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CAPITULO 1



uceg O N,

1.1.~ PLANTEAMIENTO DEL_PROBLEMA:

Desde hace cientos de afios, la soya ha formado parte importante
en la dieta de las poblaciones aslaticas. Sin embargo‘, a ‘partir. de
los anos 20's se ha observado en América, un incpemento de - 'su *

aprovechamiento en la elaboracion de productos alimentic‘los‘.[ o

El uso de la proteina de soya en la industria de productos
carnicos se basa en las propiedades fisicas y quimicas que esta
proteina posee: interviene en la retencién de agua, en la
estabilizacién de emulsiones, presenta propiedades antioxidantes. y
mejora la textura de los productos. Por otra parte, en algunas
ocasiones se permite su adicién con el objeto de sustituir a 1la
proteina cdrnica por la de origen vegetal, lo cual si no se informa
en la etiqueta, constituye un fraude para el consumidor. Con el
objeto de regular su empleo en los productos alimenticios se ha
procedido, a la normalizacién y regulacién de este  tipo: . de

productos. (33)

Con relacidn a la . legislacidén en. México sobfe la'radicién-de -
proteina de soya en los productos cdrnicos, en. la ‘N_ornia Oficié_l
Mexicana-Jamén Cocido NOM-F~123-S-1982.y en el Diario:Oficial de la

Federacién del 18 de enero de 1988, puede gbsé‘tvaESg ;que-no-se



permite su empleo en el producto carnico denominado jamén. (30,33)

No obstante, con base al Acuerdo de Concertacidén publicado el 6
de agosto de 1990 que suscriben: la Secretaria de Comercio y Fomento
Industrial (SECOFI), Empresas Productoras de Carnes Frias, la Camara
Nacional de 1la Industria de la Transformacion (CANACINTRA) vy
representantes de las Empresas Lideres del Ramo, se establece una
Piramide de Calidades para la Comercializacion de Jamones, que tiene
como objetivo el de ofrecer al consumidor una variedad de productos
mds amplia y con precios diferenciales de acuerdo a su contenlido de
proteina, clasificdndolos en jamones de grado: Extrafino, Fino,
Preferente, Econdmico, Intermedio y Popular donde se especifica, que
se permite la adicion de otro tipo de proteina diferente a la de
carne de puerco, ya sea animal o vegetal en un porcentaje maximo del
23, Unicamente a los productos denominados Preferentes, Economicos e
Intermedios, encontrindose al aislado de proteina de soya como la mas
comunmente utilizada debido a su alto contenido protéico y a su bajo

costo.

En la actualidad se cuenta con varios mét;cdos propuestos para la
deteccidén de la proteina de soya como son: microscopla, determinacién
de diéxido de titanio, andalisis de aminoacides y péptidos, vy
electroforésis, sin embargo, no todos se han podido utilizar
satisfactoriamente por poseer algunas limitantes, pero a partir de

1990 la AOAC (Association of Official Analytical Chemists) acepto el



método Enzyme-Linked‘Immunosorbent Assay (AOAC 988.10) el cual,
;epresenta el enfoque mééjprometedor para la determinacion de la
proteina de soya adicionada en los productos carnicos. De aqui el
interés ehi'el' desarrollo  y validacién de este método en el
labofatéric del‘Departamento de Ciencia y Tecnologia de los Alimentos

del. Tnstituto Nacional de la Nutricién Salvador Zubiran.(2,31,32)



1.2.~ HIPOTESIS
Si los ‘productos carnicos estan adicionados con proteina de
soya, es posible cuantificarla por métodos inmunoenzimaticos como por

ejemplo la técnica de ELISA.

1.3.~ OBJETIVO

Desarrollar y validar la técnica inmunoenzimdtica ELISA" (Enzyme-
Linked Immunosorbent Assay) por el método 988.10 del A.O.A.C, de 1990
para la cuantificacidén de proteina de soya en el producto cdrnico

denominado jamdn.
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ANTECEDEMNTES.

2.1. PRODUCTOS CARNICOS

La carne ha sido consumida desde que el hombre se convirtié cn
cazador y fué entonces cuando surgié la- necesidad ‘de  emplear
diferentes técnicas para su consumo y conservacion, las cuales fueron
aprendidas a través del tiempo. (21} ‘

Probablemente el procesado de la carne tuvo su origen cuando el
hombre primitivo aprendié que mediante el empleo de sal, y
posteriormente por la coccién la carne conserva sus cualidades
sensoriales por mas tiempo. (15)

Actualmente en el procesamiento de la carne se utilizan una
diversidad de técnicas de conservacion, que son aplicadas de manera
individual o en forma combinada para mejorar su utilidad., Entre las
mas comunmente usados se encuentran:la refrigeracion, la
congelacion,la deshidratacion, los tratamientos con enzimas, las

radiaciones, el uso de aditivos y sales de cura. (21,15)

2.1.1. DEFINICIONES

a) CARNE: Se define como el tejido muscular de los animales que se
utiliza como alimento. Este tiene las caracteristicas de ser un
tejido muerto, no tener aporte de oxigeno a las ceélulas, ademas hay
reduccién de la temperatura y del potencial redox, desaparicién del
sistema inmunolégico y desnaturalizacién de las proteinas, no hay

ciclo de Krebs. (38)



b) PRODUCTO CARNICO: Es aquel que se elabora a partir de la carne o
visceras de los animales tales como: higado, riAones, sesos pudiendo
también contener otros ingredientes como: aditivos y condimentos para
su elaboracién. {9,27)
El objeto de elaborar o desarrollar nueves productos carnicos

radica en: (22)
a) Mejorar la conservacion.
b) Desarrollar sabores diferentes.

, ©) Elaborar productos con carné que provenga de ciertas partes del

animal dificiles de comercializar en estado fresco.(25)

2.1.2. CLASIFICACION DE LOS PRODUCTOS CARNICOS.
Por su-forma o método de preparacion pueden clasificarse de la

siguiente forma:

2.1.2.1. PRODUCTOS CRUDOCS.

Son productos de salchichoneria elaborados de; carne, grasa. de
cerdo, visceras y condimentos. Dentro de estos productos se enéuéntra
el chorizo y el salami madurado, entre otros,

Estos productos no son sometidos a un tratamiento térmico y
pueden consumirse frescos o cocinados después de la maduracion. Esta
etapa es importante para este tipo de productos ya que en ella se
llevan a cabo clertos cambios bioquimicos que se ven reflejados en:

a) Pérdida de peso y acidificacién lo que ayuda a la conservacidn.



b) Aumento en la consistencla por las proteinas liberadas durante el
picada.

c) Formacidén de colores, sabores y olores caracteristicos.(25,26)

2.1.2.2, PRODUCTOS ESCALDADOS.

Estos productos se elaboran a partir de carne fresca, no
completamente madurada los cuales, posteriormente se someten a un’
proceso de escaldado, que se aplica can el objeto de disminuir la
carda microbjana, lo que favorece la conservacion y ayuda a coagular-
las proteinas para obtener una masa consistente.

£l escaldade se refiere a un tratamiento térmico con aqqé
caliente a2 75'C, por un tiempo gque varia en funcion del diémetro'dgl
embutido. ) : E

Dentro de estos productos se incluyen a la -mortadela yra:las

salchichas. (25,26)

2:1.2.3. PRODUCTOS COCIDOS.

Los productos de este tipo se claboran a partir de carne y grasa
de cerdo, visceras y sangre los cuales se someten a un tratamlento
térmico antes de ser sazonados y embutidos: posteriormente se cﬁecen
en agua y pueden ahumarse.

El cocimiento coaqula las proteinas, favoreciendo la textura del
producto, ademds de disminuir la carga microbiana.

Dentro de esta clasificacion se mencionan a la morcilla, 1la

maronga, el pateé y el queso de puerco. (21,25, 26)
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2.1.2.4, PRODUCTQS CURADOS,

El curado se lleva a cabo medlante la adicldn de sales de cura

como son: sal comun, nitrites, nitratos,:vinaqre, azucar, hierhas y

especias a les productos, con él' objeto de desarrollar clertas

caracteristicas como son: l

a} Formacién y estabilizacidn.del . calor rojo caracteristico.

b) Olor y sabor caracter{sthd'de la carne curada.

c) Textura firme que‘propbféicna un buen corte.

d) Destruccion de micfociqanismos patégenos como el Clostridium

botul fnum,

e) Reduccidn del ‘contenido de agua del producto y, por lo tanto

mayor consefvacién.

Pafa realizar ésta operacién existen dos sistemas de curado:

1) .~ CURADO EN SECO: También conocido como salazén y gue consiste en
cubrir la superficie de las piezas de carne por frotacion con
sal comin o con una mezcla de sales de cura. La penetracion de
los ingredientes se ve favorecida por los cambios de presion
osmética provecada por las sales. El jamén serrano es uno de los
productos que se elabora por este procedimiento.

2) .~ CURADO EN HUMEDO: Consiste en utilizar agua como vehiculo de las
sustancias curantes, y se realiza sumergiendo las carnes en una
salmuera o bien se introduce la salmuera en la carne por medio
de inyeccion,

Dentro de estos productos se tiene el tocino y el jamon.



Este Wltimo método tiene como ventaja una completa disolucion de
las sustancias curantes, dando 'como resultado una distribucidn
uniforme en el interior de la.carne reduciéndose el tiempo de curado,

en comparacién con el curado en seco.(22,25,38)

2,2. ADITIVOS.

Los alimentos industrializados estan constituidos por sustancias
quimicas propias de todo alimento como son: hidratos de carbono,
lipidos, proteinas, vitaminas, nutrimentos inorganicas y. agua, pero
ademds pueden contener otras sustancias gquimicas consideradas comd
aditivos, cuya interaccidn determina muchas de las caracteristicas y
propiedades de cada alimento.{26)

La aceptacion de los alimentos depende de varios factores,
principalmente de su sabor, textura, color, costo, valor nutritivo,
vida de anaquel, facilidad de preparacion y apariencia.(3,15)

Actualmente muchos de los avances tecnologicos en la industria
alimentaria estan relacionados con el empleo de los aditivos, dichos
compuestos se adicionan a los alimentos con el proposito de cumplir
una funcién especifica en ellos y se hace de acuerdo con las
especificaciones legales que existen para tal efecto. La utilizacion
de los aditivos en los alimentos se ha ihcrementado mas cada dia, por
lo que es necesario que exista un estricto control de estos para

evitar su uso inadecuado.(8,12,26)



2.2.1, DEFINICION DE ADITIVOS.

Un aditivo puede definirse como una sustancia o mezcla de
sustancias diferentes a las proplas del alimento que se encuentran
presentes como resultado de su adicidn,permitida para mejorar alguna

caracteristica del alimento.(8,11,26)
2.2.2. CLASIFICACION DE LOS ADITIVOS POR SU FUNCION.

2.2.2.1., CONSERVADORES.

Son sustancias quimicas estables que se usan fundamentalmente
como inhibidores de crecimiento microblano. La efectividad de estos
en los alimentos depende de varios factores como son: su composicion,
nivel injcial de contaminacién microbiana asi como la forma en que se
maneje, distribuya y almacene el producto terminado.(3)

Algunos de los conservadores mas utilizados son: nitritos,
nitratos, sulfitos, diéxido de azufre, acidoe sorbico y sus sales,
benzoato de sodio, dcido propioénico y sus sales, acido acético y
acetatos, oxidos de etileno y propileno, dietil pirocarbonato y

antibicoticos.(3,11)

2.2.2,2. ANTIOXIDANTES.

Estos aditives se usan para proteger a los alimentos evitando la
oxidaciéh de 'lqs lipidos y otras sustancias como son algunas
vitam@naé.(:,:&)

Dentro-de-este §kup6 se encuentran: butilhidroxianisol (BHA),
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butilhidroxitolueno (BHT), butilhidroxiquinona (BNQ)} y tocoferoles
(vitamina E).(3,27)

2.2,2.3, ACIDULANTES

Las funciones gue tienen los acidos son muy varladas, siendo
unas de las mas importantes y comunmente empleadas las de ser:
saborizantes, conservadores, modificadores de viscosidad y ademas
poseen una - acclion sinérgica con los antioxidantes, lo cual previene
las reacciones de oscurecimiento que llegan a ocurrir en algunos
alimentos.

