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INTRODUCCION

Aunque en los paises orientales la soya tiene una larga historia como fuente
importante de grasas y proteinas de la dieta, en Occidente se le utiliza muy poco en la
alimentacion humana. Sélo del 2 al 3% de la soya producida en los E.U.A. (el principal
productor a nivel mundial) se utiliza como fuente directa de proteina™; no por su valor
nutricional, sino por sus excelentes propiedades funcionales (como gelificante, retenedor
de agua y emulsificante’). Gracias a ellas, la adicion de proteinas de soya a productos
cdrnicos permite la obtencion de un producto terminado de calidad uniforme; pero
también hace posible algunas adulteraciones, como el uso de carne de menor calidad
como materia prima, la sustitucion de la proteina animal por proteina vegetal o una mayor
incorporacion y retencion de agua que las estrictamente neeesarias. En eonsecuencia,
algunos paiscs, como Austria’. han prohibido la utilizacion de proteinas de soya en estos

productos y otros han limitado su uso, como es el easo de los E.U.A.".

En nuestro pais. a pesar del uso generalizado de productos de soya en salchichas, la
Norma Oficial Mexicana vigente?' para este producto cdmieo no especifica las eantidades
maximas permisibles de dichos aditivos, de hecho, ni siquiera los menciona. Solo
establece un contenido minimo de proteina del 9.5% sin aclarar su origen (animal o
vegetal). Sin embargo, en agosto de 1994 se publico en el Diario Oficial de la
Federacion™ un proyecto de Norma Oficial Mexieana para productos de la came. En ¢l se
limita el uso de productos de soya a los siguientes porcentajes:

- Proteina aislada de soya 2.0%

- Coneentrado de soya  3.5%

valores idénticos a los de la legislacion de los E.U.A.".



Un grave defecto del proyecto de Norna Oficial es la omision del método por ¢l
que deben cuantificarse dichos productos; porque cada técnica tiene una sensibilidad
determinada. asi como ventajas y limitaciones diferentes. todo lo cual puede reflejarse en
resultados significativamente distintos. Ista omision se mantuvo en la Norma Oficial,
publicada el |3 de diciembre de 1995 .

Aunque existen diferentes técnicas para la deteccion de derivados de soya en
productos cirnicos, actualmente se considera que los ensayos inmunoenzimaticos (EIA)
son los mas adecuados para este tipo de andlisis debido a su alta sensibilidad. De hecho,
la AOAC (Association of Official Analytical Chenists) adoptd oficialmente un EIA por
inhibicion para la cuantiticacion de proteina de soya en productos cdrnicos, & pesar de

ciertas limitaciones’'.

En este trabajo se describe la adaptacion de un ensayo inmunoenzimatico para la
cuantificacion de proteina de soya en salchichas v fa evaluacion de su efectividad

aplicandolo a muestras con concentraciones conocidas de dicha proteina.

"~



GENERALIDADES

SALCHICHAS

La Norma Oficial Mexicana para salchicha la define como un “producto
alimenticio embutido de pasta semifirme de color caracteristico elaborado con la mezcla
de came (60% minimo) de ternera o res y cerdo y grasas de las especies antes
mencionadas, adicionado de condimentos, especias y aditivos para alimentos™ *'. Para las
salchichas de Viena, Franckfort (sic) y Cocktail la norma agrega que “cumplen en general
con lo seflalado anteriormente, elaborados basicamente en su composicion con no menos
de 60% de carne de res y cerdo; mezelado con grasa de cerdo y emulsificados, sometidos
a curacion pudiendo ser ahumados o no, sometidos a coccion y enfriamicnto, empacados

en material adecuado para su distribucion y conservacion en refrigeracion™.

Como curacion se define “la aplicacion de ta mezcla de sal, nitrito de sodio,
adicionado o no con aditivos a los ingredientes mencionados en 3.1.1. (la seccion que
define alas salchichas de Viena, Franckfort (sic) y Cocktail)”. Las proteinas de soya no se

mencionan en la norma, ni siquiera en la seccion de aditivos.

Por otro lado, la NOM-122-SSA1-1994% clasifica a las salchichas entre los
productos cdrnicos curados, emulsionados y cocidos; a los cuales define como “los
elabarados con camne de una o mds especies, visceras y otros subproductos comestibles de

los animales autorizados, los que ademds pueden ser sazonados, ahumados o no”.



SoyA B

La soya (Glycine max) pertenece a la familia de las Leguminosae y la subfamilia
Papilionoideae, aunque también se incluye entre las oleaginosas par su alto contenido de
aceite. Es un cultivo anual de verano cuya planta varia en altura de menos de 30em a mds
de 2m; tiene hojas alternadas y trifoliadas, excepto en los dos primeros nodos, produce
flores de 6-7mm de largo, moradas o blancas (las primeras dominan), [a semilla es casi
esférica, pesa en promedio de 120-180mg y se produce en vainas que creeen en racimos
de tres a cinco; por lo regular, cada vaina contiene dos, tres o mas semillas. En muchos
paises occidentales se utiliza para la extraceion de aceite y el residuo o pasta, rico en
protcing, se emplea para [a alimentacion animal; por otra parte, en el Oriente, la soya es

fundamental en la dieta de un gran sector de la poblacion.

La composicion quimica de lu soya depende de muchos factores, como la variedad,
la temperatura, el tipo de suelo y la irrigacion, entre otros. En la tabla | se muestra la

composicion porcentual promedio en base seca de esta leguminosa.

Proteina (N x 6.25) Grasa Carbohidratos Cenizas
40 21 34 4.9

Tabla 1 Compaosicidn promedio de la sova (¥ en base seca).

En forma general, la soya estd constituida por tres fracciones principales: la
cascarilla, que representa ¢l 8% del peso total de la semilla; ¢l hipocotilo (2%) y dos
cotiledones (90%). En estos ultimos, las proteinas estan almacenadas en particulas
esféricas, de didmetros que varian entre 2 y 20pm. llamadas cuerpos proteicos, los cuales
son casi proteina pura. A su vez, el aceite se almacena cn pequeitas particulas, también

esféricas de 0.3 a 0.5um de diametro, llamadas esterosomas.




PROTEINAS DE LA SOYA®

Las proteinas de la soya son una mezcla heterogénea de globulinas (60-75% del
total) y de albiminas con pesos moleculares muy variados, solubles en soluciones salinas

y en agua. precipilan en su punto iseetéctrico, gencralmente en el intervalo de 4.2 2 4.8,

Por medio de ta ultracentrifugacion, las prateinas de soya se separan en cuatro
fracciones: 28, 7S. 1S y 138 En la tabla 2 se resumen las caracteristicas de cada una de

las fracciones.

Fraccion Proteinas Total (%) pl M, (K)
2S 22
Inhibidores de tripsina 4.5 8,21.5
Citocromo ¢ 12
Globulina 2.3 18.2
Globulina 2.88 32
Alantoinasa 50
78 37
Hemaglutinina 6.1 11()
| Lipoxigenasa 54 108
fi-Amilasa 58 61.7
Globulina 78 (B-conglicinina) 186-210
118 3
Globulina 118 (glicinina) 4.8 350
158 3] 4.8 600

Tabla 2 Caracteristicas de las proteinas de soya,

En general, la proteina de soya presenta una deficiencia de aminodcidos azufrados
que se acentiia en los aislados proteicos, ya que Ja concentracion de metionina y cisteina

se reduce durante e} proceso de claboracion de estos productos.




Las proteinas de la soya tienen la capacidad de formar geles a través de varios
mecanismos que implican un ciclo de calentamiento-enfriamiento. Se ha demostrado que
el calentamiento causa una ruptura irreversible de la estructura cuaternaria de la globulina
118 y su disociacion en subunidades, parece ser que en esta transformacion existe un
estado intermedio transitorio en forma de un agregado soluble que posteriormente se
convierte en gel. Los geles basan su estructura en ¢l fendmeno de asociacion-disociacion
de las proteinas, lo que a su vez estd determinado por diversos factores, como son la
temperatura, 1a fuerza ionica y el tipo de sal. Las fuerzas que hacen posible la formacién
de geles son diversas y algunas influyen méas cn una cierta fraccion proteica; la 11S y la
78 interaccionan cuando se calicntan y ayudan a producir este estado de dispersion, sin
embargo, en forma individual, 1a 7§ establece geles por medio de puentes de hidrogeno,
mientras que la 118 lo hace gracias a la formacion de uniones electrostdticas y enlaces
disulfuro. Ademds, cuando se claboran geles con el conjunto total de proteinas de la soya,
también influyen las fuerzas hidrofobicas. Debido a su compleja estructura, estas
fracciones proteicas son muy sensibles a muchos agentes desnaturalizantes, como pH
extremos, temperaturas altas, concentraciones elevadas de disolventes y de sales, etc. De
todos estos, el efecto del calor es ¢l mas importante ya que los tratamientos térmicos son
las operaciones unitarias que mds se emplean ¢n la claboracion de alimentos. La
consecuencia de esto es, principalmente, fa reduccion de fa solubilidad de las protefnas, lo

que puede flegar a inducir fa gelificacion.

Por otro lado, en lo que se refiere a la determinacion de proteina total, existe una
controversia en cuanto al valor del factor de conversion de nitrogeno para fa proteina de
soya®. En 1931 se publicé como 5.71 a partir de un trabajo hecha en 1898 por Osborme y
Campbell. Pero su reporte no afirmaba que dicho valor representara ¢f coutenido de
nitrogeno del frijol entero; por lo tanto, su trabajo no justifica el uso general del factor

5.71. En los sesentas, Tkachuk e Irvine determinaron factores de conversion de nitrdgeno



utilizando la composicion de aminoicidos como base. Para la harina de soya con
cascarilla y nitrogeno no proteico soluble reportaron un factor de 5.69. Pero es necesario
hacer una carreccidn del mismo por la cascarilia, cuyo contenido de nitrdgeno varia segin
fa variedad de soya que se tenga. Sin embargo, los agronomos y otros analistas
norteaniericanos wtilizan el factor 6.25. ¢l cual esti reeonocido legalmente por la National
Saybean Processors Association. la Association of Official Analytical Chemists (AOAC),
la  Anicrican Soybean Association y otras asociaciones (éenicas involucradas en el

comercio de la soya y sus derivados.

DERIVADOS DE LA SOYA Y SU USO EN PRODUCTOS CARNICOS > %

El sistema actual de procesamicnto de la soya da como resultado tres productos

proteicos principales, clasificados de acuerdo a su contenido de proteina:

Producte ) Contenido de proteina (% en base seca)
Harina y Sémola
Integral 40
Desengrasada 50
Concentrado proteico 70
Aislado proteico 90

Tabla 3 Principoles productos proteicos derivados de ln soya.

L.a obtencién de los productos anteriores se hace a partir de hojuclas de soya
desengrasadas. Estas, a su vez, se obtienen del frijol de soya por el siguiente proceso: (1)
¢l frijol s¢ limpia, tritura y descascarilla; (2) el frijol descascarifiado se transforma en

hojuelas; (3) se extrac el accite con disolventes; (4) se eliminan los residuos de




disolvente. A partir de este paso se siguen procesos diferentes dependiendo del producto

final deseado.

Los derivados mas seneillos de obtener son la harina y la sémola, pues al proceso
anterior solo sigue una molienda. En el casa de estos dos productos, no sicmpre se extrae
el aceite de las hojuelas; si éste es el caso, ¢l contenido minimo de proteina debe ser del
40% y si se parte de hojuelas desengrasadas, del 50%. La diferencia entre la harina y la
sémola es solamente el tamaio de particula, si éste es mayor a malla 100 el producto cs

una sémola y si es menor a 100 recibe el nombre de harina.

Por definicion. los concentradas contienen un minimo de 70% de proteina en base
seca; se preparan a partir de harinas u hojuelas desengrasadas, de las cuales se eliminan
los azicares solubles y otros constituyentes menores. Se pueden seguir tres diferentes
procesos de extraccion; ¢l primero utiliza una disolucion de etanol al 60-80% para
precipitar a las proteinas, que son insolubles en etanol al igual que los polisaciridos, y se
recuperan eliminando al disolvente. En el segundo método se emplea dcido diluido (pH
4.5) para alcanzar ¢l punto isoeléetrico de las proteinas y precipitarlas, despuds se
neutralizan y se secan. En el tercer método se insolubilizan las proteinas por
desnaturalizacion con calor hiunedo, se lavan con agua para eliminar los azicares
solubles y finalmente se seca el producto. Los concentrados oblenidos por estos tres
procesos tienen aproximadamente la misma composicion; sin embargo, las propicdades

fisicas y funcionales son difercntes en cada caso,

Los aislados son las proteinas de soya mas refinadas que existen y se caracterizan
por un contenido de proteina minimo del 90% en base seca. Asi como los concentrados,
los aislados también se preparan a partir de harinas o de hojuelas desengrasadas; pero

ademds de los azicares solubles se extracn también los polisaciridos insolubles. Esto se



hace tratando a la harina o las hojuelas con alcali diluido (pH 7.5-8.5). obteniéndose un
residuo insoluble que contiene principalmente polisaciridos y que se elimina por
centrifugacion; el extracto se aciditica a pH 4.5, precipitando a la mavor parte de las
proteinas. que también se separan por centrifugacion; posteriormente el precipitado se
lava y se neutraliza con hidroxido de sodio para resolubilizar las proteinas y finalmente se
seca por aspersion. Algunas veces, después del lavado, el precipitado se seca para
producir la forma isocléctrica; pero el primer método se utiliza con mayor frecuencia en la
industria alimentaria porque la proteina obtenida es soluble en agua. También los
diferentes aislados comerciales tienen aproximadamente la misma composicion quimica,

sin embargo, sus propiedades fisicas y funcionales, como la solubilidad, pueden variar.

Otro producto derivado de la proteina de soya que se utiliza en la industria de la
came es el texturizado. Es un producto proteico que ha sufrido un proceso por el cual las
proteinas solubles se transtorman en fibras con caracteristicas funeionales similares a las
de la came, por lo que puede utilizarse en sustitucion de ésta al adadirse los aditivos
adecuados. Con estos texturizados se han desarrollado productos con formas y tamafios

que semejan hamburguesas, filetes de pescado, de res, ec.

El uso de proteinas de soya en productos cdrnicos se debe en gran parte a sus
propiedad;:s funcionales temulsificantes, hidratantes, gelificantes, espumantes, ete.). Los
derivados de la soya tienen composiciones diferentes, por lo que sus propiedades
funcionales no son iguales. El contenido proteico es particularmente importante para

desarroliar estas caracteristicas, aunque también influyen los otros constituyentes.

Las harinas y sémolas se utilizan en los derivados de la came con fines de
aglutinacion principalmente. ya que no son buenos emulsificantes de las grasas; adeinds,

su capacidad de absorcion de agua es menor que la de concentrados y aislados, como



puede observarse en la tabla 4, en donde se cjemplifican también las diferencias que
pueden encontrarse entre las propiedades funcionales de dos productos comereiales

distintos de un mismo derivado de la soya (aislado o concentrado),

Absorcion de agua | Absorcion de grasa | Aceite emulsificado
Muestra (%) (%) (%)
Harina 130.0 84.4 2.8
Concentrado | 227.3 133.0 11.7
Concentrado 2 196.1 92.0 18.7
Aislado ) 447.6 154.5 25.2
Aislado 2 416.7 119.2 222

Tabla 4 Comparacion de algunas propiedades funcionales de los productos de soya.

Los eoncentrados de soya se utilizan en productos carnicos por sus capacidades de

absorcion de agua y de grasa; asi eomo por sus propiedades emulsificantes.

Los aislados tienen muchas propiedades funcionales que se aprovechan en los
productos earnicos: la absorcion y retencion de agua; la formacion y estabilizacion de
emulsiones; la absorcion de grasas; la formacion de geles y de peliculas; la adhesion y la
clasticidad. En la tabla 4 se muestra la superioridad del aislado de soya en eomparaeion

con la harina y el concentrado en algunas de las propiedades funeionales mencionadas.

