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VALIDACION DEL METODO DE INMUNODIFUSION RADIAL (IDR)
PARA DETERMINAR PROTEINA DE SOYA COMD ADULTERANTE EN SALCHICHA.

OBJETIVOS =
Objetivo general :

Estandarizar una técnica analitica, reproducible y confiable

para poder cuantificar la cantidad de soya presente en salchicha.

Objetivas particulares @
Obtener la fraccion termoestable (FTE) de las proteinas de
la harina de soya y utilizarla para inocular conejos y

qenerar asi un suerc anti-fraccién termoestable.

Evaluar el suere anti-fraccién termoestable y foderlo
utilizar para la identificacion de soya por el método de

Inmunodifusién radial.

Determinar 1la sensibilidad, especificidad y comprobar 1la

precisidn y exactitud de la técnica antes mencicnada.

Elaborar una tabla patrédn donde sa represente la



concentracion de soya presente en base a los resuyltados obtenidos

en la prueba.

Recomendar la técnica que por sus caracteristicas
cuantitativas, econdmicas vy de facil aplicacidn se seleccione

para su uso continuo en diferentes laboratorios de analisis.



1.— Introducciéan

Se  ha hablado mucho estos Gltimos afios acerca de alimentos
cdrnicos sanos e higiénicos debido a que la elaboracion de
estos productos y su comercialiracidn constituven actualmente
empresas sumamente competitivas. Sin embarqo la posibilidad de
adulteracion tanto accidental como provocada existe desde el
momento en el que el animal ingresa en un lote de enqorda, hasta
su’ empaque para el uso del consumidor. Esto crea la necesidad de

un programa de control continuo (18).

El -grado de adulteracién mas alto es en 1los productos
carnicas que reciben el nombre de " embutidos ": el cual se
define como el producto de carne de res, cerdo o ambas que picada

7 y aderezada se coloca en el interior de una tripa natural o
sintética y que posteriormente recibe un tratamiento que

determina sus caracteristicas (13).

Los embutidos se pueden clasificar en 3 grandes qrupos de
acuerdo a su tratamiento : Embutidos crudos madurados, embutidos

cocidos y embutidos escaldados (13).

La industria de la carne dispone de una gran variedad de
productos no cArnicos entre 1os cuales se eligen 1los mas
convenientes para incorporarlos a los embutidos., estos pusden ser
en su mayoria: agua, cereales, grasas, leches descremadas en
polvo, etc., con propiedades de H relleno, ligantes,

estabilizantes o emulsificantes (21).



Estos se le agreqan a la formulacién hisica derla carne por

razones diversas como lo son :

- para
- Para mejorar las caracteristicas.del corte
~ para meijorar el sabor.

- para reducir los costos de f

un

fraude al consumidor 'y es obJetaEie pr

religién y posiblemente de salud (21).

Dentre de 1los productos no cArnicos el mds usado en.’ los
embutidos es la soya, conocido como 2] dnico ligaﬁte dé cfigen
vagetal. Este producto se utiliza como aﬁitivu par su altao
contenido proteico y por su elevado contenido en aminodcidos

particularmente lisina, leucina e isoleucina (28),

La seya se puede utilizar en diferentes presentaciones como
harina de soya texturizada, proteina texturicada. concentrado de
proteina y fibras separadas de las protelnas de sova. En donde
cada una imparte sequn sus condiciones especificas

caracteristicas determinadas (21).

Cuando se afade aisladamente alqun derivado de saya a
determinado ptroducto carnico se permite hasta un 2 %, si es mayor
esa concentracion el producto debhera llevar una etiqueta con.la-

leyenda " imitacidn " (2%1).



Dentro. de. los - embutidos _escaldadns‘ sea encuentra 1a
salchicha, 1la cual iieva un proceso térmico llamado escalde, para
que adguiera su con;istencia Faracteristica. A éste tambidn se le
conoce . coma Emulsiﬂn‘porque en ellos se mezcla el agua, la grasa
Yy las proteinas, elementos que generalmente no se pueden combipar
para dar lugar a un producto homogéneo. Es precisamente en esta
etapa de emulsionado en donde pueden ser adulterados facilmente
por la adiciédn de soya y almidones. For esta racén se validara un
método analitico para determinar la concentracion de soya en
salchicha y se estructurard el método para poder tener un USH
posterior en el andlisis de salchicha para as! clasificarla

caomo producto posiblemente adulterado .
Este método es :

El método de Inmunodifusidn radial el cual se basa en
reacciones antigeno-—-anticuerpo en condiciones estandarizadas, en
donde reaccionara un suera inmune creado contra las fracciones
termoestables (FTE) de 1la proteina de harina de soya. Los
productos que contengan proteina de soya formardan un  halo de
precipitacion cuyo diametro sera directamente proporcional a la
concentracison de globulinas termoestables segun la cantidad de

proteinas de soya presente (4).



2.- Generalidades de la soya.

2.1 Historia.

La soya se origind en Asia, especificamente en el centro de
Vavilov ( China ) hace aproximadamente 5000 afos, y desde
entonees ha sido parte esencial en la alimentacién de los pusbles

orientales (&),

En 1712 la soya se introdujo en el hemisferio occidental por
Engelbert Kaempfer, y fué hasta el aMo de 1804 cuando se llevo a
los Estados Unidos de Norteameérica, en donde actualmente este
pals es el mayor productor de‘scya y uno de los paises que mayar

utilidad le ests dando a esta oleaninasa (&4).

LA soya se introdujo por primera ve: en Méxiceo en el afo de
1911 y solo se destind a la experimentaciédn. En un principio se
pensdd que podia sustituir al frijol, sin embaraso PpPor las
desventajas encontradas en : sabor, dificultad de coccion, y

principalmente la falta de costumbre, ésto fud imposible.

Tras prolongada investigacién y experimentacién, se lograron
evidencias sobrea las multiples ventajas de la soya v los métodos

mas adecuados sabre el cultivo de la misma.

Después de encontrar las variedades que se adaptaran mejor
al clima y el suelo del pais, ademds de estudiar el
aprovechamiento integral del! arano, se loard en 1958 introducir

en forma comercial el cultivo de la soya en el estado de Sonora,



difundi¢ndose posteriormente a otras reqiones del pals (6).

Actualmente la soya se cultiva en una gran extension de
Estados Unidos de América ( mas de 146 millones de Ha.) acupando
une de los primeros lugares en los cultivos de ease pats. En
Estados Unidos se produce el &7 % de la producciédn mundial de
Soya, Siguiéndole en importancia China con mas de 14 aillones de
Ha. de cultivo y aproximadamente el 25 % de la produccitn
mundial, Rusia con mas de BSO mil Ha., Indonesia con mas de &50
mil Ha., y otros poductores menores comoc Corea del Sur, Canada, y
Paraguay, en México aunque la soysa es considerada como uno de los
14 cultivos bdsicos, su participacidn en la agricul tura nacional

representa un bajo parcentaje (30},

2.2 Descripciotn botanica.

El nombre botinico de la =oya es Glicine may « vy &5 una
planta anual de primavera-verano, cuyo cielo vegstative oscila
entre I y 7 meses. Su desarrollo puede variar desde 40
centimetiros hasta 1.50 metros segdn la variedad y condiciones de

cultivo.

t.a soyva pertenece a la familia de las lequminosas, tiene

cansistencia herbacea y tallos rigidos y erectos (20),

Existen mAs de 3000 variedades de soya. 1as cuales pueden
adaptarse a diversas tipos de tierra v de climas, pero se

desarrollan optimamente en regiones calidas y tropicales. Esta



planta se adapta & una gran variedad de latitudes que van desde
0 a 38 grados, los mejores rendimientos de la cosecha se obtienen

a menns de 1000 metros de altura (&),

Semilla.

Es de forma eliptica o redondeada, su color cambia seguan la
variedad, puede ser amarilla, verde, café o nefra, pero también
puade ser de dos colores, Aeneralmente amarillas o verdes con
tonos pardos extendidos en la parte de abajo v a cada ladao del
hilo o cicatrir de la semilla. En condiciones adecuaaés de
humedad y temperatura ( aproximadamente 3I5°C ) la semilla germina

rapidamente.
Raiz.

La ratz de la planta puede alcanzar una profundidad hasta de
3 metros, la soya obtiene su requerimiento de nitrageno del aire,

a través de la bacteria nitrificante Rhizagbium japonicum que

es especlfica para esta planta. Este micreorganismo provoca la
formacidn de nadulos en 1a raiz por medio de los cuales se

realiza el proceso de nitrificacidn.
Tallo.

La longuitud del tallo varia de ©0.60 a 1.20 metros,
los tallos son lefosos y se encuentran recubiertos de unapelusa

Qris o marran,



Hojas.

La soya tiene hojas alternas trifoliadas, con los folioclos
oval-lanceolados y el peciolo acanalado en su parte superior, son
en si{ hojas gruesas, con  pubescencia gris. o .marrén ¥y
posteriormente se vuelven las hojas amarillas y caeﬁ éuandn la
vaina madura. .

" Flor.

La planta de 1a {Dya Prééenta ’ géan‘ cantidad dé
flores, estas se presentan en lﬁflurecen:ias racemosas muy
pequefias de calor purpura o blanquesino, teniendo 1las
caracteriaticas tipicas del genero, los estambres s0n

generalmente monoadelfos.
Fruto.

=38 fruto estd constituido por las wvainas, empieza su
formacion de 10 a 14 dias después de la floracidn, Las vainas

contienen de dos a tres semillas (32).

2.3 Composicién Bramatoldgica.

El - frijol de soya posee el mayor contenido proteico . entre

los wvegetales, alrededor de un 40 % en base seca, contiene un

‘ alto contenido de lipidos, alrededor .de un 20 7%, encontriandose
prependerantemente Acido linoleico, 4Acido linolénico y oleico.
Posee un 25 % de carbohidratos, entre los cuales estd el almiddn,

sacarosa, galactosa, pentasa, rafinosa, vy otros no digeribles que



ocasionan praoblemas en la digestion., -

Posee una buena cantidad de minerales  coma :.- fésfaro,
. g N R
fierro, maghesio vy calcio, entre las vitaminas preéenees se .

encuentran las del complejo B, E y K (17).

