas
Producto Clave

muestras la. cat. 2a. cat. 3a. cat. 

Jamón J 13 0 0 0

Pastel mosaico PM 3 0 0 0

Salchichas S 12 1 3 2

Mortadela M 6 0 0 0

Pastel le carne P 7 0 0 0

Paté Pe 4 0 0 0

De las 45 muestras analizadas, sólo seis dieron resultados positivos, co— 

rresponiiendo tortas a salchichas y sólo la muestra S- 7 ( la. categoría) de- 

claraba soya en su formulación. 

La existencia de un alto porcentaje rie resulta los negativos puede deberse - 

a la ausencia rie harina de soya, o bien a que el suero inmune se preparó u- 

tilizando como antígeno el extracto de proteínas le soya sin tratamiento tér

mico, lo que hace necesario continuar este esturlio empleando sueros obte- 

nidos con el extracto sometiao a rliferentes temperaturas para asegurar asi- 

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

Los resulta -los positivos obtenilos con las seis muestras - le salchichas es- 

tán enlista-los en la tabla siguiente; 

Como se puerle observar en la tabla los resultados semicuantitativos están

basarlos en el título del suero B con el extracto rle soya calentado a 85° C/ 

5h, consirieranTo a la última liluci6n en la que se obtuvo inmunoprecipita

rlo ( 1: 256) como la mayor concentración de soya ( 20 g/ 100 m1). La muestra

S- 4 sobrepas6 el título - lel suero con el extracto calentado, debido a que -- 

contenta más - le 20 % le soya en su formulación y sólo declaraba " fécula". 

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

tar¡ la más tiempo es la inmunorlifusi6n ra- lial. Los resultados rle la serie- 
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g de soya la. Cat. 2a. Cat. 3a. Cat. 
Dilución

por 100 ml

S- 7 S- 1 S- 2 S- 3 S- 4 S- 6

1: 1 0. 07

1: 2 0. 15

1: 4 0. 31

1: 8 0. 62 t E r + 

1: 16 1. 25

1: 32 2. 50

1: 64 5. 00

1: 128 10. 00

1: 256 20. 00

1: 512 más de 20- 

1: 1024 más de 20

Como se puerle observar en la tabla los resultados semicuantitativos están

basarlos en el título del suero B con el extracto rle soya calentado a 85° C/ 

5h, consirieranTo a la última liluci6n en la que se obtuvo inmunoprecipita

rlo ( 1: 256) como la mayor concentración de soya ( 20 g/ 100 m1). La muestra

S- 4 sobrepas6 el título - lel suero con el extracto calentado, debido a que -- 

contenta más - le 20 % le soya en su formulación y sólo declaraba " fécula". 

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

tar¡ la más tiempo es la inmunorlifusi6n ra- lial. Los resultados rle la serie- 
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le pruebas preliminares que f ueron realizaras para encontrar la riilución 6p_ 

tima riel anticuerpo en la aplicación rie esta técnica, se expresa en la si- - 

guiente tabla: 

Conc. final riel Ac. 

en el gel en

PORCIENTO

Diluciones

1: 16 ( diáme

tro en mm2) 

del antígeno

1: 32 HUI- 

metro en

mm2) 

1: 64 ( diáme- 

tro en mm2) 

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 22. 10 13. 70 0. 0

Con el objeto le probar si esta técnica es aplicable a. la leterminac16n - -- 

cuantitativa rie las protefnas -le soya se prosiguió la investigación emplean- 

rlo la concentración final rie anticuerpo en la gel rie 0. 2 %, en la cual se ob

servó que los anillos —le inmunoprecipitaio eran iefinilos- lespués le inten- 

sificarlos con áci io tánico al 4 %. Con propósito le establecer una curva - 

patrón se probaron las rliluciones rae antígeno ( extracto ae soya fresco) - 

1: 1, 1: 2, 1: 4 y 1: 8, y las seis muestras positivas le salchichas y ríos más

negativas. Los resulta -los obtenilos y la gráfica -le la curva se expresan - 

en la figura 5. 

Como se mencionó antes, la prueba - le -lifusión ra-lial simple se hizo con el

único propósito le ver si se po-lfa aplicar este méto-lo a la cuantificación - 
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le proteínas -' e soya, pero como no se contaba con el equipo necesario, la

preparación -le las placas se realizó en forma sumamente rudimentaria lo - - 

que necesariamente le restó exactitud al métorlo, pero se - lemostr6 plena- - 

mente que sf es aplicable. To -lo lo anterior es la causa le que se observen

liscrepancias cuan -lo se comparan los resulta -los obteniaos por las técni- - 

cas Ae imnunoaifusi6n racial y Ae contrainmunoelectroforesis. 

