
5 o ;:z '6"' 2 ?-
;;¿ ( 

UNIVERSIDAD MOTOLINIA, A. C. 

ESCUELA DE QUIMICA 

CON ESTUDIOS INCORPORADOS A LA U. N.A. M. 

DESARROLLO Y VALIDACION DE UNA TECNICA 
INMUNOENZIMATICA (ELISA) PARA LA 

CUANTIFICACION DE SOYA EN 
PRODUCTOS CARNICOS 

T E S 1 S 
QUE PARA OBTENER EL TITULO DE 

QUIMICO FARMACEUTICO BIOLOGO 
PRESENTA 

ARIADNA ZEPEDA LOZANO 

:!¡' 

MEXICO, O F. 199 5 

FALLA DE ORIGEN 



UNAM – Dirección General de Bibliotecas Tesis 

Digitales Restricciones de uso  

  

DERECHOS RESERVADOS © PROHIBIDA 

SU REPRODUCCIÓN TOTAL O PARCIAL  

Todo el material contenido en esta tesis está 

protegido por la Ley Federal del Derecho de 

Autor (LFDA) de los Estados Unidos 

Mexicanos (México).  

El uso de imágenes, fragmentos de videos, y 

demás material que sea objeto de protección 

de los derechos de autor, será exclusivamente 

para fines educativos e informativos y deberá 

citar la fuente donde la obtuvo mencionando el 

autor o autores. Cualquier uso distinto como el 

lucro, reproducción, edición o modificación, 

será perseguido y sancionado por el respectivo 

titular de los Derechos de Autor.  

 



A mis padres: 

A mi hermano: 

A mi esposo: 

Agradeciendo todo su cariño, paciencia, esfuerzo, 

cuidados y consejos para que pudiera alcanzar todas 

mis metas. 

Por estar conmigo incondicional.mente en todo momento. 

Por el. amor, comprensión y apoyo quC! siempre me ha 

brindado, 



A la Dra. Josefina Morales de León, Jefe del Departamento de Ciencia 

y Tecnología de los Alimentos del Instituto Nacional de la Nutrición 

salvador zubirán, por permitirme formar parte de su grupo de trabajo. 

A la Q.F.B. Laura Angélica Peralta Mosl:a y al M.en c. Francisco 

Enrique Gómez Rodriguez, por la asesoría y dirección del presente 

proyecto. 

A la Dra. Yolanda López Vidal-, Investigador del Departamento de 

Infectologia del Institu-to Nacional de la Nutrición Salvador Zubirán, 

por todo el apoyo brindado para lá teminación de esta tesis. 

A la Dra. Amanda Galvez, de la Facultad de Quimlca de la UNAM, por 

toda la ayuda proporcionada para la finalización de esta tesis. 

A la Biol. Rocio sanchezarnas Luna, Q. F. B. Hortencia Villaviciencio 

Alvarez y Q.F.B. Maria de Guadalupe orozco del Aguila por brindarme 

su amistad y ayuda en todos esos momentos difíciles. 



A todo el personal dol Departamento de Ciencia y Tecnologia del 

Instituto Nacional de la Nutrición Salvador Zubirán. 

Al Ing, Ernesto Bautista Canela por todas sus enseñanzas, amistad y 

ayuda ·proporcion_adas. 

A la Q. F. B' Graciela sosa por toda su ayuda. 

A todo el profesorado do la Universidad Motolinia. 



INDICE GENE..JL.!L.b_ 

CAPITULO I. - IN'rRODUCCION 

l.l. Planteamiento del problema 

1.2. Hipótesis 

l. J. Objetivo 

CAPITULO II.- ANTECEDENTES 5 

2.1. Productos cárnicos 5 

2.1.1. Definiciones 5 

2.1.2. Clasificación de los productos cárnicos 6 

2. l. 2. l. Productos crudos 6 

2 .1. 2. 2. Productos escaldados 7 

2. l. 2. J; Productos cocidos 7 

2. l. 2 • 4 • Productos curados a 

2.2. Aditivos 9 

2.2.i. Definición de aditivos 10 

2.2.2. Clasificación ele los aditivos por su función 10 

2. 2. 2 .1. conservadores lo 

2. 2. 2. 2. Antioxidantes lo 

2.2.2.J. Acidulates 11 

2.2.2.4, Agentes surfactantes 11 

2.2.2.5. Agentes secuestrantes o quolantes 12 

2.2.2,6. Edulcorantes 12 



2.2.2.7. Saborizantes 

2.2.2.B. Colorantes 

2.2.2.ef. Nutrimentos 

2. 3, soya 

2.3.l. Generalidades 

2,3,2, Composición quimica de la semilla do soya 

2.3.3, Formas comerciales de la proteína de soya 

2.J,i.1. Harinas 

2.3.3.2. Texturizada 

2.J.3.3. Concentrados 

2.J.3.4. Aisladas 

2.J.4, Propiedades funcl.onales de las formas comerciales 

do la proteína de soya 

2.J.5. Legislación sobre el uso de protoina de soya en 

12 

13 

13 

14 

14 

14 

15 

15 

17 

17 

17 

17 

productos cárnicos 18 

2.4. Métodos de detección de proteina de soya 20 

2,4.l. Microscopia 20 

2.4.2. Determinación de dióxido de titanio 20 

2.4.3. Análisis de aminoácidos y péptidos 21 

2. 4. 4. El ectroforósis 22 

2.4.5. Métodos inmunológicos 22 

2.4.5.l, Clasificación do los métodos inmunológicos 23 

2.4.5.l.l. Precipitación 23 

2,4,5,1,2. Aglutinación 24 



2.4.5.l.3. lnmuno!luorosccncla 

2.4.5.l.4. Radioinrnunoensayo 

2.4.5.1.5. Ensayos inrnunoenzimáticos 

2.5. Desarrollo dol inrnunoanálisis en el área de 

25 

26 

26 

alimentos 3J 

2.6. Validación 32 

CAPITULO lII,- PARTE EXPERIMENTAL 34 

3. l. Diagrama. de flujo 34 

3.2. Material 35 

3,2,l. Malerial biológico 35 

3.2.2.Material de laboratorio 35 

3.2.J. Reactivos 38 

J.J. Proparación de soluciones 40 

3,4. Metodologia 43 

3.4.1. Obtención y evaluación del anticuerpo anti-soya ~ 

3.4.2. Obtención de muestras de jamón 47 

3.4.3. DPsarrollo y validación de la técnica ELISA para 47 

la cuantificación de proteina de soya en productos 

córnicos. 

CAPITULO IV. - RESUIJrADOS Y DJSCUS!ON 

4. l. Resultados 

4.2. Discusión 

55 

55 

76 



CAPITULO V. - COtlCLUS!OllES 02 

BIBLIOGRAFIA 04 



CAPITULO 



1.1.- PLJ\NTEl\MIENTO DEL PROBLEHJ\: 

Desde hace cientos do años, la soya ha formado parte importante 

en la dieta de las poblaciones asiáticas. Sin embargo, a partir do 

los años 20 's se ha observado en América, un incremento de su 

aprovechamiento en la elaboración de productos al imentic.ios; 

El uso de la proteína de soya en la industria de productos 

cárnicos se basa en las propiedades físicas y químicas que esta 

pr~teina posee: interviene en la retención de agua, en la 

estabilización de emulsiones, presenta propiedades antioxidantes y 

mejora la textura de los productos. Por otra parte, en algunas 

ocasiones so permite su adición con el objeto de sustituir a la 

pt·oteína cárnica por la de origen vegetal, lo cual si no se informa 

on la etiqueta, constituye un fraude para el consumidor. Con el 

objeto de regular su empleo en los productos alimenticios se ha 

procedido, a la normalización y regulación de este tipo do 

productos. ( J 3) 

con relación. a la legislación en Mé><ico sobre -la adición de 

proteína de soya en los productos cárnicos, en la Norma Oficial 

Me><icana-Jamón Cocido NOM-F-12J-S-1982 y en el Diario Oficial de la 

Federación del 18 de enero de 1988, puede observarse ~ue no se 



permite su empleo en el producto cárnico denominado jamón. (JO,JJ) 

No obstante, con base al Acuerdo de Concertación publicado el 6 

de agosto de 1990 que suscriben: la Secretaria de Comercio y Fomento 

Industrial (SECOFI), Empresas Productoras de carnes Frias, la Cámara 

Nacional de la Industria de la Transformación (CANACill'rRA) Y 

representantes de las Empresas Lideres del Ramo, se establece una 

Pirámide de Calidades para la Comercialización de Jamones, que tiene 

como objetivo el de ofrecer al consumidor 1Jna variedad de productos 

más amplia y con precios diferenciales de acuerdo a su contenido de 

proteina, clasificándolos en jamones de grado: Extrafino, Fino, 

Preferente, Económico, Intermedio y Popular donde se especifica, que 

se permite la adición de otro tipo de proteína diferente a la de 

carne de puerco, ya sea animal o vegetal en un porcentaje máximo del 

2%, ünicamente a los productos denominíldos Preferentes, Económicos e 

Intermedios, encontrándose al aislado de proteína de soya como la más 

comunmente utilizada debido a su alto contenido protéico y a su bajo 

costo. 