Algunos de los mas utilizades son los dacidos: propionice,
aceético, sorbico, succinico, lactico, malico, citrico; tartarico,

benzdico y. fosforico, (3,11)

2.2,2.4. AGENTES SURFACTANTES, TENSOACTIVOS O EMULSIFICANTES.

Tienen la propiedad de reducir la tension superficial entre dos
fases inmiscibles. Debido a su naturaleza quimica, estos agentes
tienden a concentrarse entre las dos fases, favoreciendo su
interaccidén, lo cual se ve reflejdo en la formacién de un sistema
estable de aceite en agua (mayonesa, helados) o agua en aceite
{(margarina}.

Entre ellos se encuentran: dacido oléico, grenetina,  metil
celuleosa, gomas de acacia y tragacanto, monoestearato-polioxietileno

de sorbitan (polisorbato) y lecitina entre otros. (3,11,27,36)
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2.2.2.5, .AGENTES SECUESTRANTES O QUELANTES.

La principal funcién es eliminar los iones metdlicos que pueden
tener acclén perjudicial sobre la estabilidad de los alimentos, ya
que evitan la accion de estos como en el caso del cobre y hierro que
son los catalizadores mas importantes de las reacclones de oxidacion.

Los mds comunmente usados son: polifosfatos, EDTA (dcido .|
etilendiaminotetracético), 4cidos: acético, citrico, tartarico,

oxalico, succinico, mdlico asf como sus sales.(3,11)

2.2.2.6. EDULCORANTES.
Tleﬁéh ié propiedad de endulzar a los alimentos.
Existen’dos tipos de edulcorantes:
1) SINfEiICbS: sacarina, aspartame, propilénglicol
2) NATURALES: 'sacarosa, fructosa, ¢lucosa, lactosa, sorbitol,

manitol,. glicerol, (11,36}

2.2.2.7. SABORIZANTES.

Uno de los usos mas comunes es reponer los sabores que se
pierden total o parcialmente durante el procesamiento o también
pueden emplearse con la intencion de proporcionar un sabor especifico
a un determinado alimento.

Dentro de este grupo se pueden encontrar dos clases:

1) NATURALES: extractos de hierbas y especias como menta, vainilla.
2) SINTETICOS: benzaldehido (cereza), butirato de etilo (pina),

antranilato de metilo (uva).(27,36)
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2.2.2.8. COLORANTES.

pebido .a que el color en los alimentos es muy importante para
los consuﬁidores, estos aditivos son afadidos para conferirle un
tinte o coloracidn deseados a un determinado alimento.

Dentfo de este grupe podemos encontrar dos clases:
1) SINTETICOS: colorantes anilinicos.
2) NATURALES: extractos de achiote, caramelo, azafran, caroteno.

(8,11)

2.2.2,9. NUTRIMENTOS.

El objetivo de la adicion de—otros‘combuestos, como es el casa
de las vitaminas, minerales, aminoébidds; proteinas-veqetales, etc,,
es parat ' :

a) RECONSTITUIR: alcanzar el con;en}go ériqfnal;Aa algﬁna;suﬁtancia
antes de su procesamienta. ' S

b) NORMALIZAR: compensar la variaéiéﬁ ’nétural del contenide: de
algunas de estas sustancias después QE su procesamiento,

c) ADICIONAR: uno o mds componentes o sustancias que pueden‘o no

haher estado presentes en el alimento antes de su procesamienco.(S)

13



2.3, B8OYA

2.3.1. GENERALIDADES:

La soya: cuyo nombre botdnico es Glycine max, es uha planta
leguminosa, oi:‘ivqir'laria del centro de Vavilov {China). Su "culéiw)o se
inicié hace ihésde cinco mil afos y desde entonces ha &‘skidonlina planta
importante en la dieta de los pueblos orlentales.

En nuestro pais se introdujo en el afo 1911, En un principio se
pensdé que podria sustituir al frijol, sin cmbargo se encontraron
algunas desventajas para su aceptacidn como lo que respecta en cuanto
a su sabor (muy acentuado a frijol), dificultad de coceion vy
prinéipélmente la falta de costumbre de su consumo.

Sin  embargo, en las ultimas décadas ha existide un gran
desarrollo cientifico y tecnolégico en el aprovechamiento de esta
planta, bdsicamente por su alto contenido y calidad de la proteina,
bajo costo, ademds de tener propiedades funcionales adecuadas para
utilizarlas como sustituto de proteinas animales en la elaboracion de

algunos alimentos.(1,3,7)

2.3.2. COMPOSICION QUIMICA DE LA SEMILLA DE SOYA.

La semilla de soya presenta la siguiente composicion quimica:
entre los minerales encontramos: fésforo, hierro, magnesio; céléio.
Acidos grasos tales como: linoléico, linolénico y oléico. Hidratos'de
carbono entre los cuales se encuentran: almidén, sacarosa, gaiactosa,

rafinosa y estaquinosa. Proteinas: éstas forman la mayor p:q'x;éé de la

14



composiciénvquim;ca, apruxim&damente el 90% de las proteinas de soya
son globuiinas y 61" 10% ' restante son enzimas intracelulares
(lipoxigenasa, ufeasg;? 15m11qsa’, lipoproteinas de las membranas
celulares.15;15714) e

El p&kceﬁﬁajéfde esta composicién se representa en el Cuadro 1.

Poi'meqiofdel andlisis de electroforesis, punto isceléctrico y
ultracentrifugacién se pudieron conocer las cuatro fracciones que
forman las proteinas de la soya, las cuales se designan como: 2s, 7s,
11s y 15s, y cuya clasificacion estd basada en su coeficiente de
sedimentacidn. cada una de estas fracclones estian formadas a su vez
por diferentes proteinas, cuyo porcentaje se presentan en el Cuadro

2.(3,14,16)

2.3.3. FORMAS COMERCIALES DE LA PROTEINA DE SOYA.

Actualmente, la semilla de soya se procesa para la obtencién de
diferentes productos, que se clasifican de acuerdo a su contehidévde
proteina. Cada uno posee ciertas caracteristicas y propiedades gue

los hacen adecuados para su utilizacion en diversos alimentos.

2.3.3.1. HARINAS

Existen diferentes tipos de harina de soya, .pero.las mis
comunmente empleadas son las harinas integrales y desgrasadas, siendo
las segundas las mas usuales debido a que lakexﬁraccidn del aceite de
soya resulta ser econdmicamente ventajosa para‘los procesadores de

soya.,
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El contenido'de proteina-en la harina de soya es: en la integral

de 41,5% y ‘en la desgrasada de 53.,0%(1,3,13,19,23)

PORCENTAJE DE LA COMPOSICION QUIMICA DE LA SEMILLA DE

CUADRO 1.
SOYA. (g/100g)
PROTEINAS |\ EXTRACTO | HIDRATOS CENIZAS FIBRA HUMEDAD
ETEREO DE CRUDA
CARBONO
40 18 27.7 5 3.5 8
CUADRO 2. -FRACCIONES Y PORCENTAJE DE LA FRACCION DE LA
SEMILLA DE SOYA.
FRACCION
2s (22%)

Inhibidor de tripsina

Citocrome c

Conglicina

Globulina 2.3s

Globulina 2.8s

7s (36%)

Hemaglutinina

Lipoxigenasa

Beta-amilasa

Globulina 7s

11s (31%)

Globulina 11s

155 (11%)
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2.3.3.2. TEXTURIZADA
Este producto se’ obtiene por un proceso de - extrusién
temoplastica, con .- el’ cual se _forman estructuras £ibrosas Y

voluminosas. contiene aproximadamente 53.4%.de proteina y: puede estar

adlcionada de sazonadores, saborizantes, colorantes, enriquecedores.

etc.(3,7,19;37y

2.3.3, 3. CONCENTRADO

de este tipo son mas refinados que los anterlores ‘

ya que ccnti ”nen un minima de 70% de proteina.v (‘3,‘1‘9,23)

z.3.4.'ékobiaohoés~F TONALES : DE LAS* FORMAS COMERCIALES na LA

PROTEIN DE SOYAL.

Estas propiedades dependen basicamente del contenida y calidad

de sus ptoteinas (Cuadr‘ 3)

Los efectas de ‘estas propiedades t‘uncionales en un: producto
cdrnico son 1os siguientes. :
a) Retencion de qgua 1o cual se. Ve reflejade en’ un  aumento
considerable del rendimiento; : ;
b) Aumento en la aqlutinacién, de'lwi.dd'a" la lncérpofacidn de la

proteina de soya con las protemas mmnbrilares por -la concentracion

'ﬁ,,!',-—’ Sl SR 3



de fosfatos y sal.

c) Textura, hay una mayor suavidad con respecto al esfuerzo cortante.

d) Actlividad antioxidante.(4,12,29)

CUADRO 3, PROPIEDADES FUNCIONALES Y USOS DE LAS FORMAS

COMERCIALES DE LA PROTEINA DE SOYA.

PROPIEDAD FUNCIONAL

FORMA COMERCIAL

EMPLEO EN
ALIMENTOS

EMULSIFICACION
~ Formacion H,C,A Salchicha, sopas
-~ Estabilizacion H,C,A Crema chantilly,
pasteles
ABSORCION DE GRASA
-Promocion H,C,A Embutidos
-Prevencion H,A Donas
ABSORCION O
RETENCION DE AGUA
~ Absorcion H,C Pasteles,
salchichas
~Retencion H,C Pan, carnes
TEXTURA H,C,A Sopas, salsas
H= harina = cohcentrado A= aislado (4)

2.3.5. LEGISLACION SOBRE EL USO DE PROTEINA DE SOYA EN

PRODUCTOS CARNICOS.

Actualmente existe

proteinas

animales por

una marcada

las de

tendencia a

origen vegetal,

sustituir

debido a

las

las

propiedades funcionales que confieren al alimento, a su contenlido y

calidad protéica y por su menor costo.
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Respecto a los productos carnicos, la legislacion en México de
acuerdo con el articulo 490 del Diario Oficial de la Federacion del
18 de enero de 1988, estipula que la adicién de proteina de soya sdlo
se permite en productos de tipo emulsionado, en un porcentaje de
hasta un 3.5% para el concentrado o harina de soya y en un 2% para el
de tipo aislado. Sin embargo, con fecha 6 de agosto de 1990 se firma
un Acuerdo de Concertacisn en el cual se suscriben la Secretaria de
Comercio y Fomento Industrial (SECOFI), Empresas Productoras de
Carnes Frias, la Camara Nacional de la Industria de la Pransformacion
{CANACINTRA), asi como los Representantes de las Empresas Lideres del
Ramo, creando una Piramide de Calidades para la Comerciallzacion de
los Jamones.

En este acuerde se clasifica al jamén en diferentes grades de
calidad con base en su contenido de proteina permitiéndose ademds, la
adicién de otro tipo de proteina, ya sea animal o vegetal en un 2% a
los jamones de grado de calidad preferente, econdmico e intermedia
{Cuadro 4). (30,31,132,33)

CUADRO 4. CLASIFICACION DE JAMONES EN GRADOS DE CALIDAD
DE ACUERDO A SU CONTENIDO DE PROTEINA.

GRADO DE CALIDAD ¥ DE PROTEINA % DE PROTEINA
JES— ADICIONADA

EXTRAFING 18 a
FINO 16 0
PREFERENTE 14 2
ECONOMICO 12 2
INTERMEDIO 11 2
POPULAR 10 0
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2.4. METODOS DE DETECCION DE PROTEINA DE BOYA.

En la literatura se ha informado de varios métodos para la
determinacion de la proteina de soya en productos carnicos, cada uno
de los cuales cuenta con ciertas ventajas y desventajas que a

continuacion se mencionan:

2.4.1. MICROSCOPIA.

Se identifica microscopicamente, por medio de una fuente de luz
polarizada, la presencia de las celulas caracteristicas de la sovya,
que son en forma de "I" o de reloj de arena. Estas pueden observarse
en el residuo fibroso que se separa cuando se trata la muestra en un
dcido y alcali diluido.