1S a

GQ 0

p CURVA DE CALIBRACION

Fgde soya diamet5o

or 100 ml en mm

40
5

5. 0
35
63

10. 0 72Á 20. 0 96

13 10 15 LO
k DE SOY/%/ 100 r«& 

Gráfica ate la curva -le calibración

para la prueba 4e inmunolifusi6n - 

ra-1 ia 1

43- 



Los resultaAos Ae los extractos proteicos ríe embutiTos son los siguientes: 

Diámetro Concentración
Muestra

en mm2 de proternas. 

S- 1 64. 0 10. 75

S- 2

S- 3 75. 7 14. 8

S- 4 70. 55 12. 6

S- 5 74. 0 14. 6

S- 7 35. 0 2. 5
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VII Resumen

El uso le la soya en el continente occidental como alimento humano ha ido - 

incrementándose conforme la tecnologia ha superado los aspectos indesea— 

bles de la soya. 

Uno de los derivarlos de soya más emplearlo como arlitivo y en algunos ca- 

sos como Multerante en productos cárnicos es la harina de soya r9esengra— 

sada. 

En la actualidad se han desarrollado varios métodos principalmente electro— 

foréticos para la determinaci6n tanto de harina desengrasada como de aislª

dos y proteína vegetal texturizada, pero hasta el momento no hay uno ofi- - 

cial. En la presente investigación se emplearon técnicas de inmunoprecipi- 

taci6n como lo son la de doble difusión radial (Ouchterlony), contrainmuno- 

electroforesis y la de inmunodifusi6n radial, donde la primera es básicamen

te cualitativa, la segunda es semicuantitativa y la tercera es cuantitativa, 

demostrándose en el presente estudio que las dos últimas técnicas son apli

cables en la estimaci6n cuantitativa de las proteínas de soya en productos- 

cárnico s . 
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VII Conclusiones

1) Las proteínas de soya son compuestos capaces de aesencadenar una res

puesta inmune al ser administradas por vía parenteral a animales -le labo

ratorio . 

2) Las proteínas -le soya no comparten aeterminantes antigénicas con proter

nas de origen animal. 

3) El tratamiento térmico -le las protervas de soya provoca la insolubiliza— 

ci6n de éstas, lo cual ocasiona la pérdila le su capaci-lad para reaccio- 

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

borar un suero antiprotefnas de soya trata -las térmicamente. 

4) La técnica de contrainmunoelectroforesis es aplicable en la determinación

semicuantitativa de las proteínas de soya y la facilita cuando se dispo- 

ne de poco tiempo y de los medios adecuados. 

5) La técnica de inmunodifusión radial es la técnica más sensible de las -- 

emplea-las en este estudio en la determinación cuantitativa de las protef

nas de soya en productos cárnicos. 

6) Los resultados de esta investigación no son válidos estadísticamente de

bido a que el número de muestras analizadas fué muy reducido. 

7) Se hace necesario continuar con esta serie de estudios para establecer - 

un método oficial con el fin de poder elaborar la norma que regule la adi

ci6n de derivados de soya en la industria alimentaria. 
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Anexo I

Preparación del extracto de proteínas de soya; 

a) Equipo

balanza granataria

agitadores magnéticos

centrífuga para tubos -le 50 ml

portafiltros Millipore de 293 mm de diámetro

bomba peristáltica Randólph

liofilizadora

b) Material

1 matraz Erlenmeyer de 2 000 ml

4 vasos de precipitados de 1 000 ml

1 probeta de 500 ml

8 tubos para centrífuga de 50 ml

1 prefiltro de 0. 5 mm de diámetro de poro

1 membrana Millipore de 0. 45 micras de diámetro de poro

1 membrana Millipore de 0. 22 micras de diámetro de poro

100 frascos ámpula de 10 ml de capacidad

c) Reactivos

2 000 ml de solución salina isot6nica ( SSI) 

500 g de 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 SS3 (- elación l: 4, 9: v) con agitación constante y vigorosa p.3

ra dispersar la harina de soya y asr facilitar la solubilización de las proter

nas•le ésta. Se re:_ igera a 4° C durante 18 hagitando ocasionalmente la - - 

mezcla. Transcurrido este perrodo se proce-le a centrifugar a 5 000 r. p. m. 

durante 15 min a temperatura ambiente. Los sobrenaaantes se recolectan — 

en un matraz Ae 500 ml y los sedimentos se descartan. Estos sobrenaaan— 

tes se recentrifugan a 12, 000 r. p. m. durante 30 min a temperatura ambiente. 