En la actualidad se cuenta con varios métodos propuestos para la 

detección de la proteina de soya como son: microscopia, doterminación 

de dióxido de titanio, análisis de aminoiicidos y pCptidos, y 

electroforesis, sin embargo, no todos se han podido utilizar 

satisfactoriamente por poseer algunas limitantes, pero a partir de 

1990 la AOAC (Association of Off icial Analytical Chomists) aceptó el 
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método Enzyme-Linked !mmunosorbent Assay (AOAC 988.10) el cual, 

~epresenta el enfoque más prometedor para la determinación de la 

proteina de soya adicionada en los productos cárnicos. De a qui el 

interés en el desarrollo y validación de este mótodo en el 

laboratorio del Departamento de ciencia y Tecnología de los Alimentos 

del Instituto Nacional de la NutricJ.ón salvador Zubirán. (2,31,32) 
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1.2.- HIPOTESIB 

Si los productos cárnicos están adicionados con proteina de 

soya, es posible cuantificarla por métodos lnmunocnzimáticos como por 

ejemplo la técnica de ELISA. 

1.3.- ODJETIVO 

Desarrollar y validar la técnica inmunoenzirnática ELISA (Enzyme

Linked Immunosorbent l\ssay) por el método 988 .10 del 11.0.11.c. de 1990 

para la cuantificación de proteina de soya en el producto cárnico 

denominado jamón. 
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_A__N T E C E !LLJIJ ... lLlh 

2.1. PRODUCTOS CARNICOS 

La carne ha sido consumida dozdc qua el hombre se convirtió en 

cazador y fué entonces cuando surgió la necesidad de emplear 

diferentes técnicas para su consumo y conservación, las cuales fueron 

aprendidas a travóG del tiempo.(21) 

Probablemente el procesado de la carne tuvo su origen cuando el 

hombre primitivo aprendió que mediante el empleo de sal, y 

posteriormentu por la cocción la carne conserva sus cualidades 

sensoriales por m~s tiempo.(15) 

Actualmente en el proces.:tmiento de la carne se utilizan una 

diversidad de tócnicas de conservación, que son aplicildas de manera 

individual o en forma combinada para mejorar su utilidad, Entre las 

mas comunmente usados se encuentran: la refrigeración, la 

cong~lación, la dP-shidratación, 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 células, además hay 

reducción de la temperatura y del potencial redox, desaparición del 

sistema inmunológico y desnaturalización de las proteinas, no hay 

ciclo de Krebs.(JS) 



b) PRODUCTO Cl\RNICO: Es aquel que se elabora a partir de la carne o 

vísceras de los animales tales comoi higado, riñones, sesos pudiendo 

también contener otros ingredientes como: aditivos y condimentos para 

su elaboración.(9,27) 

El objeto de elaborar o desarrollar nuevos productos cárnicos 

radica en: (22) 

a) Mejorar la conservación. 

b) Desarrollar sabores diferentes. 

c) Elaborar productos con carne que provenga de ciertas partes del 

animal dificiles de comercializar en estado fresco.(25) 

2.1.2. CLl\Sil'ICl\CION DE LOS PRODUCTOS Cl\RNICOS. 

Por su forma o método de preparación pueden clasificarse de la 

siguiente forma: 

2.1.2.1. PRODUCTOS CRUDOS, 

Son productos de salchichoneria elaborados de: -carne, grasa de 

cerdo, visearas y condimentos. Dentt'"o de estos productos se encuentra 

el chorizo y el salami madurado, entro otro.s, 

Estos productos no son sometidos a un tratamiento térmico y 

pueden consumirse frescos o cocinados después do la maduración. Esta 

etapa es importante para este tipo de productos ya que en ella se 

llevan a cabo ciertos cambios bioquimicos que se ven reflejados en: 

a) Pórdida de peso y acidificación lo que ayuda a la conservación. 



b) Aumento en la consistencia por las proteinas liberadas durante el 

picado. 

e) Formación de colores, sabores y olores caractaristicos.(25,26) 

2.l,2.2. PRODUCTOS ESCALDADOS. 

Estos productos se elaboran a partir de carne f'resca, no 

completamente madurada los cuales, posteriormente se someten a un 

proceso de escaldado, que se aplica can el objeto de disminuir la 

carga microbiana, lo que favorece la conservación y ayuda a coagular 

las proteínas pñr« obtener una masa consiotente. 

El escaldado se refiero a un tratamiento térmico con aqua 

caliente a 75'C, par un tiempo que varia en función del diámetro del 

embutida. 

Oontro de estas productos se incluyen a la mortadela y a las 

salchichas. (25,26) 

2 • l . 2 • ) . PRODUCTOS COCIDOS. 

Los: pt•a<luctos de aste tipo se elaboran a partir de carne y grasa 

de cerdo, vísceras y sangre los cuales se someten a un tratamiento 

térmico antes de sor sazonados y embutidos: posteriormente se cuecen 

en agua y pueden ahumarse. 

El cocimiento coagula las proteinas, favoreciendo la textura det 

producto, ademas de disminui~ la carga microbiana. 

Dentro de esta clasificación se mencionan a la morcilla, la 

moronga, el paté y el queso de puerco.(21,25,2G) 



2.1.2.4. PRODUCTOS CURADOS. 

El curado se lleva a cabo mediante la adición de sales de cura 

como son: sal comUn, nitritos, nitratos, vinagre, azúcar, hierbas Y 

especias a los productos, con el objeto de desarrollar cie¡:-tas 

características como son: 

a) formación y estabilización del color rojo caracterist.ico. 

b) Olor y sabor caracteris.tico de la carne curada. 

e) Textura firme que proporciona un buen corto. 

d) Destrucción de microorganismos patógenos corno el Clostrid!um 

botulinum. 

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

mayor conservación. 

Para realizar ésta operación existen dos slstemas do curado: 

1) .- CURADO EN SECO: Tambirln conocido como salazón y que consiste en 

cubrir la superf icic de las pieza~ de carne por frotación con 

sal común o con una mezcla de sales de cura. La penetración de 

los ingredientes se ve favorecida por los cambios cte presión 

osmótica provocada por las salos. El jl\món nerrano es uno de los 

productos que se elabora por este procedimiento. 

2) .- CURADO EN HUMEDO: Con5iste en utilizar agua como vehiculo de las 

sustancias curantes, y se realiza sumerqiéndo las carnes en una 

salmuera o bien se introduce la salmuera en la carne por medio 

de inyección. 

Dentro de estos productos se tiene el tocino y el jamón. 
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Este ültimo metodo tiene como ventaja una completa disolución de 

las sustancias curantes, dando como resultado una distribución 

uniforme en el interior de la carne reducióndose al tiempo do curado, 

en comparación con el curado en seco.(22,25,JS) 

2,2, ADITIVOS. 

Los alimentos industrializados estan constituidos por sustancias 

quimicas propias da todo alimento como son: hidratos de carbono, 

lipidos, proteinas, vitaminas, nutrimentos inorgánicos y agua, pero 

además pueden contener otras sustancias quimlcas can·sid0radas como 

aditivos, cuya interacción determina muchas de las características y 

propiedades de cada alimento.(26) 

La aceptación de los alimentos depende de varios factores, 

principalmente de su sabor, textura, color, costo, valor nutritivo, 

vida de anaquel, facilidad de preparación y aparlencia.(J,15) 

Actualmente muchos de los avances tecnológicos en la industria 

alimentaria están relacionados con el empleo de los aditivos, dichos 

compuestos se adicionan a los alimentos con el propósito de cumplir 

una funclón especifica en ellos y se hace de acuerdo con las 

especificaciones legales que existen para tal efecto. La utilización 

de los aditivos en los alimentos se ha incrementado más cada dia, por 

lo que es necesario que axista un estricto control de estos para 

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

9 



2, 2, l, DEPillICIOll DE ADITIVOS, 

Un aditivo puede definirse como una sustancia o mc7.cla da 

sustancias diferentes a las propias dal al imanto quo se encuentran 

presentes corno resultado de su adición permitida para mejorar alguna 

caractoristica dol alirnento.(B,11,26) 

2, 2, 2, CLASIPICACION DE LOS ADITIVOS POR SU PUNCION. 

2.2.2.1. CONSERVADORES. 

Son sustancias quimicas e~tablcs que se usan fundamentalmente 

como inhibidores de crecimiento microbiano. La efectividad de estos 

en los alimentos depende de varios factores como son: su composición, 

nivel inicial de contaminación microbiana asi como la forma en que se 

maneje, distribuya y almaceno el producto terminado. (J) 

Algunos de los conservadores más ut il lzados son: nitritos, 

nitratos, sulfitos, dióxido de azufre, dcido sórbico y sus sales, 

benzoato de sodio, dcido prapiónico y sus sales, .:leido acético y 

acetatos, óxidos de etilcno y propileno, diatil pirocarbonato y 

a,ntibióticos, (J, 11) 

2.2.2,2. ANTIOXIDANTES. 

Estos aditivos se usan para proteger a los alimentos evitando la 

oxidación de los lipidos y otras sustancias como son algunas 

vitaminas.(J,J6) 

Dentro de est-e grupo se encuentran: butilhidroxianisol (BffA), 
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butilhidl"oxitolueno (BHT), butllhidl."oxiqulnona (BllQ) y tocofel."olas 

(vitamina E).(J,27) 

2.2.2.J, ACIDULANTES 

Las funciones qua tienen los acidos son muy vadadas, siando 

unas de las más importnntes y comunmente empleadas las de ser: 

saborizantes, conservadores, modificadores de viscosidad y además 

poseen una acción sinérgica con los antioxidantes, lo cual previene 

las reacciones de oscurecimlento que llegan a ocurrir en algunos 

alimentas. 