Este método es cualitativo y tiene la limitante de que muchas
veces durante el proceso de extraccién de las células de la soya, se
rompen, por lo cual se dificulta su deteccion. Ademds de que solo
pueden identificarse las harinas de soya y soya texturizada mas no
los aislados y concentrados de la proteina de soya en los productos

carnicos en los cuales fueron adicionadas. (10,20,24,34)

2.4.2, DETERMINACION DE DIOXIDO DE TITANIO {INDIRECTO).

Este método cuantifica de manera indirecta la concentracioén de
soya adicionada en el producto, con base en la cantidad de didxido de
titanio presente detectado espectrofotométricamente a una longitud de
onda de 408nm.

* El método resulta ser preciso, sencillo, rapide y de bajo costo,
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sin embargo, posee algunas limitaciones como son las que en Mdxico
muchas veces a la soya no se le adiciona este marcador y en caso de
hacerlo, la legislacidn sdlo lo permite para los productes de tipo
aislado de soya, por lo que no se podrian identificar los
concentrados, harinas y texturizados comunmente adicionados en los
productos cdrnicos. Ademds de que, existen muchos paises en los que
no permiten que estos productos contengan quimicos por lo cual, para
fines de comerclializacidén internacional muchas industrias excluyen su

enpleo. (6,20)

2.4.3. ANALISIS DE AMINOACIDOS Y PEPTIDOS.

Se basa en la presencia y secuencia de aminoacidos. La mezcla de
carne y proteina de soya es tratada con una enzima proteolitica como
la tripsina, dando como resultado una mezcla de péptidos los cuales,
pueden analizarsie por cromatografia liquida de alta presion (HPLC) o
en un autoanalizador de aminoacidos.

$in embargo, o6ste método tambien presenta desventajas, ya que
las diferencias entre los aminocdcidos de las proteinas de soya y de
la carne no son suficientemente marcadas como para desarrollar ésta
técnica cuantitativamente. Ademas de que en algunos productos pueden
estar presentes otras proteinas derivadas de alimentos como: leche,
hueve, harinas de pescado, etc., por 1o que el analisis resulta poco

confiable. (23,24)
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2.4.4. ELECTROFORESIS.

Consiste’ en lé separacion de las proteinas por su ca:rga’y tamaho
en presencia de un campo eléctrico. Este método es uno -de. los mas
recomendablkes con respecto a los anteriores por su alto poder de
resolucién, pero también posee ciertas limitaqiones‘como es. la
desnaturalizacién de las proteinas debid§ a el tratamiento térmico
ocurrido durante la elaboracién de los productos cdrnicos, ya que
esto'dificulta su solubilizacion y por lo tanto, su separacidn.

Asi mismo durante la deteccidn de las proteinas por éste método
es necesaria la adicién de un agente detergente como .el -dodecil
sult‘ato ‘de sodio (SDS) que se utiliza para separar las subunidades
que componen a las proteinas oligoméricas y neutralizar sus cargas, :
1o cual provoca una reduccidén al minimo de las diferencias de carga

y por lo tanto, dificulta la separacion de las prote_xnas.t(10,24)

2.4.5. METODOS . INMUNOLOGICOS.

- Los métyodos inmunolégicos se basan.en la rea;:cidn antigeno-
antiéuérpoy son usados en ensayos O procesos de deteccién por su
gran ésbecificidad y sensibilidad por lo que, el usar anticuerpos o
antigenos marcados es de gran utilidad para el analisis.{16,17)

Estos métodos son los mas recomendables, al igual que el
anterior para la determinacién de proteina de soya en productos
cdrnicos gracias a las diferencias filogenéticas existentes entre las
proteinas animales y las vegetales como es la proteina de soya.

- ANTIGENO (Aqg) es toda sustancia aislada o presente _en.
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microorganismos o células, capaz de inducir una respuesta inmune,

- ANTICUERFO (Ac) o INMUNOGLOBULINAS (Ig) son proteinas globulares
producidas por un organismo, capaces de reaccionar con el antigeno
gue indujo.su produccidén. El organisme produce un anticuerpo distinto
para cada’antigenc por lo cual, la reaccidén antigena-anticuerpo es
especitiba; Con base en su funcidn y estructura molecular se dividen

en 5-clases: IgG, IgA, IgM, IgD e IgE.(16,17)

2.4,5.1. CLASIFICACION DE LOS METODROS INMUNOLOGICOS.
Exjsten divetsos métodos 1nmunolégicos ‘los cuales. utilizan
diversas sustancias como marcadores, dal uso de:estos’ marcadores es

de donde generalmente deriva su nornbre.

2.4.5.1.1, PRECIPITACION,

Estas pruebas se conocen también como pruebés dé ouchterlony. Se
basan en que cuando los antigenas éolubles son mezclados directamente
con su correspondiente anticuerpo, se farman largos complejos
moleculares los cuales son visibles a simple vista.(28)

Pueden dividirse en dos:

a) DOBLE DIFUSION EN GEL: Se utillza un gel como matriz para realzar
la precipitacidon de las bandas. Se hacen perforaciones en el gel,
camunmente se coloca un pozo central con el anticuerpo y 5 0 & pozos'
circundantes que contienen las muestras, La formacidén de bandas de
precipitacion entre el pozo central y los circundantes nos da

informacion de la presencia de antigeno en la muestra. (28,29,35)
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b) INMUNODIFUSYON RADIAL: Es un mdtodo para cuantificar antigeno en
una muestra, ' :

El anticuerpo es distribuido en el.gel y el antigeno es colocado
en un pozo y se forma una zoha‘opaca‘por'larprgcibitacién de los
complejos inmunes formados. . ‘ ‘ p l i

La concentracion de-antigeno en una'muastréuggiqﬁtiéné”pdr_él

didmetro de la zona de precipitacidén comparada con.una curva estandar

de concentracliones conocidas de antiqeno.(za,zg)yri
Estas técnicas tienen las ventajas de: ‘
- No consumir demasiado tiempo para su realizacldﬁ.
- No requiere equipo muy costoso.
Pero también posee la desventaja de quela _lectUra de  los

resultados es cualitativa o semicuantitatlva.(ée,zs)

2,4.5,1.2. AGLUTINACION.

El' fundamento es el mismo que el -de: las  reacciones de
precipitacién excepto porque depende de la-solubilidad que presenta
el antigeno o el anticuerpo.(28)

La aglutinacidén ocurre cuando -una suspensién aproplada de
células es mezclada con un anticuerpo especifiqo, cambiando de una
solucion clara a una turbia o lechosa. :Esta aglutinacion se-mide
compardndola con una curva estandar con cphcéntrééiones qonoqldés de
antigeno. (28,29) : i e :

Este método tiene las ventajas dé:'nd'requérir equipo- costoso y

que los resultados se obtienen en poco tiempo.
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Pero tiene las desventajas de:
- Haber interferencias en las muestras.
- Dificultad en la interpretacion de resultados, especialmente en

concentraciones bajas de' la ‘sustancia problema,{28,35)

2.4.5,1.3. INMUNOFLUORESCENCIA.
En éste método se usan compuestos fluorescentes como marcadores.
La inmunofluoreqcencia puede’ ser directa o indlrecta. :

a) DIRECTA: En este caso. el antigeno en solucion se localiza por el

empleo de un anticuerpo que ha sido marcado con’-una ‘sustancia

fluorescente como la fluoresceina.

b) INDIRECTA: Este método se lleva a cabo en dos paSos:

1) Se incuba el antigeno en un sustrato con anticuerpos marcados,
después se hace un lavado para remover los anticuerpos en exceso.

2) Se usa un anticuerpo anti-IgG marcado con una sustancia
fluorescente (fluoresceina), que reaccionara con el anticuerpo que no
fué removido por el lavado por estar unido al antigeno, asi se
lograra visualizar si la primera reaccién del antigeno-anticuerpo
tuvo lugar.

Esta técnica tiene algunas desventajas como son:

- Consume demasiado tiempo para su realizacion,
~ No puede automatizarse.
- Es relativamente cara, pues requiere de un aparato costoso como es

el microscopio de fluorescencia.
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- La lectura. de.los. resultados es cualitativa o semjcuantitativa.

(12,28)

2.4.5. 1 4, RADIOINMUNOENSI\YO {RIA).

_En el método seutilizan radiocisdétopos como marcadores, los
cuales se’ colocan en una solucidn donde se-encuentra el antigeno que
se quiere mgdirg Se ‘agrega el anticuerpo no marcado y se mide la
cantidad‘dg antigeho presente con base en la competencia que existe
entre el'antiche:po marcado y el no marcado para unirse al antigeno.
Para §Qant1ficar la cantidad de sustancia presente debe elaborarse
una cﬁf?a de calibracién.

Este‘método tiene la gran venta)a .de ser muy sensible, pero
también, posee desventajas.como son. : : :
- Los isdtopos mis utllizados que son I”? Y Im que tieneniuna-vida
media corta. :

~ Sus deslnteqrdcibh Y Vestruyen algunas estructuras moleculares.

- Requieré. madidas especiales de” sequridad debidas al manejo de

materiales radxactivos.(lz)

2.4.5.1.5.‘Eﬁsgib§ INMUNOENZ IMATICOS (ETA) .

En esﬁos éﬁsayos se utilizan enzimas como marcadores,

Este tipo de andlisis poseen grandes ventajas sobre los demis
como sont
- Los reactivos son baratos y faciles de preparar.

-~ Son estables.
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- No es dafinoc para el operador pues usa enzimas como marcadores.
- La lectura de resultados es objetiva y facil de realizarse
espectrofotométricamente. (12)

Los ensayos inmunoenzimdticos se clasifican en-dos:
1) HETEROGENEOS: El anticuerpo o el antigeno marpados con la enzima
se separa del complejo antigeno-anticterpo marcado antes ‘de la
medicién de la actividad enzimitica. ] : ‘
2) HOMOGENEOS: En los cuales la actividad®enzimitica:del dnttgeno [}
del anticuerpo marcado se mide en presencia:aél ébmp1éj§'antIgeﬁo-'
anticuerpo marcado. T

En ambos tipos de EIA un antigens. o un anticlerpo’ puede ser

unido a una enzima, canservando sus caracgér
enzimaticas intactas. P

Los ensayos inmunoenzimaticos se héh é#
industria alimentaria y dentro de estoéiéﬁséyés;gngohtraﬁés los

llamados ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbenﬁ Aééayi.(ié,zﬂ)

En esta técnica las enzimas gue mas se usan como marcadores son
la fosfatasa alcalina, la peroxidasa y la glucosa oxidasa. Los
sustratos de estas enzimas cuando son degradados provocan una
coloracion la cual, puede distinguirse a simple vista y ser medida
colorimétricamente.

De todos los ensayos inmunoldgicos éste es el mas sensible, en

virtud de que permite medir concentraciones muy bajas de un antigeno.
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Para que una determinacion por el método ELISA sea sensible,
facil de mdntaf Yy baraﬁo, la enzima a utllizar debe de tener los
'siguientes caracteristicas‘
~ Ser estable a:25= J7‘C y tener una vida de anaquel de por lo menos
6 meses a” 4 C.

- La enzima puriflcada debe ser. Eacil de obtener.

- La: activlda

;enzlmatica debe_se: facilmente medida por métados

colorimétric'

~ Debe’ detectar even pe uenas cantidades.

1.~ COMPETITIVO."

Este método se émplea para cuantificar anticuerpos o antigencs,
es similar al radioinmunoensayo (RIA). Se basa en hacer reaccionar
cantidades constantes y limitadas de conjugado con la finalidad de
saturar sus sitios de union adsorbidos al soporte, de manera que si
existe en la muestra la misma especie molecular del conjugado imbas
competiran para unirse a la fase sdélida quedando libre parte del
conjugado que se eliminan al momento del lavado, por consecuencia
habra un menor desarrollo de color.