En la tabla § se resumen las propicdades funcionales de las proteinas de soya que

se aprovechan en la fabrieacion de salchichas y embutidos en general.



Propiedad funcional Producto proteico de soya

Emulsificacion

Formacion Concentrado, aislado.

Listabilizacion Coneentrado, aislado.
Absoreion de grasa Harina, concentrado, aislado.
Absoreion y retencion de agua Harina, concentrado, aislado.
Formacion de peliculas Aislado.
Adhesion Concentrado, aislado.

Tabla S Propiedudes funcionales de las proteinas de soya en embutidos

METODOS DE DETECCION DE SOYA EN PRODUCTOS CARNICOS

Debido al amplio uso que se da a los derivados de soya en productos camicos, a la
facilidad con que puede enmascararse dicha utilizacion e, inclusive, a los problemas de
salud que pueden presentarse (se ha encontrado que las proteinas de soya son
alergénicas). es importante contar con un método apropiado para detectar y cuantificar
soya en los alimentos mencionados. Pero, 4 pesar de que la composicion de la soya es tan
distinta a la de la carne, desarrollar dicho método ha resultado ser mas dificil de lo que
parece, porque existen muchas preparaciones de proteina de soya con distintos grados de
pureza, obtenidas a través de procesos diferentes, cada una con distintas propiedades
funcionales y disefadas para una amplia gama de productos. Lo anterior explica la gran
cantidad de métodos de identificacion y cuantificacion desarrollados y el relativamente

escaso éxito obtenido®.




Existen varios métodos, tanto cualitativos como cuantitativos, para la
determinacion de productos de soya en carnicos, los cuales pueden clusificarse en tres
grupos’:

- Méctodos inmunoldgicos: Se basan en una reaccion antigeno-anticuerpo y la

formacion de un precipitado visible, que generalmente se efectian en un gel.
Entre estos tenemos la doble inmunodifusion radial (Ouchterlony), la
inmunoclectroforesis a contracorriente y la inmunodifusion radial simple.

- Métodos fisicoquimicos: Como la electroforesis en gel de poliacrilamida

(PAGE) y la HPLC (cromatografia de liquidos de alto rendimiento),
- Otros: Como la histologfa y los métodos indirectos; estos Gltimos miden otros

componentes y los relacionan con la cantidad de proteina de soya presente.

Un método de deteceion y cuantificacion muy efectivo en los Estados Unidos era
¢l del oxido de titanio (TiO,). En esle pals se requeria la inclusion de 0.1% de dicho
compuesto (facilmente detectable) en Ia proteina aislada de soya utilizada en derivados
cdmicos. Pero se tuvo que anular este reglamento en 1984 puesto que algunos otros paises
no permitian la presencia del oxido de titanio en alimentos, lo cual dificultaba la

exportacion de productos carnicos estadounidenses'®.

El método anterior, como todos los indirectos, depende de la relacion entre la
cantidad del analito medido y la de soya utilizada, lo que implica ¢l control de dicha
relacion, que no siempre es ficil. Por lo tanto, €] analito mis adecuado para la
determinacion de soya en productos cérnicos es la proteina de soya misma, pues cs el
ingrediente principal de los derivados de soya, representando, como ya se mencion6 en un
apartado anterior, 90% o mas del peso de los aislados, 70% de los concentrados y 40-50%

de las harinas y sémolas’.



Los métodos mencionados ¢n la clasificacion anterior ticnen, entre otras
desventajas, un limite de deteceion relativamente alto, por lo que se han buscado téenicas
mas sensibles como las inmunoenzimaticas (se clasificarian entre los métodos
inmunologicos), que se pueden considerar las mds adecuadas porque ticnen las siguientes
ventajas™ sobre las demads técnicas:

- Altasensibilidad” .

1

Elevada selectividad por la especiticidad de las reacciones antigeno-anticuerpo.
Alta detectabilidad™ .

Posibilidad de automatizacion.

Bajo costo del material en comparaeion eon atras técnicas.

Debido a la sencillez de estos métodos y a las diferencias inmunogénicas entre las
proteinas de soya y las de la came, pareciera que adaptarlos es algo muy sencillo, pero la
variedad de productos de soya existente también causa problemas en este caso. Entre los
més importantes estan ¢l polimorfismo y la solubilidad®; esto es, los diferentes derivados
de la saya se obticnen por distintos proccsos -extraeeion, precipitacion, texturizado, entre
otros™- que provocan cambios estructurales en la proteina, los cuales causan una
disminueién y modificacidn de los epitopes disponibles en la superficie de las moléculas
de proteina para reaccionar con los anticuerpos. Ademds, las proteinas pierden solubilidad
por los tratamientos térmicos a los que se someten los productos cdmicos, lo cual ¢s un
problema porque solamente solubilizadas pueden reaccionar con los anticuerpos
utilizados en los métodos inmunoldgicos. Para resolver los problemas anteriores,

Hitchcack y colaboradores' propusicron extraer las proteinas de soya bajo condiciones

* Sensibilidad se entiende en este trabajo como la capacidad de respuesta a cambios pequeflos de
concentracion.
* Detectabilidad se refiere a la habilidad para detectar cantidades pequeas.



desnaturalizantes con una disolucién de urea y mercaptoetanol (1a urca rompe los puentes
de hidrogeno internos y el mercaptoetanol los enlaces disulfuro), Jo cual las deja en una
conformacion desnaturalizada comin, independiente del producto de soya utilizado.
Después se eliminan los agentes desnaturalizantes por didlisis o se diluyen y las proteinas
toman una misma conformacién. Se desarrolla un anticuerpo con estas proleinas
renaturalizadas y con €l se adapta un ensayo inmunoenzimético (EIA) por inhibicion (ver
figura 1):
1. Se sensibilizan placas para inmunoensayo con antigeno (proteina renaturalizada
de soya).
2. Paor separado se incuban las muestras con un exceso de anticuerpo anti-proteina
de soya desarrollado en conejo.
3. Las mezclas anteriores se transfieren a las placas sensibilizadas y se incuban
para que los anticuerpos libres se fijen a Jos antigenos de la placa.
4, Se eliminan por lavado el exceso de anticuerpo y los complejos antigeno-
anticuerpo formados en el paso 2,
5. Se agrega el anticuerpo anti-IgG de conejo, conjugado con una enzima y se
incuba.
6. Se elimina el exceso de conjugado.
7. Se agrega el sustrato de {a enzima y se incuba para desarrollar color.
8. Se mide en un espectrofotémetro la intensidad def color producide.

Como puede verse en la figura 1, este tipo de EIA es indirecto, porque ¢l antigeno
(proteina de soya) de la muestra se hace reaccionar con un exceso de anticuerpo y
después se mide la cantidad de este Ultimo que no reacciond. Por lo tanto, entre may
proteina de soya contenge la muestrs, menos anticuerpos quedardn disponibles para

reaccionar en las placas y habrd menos desarrollo de color.
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Figura 1 EIA por inhibicidn para detectar proteinas de soya (segiin Hitchcock y cols,j. Los
ntimeros corresponden a los de la lista en la pdgina anterior.



El método de Hitcheock y cols. fue el primero que pudo usarse con productos
esterilizados™. Sin embargo, a pesar de que se demostro la especificidad de los
anticuerpos por las proteinas de soya, los resultados de la cuantificacion de varios
productos comerciales de soya no fueron constantes. Estas variaciones no se explican
solamente por el error experimental inherente al EIA, sino que ¢l procedimiento de
solubilizacion-renaturalizacion no siempre convierte a todos los derivados de proteina de

soya en la misma forma antigénica.

También se probo un anticuerpo comercial contra proteinas de soya nativa y
desnaturalizada con calor (sin renaturalizacion) con muestras renaturalizadas después del
tratamiento con urea y mercaptoetanol. Los resultados obtenidos indican que el anticuerpo
comercial reconocio a las proteinas renaturalizadas, por lo que el producir un antisuero

especial no representa ventajas para el método'.

Mis tarde, la European Vegetable Protein Federation (EUVEPRQ) selecciono el
EIA anterior y un SDS-PAGE (electroforesis en gel de poliacrilamida con dodeci! sulfato
de sodio) para ser comparados en un estudio intemacional, en el cual cinco productos
cdrnicos con diferentes concentraciones conocidas de soya, asi como un blanco v un
duplicado ciego, fucron analizados con ainbas técnicas por 26 laboratorios en 10 paises
europeos. Las conclusiones de este estudio fueron que ambos métodos son adecuados
para el andlisis cualitative y dan varianzas equivalentes entre los laboratorios, pero el EIA
es mis exacto que ¢l SDS-PAGE. Aunque se recomendd refinar ambos métodos, el

método al que EUVEPRO dio apoyo para més investigacion fue ¢l EIAZ,

El estudio anterior dio como resultado que ¢l EIA mencionado fuera adoptado

oficialmente por la AOAC (Association of Official Analytical Chemists), aunque como



método semicuantitativo, pues puede considerarse cuantitativo solo si se tienc disponible

una muestra del derivado de la soya para calibrar el ensayo'®.

Con la intencion de superar las deficiencias del método de Hitchcock y cols., otros
grupos hicieron modificaciones al EIA para detectar la proteina de soya sin imporiar el
tipo de ésta ni los procesos a los que pudiera haber sido sometido el producto carnico en
¢l que fue utilizada. Una de estas variaciones fue la de Ravestein y Driedonks?®, en la cual
s¢ requiere aislar la glicinina (fraccion de globulina 11S de la proteina de soya), .
desarrollar anticuerpos contra ésta y extraer las muestras con SDS y mercaptoetanol,
ademds, utilizaron otro tipo de EIA (indirecto), pero los resultados obtenidos con
productos esterilizados tampoco fueron satisfactorios del todo. Otro método (un EIA
competitivo), desarrollado por Rittenburg y cols.,, se utiliz6 como base para un kit
comercial’®; es muy similar al método de Hitchcock, pero en este caso la extraccion se
hace con urea y ditiotreitol (este Gltimo en lugar del mercaptoetanol) y las proteinas se
renaturalizan con una disolucién de cistina; sin embargo, este método también tiene
problemas para cuantificar productos esterilizados. Por otro lado, Medina'? desarrollo un
EIA indirecto para salchichas, en el cual utilizo un anticuerpo comercial contra proteinn
entera de soya y extrajo las nwuestras con un amortiguador de carbonatos y Tween en un
sonicador; pero sélo probd el método con aislados de soya y salchichas procesadas a
71°C. Mas tarde. Yasumoto, Sudo y Suzuki** desarrollaron otro EIA competitivo que, al
parecer, es el método que mejores resultados ha dado hasta ahora con productos
esterilizados. pero tiene el inconveniente de ser muy laborioso, ya que es necesario
obtener anticuerpos contra glicinina aislada y un fragmento peptidico que se usa como
antigeno de referencia en las placas; ademds, las muestras Hevan también un tratamiento

drastico y laborioso.



ENSAYOS INMUNOENZIMATICOS "%

Los ensayos inmunoenzimaticos (EIA) se desarrollaron a mediados de los sesentas
para la identificacion y localizacion de antigenos en preparaciones histologicas y para 1a
identificacion de lineas de precipitacion obtenidas por inmunodifusion e
inmunoelectroforesis. Hacia 1971 dos grupos (Engvall y Perlmann; Van Weemen y
Schuurs) observaron que tanto los antigenos como los anticuerpos pueden ser
inmovilizados en fases solidas, lo cual hizo posible aplicar métodos similares para la
deteccion cuantitativa de reactivos inmunologicos en tubos de ensayo. Este
descubrimiento aumentd enormemente el niimero de haptenos, antigenos o anticuerpos
que podian ser analizados. En 1972, Rubenstein y cols. desarrollaron el primer sistema
homogéneo. En 1975, Kohler y Milstein desarrollaron los métodos para producir
anticuerpos monoclonales que mejoraron las posibilidades de estandarizacion de los EIA,

su especificidad y sensibilidad; ademds de contribuir al disefio de nuevos ensayos.

Los EIA se basan en dos fenomenos biologicos importantes: (1) la capacidad
discriminatoria de los anticuerpos, debida a su afinidad por un compuesto especifico
(antigeno o hapteno) y (2) el poder catalitico y especificidad de las enzimas, lo que

normalmente las hace facilmente detectables.

Mas especificamente, el funcionamiento de los EIA depende de los siguientes

principios:

- Algunas enzimas pueden ser acopladas quimicamente a un anticuerpo o a un
antigeno manteniendo las propiedades biologicas (interaccion con ¢l sustrato,
union con el antigeno, antigenicidad) de ambos componentes del conjugado.

~ La mayoria de Jos antigenos (proteinas, péptidos, polisaciridos) se unen o través

de interacciones clectrostaticas a la superficic de plasticos tales como cl



poliestireno. Los anticuerpos también se unen sin perder la capacidad de union
con ¢l antigeno. De este modo, se pueden preparar plucas “sensibilizadas” con
antigeno o anticuerpa como primer paso. La union de cstas moléculas con el
plastico es tan fuerte que resiste lavados vigorosos con amortiguadores
detergentes, mientras que los reactivos que no se pegaron al plastico son
eliminados por este tratamiento.

~ En pasos subsecuentes se forma un complejo de una o mas capas unido a la fase
solida, mientras que el exceso de reactivos se elimina con lavados.

- La enzima conjugada con un antigeno o un anticuerpo retiene fa capacidad de
interaccionar con el sustrato cuando se une al complejo. La adicion del sustrato
produce un cambio progresivo en el color de la solucion; la reaccion se detiene
en la etapa apropiada y se observa el cambio de color o se mide la densidad

optica.

Los EIA suelen dividirse en dos tipos: heterogéneos y homogéneos. Los ¢nsayos
heterogéncos involucran un paso de separacion, en el cual el conjugado enzimatico que
reacciond se separa del que no lo hizo por medio de un lavado. Estos ensayos son
adecuados para la deteccion y medicion de sustancias con peso molecular clevado (mis
de 10000). Los ensayos homogéneos se utilizan principalmente para detectar
medicamentos o drogas y no tienen ningin paso de separacion. En estos cnsayos se
conjuga un hapteno con una enzima de manera tal que la actividad enzimdtica se altere
cuando ¢l hapteno se una a un anticuerpo. De esta forma, si la muestra contiene al
hapteno, éste se unird al anticuerpo dejando al conjugado libre, ¢l cual degradard al
sustrato. Si la muestra es negativa, los anticuerpos se unirdn al conjugado modificando su

actividad enzimatica, por lo que no habra degradacion del sustrato (ver figura 2).
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Figura 2 EIA homagéneo.

Sin embargo, segun Tijssen®, ¢l desarrollo de tantos EIA y la falta de una

evaluacion tedrica y estadistica como la que se ha hecho a los RIA (radioimimunoassays)

ha llevado a varias clasificaciones y a terminologias confusas, que a menudo son

engafiosas en cuanto a fas caracteristicas fundamentales de los EIA y tienden a ocultar sus

méritos relativos. Aqul se expone brevemente la clasificacion propuesta por dicho autor,

que divide a los EIA en dos grupos: tos que se basan en la amplificacion de la actividad
(AA)y los basados en la modulacién de la misma (AM).

En los cnsayos AA, tanto homogéneos como heterogéncos, se usa un exceso de

reactivo inmunoldgico para obtener una sefial maxima del compuesto que se mide. Esto
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estd basado en la ley de accion de masas, pues si se tiene uno de los reactivos en exceso,

el otro reaccionara casi por completo.

En cambio, en los ensayos AM se establece una competencia por el mismo reactivo
inmunoldgico entre la molécula a medir y la que estd unida a la fase sélida, modulando asi
la sefial enzimatica. En este caso, la sensibilidad aumenta si se utilizan concentraciones
bajas de reactivos inmunoldgicos, ya que una variacion en la cantidad de moléculas
“competidoras” tiene un mayor impacto en la interaccion con la especie marcada con la

enzima. En este tipo de ensayos la afinidad del anticuerpo es muy importante.