Después de la centrifugación se + 3scartan los sedimentos conservando los- 

sobrenaaantes, los cuales se Aepositan en un matraz E ienmeyer de 500 ml

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

La esterilización eel extracto de proternas - le soya ( EPS) se realiza en dos - 

pa so s: 

ler. paso.- E1 EPS se filtra a través de un prefiltro con poro de 5 micras de

diámetro, sobre un portafiltros Millipore de 293 mm —le diámetro, aplicando - 

presión positiva ( 1. 5 Kg/

cm2) 
con una bomba peristáltica Randolph. ' A con- 

tinuación el EPS se f iltra sobre una membrana Millipore con poro de 0. 45 mi

eras de diámetro, posteriormente se emplea otra membrana Millipore con pº

ro de 0. 22 micras -Te diámetro. Estas filtraciones tienen por objeto clarifi— 

car el EPS, eliminando asr las partrculas en suspensión por lo que no es ne_ 

cesario trabajar en condiciones estériles. 

2ao. paso.- El EPS clarificado se filtra para su esterilización a través de — 

una membrana Millipore estéril con poro le 0. 22 micras de diámetro. Poste

riormente el EPS estéril se distribuye en 100 frascos ámpula estériles ( 3 ml
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en caaa uno), se proceae a la liofilización y se engargolan los frascos. El

conteniao proteico se - letermina por el métolo Ae Biuret ( anexo II), Iespúés

le rehiAratar el liofilizaao con 3 ml - le agua 4estilala. 
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Anexo 11

Determinación de proteínas por el método rle Biuret: 

a) Equipo

Fotocolorímetro

filtro verde

3 celrIas para fotocolorrmetro

b) Material

4 tubos ae ensayo - le 15 x i50 mm. 

2 pipetas graduadas 4e 10 ml., Iiviía.-ias en ml y 1/ 10

2 pipetas gralua,4as le 5 ml Aivili-las en ml y 1/ 10

1 pipeta graaua la - le 1 ml Aivirlila en 1/ 10

c) Reactivos

Reactivo Ae Biuret ( 16 ml) 

solución -le NaC1 al 0. 85 % ( 15 ml) 

Técnica.- En un tubo 4e ensayo e 15 x 150 mm, medir 9. 5 ml le solución

Ae NaCl al 0. 85 % y a-licionar 0. 5 ml Ae la solución ate proteínas. 

En aos tubos - le 15 x 150 mm Aepositar 2 ml le la -liluci6n anterior marcanlo

uno como problema y otro como blanco je color y en otro Aepositar 2 ml le

la solución Ae NaC1 al 0. 85 % y marcarlo como blanco. 

Aaieionar a los tubos blanco y problema 8 ml Ael reactivo -Te Biuret y mez-- 

clar, al tubo marca-, o como blanco -le color a- licionarle 8 ml - le Nacl al -- 
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0. 85 %, aejan-lo 30 min a temperatura ambiente para el Aesarrollo de color. 

Utilizan4o el tubo del blanco asustar al 100 % 4e trasmisión con el filtro ver

Ae. Sustituyen -lo el tubo Ael blanco por el Ae blanco de color obtener la - 

lectura que se restará a la lectura obtenida lel tubo problema. De la dife- 

rencia se obtendrá el valor que se interpolará en la curva de calibración. 

Esta curva se obtuvo al hacer las diluciones 1: 1, 1: 1. 5, 1: 2. 0, 1: 2. 5 y 1: 4. 

0 1e una solución de albúmina bovina a una concentración de 6. 8 g/ 100 ml

y siguiendo la misma técnica - le Biuret. 

Curva de Calibración de Proteínas

por la técnica de Biuret

a_ Ae prot ./ 100m1 Diluci6n 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

Obtención del suero antiproteínas de soya: 

a) Equipo

Centrifuga para tubos de 50 ml

b) Material

6jeringas hipodérmicas estériles

6 agujas hipodérmicas estériles del núm. 24

6 agujas hipodérmicas estériles del núm. 20

3 tubos de centrifuga de 50 ml

1 tabla para sujetar conejos

algod6n

c) Material bili6gico

3 conejos de la raza Nueva Zelanda con peso de 2 a 2. 5 Kg. 