Algunos de los mas utilizados son los ácidos: propiónico, 

acético, sórbico, succinico, láctico, málico, citrlco, tartarice, 

banzólco y fosfól"ico.(J,11) 

2. 2, 2, 4. AGENTES SUR~'ACTANTES, TENSOACTIVOS O EMULSH'ICANTES. 

Tienen la pl."opiedad da !."educir la tensión superficial antre dos 

fases inmiscihles. Debido a su naturaleza quimica, estos agentes 

tienden il concentrarse entre las dos fases, favoreciendo su 

interacción, lo cuíll se ve rcflejdo en la formación de un sistema 

estable de aceite en agua (mayonesa, helados) o agua en aceite 

(margarina). 

Entre ellos se encuentran: ócido oléico, grenetina, metil 

celulosa, gomas de acacia y tragacanto, monoestearato-polioxietileno 

desorbitan (polisorbato) y lecitina entl."e otros. (J,11,27,JG) 
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2. 2. 2, 5, AGENTES SECUESTRAtlTES O QUELA111'ES. 

La principal función es eliminar los iones metálicos que pueden 

tener acción perjudicial sobre la estabilidad de los alimentos, ya 

que evitan la acción de estos como en el caso del cobre y hierro que 

son los catalizadores más importantes de las reacciones de oxidación. 

Los más comunmente usados son: polifasfatos, EDTA (ácido 

etilendiaminotetracético), acidos: acético, cítrico, tartarice, 

oxálico, succi~ico, málico asi como sus sales.(3,11) 

2.2.2.6. EDULCORANTES, 

Tienén la propiedad de endulzar a los alimentos. 

Exi~ten· dos tipos de edulcorantes: 

1) SINTETICOS: sacarina, aspartame, propilénglicol. 

2) NATURALES: sacarosa, f ructosa, glucosa, lactosa, sorbi tal, 

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 intención de proporcionar un sabor especifico 

a un determinado alimento. 

Dentro de este grupo se pueden encontrar dos clases: 

l) NATURALES: extractos de hierbas y especias como menta, vainilla. 

2) SINTETICOS: benzaldehido (cereza), butirato de etilo (piña), 

ant~anilato de metilo (uva) .(27,36) 
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2.2.2.8. COLORANTES. 

Debido a que el color en los alimentos es muy importante para 

los consumidores, estos aditivos son añadidos para conferirle un 

tinte o coloración deseados a un determinado alimento. 

Dentro de este grupo podemos encontrar das clases: 

l) SillTETICOS: colorantes anilinicas. 

2) NATURALES: eKtractos de achiote, caramelo, azafrán, carateno. 

(B,ll) 

2. 2. 2, 9. llUTRIMENTOS. 

El objetiva de la adición de otros compuestas, cama es el casa 

de las vitaminas, minerales, aminoáCidos, proteinas.vegetales, etc., 

es para: 

a) RECONSTITUIR: alcanzar el contenida original de alguna sustancia 

antes de su procesamiento. 

b) llORMJ\t.IZAR: compensar la variación natural del contenida de 

algunas de ostas sustancias después de su procesamiento. 

e) ADICIONAR: una o más componentes o sustancias que pueden o na 

haber estado presentes en el alimento antes de su proces~miento,(J) 
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2,J, SOYA 

2.3.l. GENERALIDAOES: 

La soya cuyo nombre botánico es Glycine max, es una planta 

leguminosa, originaria del centro de Vavilov (China). su cultivo se 

inició hace mas de cinco mil años y desde entonces ha sido una planta 

importante en la dieta de los pueblos orientales. 

En nuestro pais se introdujo en el año 1911. En un principio se 

pensó que podria sustituir al frijol, sin embargo se encontraron 

algunas desventajas para su aceptación como lo que respecta en cuanto 

a su sabor (muy acentuado a frijol), dificultad de cocción y 

principalmente la falta de costumbre de su consumo. 

Sin embargo, en las Ultimas décadas ha existido un gran 

desarrollo cientifico y tecnológico en el aprovechamiento de esta 

planta, básicamente por su alto contenido y calidad de la proteína, 

bajo costo, además de tener propiedades funcionales adecuadas para 

utilizarlas como sustituto de proteinas animales en la elaboración de 

algunos alimentos.(l,J,7) 

2,J.2, COMPOSICION QUIMICA DE LA SEMILLA DE SOYA. 

La semilla de soya presenta la siguiente composición quimica: 

entre los minerales encontramos: fósforo, hierro, magnesio, calcio. 

Acidos grasos tales como: linoléico, linolénico y oleico. Hidratos de 

carbono entre los cuales se encuentran: almidón, sacarosa, galactosa, 

rafinosa y estaquinosa. Proteinas: estas formari la ñ¡ayor pa~rté cie la 
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composición química, aproximadamonte el 90\ de las proteinas do soya 

son globulinas y el 10% restante son enzimas intracelulares 

(lipoxigenasa, ureasa, 

celulares.~5,ll~l4) 

ami lasa), l ipoproteinas de las membranas 

El porcentaje de esta composición se representa on el cuadro l. 

Por medio-· del análisis de electroforesis, punto isoeléctrico y 

ultracentrifugación se pudieron conocer las cuatro fracciones qua 

forman las proteínas de la soya, las cuales se designan como: 2s, 7s, 

lls y 15s, y cuya clasificación esta basada en su coeficiente de 

sedimentación. Cada una de estas fracciones están formadas a su vez 

por diferentes proteinas, cuyo porcentaje se presentan on el Cuadro 

2.(3,14,16) 

2.J.J. FORMAS COMERCIALES DE LA PROTEINA DE SOYA. 

Actualmente, la semilla de soya se procesa para la obtención de 

diferentes productos, que se clasifican de acuerdo a su contenido de 

proteína. Cada uno posee ciertas caracteristicas y propiedades que 

los hacen adecuados para su utilización en diversos alimentos. 

2. 3. l • l. HARWAS 

Existen diferentes tipos de harina de soya, pero las más 

comunmente empleadas son las harinas integrales y desgrasadas, siendo 

las segundas las mas usuales debido a que la extracción del aceite de 

soya re_sulta ser económicamente ventajosa para los procesadores de 

soya. 
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El contenido de proteína en la harina de soya es: en la intagral 

de 41,5% y en la desgrasada de 5J,0%(1,J,1J,19,2J) 

CUADRO l. PORCENTll.JE DE LA COMPOSICION QUIMICA DE LA SEMILLI\ DE 
SOY/\, (g/lOOg) 

PROTEillAS EXTRACTO HIDRATOS CEllIZ/\S F'IBR/\ 
ET E REO DE CRUDA 

C/\RBOl/O 

40 18 27.7 5 J,5 

CUADRO 2. F'R/\CCIONES 'i PORCEi/TAJE DE LA F'R/\CCIOll DE LA 
SEMILLA DE SOY/\. 

FR/\CCION 

2s (22%) 

Inhibidor de tripsina 

Citocromo e 

Conglicina 

Globul inil 2.3s 

Globulina 2.as 

?s ( J6%) 

Hemaglutinina -
LipoX"igenana 

Beta-ami lasa 

Globulina 7s 

lis (Jl%) 

Globul ina lls 

15s ( 11%) 

16 
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2.3.J.2. TEXTURIZADA 

Este producto se obtiene por un proceso de extruslón 

termoplástica, con el cual se forman estructuras fibrosas Y 

voluminosas. contiene. aproi<irnadamente 53. 4\ de proteína y puede estar 

adicionada de sazOnador~s, saborizantes, colorantes, enriquecedores, 

etc. (3,7,19,37) · 

2. 3. 3. 3. CONCENTRADOS 
. ·'·· •.' ... 

Los prod·;.i'ctc;'s de este tipo son más refinados que los anteriores 
. :. .. .. . 

ya que contienen.un •minimo de 70\ de prateina .. (3, 19,23) 

2.3.3.4. AISLADOS. 

Este derivado es la. forma más. purificada de proteina de saya, 

pues contiene un ínini.ma de·9~% de p;o{~i~a. c1f3' l9,J7J 

~--

2. 3. 4. PROPIEDADES FUNCIONALES DE LAS. FORMAS COMERCIALES DE LA 

PROTEINAÓE SOYA: 

Estas propiedades dependen báSic:amerite del contenido y calidad 

de sus prateinas (Cuadr~ J). 

Los efectos de estas propiedades· fl.lncionales en un. producto 

cárnico son los siguientes: 

a) Retención de agua lo cual se. ve reflejado en un aumento 

considerable del rendimiento. 

b) Aumento en la aglutinación, debldó a la incorporación de la 

proteina de soya con las pro.teinas miofitirilares par la concentración 
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de fosfatos y sal. 

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

d) Actividad antioxidante.(4,l2,29) 

CUADRO J, PRO PI EDADES f'UNCIO/IALES Y USOS DE LAS f'ORMAS 
COMERCIALES DE LA PROTEINA DE SO'lA. 