La especificidad de ambos tipos de EIA estd determinada por la unicidad de la
interaccion antigeno-anticuerpo y por factores ambientales. La falta de especificidad se
debe a dos fendmenos: la reactivided compartida (cuando antigenos distintos tienen
epitopes comunes) y la reactividad cruzada (cuando el mismo anticucrpo se une a
epitopes estructuralmente distintos). En los ensayos AA, los antigenos que reaccionan con
¢l mismo anticuerpo formardn complejos en forma proporcional a sus concentraciones
(parcceran equipotentes), ya que el anticuerpo estd en exceso, en estos ensayos los
factores ambientales tienen un efecto relativamente bajo. Sin embargo, en los ensayos AM
es importante la potencia relativa (las concentraciones molares que dan una relacion
idéntica entre el reactivo acomplejado y el reactivo libre) de los reactivos que presentan
reactividad cruzada pues los anticuerpos no estdn en exceso. En este caso las constantes
de afinidad son las determinantes principales de la mxima especificidad alcanzable. Los
reactivos que dan reaccion cruzada normalmente forman complejos con avidez menor que
la del antigeno especifico, en consecuencia, los ensayos AM son a menudo mds

especificos que los AA.
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La mayoria de los EIA son de alguno de los dos tipos anteriores, AA 0 AM. aunque
debe hacerse notar que, estrictamente, estos términos no son sindnimos de ensayos no

competitivos y competitivos (ver tabla 6).

Disefio de EIA Tipo de ensayo
Heterogéneos no competitivos AA
Homogéneos no competitivos AA
Homogéneos competitivos AM
Heterogéneos competitivos AM o secuencial (una parte es AM y la otra AA)

Tabla 6 Disefos de los EIA. AA-amplificacion de la actividad; AM-=modulacion de la actividad

La gran variedad de EIA en fase solida puede parecer confusa respecto a su arreglo
y a los requerimientos deseados (medir antigeno o anticucrpo, con alta especiticidad o alta
detectabilidad). Sin embargo, un andlisis de los diversos EIA cn fase sélida revela que,
independienternente del disefo, se pueden distinguir tres etapas (ver figura 3):

- Unién del reactivo inmunolégico de captura a la fase sélida.

— Incubacion con la muestra problema, de manera que las toléeulas a medir

quedan sicmpre o compiten por Ia segunda capa.
~ Un paso de amplificacion cn los ensayos AA, que pucde estar formado por

varias capas de reactivos inmunoldgicos.

La detectabilidad y la especificidad de estos disefios estdn dadas por las
consideraciones hechas para los ensayos AA y AM; por lo que debe decidirse cudl de

estas caracteristicas es mas importante para ¢} ensayo en cuestion.

De los disefios de EIA mencionados en la tabla 6 solo s considerarin para este
trabajo los heterogéneas competitivos, pues cl EIA por inhibicion se encuentra entre

cllos.
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Figura 3 Diseito de EIA en fase sdlida. Uno de los reactivos inmunoligicos (Ry o Ry,
generalmente un anticuerpo o un antigeno) se inmoviliza en la fase sélida y sirve para capturar
al reactivo complementario de la muestra ("inmunoextraccion”). Por lo tanto, en los EIA, la
sustancia a medir se agrega en la segunda capa. Con Ry, que puede estar formado por varias
capas, se amplifica la seRal de la reaccidn entre Ry y Ry,

El primer EIA descrito en 1971 por dos grupos (Van Weemen y Schuurs; Engvall y
Perlmann) es también un ensayo heterogéneo competitivo. En este caso se inmoviliza el
anticuerpo en la fase solida y el antigeno se niarca con la enzima (conjugado); la union
del conjugado con el anticuerpo inmovilizado se inhibe al afadir antigeno libre (estdndar
para obtener una curva patron, o el que contiene la muestra problema). Como hay un
nimero limitado de anticuerpos disponibles, al final del ensayo permanece inmovilizada

una cantidad menor de enzima para transformar al sustrato (ver figura 4a), por lo tanto, la
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concentracion del producto es inversamente proporcional a la concentracion del antigeno

libre agregado. Este ensayo es del tipo AM.

+ & + o

Figura 4 EIA heterigenco competitivo, Hay dos diseflos posibles: (8) se inmoviliza el
anticuerpo y reaccionan con &l tanto el conjugado antigeno-enzima(1), como el antigeno de la
muestra (2); (b) el antigeno se inmoviliza y puede reaccionar con el conjugado anticuerpo-
enzima (3), que no debe estar en exceso; el antigeno libre de la muestra compite con el antigeno
inmovilizado por el conjugado, disminuyendo la cantidad de enzima inmovilizada. El asterisco
indica eliminacion por lavado. Simbologia igual a la de la figura 1.

También puede inmovilizarse el antigeno y marcar al anticuerpo con la enzima. El
antigeno estindar o el de Ja muestra, agregado junto con el conjugado, compite por el
anticuerpo (que estd en cantidades limitadas) y disminuye asi la actividad final (ver figura

4b). Este también es un cnsayo AM, Es posible incrementar la detectabilidad de este
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altimo ensayo haciéndolo indirecto, para esto, ¢l antigeno libre se agrega con antisuero
diluido en lugar de anticuerpos conjugados, compite con el antigeno de la fase solida y
evita que una fraceion de los anticuerpos queden inmovilizados. En un paso subsecuente,
los anticuerpos inmovilizados se detectan con anticuerpos anti-lg marcados con enzima.
Este ensayo (ver figura 3d) es del tipo secuencial, la primera parte es AM y la segunda
AA.

Enzimas utilizadas en EIA

Las propiedades que debe tener una enzima para poder ser utilizada en un EIA son
las siguientes:

- Alto numero de recambio,

- K, (constante de Michaelis-Menten) baja para el sustrato y alta para el producto.

- Estabilidad durante el almacenamiento,

~ Alta pureza.

~ Facilidad de preparacion,

- Bajo costo.

~ Actividad fécilmente detectable,

~ Compatibilidad con las condiciones del ensayo (pH, fuerza idnica, composicion

de los amortiguadores, etc.).
~ Ademds, la muestra no debe contener a enzima ni sustancias que interfieran con

la misma.

Ninguna enzima retine todas las caracteristicas para ser un marcador ideal en los

EIA y debe elegirse la mas adecuada para cada tipo de ensayo. Por razones que se
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mencionan mas adelante. la peroxidasa de rdbano. la fosfitasa alealina y la f-
galactosidasa son las enzimas que sc usan con mayor frecuencia en los EIA. En la tabla 7

se listan las enzimas utilizadas para los ensayos AA y AM.

Ensayos AA Ensayos AM'
Peroxidasa fi-galactosidasa
f-galactosidasa Lisozima
Fosfatasa alcalina Malato deshidrogenasa
Urcasa Glucosa-6-fosfato deshidrogenasa
Glucosa oxidasa Ribonucleasa
Glucoamilasa
Anhidrasa carbonica
Acetilcolinesterasa

Tabla 7 Enzimas utilizadas en los EIA.

En los EIA ¢n fase solida, la influencia de ésta sobre la enzima debe ser minima.
La conjugacion con el antigeno o el anticucrpo debe ser sencilla y los conjugados activos
y estables. Estos son, sin duda, algunos de los factores mis importantes por los que se
utilizan tan frecuentemente la peroxidasa de rabano y la B-galactosidasa. La fosfatasa
alcalina, que es dificil de conjugar en forma definida (va que se polimeriza), se utiliza

ampliamente debido a que no se encuentra en tejidos vegelales y es muy estable.

La peroxidasa (oxidorreductasa del peroxido de hidrogeno, EC 1.11.1.7) es la
enzima mds utilizada en EIA. La reaccion que catalizan es la transferencia de dos

protones de un donador al peroxido de hidrageno:

HOOH + 2pH Peroxidasa

en donde DH es un donador de protones.

» 2H:0 + 2D

* Las enzimas utilizadas en los ensayos AA pueden usarse también para los AM en fase sélida.
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Los donadores de protones mas utilizados en EIA son: el dcido S-aminosalicilico,
la o-dianisidina, el 2,2’ -azino-di-(3-etilbenzotiazolina-6-sulfonata) (ABTS), la o-toluidina,
la o-fenilendiamina y la 3,3°,5,5 -tetrametilbenzidina. La o-fenilendiamina (OPD) es un
donador de protones muy adecuado cuya forma oxidada (color naranja) se puede delcctar
a bajas concentraciones a 445 o 492 nm, dependiendo del pH. Aunque ¢l desarrollo de
color de fondo puede ser significativo, la OPD podria ser el indicador mis sensible
(sunque hay controversia en este punto);, sus desventajas principales son el ser

fotosensible y posiblemente mutagénica,

Fases solidas utilizadas en EIA

l.as caracteristicas deseables de la fase sdlida son:

Alta capacidad para retener a los reactivos immunologicos (alla relacion

superficie/volumen).

Posibilidad de inmovilizacion de muchos reactivos inmunologicos diferentes.

Disociacion minima.

Desnaturalizacion no significativa de la molécula inmovilizada.

¢

Orientacion de los anticuerpos inmovilizados con los sitios de union hacia la

solucion.

Aungue también se utilizan membranas de nitrocelulosa y sustancias particuladas
(agarosa, celulosa, poliacrilamida, dextran), el pldstico es por mucho la fase sélida mas
popular. ya que facilita la realizacion de los ensayos haciéndolos extremadamente simples.
Sin embargo. los plasticos también ticnen algunas limitaciones respecto 2 otros tipos de
fase slida. como el elevado requerimiento de reactivos inmunologicos y la disminucion

en la cantidad de interacciones antigeno-anticuerpo.
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Aunque hay muchas formas de soportes plasticos para EIA, los mds comunes son
las microplacas de poliestireno o cloruro de polivinilo (PVC) con 96 pozos, cada uno con
capacidad de 0.3 mL. El fondo de los pozos puede ser plano, en forma de Uo de V y el
uso de uno u otro depende def nétodo de lectura del EIA: para las lecturas con fotémetro
los de fondo plano dan menos variaciones, mientras que para determinaciones visuales los

fondos en U son mejores.

EIA POR INHIBICION®

En el primer paso de estos ensayos se deja reaccionar la solucion del antigeno con
el anticuerpo conjugado; esto inhibird en el siguiente paso la unidn del mismo con el
antigeno inmovilizado en la fase solida (ver figura 1). En los EIA por inhibicion, la
detectabilidad esta determinada por una combinacion de la afinidad del anticuerpo y los

errores en el mangjo,

Si ¢l anticuerpo es monoclonal no es necesario que el antigeno unido a la fase
sdlida sea un estindar purificado, lo cual es un requisito importante si ¢! anticuerpo es
policlonal, ya que ¢! antigeno a medir no inhibiria a los diferentes tipos de anticuerpo en
la misma concentracion. En este tipo de ensayo la detectabilidad se beneficia muy poco o
nada si en lugar de marcar con la enzima al anticuerpo especifico eontra ¢l antigeno a
medir, se agrega un paso con conjugado enzima-antiinmunoglobulina. Aunque la
conveniencia de este paso adicional podria considerarse si se utilizan anticuerpos

monoclonales en el primer paso.
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OBJETIVOS

General

Adaptar un ensayo inmunoenzimitico (EIA) que permita cuantificar proteina de

soya en salchichas.

Particulares
a) Producir un anticucrpo contra proteina de soya renaturalizada después de un
tratamiento desnaturalizantc con urea y mercaptoetanol.
b) Comprobar la especificidad del anticuerpo anterior con Western-blot.
c) Adaptar un EIA por inhibicion con el anticuerpo obtenido.

d) Aplicar el EIA a salchichas con una concentracion conocida de proteinas de

soya para probar la efectividad del método.
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METODOLOGIA

Para este trabajo se decidio utilizar ¢l método oficial de la AOAC para la deteccion
de proteina de soya en productos carnicos’, debido @ que ha sido probado
extensivamente, a la disponibilidad de los reactivos y aparatos necesarios para ponerlo
en practica y a que los productos de soya utilizados normalmente en salchichas (aislado y
concentrado™) pueden detectarse de manera aceptable por este método'®. Sin embargo,
fue necesario hucerle ciertas modificaciones (se detallan en la pagina 35) para adaptarlo al

laboratorio y optimizar las condiciones del ensayo.

A pesar de lo mencionado en los antecedentes respecto al uso de anticuerpos
comerciales, se decidio obtener el anticuerpo contra proteina de soya en lugar de
comprarlo, ya que la Facultad de Quimica (institucion en la que se realizé este trabajo)

cuenta con las facilidades para producirlo.

La secuencia general de aetividades para el presente trabajo puede observarse en la
figura §.
Obtencién de los inmunégenos:

Se prepararon dos tipos de inmunogeno para inyectar al conejo (ver anexo ). El
primero era un extracto de proteina total de soya y el segundo era proteina de soya tratada

de la misma forma que los estindares para el EIA por inhibicidn, aunque en este caso la

renaturalizacién no se hizo por dilucién sino por didlisis contra amortiguador de fosfatos,
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© ya que era necesario eliminar la urea y el 2-mercaptoetanol para poder inyectar el extracto

al conejo, pues ambos compuestos son taxicos.

Se determind la cantidad de proteina (ver anexos [l y llI) en ambos inmundgenos

antes y después de esterilizar (ver tabla 8).

[OBTENC[ON DE LOS lNMUNOGENosl

[ INMUNIZACION DEL CONESO |

L

| OBTENCION DEL SUERO INMUNE |

REACTIVIDAD CRUZADA CON [ MONTAJE DEL EIA INDIRECTOI
ANTIGENOS DE OTRAS ESPECIES
(WESTERN-BLOT)

l TITULACION DE LOS ANTICUERPOSI

MONTAJE DEL EIA POR INHIBICION |

APLICACION DE LA TECNICA A MUESTRAS CON
CONCENTRACION CONOCIDA DE SOYA

Figura § Diagrama general del trabajo
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Muestra Proteina (mglmL)
Extracto de proteina total
Antes de esterilizar 59
Después de esterilizar 44
Extracto renaturalizado (dializado)
Antes de esterilizar 15.6
Después de esterilizar 15.5

Tabla 8 Concentracidn de proteina de los inmundgenos.

Inmunizacion del conejo ¥ obtencion del suero inmune:

El extracto de proteina de soya renaturalizada se diluyd con amortiguador de
fosfatos (PBS) estéril hasta tener una concentracion de protcinas de 3mg/mL. El extracto
de proteina total de soya se utilizo sin difuir. Ambos extractos fueron esterilizados por

filtracion (ver anexo 1). El conejo fue inmunizado seguin el esquema de la figura 6.

Se hicieron dos sangrias de prueba, se separd el suero (ver anexo 1V) y se
determind la presencia de anticuerpos contra proteina de soya por la técnica de
Ouchterlany (ver anexo V). Desde la primer sangria de prucba se detectaron anticuerpos,
pero se inyectd una vez mas al conejo para obtener un titulo mas alto. La segunda sangria
de prueba dio un suero con titulo 1:64 (por Ouchterlony), por lo que se realizo la sangria

de cosecha obteniéndose 25mlL de suero.
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Semana Dia Volumen (mL) | Adyuvante (mL) Tipo de inyeccidn
. | 0.5 0.5 intramuscular
] 3 0.5 - subcutdnea

5 1.0 - subcutanea
| 1.0 1.0 intramuscular
2 3 1.0 - subcutdnca
5 1.5 - subcutdnea
| 1.0 1.0 intramuscular
3 3 1.5 - subcutinea
. S 2.0 - subcutdnea
4 DESCANSO
5 SANGRIA DE PRUEBA
6 1| 3.0 [ . ] intraperitoneal
7 DESCANSO
8 SANGRIAS DE PRUEBA Y DE COSECHA

Figura 6 Esquema de innuanizacion.

Montaje del EIA indirecto y titulacion del anticuerpo:

Para este EIA (ver anexo VI) se sensibilizaron las microplacas con proteina de soya
renaturalizada y dializada (40ng de proteina por pozo). Se hicieron las siguientes
diluciones del anticuerpo contra proteina de soya y del suero de congjo sin el anticuerpo

(obtenido antes de iniciar ¢l esquema de inmunizacion): 1:100, 1:1000, 1:2000, 1:3000,

1:4000 y 1:10000. E! conjugado se diluyé 1:40000.