Se ha demostrado que la sova tratada téermicamente es.: mejor
Porque asi se destruyen factaores anti-nutricionales presente . en
ella, aunque un sobre calentamiento presenta pérdida de

aminoacidos disminuyendo su valor proteico (23).

Una de las mayores objeciones a la aceptacidn de la soya es
su  acendrado sabor a frijol producida por una gran cantidad da
compuestos voldtiles y no volaéiles.cnmc compuestos carbonilicos,
ésteres, Acidos carboxilicos, acidos fendlicos. alqunas aminas y
aleoholes,siendo responsable de la produccidn de estos compuestos

quimicos la enzima lipoxigenasa (5).

2.%.1 Proteinas de la sova

Las proteinas de sova constituyen una compleja mezcla de
companentes, generalmente dividida en dos categorias : las de
reserva y las protelnas biolonicamente activas. Las proteinas de
reserva est4n localizadas en particulas intra-celulares de los
cotiledones Ilamadas cuerpas proteicos. Las prutglnas
biologicamente activas, incluyen numerosas enximas asfi co;a otras
proteinas con actividad bioldgica especifica ( inhibidores de

proteasas vy hemaglutininas ) (337).



Aminoacido " “Harina de ‘soya Harina dg;trign _ 7Prn£eina

desengrasada - de’ huevo
Isoleucina 11%
Leucina : | 3:2 i

Lisina
“Fehilalanina
Tirosina

Aa. Aromaticas

Cistelna P
Metionxna

Aa. ‘Azufrados

Treonina *

Tr‘ip‘tnf‘énb .

valina S 12 i

- Fuente . Smith and Circle, 1978 (6).f’

Tabla 1. Valores de aminoacidos presentes
.mg.. de aa. /. gramo -materiall

12



electroforesis,

CElCanalisis

filtracion® seelectrizas v patran. tipico de

uitraceﬁtfifuéa:xb racéinﬁéé designadas - :

s ‘sedimentacion (16).

en:base & sus’coeficientes. d

’Frac;ianiZSJ'

En- ‘esta  fraccidn se encuéntrg; el ‘citocromo €, una
alobulina llamada conglicina, la cual posee actividad inhibitoria
de “tripsina y a elia se deben los problemas nutricionales de los

alimentos elaborados a partir de proteina de sova (14).

- Fraccion 7s.

La fraccion 7s consiste en cuatro proteinas diferentes,
hemaglutinina, lipoxigenasa, beta-amilasa v un campanentevllamado
globulina 7s. esta fraccidn constituye un tercio del total de

las protelnas de soya (16).
~ Fraccien tls.

Es la fraccién quizd mds importante de la soya constituye un
tercio del total de las proteinas del grano. Contiene grandes
cantidades de Acido glutdmico y aspaArtico, asi como tambiédn
contiene proparciones de histidina, metionina. cisteina,

tiraosina y triptofanoc (1&).
- Fraccian 15s.

Esta fraccidn ha sido imposible aislarla por métodos

fisicoquimicos, s&lo se ha podide aislar por métodos



inmunoquimicos y se ha llegado a la conclusién que la fraccion
15s también llamada conglicinina resulta de una polimerizacian de

la fraccidn 75 (1&).

~Efectos del calor :

Los alimentos son siempre calentados durante el progeso o en
la preparacidn de la comida, coansecuentemente las proteinas de
soya usadas como ingrediente en estos alimentos se exponen a
degradaciones por tratamientos térmicos. De estas degradaciones
&8 conoce muy poco, se dice que afecta a nivel molecular y se
manifiesta como una pérdida de solubilidad, en donde la presencia
a ausencia de grasa no afecta la solubilidad de estas

pratetnas (22).

Tras diversos estudios se demostrd en 1937 la existencia de
una fraccidn de las proteinas de soya que conserva su estructura
atn después de un tratamiento térmico ( 121 C )}, a la cual se le

ha denominado fraccion termoestable de las proteinas de soya (22)

Se encuentran tres fracciones que se distinquen en el
aislamiento térmico de'las proteinas de sova, la primera denomi-
nada caseina (no estd relacionada con la caseina de la leche) es
extrajida con una solucidn alcalina de pH 2, y comprende el 9¢ %
total de proteinas, el segundo componente lo 1lamaron caseina
insoluble y el tercero lo llamaron albamina. ( independiente a la

albumina de huevo ) (22).

14



é.3-2 Acidos grasos de la sovya,

Las grasas son sustancias biolégicas insolubles en agua, Yy

son una fuente concentrada de energia para el organisma.

En lo que se refiere a la soya, este Arano contiene un 20 %
de grasa, se extrae en forma de aceite, cuyo contenido de grasas
saturadas es bajo en comparacidn a la de la grasa animal. El
aceite de soya se destaca por su alte contenido de Acido
linoleica, que es un acido esencial para el crecimiento y et
mantenimiento del cuerpo humano. El aceite de sova tiene tanto
aplicaciones en la industria de alimentos como en la industria
m%nufacturera. S5u utilizaciot es en grandes campos, para la
elaboracion de aceites vegetales mixtos, margarinas, mayonesas,
aderesos, asi ‘:nmu para la fabricagién de tintas . pinturas y

para el control del polvo en silos de granos.

Aproximadamente del 1.5 al 2.5 % de la grasa presente en  la
soya se encuentra en forma de lecitina, la cual es un fosfonlipido
que se separa del aceite de soya a través de un proceso de
desgomado este compuesto esta formado por dos  fosfolipidos
conocidos como : Colina e Inositol. La lecitina de sova tiene un
alto valor comercial y es utitizada en 1a industria como
emulsificante, asi{ como tambidn es utilizada =n 1la 1Qdu5tria

fapmacetitica por tener ciertas propladades curativas,

Otroe compuesto de interés en la grasa de la sova, son ‘laos
tacoferoles, que se encuentrran en muy penueffas captidades

(0.15 - 0.21%), los cuales actlian como antioxidantes naturales y

135



tienen las funciones de la vitamina E, es decir inhiben la
oxidacién de los Acidos graseos polinsaturados, y asi mismo
retardan la aparicién de la rancidex en aceites comestibles, o en

alimentos con alto contenido de grasa (&).

2.3.3 Hidratos de carbona, vitaminas y minerales de la sova.
Los principales azucares en el frijol de soya maduroc son @
La sacarosa como disacarido, la rafinosa como trisacarido y la
estaquiosa como un tetrasacArido, un dato importante es mencionar
que el frijol de sova nho contiene almiddn, un polisacarido que

comunmente se encuentra en las leguminosas

Par otro lado la soya también contiene diferentes cantidades
de vitaminas y minerales, dependiendos de su estado de
madurez, aunque en general !a sgya no es alimento rica en

estos nutrimentos (6).

16



VITAMINAS

“{.DIFERENTES PRODUCTOS DE SOYA
1.7 Germinadas

Harina Queso Leche

. Txémiﬁaf
Béta—éa;atenu,

’ Ribufl;yinérr
Niacina .
Ac.PantnteniEa
Piridoxina
Ac.Félico
Incsitol
Colina

Ac. Ascérbico

MINERALES
Calcio  (%)° 0.16-0:47
Fésfaro (%) 0.42~0.82
Magnesia (%) 0.22-0.24
Zinc (mg/kg) 37

Hierro (mg/kg) 90 -~ 1S5S0
Manganeso (mg/kg) 32

Cobre {mg/kg) 12

Q.40

100

1.1-1.5. - 0.39 0.08

T 0.75

“av4z-0.64 <. 0.80 076

0.60 7 " 0,821 10,15
110°2°160 T 105 &8

Fuente Smith and Circle, 1978 (4).

Tabla 2.

Vitaminas y minerales en productos de soya.



2.4 Darivados de la soya y uses.

En el mercado se encuentran varias presentaciones comerciales
de derivados de soya, que s& pueden clasificar de acuerdo a su

utilidad en 2
AY Uso industrial

B} Uso alimenticio ——————e——mmaeo > a) uso animal
- b) uso humano

Cada uno de estos productos tiene ciertas caracteristicas y
propiedades funcionales que los hacen adecuados para utilizarse

en la elaboracidn de diferentes productos (2).

A? Uso industrial: A partir del aceite de sova se obtienen
mediante pracesos de extraccidn: jabones, linolens, esmaltes y
lacas entre otros. A partir de la harina se puede obtener:

plaéti:as, pegamentos, pinturas, etc.

B) Uso alimenticio:

a) Animal: Los animales pueden consumir el follaje de 1ta
planta de soya, ta pasta o torta la cual es residuo de la
extraccion do aceite de soya.

b) Humano: La soya constituye una fuente muy nutritiva para
el ser humano, por ella se busca introducirla dentro de la dieta
diaria, . elaborando asi: pah, pastas, harinas, leches, aceites,

etc. ().

18



2.4.1. Derivados de soya en piroductos carnicos

En la elaboracidn de productos carnicos los derivades de
saya mas utilizados son: hojuelas desengrasadas de saoya, harina y
sémola de soya, concentrados de praoteina de soya, aislados de

proteina de sova y fibras texturizadas.

1.~ Hojuelac desengrasadas de soya :

Para obtener las hojuelas de saoya, el Arano se limpia,
tritura y descascarilla. Las particulas de frijol se ablandan
calentandolas con  vapor ajustando humedad para asi obtener
hojuelas laminadas, las cuales se pasan por un disoclvente
genetralmente hexano para extraer el aceite, obteniendose asi una
torta o residuo con un contenido de proteina del 507 de donde se

e@laboran la mayoria de los derivados de soya.

Para eliminar el disolvente se procede a aplicar un
tratamiento térmico con vapor sobre las hojuelas desengrasadas,
en donde dependiendo de la temperatura, humedad vy tiempo se
obtendrdan tres clases de hoiuelas blancas, cocidas vy

tostadas.

Las hojuelas blantas contienen dreasa, lipoxigenasa vy
factores anti-tripsicos activos., Su sabor es parecido al del
?rijal amargo. tas hojuelas tostadas son de color obscuro; no
poseen actividad enzimatica por los facktores anti-tripsicos
dehido a que se desnaturalizaron can la temperatura. su sabor es
a nuez dulce. Las hojuelas cocidas rresentan propiedades

intermedias entre las dos anteriares (2).
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CARACTERISTICAS : ‘ BﬁANCA‘ 0 cocIpA TOSTADA

Tratamiento térmico minimo ; " interme&io intenso
Digpersabilidad de 50 .- 80% ©..25 - S0% menos de
las proteinas en agua 25%
Actividad enzimatica alta moderada nula
Actividad de inhibi- alta - moderada nula

dores de tripsina

Sabaor amargo intermedio dulce

Tabla 3. Caracteristicas de las hojurlas de saya desengrasada.