PROPIEDAD f'U/ICIO/IAL f'ORMA COMERCIAL EMPLEO Ell 
Al.!MEllTOS 

EMULSI l"ICACION -----
- Formación H,C,A Salchicha, sopas 

- Estabilización H,C,A Crema chant i lly, 

--------------~ pastC!los 

ABSORCION DE GRASA 

-Promoción H,C,A Embutidos 

-Prevención H,A Donas - -
ABSOHCIOll o 

RE'fENCION DE AGUA r------------- Absorción H,C Pasteles, 
salchichas --

-Retención H,C P.Jn, carnes 

TEXTURA H,C,A Sopas, salsas 

H= harina C= concentrado A= aislado ( 4) 

2, J, 5, LEGISLACION SOBRE EL USO DE PROTEINA DE SOYA Ell 

PRODUCTOS CARNICOS, 

Actualmente existe una marcada tendencia a sustituir las 

proteinas animales por las de origen vegetal, debido a las 

propiedades funcionales que confieren al alimento, a su contenido y 

calidad proteica y por su menor costo, 
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Respecto a los productos cárnicos, la legislación on México de 

acuerdo con el articulo 490 del Diario Oficial de la Federación del 

lB de enero de 1988, estipula que la adiclón de proteína do soya sólo 

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 Concertación en el cual se suscriben la Secretaria de 

Comercio y Fomento Industrial (SECOFI), Empresas Productoras de 

Carnes Frias, la Cámara Nacional de la Industria de la Transformación 

(CANACHlTRA), así como los Repre<>entantos de las Empresas Lideres del 

Ramo, ct·eando una Pirámide de Calidades para la Comercialización de 

los Jamones. 

En este acuerdo se clasifica al jamón en diferentes grados de 

calidad con baso en su contenido de proteína permitiéndose además, la 

adición de otro tipo de proteina, ya sea animal o vegetal en un 2\ a 

los jamones de grado de cal ídad preferente, económico e intermedio 

(Cuadro 4). (30,Jl,32,33) 

CUADRO 4. CLASU'ICACION DE JAMONES EN GRADOS DE CALIDAD 
DE ,\CUEllOO A SU CONTENIDO DE PROTEJNA. - -

GRADO DE CAL! DAD DE PROTE!NA \ DE PROTE l NA 
---------------------~--....:CA~D~r~c~r~o~tl~A~D~A'--~ ---

EXTRAFltlO 16 o ----------·--
FINO 

PREFERENTE 14 

ECONOMICO 12 

INTERMEDI o ·--+-----·~------~------''------11 
POPULAR 10 o 
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2.4. HETOOOS DE DETECCION DE PROTEINA DE BOYA. 

En la literatura Ge ha ir.formado do varios métodos para la 

determinación do la proteína de soya en productos cárnicos, cada uno 

de los cuales cuenta con ciertas ventajas y desventajas que a 

continuación se mencionan: 

2.4.l. MICROSCOPIA. 

Se identifica microscáp!camente, por m<!d io de una fUente de luz 

polarizada, la presencia de las celulas características de la soya, 

que son en forma de 11 1 11 o de reloj de arencJ., Estas puedan observarse 

en el residuo fibroso que se separa cuando se trata la muestra en un 

ácido y álcali diluido. 

Este mótodo es cualitativo y tiene l~ limitante de que muchas 

veces durante el proceso de extracción de las células de la soya, se 

rompen, por lo cual se dificulta su dcteccion. Ademas de que sólo 

pueden identificarse las harinas de soyd y soya texturizada mas no 

los aislados y concentrados de la protcd na de soya en los productos 

cárnicos en los cuales fueron adicionndas. (10,20,24,J4) 

2. 4. 2. DETERMINACION DE DIOXIOO DE T lTANIO ( Il/DIRECTO). 

Este mótodo cuantifica de manera indirecta la concentrñción de 

soya adicionada en el producto, con base en la cantidad de dióxido de 

titi'inio presente detectado espectrofotométricamcnte il una lonqitud de 
onda de 40Bnm. 

El método resulta ser preciso, sencillo, rápido y de bajo costo, 
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sin embargo, posee algunas limitaciones como son las quo en Móxico 

muchas veces a la soya no se le adiciona este marcador y en caso de 

hacerlo, la leg.lslc1ción sólo lo permite para los productos de tipo 

aislado de soya, por lo que no se podr1an identificar los 

concentr-ados, harinas y tcxturiz,1dos comunrncnte adicionados on los 

productos cárnicos. Además de que, existen muchos paises en los que 

no permiten que estos productos contengan quimicos por lo cual, para 

finos do comer.clalización internacional muchas industrias excluyen su 

ornploo. (6, 20) 

2.4 .J. ANALISIS DE AMTNOACIOOS Y PEPTIDOS. 

Se ba~a en la pr8sencia y secuencia de aminoácidos. La mezcla de 

carne y proteiria ele soya es tratada con una enzima proteo! itica como 

la tripsina, dando como resultado una mezcla de póptidos los cuales, 

pueden an.:tlil.:tr~a1 por cromatografia liquida dC! alta prcción (HPLC) o 

en un at1to~n~lizador de aminoácidos. 

Sin r.mbargo, clr.te :netodo tambien presenta de!iventajas, ya quo 

la~ difo1·enria~ er1tro los aminoácidos de las proteínas de soya y de 

la carne no son suficientemente marcadas como para. desarrollar ésta 

técnica cuan ti ta ti vnmente. Ademas do que en algunos productos pueden 

estar prencntes otra3 proteinas derivadas de alimct1tos como: leche, 

huevo, harin.1s de pc::;cado, etc., por lo QlJC el anal isis rc!>Ulta poco 

confiable. (23,24) 

21 



2.4.4. ELEC'l'ROFORESIS. 

Consiste en la separación de las proteinas por su carga Y tamaño 

en presencia de un campo eléctrico. Este método es uno de los más 

recomendables con reSpacto a los anteriores por su alto poder de 

resolución, pero también posee ciertas limitaciones como es la 

desnaturalización de las proteinas debido a el tratamiento térmico 

ocurrido durante la elaboración de los productos cárnicos, ya que 

esto dificulta su solubilización y por lo tanto, su separación. 

Asi mismo durante la detección de las proteinas por éste método 

es necesaria la adición de un agente detergente como el dodecil 

sulfato de sodio (SOS) que se utiliza para separar las subunidades 

que componen a las protelnas oliqoméricas y neutralizar sus cargas, 

lo cual provoca una reducción al minimo de las diferencias de éarga 

y por lo t~nto, dificulta la separación de las prbt~ina~c(ld,24) 

2.4.5. METODOS INMUNOLOGICOS. 

Los métodos inmunológicos se basan en la reacción antigeno

anticuerpo -y son usados en ensayos o procesos de detección por su 

gran especificidad 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 

antedor para la determinación de proteína de soya en productos 

cárnicos gracias a las diferencias filogenéticas existentes entre las 

proteínas animales y las vegetales como es la proteina de soya. 

ANTIGENO (Ag) es toda sustancia aislada o presente en 
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mic~oorganismos o células, capáz de inducir una respuesta inmune. 

- ANTICUER!lO (Ac) o HIMUNOGLOBU!.ItlAS ( Ic¡) son proteinas c¡lobulares 

producidas por un organismo, capaces de reaccionar con el antígeno 

que indujo su producción. El organismo produce un anticuerpo distinto 

para cada antigeno por lo cual, la reacción antigcno-anticuerpo es 

especifica. con base en su función y estructura molecular se dividen 

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

2.4.S.l. CLASIFICACION DE LOS METOOOS INMUNOLOGICOS. 

Existen diversos métodos inmunológicos los cuales; utilizan 

diversas su"stancias come? marcadores, del uso de estos marcadores es 

de donde generalmente deriva su nombre. 

2. 4. 5. l. l, PRECI PITACION. 

Estas pruebas se conocen también como pruebas de ouchterlony. Se 

basan en que cuando los antígenos solubles son mezclados directamente 

con su correspondiente anticuerpo, se forman largos complejos 

moleculares los cuales son visibles a simple vlsta.(28) 

Pueden dividirse en dos: 

a) DOBLE DIFUSION EN GEL: se utiliza un gel como matriz para realzar 

la precipitación de las bandas. Se hacen perforaciones en el gel, 

camunmente se coloca un pozo central con el anticuerpo y 5 ó 6 pozos 

circundantes que contienen las muestras. La formación de bandas de 

precipitación entre el pozo central y los circundantes nos da 

información de la presencia de antigeno en la muestra. (28, 29, 35) 
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b) INMUNODIFUSION RADIAL: Es un mótodo para cuantificar antiqono on 

una muestra. 

El anticuerpo es distdbuido en ol gel y el antigeno es colocado 

en un pozo y se forma una zona opaca por lil precipi tac iól"! de los 

complejos inmunes formados, 

La concentración de antígeno en una muestra se' obtiene por el 

diámetro de la zona de precipitación campa rada con una, curva estándar 

de concentraciones conocidas de antigeno.(28,29) 

Estas técnicas tienen las ventajaa de: 

- No consumir demasiado tiempo para su realización. 

- tlo requiere equipo muy costoso. 

Pero también posee la desventaja de que la lectura de los 

resultados es cualitativa o scmicuantitativa.(28,29) 

2. 4. 5 .1. 2. AGLU'rINACION, 

El fundamento es el mismo que el de las reacciones de 

precipitación excepto porque depende de la solubilidad que presenta 

el antigeno o el anticuerpo.(28) 

La aglutinación ocurre cuando una suspensión apropiada de 

célulaa es mezclada con un anticuerpo especifico, cambiando de una 

solución clara a una turbia o lechosa. Esta aglutinación se mide 

comparándola con una curva estándar con concentraciones conocidas de 

antigeno.(28,29) 

Este método tiene las ventajas de: no requerir equipo costoso y 

que los resultados se obtienen en poco tiempo. 