A•ayuvante de Freund completo

Extracto -le soya liofilizado

Agua destilada estéril

Técnica.- Para obtener el suero antiproteínas de soya se siguió el siguien

te esquema - le inmunización: 

ler. día El contenido de un frasco ámpula ( hidrata -lo con 1 ml de agua desti

lada estéril) más 0. 5 ml 4e adyuvante de Freund completo por vía

intramuscular. 

3er. día El contenido de un frasco ámpula ( hidratado con 1 ml de agua desti
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la -la estéril) más 1. 0 ml -le aayuvante - le Freunl completo por vía

intramuscular. 

8vo. Afa El conteniAo Ae un frasco ámpula hilrata-lo con 1 ml - le agua - lesti

lago estéril) más 1. 0 ml le a lyuvante Ae Freuni completo por vía

intramuscular. 

Las siguientes inyecciones fueron enaovenosas: 

14 afa 1 ml pie extracto -le protefnas -le soya estéril. 

16 - 1 fa 1 ml - le extracto -1e protefnas - le soya estéril

17 1f 1 ml - le estracto -le protefnas r1e soya estéril

18 - 1 fa 1 ml - le extracto le protefnas le soya estéril

19 jifa 1 ml Ae extracto 1e protefnas le soya esterfl

20 - 1fa 1 ml le extracto le protefnas Ae soya esterfl

Al término Ael esquema —le inmunización se deja -lescansar al animal Aurante

una semana y se procede a hacer la sangrfa - le prueba. Para ello se toman - 

unos 2 ml -7e sangre por punción en la vena marginal le la oreja, la sangre

se coloca en un tubo -le ensayo -le 12 x 75 mm y se rleja coagular, se sepa— 

ra el suero y se 4etermina la presencia - le anticuerpos por el método Ae ro- 

ble Aifusión en agar ( méto,4o Ae Ouchterlony, anexo IV). 

Si al cabo -Te las 48 h se observan bandas —le precipitación, se proceAe a

la sangrfa Ae cosecha meAiante la punc16n caMiaca. La sangre extráfAa se

aeja coagular en los tubos 4e ensayo y posteriormente se somete a una cen- 

trifugaci6n a 3 500 r . p. m. Turante 15 min a temperatura ambiente. El sue- 
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ro es separado 4el coágulo por -Tecantaci6n y se reparte en tubos de 12 x 75

mm en porciones Ae 3 ml, manteniéndose en congelación hasta el momento- 

le emplearse, además de añaAirse 1 mg de azi4a de socio por mililitro de - 

suero como conservador. 
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Anexo IV

Doble Difusi6n en agar.- Técnica de Ouchterlony

a) Material

Cajas Petri desechables

1 matraz Erlenmeyer de 100 ml

1 pipeta graduarla de 10 ml

1 cortador ( sacabocados) '' ie 2 mm de rliámetro

1tubo de12x75mm. 

tubos capilares

b) Reactivos

100 ml de solución amortigua lores de veronal- acetato ( pH de 8. 6, 

fuerza tónica de 0. 01) 

1 . 5 g Ae Agar Purum ( Instituto Behring) 

100 ml del colorante Rojo de Ponceau

100 ml rie áci To acético glacial

1 000 ml de SSI

100 mg -' e aziAa de solio

c) Material biológico

1 ml Ael suero antiproteínas rye soya

1 ml del EPS liofilizalo (hilrata-lo con 3 ml rye agua destila la) 

1 ml lel EPS sin liofilizar

Fun -lamento.- Tomas las macro moleculas tienden a lifun-lir a través rle ge
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les, siguiendo las leyes generales de la difusi6n, que establecen que la -- 

distancia a la que una substancia 4ifunde está en relación directa con su — 

concentración y en relación inversa con su peso molecular. 

Técnica.- 1. 5 g de agar purum se calientan a ebullición con 100 ml del amor

tiguador de veronal- acetato adicionado de 100 mg de azada - le sodio como — 

agente conservaaor hasta que el agar se disuelve completamente. 

Cala una de las cajas Petri se colocan en un plano exactamente nivelado y - 

se llenan con pipeta con 22 ml del gel fundido. Después de la solidifica- - 

ci6n del agar y estando éste firme se cortan los pozos sobre su superficie - 

con ayuda de un sacabocarlos de 0. 2 cm de diámetro a una distancia rle 0. 5

cm siguiendo la disposición de la fig. 6. Se retiran los cilindros de gel de

los cortes quedando así los pozos para la colocación del antígeno o del an- 

ticuerpo. 