En este tipo de ensayo es necesario realizar una curva estandar
usando esténdafés de concentraciones conocidas, para interpolar la

lectura obtenida de la muestra. (18,28)
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2.~ NO COMPETITIVOS.

Estos a su vez se dividen en dos categorias, las cuales son:

a) METODQ DEL DOBLE-SANDWICH O .DOBLE: ANTICUERPO.
Es el 'mis empleado p‘aréf- la determinacién de antigenos y consiste
en cubrir 1a. fase -8élida ‘con un anticuerpo al que se unird el

antigeno P’re'sqnt:e;,'eriila"‘ m é;%tra durante el periodo de incubacioén.

Después del lj‘a;va'ddr ,a,dié'ion'a,un segundo anticuerpo unido a una

enzima, ‘el vé;"ugb' un - epitope diferente del antigeno;

Einalmenté; s e liminae}v»exceso de este, se adiciona el sustrato'y

se cuantifica Golor 'desarrollado el cual, es directamente
proporci’qha:l n éntracién del antigeno. (28)
b) ELISA  TNDIRECTO

Se utiliza en la determinacion de anticuerpos presentes en una
muestra‘bioldgica por lo que, el antigeno conocido es inmovilizado en
la fase sdélida. Después de gue se lleva a cabo la reaccion antigeno-
anticuerpo, se separa el exceso de anticuerpo por medlo de lavados y
la presencia del anticuerpo unido se muestra mediante una anti-
inmunoglobulina marcada con la enzima. La actividad enzimdtica se
mide después de una etapa final de lavado y el desarrollo de color es
directamente proporcional a la concentracién del anticuerpo

buscado. {(28)
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BLISA POR INHIBICION

Este ensayo es una combinacidn de ELISA competitivo e indirecto.
En este, la parte fundamental es la unidn dél antigeno.con-un éxceso
de anticuerpos; de estos anticuerpo los que queden sxn reaccxonar con

el antigeno se ponen en una placavprevlamente sensibi117ada con‘“

antigeno los cuales, son los ‘que se cuantitican En este ensayo el

color desarrollado cs ;

ersamente proporclonal a la concentraclon

del antigeno.

2.5. DBEARROLLO DEL INKUNOANAL!GIS EN EL ARBA bDE ALIHENVOB.

isis han sidoun elemen ‘y xmportante

través: del” tiempo para

txsfacer las necesid d; evlbs~adeléntqs

tecnoldqicos.,T

Las técn}éaéVQe inﬁuh;enﬁayo han tenido-ungran éuée desde. hace
20 afos qéﬁtro‘déi?afea de1 diagnéstico clinico. Sih embargo, hasta
hace poco. tiémp6 . el . inmunoensaye ha tenido péco uso. dentro dqi
andlisis de‘alimentos siendo que estos métodos tienen una superior
especificidad.y sensibilidad que otros métodos quimicos.

El inmuncensayo por ser selectivo y sensitivo depende de la
especificidad y afinidad del anticuerpo por el antigeno. ELISA por
ejemplo, puede detectar y medir nanocgramos y picogramos de la
sustancia a analizar en una mezcla de complejos.

En paralelo con el desarrollo en el diagnéstico clinico, el

andlisis de alimentos basado en anticuerpos, se ha incrementado con_
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el empleo de estuches comerciales, los-cuales contienen todo el
equipo necesario para determinar la proteina especifica del alimento.
El uso de estuches comerciale#‘rﬁquiqré de poca destreza técnica, la
tinica manipulacion necesaria es. la',ektfaccién del alimento, la
aplicacion de los extractos vy reactivos del estcuche y los pasos
intermedios de lavado. o

Recientemente, los inmunoensayos hain-tenido: un gran ntmero de
aplicaciones en el area de los‘aliﬁentos por las nuevas tendencias
gubernamentales en los procesos: }ndustrialés y ‘en el control
industrial sobre la composicion y calidad de.ellos. .

Los métodos inmunoenzimaticos seb han utilizado para ‘la
determinacion y cuantificacién de especies extrahfas en alimentos,
contaminantes, toxinas bacterianas y fungicas (especialmente en
granos) residuos de antibidticos y pesticidas. También 7;@ ﬁan
empleado para identificacién de variedades o tipos de plantas, en:el
estudio de alteracion o degradacion de componentes del aiimento‘
durante su procesamiento.

Con respecto a los productos cdrnicos, también se han utilizados
métodos inmunologicos: inmunodifusién radial para:detectar proteina
de soya, especies presentes diferentes a la de cerdo, Por la técnica
ELISA, se han hecho estudios sobre deteccién y cuantificacion de
diferentes especies presentes en los productos, de caseinato y. de

proteina de soya principalmente.
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2.6, VALIDACION.

Una vez desarrollada una teécnica analitica, es necesario que
esta sea validada, es decir, se debe confirmar y documentar que los
resultados por ella producidos son confiables, para que de esta forma
el quimico se de cuenta si la técnica evaluada sistematicamente
cumple con los propésitos para los cuales fue disenada.

La validaclon de un metodo analitico puede definirse como el
procese por el cual queda establecido, poar estudios de laboratorio,
que la capacidad del metodo satisface los requisitos para las
aplicaciones analiticas descadas. Esa capacidad se expresa, en
términos de variables analiticas.

Las variables a valorar, dependiendo de la aplicacidn del método
san:

1) ESPECIFICIDAD.

Es la propiedad del metodo analitico para preoducir una respuesta

medible debida unicamente a la presencia de la sustancia de interés,

libre de interferencia de otros componentes de la muestra.

2) SENSIBILIDAD.
Esta corresponde a la minima cantidad de sustancia analizada que

puede producir un resultado significativo.

3) PRECISION.
Es la dispersion de las medidas alrededor de su valor medio o

central y corresponde, al - grado-de -concordancia” entre resultados
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analiticos individuales cuando el método se aplica repetidamente a
multiples alicuotas de una muestra homogénca.
También es la medida del grado de reproducibilidad del método

analitico.

4) EXACTITUD.

Es la concordancia entre un valor obtenido experimentalmente
{media) y el valor de referencia. Se expresa como el porcentaje de
recuperacién obtenido del analisis de muestras a las que se les ha

adicionado cantidades conocidas de la sustancia de interés,
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3.2, MATERIAL

3.2.1, MATERIAL BIOLOGICO

Adyuvante de Freund’s completo marca Gibco.

Anticuerpo anti-soya inmunizado eﬁ conejovmafCa Sigma.

Anticonejo conjugado con peroxidasa inmqnizado en cabra marca Dako.
Conejos machos raza. Nueva ZElaﬁdg de 2;5K§

Sueros de rata, conejo; cabré,‘bo?regd; qélliﬁa,,res,vperro, cerdo,

burro, caballo y-humano.

3.2.2. MATERIAL DE'LABORATORIO. ,
Matraces: aforados 2000,:1000, 5_60‘;}5@, o0, 50,725, 10 mL
Vasos de'prec;pitaa’o‘s 1900,:'7 500, 250, 100,' 50-mL
Matraces Erlenmeyer 1000, 500, 250; ‘175-mL
Pipetas Pasteur

Prohetas 500, 250, 100, 50, 25 mL

Tubos de ensaye 13x100, 12xX75 mm v

Pipetas serologicas 10, 5, 2, 1 mL

Pipetas volumétricas 10, 5 mL

Matraces Kjeldahl 800 mL

Charolas de aluminio

Mortero 13 cm de diametro

Recipi;nte de pléastico

Microplacas de 96 pozos para pruebas de ELISA
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Puntas para micropipeta 1-10, 10-100, 100-1000
Tubos Eppendorf 1.5 mL

Recipientes para reactive 75 mL
Jeringas desechables 5, 10, 20 mL
Membrana de nitrocelulosa poro 0.45 micras
Matraces Kitasato 500 mL

Embudos Buchner 56 mm de didmetro
Termémetro 0-120°C ‘
Pinzas para crisol 45 cm

Desecador 250 mm de diametro

Papel Whatman No.4

Tubos de rosca 16x150 mm

Caja Petri 15x100 mm

Bureta 50 mL

Papel glasine

Gasa

Gradilla para tubos

Papel parafilm

cinta adhesiva

Espatula

Algodon

Aplicadores

Micropipetas 1-10, 10—100{ 100~1000 - pul

Pipeta multicanal 50-200 ul
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EQUIPO

EQUIPO

Agitador de tubos

Espectrofotometro

Lector para miéroplacas de: ELISA

410~630nm

Bafho de: incubacién 1-100°C

Digestor y destilador Kjeldhal

Estufa

Balanza analitica 0.1-110g

Parrilla de calentamiento y

agitacion

Centrifuga 100-5000rpm

Potenciometro

Estufa de incubacioén 0-120°C

Agitador de tubos

Refrigerador

campana de extraccién

Balanza granataria

Agitador orbital

MODELO
LU3=-3RH

250

MR600

1800

53166

" osTo
zeromatic 1V
E-80

1280

Trim wall
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MARCA
Coulter
Electronics'
Gilford

Dynatech

Laboratories
J.M.ortiz
Labconcé
Lab-ling
Instruments

,,Téqatdr

Lindberg

IEC
Beckman
J.M.Ortiz
Lab-line
Instruments
Kelvinator
Ohanus
Lab-line

Instruments



3.2.3. REACTIVOS
REACTIVO

Hidréxido de sodio

Etanol absoluto

Metanol

Metanol

Acido clorhidrico .

Acido sulfdrido

Cloroformo

Tris(hidr?ximetil)éminqmetano

Albumina sérica bovina

Albumina sérica bovina libre de
gamma globulinas

Dodecil sul fato de sodio

2-mercaptoetanol

o-fenilendiamina

carbonato de sodio

Bicarbonato de sodio

Urea

Cloruro de sodio

Reactivo de Folin 2N

Sulfato de cobre pentahidratado

Fosfatoc de sodio dibasico

heptahidratado
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MARCA

Mallinckrodt
J.T.Baker
J.T.Baker
J.T.Baker
J.T.Baker
J.T.Baker
J.T.Baker
Sigma

Sigma

Sigma

sigma

Sigma

Sigma
Mallinckrodt
Mallinckrodt
Mallinckrodt
Mallinckrodt
Sigma
Mallinckodt

Mallinckrodt

GRADO DE
REACTIVO
G.A.
A.c.s.
A.C.S5.
Q.P.
A.C.S.
A.C.S.
A.c.s.
G.A.
G.A.

G.A.

G.A.
G.A.
G.A,
G.A.
G.A.
G.A.
G.A,
G.A,
G.A.

G.A.



Tartrato de sodioc y potasio
Cloruro de potasio

Fosfato de potasio monobasico
Perédxido de hidrogeno al 30%
Xilol

Acetona

Acido citrico monohidratade
pidxido de selenio

Sulfato de potasio

Acido bérico

Rojo de metilo

Zinc en polvo

Eter

Tween 20

4~clora-1-naftol

*NOTA: Q.P.= Quimicamente puro

G.A,= Grado anhalitice

Mallinckrodt
Mallinckrodt
MallincKkrodt
Mallinckrodt
Mallinckrodt
Merck

J.T.Baker

Merck

J.T.Baker
J.7T.Baker
J.T.Baker
J.T.Baker
J.T.Baker :
Fisher scientirié

Biorad

G.A.
G.A.
G.A
G.A.
G.A.
G.A.
A.C,S8.
G.A.

A.C.S.

"A.C.SV

A;C.S.
Q.P, »
A.C.8.
G.A.
G.A,

A.C.S.= Producto gue cumple con las especificaciones

de la Sociedad Quimica Americana
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3.3. PREPARACION DE SOLUCIONES.

a) SOLUCIONES PARA DOT ELISA.