24 



Pero tiene las desventajas de: 

- Haber interferencias en las muestras. 

- Dificultad en la interpretación de ros u l tados, especialmente en 

concentraciones bajas de la sustancia problema.(28,35) 

2.4.5.l.J. INMUtlOFLUORESCENCIA. 

En éste método se usan compuestos fluorescentes como marcad~res. 

La inmunofluor.escencia puede ser directa o indirecta: 

a) DIRECTA: En este caso el antigeno en. solución 'se lo.caliza por el 

empleo de un anticuerpo que ha sido marcado !"ºn .una sustancia 

fluorescente como la fluoresceina. 

b) INDIREC'rA: 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 exceoo. 

2) se usa un anticuerpo anti-Igc marcado con una sustancia 

fluorescente (fluoresceina), que reaccionará can el anticuerpo que no 

fué removido por el lavado por estar unido al antigeno, asi se 

logrará visualizar si la primera reacción del antígeno-anticuerpo 

tuvo lugar. 

Esta técnica tiene algunas desventajas como son: 

- consume demasiado tiempo para su realización. 

- tlo 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 semJcuantitotiva. 

(12, 28) 

2.4.5.1.4. RAD!OINMUllOEllSA'lO (RIA). 

En el método se utilizan radioisótopos como marcadores, los 

cuales se colocan.en una solución donde se encuentra el antigeno que 

se quiere medir,· Se agrega el anticuerpo no marcado y se mide la 

cantidad de antígeno presente con base en la competencia que existe 

entre el anticuerpo marcado y el no marcado para unirse al antígeno. 

Para c~antificar la cantidad de sustoncia presente debe elaborarse 

una curva de calibración. 

Este método tiene la gran ventaja de ser muy sensible, pero 

también, po~ee desventajas co~o son: 

- Los isótopo·s más utilizados ·que son ¡Í2S Y. ¡ll1 que tienen una vida 

media corta. 

- sus d~sintegraci~:>rl~:~ -~~~~_ruyen _algurlas -estructuras moleculares. 

- Requiere medidas··· especlalirn de segur id ad debidas al manejo de 

materiales radiactivos, ( 12) 

2.4.5,1.5. EllSA'{OS. INMUNOENZIMATICOS (EIA), 

En estos en~ayos se utilizan enzimas como marcadores, 

Este tipo de análisis poseen grandos ventajas sobre los demas 

como son: 

- Los reactivos son baratos y fáciles de preparar. 

- son estables. 
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- No es dañino para el operador pues usa enzimas como marcadores. 

La lectura de resultados es objetiva y fácil de realizarse 

espectrofotométricamente.(12) 

Los ensayos inmunoenzlm3ticos se clasifican en dos: 

1) HETEROGENEOS: El anticuerpo o el antígeno marcados con la enzima 

se separa del complejo antigeno-anticuerpo marcado antes de la 

medición de la actividad enzimática. 

2) HOMOGENEOS: En los cuales la actividad enzimática' del antigeno o 

del anticuerpo marcudo se mide en presencia del complej~ antigeno

anticuerpo marcado. 

En ambos tipos de EIA un antigeno o, un ,ántiéuerpo puede ser 
'. ,,·,1 

unido a una enzima, conservando sus caracter~:=!~~~a~ ~rymU~~l~g~c~s' Ye 

enzimátlcas intactas, 

Los ensayos inmunoenzimaticos se han e><t':eÍididó :anij)iiáménte en la 
,-·. - -- ~ .. ' _;- : 

industria al imcntaria y dentro cte e~foS _ ens~yos_. 0n~or1tra·mOs los 

llamados ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay). (12,28) 

En esta técnica las enzimas que más se usan como marcadores son 

la fosfatasa alcalina, la peroxidasa y la glucosa oxidasa. Los 

sustratos de estas enzimas cuando son degradados provocan una 

coloración la cual, puode distinguirse a simple vista y ser medida 

colorimétricamente. 

De todos los ensayos inmunológicos éste es el más sensible, en 

virtud de que permite medir concentraciones muy bajas de un antigeno. 
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Para que una determinación por el método ELTSA sea sensible, 

facll de montar y barato, la en?.ima a utilizar debe de tener las 

siguientes características: 

- Ser estable a 25-J?•c y tener una vidn de anaquel de por lo meno~ 

6 me~es a ,4•c. 

- La e.nzima purificada debe ser fácil de obtener. 

- La actividad enzimatica debe ser fácilmente medida por mótorlos 

colorimétricos. 

Debe det~ct~rs~· en peque nas cantidades. 

- Ser relativ'amerite tiara.ta. (12,28, 29) 

El método ELISA se divide en dos grupos: 

1. - COMPETITIVO. 

Este método· se emplea para cuantificar anticuerpos o antiqenos, 

es similar al radioinmunoensayo (RIA), Se basa en hacer reaccionar 

cantidades constantes y limitadas de conjugado con la finalidad de 

saturar sus sitios de unión adsorbidos al soporte, de manera quo si 

existe en la muestra la misma especie molecular del conjugado itml.Jas 

competirán para unirse a la fase sól lda quedando 1 ibre parte del 

conjugado que se eliminan al momento del lavado, por consect1cncia 

habrá un menor desarrollo de color. 

En este tipo de ensayo es necesario realizar una curva cotánJar 

usando estándares 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 categorías, las cuales son: 

a) METODO DEL DOBLE SANDWICH O DOBLE ANTCCUERPO. 

Es el más empleado para.·. ia d.oterminación de antigenos y consiste 

en cubrir la fa.se .sólida con un anticuerpo al que se unirá el 

antígeno presente· eri la .muestra durante el periodo de incubación. 

Después del lavado,.: ~e .adi~lona un segunda anticuerpo unido a una 

enzima, el que reconocerá un epitope diferente del antígeno; 

finalmente; se ·ell~in~. ~l exceso de este, se adiciona el sustrato y 

se cuantifica. eÍ .. color desarrollado el cual, es directamente 

proporcional a· la: c:ancentración del antígeno. (28) 

b) ELISA INDIRECTO 

se utili?.a en la determinación de anticuerpos presentes en una 

muestra biológica por lo que, el antigeno conocido es inmovilizado en 

la fase sólida. Después de que se lleva a cabo Ja reacción antigeno

anticuerpo, se separa el exceso de anticuerpo por medio de lavados y 

la presencia del anticuerpo unido se muestra medinnte una anti

inmunoglobulina marcada con la enzima. La actividad enzimática se 

mide después de una etapa final de lavado y el desarrollo de color es 

directamente proporcionnl a la concentración del anticuer-po 

buscado. (28) 
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ELISA POR IllJII8ICION 

Este ensayo es una combinación de ELISA competitivo e indirecto. 

En este, la parte fundamental es la unión del antígeno con un. exceso 

de anticuerpos: de estos anticuerpo los que queden sin reaccionar con 

el antígeno se ponen en un_a placa· previamente sensibilizada con 

antígeno los cuales, son.los'que se cuantifican. En este· ensayo el 

color desarrollado os inyersam-eóte proporcional a la concentr~ción 

del antígeno. 

. ' 
2.5. DESARROLLO•DEL.INKÚNOANALIEIIS EN EL AREA DE J\LIMENTOS. 

- -. :-e . :·- ·: ·.· -'..' - :'"'<···: '. ~-- .· -·.: 
Lás técnicas: dé:'anái is is han sido un elemento m~r importante 

dentro del ar~a ·~~ la _q,~imi~a y estas han t1:?ni~o 9,randes 11vances a 

través del tiempo para satisfacer las néé:es-idades'. ~e lCJS adelant~s 

tecnológicos. __ _ 

Las técnicas de inmunoensayo han tenido un.gran auge desde hace 

20 años <1,entro dél- área del diagnóstico clinico. sin embargo, hasta 

hace poco tiempo el inmunoensayo ha tenido poco uso dentro del 

análisis de alimentos siendo que estos métodos tienen una superior 

especificidad y sensibilidad que otros métodos quimlcos. 

El inmunoensayo por ser selectivo y sensitivo depende de la 

especificidad y afinidad del anticuerpo por el antigeno. ELISA por 

ejemplo, puede detectar y medir nanogramos y picogramos de la 

sustancia a analizar en una mezcla de complejos. 

En paralelo con el desarrollo en el diagnóstico clínico, el 

análisis 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 proteína especifica del alimento. 

El uso de estuches comerciales requiere de poca destreza técnica, la 

única manipulación necesaria es la _extracción del alimento, la 

aplicación de los extractos y reactivos del estcuche y los pasos 

intermedios de lavado. 

Recientemente, los inmunoensayos ha11 -tenido un gran número de 

aplicacionos en cJ 4rea de los alimentos por las nuevas tendencias 

gubernamentales en los procesos industriales y en el control 

industrial sobro 1.1 composición y calidad de ollas. 

Los métodos irimunoenzimáticos se han utll izado para la 

determinación y cu.rntificación de especies extrañas en alimentos, 

contaminantes, toxinas bacterianas y flingicas (especialmente en 

granos) residuos de antibióticos y pesticidas. También so han 

empleado para identificación de variedades o tipos de plantas, eñ e1 
estudio de al te rae i ón o degradación de componentes del al imei:ito 

durante su pi·ocesamiento. 