2.~ -Harina y sémola de soya :

La bharina y la sémola de soya se obtienen de la molienda de
las hojuelas desengrasadas y secas. El contenido de piroteina vy
las demas propiedades de las hojuelas son las mismas que poseen
la harina ¥y la sémola, Se habla de harina v de sémmla en base al
tamaho de parrticula, -la harina se considera as! cuando puede
pasar a través de una malla de 100, la sémola es de un tamafro

mayor de particula y por lo tanto no puede pasar por esta malla.

tas ventajas cque presenta la harina de socya son su  bajo
costo y 1la propiedad que tiene para retener aqua y grasa,
mientras que las desventajas son su remanente sabor a frijol y la

sensacion fisica que deia en la boca.



Paré la elaboraciéon de productos  carnicos se prefiere
‘utilizar harina.:c:ida o tostada, vya que la blanca presenta una
actividad enzimdtica que puede causar problemas en !a emulsifi-
ca:ibn N asi mismo por esta razon, también se prefiere

usar la sémola tostada (2.
3.— Concentrrado de proteina de soya @

Se prepara a paétir de las hojuelas desengrasadas, las
Euales se someten a una extraccidn de azdcares y posteriormente a
un secado. Deéﬁués de obtener 2l concentrado. se somete a
molienda. Los concentrados de protetina molidos, se usan de la
misma manera que la harina de soya, debido a que su sabor es mas
suave ¥ a su elevado cantenido de protelnas se prefieren sobre la
harina de soya. Los concentrados de protelna de sova tienen un
contenido en base seca de hasta 70 % de proteina y asi mismo
estos concentrados pueden ser hidratados en un  alto gradn, es
decir se puede dejar hasta un 18 % de humedad para la elaboracion

adecuada de embutidos.
4.~ Aislado de proteina de soya 3

Este aislado se prepara a partir de las extracciones
acuosas o alcalinas de las hojuelas blancas., El residuo se
separa del liquido que contiene las proteinas y estas se
precipitan al utilizar un Acldo orgdnico de grado alimenticio. La
cuajada resultante se lava, se seca por aspercidn o se puede

neutralizar antes da2l secado para producir un proteinado de
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sodio dispersable en agua. En ambos casos, el contenido. de

proteina es de un 90 % en base seca.

El aislado de proteina presenta varias ~ ventajas : altas
propiedades emulsificantes, estabilizantes de enmulsiones,
incrementadores de la viscocidad y formadores de geles por medio

del calor.

Una emulsion perfecta se puede hacer con un 15 % de aislado
de proteina un 50 % de agua vy un 35 %2 de grasa. dando como

resultado una emulsidn extremadamente estable (2).
S.— Fibras texturizadas :

a) Fibras hiladas. El proceso es igual al utilizado para
ohtener el aislado proteico, sin embargo después de cbtener 1la
cuajada ésta se hila obteniendo asi fisras alargadas que
presentan una resistencia semejante a las que tienen las fib;as
de la carne,

Su aplicacién mas importante es para elaborar productos de
imitacidn a carne, los cuales pueden soportar sin  alteraciones

los procesos de congelacién, enlatade y secado.

b) Productos obtenidos por extruccidn termoplastica 3@ a
este grupo le corresponden las proteinas de soya sometidas a un
praceso de extrucciédn, Aque consiste en mezclar harina de soya,
agua, saborizante y colorante, la mezcla homngenizada se somete a
un calentamiente a presidn atmosférica o a una presién
reducida para elaborar un producta campacto o expandido

respectivamente.



La forma y el tamaho es determinado  por los . troqueles
utili:;dos. Estos productos tienen una humedad relativamente alta
por lo que es necesario un secado para llegar a una humedéd final
de & a 8 %, con un contenido de SO0 % de protetnas

aproximadamente.

Las ventajas «que rpresentan estos productos  son un  bajo
casta, una buena estahilidad durante el almacenamiento y wuna
apariencia aceptable, sin embargo tiemen el inconveniente de no

peder imitar el color y el sabor de laos productos naturales.
&.- Hidrrolizados de proteinas vegetales 3

Son usados en productos de carne procesada para intensificar
el sgabor cuando éste se puede perder por los procesos | de
industrializaciéon. Normalmente son usados en concentraciones de

0.2 a 2.0 % en base al peso del producto terminado (2).
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3.~ Embutidos

3.1.—~ Antecedentes.

El procesado de la carne se Drininb. en tiempos
prehistoricos y no hay duda de que se desarrollé tan pronto como
el hombre se convirtid en cazador, posiblemente el primer tipo
de carne procesada fud la desecada al sal vy posteriormente

sobre el fuego lento, dando asi un producto seco y ahumado.

El salazén y el ahumado en el afo 1850 A.C. como lo habla
Homero en su libro de la " Odisea " ya era una practica comin.

Al avanzar la tecnologia de la conservaciotn, especialmente
la refrigeracién y el envasado, se experimenté la conservacién de

produc tos cdrnicos a niveles inferiores de sal y de mayor

* humedad, asi como nuevos condimentos, aromatizantes e
ingredientes, dando de esta manera diferentes productos
carnicos, que suelen ser antecedentes de los que hoy

conocemnos (15).

Al pasar los afios las recetas oriqginales, se modificaron de
acuerdo a los materiales disponibles, condiciones climdticas vy
geograficas, dando como resultado los embutidos que hoy encon -
tramos en el marcadeo (13,187).

3.2.— Definicidn.

Los embutidos son productos carnicos picados v
condimentadaos, algunos de estos emulsionados. El término embutido
se deriva del latin * SALSUS " nAue significa carne picada y

preservada por salazon (21).

K
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3.3.-~ Clasificacidn,

Como" 'ya se menciond anteriormente los embutidos que se
encuentran hoy en dia en el mercado son variaciones de recetas,

ingredientes y procesos, dentro de los cuales encontramos @

1.~ Frescaos,

2.~ Crudos y ahumados,
3.~ Cocidos y ahumados,
4.- Cocidos,

5.- Secos o fermentados,

b.~ Especialidades cdrnicas cocidas.,
De los anteriores =on ejemplos los siguientes 'z

1.~ Embutidos frescos de cerdo.

2.~ Embutidos de cerdo ahumado.

X.= Salchicha frankfurt, mortadela Bolohesa,

4.~ Embutidos de higado, salamis cerveceros y cocidos.

5.~ Embutidos de verano, salamis desecados. peperoni.
chorizo.

é. - Luncheon meat, pan de carne (21),

3.4 Composicibn. . R, .

Los productos carnicos procesados pueden llevar coma
ingredientes componentes muy distintos tales como carne, me:zclas

de curado, especias, lifgantes., sustancias de reileno y agua (23).
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De la eleccidn de las ingredientes dependeran las
caracteristicas de su consistencia, texturas, sabar. apariencia y
la tradicion, la cual distingue a los embutidos; siempre se
buscan elementos de mejor calidad para asi tenerla en el

producto (21).

3.4.1.- Componentes cArnhicos.

Los tejidos animales wvarian mucho en su contenido de
hlimedad, proteina y grasa, en su pigmentacidn v en la capacidad
de ligar agua y grasa, ademds la carne esquelética muscular con-—
tiene otros ingredientes potenciales de los embutidos, conocidos

camo despojos (1S).

Por otra parte el qrado de desarrollo del tejido de acuerdo
con la edad del animal influye también para el destino de una

materia-prima hacia cierto producto particular {7).

Para la elaboracion de embutidos se utiliza principalmente

carne proveniente de ganadoe porcino vy vacuno, aunque puede
emplearse de ovino, aves e incluso equinos,. siempre v cuando la

legislacidn lo permita (7).

F. 4.2 Humedad

La humedad se pone del 45 al 40 % dael peso final de los
productos carnicos procesados, (mads que ninquno de los otros
compaonentes inﬁependientes).

LLa mayoria del agua proviene de'la carne maara, sin embargo

también se adiciona agua como :
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1) Parte de la receta para mejorar la palatibilidad del

producto modificando su blandura v jugosidad.

2) Se adiciona el anua en forma de hielo:para mantener baia

la temperatura del producto durante la emulsificacion.

X) En productos ahumados y salados sirve como medio de
transporte para la distribucidn de los ingredientes del

curado.

4) La humedad adicionada durante la inveccidn de salmuera o
por inmersion en ésta, 0 la que se afade a las formulas
de los embutidos, - sirve también para reemplazar la que
se pierde en las apEréCiDnes de procesadeo subsiguienteg,

sobre todo durante el tratamiento térmico.

Por lo tanto, mediante la adicion de égua puede
mejorarse el rendimiento del producto final (15). También se
pueden utilizar como pante de la formulacién., vino, liquidog
alechdlices o vinagre, pero todo de acuerdo al tipo de embutido,

regidn, tradicidn, costumbre, sabor, etc (7).

J3.4.3 Condimentos.

El término condimento se aplica-E cualquier inarediente que
se adicione para modificar o mejorar el aroma de los productos
cadrnicos procesados ademés de mejorar el sabor y aroma, algunos
condimentos tienen acecidn antioxidante y reducen la velocidad
con que se desarrolla la rancidez. La sal y la pimienta constitu-

yen la base de las formulas aromatizantes de los embutidos. Todos
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los demas condimentas san suplementarios vy se pueden dividir en

especias, hierbas, hortalizas, edulcorantes y otros.

— Especias. Las especias son sustancias vegetales aromaticas
desecadas, derivadas de diferentes porciones del vegetal (flar,
cubierta, rizoma, corteza de tallo, tallo, raiz, etc). Aqui se

itncluyen las semillas aromaticas como el cardamomo y la mosta=a.