* Se refiere al volumen de extracto diluido de proteina de soya renaturalizada, a excepeion de la

primera inyeccion, que es de extracto de proteina total.
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Reactividad cruzada con antigenos de otras especies por Western-blot (anexo ViI):

Se separaron por electroforesis en geles de poliacrilamida (al 15%) las siguientes
muestras:

» Los extractos de soya total y de soya renaturalizada y dializada utilizados como
inmunogenos

+ Un extracto de soya renaturalizada preparado de la misma forma que la anterior,
pero en lugar de dializarlo solamente se diluyo.

« FFécula de papa y cames de puerco, res y pavo: se preparo polvo de acetona de
cada una de ellas (ver anexo X) y se les trato de la misima forma que a ta soya

renaturalizada anterior.
Una vez separadas, las proteinas se transfiricron a membranas de nitrocelulosa y se

trataron con ¢l anticuerpo contra prateina de soya. Después se revelaron las meinbranas

para detectar con cudles protefnas reaccionaba el anticuerpo.

Montaje del EEA por inhibicion (suexo VIII):

Detenninacion de la cantidad dptima de antigeno y de la dilucidn del anticuerpo:

Primero se determinaron simultaneamente la cantidad optima de antigeno (soya
renaturalizada) para sensibilizar fos pozos de la microplaca y la dilucion mas adecuada del
anticuerpa contra proteinas de soya (anexo VIII-1). Las cantidades de antigeno que se

probaron fueron 25, 50, 100 y 200ng por pozo; ya que ¢l método de la AOAC! indicaba
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200ng, pero en el EIA para titular el anticuerpo se wtilizaron 40ng obteniéndose buenos
resullados. Las diluciones del anticuerpo que se probaron fueron 1:100, 1:250, 1:500 y
1:1000; porque la titulacion del anticuerpo por EIA sugeria que. si se utilizaba una
dilucién mayor, la diferencia entre la respuesta del anticuerpo anti-proteina de soya y la
del suero control seria menor a una unidad de absorbancia (ver la figura 7 en la pigina
39).

Blogueo:

Después se determind la cantidad adecuada de albimina para el blogueo (ver
anexo VIII-2). Se probaron concentraciones de 0.5, 1, 2 y 3% de BSA (albumina sérica
bovina) en PBS-Tween. Ademas, se utilizaron dos microplacas sin blogueo para
compararlas con las anteriores y, al mismo tiempo, determinar la variabilidad entre

microplacas y dentro de ellas.

Curva patron de proteina de soya;

Una vez determinados los pardmetros mencionados anteriormente, se corrio la
curva patron del EIA por inhibicion (ver anexo VIEI-3). Como estandar se utilizé ta misma
disolucion de soya renaturalizada que se usd para sensibilizar las microplacas y los puntos
de la curva patron correspondian a las siguientes concentraciones de proteina de soya:

300, 100, 33.333, 11.111,3.704, 1.234,0.412,0.137 y 0.046pg/ml..

El ensayo esta basado en el de la AOAC!, aunque se adapté para el anticuerpo
obtenido en el laboratorio y para utilizar un conjugado con peroxidasa en lugar de
fosfatasa alcalina. Las adaptaciones anteriores representaron las  siguientes

modificaciones: disminuir la cantidad de antigeno para sensibilizar las microplacas,
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bloquear las microplacas con BSA (la téenica original no incluye el bloqueo) y eliminar la
azida de sodio del PBS-Tween (la peroxidasa se inhibe con la NaN3). A su vez, esto
altimo hizo necesario otros cambios: (i) para sensibilizar las microplacas, en lugar de
incubar 16h a 37°C se sejo secar al vacio toda la noche a temperatura ambiente; (ii) las
cuatro incubaciones que se hacen durante el ensayo (para el bloqueo;, después de agregar
el anticuerpo a la microplaca; después de afiadir el conjugado y después de agregar el
sustrato) también se hicieron a temperatura ambiente y no a 37°C; y (iii) el tiempo de

incubiacion con el sustrato se bajo de 30 a 10 minutos.

Aplicacion del EIA por inhibicion & salchichas con concentracién conocida de

proteina de soya (anexo XI):

Se claboraron seis tipos distintos de salchichas: cinco con concentraciones
conocidas de proteina de soya y uno sin soya {ver anexo 1X). Después se prepar6 polvo de
acctona (ver anexo X) de cada tipo de salchicha y se les determing el contenido de
proteina total por el método de digestion en bloque? (ver tabla 9). Las salchichas del tipo 3

no se utilizaron porque ¢l contenido de proteina total resulto menor al esperado.

Salchicha % de proteina total (F=6.25)
Sin sova 5042
Tipo | 5508
Tipo 2 55.79
Tipo 3 53.22
Tipo 5 57.18
Tipo 10 59.45

Tabla 9 Contenido de proteina total de los polvos de acetona de las salchichas
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De cada tipo de polvo de acetona se peso una cantidad correspondiente a 95-
105mg de proteina, que despuds the sometida a un tratamicnto desnaturalizante con urea,
2-mercaptoetanol y calentamiento. Las disoluciones resultantes se diluyeron y fiteron

analizadas mediante un EJA por inhibicion.
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RESULTADOS

Suero anti-proteina de soya:

Desde la primer sangria de prueba se determind por la téenica de doble difusion en
agar (Ouchterlony) que se habian producido anticuerpos contra la proteina de soya en
cantidades detectables; pero se reforzo con otra inyeccion al congjo para awnentar el

titulo. Con esto se obtuvieron 25ml. de suero con un titulo de 1:64 (por Ouchterlony).

Titulacion del anticuerpo por EIA:

En este caso se entiende como titulo del anticuerpo la mayor dilucion del mismo
que da una absorbancia superior a la de la menor dilucion del control negativo. La
titulacion se hizo por triplicado; en la tabla 10 se muestran las medias de los valores de
absorbancia obtenidos para las diluciones del anticuerpo y ¢! suero negativo. En la figura

7 se pueden observar los imismos valores en forma grafica.

Absorbancia promedio (490nm)

Dilucion Anticuerpo Control negativo
1:100 2485 0.476
1:1000 1.210 0.104
1:2000 0.76) 0.074
1:3000 0.574 0).066
1:4000 0420 0.062
1:10000 0.298 0.057

Tabla 10 Fitulacion del anticuerpo anti-proteina de soya por EIA.
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Figura 7 Titulacién del anticuerpo anti-proteina de soya por 4.

El titulo por EIA del anticuerpo anti-proteina de soya es, por lo tanto, de 1:3000.

Reactividad cruzada con antigenos de otras especies por Wes(ern-blot:

En los geles de poliacrilamida (al 15%) tedidos con azul de Coomassie no se
observaron diferencias entre el patron de bandas del extracto de soya renaturalizada y
dializada y el de soya renaturalizada por dilucidn; por lo tanto se consideraron como
idénticos para este trabajo. El extracte de soya total, en cambio, presenté méds bandas,

especialmente cn la region de los pesos moleculares bajos (entre 14200 y 24000). Las
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muestras de carnes de puerco, res y pavo dieron patrones similares entre si; mientras que

la muestra de papa produjo solamente cinco bandas detectables.

Mediante los Western-blots s¢ deternind que los anticuerpos obtenidos no
reacctonan con ninguna de las bandas producidas por las proteinas de papa, pavo, puerco
0 res, sino que solo detectan a las prateinas de soya extraidas en condiciones
desnaturalizantes (con urea y mercaptoetanol) y a las que se extrajeron con un

amortiguador Tris-HCl (extracto de soya total).

Montaje de EIA por inhibicion:

Determinacion de la cantidad optima de antlgeno y de la dilucidan del anticuerpo:

En la tabla |1 se muestran los resultados obtenidos para la determinacion de la
cantidad optima de antigeno para sensibilizar los pozos y la dilucion mds adecuada del
anticuerpo antiproteina de soya. Esta determinacion se hizo tres veces pera se muestran

los resultados de un solo experimento,

Dilucién Absorbancia a 490 nm
del Controles Controles
anticuerpo | sin Ab sin soya todo sin Ab sin soya todo

1:100 0.087 0419 2.355 0.091 0.398 2.347

1:250 0.077 0.240 2.327 0.070 0224 2315

1:500 0.075 0.162 2.196 0.075 0.140 2113

1:1000 0.083 0.091 1.705 0.072 0.095 1.474

100 nﬁdc antiﬁcno 50 ng de antiﬁeno

Tabla 11 Determinacion de lu cantidad dptima de antigeno para sensibilizar las microplacas y
de la dilucidn mds adecuadu del anticuerpo anti-proteina de soya. Ab=anticuerpo anti-proteina
de sova; sin soya=no se sensibilizaron los pozos; todo-=lu determinacion propiamente dicha.
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muestras de cames de puerco, res y pavo dieron patrones similares entre si; mientras que

ln muestra de papa produjo solamente cinco bandas detectables.

Mediante los Westemn-blots se determing que los anticuerpos obtenidos no
reaccianan con ninguna de las bandas produeidas por las proteinas de papa, pavo, puerco
o res, sino que solo detectan a las proteinas de soya extraidas en condiciones
desnaturalizantes (con urea y mercaptoetanol) y a las que se extrajeron con un

amortiguador Tris-HCl (extracto de soya total).

Montaje de EIA por inhibicién:

Determinacion de la camidad optima de antigeno y de la dilucion del anticuerpo:

En la tabla 11 se muestran los resultados obtenidos para la determinacion de la
cantidad optima de antigeno para sensibilizar los pozos y la dilucion mas adecuada del
anticuerpo antiproteina de soya. Esta determinacion se hizo tres veces pero se muestran

los resultados de un solo experimento.

Dilucién Absorbancia a 490 nm
del Controles Controles
anticuerpo | sin Ab sin soya todo sin Ab sin soya todo

1:100 0.087 0419 2.355 0.091 0.398 2.347

1:250 0.077 0.240 2327 0.070 0.224 2315

1:500 0.075 0.162 2.196 0.075 0.140 2113

1:1000 0.083 0.09] 1.705 0.072 0.095 1.474

100 ng de anti&eno 50 ng de anti&eno

Tabla 11 Determinaciin de la cantidad dptima de antigeno para sensibilizar las microplacas y
de la dilucién mds adecuadua del anticuerpo anti-proteina de soya. Ab=anticuerpo anti-proteina
de soya; sin soya~no se sensibihzaron los pozos; tode=la determinacion propiamenie dicha.
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Solo se muestran los resultados para 100 y 50ng de proteina, ya que se observd
desde el primer ensayo que sensibilizar con 200 y 25ng daba absorbaneias muy altas para
los controles en el primer caso y muy bajas para la determinacion en el segundo. Con base
en los resultados anteriores, s¢ decidio utilizar 100ng de antigeno por pozo pura
sensibilizar y la dilucion 1:1000 del anticuerpo anti-proteina de soya, ya que esta

combinacion da absorbancias bajas con los controles y altas con el anticuerpo.
Bloqueo:
La determinacion de Ja cantidad adecuada de albimina para el blogueo se hizo dos

veces y los resultados del segundo experimento pueden observarse en la tabla 12 (no se

muestran los resultados para la alblinina al 2 y 3%).

CON BLOQUEOQ (Absorbancia a 490 nm)

Dilucion BSA al 0.5% BSA al 1%
del Controles Controles
anticucrpo §  sin Ab sin soya todo sin Ab sin soya todo

1:100 0.048 0318 2.144 0.042 0.364 2.055
1:250 0.045 0.151 2.006 0.038 0.142 1.828
1:500 0.045 0.102 1.783 0.036 0.096 1.614
1:1000 0.044 0.073 1.482 0.036 0.070 1.293

SIN BLOQUEOQ (Absorbancia a 490 nm)

Dilucion Microplaca 1 Microplacs 2
del Controles Controles
anticuerpe | sin Ab sin soya todo sin Ab sin soya todo

1:100 0.086 0.390 2.193 0.087 0.363 2.208

1:250 0.080 0.184 2.064 0.081 0.190 2.071

1:500 0.087 0.127 1.828 0.080 0.127 1.792

1:1000 0.082 0.091 1.446 0.082 0.087 1.368

Tabla 12 Determmacion de la cantidad dpuma de albtimina sérica bovina (BSA) para el
bloqueo. Ab=unncuerpo anti-proteina de soya; sin soya=no se sensihilizaron los pozos; todo =la
dewrminacidn propumente dicha,
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Se decidio bloquear con la disolucion de albumina sérica bovina (3SA) al 0.5%.,
porque se obtienen valores de absorbancia mas pequeiios para los controles que en las

placas sin blogueo.

Cilculode la_variabilidad:

Los datos de las dos microplacas sin bloqueo del experimento anterior se utilizaron
para determinar la variabilidad (como coeficientes de variacion). En la tabla 13 se
muestran las dos medias (obtenidas a partir de seis datos de absorbancia cada una) por

placa obtenidas para cada dilucidn del anticuerpo anti-proteina de soya.

1:100 1:250 1:500 1:1000
Medias Medias Medias Medias
Ensayo 1 2 1 2 1 2 1 2

1 2.187 | 2.199 | 2063 | 2,064 [ 1825 { 1.830 | 1439 | 1.453

2 2204 { 2212 } 2071 | 2070 § 1.791 | 1.793 | 1365 | 1.370

Tabla 13 Datos para el calculo de la variabilidad entre microplacas y dentro de las mismas.

A continuacion se¢ ilustra ¢l calculo de los coeficientes de varincion con la dilucidn
i:100°"

Media (de 6 determinaciones)

Ensayo 1 2 Media Desv, estandar
1 2,187 2,199 2.193 0.008485
2 2.204 2212 2208 0.005657
Media 2.1955 22055 2.2005 0.007071
Desv. estandar 0.012021 0.009192 0.010607
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Desviacion estandar (DS) dentro de las microplacas:

DS 0007071
2 = (002887
roo Ve

en donde » es ¢l namero de réplicas de cada muestra y DS la desviacion estandar

promedio.

Desviacion estandar entre microplacas:

1-2

[(I)Sde X) - (s /r)] =[t0010607)* - ((0007070* /6))"" = 0010206

endonde X eslamedia de las medias.

Coeficiente de variacion (CV) dentro de las microplacas:

DS 0007071
=*Jr*l00=
Y Jr*100 2.2005

*v6*100=0787117

Coeficiente de variacion entre microplacas:

Se i ; 00102
I)Scntrcr;\:c:mplacas.100= 06‘!00:0463813
v 2.2005

En la tabla 14 se observan los coeficientes de variacion entre microplacas y dentro

de las mismas para las cuatro diluciones.



Dilucién
1:100 1:250 1:500 1:1000
DS dentro 0.00289 0.00014 0.00101 0.00274
DS entre 0.01020 0.00530 0.02508 0.05544
CV dentro 0.787 0.042 0.335 1.170
CV entre 0.464 0.256 1.386 3.941

Tabla 14 Variabilidad dentro y entre microplacas. DS desviacion estindar; CV =coeficiente de

variacidn; entre -entre microplacas; dentra ~dentro de lns microplacas.

Curva patron de proteina de soya;

Con todos los pardmetros mencionados en este apartado ya establecidos, se corrid
una curva patron de proteina de soya renaturalizada en nueve concentraciones diferentes.

En la tabla 15 se encuentran las absorbancias obtenidas para cada dilucion del estandar de

soya y en la figura 8 pueden verse grificamente.

Proteina de soya (jg/mL) A (490 nm)
300 0.082
100 0.098

33.3333 0.131
111111 0.233
3.7037 0.446
1.2346 0.781
04115 1.197
0.1372 1.471
0.0457 1.569
BS 0.043
BC 0.046
BP 1.633
BN 0.085

Tabla 15 Datos de la curva patron de proteina de soya (E1A por inhibicion).BS=control del
sustrato; BC =control del canjugado; BP =control positivo; BN=control negativo.
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Figura 8 14 por inhibicion. Curva patrén de proteina de soya.