Con respecto <'l los productos cárnicos, también se han utilizados 

métodos inmunológicos: inmunodifusión radial para detectar proteína 

de soya, especies presentes diferentes a la de cerdo. Por la téCnica 

ELISA, se han hecho estud los sobre detección y cuan ti! icación de 

diferentes especies presentes en los productos, de caseinato y de 

proteína de soya principalmente. 
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2,6, VALIDACION. 

Una vez dosarrollñdLJ una tccnic.i ani1l1tici1, e~. noccsario que 

esta sea validada, es decir, se debe confirmar y documentar que los 

resultados por ellu producido5 son confiables, para que de estil formu 

el quimico se de cuenta si la técnica evaluada sistemflticamente 

cumple con los propósitos para lo~ cuales fue diseñada. 

La Vcllidaclón de un método anul itico puede dofinirse como el 

proceso por el cual ql1e~ü establccitio, µar estudios de laboratorio, 

que la capacidad del mctodn satisface los requisitos para las 

apl icilciones anal i t icas deseadas. Es.J capa e id ad se expresa, on 

tórminos de variables analiticas. 

Las variables a va lora r, dcpcnd iendo de la aplicación de 1 método 

son: 

l) ESPECIFICIDAD. 

Es la propiedad del mctodo analitico para producir un.1 respuesta 

medible debida unicamentc a la pre~encia de la susti1ncia da interés, 

libre de interferencia Lle otros componentes de la muestra. 

2) SENSIBILIDAD. 

Esta correspondo a la m in im,1 c,1nt idad dt.~ sustanc in anc1 l izada que 

puede producir un resultado significativo. 

3) PRECISION, 

Es la dispersión de las medidüs alrededor da su valor medio o 

central y corresponde, al c1raclo de concordancia entre- resultados 
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analiticos individuales cuanJo el mótodo so aplica repetidamente a 

múltiples alicuot~s do una muestril homogó11ca. 

Tnmbión as la medidn del gr,1do de reproducihiJ idad del mótodo 

analitico. 

4) EXACTITUD, 

F.s ln concordancia entre un valor obtenido e:ocperimentalmente 

(modia) y el valor do referencia. Se oKpresa como el porcentaje de 

recuperación obtenido del an.:ilisis de muestr,1s ,:¡ },1s que se les ha 

adicionado canticlacles conocidas de la sustancia de interés. 
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p A R T E E g P E R I ~~'!'..A.J,.... 

3,1, DIAGRAMJI DE FLUJO. 

OBTENCION Y EVALUACIOll DEL ANTICUER:O 1 
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CUAllTIFICACION DE PROTEINA DE SOYA 
, 
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' • ' ' \ 

fsensibl"lidnd) 
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!Exactitud! 

ANALISIS DE RESULTADOS 

CONCLUSIONES 



3, 2, llJ\TERIAL 

3, 2. l, MATERIAi, BIOLOGICO 

Adyuvante de F'reund 's completo· marca Gibco. 

Anticuerpo anti-soya inmunizado en conejo marca sigma. 

Anticoncjo conjugado con peroxidasa inmunizado en· cabra marca Oako. 

conejos machos raza Nueva Zelanda de 2·. 5Kg 

Sueros de rata, conejo, cabra, borrego, gallJna, res, perro, cerdo, 

burro, caballo y humano, 

3.2.2. MATERIAL DE LABORATORIO 

Matraces· aforados 2000,.1000, soo~ ·2so, loo, so, 25, 10 mL 

Vasos de precipitados 1000, ~00, 250, 100, 50 mL 

Matraces Erlenmeyer 1000, 500, 250, ·125 m~ 

Pipetas Pasteur 

Probetas 500, 250, 100, 50, 25 

Tubos de ensaye. llXlOO, 12X75 

Pipetas serológicas 10, 5, 

Pipetas volumétricas 10, 

Matrace~ Kjeldahl 800 mL 

Charolas de alu~lnio 

Mortero 13 cm de diámetro 

Recipiente de plástico 

5 

2, 

mL 

mL 

mm 

l mL 

Micrnplacas de 96 pozos para pruebas de ELISA 
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Puntas para micropipeta 1-10, 10-100, 100-1000 µl 

Tubos Eppendorf 1,5 mL 

Recipientes para reactivo 75 mL 

Jeringas desechables 5, 10, 20 mL 

Membrana de nitrocelulosa poro 0.45 micras 

Matraces Kitasato 500 mL 

Embudos Buchner 56 mm de diámetro 

Termómetro o-12o'c 

Pinzas para crisol 45 cm 

Desecador 250 mm de diámetro 

Papel Whatman No.4 

Tubos de rosca 16xl50 mm 

Caja Petri 15xl00 mm 

Bureta 50 mL 

Papel glasine 

Gasa 

Gradilla para tubos 

Papal parafilm 

Cinta adhesiva 

Espátula 

Algodón 

Aplicadorcs 

Micropipctas 1-10, 10-100, 100-1000 µl 

Pipeta multicanal 50-200 µl 
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EQUIPO 

EQUIPO 

Agitador de tubos 

Espectrofotómetro 

Lector para microplacas de ELISA 

410-630nm 

Baño de incubación l-lOO'C 

Digestor y destilador Kjeldhal 

Estufa 

Balanza analítica 0.1-1109 

Parrilla de calentamiento y 

agitación 

centrifuga l00-5000rpm 

Potenciómetro 

Estufa de incubación O-l20'C 

Agitador de tubos 

Refrigerador 

campana de extracción 

Balanza granataria 

Agitador orbital 
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MODELO 

LUJ-JRH 

250 

MR600 

1800 

53166 

05IO 

zéromatic IV 

E-80 

1280 

Trim wall 

MARCA 

Coulter 

Electronics 

Gil ford 

Dynatech 

Laboratories 

J.M.Ortiz 

Labconco 

Lab-line 

Instruments 

Teccttor 

Lindberg 

IEC 

Bockman 

J.M.Ortiz 

Lab-line 

Instruments 

Kelvinator 

Ohanus 

Lab-line 

Instruments 



J.2.J. REACTIVOS 

REACTIVO 

Hidróxido de sodio 

Etanol absoluto 

Metanol 

Metanol 

Acido clorhidrico 

Acido sulfúrico 

Cloroformo 

Tris(hidr?ximetil)aminometano 

Albúmina sérica bovina 

Albúmina sérica bovina libre de 

gamma globulinas 

Dodecil sulfato de sodio 

2-mercaptoetanol 

o-fenilendiamina 

carbonato de sodio 

Bicarbonato de sodio 

Urea 

Cloruro de sodio 

Reactivo de Folin 2N 

sulfato de cobre pentahidratado 

Fosfato de sodio dibasico 

heptahidratado 

38 

MARCA GRADO DE 
REACTIVO 

Mal linckrodt G.A. 

J.T.Baker A.C.s. 

J.T.Büker A.C.S. 

J.T.Baker Q. P. 

J.T.Baker A.c.s. 

J.T.Baker A.C. s. 

J.T.Baker A.C.S. 

Sigma G.A. 

Sigma G.A. 

Sigma G.A. 

Sigma G.A. 

Sigma G.A. 

Sigma G.A. 

Mallinckrodt G.A. 

Mallinckroclt G.A. 

Mallinckrodt G.A. 

Ma 11 inckrodt G.A. 

Sigma G.A. 

Mallinckodt G.A. 

Mall inckrodt G.A. 



Tartrato de sodio y potasio 

Cloruro de potasio 

~·os fato de potasio monobcisico 

Peróxido de hidró9<mo al JO\ 

Xilol 

Acetona 

/\cid o citrico rnonohidratado 

Dióxido de selenio 

Sulfato de potasio 

Acido bórico 

Rojo de metilo 

Zinc en polvo 

Eter 

Tween 20 

4-cloro-l-naftol 

•NOT1.: Q. P.::: Quindcamentc puro 

G.A.= Grado analitlco 

Mall inckrodt G.A. 

Mallinckroclt G.A. 

Mallinckrodt G.A 

Mall inckrodt G.A. 

Mal! inckrodt G.l\. 

Merck G.A. 

J .T. ilaker A.c. s. 

Merck G.A. 

J.T.Baker A.c.s. 

J.T.Baker 11.c.s. 

J.T.Baker A.c.s. 

J.T.Baker Q.P. 

J.T.Baker A.c.s. 

risher scientif ic G,A. 

Biorad G./\, 

l\.c.s.= Producto que cumple con las especificaciones 

de la Sociedad Quimica Americana 
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J,J, PREPARACION DE SOLUCIONES. 

a) SOLUCIONES PARA DOT ELISA. 

l.- Solución amortiguadora de fosfatos salinos (PBS) pH 7.4, O.lM 

NaCl e.oo g 

Na2HPO, 111,0 2.17 g 

KH2PO, 0.20 CJ 

KCl 0.20 CJ 

.Ajustar el pH con /la OH O. lN. Aforar a J 000 ml con agua 

desionizada. 

2.- Solución amortiguadora de fosfatos salinos O.lM con Tween 20 

O. 05% ( PBST) 

llaCl 

Na 2HPo, 7H2o 

KH2PO, 

KCl 

Tween 20 

Ajustar el 

desionizada. 

pll con NaOll 

a.oo CJ 

2.17 g 

0.20 g 

0.20 g 

o.so mi 

O. lN. Aforar a 1000 ml con agua 

J.- Solución de albúmina srlricu boviníl (BSA) ul J% en PBS 

BSA O. JO g 

Disolver BSA en JO ml de PBS. 
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4,- solución sustrato. 