Las especias se usan enteras, molidas o procesadas en forma
de aceites esenciales y oleorresinas que son extraldas por

destilacibén, absorcidén u otro proceso industrial (15,21),

A continuacion se muestra una tabla de especias y sus usos

mas comunes en embutidos,



Especia Porcidn del Refjidn de
vegetal produccidn

Pimienta Fruto maduro Jamaica, Cuba

de jamaica Haitl

Anlis Fruto maduro Rusia, Alemania

Espaffa, Francia

Laurel Hojas desecadas Mediterraneo

-Cardamomo Semilla madura India,Guatemala

Casia Corteza desecada China, India

Apio, Semillas y fruto Europa del sur

. maduro
Canela Corteza desecada Sri Lanka, Vietnam
Clavo Flor desecada Brasil,Sri Lanka

Mortadela

Embutidos
Secos.

Adobos de
embutidos

Salchicha

Mortadela
Embutidos
de sangre

Embutidos
de cerdo

Mortadela

Mortadela
Embutidos
de cabrza

Salchicha

Curry en
polvo

Embutidos
ahumados

Embutida
de cerdo
Salchicha

Coriandro Fruto maduro Inglaterra, Alema-—
nia
Comina Semillas maduras Europa meridional
Indias, China
Ajo Bulbos frescos Espata, Francila,
México, E.U. Sud-
América
Gengibre Rizama desecado Jamaica, Africa
QOccidental
Tabla 4. Especias y origen de las corrientemente empleadas en las

carnes procesadas (19).
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Region de .: Uso,

Especia‘-
v produccidn

Y Bur de Asia ‘Balchicha,
: e Mortadela

:fMéjdﬁaq -, Nbrte;de Africa Embutidos

- R de higado
" thina, Japen, Todas los
iiItalia, E<U.A. embutidos

lsur;de Asia Mortadela
TR Salchicha
Todo el- munda Embutido
; . de higado
EspaMa, Hungrla Salchicha,
e embutidos
secos,
Pimicnta: . §ingapur, Tailan~ Todos los
T ES . dia . embutidos
meieﬁto-b wi Espafa,E.U.A. Blogques de
ST BRI carne

“Costa mediterra- Todos los

Tnmilib
, L nea embutidos
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= Hierbas y hartalizas.”- Estas son hnjas secas de vefietales
“entre  las cuales citaremos a la salvia, ajendrea, tomillo y el

ofésanu. etc. .

un ‘punto> impnrténte a cuidar en el' usn de estos
candimentas es - la calidad bacteriana, vya que gqeneralmente  se
egcuentra alta  en microornanismos, esto se debe a su forma
" de recoleccién, secado y distribucién de estas hierbas y hortali-
zas, Para evitar este prablema se extraen las olearresinas de

los condimentos y los aceites esenciales de las frutas.

Edulcorante.

Son  sustancias que proporcionan dulzor, .dentro de las cuales
sncontramos sacarosa, la .dextrosa, el - jarabe de  maiz, y.la

lactosa (3,15,21).

Otros . ingredientes.

La 1ndu5tria de 1a carpe dispone de una nran vapriedad de
productos no cArnicos entre los cualés se deben de elegir los que
se desee incorporar a  los Embut;Ans. Estas  sustancias . no
carnicas se denominan,'ligantes; irellenos: gﬁulsificénteé <]

estabilizadores.

Ge afaden a la Formula:idn‘ﬁaéica de carne For una o varias

razones 3

1) Para.mejorar la-estabilidad de la emulsidn. -
2) Para mejorar el rendimiento durante la coccién.

3) Para mejorar la caracteristica de corte.



4) Para mejorar el sabor.

5) Para reducir los costos de formulacidn (15,21).
Ligante.

Este ingrediente se refiere a la capacidad de retener agua
en’ las carnes magras o a la adherencia mutua de los trozos de
carne, ademds de ser capaz de emulsionar la qrasa. El principal
qnmponente de 1los ligantes son las protefnas que contienen los
embutidas a la :u;l sé debe su funcién. Hay ligantes animales
y - vegetales teniendo como edemplo : La leche descremada en
polvo, suero desecado, caseinato sédico o derivados de soya los

cuales son las (inicas sustancias ligantes de origen vegetal.

Sustancias de relleno.

Estas sustancias por ser ricas en almidén tienen la
capacidad de ligar agua perﬁ no de emulsionar la grasa, contri-
buyen en sentido estricto a incrementar el volumen de los embuti-

dos.
Emulsificantes o estabilizadores.

Se 1llaman asi a los productos que se usan para mantener
una emulsiodn limite de su rotura y, en menor grado mejorar la

textura de los embutidos (21).

Sal.
La sal es el ingrediente no cArnico que se affade a los
embutidos ya que es un mejorador de sabor, al igual que ejerce

influencia sobre mdltiples reacciones del proceso de maduracion y
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désecacidn.Agregando sal comtn se reduce el valor de la actividad
acuosa, con lo que se restringe las condiciones de desarrolleo de
algunos microorganismos indeseables. La sal tiene capacidad para
solubjlizar las proteinas del musculo mejerande asi  la tkabazdn
de la pasta, donde las proteinas solubiliradas actlan como
emulsificantes al cubrir los gloébulos de grasa v ligqar el agua.
Al mismo tiempo retiene agua y este beneficia al rendimiento del

producto (3,21).
Nitritos y Nitratos.

Para el desarrollo de un coler rosa-rojizo, caracteristico
de los embutidos cacidosy se utilizan generalmente niteratos y
nitritos de sodio o potasio. Este color se desarrolla durante el
curado, donde el nitrato se oxida a nitrito, el cual en
combinacién con la materia colorante muscular, forma la

nitrohemoglobina, que tiene un color rojo-rosado estable (3J,15).

Otras sales y/o sustancias.
Otros  ingredientes son frecuehtemente usados para mejorar o
tener un efecto sinérgico en las caracteristicas ya mencionadas,

estos pueden ser entre otros :

1) Sales de fosfatos que mejoran v aumentan la capacidad de
retener agua, aumentan la blandura y la jugosidad de la carne,
ademds de dar un suplementn nutricional vy retardar la rancidez
(21).

2) Arido ascorbico que se usa como agente retardador de la
decoloracién que se debe al contacto del pigmento con el oxiaenc

ambiental.
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3) Humos que mejoran el sabor,. dan ;&l&r'y glandﬁra‘é'l§ €arneTy‘

aumentan la vida de anaquel de los.alimentos

4) Acido benzoico y sus sale

bactereostatica.

5) Antioxidantes, queyryetérdan

lipidicos en el embutido. (7).

3.5 Elaboracion de un embutido.

Debido a la-gran variedad de productos. v procedimientos es
imposible tener un mismo método para todos, por lo tanto se
comentard unicamente los puntos basicos para la elaboracién de

los embutidos cocidos, especificamente de salchicha,

Primeramente se entiende por una salchicha, al producto
ohtenidg a partir de la mezcla de carne de res y de cerdo, grasa
de cerdo, sal, especies perfectamente trituradas formando asi una
pasta a la cual se le adiciona agua o hielo para formar una
emulsion fina, posteriormente es embutida en una tripa limpia
delgada o gruesa u otra membrana artificial, v finalmente debgra
tener un tratamiento térmico. Por legislacién las salchichas
deberan de ser de forma cilindrica y con wna longitud variable

de 3 a 15 cm. (15).




3.5.1 Picado.

Es el proceso mediante el cual se reduce el tamaho de la
carne hasta obtener un producto uniforme en tamaho de particula y
homogenidad. En el picado la materia prima debe trabajarse con
carne fria o refrigerada, en su defecto se affadird cierta
cantidad de hieln; para evitar g1 calentamiento de la carne en

la operacién de picado en el cutter (1Q).

3.5.2. Mezclada.
También denominado empastado. En este punto se adiciona a
la carne los condimentos v otros ingredientes gque, por medio

del mezclado quedan homogeneamente distribuidos en la pasta.

3.5.3. Emulsificacién.

Para lograr una emulsidn adecuada se utilizan dos tipos de

equipos 3

Cutters y molinos coloidales.

Durante veste procese la temperatura de la pasta deberd ser
controlada y no pasar de 10°C, ya que debido a la fricecidn se
puede incrementar la temperatura a4 tal punto que ocasionaria una
ruptura de la emulsién en pasgs subsecuentes. La emulsion se
formarad gracias a las proteinas solubles que actuan como
emulsificantes recubriendo las particulas de grasa dispersas en

la matriz.
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3.5.4 Embutido o rellenado.

£s . l1a operacistn de trfns{erir la pasta a rellenadores para
ser- extruida en su  envoltura,  Es en este puntp donde se
determinard el tamafio de producte. La envoltura consiste en
tripas naturales 6 artificiales. Las tripas naturales derivan del

tracto gastroentérico del ganado parcina, vacuno u ovino.

tas tripas artificiales son de 4 tipos:

~ Tripas de celulosa.

-~ Trirpas de colageno no comestible.

~ Tripas de colageno comestible.

- Tripas de plastico.

La ventaja de las tripas artificiales sobre las naturales es
que presentan una reducida carga microbiana, presentan grandes
variedades de tamaMos, mayor resistencia y diferentes didmetros

215,

3.5.5. Elaboracién y amarrado.

Después de rellenar las envolturas con la emulsidn, la masa
encapsulada se ata o se asegura con broches metdlicos o cordeles,

dependiendo de la presentacidn del embutido (10).

3.S5.46. Tratamiento térmico y ahumada.

El tratamiento térmico utilizado es un escaldado,
utilizandp agua a 80°C con el fin de que el praoducto alcanze una

temperatura interna de &5 a 78°C, a la cual se destruyen 1los
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microorganismos patdégenas. También a esta temperatura se lagra
dar al producto una estructura firme mediante la cual mantiene la
forma, asi mismo hay un desarrolle de color y cambios de textuira.
ta forma se mantiene por la coanqulacien de las = proteinas y la
deshidratacidn parcial de las célu}as, en. dandes se produce lg

trabazon.

Posteriarmente en algqunos .casos se - llena a utilizar el

proceso de ahumado, el cual - es; utilizado como un método de

sazonacion, asi como para'el desarralla’ del’ aroma (10)

3.9.7. Enfriada. e

Después de la coccidn.y el del” ahumado ei producto se pasara

a una corriente de’ agua’ fria

ﬁnétér{&%meh%e a Gna refrigera-
cién de 1 a 59 (10). i

3.5.é. Pelado y empaque.

Una ve: enfriado el products se le deberd de  retirar  la
aenvaltura celulésica y se empacard en bolsas al alto vacio, de
acuerdo a la presentacidn que se le quiera dar, por - kilos“ o' a

aranel.

i
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4,- Aditivos

4.1.~ Generalidades.