Aplicacion del EIA por inhibicion a salchichas con concentracion conocida de
proteina de soya;

El analisis de las muestras de salchichas mediante el EIA por inhibicion da como
resultado una serie de datos de absorbancia que deben transformarse a concentracion de

proteina de sova. Los cilculos necesarios para esta conversion se ¢jemplifican en el anexo
Xl
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Una vez transtormados los resultados de todas las determinaciones a
concentraciones de proteina de soya, se obtuvieron la media, la desviacion estandar y el

coeficiente de variacion para cada tipa de salchicha analizado (ver tabla 16).

Contenido real de | Contcnido de proteina de soya estimado por EIA*
Salchicha § proteina de sova* | Media | No.de determinaciones DS CV
Sin soya 0 0.18 9 0.01563 | 8.79
Tipo | 8.95 9.14 13 0.58057 | 6.35
Tipo 2 16.72 18.99 6 2464 | 1298
Tipo § 34.86 45.71 5 6.786 | 14.84
Tipo 10 54.63 65.47 5 4.920 | 7.51

* En porcentaje de protelna de soya respecto a proteina total.

Tabla 16 Determinacion del comtenido de proteina de soya mediante EIA por inhibicion.
DS:=desviacion estandar,; Cl=coeficiente de variacion.

Se hicieron pruebas ¢ de Student' para determinar si el contenido de proteina de
soya estimado por EIA era significativamente distinto al contenido real. Las ¢ se

calcularon con la siguiente formula;
/ ;—ﬂ
“sin
en donde x es la media obtenida por EA a la cuai se resta el valor dado por la salchicha

sin soya (0.18), u el contenido real de proteina de soya, s la desviacion estdndar y n el

numero de determinaciones. Los resultados se muestran en la tabla 17,




Ho: x =n;, Ha x # . a=0.05

Salchicha t calculada fdetablas (a/2) | Rechazo (si 7] > 1 de tablas)
Tipo | 0.062 2.179 Se acepta Ho.
Tipo 2 2078 2.571 Se acepta Ho.
Tipo § 3S5l6 2.776 Sc rechaza Ho.
Tipo 10 4.845 2.776 Se rechaza Ho.

Tabla 17 Pruebas 1 de Student para determinar si hay diferencias significativas entre ¢l valor
de proteina de saya obtenido por ElIA y el contenido real.

Si se define al limite de deteccion como la cantidad que difiere de la media del

blanco por tres desviaciones estandar®, este ensayo puede detectar en las salchichas

analizadas hasta un 0.23% de proteina de soya respecto a la proteina total.
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DISCUSION

Una de las desventajas de los ensayos inmunoenzimdticos (EIA) es la dificultad
intrinseca de la caracterizacion de los reactivos inmunoldgicos, debida a que la respuesta
analitica depende no solamente de la concentracion del analito, sino también de la
afinidad y heterogeneidad del anticuerpo utilizado; de hecho, para fines pricticos, cada
anticuerpo puede considerarse como un analito inico. Esta situacion es especialmente
importante en los EIA para caracterizar anticuerpos, pues no existen métodos de
referencia independientes como los que puede disponerse para antigenos, lo que hace
necesaria una buena estandarizacion del antigeno respectivo previa a la estandarizacion
de un anticuerpo, mientras que lo contrario no es un requisito indispensable. Ademas, la
normalizacion de los anticuerpos se complica por la gran variedad de formas de reportar

los resultados™.

En este trabajo, para caracterizar al anticuerpo obtenido, se utilizd el método de

titulacion (titration o end-point titration)® ' !

que es uno de los mds cominmente
empleados. El titulo obtenido fue de 1:3000; sin embargo, ésta no fue la dilucion del
anticuerpo utilizada para los ensayos siguientes, sino 1:1000, pues se encontrd
experimentalmente que ésta era Ja mas adecuada. Esto debido a que el utilizar la dilucion
del titulo (1:3000) implica trabajar cerca del limite de deteccion, lo cual va en contra de
las practicas analiticas comunes, pues aunienta la incertidumbre de la respuesta.
Ademds, puede observarse en la figura 7 que, de utilizar la dilucion 1:3000, la mayor
diferencia que se podia obtener entre las respuestas del anticuerpo anti-proteina de soya y
el suero control era de 0.5 unidad de absorbancia, mientras que al diluir 1:1000 la

diferencia aumentaba a 1.1 unidades.
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Otra parte importante de la caracterizacion de un anticuerpo obtenido para
utilizarse en un EIA, es determinar si existen reacciones cruzadas con otros antigenos
para evaluar la especificidad del anticuerpo. En este caso se hicicron Western-blots con
proteinas de soya, papa, pavo, puerco y res (porque se utilizan frecuentemente en la
claboracion de salchichas), determinandose que el anticuerpo reacciona exclusivamente
con las proteinas de soya, independientemente de si fueron desnaturalizadas o no. Esto se
esperaba asi, ya que en la literatura se habian encontrado varias referencias'" 12 1 6.3
que indicaban una gran especificidad en la respuesta de los anticuerpos producidos contra

proteina de sova.

El calculo de la variabilidad dentro y entre microplacas se hizo principalmente para
determinar si el procedimiento y/o los errores por manipulacion provocaban variaciones
grandes, especialmente de un ensayo a otro. Para un ElA satisfactorio, se considera que la
variabilidad, expresada como coeficientes de variacion, debe ser menor al 10% M yen

este caso todos los coeficientes de variacion obtenidos fueron menores al 4%.

En los resultados obtenidos con la aplicacion del EIA por inhibicion a salchichas
con concentraciones conocidas de soya puede observarse en primer tugar que el ensayo es
cualitativo, pues permite diferenciar entre una muestra de salchicha sin proteina de soyay
otra que la contenga. Sin embargo, surgen problemas con la cuantitatividad: el contenido
de proteina de soya en ta salchicha tipo 1 pudo estimarse con prerision y exactitud muy
buenas, como lo indican respectivamente el coeficiente de variacion (ver tabla 16) y el
que no haya diferencia significativa entre fa media obtenida por EIA y el contenido real
de proteina de soya (ver tabla 17); para la salchicha tipo 2. aunque la prueba de ¢ no
indica diferencias entre la media obtenida por EIA y el contenido real, la precision ya no
es tan buena (el CV es mayor a 10); en los casos de las salchichas tipos 5y 10 es

especialmente notoria la falta de exactitud. Esto no puede atribuirse a errores por
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manipulacidn, ya que si éste fuera el caso, las determinaciones hechas a las salchichas con
concentraciones menores de soya también se verian afectadas. Para explicar dichas
variaciones se consulto el estudio hecho hacia 1984 para obtener fa aprobacion del E1A
por inhibicion como método oficial de la ADAC? y se encontrd que no se hicieron
pruebas con salchichas con concentraciones de proteina de soya mayores al 2.8%, pero se
observo que todas las determinaciones tendian a dar resultados mayores (alrededor del
15%) respecto al contenido real, como sucede en este trabajo. La causa de dichas
sobrestimaciones se atribuye en dicho estudio exclusivamente al uso de distintos tipos de
proteina de soya, pero otras fuentes de variacion en este tipo de EIA podrlan influis en Jos
resultados; por ejemplo, se ha reportado que e} uso de polvos de acetona da resultados
muy variables debido a problemas de homogeneidad por la distribucion de la proteina de
soya en el polva; ademds, no se encontrd ninglin reporte que mencionara la influencia de
los componentes del polvo de acetona que no son proteina de soya sobre Jos resultados,
aunque en este trabajo se observd que es muy probable que exista, pues la salchicha sin
soya da respuesta, aunque sea minima. Por otro lado, el reporte de la evaluacion hecha en
1989 por el gobierno austriaco de un EIA conercial inglés para la determinacion de
proteina de soya en productos carnicos'”, presenta datos similares en cuanto a exactitud y
precision a los obtenidos en este trabajo para las salchichas tipo 5 y tipo 10 y los califica
como aceptables, atribuyendo las variaciones a Iu extraccion de las proteinas y Ja

preparacion de las muestras.
El limite de deteccion abtenido para el EIA de este trabajo (0.23%) resulta muy
adecuado tomando en cuenta que Jas cantidades de soya afiadidas a Jas salchichas suelen

ser mucho mayores para que surtan Jos cfectos deseados.

Cabe mencionar también que el uso de polvos de acetona tiene otras desventajas

ademas del incremento en la variabilidad de los resultados; ta primera de cllas es el
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enorme volumen de disolventes que se requiere para prepararlos, pues s¢ gastan 600mlL
de cada uno por muestra; la otra desventaja es que, después de la desnaturalizacion en
baflo de agua en chullicion, la disolucion tiene que transferirse ealiente al matraz
volumétrico para cvitar que la urea cristalice, pero este procedimiento afecta la

calibracion del matraz.

Un problema que tampoco debe desestimarse es la forma en que se reportan los
resultados. En cuanto a claridad para ¢l fabricante de las salchichas la mejor seria en
porcentaje de proteina de soya respecto al peso de la salchicha, pero no es sencillo hacerlo
porque Ia cantidad de agua que se agrega en la fabricacion de la salchicha depende del
producto de soya que se estd utilizando y es muy variable, por lo tanto, si quicre
predecirse la cantidad de agua tiene que hacerse un andlisis de retencion de agua previo a
la claboracion de las salchichas o medirla conforme se agrega, lo que puede ser
complicado a nivel industrial. Por otra parte, ¢l reportar en porcentaje de proteina de soya
respecto @ la proteina total es mas exacto, aunque esta forma no es tan clara como la

anterior; ademis se requiere hacer una determinacion de proteina total.

Otro punto que es importante destacar s la falta de congruencia entre las
diferentes normas que regulan los aditivos permitidos en los produetos cdrnicos, asi como
los errores encontrados en las mismas. Uno de los errores mds graves es la omision de los
métodos de prueba para los aditivos cuya concentracion se estd regulando; por ejemplo,
en ¢l caso del aislado y ef concentrado de soya en la NOM-122-SSA1-1994% se establece
un mdximo de 2.0% para el primero y de 3.5% para el segundo sin proponer un método
de deteccion, pero ademas, ¢l poner limites distintos a dichos derivados de la soya implica
que dicho método debe poder no solo defectar la proteina de soya, sino ser capaz de
discriminar entre ¢l aislado v ¢l concentrado, lo cual no ha sido reportado hasta ahora,

Ademis, esta misma norma no indica si los porcentajes que establece como indximos para
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los aditivos son respecto al peso del producto terminado o de las materias primas, ni si se
trata de peso seco o humedo; tampoco incluye a ofros productos de la soya, como las
harinas, las sémolas y los texturizados, que también se utilizan en la claboracion de
productos camicos. También debe hacerse notar que dicha norma, a pesar de citarlo en su
bibliografla, esta en desacuerdo con el Reglamento de la Ley General de Salud en Materia
de Control Sanitario de Actividades, Establecimientos, Productos y Servicios?’, pues en
su articulo 490 indica que el aislado de soya debe adicionarse con 0.1% de didxido de
titanio como rastreador. Indicacion dificil de cumplir dado que, segin la Asociacion
Americana de Soya, en México ningiin productor de aislado de soya agrega diéxido de
titanio a sus productos. Por otro lado, la Norma Oficial Mexicana para salchichas®
vigente no menciona las limitaciones impuestas al contenido de proteina de soya en
salchichas por la NOM-122-SSA1-1994 ni por el Reglamento de la Ley General de Salud
mencionado.
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CONCLUSIONES

Los objetivos de este trabajo se cumplieron satisfactoriamente y a partir de los

resultados obtenidos puede concluirse que:

Los extractos de proteina de soya fueron antigénicos, porque se obtuvo un

anticuerpo contra protefna de soya con un titulo de 1:3000 por EIA.

LI anticuerpo fue especifico, pues reconocia selectivamente a las proteinas de
soya entrc otros antigenos (proteinas de res, cerdo, pavo y papa). Ademds
reconocia a las proteinas de soya independientemente de si fueron

desnaturalizadas o no.

EI EIA por inhibicion distinguio perfectamente entre una muestra sin proteina de
soya y otra que la contuviera, con un limite de deteccion del 0.23% (gramos de

proteina de soya /100 gramos de proteina total).

El EIA por inhibicion permitio cuantificar el contenido de proteina de soya en
salchichas cuando éste cra bajo (I-2%). A mayores concentraciones
disminuyeron tanto la precision como la exactitud, pero las variaciones son

similares a las de otros estudios reportados en la literatura.

De los resultados obtenidos en este trabajo y la revisién bibliografica se puede

concluir también que los EIA son los métodos mds adecuados para detectar proteina de

saya en productos camicos, aunque es necesario mejorar la exactitud de la cuantificacion,
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Para otros trabajos sobre este métado de deteccion de proteina de soya se hacen las

siguientes recomendaciones:

+ Revisar y, si es posible, modificar la preparacion de las muestras, ya que el uso

de polvos de acetona tiene varias desventajas importantes.

« Evaluar la mejor forma dc reportar los resultados de ta cuantificacion, si como
gramos de proteina de soya por 100 gramos de proteina tolal 0 gramos de

proteina de soya por cien gramos de producto carnico (en este caso salchicha).

« Revisar a fondo las normas oficiales y otras reglamentaciones que regulan el uso
de derivados de soya en productos cdiricos, con ¢l objetivo de corregirlas y

hacerlas congrucntes entre si.
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ANEXOS

Los reactivos utilizados para todos los experimentos eran grado R.A.

L. OBTENCION DE LOS INMUNOGENOS:

Material y equipo:
+ Balanza analitica Ohaus Analytical Plus, nodelo AP210S.
+ Potenciometro Jenway 3020,
+ Parrilla iagnética Coming, PC-351.
+ Centrifuga Damon/IEC Division, modelo IEC HT.
+ Autoclave.
« | espatula.
« 1 vaso de precipitados de 100 mL.
« | agitador de vidrio.
+ 2 vasos de precipitados de 1000 mL.
« | inatraz volumétrico de 100 ml.,
+ 2 matraces voluinétricos de 1000 mL,
+ Agitadores magnéticos.
« Membrana para diglisis #24 de CMS, (se hierve en agua desionizada antes de
usarse).
+ Tubos de ensayo graduados de 10 inL con tapon.
» Probeta de 2000 mL.
+ 1 Swinnex-25 de Millipore.*
+ Membranas Millipore tipo GV 0.22 ym *
« 10 frascos viales con tapon de plastico.*

Reactivos:

« 100 mL de amortiguador Tris-HCI: tris(hidroximetil)metilamina 0.25 M; ajustado
a pH 8.6 con HCL

« 6000 mL de amortiguador de fosfatos (PBS). ptl 7.2: disolucion A, 10% v/v,
disolucion B, 10% v/v.

« 1000 mL de disolucion A: NaCl, 8% p/v; KCL, 0.2% p/v; CaCly, 0.1% plv,
MgCl6H,0, 0.1% p/v.

« 1000 mL de disolucion B: Na,HPO,, 1.15% p/v: KH,PQy, 0.2% piv.

+ Acido clorhidrico concentrado.

» Proteina aislada de soya Suppry, 91.5%.

* Anies de utilizarlos, esterilizar en autoclave.
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+ Urea.

+ 2-mercaptoetanol.

+ Soya molida y desengrasada.
+ Agua destilada y desionizada.

Técnicas:

Para ¢} extracto de prateina total de soya:
« Se pesaron 125 mg de proteina aislada de soya y 125 mg de soya molida y
desengrasada.
« Se agregaron 10 mL de amortiguador Tris-HCl.
« La disolucion anterior se agitd en la parrilla magnética durante | hora.
+ Se centrifugd durante 10 minutos a 12000 r.p.m., recuperando el sobrenadante.
+ Se determiné ¢l contenido de proteinas del sobrenadante (ver anexo I1),
« Ef sobrenadante se esterilizé por filtracion (con membranas Millipore).
+ Se determind ¢l contenido de proteinas del extracto estéril.
« Se guardd en frascos viales (2 mL en cada uno) para su almacenamiento.