Solución A: 15 mg de 4-cloro-l-naftol disolvorlos en Sml de 

metano! fria. 

Solución B: 25 ml de PBS + 15 µl de peróxido de hidrógeno al 

30%. 

Mezclar A y B antes de revelar. 

b) SOLUCJO!lES PARA ELISA. 

1. - solución amortiguadora TRIS-HCl pfl B. 6, lM 

TRIS 6. 005 g 

Ajustar el pll con HCl concentrado. Aforar a 50 ml con agua 

desionizada. 

2.- Solución amortiguadora de carbonato-bicarbonato pH 9.6, O.lM 

o .159 g 

llaHCO¡ O. 293 g 

Ajustar el pH con NaOH O.U:. Aforar a 100 ml con agua 

des ioniza da. 

Estable 2 semanas a temperatura ambiente. 

J.- Solución de albúmina sórica bovinu libre de gammaglobulinas al 

0.2% en amortiguador de carbonato-bicatbonato. 

Albúminn !a~rica bovina libre de gammaglohulinas 0.2 g 

Disolver la albúmina en 100 ml de amortiguador de carbonato

bicarbonato. 
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4.- Solución sustrato .. 

•solución amortiguadora fosfato-citrato pH 5,0 

Ac. cítrico 

lla2HP0, 7H,o 

0.5105 g 

l. J780 g 

Ajustar el pH con Na OH o HCL O. lN. Aforar a 100 ml con agua 

desionizada. 

•Sustrato 

o-fenilendiamina 

Peróxido de hidrógeno 

al JO\ 

40 mg 

40 µl 

Disolver en los 100 ml de amortiguador fosfato-citrato. 

Preparar inmed~atamente antes de usarse y guardar en frasco 

ambar. 

5. - Solución H2so, 2. 5M 

H2S04 JJ,99 ml 

Agregar lentamente a el agua desionizada en baño de hielo y aforar a 

250 ml 
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J.4. METODOLOGI~ 

J. 4 .1. OB'J'ENCION 'i EVALUACIOll DE ANTICUERPO AllTI-SO'i/\ 

Se obtuvo el anticuerpo anti-soya por inmunización en conejos 

con el fin de poder sustituir el anti-saya comorcial (Sigma) debido 

a la limitante de que es de dificil adquisición por ser un reactivo 

de importación, y de que su costo es m>s elevado. 

A) PREPARAC!ON DEL EXTRACTO DE PROTEINA 

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

2.- Aftadir 2 ml de amortiguador Tris-Hcl + 6 g de urea + 2 ml de 

agua desionlzada + 200 µl de 2-morcaptoetanol + 6 ml de agua 

desionizada. 

J.- Colocar en bafto de agua a 95•c por un tiempo de 60 min. 

4.- Enfriarlos de J-5 min. 

5.- Aforar a 25 ml con agua desionizada. 

6.- Somnter el extracto a diálisis en PBS a 4'C con agitación 

durante 3 dias. 

7. - Determinar proteinas por el método de Lowry. 

B) PREPARACIOll 'i APLICACION DEL INMUNOGENO 

l.- Inmunizar 2 conejos machos de raza Nueva Zelanda con una mezcla 

de O. 5 ml de Adyuvante de Freund 's completa y O. 5 ml de extracto 

de proteina de soya (l.4mg) 

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

4. - Al final de los refuerzos hacer una sangria a blanco por punción 

cardiaca. 

s.- Separar el suero por centrifugación a JOOOrpm por un tiempo de 

lO min. 

6.- Alicuotar · 1os .sueros··y guardar.Jos en congelación. 

C) TITULl\CION DE LOS }\NTICUERPOS ANTJ-SOYA POR EL METODO DOT ELISA 

Se reálizó para conocer su potencia y determinar Ja dilución 

óptim~ c~n la cual, se trabajaron los anticuerpos: 

l.- Apli6ar l µl de las diluciones de extracto de proteína de soya 

en c;:oncentraciones J, o.5, 0.25, o.125, 0.0625 mg/ml en la 

membrana de nitrocelulosa. 

2.- Secar a temperatura ambiente. 

•J.- Bloquear con 2.5 ml de albúmina sérica bovina al 3% en PUS por 

un tiempo tiempo de 60 min. 

*4,- Lavar J veces con PDST por un tiempo de J min cada vez, 

s.- Preparar en tubos de ensaye las diluciones dül anticuerpo anti

soya 1:100, 1:250, J :5oo, J:aoo, 1:1000, J: J5oo. 

*6.- 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 J min cada vez. 

•a.- 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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•9,- Lavar 4 veces con PBST por un tiempo de J min cada vez. 

10.- sumergir en la solución sustrato por un tiempo aproximado de 15 

min. 

ll.- sumergir en agua destilada para detener la reacción. 

• Realizar estas operaciones con agitación y a temperatura ambiente 

NOTA: PBST= amortiguador de fosfatos salinos coff tween ·20 

PBSa amorti<Juador de fosfatos sa.l inos. 

O) DETERMINACION DE ESPECIFICIDAD DEL ANTICUERPO ANTI-SOYA POR EL 

METODO DOT ELISA. 

Esto fue con el objeto de verificar si los anticuerpos anti-soya 

presentan alguna reacción cruzada con otro tipo de proteína que no 

sea la de so~· a. 

Se utilizaron proteínas vegetales: diferentes presentaciones de 

proteina de soya: harina, concentrado, aislado, soya texturizada asi 

corno trigo, lenteja, sorgo, frijol, garbanzo, maiz, arroz y dentro de 

las proteinas anirnule~ se tendrán: grenctina, caseína y sueros de 

diferentes especies animales: cerdo, caballo, vaca, pollo, burro, 

perro, conejo, borrego, rata, cabra; como a continuación se describe: 

1.- Obtener los extractos de proteínas disolviéndolas en PBS en una 

concentración de 4 mg/ml. 

2.- Aplicar 1 µl de cada muestra en la membrana de nitrocelulosa. 

J.- Secar a temperatura ambiente. 

*4.- Bloquear con 2.5 ml de albumina sérica bovina al J% en PBS. 

45 



• 5. - LílVB r 3 veces con PBST por un ti c:>mpo de 3 mi n cada voz. 

•G.- Incubnr con 2,5 ml del anticue>rpo anti-soya on la dilución 

óptima, por un tiompo de 60 min. 

• 7, - J.avü 1- .3 veces con PHST por un ti Pmpo de 3 mi n cada vez. 

•B.- Incubar con 2.~i ml dC'l antj-concjo conjugado con peroxidasa 

inmunizado en cabra (titulíldo prcviamont~J µar un tiempo de 60 

min. 

•9.- Lavar 3 vecQn con PBST por un tier:ipo de J min cada vez. 

JO.- sunergir on sol11cion sustrato µ01· 11n tiempo aproximado de 15 

min. 

11.- sumergir en agua d0stil~d~ pnra dotPnor la rPaccion. 

• Realizar estas operaciones con ~git~cion y a temperatura ambiente. 

Siguiendo l<J mPtodc..1og1<1 .::111lorio1-nente dest:rita, SC! comprobó que 

no existiera rC'.:1ccion cru7c:1da Pntn Ja":-; prolC'iOclf"· cMrleada~ en el 

sistema de~ CélfJtu1·a (or1t j cuc·rpo nnt i -!;oyit. ñnt i-conojo conjugr1do con 

====~~====-=------ -~-=----==-~~--~~----~= 

SOY/\ ] /\t:I IClJfl'f'O ;,1:·1 I-,;O\'/\ MITl-COllLJO 
CONJ UG/\ !lo COIJ 

---~ ___ -------- PEHOX1PAr;/\ 

' -------- - ---------- _______ _,, 

PrPscn~j~ dp roactivo. 
AllMvnciR d~ reactivo 



3, 4, 2, OBTENCION DE MUES1'AAS DE JAMON. 

como testigos internos so utilizaron muestras de jamón 

elaboradas en la planta piloto del Departamento de Ciencia y 

Tecnologia de los Alimentos del Instituto Nacional de la Nutrición 

Salvador zubiran. Estas se adicionaron de la proteJna de soya en 

concentraciones conocidas, estos testigos internos se utilizaron para 

el dasarrollo y validación del mótodo ELISA que fuó util para la 

cuantificación de proteina de soya en productos cárnicos. 

Ojchan mucstn1s fueron codificada~; de la siguiente manera: 

MUESTRA TIPO DE PROTEINA % DE PROTEINA 
ADJCIOllADA ADICIONf,DA -----

RP1' ---- o 
HOB CASEillA'JO 12 

LKE SOYA 14 

JPV SOYA 3 

WAR SOYA 7 -

3. 4. 3, DESARROLLO Y VALIJJACION DE LA TECllICA E LISA PARA LA 

CUANTI rICACION DE PROTEINA DE SOYA EN PHODUCTOS CARIHCOS. 

I, - DESARROLLO t 

se procedió a realizar: 

A) TITULJ\CION DEL ANTICUERPO ANTI-SOYA POR EL METODO ELISA. 

l.- Colocar 100 µl de amortiguador carbonato-bicarbonato en todos 

los pozos excepto blancos. 
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2.- Añadir 25 µl de aislado de soya. 

J.- Hacer diluciones seriadas 1:5 a partir de la dilución 1:100 y 

desechar los últimos 25 µl. 