La aceptacion de un determinado alimente por el consumidor
depende de muchos factores entre los cuales log prinéipales son &
el sabor, la textura, el colar, el costo, el valor nutritivo, la
Yida de anaquel, la facilidad de preparacidn v la arariencia en
general. Todos los aiimentos estan constituldos por sustancias
cuya interaccidon determina en gran medida muchas de las

caracteristicas y propiedades de cada alimento (2).

En la industria se requiere de sustancias llamadas aditivos
que permiten tener un mayor control de las variables que

intervienen en la produccion de los alimentos (34).

Porr 1o tanto un aditive se puede definir comn una sustancia
. mezcla de sustancias que estan presentes como resultado de una
adiecion premeditada  para mejorar alauna caracteristica del

alimento (2).

Lo primercos aditivos incidentales en los alimentos fueron
probablemente materiales aMadidos por el fueao al cocinarse los

alimentos (34).



4.2 Tipos de aditivos.

En general los aditivos se identifican como todo afquella
sustancia que es utilizada como : antiosidante. preservativo,
emulsificante , estabilizante, c¢olorante, saborizante, sustancia
dcida y/o basica, agente secuestrante, humectante, enzima,
sustancia edulcorante, aqoma, harina, v aditive nutritive como lo

s0n vitaminas y minerales (31),

El emplen de aditivos en las carnes v productos cdranicos
puade dividirse en dos aplicaciones aceptables y una que no se

permite legalmente. .

a} Aditivos a:eptahles que son utilirades para estabilizar,
curar, suavizar, fijar el color, el sabor, e) sazdn v aromatizar

productos sin que aumenten sensiblemente el paso.

b) Aquellos ingredientes tuvo emplen se da por descontado en
productos comestibles de la carne como son veaetales, harinas de
cereales y otros que constituyen una parte normal v tradicional

de dicho producto.

c) Aquellos aditives que estdn prohibidoe por la leyv y se
uti{izan para disimular la inferioridad de un articule o
productos utilizados en un porcentaje mavor al permitido para
obtenerr beneficios econdmicos( muchos de estos se encuentran en
los dos grupos antes mencionados pero en menor cantidad ),en este

caso son aditivos utilizados como * adulterantes .
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Dentro del primer grupo se encuentran aditivos camo ! sal,
hielo o agua, nitritos y nitratos, azxdcares, fosfatos, 4cidos,

antioxidantes, potenciadores del sabor, ete.

En el segundo grupo se encuentran aditivos coma : rellenado-
res, derivados de proteina de levadura, harinas y almidones,
y rellenadores dé proteina de soya. encontridndose en varias pre-
sentaciones como aislado, harina y concentrados de proteina entre

otros (34)-.

Asi mismo cabe mencionar que todos los aditiveos deben tener
un grado de calidad aliﬁeﬁticiu bueno, de acuerdo a las
ecpecificaciones del Food Chemical Codex, y asi ser reconocido
por el BRAS ( generally regarded as safae), par lo tanto peben

cumplir con las siguientes caracteristicas :

I Demostrar que es saludable y no produce cdncer ni  al

hombre ni a los animales.

n Ser usado en las cantidades permitidas por las

autoridades.

III} Que pueda ser identificado en el alimento por anadlisis

-quimicos, fisicos y/o microbioldgicos.

IV) Los aditiveos deberAn aportar una o @é; . de.las siguientes

condiciones al consumidor ;
a) Ayudar mejorando la manufactura del’ proceso.

b) Ayudar a mantener o inclusive mejorar el valor nutritivo

del alimento.
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<) Prevenir o minimizar la deqradacidn de los alimentos
d) Incrementar el atractivo del alimento

e) Reducir el precio al consumidor (31).

4.3 Aditivos, enlazantes y rellenadores.

Coma ya se manciond existe una amplia variedaq de ptoduc tos
no  carnicos que se pueden incorporar en 21 proceso de embutidos
bajo las reg!a; d; Inspeceidn :érnfca. Estos productos <=on
llamados ° enlazantes o rellenadores vy con menor frecuencia
emulsificantes o estabilizadores, se agreqan a la formulaciones
PO una o méds ra;unes : '

1) Para reducir los costos de la formulacion.

2) Para mejorar al_pra:eso de coecido.

3) Para mejorar las caracteristicas del corte.
4) Para mejorar el sabur:

S) Para aumentar el contenido de proteina.

&) Para mejorar la estabilidad de la emulsién.,
7} Para mejorar la union de la qéasa.

8) Para aumentar la retencion de aqua.

El contenido permitido de tales materiales en laos embutidos
estad controlado por la Inspeccidn Federal de carne que indica
que en forma de mexcla en embutido sdlo se permite el 3.5 % de
cereal, almidén, harina vegetal, harina de soya o concentrado;
leche en polvo descremada y de cada aditivo en forma aislada no

se permite un nivel arriba del 2 %.



Far  lo tanto todo embutido que tenga un parcentaie mayoar al
rermitido de cﬁalquisr tipo de aditivo se considera como
adulterante, va que en sl representan un fraude al consumidar y
principalmente le afetta en un sentido econdmico. por lo anterior
es necesario contar con técnicas especificas para detectar
la concentracion en que estdn presentes éstos en los embutidos y
clasificarlos asl, coma productos posiblemente adulterados que

puedan representar un engafo o fraude para el consumidor (24).

4.3.1 La soya como aditivo enlazante,

Dentra de los aditives enlazantes y rellenadores el mas
utilizado es la soya debido a sus caracteristicas nutritivas vya
mencionada con anterioridad, por otra parte la induséria
"chacinera" prefisre usar también a la sova por ser un producto
e:cﬁﬁmico ¥y por tener prpniedades gelificantes especiales que
ayudan a unir los trozos de carne en secciones y formar productos
uniformes, agi misma la soya ayuda a aumentar el pader
emulsificante con las grasas propias del embutido, y ademids por
su poder efectiva como- rellenador proteico, sin embargo justa
es en este aditivo en donde se debe tener un control exacto ya
que como se menciond, la Inspeccién Federal de la carne no permi-
te mas del 2 % de harina, concentrado o aislado de proteina de
soya,segun  la norma mexicana NOM F-1987 para la elaboracidn de
salchicha, de ahila importaﬁcia de ' aplicar técnicas altamente
especificas para el control en la elaboracién de los embutidas

(24,34).
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5.~ .Técnica de andlisis

S5.1. Antecedentes.

ta. incorporacién de proteinas aisladas de sova en alimentos
carnicas ha side objeto de miultiples investinaciones en la esfera

internacional.

Con el fin de detectar y cuantificar esta proteina de sgya

se han desarrolladao diferentes m@todos analiticos como lo son ¢

1) Microscopla e histoquimica.

2) Analisis quimico .de cnnstituyenteé! ﬁn, proteicos  del
frijol de soya. :

3) AnAlisis de aminoacidos y peptidpsr

4) Adicidn de rastreadores.

3) Métodos Inmunolégicos (B.27).

5.2. Microscopia e histoquimica.

Es el método de analisis mas utilizado, siendo el metodn de
la A.0.A.C. en su 12a. edicidn, donde se enuncia como un meétodo
tentativo para la determinacioen de harina de sova en carne, que
consiste en la digestién de la muestra con potasa alcohélica, una
centrifugacion de la mezcla para obtener un residuo que despuss
de ser tratado con acido clorhidrice es observado al microscopio
con fuente de luz polarizada buscando ceélulas caracteristicas en
forma de " I ¥ (reloj de arena), debido a que estas celulas solo

se presentan en harina de soya y sus productos es una técnica
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limitada, pues en las_preéentééinnes deaislado’y ccncenté}&b ﬁas
células caracteristicas :‘son ;
obtencién.  Adem&s esta’ tac

unicamente cualitativa (8,9)

S.3. Analisis quimicn de ca

Se basa en 1a- determinacion de
caracteristicos del frijol de'suya.cﬁmn hidrates:

4dcidos grasos, etc.

Las plantas producen Acidos grasos - ( AG 3 poiih%atuf&&ﬁs; de
cadena larga, tales como el acido linoleies vy linelénica.  La-
diferencia en la composicitn de Acidos grasos entre la manteca d?
cerdo y la grasa de la soya es considerable va que en esta ﬁltiha
eé . muy escaso el Arido g9raso linolénica, sin embargo presentar
este anidlisis con harina de soye desengrasada ( que es 1a que en
su generalidad se usa en embutidos ) es imposible debido a gque 1la
harina desengrasada contiene menos del it % de grasa, pot lo que
no se puede obtemer una diferencia significativa en el

analisis (9.

5.4. Andlisis de aminoacidos y peéptidos.

Las diferencias entre amincacidos de prateina de soya y de
carne na son lo suficientemente marcadas como para desatrrollar
un metodo de cuantificacién. Mas bien se ha partido de 1la

presencia de aminodcidos metilados en carne por medio de 1los
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“cyales ' se puede cuantificar la cantidad ﬁe prnteiha de dkigén

‘an(mé;;<.Lé~ diferencia entre la prateina total Vr'lé Prbtelna

anlmél‘qarre;pcnde a la protelna de origen vanetal. ' Sin'' embargs

i la ‘adicién de proteina de soya es en Parcenfajes bajos, 'y
]ésean préséntes otros inqredientes que aportan proteinas como
ledhe. huevo, bharinas de pescado, etc, el andlisis resulta poco

confiable ().

5.5, Métodos electrofordticos.

La electroforesis es una técnica que permite la resolucion
de las moléculas y comple;cs moleculares sequn su cargqa en  una
splucidn amartiguada en pnegencia de un campo eléctrico. La
velocidad y la distancia recorrida desde el origen del
electrnfarngrama'aumenta proporcionalmente con la disminucién del
pesa molecular. La técnica se lleva en un gel de poliacrilamida
con sulfato saédico, e! cual enqleoba las moléculas proteicas
dandoles carga negativa global v haciéndolas por 1o tanto emigrar
hacia 21 Anodo. Las bandas de proteina se localizan e identifican

usando agentes de tincidn (8,27).

Para realizar este método se necesita un  aparato de alto
costo y un material especial, junto con un experto en electro-
foremas, el cual sepa distinguir bien las bandas del mismo,

aun usando patrones.