1.~ Solucion amortiguadora de fosfatos salinos (PBS) pH 7.4, 0.1M

Nacl ' 8.00 g
Na,KPO, 7H,0 2.17 g
KH,PO, 0.20 g
KCl 0.20 g

,Ajﬁstar el - pH- con NaOH 0.,1N. Aforar a 1000 ml con agua

desionizada:

2.~ Solucidn  amortiguadora’ de  fosfatos salinos 0.1M con Tween 20

0.05% (PBST)

NaCl S 8.00 g
Na,HPO, 7H,0 2,17 g
KH,PO, 0.20 g
Kcl 0.20 g
Tween 20 0.50 ml

Ajustar el pH con NaOH 0.1N. Aforar a 1000 ml con agua

desionizada.

3.~ Soclucion de albumina sérica bovina (BSA).al. 3% en PBS

BSA 0.30 g

Disolver BSA en 10 m] de PBS.
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4.- Solucien sustrato.
Solucion A: 15 mg de 4-cloro-1-naftol disolverlos en Sml de
metancl frio.
Solucion B: 25 ml de PBS + 15 ul de perdxido de hidrégeno al
30%.

Mezclar A y B antes de revelar.

b) SOLUCIONES PARA ELISA.‘,
1.- Solucién amortiguadora TRIS-HCl:pH 8.6, 1M
TRIS N 6,005 g
Ajustar el pH con HC1 concentrado. Aforar a 50 ml con agua

desionizada.

2.- Solucién amortiguadora de carbonato-bicarbonato pH 9.6, 0.1M
Na,co, 0.159 g '
HaHCo, 0.293 g
Ajustar el pH con NaOH 0.1M. Aforar a 100 'm} -conv-agua

desionizada.

Estable 2 semanas a temperatura ambiente.

3.- Solucién de albumina sérica bovina libre de gammaglobulinas al

0.2% en amortiguador de carbonato-bicarbonato.

Albumina sérica bovina libre de gammaglobulinas 0.2 g
Disolver la albumina en 100 ml de amortiguador de carbonato-

bicarbonato.
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4.~ Solucion sustrato.

*Solucién amortiquadora fosfato-citrato pH 5.0

Ac. citrico 0.5105:g

Na,HPO, 7H,0 - - .1.3780 g

Ajustar el pH cbn NaOH .o  HCL 0.1N.: Aforar -a 100 ml -con agua

desionizada.

ngstrato
d-fenileﬁdiamina 40 ng
Peroxido. de hidrégeno
al 30% 40 pul
Disolver én los 100 ml de amortiguador fosfato-citrato.
Preparar inmedia;amenté antes de usarse y guardar en frasco

ambar.

5.- Solucioén H,S0, 2.5M
H,S0, ' 33.99 ' ml
Agregar lentamente a el agua desionizada en bafio de hielo y aforar a

250 ml
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3.4. METODOLOGIA

3.4.1. OBTENCION Y EVALUACION DE ANTICUERPO ANTI-SOYA

Se obtuvo el anticuerpo anti-soya por inmunizacion en conejos
‘con el fin de poder sustituir el anti-soya comercial (Sigma) debido
a la limitante de gue es de dificil adquisicion por ser un reactivo

de importacidn, y de gue su costo es mis elevado.

A) PREPARACION DEL EXTRACTO DE PROTEINA

1.- Pesar 100 mg de aislado de proteina de soya

2.- Adadir 2 ml de amortiguador Tris~HCl + 6 g de urea + 2 ml de
agua desionjzada + 200 ul de 2-mercaptoetanol + 6 ml de agﬁa
desionizada.

3.- Colocar en baho de agua a 95°C por un tiempo de 60 min.

4.~ Enfriarlos de 3-5 min.

5.~ Aforar a 25 ml con agua desionizada.

6.- Someter el extracto a dialisis en PBS a 4°'C con agitacién
durante 3 dias.

7.- Determinar proteinas por el método de Lowry.

B} PREPARACION ¥ APLICACION DEL INMUNOGENO

1.~ Inmunizar 2 conejos machos de raza Nueva Zelanda con una mezcla
de 0.5 ml de Adyuvante de Freund’s completo y 0.5 ml de extracto
de proteina de soya (1.4mg)

2.- Tomar una sangria de prueba antes de cada inoculacion,
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Dar refuerzos a los .20, 40, 60 y 80 dias de igual forma.

Al final de los refuerzas hacer una sangria a blanco por puncion
cardiaqa; i ‘ : ‘

Separaf ei sue;o Eorv¢§ﬁ:rirugaci6n a 3000rpm por un tiempo de

10 ‘min.

Alicuotar 10s sueros 'y guardarlos en congelacion,

E”LOS ANTICUERPOS ANTI-SOYA POR EL METODO DOT ELISA

Se ;eélizd pafa conocer su potencia y determinar la dilucién

éptima. con 1a cual, se trabajaron los anticuerpos:

1.~

*3, -

4, -

G, -

*7, -

*8, -

Apliéar 11l de las diluciones de extracto de proteina de soya
en concentraciones 1, 0.5, 0.25, 0.125, 0.0625 mg/ml- en :la
membrana de nitrocelulosa.

Secar a temperatura ambiente.

Bloguear con 2.5 ml de albumina sérica bovina al 3% en PBS por
un tiempo tiempo de 60 min.

Lavar 3 veces con PBST por un tiempo de 3 min cada vez.
Preparar en tubos de ensaye las diluciones del anticuerpo anti-
soya 1:100, 1:250, 1:500, 1:800, 1:1000, 1:1500.

Incuabar las tiras de nitrocelulosa con 2.5 ml de las diluciones
del anticuerpo anti-soya por un tiempo de 60 min.

Lavar 3 veces con PBST por un tiempo de 3 min cada vez.
Incubar con 2.5 ml del anti-conejo conjugado con peroxidasa
inmunizado en cabra (titulado previamente) por un tiempo de 60

min,
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*g9,- Lavar 4 veces con PBST por un tiempo de 1 min cada vez.

10.~- Sumergir en la soluecién sustrato por un tiempo aproximado de 15
min. =

1.~ Sumerqir en agua destilada para detener la reaccion.

* Realizar estas operacxones con-agitacion y a temperatura ambiente

NOTA: PBST= amortiguador de fosfatos salinos con’ tween 20

PBS= amortiquédor de fosfatos salinos.

D) DETERMINACION DE ESPECIFIC{bADviLTAfoCUERPO ANTI-SOYA POR EL
METODO DOT ELISA. S ‘ R

Esto fué con el objetokde Qerificér si los anticuerpos anti-soya
presentan alguna reaccibh‘éruésaa'éon otro tipo de proteina que no
sea la de soya.

se utilizaron proteinas vegetales: diferentes presen&aciones de
proteina de soya: harina, concentrado, aislado, soya texturizada asi
como trigo, lenteja, sorgo, frijol, garbanzo, maiz, arroz y dentro de
las proteinas animales se tendran: grenetina, caseina y sueros de
diferentes especies animales: cerdo, caballo, vaca, pollo, burro,
perro, conejo, borreqgo, rata, cabra; como a continuacion se describe:
1.~ Obtener los extractos de proteinas disolviéndolas en PBS en una
concentracion de 4 mg/ml.
2.~ Aplicar 1 ul de cada muestra en la membrana de nitrocelulosa.
3.~ Secar a temperatura ambiente.

*4,.~- Bloguear con 2.5 ml de albumina sérica _bovina:al 3% en PBS.
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*5,- Lavar 3 veces con PBST por un tiempo de 3 min cada vez.

*6,- Incubar con 2.5 ml del anticuerpo anti-soya en la dilucién
optima, por un tiempo de 60 min.

*7,- Lavar .3 veces con PHST por un tiempo de 3 min cada vez.

48,- Incubar con 2.% ml del anti-conejo conjugade con peroxidasa
inmunizado en cabra (titulado previamente) por un tiempo de 60
min.

#9,~ Lavar 3 veces con PBST por un tiempo de 3 min cada vez.

10.- Surergir en soluciodn sustrato por un tiempo aproximado de 15
min,

11.- Sumergir en agua destilada para detenor la reaccion.

+ Realizar estas operaciones con agitacion y a temperatura ambiente.
Siguiendo la metodclogla anteriormente descrita, se comprobd que

no existiera reaccion cruzada entre las proteinas empleadas en el

sistema de captura (anticuerpo anti-soya. anti-conejo conjugado con

peroxidasa y soya) de acuerdo al siguiente cuadro:

SOYA ARTICUERPO ANTI-SOYA ANT1-CONETO
CONJUGADO CON
PEROXIDASA

+ 4 4
- “ 4
+ - 4

Presencia de recactivo.
Auscencia de reactivo

U
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3.4.,2, OBTENCION DE MUESTRAS DE JAMON.

Como: testigos intérnos se ‘utilizaron muestras de Jjamén
elaboradas - en la planta piloto del Departamento de Ciencia 'y
Tecnologia de los Alimentos del Instituto Nacional de la Nutricion
Salvador 2Zubiran, Estas se adicionaron de la proteina de soya en
concentraciones conocidas, estos testigos internos se utilizaron para
el desarrollo y validacion del método ELISA que fué util para la
cuantificacion de proteina de soya en productos carnicos.

Dichas muestras fueron codjficadas de la siguiente manera:

MUESTRA TIPO DE PROTEINA $ DE PROTEINA
ADICIONADA ADICIONADA
RPT === 0
HoB CASEINATO 12
LKE SOYA 14
JpV SOYA 3
WAR SOYA 7

3.4.3, DESARROLLO Y VALIDACION DE LA TECNICA ELISA PARA LA

CUANTIFICACION DE PROTEINA DE SOYA EN PRODUCTOS CARNICOS.

I.- DESARROLLO:
Se procedio a realizar:
A) TITULACION DEL ANTICUERPO ANTI-SOYA POR EL METODO ELISA.
1.~ Colocar 100 ul de amortiguador cérbonato-bicarbonato en todos

los pozos excepto blancos.
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10.~
11.-

12, -

3.~
14.~
15.-
16.-

17.-

Afadir 25 pl de aislado de soya.
Hacer diluciones seriadas 1:5 a partir de la dilucién 1:100 y
desechar los ultimos 25 ul.

Incubar de 16 a 18 horas a 4°C

Lavar 3 veces con PBST por un tiempo de 3 min cada vez.
Blogquear con 100 u)l de albumina sérica bovina libre de. gamma
globulinas al 0.2% en amortiguador carbonato-bicarboﬁato.
Incubar a 37°C por un tiempo de 60 min. '
Lavar 3 veces con PBST por up tiempo de 3 min cadarvgz'.
Agregar ‘100 ul del anticuerpo anti-soya en dil@{c\:iéih_'l?loo y
hacer 16 diluciones seriadas 1:5 desechando ‘105 ,ul‘:timbfs 2"5’;11.
Incubar a 37°'C por un tiempo de 60 min.' ‘ : :

Lavar: 3 veces con PBST por un tiempo de 3

Agregar 100.. pl.'del anti-conejo cc;nrj'ugavdo‘bf
inmﬁrﬁzado en-cabra. ' :
Incubar a’37°C por un tiempo de 60 min.

Lavar 4 veces con PBST por un tiempo de 3 mif cada vez.
Agrerqar 100 ul de solucidén sustrato y dejar reacyciovnar 15 min,
Agregaf 50 pl de scldo sulfuirico 2.5M para detener.la mim.

Leer en lector de microplacas a 490nm.

B) DETERMINACION DE LA CANTIDAD DE PROTEINA DE:SOYA NECEERRIA PARA LA

BENSIBILIZACION DE PLACAS.

1.~

Colocar 100 ul de aislado de proteinar de soya ~en

concentraciones: 2.5, 1,25, 0.625, 0.3125 ug/ml’,-en arﬁorti&';uadﬁf
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carbonato-bicarbonato.
2.~ Incubar de 16 a 18 horas a 4°C,

3.~ Lavar: 3 veces con PBST por -un tiempo de 3 min cada .vez.

4.- Bloguear con 100 #1 de albumxna serxca bovxna bere de. gamma

globulinas al 0.2% en amort "r e rbonato-bicarbonato.

5.~ Incubar a 37°C por un tiempo de 60 min.

6.~ Lavar 3 veces con PBST por un tiempo de 3 min cada vez.