Cada pozo en las placas de gel de agar se llena con 20 microlitros de solu— 

ción de antígeno o anticuerpo, de forma que la solución alcance el borde su

perior. Las cajas de gel de agar se dejan de dos a tres días a temperatura

ambiente, para que se formen los inmunoprec¡ pitados. 

0 0
0 o O

O 00 OSO OSO

Figura 6 Diferentes disposiciones de los

pozos en las placas de gel. 
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Anexo V

Contraínmunoelectrofore si s: 

a) Equipo

Aparato de electroforesis ( fuente de poder y cámara) 

Balanza analítica. 

b) Material

1 matraz Erlernmeyer de 100 ml. 

1 pipeta graduada de 10 ml

1 mechero Bunsen

1 tela rae alambre con asbesto

1 triple

tubos capilares

placas de acrílico de 9 x 11 cm

placas rle acrílico de 20 x 30 cm

1 nivel de gota

1 cortador ( sacabocados) rae 4 mm de diámetro

tiras de papel filtro Whatman núm. 1 rae 9 x 6 cm

1 par ríe guantes quirúrgicos de látex

1 tijeras

1 plantilla para realizar los cortes de los pozos

8 cajas ae plástico con cierre hermético rae 20 x 20 x 6 cm

1 caja de plástico con cierre hermético rae 22 x 34 x 10 cm

58- 



c) Reactivos

Solución amortiguadora - le veronal- acetato pH= 8. 6 y fuerza iónica

le 0. 05 para la cámara de electroforesis y -le 0. 01 para la prepa- 

ración de las placas de agar. 

1. 5 g ae agar purum por cada 100 ml Ae solución amortiguadora de

veronal- acetato ( pH de 8. 6, fuerza iónica 0. 01) 

250 ml de colorante Rojo de Ponceau

200 ml de áci-lo acético glacial

100 ml de glicerol

10 000 ml de SSI

agua desionizada

A) Material biológico

Sueros antiprotefna de soya

suero antiprotefna de soya del Instituto Behring

extracto de protefna de soya

Fundamento. - Esta técnica se basa en los mismos principios de la técnica de

Ouchterlony. El antígeno y el anticuerpo se colocan en pozos diferentes; - 

en los puntos -Ion-le se juntan al difundirse se forman inmunoprecipitados. 

Los antrgenos proteicos debido al fenómeno electroendosmótico se mueven

hacia el ánodo en el campo eléctrico y los anticuerpos específicos se mue- 

ven hacia el cátodo, concentrandose en un sólo lugar, cuando los dos se en

cuentran se forma una o varias lrneas visibles de precipitación en el medio- 

59- 



de soporte. 

Técnica.- Para preparar las placas ríe gel de agar se mezclan 1. 5 g le agar

purum con 100 ml de la solución amortiguariora de veronal acetato ( pH 8. 6, - 

fuerza iónica rie 0. 01 y con 100 mg de azída de sodio) calentando hasta ebu

llición. Una vez que la solución está completamente clara se deja enfriar

a 80' C y se vierte sobre las placas rie acrílico ( 23 ml), las que deberán es

tar desengrasadas con alcohol y éter sulfúrico y colocadas sobre una super

ficie perfectamente nivelada. Cuanrio el agar ha solidificado, las placas - 

se refrigeran por 30 min con el objeto rie que adquieran mayor consistencia. 

Posteriormente se efectuán los cortes de los pozos sobre la superficie de — 

la placa de agar en 3 series de dos hileras con ocho pozos caria hilera ( fig. 

7), ayudándose para ello con la plantilla. Los pozos rie las filas (A) ánodo, 

se llenan hasta su borde con los sueros antiprotefnas de soya ( anticuerpo). 

En los pozos de las filas ( B) cátodo, se coloca el antígeno. 