44



5.4. Adicién de rastreadores.

Se trata de un método indirecto, en el cual se adiciona
oxido de titanio (TiB2) 'a derivados de sova vy se ¢trata de
cuantificar 1la soya presente en un embutido con base a la
cantidad de dioxido de titanio detectado. La concentracién de
digxido de titanio estd directamente proporcionada con la.

absorbancia de la muestra a 408 nm.

- Esta técnica por utilizar material radicactivo es altamente
costosa y de sumo cuidado, para lo que se necesita de personas
expertas, y por lo tanto no conviene como una prusha rutinaria en

un labosratorio (7,12), -

5.7. Métodos inmunolégicos.

Son m&todos que se basan en la reaccién antigeno-anticuerpo
en -ccndicinnes estandarizadas, en donde reaccionard un suero
inmune pr'odu:ido"en contra de las fracciones termoestables de las
Proteinas de soya. Los productos que contengan sova en cualquiera
que sea su presentacion ( debido a que todos presentan la misma
fraccién termoestable ), Fformardn una banda o un halo de

precipitacien (5,25).
S.7.1.. Doble difusidn en gel.

Esta prusba involucra la presencia de compartimentos del
antigeno y del anticuerpo situados en un portacbjeto de vidrio a
cada lado de un compartimento comin en el gqel, después de

aplicar los reaccionantes en sus respectivos compartimentos, el
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antigeno y el anticuerpo difunden el uno haciq’elyncrd‘enre}‘ge}

camin  y se forma una banda de precipitacien’-len “de
equivalencia marcando ‘asi. un andlisis’'solo. cu

prueba (4).

5.7.2. Inmunodifusion radial.

Este método es el mAs utilizado pQré;lav,éuah§j4i¢athn de
inmunoglobulinas y otras proteinas ael éuero.  ~ Uno de los
reactivos inmune generalmente el anticuerpo. se afade y se
distribuye homogeneamente en una capa de asar, al cual se le
hardn las perforaciones correspondiente y posteriormente se
aplica en estas al otro reaccieonante gqeneralmente el antigeno. El
‘antigeno di funde radialmenté en la me=zcla anar—~anticuerpo
formando un halo visible de precipitacién hasta un punto
dependiente de la estequiometria de la reaccian antigeno—
anticuerpo. Posteriormente se mide el dismetro del halo o anillo,
donde el cuadrado del dismetro es directamente proporciaonal a la
concentracion del antigeno., en donde al graficar el didmetro del
halo al cuadrado contra las diferentes concentraciones de soya
se presentara una linea recta, obteniendase asl wun analisis

sencilla, cualitativo y cuantitativo (14)

En el estudio a realizar se utilizard la tecnica de
inmunedifusian radial ( IDR ) bajo condiciones estandarizadas en
donde reaccionard un suero inmune creadn contrra la  fraccion
termoestable de la proteina de szoya, v por 1o tanto los productos

que contengan esta misma, daran un resultado positivo.
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Debido 4que la técnica a realizar (IDR} es wuna pruebha

indirecta para clasificar productos dentro de una poblacidn en

categorias de adulterados o no adulterados, es necesario evaluar

la validez de la prueba, es decir, saber si la prueba mide lo que

se propone medir, y para determinar si la prueba evalda lo que se

pretende, se debera tener una escala porcentual o proporcional

que indique su grado de validez (1),

Para estudiar especificamente la validexz de la prueba a

realizar se deberd euperimentar y calcular los siquientes

parametros : sencibilidad, especificidad, precision v exactitud.

a)

b)

c?

o)

Sensibilidad : Es la capacidad de tenerr un mavor nhmero
de resultados positivos en una poblacion
donde existen valores positivos y negati-

vOS.

Especificidad : Es la capacidad de la prueba para deter -
minar como nefativo. a . todos los. valares

que asi lo sean.

‘Precision H -Es la capacidad de repetir valores simi-

lares al medir repetitivamente una misma

.muestra.

Exactitud =’ H Es la capacidad de observar con las valo-
ras de precision la confiabilidad de 1la

prueba (1),
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&.- Material y método

Este ‘trabajo se desarplle en el Departamento de Medicina
Preventiva Y Salud Publica de la {acultaﬁa de Medicina
Veterinaria y Zootecnia de la U.N.A.M.,

fPara la realizacion de la investipacidn se partid de harina
de soya desengrasada marca Sherrco Inc, rraducts, a la cual con
una prueba microscépica (anexo 1), se comprabd que se trataba de

haripa por presentar las células caracteristicas,

l.a técnica usada como ya se menciond es la Inmupodifusién
radial, para la cual se necesita obtener el antigene y el

anticuerpo.

6.1, Obtencién del antigeno.

El antigeno esta representado por la fraccién termoestable

de la harina de soya, para obtenerlo se procedit a :

&.1.1. Extraccion de las globulinas de saya.

Para la extraccion de las globulinas de la harina desengra-
sada se aprovechd la solubilidad de ¢stas en aacua v solucion sa-

lina dilulda,

Se mezclaron S00 ml. de una solucidn salina al 0.8B5 % con
130 gramos de harina de soya desengrasada, asgitando durante dos
horas. Se dejd reposar el esxtracto por 18 horas a 4 aC v

posteriormente por centrifugacién a 8000 rpm. durante 30 minutos

se separd el sedimento (19).
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G152, Tratamienta térmico.

Eliextrécto_cbteni&o e sometid a 1219C por 20 minutos en un
‘ahﬁccié§é.‘ Se sdeid  enfriar  a temperatura ambiente Para una
pbséérinr céﬁtri{ugacion a 5000 »pm. durante 45 minutos. E1

’soﬁéenadante contiene la " Fraccién termoestable " de las
yglnhu]inas de soya. Se trasvase ¥ ml. del sobrenadante en

condiciones de esterilidad a frascos Ampula esteriles de 10 ml.
&.1.3. Cuantificacion de las proteinas de soya

Se cuantificd la concentracién de protelinas del sobrenadante
Por']arté:nicérde mi:Fo—Kjeldahl. ( anexo 2 } Una vez conocida la
cnﬁ&enﬁracian de pﬁnté!na, se liofilizardn log extractos para
obtener uﬁa maypé‘ cpnéentra:idn de proteina vy una mayor

durabilidad-del extracto.

5.2, Obtencion del antisuero..

Para’’ la- produceien del antisuero se  procedidé  a ipccular

conejos con ‘el antigeno ‘obtenido,

‘4.2:.1. Ezsquema de inmunizacién.

‘Para la obtencién del suero inmune se utilizaron 2 ' conejas
der Vrazé ) Nueva Zelanda, con’ = 2.5+ ° kiloaramos de Feso
aproximadamente, a 1los cuales se le aplicaron 5 dosis de la
fraccion termoestable de las proteinas de sava ( FTE ) en la vena

matrginal de la oreja, con wna concentracidn de protetna variable
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" marginales de la aoreja en forma estearil.

marqinal de la oreis, coh Una congentracién de proteina .variable.

tando la

de 2.5 % aun 9.5 %, con.el finide i ’dﬁsts__qe

concentracion de proteina poco é‘pncu paraob

respuesta inmune del conejoc en

cuadro de inmunizacidn.

Dia

Al  término del periodo de inmunizacidn .se:dejd descansar  a
laé animales durante una - semana, ,prn:eqiendn a obtener

aproximadamente 35 ml. de sangre Fnr.phnci@nfdé Qna de las . venas

estéril.

6.2.2. Titulacion del suero.

Se probd la respuesta de cadaconeio

del inmunogeno ¢ FTE ) mediante .

gel de Ouchterlony. ( anexo 3 )

Se prepararan diluciones 1:2;
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realizd la prueba de deble difusion en gel observando las  bandas
de precipitacidn en los casos pnsitlyasf"El't}fhiomde suera  se

considara como . la‘ maxima dilucién: ‘en-la:que . se obsarva

precipitacion,

6.2.3. Sangria . de conejo.
Cuahdp el -titule : del suero se encuentra.en una dilucidn
a:eptabie;{ se'prn;edé‘a,reali:ar la éangrla'pbripun:ian cardiaca

en cada animalwv

Esfgri)idadrdel suero.

A pesérk deé . que todo se manejd en forma esteéril, para
gaﬁantfzsrresta esterilidad; se realizé la prusba de esterilidad
PQ”,;qqﬁliCﬂdQ inoculando el suero sobre cajas de agar de soya

:,tﬁipti:asa e incubandolo por 72 horas a 37°C.

6.2,5 Concentracion y almacenamiento del suero.

Para manejar el suero a una mayor cohcentracidn. as! como
garantizar una mayor durabhilidad se procedid a liofilizar el
suero obtenido en frascos ampula que contenla 3 ml. de suero cada

frasco.

6.3 Pruebas cruzadas.

Es posible que las especies animales utilizadas en la
elaboracisen de productos cérnicas compartan determinantes

antigenicas con la fraccidan termoestable (FTE),



Para analizar esta posibilidad y asl . evitar rasultados
falsos positivos se efectuaron pruebas cruzadas en doble difusién
en qel en las que se probd. la FTE con antisuero de bovino, equina,
poercino, canino, ovino y aviar, asi como pruebas cruzadas con el
suero anti-FTE frente a lcév séetu; de las especies antes

mencionadas.

6.4 Aplicacion de 1a ‘técnica IDR.

#géa péder aplicar la‘té?nica se érnéedib'a Via elabu}a:iqn
de aalchichas con diferentes Eun:entra:iones de sova y con
qiferéhtes especies animales con el fin de analizarlas y obtener
yna' curva patrén donde se represente el cuadrado del diametro de

los halas contra las diferentes concentracionss de sova.

&.4.1 Preparacion de las salchichas.

Se prepararon diversas muestras de salchicha siquiendo el
proceso industrial, con cantidades de harina de soya conocida vy
concentrados de snoya marca Sherrco productons Inc.. de acuerdo a

los siguientes cuadros ;3



Excipiente

Preparade comercial
Harina de sova (%)

para salchicha. (%)

b

100 T o
98, ‘20
©es! s

‘Excipiente de con -

Prepéradn'ccmefciai
centrado de soya (%

Fara_sal:hicha\l*(Z)-

00 o

-

S

5

De la misma forma sSse elabararon salchichas ‘patrén @ con
cantidades conocidas de carne de especie animal obtenidas del
rastro de Ferreria y de la Facultad de Veterinaria y Zootecnia

de 1a U.N.A.M. de acuerdo al siguiente cuadro.