7.- Agregar 100 ul del anticuerpp anti-soya. (previamente titulado)

8.- Incubar a 37°C por un tibmbo de 60 min.

9,~ Lavar 3 veces con PBST por un tiempo de 3 min cada vez.

10.- Agregar 100 pul -del anti-conejo conjugado con peroxidasa

inmunizado en cabra. (previamente titulado)
11.~ Incubar a 37°C por un tiempo de 60 min.

12.~- Lavar 4 veces con PBST por un tiempo de 3 min cada vez, -

13.- Agregar 100 ul de solucién sustrato y dejar reaccionar 15 min,

14.~ Agregar 50 ul de acido sulfurico 2.5M para detener la " reaccien,

15.~ Leer en microlector de placas a 490 nm.

C) OBTENCION DEL EXTRACTO DE PROTEINA.

1.- Homogenejizar la:muestra.

2.- Pesar 20 gy de muestra.

3.- Extraer 3 veces: con: 200 'ml cada vez de cloroformo-metanol
/v,

4.- Extraer 3 veces con 200 ml cada vez de etanol-agua 80+20

acidificado con 2 gotas de HC1/1,
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6,-
7.=

8.~

10.-

11.~
12.~
13.,-

14,-

Extraer 3 veces con 200 ml cada vez de acetona.

Dejar secar de 16 a 17 horas.

Moler y homogeneizar en mortero.

Determinar proteinas por el  método Kjeldhal.

Pesar 100‘mg;de'proteina (estandar y muestras).

Agregar. 2, mlrde amortlguador tris-HCl + 6 g de urea + 2 -'ml de
agua desionizada +.200 ul de 2-mercaptoetanol + 6 ml -de: agua
desjonizada.l

Colocar en bano ‘de ‘agua a 94°C por un tiempo de 60O mxn.

Enfriar de 35 min,
Aforar con agua desionizada a 25 ml.

Almagéenar 18 horas a 2-8°cC.

D) APLICACION DE Lh TECNICA ELISA.

1.~

Sensibilizar placas con 100 gl de solucién sensibilizante en la
concentracion previamente determinada.

Incubar 16 a 18 horas a 4°C.

Lavar 3 veces con PBST por un tiempo de 3 min cada vez.
Bloguear con 100 ul de albumina sérica bovina libre de gamma
globulinas al 0.2% en amortiguador de carbonato-bicarbonato,
Incubar a 37°C por un tiempo de 60 min.

Lavar 3 veces con PBST por un tiempo de 3 min cada vez.
Colocar 50 pl de muestra y estandar y hacer diluciones seriadas
1:2 (estandar 16 y muestras 8).

Agregar 50 pl del anticuerpo anti-soya (titulado previamente).
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9.~ Incubar a temperatura ambiente y con agitacion por un tiempo de
60 min.,

106.- Lavar 3 veces con PBST por un tiempo de 3 min cada vez.

11.- Agregar 100 ul del anti-conejo conjugado con peroxidasa
inmunizado en cabra.

12.~ Incubar a 37' por un tiempo de 60 min.

13.- Lavar 4 veces con PBST por un tiempo de 3 min cada vez.

14.~ Agregar 100 ul de solucion sustrato y dejar reaccionar: 15 ﬁin.

15.- Agregar 50 pul de acido sulfurico 2.5M para detener la: - roaccicn.

16.,~ Leer en lector de microplacas a 490nm.

II.- VALIDACION:
Para realizar la validacion de la técnica se tomaron. en cuenta
4 varjables que son: .
1.~ Especificidad
2.- Sensibilidad
3.~ Precision
4.- Exactitud
como a continuacicén se describe:
1.~ ESPECIFICIDAD.
Se utilizaron los siguientes controles con una concentracion de
4 ng/ml.
1.- CONTROLES POSI11VOS:
a) Estandar de aislado de proteina de soya que fué . tratado

térmicamente bajo condiciones de desnaturalizacion. Posteriormente se
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hizo una curva estandar con diluciones 1:2.
b) Proteina de: soya en diferentes presentaciones comerciales:

texturizada, harina y concentrado. °

IX.- CONTROLES NEGATIVOS

a) Proteinas vagetales: trigo

b) Proteinaé de origen animal: caseina, grenetina.

c) Proteinas empleadas en el sistema de captura y reveladé ¢stas son:
la soya, ‘el anticuerpo anti-soya y anti-conejo  conjugado con

peroxidasa inmunizado en cabra.

Las proteinas vegetales diferentes a las de soya, animales y las
empleadas en el sistema deben dar una reacecion negativa en el ensayo,
pero en caso de. que alguna de las proteinas anteriormente
especificadas de una reaccidn positiva (reaccion cruzada), se le
restara el -valor de absorbancia que presente a todas las muestras,

para obtener la concentracion real de proteina de soya.

2.~ SENSIBILIDAD

Se determind de la siguiente forma:

Hacer dos curvas estandar de aislado de proteina de soya todos
los dias durante una semana el cual, fue tratado bajo condiciones 'de
desnhaturalizacién haciende 16 diluciones seriadas 1:2 por triplicado
a partir de una concentracion de 200 ug/ml. Al mismo tiempo realizar

3 veces el analisis de las muestras.
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De los reSultagos,oﬁtenidos, se hizo un analisis de regresion
lineal de la zona dg”msyo;‘liﬁearidad, tanto porvmétodos matematicos
como viﬁuales. Se ﬁizo .un. analisis  intraensayo ;obteniendo .el
coeficiente de variacién (C.V.) en cada uno de-los puntoskdé la curva
estdandar el cual, debio ser menor al 10%,

Se realizé la determinacion de los 1limites- de’ saéuracién
(cantidad maxima de proteina de soya que el sistema puede deteqtar)‘
.y sensibilidad (zantidad minima de proteina de soya‘que el sistema
puede detectar) del método, utilizando diferentes‘concéntraciones

conocidas de proteina de soya.

3.~ PRECISION
Se utilizaron controles positivos y negativos, sometiéndose cada
muestra 20 veces al andlisis para obtener la variacien interensayo.
Se clabord primeramente una curva estandar con aislado de
proteina de soya tratada bajo condiciones de desnaturalizacién, en la
cual se extrapolaron los resultados obtenidos de las muestras

analizadas y se les hizo el calculo del coeficiente de variacion.

- CONTROLES POSITIVOS: Muestras de jamén con una concentracioén
conocida de proteina de soya, que fueron elaboradas en el
departamento de Clencia y Tecnologia de los Alimentos del Instituto

Nacional de la Nutricion Salvador Zubiran,
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- CONTROLES NEGATIVOS: Muestras de Jjamon sin soya gque fueron
elaboradas. en . el  departamento de’ ciencia’ 'y Teéh&logia de los

Alimentos del,instituto Nacional de ‘la Nhtricidn, Salvador Zubiran.

4.~ EXACTITUD

Se obtuvo ca]cﬁlanﬁo,él écrcentaje de recuperacion empleando los
testigos internos a Jos;cuéles, se les adiciond una concentracién de
S upg del estandar 'de aislﬁdo de proteina de soya desnaturalizado,
observando si realmeﬁtéiég‘detecta la cantidad de proteina de soya
que podria contener’la’ muestra o cuanto es lo gue puede detectarse
realmente. :

Esta determinacicn se hizo por quintuplicado.
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o 8 LI
4.1 RESULTADOS.

1.~OBTENCION DEL ANTICUERPO ANT;’-so?A. ' :

Esto se realizd con la {inalidad de obtener uﬁ Snticuerpo anti-
soya gue sustituyera al de marca Sigma, por su costo eievadu y- por el
tiempo de adquisiecisn. ‘ ’

Para ir evaluanda si existia produccion de anticuerﬁosfse toms
una sangria de prueba de la vena marginal de la dreja antes'de cada
inmunizacidn y se procedid a esta determinacicn por el mééddb ﬁOT
ELISA., Los resultadas obtenidos se pueden observar eﬁ ei cuadrb 1,
donde se aprecia gque antes de que se inmunizaran a los conejos ho
habia anticuerpos contra soya pero, a wedida que se inmunizaba;,
aumentaba la praduccion de dichos anticuerpos. Esto se ohservd por
el aumento en la intensidad de la coloracidn azul de los puntos sobre

la membrana de nitrocelulosa.

2.~ EVALUACION DEL ANTICUERPO ANTI-SOYA.
Obtenidos. los - anticuerpos anti-soya se procedic a su

evaluacion la cual consistio en:



A) TITULACION DE LOS ANTICUERPOS ANTI-S0YA POR EL METODO DOT ELISA.
Esto se hizo con la finalidad de determinar la dilucion éptima

con la que se trabajo esta técnica para detectar proteina de soya en

productos carnicos, de acuerdo a la metodologia antes descrita.

El titule se selecciono por medic de la intensidad en la
coloracion presentada en los puntos la cual, deberia ser la mas tenue
pero en la que aun se apreciaran todos los puntos de la curva
estandar (Cuadro II).

En la titulacién se pudo observar que la intensidad de 1la
coloracidén - de. . los vpuntos es directamente proporcional a la
concentracion. de:-proteina 'y ' que los anticuerpos . obtenidos ' por
inmunizacién’en st cShejos TBC y pH son mds potentes que los de:la

marca Sigma.

B) DETERMINACTON DE LA ESPECIFICIDAD PEL ANTICUERPO ANTI-SOYA POR EL
METODO DOT ELISA.

Para esto se utilizaron diferentes presentaciones de proteina de
soya: harina, texturizado, concentrado y aislado tanto
desnaturalizada come no desnaturalizada; ademds de otras proteinas
vegetales como: trigo, lenteja, maiz, arroz, frijol; proteinas
animales: grenetina, caseina, asi como sueros de especies animales:
cerdo, caballo, vaca, pollo, burro, conejo, borrego, rata y cabra.

Los resultados de esta determinacién se muestran en el Cuadro
I11, observandose que los anticuerpos anti-soya comparten sitios

antigénicos con todas las presentaciones de proteina de soya, tanto
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desnaturalizada como no desnaturalizada, También se detectaron las
proteinas.‘de qarbar;zo, lenteja y frijol y de la especie animal
conejo. Con esta prueba el resultado obtenido fue que el anticuerpo
anti-soya esi especifico para soya. Este comportamiento se presento
con los tres-anticuerpos anti-soya evaluados.

Al mismo tiempo se analizé si no existia reaccion cruzada entre
las proteinas empleadas en el sistema de captura (anticuerpo anti-
soya, anticonejo conjugado con peroxidasa inmunizado en cabra y soya)
siguiendo el esquema del Cuadro 1V, donde se aprecia que no existen
uniones inespecificas entre los complejos anti-soya-conjugado, soya-
conjugado y que el complejo soya-anti-soya no tiene actividad

enzimatica.
I.~- DESARROLLO.

A) TITULACION DEL ANTICUERPO ANTI-SOYA POR El. METODO ELISA.

Se hizo.con la finalidad de determinar la dilucidn optima con la
cual se trabajo el método ELISA para la cuantificacion de proteina de
soya en productos cadrnicos. Los resultados se obtuvieron graficando
las lecturas de absorbancia contra dilucidén. Se tomd el punto medio
de la parte perpendicular al eje de las ordenadas y se interpolo al
eje de las abscisas (Graficas I, II y 111),

Fueron utilizados 10 veces concentrados para los ensayos de
inhibicién con los que se trabajé la tecnjca para cuentificar

proteina de soya. Estos titulos obtenidos se muestran en el Cuadro V.
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B) DETERMINACION DE LA CANTIDAD DE PROTEINA DE SOYA NECESARIA PARA LA
SENSIBILIZACION DE PLACAS.

Se utiiizaron diferentes concentraciones de proteina de soya
para sensibilizar las placas, graficandose las lecturas de
absorbancia obtenidas contra concentracién eligiéndose la que fuera
mas perpendicular al eje de las ordenadas Yy con una concentracion
menor, obteniéndose .asi que la concentracion dJptima para la
sensibilizacidn es de 1 pug/ml (Grafica 1V). Este mismo comportamiento

se observd con los tres anticuerpos anti-soya evaluados.