Para el extracto de proteina de soya renaturalizada:

« Se pesaron 250 mg de la proteina aislada de soya en un tubo graduado de 10 mL.

+ Se agregaron 2 mL de amortiguador Tris-HCl, 6 g de urey, 2 mlL de agua
destilada, 200 pL de 2-mercaptoetanol y agua destilada hasta 10 mL.

« El tubo se tapé y agito. Cuando fue necesario, se completd el volumen a 10 mL
con agua destitada.

« Se calentd el tubo en bafio de agua hirviendo durante 6041 min, cuidando que
quedara sumergido mas alld del nivel de los 10 nil..

+ Se dejo enfriar a temperatura ambiente (alrededor de 30 minutos).

+ Se coloco la mezela en una bolsa para dialisis y se dializd contra 2 L de PBS
durante 16 horas.

+ Se cambié ¢l PBS y se dializ6 otras 24 horas.

« Se cambio nuevamente el PBS y se dializo 24 horas mas.

+ Se centrifugd el dializado durante 10 minutos & 12000 rpam., se conservo ¢l
sobrenadante.

+ Se determind el eontenido de proteinas del sobrenadante (ver anexo 1),

+ El sobrenadante se esterilizo por filtracién (con membranas Millipore).

+ Se determino el contenido de proteinas del sobrenadante estéril.

+ Se guardé ol extracto en frascos viales (2 mL en cada uno).
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Il. DETERMINACION DE PROTEINAS SEGUN LOWRY *'

Material y equipo:
« Espectrofotdmetro UV/visible GBC 911,
» Balanza analitica Ohaus Analytical Plus, modelo AP210S.
+ Cronametro. -
+ Celdas para espectrofotometro de cuarzo de 1 mL SIGMA.
« Tubos de ensayo de 10 ml..
+ Gradilla.
» Bureta de 50 mL.
« Pipeta graduada de 0.5 mL.
« Micropipeta de 0 a 500 pl..
+ Papel parafiln.

Reactivos:
» Reactivo A: 50 partes del reactivo 1 + 1 parte del reactivo 2.
« Reactivo 1: Na,CO; al 2% en NaOH 0.1 N,
» Reactivo 2: | parte de tartrato de sodio y potasio al 2% + 1 parte de CuSOy al
1%.
» Reactivo B: | parte de Folin Ciocalteu + 1 parte de agua desionizada.
« Disolucion patron de atbimina sérica bovina (1 mg/mL).
« Agua destilada y desionizada.

Técnica:

Curva patrén de albimina:
+ Se colocan desde 0 hasta 500 pl. de disolueion patron de albimina en 10 tubos
de ensayo. '
« Se completa con agua destilada a 500 pL el volumen contenido en cada tubo.
« Sc afiaden 5 mL del reactivo A, se tapan los tubos, se agitan y se dejan reposar
durante 10 minutos exactamente.
+ Se agrega 0.5 mL del reactivo B, se tapan los tubos, se agitan y se dejan reposar
durante 30 minutos.
» Se lee la absorbancia a 750 nm.
» Sc grafican las absorbancias obtenidas contra el contenido de proteina.
Muestras problema: .
« Se coloca en un tubo de ensayo un volumen conocido de la disolucion problema
que contenga alrededor de 200 pg de proteina.
« Se completa con agua destilada a 500 pL el volumen contenido en cada tubo.
« Se siguen los mismos pasos que para la curva patron.
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Ill. DETERMINACION DE PROTEINAS SEGUN BRADFORD “:

Material y equipo:
+ Balanza analitica Ohaus Analytical Plus, modelo AP210S.
+ Espectrofotometro UV/visible GBC 911,
» Celdas para espectrofotometro de cuarzo de | L SIGMA.
+ Tubos de ensayo para 10 mL.
« Gradilla.
« Burcta de 50 ml..
+ Micropipetade 0 a 500 pL.
+ Papel parafilm.

Reactivos:

» Reactivo de Bradford: Se disuelve | mg de Azul Brillante dc Coomassie G-250
(Bio-Rad) en 50 mL de ctanol al 95%. A esta disolucion se agregan 100 mk de
dcido fostorico al 85% p/v. Se Hleva hasta | L con agua destilada,

« Disolucion patron de albimina sérica bovina (1 mg/mL)

« Agua destilada y desionizada.

Técnica:

Curva patrén de albimina;

« Se colocan desde 0 hasta 500 pl de disolucién patrén de albimina en 10 tubos
de ensayo.

+ Se completa con agua destilada a 1000 pL el volumen contenido en cada tubo.

« Se afaden 4 mL del reactivo de Bradford, se tapan tos tubos, se agitan y se dejan
reposar de 5 a 60 minutos.

» Se lee la absorbancia a 595 nin.

« Se grafican las absorbancias obtenidas contra el contenido de proteina.

Muestras problema:
« Se coloca en un tubo de ensayo un volumen conocido de la disolucion problema
que contenga alrededor de 200 pg de proteina.
« Se completa con agua destilada a 1000 pL el volumen contenido en cada tubo.
» Se siguen los mismos pasos que para la curva patron.
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1V. INMUNIZACION DEL CONEJO Y OBTENCION DEL SUERO:

Animal:
» Concjo de raza Nueva Zelanda, hembra de 3 kg,

Material y equipo:
« Centrifuga Damon/IEC Division, modelo IEC HT
« 10 jeringas estériles de 3 mL con agujas ndmero 21.
+ Algodén.
» Tubos de ensayo de 12 x 75 mm.
+ 2 jeringas estériles de 10 mL con agujas nimero 22.
« Jeringa y aguja para puncion cardiaca.

Reactivos:
« Etanol (96 °G.L..).
« Amortiguador de fosfatos (PBS) estéril, pH 7.2 (ver anexo I).
« Extracto de proteina total de soya.
« Extracto de proteina de soya renaturalizada.
+ Adyuvante completo de Freund.

Técnica:

+ El extracto de proteina de soya renaturalizada se diluyé con PBS estéril hasta una
concentracion de proteinas de aproximadamente 3 mg/mL. El extracto de
proteina total de soya se utilizd sin diluir.

« El congjo se immunizd de acuerdo con ¢l esquema de la figura 6 (pagina 33).

+ Las sangrias de prucba se hicieron extrayendo 4 ml de sangre de la vena
marginal de la oreja del conejo (jeringa de 10 mL con aguja del 22), la cual se
colocd en un tubo de ensayo de 12 x 75 mm y se dejé coagular 2 ha 37°C.

» Se separo el suero por centrifugacion (15 min a 5000 r.p.m.).

« Se determino la presencia de anticuerpos en el suero por la técnica de doble
difusion en agar (Ouchterlony).

+ La sangria de cosecha se hizo por puncién cardiaca.
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V. TECNICA DE DOBLE DIFUSION EN AGAR (OUCHTERLONY) 2

Material y equipo:
« Balanza analitica Ohaus Analytical Plus, modelo AP210S.
« Parrilla magnética Corning. PC-351.
+ Cajas Petri de vidrio.
« | matraz Erlenmeyer de 125 mL.
« | sacabocados de 5 mm de didgmetro.

Reactivos:
« 100 mL. de amortiguador de veronal-acetato (pH 8.6. fuerza idnica 0.01).
« 1.5 g de agar purum (Behring).
+ 0.1 g de azida de sodio.
« Agua destilada y desionizada.

Téenica:
« Se coloca ¢l agar purum en el matraz Frlenmeyer y se le agregan la azida y el
amortiguador.
« Se agita ¢! matraz y se calienta a ebullicion hasta que el agar s¢ disuelva por
completo.

+ Se vacia el agar en las cajas Petri sobre una superficie plana. El volumen de agar
agregado debe alcanzar 0.5 ¢m desde el fondo de la caja.

« Se deja solidificar y se cortan los pozos con el sacabocados (ver figura 9).

« Se Henan los pozos con las disoluciones de antigeno o de anticuerpo hasta el
borde superior de los mismos,

« Las cajas se dejan de 2 a 3 dias o temperatura ambiente para permitir la
formacion de los precipitados de los complejos antigeno-anticuerpo.
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Figura 9 Arreglo de los pozos para la técnica de Quchterlony; Ag-=antigeno, los mimeros
indican las diluciones del anticuerpo.



V1. TITULACION DE LOS ANTICUERPOS POR ElA:

Material y equipo:
« Balanza analitica Ohaus Analytical Plus, modelo AP210S.
« Lector de microplacas Behring EL 301, 490 y 630 nm.
+ Agitador de microplacas Cole-Parmer serie 4732, 140-1400 rpm.
« Crondmetro.
+ Microplacas de poliestireno de fondo plano COSTAR.
« Micropipetas: Gilson 0-20ul.; Wheaton 50-200pL; HTL. 200-1000pL.
« Matraces volumétricos.
« Vasos de precipitados.

Reactivos:

« Amortiguador PBS-Tween 20 0.5% (ver anexo 1),

» Amortiguador PBS-Tween 20-BSA (albimina sérica bovina. fraccion V,
SIGMA, producto No. A-4503) 0.5%.

« Amortiguador PBS-Tween 20-BSA 1%.

« Amortiguador de carbonatos 0.01M (pH 9.6): Mezclar 2 partes de disolucion A
(carbonato de sodio 0.2M) con 8 partes de la disolucion B (bicarbonato de sodio
0.2M) y diluir 1:20.

« Amortiguador de citratos 0.IM (pH 4.5): 28mL de disolucion A (dcido citrico
monohidratado 0.1M) + 22mL de disolucion B (citrato de sodio dihidratado
0.1M) + c.b.p. 100mL de H,0.

« o-fenilendiamina (OPD), SIGMA, tabletas de 10mg.

« H;0; al 30%.

« HySO4 IN.

« Disolucion de soya renaturalizada y dinlizada.

» Suero con anticuerpos anti-proteina de soya.

« Suero control (sin anticuerpos anti-proteina de soya).

+ Disolucion de anticuerpo anti-IgG de¢ conejo conjugado con peroxidasa (SIGMA,
producto No. A-0545).

» Disolucion de sustrato: 10 mL de amortiguador de citratos, 10 mg de OPD y 4 pL.
de H,0,. Mantener en la oscuridad.

« Agua destilada v desionizada.

Técnica:
« Se sensibilizaron 2 microplacas con proteina de soya renaturalizada y dializada
(40 ng de proteina en 50 pl. de amortiguador de carbonatos por pozo). Se dejaron
secar al vacio durante toda la noche a temperatura ambiente.
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« Las microplacas se lavaron 3 veces: | vez con PBS-Tween-BSA 0.5% y 2 veces
con PBS-Tween (250 pl. por pozo, agitando 3 minutos con cada amortiguador).

« Se bloquearon las microplacas con 200 pL. de PBS-Tween-BSA 1% por pozo. Se
agitaron durante | b a temperatura ambiente.

+ Se lavaron las placas como se describio anteriormente.

« S¢ hicieron las siguientes diluciones del suero con el anticuerpo anti-soya y del
suero control: 1:100, 1:1000, 1:2000, 1:3000, 1:4000 y 1:10000.

« Se colocaron por triplicado 50 pL de cada dilucion en los pozos y se dqaron
agitando durante | h a temperatura ambiente.

+ Sc lavaron las microplacas como en los casos anteriores.

« Se agregd el anticuerpo conjugado diluido 1:40000 en PBS-Tween (50 pl. por
pozo0) y se dejuron agitando durante | h a temperatura ambiente.

« Se lavaron las microplacas como en los casos anteriores.

+ Se agregaron 50 ul. de ta disolucion del sustrato y se agitaron durante 10
minutos.

+ Se detuvo la reaccion agregando 200 pl. de 4,80, a cada pozo.

« Se leyo la absorbancia 2 490 nin.
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Vil REACTIVIDAD CRUZADA (POR WESTERN-BLOT):

Material y equipo:
« Balanza analitica Ohaus Analytical Plus, modelo AP210S,
+ Balanza granataria.
« Cimara para electroforesis y transterencia BRL, Mini-V §-10.
« Placas de vidrio (grandes y chicas) para electroforesis.
» Separadwies para las placas anteriores,
+ Peine con 10 dientes para electroforesis.
« Sujetadores para las placas de vidrio para las placas de vidrio.
+ Placa de vidrio de 15em por lado (minimo).
« Almohadillas de presion para Ja transferencia.
» Fuente de poder GIBCO, modetlo 250.
« Parrilla magnética Corning, PC-351,
+ Pipetas.
« Micropipeta de 2-20pl..
+ Vasos de precipitado,
+ Matraces Kitasato de 50mL con tapon,
« Manguera para vacio.
« Papel filtro.
+ Membranas de nitrocelulosa Pharmacia, 045um.
+ Tubos Eppendort.
» Baflo de agua.
+ Crondmetro.
» Guantes de litex.

Reactivos:

» Solucion |: Acrilamida 30% (SIGMA, A-8887), Bisacrilamida 0.8% (SIGMA, M-
7256).

« Disotucion 1: Tris-HCL 0.75M pH 8.8, SDS 0.2% (SIGMA, 1.-4509).

« Disolucion ILI: Tris-HCl 0.25M pH 6.8, SDS 0.2%.

« Amortiguador de carga: 0.3g de Tris, dnl de SDS al 2%, 2mL de 2-
mercaptoetanol, 4ml. de glicerol, 40mg de azul de bromofenol y agua destilada
cbp 10mL.

« Amortiguador de corrida (pH 8.3): Tris-HCl 25mM, glicina 192mM (SIGMA, G-
7126), SDS 0.1%.

» Disolucion de azul de Coomassie: azul de Coomassie 0.2%; metanol 50%, icido
acético 7%.

« Disolucian destefirdora: metanol 30%, acido acético 7%.
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« Amortiguador de transferencia (pH 8.3): Tris-base 24.8mM: glicina 192mM;
metanol 10%.

» Disolucidn de agarosa: agarosa [%.

« TEMED (N,N.N’.N’-tetrametiletilendiamina).

« APS: persultato de amonio al 20% (se prepara inmediatamente antes de usarse),
Mallinckrodt, UN1479.

« Estandares de peso molecular para proteinas Dalton-mark VII-L (14000-70000).

« Bufter base (TBS) pHt 7.4: NaC1 0.15mM; Tris S0mM.

« Disolucion de saturacion: Tween 20 0.05% viv (SIGMA, P-1379); BSA 2% en
TBS.

« TBS-NaCl IM: Para 100mL: 5.0g de NaCl y llevar a volumen con TBS.

« Sucro anti-proteina de soya.

« Anticuerpo anti-IgG de conejo conjugado con peraxidasa.

« Disolucion de sustrato, 22ing de d-cloro-F-naftol (SIGMA, C-8890); | ImL de
metanol; 33mL de TBS y 44pl. de 11,0, al 30%.

« Agua destilada y desionizada.

Técnicas:

Preparacion de las muestras:

« Soya total: ver en el anexo I: extracto de proteina total de soya.

+ Soya renaturalizada y dializada: ver en ¢l anexo I extracto de proteina de soya
renaturalizada,

+ Soya renaturalizada: igual que la anterior, pero en lugar de dializar, una vez fria,
la muestra se transfiere cuantitativamente a un matraz aforado de 25ml. y se lleva
a volumen con agua.

+ Cames de puerco, de res y de pavo: se prepara polvo de acetona de cada una de
las carnes (ver anexo X), a los cuales se les trata de la misma forma que a la soya
renaturalizada.

+ Fécula de papa: igual que las cames, pero se pesan 30g en lugar de 20.

« Medir concentracion de proteina de las muestras por el método de Bradford (ver
anexo HI).

Separacidn de las proteinas por electroforesis en geles de poliacrilamida (al 15%):.

« Preparacion del material para la clectroforesis: las placas de vidrio, los
separadores y el peine se Javan, se dejan secar y se limpian con alcohol. Se coloca
una placa grande en una superficie limpia y se colocan los espaciadores. Después
se coloca una placa chica sobre los espaciadores. Se colocan los sujetadores. Se
coloca el peine v se dibuja una marca 0.5em abajo del nivel de los dientes.
Retirar ¢l peine. Con una pipeta Pasteur, colocar una linea recta de disolucion de
agarosa caliente sobre la placa de vidrio de 15cm de ancho. Inmediatamente se



colocan las placas de vidrio ya ensambladas sobre la agarosa. Se deja solidificar
durante 10-15 minutos.