1
i
i

Excipiente carne de
especie animal (%)

Freparado comercial
de salchicha ($3]

10.¢. Caprino: )

: 50 10" Boving 7 :
; 20 fO é Porcino ) ;
: 90 Ao 3éviar ) :
K 50 10 CEqutno ) o
B Canina )
90
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Dundg,_el‘Prepgradd ccmercial de sélch;cha'cnntiene E

- D;rne de Eerdé ; 41.$:X'n

- Carne de res”  20.0° % T
- Agua-hielo 26,7 %

— Fécula de trigo 8.0 %

- Especies 7.5 %

- Sal de cura 3.0 %

6£.4.2  Extraccién de la FTE de las salchichas elaboradas.

Para extraenr la fraccidn termomstable en las salehichas, se
prsan 20 grames de salchicha v se coleocan en wna probeta graduada
atarandose a 100 ml. coan solﬁcian requladora de pH 5.4 ( debido
a que en este pH es en el Aque las pratelnas termoestables
presentan su madxima solubilidad), se licua a baja velocidad por
un minuto y se pasa a frascos pequefos de boca ancha los cuales
se dejan reposar a 49C entre 18 a 24 boras, posteriormente se
centrifuga a 8000 rpm. por 20 minutos, se separa la qrasa y el
sobrenadante sepasa a tubos limpias los cuales sé refrigeran

hasta su usn,
&.4.3. Preparacieon de las placas IDR,

Para la preparacidn de las placas se utilirzaron cajas .de

plastico DIR, de Behring Diagnostika

a) Primeramente se prepard agar noble especial marca Bioudn,

al. 3 Y% agregandeole 0.01 % de azida de sodio como conservador.
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b) Posteriormente se mezclé 2 ml. del agar con un mililitro
del suerc antifraccién termoestable con el fin de tener la
concentracion final de 2:1, por ser la dptima seaun la bibliogra-

fla (19),

Es importante  mezclar “ambos® a’ 50 °C, homeogenizarlos
perfectamente y mantenerlos en un bato maria a esa temperatura

hasta su usa.

c} Finalmente se wvierte en las cajas de plastico DIR
previamente calentadas e&n una plancha, teniendo la precaucién de
colocarlas an una superficie ya antes nivelada, para obtener ast

el gel en la placa con un grosor de 3 milimetros.

d) Se deja enfriar las cajas y se mantiene a 4°C par 24

horas, con el fin de obtener una homogenizacien del suero—agar.

.Postariormente se practicaron horadaciones en el agar de S
mm.. de diAdmetro, obteniende 12 pozos en cada placa como muestra

la figura.

Figura 1. . . Caia para.I.D.R. -
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Los poros fueron llenados con una micropipeta marca Oxford,
depositando en cada uno 20 microlitros de la FTE de las salchi-
chas a analizar.l.as cajas se cerraron hermeticamente v se dejaron
difundir a temperatura ambiente hasta que el didmetra de los
inmunoprecipitados no varia en 48 horas ( punto limite de la

difusion ).

6.5. Presentacidn de resultados.

Finalizando el tiempo de la difusion se mide el diAmetro de
las halos con una regla LC Partigen Behring, . abteniéndose los

di ferentes tesultados.

El total de resultados que se obtuvieron son :

Salchichas con Numeré de resul tados
harina de sava
[ ]
o 12
.2 40
5 12
& 40
12 40
Concentrado:de soya ) - Namero de resul tados
(%)
0 12
5 12
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.Respecto a las salchichas elaboradas con diferentes especies

animales se corriegron dos tipos de pruesba @

a) Una prueba realizada de la forma anterior en donde se
analizé el cruze del suera anti—FTE con la FTE de salchichas de
diferentes especies. En este caso se tienen resultados por

duplicado de cada especie.

b) La segunda contsistid en mezclar el agar con antisuero de
las diferentes especies animales, se presentaron & cajas donde
cada una tenia el agar con el antisuernp correspondiente : equino,
bovinoe, ovino, canino, aviar, porcino. A cada caja se le analizéd
el cruze con la FTE de las diferentes salchichas de especie
animal. Solo se tuvo tambien cada resultado por duplicado con el

fin de ver solamente si se presentaba el cruze.

6.6, Validacidn de la técnica.

Una vez obtenido los resultados se procederd a validar la
técnica utilizando datos dicotémicos o nominales para obtener la
sensibilidad y especificidad de la te&cnica, por lo que se
elaborarid un cuadro. que muestre los datos que forzosamente
snﬁ positivos vy que den resultados tanto positivos como
falsos neqgativos, y asi mismo los datas que forzosamente san
negativos y den resultados tanto negativos comp falsos positivos

(1,11).
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DIR

~léie$pec1fi:idad se. usara el cuadrg

By “Fara - determi

presenfada antériarménteyédnyla siquiente formula.

Eap.m. d. /b f,ai

c) . Para obtener la precisidn se necesitardn los resultados
de salchicha del "2, 6y 12 % de harina de soya desengrasada, se
mediran diariar durantg 10 dias, y se obtendr&d la media y la
desviacién standard con ‘el fin de sacar el coeficiente de
variabilidad, el cual nos indica aue mientras menor sea éste

mayor sera la precisibn;

C.v. = desv.st. x - 100 /. media.

Para observalrr la variabilidad existente s=e tendria que
realizar una grafica que represente el coeficiente de
varjabilidad contra las diferentes conéentracianes de soya. En
este casp a medida de que la grafica sea una recta mayor sera la

precision.
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precision.

d) Para calcular la exactitud se tendra que
y. 127 . de harina de soya de la muestra patran

sequidos.,

&.7 Elaboracian de la tabla patron.

- Con todos lusAdatns'uthnidos al analizar

recuperar el 2

por tres dlas

las salchichas

elaboradas con diferentes concentraciones de soyva se aplicard la

fhrmula de la inmunodifusidn radial para obtener la grafica del

cuadrado del diadmetro del hale contra la concentracisn de sova

cotrespondiente.
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7.~ Resultados

7.1 Obtencion del suera.

; Sa pbtuviaersan 90

conejos ), el cual presentd un titulo 1:12,

titulo aceptable para

.7.2.Disnetro de los halos. en las. dife

ml,  de suero estéril anti-FTE ( de 1los dos

‘la técnica IDR,

considerAndose

un

analista 1

25
25
25. 4
26
25
25.8
25
25
25
25.2
25
24

MEDIA = 25.20

DESVIACION ESTANDAR = 00,4740




Valores del diémetro de salchichas con 2 % de harina de soya

Dia - analista 1 analista 2

[} ) 33. 63 32.80 33.65 33.65
02 32.80 33.65 32.80 33.65
03 34.80 33.465 32,060 32.80
04 33. 648 32.80 33.00 34.80
o5 —————— 34.80 33.45 32,45
na 32.50 34.00 33.465 II. 65
a7 ———— 33.00 33.65 32.55
o8 33.65 33.65 000 - IT. 65
09 32.80 ————— 32.80 34.00
10 33.45 32.00 33.65 3IX.00

MEDIA = Z3.41
DESVIACION ESTANDAR = 00,4439
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Valores del diémetro de salchichas con § % de harina de soya

analista analista 2
3&.00 T7.20Q
37.20 38,45
36,00 37,00
37.20 I7.20
38.45 37.20
37.20 37.20

MEDIA = 37.120
DESVIACION ESTANDAR = 00,740
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Valores del didmetro de salchichas con. 5 % de concentrada de soya

analista 1 analista 2.
37.20.. 36.00
38.45 . 37.20
———— I6.00
38.45 38.45
34.00 37.20
37.20 38. 00

MEDIA = 37.280
DESVIACION ESTANDAR = 00Q. %970
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Valores del didmetro de salchichas con 6 % de harina de soya

Dia SUUETTTINY N analista analista 2
(03] 51.85. 51.85 50.40 51.85
02 o 4%.00 . 50.40 49,00 4%.00
03 - - 50.40 51.85 -———= 51,85
2] - - §50.40 - 51.85 $0.40 §51.85
05 . . S1.85 50.40 . 50.00 S0.40
06 i . T meme—— 50.40 ———— ————e
07 - - 4%.00 50.40 50.00 50,40
o8 $0.40 42.00 51.85 50.40
(14 50.40 51.85 - 51.85
id 472.00 50.40 1.85 S50.40

MEDIA = 50.679
DESVIACION ESTANDAR = 01.039

~——-— Muestras no corridas.
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valores del didmetro de salchichas con 12 % de harina de soya

Dia . sanalista’l - analista 2
01 : 73.95. 77.45 75.70 73.95
[X3 ' 77.45 77.45 75.70 73.95
03 PR S 77,49 73,95 75.70 77.45
04 : 73.95 73.95 73.95 75.70
05 : S 75070 75,70 77.45 77.45
06 N 77.45 77.45 75.70  77.45
07 73.75  75.70 73.95 77.45
08 73.95 77.45 77.45 73.95
07 75.70 73.95° 77.45 73.95 -
10 - 77.95 73.95 73.95 75.70

MEDIA = 75.700
DESVIACION ESTANDAR = 01.534
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7.3 GrAfica de los valores de' la técnica'de I.D.R.

Para elaborar esta grafica se compard el cuadrado de los
halos de precipitacién, contra las diferentes concentraciones de

soya.

Se presentan las cifras reales wi,m_t-é con los datos obtenidos

de una regresion lineal, para-obtener’asi la-1inea recta busgada.

cifpras reales

X H Y X 2 Y

L] H 25.20 = = = e 23.35
‘2 H 33.41 L2 K 31.79
S H 37.25 S H 44,44
& H 50.67 -} H 48. 66
12 H 75.70 12 B 73.97
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GRAFICA DE LA I.D.R. PARA CUANTIFICAR
PROTEINA DE SOYA EN SALCHICHA -

1 .
mom  del halo
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% Soya
¥y = 421x + 23.35 Coeficiente de correlacion = 0.979




7.4 Validacian dé la técnica.

ﬁsalchichas sin soya
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d): Exactitud

Media obtenida S-S LTS SR TS 3
en el dia : s : ' LR

ot 33.75

02 S 3827

o3 CliE3es

7.5 Cruzamiento de espégiés a&ié;les B

a) No se prasentd ninqun tipu de cruzamiento entre las sal-
chichas de diferentes pspecies animales con -el  suera anti-FTE

de soya creada. . - : N A s

b} No se prasente nandn tipa de cru:e del anbl-suern de

especie animal con la salchicha de especie animal :orrespundienc

‘ a ese mismo anti-suerc.