IX.~- VALIDACION.

Los resultados obtenidos fueron los siguientes:

1) ESPECIFICIDAD.

Para esta determinacidn- se emplearon controles positivos y
negativos.
a) Controles positivos: Se emplearony las diferentes presentaciones
de proteina de soya (harina, texturizado, concentrado y aislado)
tratadas bajo las mismas condiciones de desnaturalizacion,

Se puede observar en la Grafica V que los tres anticuerpos anti-
soya reconocen de igual forma todas las presentaciones de proteina de

soya.
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b) controles negativos: Para este fin se emplearocn proteinas'que en
algunas ocasiones se utilizan para 1la elabbraéién‘ de” productos
cadrnicos como son: harina de trigo,; caseina 'y':gféhet;nn, Estas

proteinas se trataron bajo las mismas qpnd{ciqhgé%ng'losfcontréies

positivos.

En este caso puede consldersrée' éue/ ius broteihas evaludas

presentaron una reaccién cruzada inima (Gréfica V) ‘lo .cual, no

interfiere en la cuanti ca ioﬁ ‘eina de soya.‘

Asi: mismo se. v ficéyque no’ hubiefapninguna union inespecifica

entre las proteinu mpl adas en el sistema de captura (anticuerpo

anti-soya, s‘ya y:an ne o conjugado con peroxidasa inmunizado en
cabra) siguiendo el esquema de ‘el Cuadro IV. Se encontréd que  no
existe ninguna unién 1nespeci£ica entre las proteinas empleadas en el
sistema de captura, ya que las lecturas de absorbancias obtenidas se

consideran desprepiables (Grdfica V).

2) SENSTBILIDAD.

lLos resultados para obtener esta variable por medio del andlisis
intraensayo- de muestras y estdndar pueden cbservarse en los Cuadros
VI y VII respectivamente, obteniendose asi coeficientes de variacioén
menores al 10% y que la técnica tiene una sensibilidad del 99,238%

También se determiné que 1la .técnica. no. es. sensible para
concentraciones de proteina de soya mayores al 3%.

También se determinaron los limites de deteccidén por medio de la

curva estandar de aislado de proteina desoya (qiaf{qa VI), donde se
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determind que el indice de saturacién del sistema es de 12.5 ug y el

indice de sensibilidad es de 0.39 ug.

3) PRECISION.

Para esta determinacion, fueron sometidas al anadlisis
interensayo tanto los controles positives (JPV, WAR y LKE) como los
controles negativos (RPT y HOB) a cuyas concentraciones obtenidas se
les hizo el calculo de coeficiente de variacion. Los resultados
obtenidos se muestran en el Cuadro VII1, teniéndose asf una precisioén
del 98.84%,

4) EXACTITUD.

Los resultados de esta determinacion pueden apreciarse en el

Cuadro 1¥, obteniéndose una recuperacion del 92.74% para la técrrxircya.

Se considera exacto mas del 90%.
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CUADRO I.~- PRUEBA CUALITATIVA DE LA VERIFICACION DE LA PRODUCCION DE
ANTICUERPOS ANTI-SOYA POR EL METODO DOT ELISA.

DIA PRODUCCION DE ANTICUERPOS
ANT1-S0YA

0 -

20 +

40 +

60 +

80 +

CUADRO II.- TITULOS-DE LOS ANTICUERPOS ANTI-SOYA OBTENIDOS POR EL
METODO DOT ELISA

ANTICUERPO TITULO
Marca Sigma 1:500
Conejo TBC 1:1000
conejo pH 1:1000
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CUADRO I1l.- DETERMINACION DE LA ESPECIFICIDAD DEL ANTICUERPO ANTI-
SOYA POR EL METODO DOT ELISA.

PROTEINA REACCION DE ESPECIFICIDAD
Harina de soya (1,2} +
concentrado de soya (1,2) +
Aislado de soya (1,2) +
Soya texturizada (1,2) +
Trigo -
Lenteja 4
Garbanzo +
Maiz -
Arroz -
Frijol +

Grenetina -

Caseina -

Cerdo -

Caballo -

Vaca -

Pollo -

Burro -

Perro -

cone jo +

Borrego -

Rata -

Cabra -

Bajo tratamiento de desnaturalizacion
8in tratamiento de desnaturalizacion

-
L}

2
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CUADRO IV.- DETERMINACION DE ESPECIFICIDAD DEL LAS PROTEINAS DEL
SISTEMA DE CAPTURA.

ANTICUERPO AISLADO DE ANTI-SOYA CONIUGADD REACCION
SQYA
o » * -
Marca Sigma * o * -
* * o -
* * * +
o * * -
Conejo * [3) * -
TBC * * o -
* * * +
o * * -
Conejo * o * -
pH * * o -
* * * +

o = Ausencia de reactivo
* = presencia de reactivo

CUADRO V.- TITULOS DE LOS ANTICUERPOS ANTI-SOYA OBTENIDOS POR LA
TECNICA ELISA

ANTICUERPO TITULOS OBTENIDOS TITULQS EMPLEADOS
PARA LA TECNICA PARA LA TECNICA
ELISA ELISA POR INHIBICION
Marca Sigma 1:2500 1:250
Conejo TBC 1:25000 1:2500
Conejo pH 1:12500 1:1250
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CUADRO VI, DETERMINACION DE lA SENSIBILIDAD DE LA TECNICA ELISA PARA
LA CUANTIFICACION DE PROTEINA DE SOYA EN PRODUCTOS
CARNICOS, EMPLEANDO MUESTRAS

% DE PROTEINA DI SOYA

DIA JPV RPT HOB WAR LKE
2.40 0.021 0.045 2.55 2.97
1 2.40 0.020 0.045 2.56 3.00
2.39 0.020 0.044 ___2.53 2.99
c. V. 0.19% 2.31% 1.05% 0.48% 0.41%
2.41 0.020 0.045 2.53 2.98
2 2.43 0.020 0.044 2.54 2.97
2.40 0.020 0.044 2.56 2.95
C.V. 0.51% 01 1.064 0.49% 0.42%
2.42 0.020 0.045 2.52 2.95
3 2.39 0.020 0.045 2.53 2.95
2.40 0.020 . 0.04% __2.55 2,97
C.V. 0.51% 0% 0% 0.19% 0.31%
2.3¢6 _..0.020 | 0.046_ 2.54 2.93
4 2.40 0.020 0.045 2.54 2.99
2.28 __0.021 0.0406 2.5% 2.95
c.V. 0.68% 2.31% 1.03% 0.18% 0.845%
2.38 0.021 0.045 2.52 2.96
5 2,39 0.020 0.044 | 2.52 2.95
2.42 0.021 0.044 2.954 2.95
C.V. 0.52% 2.28% 1.06% 0.37% 0.57%

C.V., = Coeficiente de variacion



CUADRO VII. DETERMINACION DE LA SENSIBILIDAD DE LA TECNICA ELISA PARA
LA CUANTIFICACYON DE PROTEINA DE SOYA EN PRODUCTOS
CARNICOS, EMPLEANDO ESTANDAR

DIA
C. 1 C.V. 2 C.V.
2040 0.038 0.038 0.038 Q 0.038 0.039 0.038 1.22
100 0.086 0.086 0.08% 0.55 0.094 0.088 0.092 2.73
50 Q0.163 0.164 0.158 1.62 0.163 0.161 0.164 0.76
25 0.259 0.260 0.260 0.18 0,254 0.262 0.264 1.66
12.5 0.418 0.418 0.415 0.33 0.421 0.425 0.424 0.40
6.25 0.706 Q.707 0.705 6.1) 0.714 0.711 0.714 0.19
1,125 1.022 1.023 1.022 Q.04 1.022 1.015 1.016 0.30
1.560 1.237 1.2135 1.238 Q.10 1.240 1.235 1.244 0.29
0,781 1.585 1.586 1.58% 0.02 1.591] 1.591 1.588 0.12
0.390 1.855 1.849 1.858 0.20 1.861 ].Ef)ﬂ 1.864 0.13
0,190 1.935 1.93% 1.935 0 1.935 1.%35 1.93% 0
0.097 1.935 1.93% 1.935 0 1.935% 1.935% 1.935 0
0,048 1.935 1.83% 1.935 o 1.935 1.935 1.93% 0
0.024 1.93% 1.835% 1.935 "] 1.935 1.935 1.935% 0
0,012 1.935 1.935 1.935 Y 1.935 1.93% 1.935 0
0.006 1.935 1,935 1.93% Q 1.935 1.935 1.935 [
C. = Concentracidn (ug) CONTINUVA. ..
C.V. = Coeficiente de variacion.
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DIA

C. 3 c.V. 4 C.V.

200 0.038 0.038 0 0.039 | 0.038 0.038 1.22

100 0.088 0.091 1.91 0.085 0.095 0.085 5.14

50 0.158 0.155 2.62 0.161 0.156 0.153 2.10

25 0.252 0.261 1.50 0.263 0.266 0.255 2.21

12.5 0.416 0.425 1.07 0.414 0.416 0.413 0.36

6.25 0.703 0.708 0.52 0.704 0.706 0.713 0.54

0.16 1.017 1.012 1.016 0.31

3.125( 1.014 1.01R

1.560 1.241] 1.234 1.242 0.28 1.234 4 1.232 1.245 0.46

0,781 1.592 1.605 1.594 0.35% 1.%81 1.585 1.591 0.25

0.390 ) 1.835 1.835 ] 1.854 G.48 1.851 1.865 1.872 0.46

0.190 1.935 1.93% 1.935 (o] 1.935 1.93% 1.935 0
0.097 1,935 1.93% 3___9_.!_5 0 1.935 1.935% 1.935 2]
0.048 1.935 1.93% 1.935 0 1.935 1,935 1.935 2]
0.024 1.9135 1.934 1.935% 0 1.935 1.935 1.935 O__q
0.012 1.935 1.935 1.935 0 1.93% 1.935 1,935 1]
0,006 1,935 1.938 1.935 [¢] 1.935 1.935 1.935 ]

C. = Concentracioén (ug) CONTINUA. ..

C.V, = Coeficiente de variacion.
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DIA |
C. 5 C.V.
200 0.039 0.039 0.038 1.21
100 0.089 | 0.08) | 0.081 4.03
50 0.155 0.157 0.174 5.26
25 0.25) 0.267 0.256 2.32
12.5 | 0.429 | 0.425% | 0.41¢ 1.28
6.25 | 0.722 | 0.702 } 0.703 | 1.35 |
3.125] 1.023 | 1.029 | 1.016 0.51
1.560 | 1.246 | 1.252 | 1.236 { 0.53 J'
1.781 | 1.606 ) 1.576 | 1.57% | 0.8% 1
0.390{ 1.875 | 1.855 | 1.837 | 0.83 '
0.190 | 1.935 | 1,935 | 1.935 o |
0.097 1.9835 1.93% 1.935% 0
0.048 | 1.935 | 1.935 | 1.935 o
0.024 { 1.935 | 1.935 | 1.935 o-—1
0.012} 1.935 | 1.925 | 1.935 | ©
0.006 1.935 1.935% 1.935 0
C. = Concentracion (ug)
C.V. = Coeficiente de variacion.
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CUADRO VIII, DETERMINACION DE LA PRECISIOHN DE LA TECNICA ELISA PARA
LA CUANTIFICACION DE PROTEINA DE SOYA EN PRODUCTOS

CARNICOS.
% DE PROTEINA DE SOVA

JPV RPT Hon WAR LKE
1 2.39 0.020 0.044 2.52 2.96
2 2.39 0,020 0,045 2.54 2.97
3 2.40 0.020 0.045 2.9 2.96
4 2,41 0.021 0.045 2.56 2.98
5 2.40 0.020 0.044 2.56 2.98
6 2.43 0.020 0.045 2.56 3.00
7 2.43 0.020 0.045 2.57 3.03
8 2,43 0.021 0.045 2.56 3.00
9 2.41 0.020 0.043 2.56 3.00
10 2.41 0.020 0.044 2.56 2.97
11 2.41 0.020 0.044 2,58 3.03
12 2.38 0.021 0.044 2.55 2.98
13 2.39 0.020 0.048 2.55 2.96
14 2.39 0.020 2.64 2.97
15 2.39 0.020 2.54 2,97
16 2.28 | _0.020 ) 2.53 2.96
17 2.3y | 0.020 2.53 2.98
18 2.40 0.020 2.54 2.99
19 2,19 0.020 2.55 2.97
20 2.40 0.020 2.54 2.97
c.v. 0.62% 1.77% 2.13% 0.56% 0.68%

C.V. = Coeficiente de variacion
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CUADRO I¥. DETERMIUACION DE LA EMACTITUD DE 1A TECNICA ELTSA PARA LA
CUANTIFICACION DE PROTEINA DE SOYA EN PRODUCTOS CARNICOS,

1g DE SOYA uy DE S0YA ug DE SOYA ug DI SOYa % DE
EN LA ADICTONADOS TLOR1COS DETECTADOS |RECUPERACION
MUESTRA
3.90 5 8.90 8.54 92.9
3.84 . & £.845 8.48 92.8
3.90 5 8.90 8.52 92.8
3.92 ] g.,02 8.5G 92.8
3.80 5 £.80 8.44 92.7
R = 92.74
¥ = Media
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GRAFICA Il : TITULACION DEL ANTICUERPO ANTI-SOYA OBTENIDO POR

INMUNIZACION DEL CONEJO TBC POR EL METODO ELISA
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GRAFICA V : DETERMINACION DE ESPECIFICIDAD DEL ANTICUERPO ANTI-SOYA
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4.2, DISCUBION

1.~ OBTENCION DEL ANTICUERPO ANTI-SOYA.