Preparacion del gel separador: En un matraz Kitasato se colocan 5Sml de la
disolucion 1, Sinl. de la disolucion §§ y 10pl. de TEMED. Se desgasifica la
disolucion anterior al vacio. Sc agregan 100plL, de APS. Se agita y se vierte ef gel.
Se agrega agua para que solidifique parejo. Una vez sélido, se tira el agua, se
secan los vidrios, se coloca el peine y se agrega el gel concentrador.

Preparacion del gel concentrador: En un matraz Kitasato se colocan 2.5mi. de
disolucion 1, 7.5mL de disolucion 111, 5.0mL de agua y 10pL de TEMED. Se
desgasifica la disolucion anterior al vacio. Sc agregan 100pl. de APS. Se agita y
se vierte sabre el gel separador. Se deja solidificar. se retira el peine y se colocan
las muestras.

Muestras: Las muestras mencionadas y los estandares de peso molecular se
colocaron en tubos Eppendort (10uL. de cada una) y se les agregaron 10yl de
amortiguador de carga. En el caso de la fécula de papa, se colacaron SOuL de
muestra y se agregaron 10pl de emontiguador de carga. Se colocan los tubos en
un bafto de agua hirviendo durante | mimtto. Se cargan las muestras en el gel.
Corrimiento del gel: se corrio ¢! gel a 105V durante 3 horas en amortiguador de
corrida.

Tincion del gel: se sumerge el gel en la disolucion de azul de Coomassie durante
1 hora. Después se transficre a la disolucion destenidara, ta cual debe cambiarse
varias veces, hasta que se diferencien las bandas de proteinas del gel. NOTA: Si
las proteinas se van a transferir a una membrana de nitrocelulosa no deben tefiirse
con azul de Coomassice, sino sumergirse cn amortiguador de transferencia,

-

.

.
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Transferencia a menbranas de nitrocelutosa:

» Preparacion del gel para la transferencia: Pars cada transferencia se prepara por
adelantado 1.5 1. de amortiguador de transterencia y se manticne a 4°C. El gel
debe sumergirse por lo menas media hora en S0mL. de amortiguador frio.

« Transferencia: Se corta un pedazo de membrana de nitrocelulosa de dimensiones
un poco mayores a las del gel. Se sumerge la membrana en amortiguador de
transferencia hasta que esté completamente himeda. Se cortan dos pedazos de
papel filtro grueso del tamafio de las almohadillas de presion. Se saturan tanto el
pape! filtro como las almohadillas en amortiguador de transferencia. En el soporte
para transferencia se colocan una almohadilla, un pedazo de papel filtro, el gel, la
membrana de nitrocelulosa, otro pedazo de papel filtro y las otras dos
almohadillas. Se ensambla la camara de transferencia y se transfiere a 150V
durante 50 wminutos. Una vez terminada la transferencia, se desechan el buffer y
el papel filtro, la membrana se procesa como se indica a continuacion.



Revetado de las membranas:

« Bloqueo de tus membranas: Sc incuba la membrana en la disolucion de
saturacioén | hora a temperatura ambiente.

+ Anticuerpo: Se incuba la membrana con el anticuerpo anti-soya (diluido 1:3000
en disolucion de saturacion) 2 horas a 37°C o toda la noche a4°C.

« Lavados: Primer lavado: Se agita la membrana durante ocho mimutos en TBS,;
segundo lavado: se agita la membrana ocho minutos en TBS-NaCl; tercer lavado:
igual que el primero.

« Conjugado: Se incuba la membrana con el anticuerpo conjugado (diluido
1:40000 en disolucion de saturacion) durante 2 horas a temperatura ambiente.

+ Lavados: Como los anteriores pero sin el de TBS-NaCl.

+ Revelado: Se incuba la membrana en la disolucion de sustrato durante media
hora a temperatura anbiente.



Viil. EIA POR INHIBICION;

§. Determinacion de la cantidad de antigeno para scosibilizar fos pozos de Ia
microplacay de Ia dilucién def anticuerpo contra proteinas de soya.

Material y equipo:
« Balanza analitica Ohaus Analytical Plus, modelo AP210S.
« Lector de microplacas Behring EL 301,490 y 630 nm.
« Agitador de microplacas Cole-Parmer serie 4732, 140-1400 rpm.
» Cronometro.
« Microplacas de poliestireno de fondo plano COSTAR.
« Micropipetas: Gilson 0-20pL; Wheaton 50-200pL; HTL 200-1000uL.
» Matraces volumétricos.
« Vasos de precipitados.

Reactivos:

« Amortiguador PBS-Tween 20 0.5% (ver anexo 1).

» Amortiguador PBS-Tween 20-BSA (albimina sérica bovina, fraccion V,
SIGMA, producto No. A-4503) 0.5%.

« Amortiguador de carbonatos 0.01M (ver anexo V1),

« Amortiguador de citratos 0.1M (ver anexo VI).

» o-fenilendiamina (OPD), SIGMA, tabletas de 10mg.

. 1‘1202 al 30%.

» H,SO4 IN.

« Disolucion de soya renaturalizada (4 mg de proteina de soya/mL).

» Suero con anticuerpos anti-proteina de soya.

» Disolucion de anticuerpo anti-lgG de conejo conjugado con peroxidasa (SIGMA,
producto No. A-0545).

+ Disolucion de sustrato: 10 mL de amortiguador de citratos, 10 mg de OPD y 4 uL
de H,0;. Mantener en la oscuridad.

« Agua destilada y desionizada.

Técnica:

« Se sensibilizaron 2 microplacas con las siguientes cantidades de proteina de soya
renaturalizada; 200, 100, 50 y 25 ng de proteina (disueltos en SOpL de
amortiguador de carbonatos). Se dejaron secar al vacio durante toda la noche a
temperatura ambicente.

. Las microplacas se lavaron 3 veces con PBS-Tween (2504l por pozo, agitando 3
minutos por cada lavado).
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+ Se bloquearon las microplacas con PBS-Tween-BSA 0.5% (200ul. por pozo)
durante 1 h a temperatura ambiente.

« Se lavaron las placas como se deseribio anteriormente.

« Se hicieron las siguientes diluciones del anticuerpo anti-proteina de soya: 1:100.
1:250, 1:500 y 1:1000.

+ Se colocaron 50 pb. por pozo de cada dilucion en las microplacas segin el
esquema | y se dejaron agitando durante | ha temperatura ambiente.

+ Se lavaron las placas 5 veces con PBS-Tween.

+ Se agrego el anticuerpo conjugado dilnido 1:10000 en PBS-Tween (50 pl. por
pozo) y las placas se agitaron durante 1 h a temperatura ambiente.

» Se hicieron 5 lavados con PBS-Tween.

+ Se agregaron 50 pl de la disolucion del sustrato a cada pozo y las microplacas se
dejaron durante 10 minutos en la oscuridad.

+ Se detuvo la reaccion enzimatica agreganda 200 ul. de H,SO, a cada pozo.

« Se leyo la absorbancia a 490 nm.

| 2 3
A
3]
C
D
I
F
G
i
200 ng de proleina de soya 100 ng de proleina de soya

Esquema 1: Distribucidn de las micraplacas. La d significa diluctin del anticuerpo contra
protefnas de soya. Los pozos con sombreado osciro no fueron sensibilizados, mientras que a los
pozos con sombreado claro no se les puso el anticuerpo conira proteinas de soya. La segunda
placa difiere de la del esquema en que se sensibilizé con 50'y 35 ng de proteina de soyu en lugar
de 200y 100,

2. Determinacion de la concentracion de albimina para el blogqueo,

Material y equipo:
+ Balanza analitica Ohaus Analytical Plus, modelo AP210S.
+ Lector de microplacas Behring EL 301, 490y 630 nm.
» Agitador de microplacas Cole-Parmer serie 4732, 140-1400 rpm.
» Crondmetro, v
+ Microplacas de poliestireno de fondo plano COSTAR.
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+ Micropipetas: Gilson 0-20uL; Wheaton 50-200pl.; HTL 200-1000pL.
+ Matraces volumétricos.
+ Vasos de precipitados.

Reactivos:

« Amortiguador PBS-Tween 20 0.5% (ver ancxo I).

« Amortiguador PBS-Tween 20-BSA (albimina sérica bovina, fraccion V,
SIGMA, producto No. A-4503) 0.5%.

« Amortiguador PBS-Tween 20-BSA 1%.

« Amortiguador PBS-Tween 20-BSA 2%.

+ Amortiguador PBS-Tween 20-BSA 3%.

« Amortiguador de carbonatos 0.01M (ver anexo VI).

« Amortiguador de citratos 0.1M (ver anexo VI).

« o-fenilendiamina (OPD), SIGMA, tabletas de 10mg,

+ H;0, al 30%.

« H,S0; IN.

« Disolucién de soya renaturalizada (4 mg de protefna de soya/ml).

« Suero con unticuerpos anti-protefna de soya.

« Disolucian de anticuerpo anti-IgG de conejo conjugado con peroxidasa (SIGMA,
producto No. A-0545).

« Disolucion de sustrato; 10 mL de amortiguador de citratos, 10 mg de OPDy 4 pl,
de H,0,. Mantener en la oscuridad.

+ Agua destilada y desionizada.

Técnica:

+ Se sensibilizaron 4 microplacas con 100 ng de proteina de soya renaturalizada
disueltos en 50uL de amortiguador de carbonatos. Se dejaron secar al vacfo
durante toda la noche a temperatura ambiente,

« Las microplacas se lavaron 3 veces con PBS-Tween (250pl. por pozo, agitando 3
minutos por cada lavado).

« Se bloguearon dos microplacas con PBS-Tween-BSA 0.5, 1,2 6 3% (200uL por
pozo) durante 1 h a temperatura ambiente (ver esquema 2). A las otras dos
microplacas se les agrego PBS-Tween y también se dejaron 1 hora a temperatura
ambiente.

» Se lavaron las placas como se describio anteriormente.

« Se hicieron las siguientes diluciones del anticuerpo anti-proteina de soya: 1:100,
1:250, 1:500 y 1:1000.

« Se colocaron 50 pL. por pozo de cada dilucion en las 4 microplacas segin el
esquema 2 y se dejaron agitando durante 1 h a temperatura ambiente.

« Se lavaron las placas 5 veces con PBS-Tween.
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» Se agrego ¢l anticuerpo conjugado diluido 1:10000 en PBS-Tween (50 pl. por
pozo) y las placas se agitaron durante 1 h a temperatura ambiente.

+ Se hicieron 3 lavados con PBS-Tween.

« Se agregaron 50 pl. de la disolucion del sustrato a cada pozo y las microplacas se
dejaron durante 10 minutos en fa oscuridad.

+ Se detuva la reaccion enzimdtica agregando 200 pl, de H,SOy4 a cada pozo.

+ Se leyo la absorbancia a 490 nm.

] 2 3 8 9 ] e d
A 2 oo, RAALY
B 1:100
C 1:250
D 1:250
L {:500
F }:300
G 2 1:1000
H 1:3000
Blogtico con BSA 8l 0.5% Bloqueo con BSA al 192

Esquema 2: Distribucion de las micraplacas. la 4 significa dilucidn del anticuerpo contra
protelnas de soya. Los pozos con sombreado osciro no fueron sensibilizados, mientras que a los
pozos con sombreada clara no se les pusa el anticuerpo contra prateinas de soya. La segunda
placa difiere de la del esquema en que se bloqued con soluciones de BSA ol 2 y 3% en tugar de
al 0.5y 1%. Las placas que no fueran blogueaday tienen la misma distribucidn, sala que no se
agregd BSA.

3. Curva patron del EIA por inhibicidn,

Material y equipo:
» Balanza analitica Ohaus Analytical Plus, modelo AP210S.
+ Incubadora F.EL.1S.A,, modelo FE 131,
» Lector de nicroplacas Behring EL 301, 490 y 630 nm.
+ Agitador de inicroplacas Cale-Parmer seric 4732, 140-1400 rpn.
» Crondmetro.
» Microplacas de poliestireno de fondo plano COSTAR.
» Micropipetas: Gitson 0-20pL; Wheaton 50-200gL; HTL 200-1000uL.
+ Tubos de ensaye de 3 mL.
« Matraces volumétricos.
« Vasos de precipitados.
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Reactivos:

« Amortiguador PBS-Tween 20 0.5% (ver anexo 1).

» Amortiguador PBS-Tween 20-BSA (albumina sérica bovina, fraccion V,
SIGMA, producto No. A-4503) 0.5%.

« Amortiguador de carbonatos 0.01M (ver anexo VI)

+ Amortiguador de citratos 0.1M (ver anexo V1).

+ o-fenilendiamina (OPD), SIGMA, tabletas de 10mg.

. HzOg al 30%.

« HS0;4 IN.

+ Disolucion de soya renaturalizada (4 mg de proteina de soya/ml.).

+ Suero control (sin anticuerpos anti-proteina de soya).

+ Suero con anticuerpos anti-proteina de soya.

+ Disolucion de anticuerpo anti-IgG de conejo conjugado con peroxidasa (SIGMA,
producto No. A-(545).

» Disolucion de sustrato: 10 mL de amortiguador de citratos, 10 mg de OPD y 4 uL.
de H,0,. Mantener en la oscuridad.

+ Disolucion de anticuerpo positivo: Se colocan F00pL. de suero con anticuerpos
anti-proteina de soya en un matraz volumétrico de SOmL y se lleva a volumen con
PBS-Tween.

+ Disolucion de anticuerpo negativo: Se colocan 100pl. de suero control en un
matraz volumétrico de S0mL. y se lleva a volumen con PBS-Tween.

« Agua destilada y desionizada.

Técnica:

« Se sensibilizd 1 microplaca con 100 ng de proteina de soya renaturalizada
disueltos en 50uL. de amortiguador de carbonatos. Se dejo secar al vacio durante
toda la noche a temperatura ambiente.

« La microplaca se lavo 3 veces con PBS-Tween (250puL por pozo, agitando 3
minutos por cada Javado).

+ Se bloqued fa microplaca con PBS-Tween-BSA 0.5% (200l por pozo) durante
| h atemperatura ambiente,

+ Se lavo la placa como se describié anteriormente.

« Se diluyo la disolucion de soya renaturalizada de la siguiente forma: se colocaron
750uL en un matraz volumétrico de 10mL y sellevo a volumen con PBS-Tween.

« Curva patron: En una serie de 9 tubos de ensaye se ponen 400pL. de PBS-Tween,
excepto al primer tubo, al cual s¢ agregan 600pL de Ja dilucion anterior (S1). S¢
toman 200uL del primer tubo y se mezclan con el contenido del segundo (S2), de
esta disolucion se toman también 200pl. y se agregan al tercer tubo (S3) y asi
sucesivamente hasta liegar al noveno tubo (89), del cual se desechan 200pL.
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» Controles: Se colocan respectivamente en cuatro tubos de ensaye: Para ¢l control
del sustrato (BS). 800uL de PBS-Tween; para ¢l control del conjugado (BC):
800uL. PBS-Tween; para el control positivo (BP): 400uL. de PBS-Tween +
400ul. de disolucion de anticuerpo positivo, para el control negativo (BN):
400pL de PBS-Tween + 400uL de disolucion de anticuerpo negativo.

+ Se agregaron 400pL de disolucion de anticuerpo positivo a los tubos de la curva
patrén (S1-S9). Se taparon y mezclaron.

« Los tubos de la curva patron y los de los controles se incubaron 30 minutos a
37°C.

+ Se colocaron 50 pl. por pozo de cada dilucion en la microplaca segin ¢l esquema
3 yse agito durante | h a temperatura ambiente.

+ Se lavo la placa 5 veces con PBS-Tween.

+ Se agrego el anticuerpo conjugado diluido 1:10000 en PBS-Tween (50 pl. por
pozo) y las placas se agitaron durante 1 h a temperatura ambiente. BS no lleva
conjugado.