A continuación las placas se colocan dentro de la cámara de electroforesis, 

estableciendo contacto entre el amortiguador y la placa - le agar con las ti- 

ras de papel filtro Whatman núm. 1. El potencial de corriente es de 8 a — 

10 V/ cm ( 90 V/ placa), a temperatura ambiente durante 45 min. Transcurrido

este período, las placas son sometidas a un lavado con SSI por inmersión — 

durante 48 h combianrio la solución frecuentemente con el objeto de eliminar

las proteínas que no reaccionaron.. El secado de las placas se realiza me- - 

liante hojas de papel filtro de 9 x 11 cm a temperatura ambiente durante 12h. 
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El teñilo le las placas se realiza -]entro r1e recipientes le plástico que con

tienen la solución le Rojo rle Ponceau, por 3 min e inmersión. La decolo- 

ración de éstas se realiza con cambios frecuentes Ae ácido acético al 5 %- 

durante 48 h. 
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Anexo VI

Preparación del Extracto de Proteínas de soya a partir de embutidos comer -- 

cíales: 

a) Equipo

Balanza granataria

licuadora

centrífuga con cabezal para tubos de 50 ml

frascos ámpula

b) Material

1 probeta de 100 ml

frascos de reactivo de 250 ml con tapón de rosca

tubos de centrífuga rle 50 ml

c) React ivos

Solución salina isotónica a-aicionada de 1 mg/ ml de azída de sodio. 

Técnica.- Se pesan 20 g 4e la muestra rle embutido y se aforan con solución

salina isotónica a 100 ml en una probeta. A continuación el contenido -le la

probeta se vierte a un vaso Ae licuadora y se muele Aurante 2 min, posterior

mente esta suspensión se refrigera en los frascos rae reactivo lurante 12 h. 

Transcurrido este perióao, 50 ml de este macerado se centrifugan a 12 000

r. p. m. aurante 30 min a temperatura ambiente, después rle lo cual se sepa— 

ra el sobrenadante y se mantiene en refrigeración. 
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Anexo VII

Inmuno,lifusi6n Ralial en gel le agar: 

a) Equipo

2 baños le agua a temperaturas constantes ate 45° y le 55 '. 

b) Material

1 Matraz Erlenmeyer le 125 ml

3 pipetas le 10 ml

1 agitaTor -le vHr io

6 cajas le Partigen vacías

2 cubas - le plástico

2 aplicalores para 5 microlitros

tubos capilares para el aplicarior

1 regla Partigen

1 mechero Bunsen

1 tela le alambre con asbesto

1 tripie

c) Reactivos

Solución salina isot6nica

áci,lo tánico al 4 % 

agar purum

solución amortiguaaora - le veronal- acetato ( pH 8. 6, fuerza iónica

e 0. 01) 
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d) Material Biológico

Suero antiprotefnas de soya

extracto de proteínas - e soya

extractos proteicos -le productos cárnicos

Fundamento.- Esta técnica se basa en la difusión del antígeno a través de

un me- io de soporte que contiene el anticuerpo corre spon-¡ ente. El aumen

to - el área del anillo de precipitación es en primer lugar función - el tiempo. 

Desde el comienzo de la difusi6n del antígeno se forma un complejo antíge- 

no -anticuerpo. Después de suficiente tiempo de difusión, por llegarse a -- 

la zona de equivalencia, se alcanza el punto final de- ifusi6n, en el cual, 

el área del anillo de precipitación es directamente proporcional a la concen

tración - el antígeno en el pi ^ o e inversamente proporcional a la concentra- 

ción del anticuerpo en el gel. 

Técnica.- Para preparar las placas de inmunodifusi6n radial, se mezclan -- 

1, 5 g. de agar purum con 100 ml de la solución amortiguadora de veronal- a

cetato calentando hasta ebullición. Una vez que la solución está perfecta- 

mente clara, se enfría a 55C - entro del baño a dicha temperatura. En el — 

baño a 450C, se calienta el suero antiprotefnas de soya. Ambos se mez- 

clan agitan -o constantemente - entro del baño a 55° C. Depositar 10 ml de

esta mezcla con una pipeta precalentada a 60° C en cada una de las cajas - 

de plástico, las cuales deben estar ya sobre una superficie perfectamente - 

nivelarla. 

Una vez que el agar ha solidificado perfectamente, se procede a efectuar -- 
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los cortes de los pozos de 2 mm de diámetro siguienao la numeración de las

cajas, se retira el gel de los cortes y se llenan con 10 microlitros de las — 

diluciones del extracto de proteínas de soya. La difusión se realiza duran- 

te 72 h. Al término de este período, las placas se lavan con SSI durante - 

48 h con cambios frecuentes de ésta. Después del lavado, las placas se - 

sumergen en la solución de ácido tánico al 4 % durante una hora, posterior- 

mente, se lavan nuevamente con agua destilada durante 2 h para eliminar

los restos de ácido tánico. A continuación, las cajas se dejan al aire libre

para que se elimine el exceso de humedad. Posteriormente se miden los diá

metros de los anillos de precipitación con la regla partigen. 
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