Para poder obtener el anticuerpo anti-soya por inmunizacion en
los conejos TBC y pH fue necesario someter el extracto de aislado de
soya a una didlisis, con la finalidad de eliminar la urea y el 2~
mercaptoetanol y evitar asi que se pudiese presentar una intoxicacion
en los conejos y morir o que se produjeran anticuerpos gue no fueran
contra soya los que no servirian para este estudio.

Al determinarse que no existia produccion de anticuerpos contra
soya, se pudo continuar con el esquema de inmunizacién para la
obtencion de los anticuerpos por no haber ninguna union inespgcif’ica.‘»

Se observé que conforme se inmunizaban con respecto al tiempo
aumentaba la produccidn de anticuerpos, por el aumento éﬁ “lart

intensidad de la coloracidén azul de los puntos,
2.~ EVALUACION DEL ANTICUERPO ANTI-~SOYA POR EL METODO DOT ELISA,

A) TITULACION DEL ANTICUERPO ANTI-SOYA POR EL METODO DOT ELISA.
Esta titulacioén se hizo con la finalidad de conocer la diluckio"‘n
optima para trabajar la técnica de deteccidn de proteina de soya,. con
el objeto de utilizar la cantidad minima de este anticuerpo
disminuyendo asi los costos y a la vez obtener resultados confiables.
Se pone de manifiesto que los anticuerpos anti-soya obtenidoi_sren

el Instituto por inmunizacién en los conejos TBC y pH son mis
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potentes que los de la marca ESigna Jo cual, nos da un mayor
rendimiento por utilizar una cantidad nenor del anticuerpo y una
seguridad de disponibilidad del risro.

Estos titules son kajos comparandolos con les utilizados en'la
técnica ELISA pero, esto es debido a que la pruebsa DOT ELISA no tiene

tanta sensibilidad core la tecnica FLISA.

B) DETERMINACION DE LA ESPPCIFICIDAD DEL ANTICUERPO ANTI~SOYA POR EL
METODO DOT ELISA

Los anticuerpos anti-soya evaluados detectan teodas las
presentaciones de proteina dce soya tanto desnaturalizada come no
desnaturalizada, debide a qgue comparten  epitopes  semejantes.
Presentan reaccion crurada con las proteinas de frijol, garbanzo y
lenteja puentoc gue pertenceen n la rmissa familia de la soya: las
leguminosas por lo gue, tienen ciertas caracteristicas filogenéticas
similares, tenienda asy sitios antigenicos coppatibles con el
anticuerpo anti-soya.

La reaccicn cruzada existente con la especie animal conejo, se
pudo deber a que el cenjugade enpleado es up anticuerpo hecho contra
inmunoglobulinas de cchejo perc, esto no interfiere en la
cuantificacion de proteina de secya pues el producto carnico
denoninado jané;u es elaborado con carne de cerdo, de acuerdo con la
Morma Oficial.

Respecte a lan proteinas enmplcadus en el sistema de captura no

se ohscerve reaccion crurada entre ¢llag puesto gue no hubo aparicion



de puntos sobre la membrana de nitrocelulosa pues de haberlos, nos

indicaria una reaccjon positiva.

I.~- DESARROLLO.

-A) TITULACION DEL ANTICUERPO ANTI-SOYA POR EL METODO ELISA
Como en la tecnica DOT ELISA, 1los anticuerpos anti-soya
obtenidos por inmunizacion de los conejos TBC y pH por este método,
son mucho mas potentes ya que los titulos fueron mas altos con
respecte al anticucrpo anti-soya de la marca Sigma. En este caso,

esto pudo ser debido a la alta sensibilidad de la teéecnica ELISA.
Los anticuerpos anti-soya se¢ utilizaron 10 veces concentrados de
los titulos obtenidos para los ensayos de LELISA por inhibicién, ya
gue en esta tecnica la parte fundamental es hacer reaccionar el
antigeno con un exceso de anticuerpos y al utilizarlo en esa
concentracion, se asegura ese ¢xCeéso de anticuerpos.

Con estos titules tan elevadon hay un mayor rendimiento del
anticuerpo anti-soya, asi1 como de una seguridad de disponibilidad del

mismo.

B) DETERMINACION DE LA CANTIDAD DE PROTEINA DE SOYA NECESARIA PARA LA
SENSIBILIZACICH DF PLACAS.

En este caso se pudieron utilizar cuslquiera de las siguientes

concentraciones para sensibilizar las placas: 1.25 6 0,625 u/ml, por

ser las mas rectas y perpendiculares al eje de las ordenadas pero,
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tratando de utilizar la menor cantidad dc antigeno y por facilidad de
manejo de cantidades tan pequehas sce decidio utilizar la de 1 ug/ml

para la sensibilizacion,
I1I.- VALIDACION

1)} ESPECIFICIDAD

Los anticuerpos anti-soya evaluador (Sigma, pH y TBC) detectan
cualquier presentacion de proteina de soya ya que, comparten sitios
antigénicos iguales. Con e¢stc =e cuticne un gran avance pues, el no
poder detectar todas las prescntacioncs con una rnismna téenica era una
gran limitante parua la 1dentificacion de proteina de soya.

Se conhsidero que las proteinacs wtilizadas pora la determinacion
de la especificidad (harina de trige, <¢aseina y grenetina) no

interfieren en la cuantificacien dr jrotertna de so aun cuando

existieran en una rnuestira, pucsto que sdas valores de absorbancia se
enceontraron por debajo de la zona de lincalidad de la curva estandar
{Grafica V) sobre la cual, sc hacen Jos caleulos de cuantificacion.

Asi nmisro Jos valores de abuorbancia presentadas por las
proteinas ernpleadas en el sietera de captura se  consideraron
despreciabiies por ser surarente Lhas ya que, se encontraban por
debaje del punto de corte c(abrorkbanc.a = 6.063) y por lo tanto,
tampoco interfiercn estos valores on Ju cuantificacion de proteina de

soya.
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2) SENSIBILIDAD

purante el analisis intraensayo, observamos que los coeficientes
de variacion obtenidos en las muestras y en las curvas estandar en su
porcidn mas lineal, fueron muy bajos, teniéndose en consideracion éue
el valor maximo permitido ‘era de un 10%.

Por lo tanto, esto nos did como resultado una sensibilidad del
método muy alta (99.38%) y el error del 0.62% pudo ser debido
principalmente por fallas del analista durante el pipeteo,

También se determing con los porcentajes de preoteina de soya
obtenidos de las muestras, gue la técnica no detecta contenidos
mayores del 3%, puesto que las muestras WAR y LKE se les adicions
proteina de soya ¢n un 7 y 14% respectivamente y no con 2,56 y 2,98%
que fueron los encontrados durante el analisis, De igual forma la
muestra JPV a la gue se le adiciond un 3% de proteina de soya solo se
le cuantifico un 2.43%

Estos errores pudieron deberse a la pérdida de proteina de soya
asi como de sus sitios antigénicos durante los procesos de desgrasado
y desnaturalizacion de las muestras, povr ser muy endérgicos o incluso
durante su misma elaboracion pude haber pérdidas. Pero puede
considerarse también que la técnica no puede detectar un porcentaje
mayor.

Pero pese a estao, para la finalidad con que fue desarrollada la
técnica, se considera gue si puede ser utilizada pues, el porcentaje

maximo permitido de adicidn es de 2%.
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Los indices de saturacion y sensibilidad se determinaron por
medio de la curva estandar, ya que solo se trabajé con la porcion mas
lincal de ella, y estos valores son los limites bajo los cuales se

hicieron las' cuantificaciones de proteina de soya.

3) PRECISIOH.

Se obtuViéron coeficientes de variacion muy bajos tomando como
referencia’el '10% maximo permitido para esta determinacion por lo
tanto, se cbtuve una precision muy alte (98.84%), presentando asi un
error del 1.16% de las mucstras analizadas durante varios dias.

Esto pudo deberse a la variablilidad gue se tiene al aplicar la

técnica en las condiciones estandarizadas en diferentes dias.

4) EXACTITUD

El haber obtenido un 92.74% de recuperacion se considera
aceptable ya que, en general, las técnicas analiticas con un
porcentaje por arriba del 90% son buenas.

El que no se halla obtenido una recuperacion del 100% se debio
posiblemente a que el proceso de desnaturalizacion de la muestra es
muy enérgico por lo que, se pierden sitios antigénicos en la proteina

de soya.
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CAPITULO V



CONCLUSB JONESS,

Con los resultados obtenidos fue.posible‘llegar a las siguientes

conclusiones.

1.~

Se obtuvieron anticuerpos especificos contra soya, pudiéndose

detectar soya en cualquie

sus diferentes presentaciones.
De esta manera ' izar esta técnica en una gran

variedad de productos, logrando “asi un gran avance, pues antes

diciones adecuadas _para: realizar una

prueba'cualit tiva:ide proteina de soya a 1a cual, se pueden

someter;I 8’ rasia a alizar~y gn caso de resultar positivas,

sométerlas a- la. prueba cuantitativa, ahorrando asi tiempo y

ainero.

se esﬁabig;igron las cofdiciones adecuadas para desarrollar la

técnica ELTSA para la cuantificacién de proteina de soya.



S.=

La técnica inmunoenzimétiqa ELISA para la cuantificacién -de
proteina -de’:soya’ puede consider'arse altamente espédifida,
sensible, precisa Y exacta ya que durante su validaciOn most:ré

este comportamianto fen los datos obtenidos. Observéndose que

conforme pasaba 'el tiempo no habia variaciones importantes en

los resultados

La técnica no deteCt: mayores al 3% de prcteina de

soya. sin embargo, puede ser utilizada para er

muestras puesto, ‘que el Acuerdo de Conce tacién Aonde se‘muestrai

la Pirémide de Calidades del producto cérnico denominado jamén,

se’ indica’ que solo puede ser adicionada esta protei en un:

maximo de 2%. Posiblemente esto pueda solucionarseh :
A) Modificando las técnicas de desgrasado Y desnaturalizacién dﬁe'

las muestras .

B)V Elaborando testiqos ‘con intervalos de concentraciones de

proteina de soya pequeﬁos; para determinar exag@:amence ‘cual e

el mayor porcentaje da:deteccisn:

proteina de soya en este producto, no- se scarta la poslbllidad :

de utilizarla en otros productos carnxcos. '
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