72



8.~ Discusion de resultados.

Al graficar las cifras reales de nuestra técnica. se observo
que - no @ra una recta debido a los arprores experimentales durante
la elaboracion de ésta, por larque se aplicd una regresion
lineal la cual nos indicé que la recta presenta un coeficiente de
correlacidn de un 0.9790, el cual equivale en tablas a un 99.0 %
de segurridad al aplicar la técnica bajo nuestrras mismas variantes

estandarizadas.

Por otro lado se puede observar fque los resultados obtenidos

al analizar las salchichas elaboradas con § % de harina de soya y

"las salchichas elaboradas con 5 % de concentrado de soya
présentan resul tados similares, esto se debe a gue en ambos casas

la FTE ( que es en si la parte reaccionante en la determinacion )

es jgual para ambos casos, es decir las proteinas de soya que

despyés de un fnatamientu térmico siguen estables son las mismas

tanto en la harina como en el concentrado de soya.

8.2 validacidn de la técnica.

a) Sensibilidad.

La sensibilidad obtenida al-.aplicar la prueba fue de un
93.05 %, - lo cual indica que se dio 'un 6.95 % de error, este
parcentaje de error debio ser »détecfadc con  la técnica y no lo
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fue, indicando primeramente error del .  analista no - “llenar.

correctamente todos los pozos.o no dejar

stificiente para detectar un halo 'de pire

b} Especificidad.
La especificidad de nuestra't@
indica que no se diereén resultados.fals

a que la minima concentracisn de h

cual  pealizamos las salchichas
detectarla, asi mismo si se hubiera:
concentracion de soya mucha menotr, ( 4704 quizas la

técnica Ao seria eapaz de detectarl v por 1o tanto

‘por - sar el

porcentaje maxime prermitido por lé:Nohmaﬂ alvnexﬁgaha,, y. - de

esta manera una cantidad menor no' es’

¢) Precisidn.

la precisién de 1la tecnica ( la cual se obtiene por el
coeficiente de wvariabilidad ) nos indica que es una técnica
precisa en un 74 %, por lo tanto de 100 muestras analizadas por
un espacio de 10 dias por dos diferentes analistas, sdlo se
presenta @l ervor en un & % de las muestras, este se representa
por la wvariabilidad que =e tiene al aplicar la técnica en las
condiciones estandarizadas por diferentes personas en diferentes
d!as.rEsta variabilidad se debe a la repetibilidad de la técnica,
a la elaboracidn de la técnica controlando las variables, o a la

perceptisn de los resultados por un determinado analista.
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d) Exactitud.
Al no preséntahée‘ﬁhéiva{ 3 20, eﬁ los datos
obtenidos - en los tres dias-se maqifié%tg guevnﬁééfra técnica es

exacta.

8.3 Cruce de especies animales.

a) Al no presentar cruce el suero anti-FTE con las
diferentes salchichas de especie animal, se indica que no se
comparten entre ellas propiedades antigénicas es decir, el suero
Vanti-FTE cbtenido s&lo es especifico para muestras que contengan

soya y no identifica ninaglin otro tipo de reaccionante.

b} Durante el proceso de elaboracidn de salchicha las
proteinas de la carne sufren cierta desnaturalizacién, por 1o
tanto no presentan ninguna reaccibn con el antisuero de especie

correspondiente.
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9.~ Conclusiones.

.- Con la aplicacién de 1la tecnica ,fDR" sgr7determin6
indirectamente 1la propurcién de harina o.é&nceﬁtradé de 'soya. en
base a sus propiedades antigénicas en salthichaé elaboradas con

diferentes concentiraciaones de soya.

2.- La técnica de Inmunodifusidn radial por ser altamente
sensible y especifica para Fruductns que contengan entre 2 y 12 %
de soya, es un método confiable para establecer el cumplimiento
de la reglamentacién en productos cadrnicos, especificamente en la

salchicha.

I.~ Por sus condiciones de facil aplicacidn, economia vy
control en las variables, la Inmuncdifusion radial, puede ser una

técnica de rutina utilizada en los laboratarios de andlisis.

4.- Es recomendable obtener un suero con un mayor titulo de
anticuerpos ( 1:12 )} para pader aplicar facilmente la técnica, de
la contrario se puede congentrar o diluir el suero con el fin de
partir del titulo especifico para obtener asi los resﬁltadcs

presentados,

S.- Ge concluye que existe una «Frg\f:cién termoestable en las
protelnas de soya capaz de conservar sus propiedades antigenicas
alin  después de un tratamiento termico. Esta fraccion es

especifica para muestras que contengan sova, vy no comparte
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propiedddes antigénicas . con las proteinas de bovinoi  porcina,

equine,-ovino, -aviar -y caninoc.

6.—-'La Fraccisdn termoestable de las proteinas de soya
reacciona de igual manﬁéa en productos elaborados con harina de
'soya y en productos elaborados con concentrado de soya, por lo
tanto al aplicar la técnica de IDR se podrd detectar soya en
diferentes presentaciones vy asi poder utilizar esta técnica en un

mayor ntimero de productos.
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10.~  Anexos.
Anexa -t

Prepatracion de 1a  harina de soya para - su . posterior

observacién al microscopio.

La soya puede ser identificada microscopicamente por 1la
presencia de células en forma de reloj de arena caracteristicas
unicamente en la harina de soya. Estas células pueden ser
observadas en el residuo fibroso que se separa cuando se hierve
la muestra en un dcido y ué Alcali diluido.

- Preparacidn de la muestra’ :

Pesar 10 gramos de muestra ( harina de soya } v colocarlos
en un tubo graduado de 100G ml, para centrifuga, agregar 75 ml. de
una solucién alcohdlica de hidrédxido de potasio al 8 Z. Colocar
el tubo en un bafic de vapor durante 40 minutos, diluir hasta la
marca can alcohol etilico absoluto. Agitar la muestra
perfectamente y centrifugar a 1700 rpm. durante cuatro aminutos.
Decantar y desechar el sobrenadante, agregar S50 ml de agua
hirviente al residuo, tapar v agitar vigorozamente. Dejar reposar

después un minuto, mientras permanece aun la espuma.

Centrifugar nuevamente a 1700 rpm. durante 4 minutos,

desechar el sohbrenadante y agregar 10 ml. de acido clorhidrico

78



1:3 al residuo, homogeneizar con un agitador de vidrio. Afradir 15

ml. de etanol al 25 %, agitar y centrifugar durante 4 minutos a
170¢ rpm. . Decantar el sobrenadante y examinar el residuo bajo el
microscopiao de luz polarizada para identificar las células

caracteristicas en forma de I (29).
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Anexo 2

Cuantificacion de proteinas por el métaodo micro-Kieldahl

Las proteinas y demds materiales orgdnicos son oxidados por
el acideo sulfurico y asi! el nitrdgeno organico de las proteinas

se fija como sulfato de amonio.

Esta sal e bhace reaccionar con una base fuerte para
deaprender amoniaco, que se destila v se recibe en un Acido
d&bil, en el cual se puede titular el amoniaco con un Acido

fuerte (29).

El método micro-Kjeldahl es una variedad del método
' Kjrldahl, en donde para la digestién se usan tubos en un  bloque

de digestién de aluminio calentado electricamente,

- Método @

Se precalienta el bloque digestor por 40 minutps antes de
usarlo, entre 370 y 420°C s Pasar la muestra ( maximo 2 gramos J},
al  tubo de digestién, adicionar una tableta de catalizadar
Kjeltas ( sulfato de potasio , sulfato de cobre vy dxido de
titanio ) , agregar un gramo de sul fato de cohre,10 ml de Acido
de digestidn ( Acido sulfiriceo concentrado en 95 % vy Atido arta -
fosférico en 5 4 ), se agreqa 10 ml. d€ aqua oxigenada, mezclar y

dejar la digestidn por 45 minutos.
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Pasadn el tiempo se quita el tuho de digestiédn, se deja en-

friar y se le agrega 75 ml. de agua.

Se colocan 25 ml. de una solucion de dcido bdrico al 4 X en
un matraz recibidor, se conecta a la unidad del destilador, y se
inicia 1la destilaciédn, agregandole poco a poco hidraxido de

sodio.

Al -detener la destilacidn, se agrega al matraz recibidor S
gotas  de solucidn indicadora de rojo de metilo vy e titula con

A:idn‘ﬁulfurlcn 0.05 N. hasta un punto de vire gris (38).

.V % N x 0,014 x 100

s : peso. de muestra
V,=—Mili1itrﬁs del Acido sulférice titulador.

N'="Narmalidad del &cido sulfarice titulador.<(0.03)

% Proteina = 5,71 ( factor harina de sova } x “Z N
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Anexo 3

Tecnica de doble difusién. en:gel ‘de Outcherlony.

~ Preparacidn de agar :
Se wutiliza aqar agarosa o.agar noble,a1_2 2‘(_p/v') y e -
mezcla con una éolucion de cloruro de sgdio . al O.BS'Z { /v,

y s& hierve por un espacio de 10 minutas,

El agar liquido deberd ser claro de lo contraric se continda )
el calentamiento y se filtra, despuds de una solubilizracidn com-—
pleta 2] agar se mezcla coh un aqente bacteriostdtico ( axida de
sodio 0.1 % ), y es vaciada en tubos con tapa los cuales se alma-

cenan & 4 C%¢4).

— Preparacion de placas : ( microtécnica )}
Se utilizan laminillas, en la mavoria de las veces porta-

objetos, se cuales son cubiertos con 3 ml. de agar previamente

fundida.

Se colocan las laminillas sobre un papel blanco que tigne el
patrén de corte deseado, v los arificios son succionados al vacie
con un otradador de 2 mm, de disdmetro. Las reaccionantes .son
vaciados en sus orificios y canales respectivos. Se deija correr

por 24 horas & 2% y se leen los resultados (4).
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