« Se hicieron § lavados con PBS-Tween.

« Se agregaron 50 pL de la disolucion del sustrato a cada pozo y la microplaca se
dejo durante 10 minutos en la oscuridad,

« Se detuvo la reaccion enzimitica agregando 200 ul. de H, SOy a cada pozo.

+ Se leyd la absorbancia a 490 nm.

1 2 3 4 5
A BS S1 Sl SI S8
B BS S2 S2 82 S8
C BS 83 S3 S3 S8
D BC 54 S4 54 89
E BC S5 85 S5 89
F BC 56 56 S6 S9
G BP S7 M S7 BN
H BP BP BN BN BN

Esquema 3: Distribuciin de la microplaca.
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IX. ELAHORACIQN DE SALCHICHAS CON CONCENTRACION CONOCIDA
DE PROTEINA DE SOYA:

Material y equipo:
+ Balanza granataria.
« Picadora (“cutter™).
» Termometro.
» Olfa para cocer las salchichas.
+ Cranometro.
» Embutidora.
« Tripa artificial para embutir las salchichas.

Formulaciones;

Para las salchichas sin soya:
« 50g de carne magra de res.
+ 13g de grasa de cerdo.
« 25 de hiclo picado.
+ 7g de fécula de papa.
+ 2.5 gde sal.
« 1g de consomé de pollo.
+ 0.8g de cebolla en polvo.
+ 0.4g de fosfato de sodio.
» 0.6g de pimienta negra molida.
« 0.1g de glutamato monosddico.
+ 0.1g de eritorbato de sadio.
» 0.4g de sal de cura.
+ Agua.

Para las safchichas con soya:

« Tipo 1: Igual que para las salchichas sin soya, pero sustituyendo 1g de came de
res por la misma cantidad de aislado de soya.

» Tipo 2: Igual que para las salchichas sin soya, pero sustituyendo 2g de came de
res por fa misma cantidad de aislado de soya.

« Tipo 3: lgual que para las salchichas sin soya, pero sustituyendo 3g de came de
res por la misma cantidad de aislado de soya.

. Tipo 3: lgual que para las salchichas sin soya, pero sustituyendo 5g de came de
res por la misma cantidad de aislado de soya.

« Tipo 10: Igual que para las salchichas sin soya. pero sustituyendo 10g de carne de
res por fa imisma cantidad de aistado de soya.

A]



Preparacidn:

» Se colocan en la picadora la carne de res, el aislada de soya, lo tercera parte del
hiclo, la sal de cura y la sal. Se pican 7 minutos, manteniendo la temperatura
menor a 7°C.

+ Con la picadora funcionando se incorpora la grasa. Se pica otros 3 minutos.

» Sin dejar de picar se adiciona otra tercera parte del hielo. A los 30 segundos s¢
aftade la fécula de papa y s deja 2 minutos.

» Sin dejar de picar se adicionan las especias y condimentos y s¢ mezelan | minuto.

+ Finalmente se anaden ¢l ultimo tercio del hielo y el fosfato. Se continua ¢l picado
durante 2 minutos.

+ Se embute la pasta en la tripa remojada en agua.

« Las salchichas se colocan en una olla para su cocimiento en agua a 72°C durante
20 minutos.

+ Colocar en un recipiente con agua y hiclo para formar la costra.
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X. PREPARACION DEL POLVO DE ACETONA DE SALCHICHA':

Material y equipo:
« Balanza analitica Ohaus Analytical Plus, modelo AP210S.
« Homogenizador.
+ Mortero.
+ Embudos.
+ Papel filtro.
» Matraces Erlenmeyer de 250 mL con tapon de rosca.
+ Espatula.

Reactivos:
+ Cloroformo-metanol: 2+| v/v.
« Etanol-agua (acidificado): 80+20 v/v, acidificado con 2 gotas de HCI/L.
+ Acetona.

Técnica:

+ Pesar 20 g de salchicha.

« Macerar con 100 mL. de cloroformo-metanol.

« Filtrar el residuo.

« Repetir los dos pasos anteriores dos veces mas.

+ Repetir los tres pasos anteriores: la primera vez con etanol acidificado y la
segunda con acetona.

» Dejar secar al airc toda la noche.

« Moler en un mortero.
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XL APLICACION DEL EIA POR INHIBICION A SALCHICHAS CON
CONCENTRACION CONOCIDA DE PROTEINA DE SOVA:

Material y equipo:
» Balanza analitica Ohaus Analytical Plus, modelo AP2108S.
« | espatula.
» Vasos de precipitados.
+ Matraces volumétricos de 25 mL.
« Tubos de ensayo de 3 mL.
+ Tubos de ensayo graduados de 10 mk. con tapon.
» Incubadora F.E.L1.S.A,, modelo FE 131.
+ Lector de microplacas Behring EL 301, 490 y 630 nm.
« Agitador de microplacas Cole-Parmer seric 4732, 140-1400 rpm.
» Crondmetro.
» Micraplacas de poliestireno de fondo plano COSTAR.
« Micropipetas: Gilson 0-20pL; Wheaton 50-200pL., HTL 200-1000pL..

Reactivos:

« Amortiguador Tris-HCl (ver anexo 1),

« Urea.

» 2-mercaptoetanol.

« Agua destilada y desionizada.

« Amortigundor PBS-Tween 20 0.5% (ver anexo 1),

« Amortiguador PBS-Tween 20-BSA (albimina sérica bovina, fraccion V,
SIGMA, producto No. A-4503) 0.5%.

« Amortiguador de carbonatos 0.01M (ver anexo VI).

« Amortiguador de citratos 0.1M (ver anexo VI).

» o-fenilendiamina (OPD), SIGMA, tabletas de 10mg,

« H;0, al 30%.

» ;80,4 IN.

« Disolucion de soya renaturalizada (4 mg de proteina de soya/mL).

» Polvos de acetona de salchicha.

» Suero control (sin anticuerpos anti-proteina de sova).

» Suero con anticuerpos anti-proteina de soya.

« Disolucion de anticuerpo anti-igG de conejo conjugado con peroxidasa {SIGMA,
producto No. A-0545).

« Disolucion de sustrato: 10 ml. de amortiguador de citratos, 10 mg de OPD y 4 uL
de H,0,. Mantener en la oscuridad.

« Disolucion de anticuerpo positivo: Se colocan 100pl. de suero con anticuerpos
anti-proteina de soya en un matraz volumétrico de 50mL y se lleva a volumen con
PBS-Tween.
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» Disolucion de anticuerpo negativo: Se colocan 100uL de suero control en un
matraz volumétrico de 50mL y se Heva a volumen con PBS-Tween,

Téenica:

o Se peso una cantidad de cada muestra de polvo de acetona de salchicha que
correspondiera a 95-105mg de proteina, en tubos de ensayo de 10mL con tapan.

+ A cada tubo se agregaron 2ml de amortiguador Tris-HCI, 6g de urea, 2ml. de
agua destilada, 200pL de 2-mercaptoetanol y agua destilada hasta 10mL.

« Los tubos se taparan y agitaron. Cuando fue necesario, se completo ¢l volumen a
10 mL con agua.

+ Los tubos se calentaron en hafo de agua hirviendo durante 601 min, cuidando
que quedaran sumergidos mas alld del nivel de los 10 mL.

+ Se dejaron enfriar a temperatura ambiente (alrededor de 5 minutos).

« El contenido de los tubos se transfirio cuantitativamente a matraces volumétricos
de 25mL y se llevo a volumen con agua.

» Almacenar a 2-8°C.

+ Se sensibilizo I microplaca con 100 ng de proteina de soya renaturalizada
disueltos en 50l de amortiguador de earbonatos. Se dejo secar al vacio durante
toda la noche a temperatura ambiente.

« La microplaca se lavo 3 veces con PBS-Tween (250pL por pozo, agitando 3
minutos por cada lavado).

+ Se bloqueo la microplaca con PBS-Tween-BSA 0.5% (200puL. por pozo) durante
1 h a temperatura ambiente.

+ Se lavo la placa como se describid anteriormente.

+ Se diluya Ia disolucion de soya renaturalizada de la siguiente forma: se colocaron
750uL en un matraz volumétrico de 10mL y se llevo a volumen con PBS-Tween.

+ Curva patron: en una serie de 9 tubos de ensaye se ponen 400pL de PBS-Tween,
excepto al primer tubo, al cual se agregan 600pL. de la dilucion anterior (S1). Se
toman 200uL del primer tubo y se mezclan con el contenido del segundo (S2), de
esta disolucion se toman también 200uL y se agregan al tercer tubo (S3) y asi
sucesivamente hasta llegar al noveno tubo (89), del cual se desechan 200uL.

+ Dilucion de las muestras: se hizo como en los dos pasos anteriores para la
disolucion de soya renaturalizada; pero para la muestra de salchicha sin soya se
hicieron las diluciones hasta 83; para las salchichas tipo 1 y 2 hnsta S4 y para las
tipo 5y 10 hasta S5.

» Controles: se colocan respectivamente en cuatro tubos de ensaye: para el control
del sustrato (BS): 800uL de PBS-Tween; para el control de! conjugado (BC):
800uL PBS-Tween; para el control positivo (BP): 400ul de PBS-Tween +
400pL de disolucton de anticuerpo positivo; para el control negativo (BN):
400pL de PBS-Tween + 400pl. de disolucion de anticuerpo negativo.
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+ Se agregaron 400pL de disolucién de anticuerpo positivo a los tubos de la curva
patrdn (S1-S9) y de lus muestras. Se taparon y mezclaron.

« Los tubos de la curva patrdn, de las muestras y de los controles se incubaron 30
minutos a 37°C.

« Se colocaron 50 pL por pozo de cada ditucidn en ta microplaca segin el esquema
4 y se agitd durante | h a temperatura ambiente,

+ Se lavo la placa 5 veces con PBS-Twecen.

+ Se agrego el anticuerpo conjugado dituido 1:10000 en PBS-Tween (50 pl. por
pozo) y las placas se agitaron durante | h a temperatura ambiente. BS no lleva
conjugado.

+ Se hicieron 5 lavados con PBS-Tween.

+ Se agregaron 50 pL de la disolucion det sustrato a cada pozo y la microplaca se
dejo durante 10 minutos en la oscuridad.

+ Se detuvo la reaceion enzimdtica agregando 200 pl. de H,SO4 a cada pozo.

« Se leyd [a absorbancia a 490 nm.

] 2 3 4 5 6 7 8 9 10
BS | SI Si Si S 1 01 ] 124221 53 |103
BS [ 82 S2 | 82 { S8 | O § 12 22| 53 (103
BS | S3 S3 |} S3 | S§ | 01 j 1-3 423 | 54 |104
BC | S4 S4 | S4 | 89 0213123 | 54 104

BC | S5 | S5 | S5 | S9 | 02 | I-3 ! 23 | 54 |104
BC | S6 { S6 | S6 | 89 | 02 | 14 24 | 5-5 | 10-5
BP | S7 | S7 | 87 | BN | 03 | 14 | 24 | 5-5 | 10-5
BP } BP | BN } BN | BN } 03 | 14 | 24 | 5-5 | 10-5

=|OmmTIOIT| >

Esquema 4: Distribucidn de la microplaca. 88S: control del sustrato; BC: control del conjugado;
BP: control positivo; BN: control negativo; S1-89: diluciones de la curva patrén. El primer
mimero de la clave para lus muestras (columnas 6-10) indica el tipo de salehicha (0: xin soya;
1:tipo 1; ete) y el segundo fa dilucion.
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XII. CALCULOS PARA OBTENER LA CONCENTRACION DE PROTEINA DE
SOYA EN LAS MUESTRAS:

Para este cjemplo se tomaron los datos de absorbancia (ver tabla 18) obtenidos
para una placa en {a que se incluyeron la curva patron y los extractos de las salchichas sin
soya y del tipo 1.

Muestra | 2 3 4 Media
BS 0.037 0.044 0.043 0.041
BC 0.043 0.042 0.044 0.043
Bp 1.302 1.321 1.341 1.321
BN 0.082 0.099 0.088 0.105 0.094
Si 0.102 0.099 0.10% 0.101
S2 0.132 0.125 0.127 0.128
S3 0.171 0.156 0.160 0.162
S4 0.229 0.226 0.269 0.241
S5 0.344 0.346 0.352 0.347
S6 0.581 0.553 0.590 0.575
S7 0.866 0.852 0.865 0.861
S8 1.114 1,090 1.094 1.099
S9 1.222 1.211 1.270 1.234
0-1 0.79 0.825 0.808
0-2 1.019 1.00} 1.010
0-3 1115 1.135 1.160 1.122 1.133
1-] 0.154 0.156 0.155
1-2 0.235 0212 0.224
1-3 0.396 0.404 0.395 0.368 0.391

Tabla 18 Absorbuncias (a 490nm) obtenidus en la determinacion de proteina de soya mediante
un EIA por inhibicion, BS: control del sustrato; BC: control del conjugado; BP: control
positivo; BN: control negativo; S1-89: diluciones de la curva patrin. El primer mimero de la
clave para las muestras (columnas 6-10) indica el tipo de salchicha (0: sin soya; 1: tipo 1; ete.)
y el segundo la dilucion.

La curva patron se grafica en forma semilogaritmica (ver figura 10) y con {os datos
que conforman la parte recta (en este caso {as diluciones S5 a S8, ver figura 10) se hace
un analisis de regresion fineal (ver tabla 19).
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Figura 10 Curvu patrén del EIA por inhibicion.

| Prot. de soya (ug/mL) log (prot. de soys) A (490nm) Regresion lineal
3.7037 0.568636 0.347 r=-0.99907
1.2346 0.091515 0.575 m=-0.5328
04115 -0.385605 0.861 ord = 0.6422
0.1372 -0.862728 1.099

Tabla 19 Datos de regresion lineal de la curva patrin del EIA por inhibicidn.
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Las absorbancias medias de las muestras que queden dentro de la parte recta de la
curva patron se transforman a concentracion de proteina de soya con los datos de
regresion lincal. En este caso solamente las muestras 0-1 y 1-3 dieron absorbancias dentro
del rango indicado. La muestra 0-1 tuvo una absorbancia media de 0.808, lo cual equivale
a 0.4896pg/mL de proteina de soya. En cambio la muestra 1-3 contenia 2.964jtg/mL.

Se calculan las concentraciones de proteina en las disoluciones renaturalizadas
tomando en cuenta las diluciones hechas a cada muestra (ver anexo XI); en ¢l caso de la
salchicha sin soya es de 163.2ug de proteina de soya y en el de la salchicha tipo 1 es de
8892ug. Tomando en cuenta la cantidad de polvo de acetona que se pesd para preparar
cada disolucion y el contenido de proteina total, se calcula el porcentaje de proteina de
soya respecto a la proteina total: para la salchicha sin soya es de 0.17% y para la salchicha
tipo I esde 9.12%.



XHL GLOSARIO:

- Aislada de saya: las proteinas de soya mds refinadas que existen en el mercado, se
caracterizan por un contenido de proteina minimo del 90% en base seca.

~ Anticuerpos (o inmunoglobulinas): proteinas producidas en la respuesta inmune
humoral por las células plasmaticas (linfocitos B activados), reaccionan
especificamente con los epitopes.

~ Antigenos: del inglés antigen (antibody generator), macromoléculas capaces de
provocar una respuesta inmune; la mayoria son proteinas, péptidos y polisacdridos.

~ Concentrado de soya: derivado de la soya que contiene un minimo de 70% de
proteina en base seca.

~ Detectabilidad: capacidad para detectar cantidades pequefas.

~ Epitape (o determinante antigénica): porcion de un antigeno involucrada en la
interaccion antigeno-anticuerpa, son regiones pequeas (de 5 a 7 aminodcidos).

~ Hapteno: molécula que reacciona con anticucrpos pero no s capaz de estimular Ja
produccién de los mismos.

~ Inmunogenicidad: capacidad de estimular la produccién de anticuerpos especificos,

~ Sensibilidad: capacidad de respuesta a pequefios cambios de concentracion.
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