4,- Incubar de 16 a 18 horas a 4'C 

s.- Lavar J veces con PBST por un tiempo de min cada vez. 

6.- Bloquear con 100 µl de albumina sérica bovina libre de gamma 

globulinas al 0,2\ en amortiguador carbonato-bicarbonato. 

7.- Incubar a J7"C por un tiempo de 60 min. 

s.- Lavar J veces con PBST por un tjempo de min cada vez. 

9.- Agregar 100 µl del anticuerpo anti-soya en dilución .1:100 y 

hacer 16 diluciones seriadas 1:5 desechando los ultimas 25 µl. 

10.- Incubar a J7"C por un tiempo de 60 min. 

11.- Lavar J veces con PBST por un tiempo de J min cadacvez. 

12.- Agregar lOO µl del anti-conejo conjugado ·con·: peroxldasa 

inmunizado en cabra. 

lJ.- Incubar a J7"C por un tiempo de 60 min. 

14.- Lavar 4 veces con PBST por un tiempo de J min cada vez. 

15.- Agregar 100 µl de solución sustrato y dejar reaccionar 15 min. 

16. - Agregar 50 µl de ácido sulfurico 2. 5M para detener la rroa::iál. 

17.- Leer en lector de microplacas a 490nm. 

B) DETERMINACION DE LA CANTIDAD DE PROTEINA DE SOYA NECESARIA PARA LA 

BENSIBILIZACION DE PLACAS, 

l.- Colocar 100 µl de aislado de proteina de soya en 

concentraciones: 2.5, 1.25, 0.625,. o .. 3125 µg/mr, en amortiguador 
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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 mi n cada voz. 

4. - Bloquear con 100 µl de albumina sérica bovina 1 ibre de gamma 

globulinas al 0.2% en amortigua.dar carbonato-bicarbonato. 

5.- Incubar a J7'C por un tiempo 'de ·60 min. 

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

7,- Agregar 100 µl del anticuerpo anti-soya. (previamente titulado) 

s.- Incubar a J7'C por un tfompo de 60 min. 

9,- Lavar J veces con PDST por un tiempo de min cada vez. 

10. - Agregar 100 1•1 del anti-conejo conjugado con perolddasa 

inmunizado en cabra. (previamente titulado) 

11.- Incubar a J7'C por un tiempo de 60 min. 

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

13.- Agregar 100 µl de solución sustrato y dejar reaccionar 15 min. 

14. - Agrer1ar 50 µl de ácido sulfúrico 2. 5M para detener la rroo::ien. 

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

C) OBTENCION DEL EXT¡tACTO DE PROTEINA, 

l.- Homogeneizar la muestra. 

2.- Pesar 20 g de muestra. 

J. - Extraer J veces con 200 ml cada vez de clorof_ormo-metanol 2: l 

V/V, 

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

acidificada can 2 gotas de l!Cl/l, 
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5,- Extraer 3 veces con 200 ml cada vez de acetona. 

6,- Dejar secar de 16 a 17 horas. 

7,- Moler y homogeneizar en mortero. 

8.- Detenninar proteinas por el método Kjeldhal. 

9,- Pesar 100 mg de proteína (estandar y muestras). 

10.- Agregar 2 ml· de amortiguador tris-llCl + 6 g de urea + 2 ml de 

agua desionizada + 200 µl de 2-mercaptoetanol + 6 ml de agua 

desionizada. 

11. - Colocar en b.año ·de agua a 94 •e por un tiempo de GO min. 

12.- Enfriar de 3~5 min. 

13.- Aforar con agua desionizada a 25 mJ. 

14.- Almacenar 18 hor'as a 2-8'C. 

D) APLICACION DE LA TECNICA ELISA, 

1,- Sensibilizar placas con 100 µl de solución sensibilizante en la 

concentración previamente determinada. 

2.- Incubar 16 a 18 horas a 4'C, 

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

4. - Bloquear con 100 µl de albllmina sé rica bovina 1 ibre de gamma 

globulinas al 0.2% en amortiguador de carbonato-bicarbonato. 

5.- Incubar a 37'C por un tiempo de 60 min. 

6.- Lavar J veces con PDST por un tiempo de 3 min cada vez. 

7.- Colocar 50 µl de muestra y esténdar y hacer diluciones seriadas 

1:2 (estándar lG y muestras 8). 

8.- Agregar 50 µl del anticuerpo anti-soya (titulado previamente). 
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g. - Incubar a temperatura ambiente ~· con agitación por un tiempo de 

60 min. 

10.- Lavar J veces con POST por un tjer.ipo de J min cada vez. 

11.- Agregar 100 µl del anti-conejo conjugado con pcroxidasa 

inmuniznclo en cabra. 

12.- Incubar a 37' por un tienpo de GO min. 

13,- Lavar 4 veces con POST por un tiempo de min cada vez. 

14.- Agregar 100 µl de solución sustrAlo y dejar reaccionar 15 min. 

15.- Agregar 50 Jll de acjdo SU] turico 2.5M pétra detener la m1a::itri. 

16.- Leer en lector de rnicroplaca~ ñ •i90nm. 

II,- VALIDACION: 

Para realizar la validación de la técnica se tomaron en cuenta 

variables que son: 

l.- Especificidad 

2.- Sensibilidad 

3, - Precisión 

4.- Exactitud 

como a continuación se describe: 

l.- ESPECIFICIDAD. 

Se utilizaron los siguientes controle>s con una concentración de 

1:1g/ml. 

I. - cor:TROLE:S POSJl !\'O~;: 

a) Estanclar de aislado de prote>ina de soya que fué tratado 

térmicarie.nte bajo condicionos de de~naturul i?.acjón. Posteriorme.nta se 
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hizo una curva eatandar con diluciones 1:2. 

b) Proteina de soya en diferentes presentaciones comerciales: 

texturizada, harina y concentrado. 0 

o 

II. - COI/TROLES NEGATIVOS 

a) Proteinas vegetales: trigo 

b) Proteinas de origen animal: caseina, grenetlna. 

c) Proteinas empleadas en el sistema de captura y revelado éstas 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 reacción negativa en el ensa;•o, 

pero en caso de que alguna de las proteínas anteriormente 

especificaqas de una reacción pos.itiva (reacción cruzad.:i), sc le 

restará el valor de absorbancia quú presonte a todas las muestra;., 

para obtener la concentración ren1 de proteina de soya. 

2.- SENSIBILIDAD 

Se determinó de la siguiente forma: 

Hacer dos curvas estándar de aislado de proteina de soya todos 

los dias durante una semana el cual, fue tratado bajo condiciones'de 

desnaturalización haciendo 16 diluciones seriadas 1:2 por triplicado 

a partir de una concentración de 200 µg/ml. Al mismo tiempo realizar 

veces el analisis de las muestras. 
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De los resultados obtenidos, se hizo un análisis de regresión 

lineal de la zona de mayor linearidad, tanto por métodos matemáticos 

como visuales. Se hizo un análisis intraensayo obteniendo el 

coeficiente de variación (C.V.) en cada uno de Jos puntos de Ja curva 

estándar el cual, debió ser menor al 10%. 

Se realizó la determinación de Jos limites de saturación 

(cantidad máxima de proteína de soya que el sistema puede detectar) 
• 

y sensibilidad (cantidad mínima de proteína de soya que el sistema 

puede detectar) del método, utilizando diferentes concentraciones 

conocidas de proteína de soya. 

3.- PRECISIOtl 

Se utilizaron controles positivos y negativos, sometiéndose cada 

muestra 20 veces al análisis para obtenc~ la varjación interensayo. 

Se elaboró primeramente una curva estándar con aislado de 

proteína de soya trat."'lldll bajo condicioncH; de desnaturalización, en la 

cual se extrapolaron los resultados obtenidos de las muestras 

anali?.adas y se les hi?.o el cálculo del coeficiente de variación. 

CONTROi.ES POSITIVOS: Muestras de jamón con una concentración 

conocida de proteína de soya, que fueron elaboradas en el 

departamento de Ciencia y Tecnología de Jos Alimentos del Instituto 

Nacional de la Nutrición Salvador Zubirán. 

53 



CONTROLES NEGATIVOS: Muestras de jamón sin soya que fueron 

elaboradas en el departamento de Ciencia y Tecnología de los 

Alimentos del Instituto Nacional de la Nutrición, Salvador Zubirán. 

4.- EXACTITUD 

Se obtuvo calculan-do el porcentaje de recuperación empleando los 

testigos internos a los cuales, se les adicionó una concentración de 

s µg del estándar de aislado da proteina de soya desnaturalizado, 

observando si realmente se detecta la cantidad ele prote1na de soya 

que podria contener la muestra o cuanto es lo que puede detectarse 

realmente. 

Esta determinación se hizo por quintuplicado. 
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CAP 1 TUL O IV 



R E B V L T l\ D O S X p I 6 C V 6 I O N, 

4. l. RESULTl\POS, 

l.-OBTENCION OEL ANTICUERPO ANTI-SOYA. 

Esto se realizó con la finalidad de obtener un anticuerpo anti

soya que sustituyera al de 111arca Sigma, por su costo elevado y por el 

tiempo de adquisición. 

Para ir evaluando si existia producción de anticuerpos se tomó 

una san9ria de prueba de la vena marginal de la oreja antes de cada 

in111unización y se procedió a esta determinación por el método DOT 

ELISA. Los resultados obtenidos se pueden observar en el cuadro I, 

donde se apreciñ que antes de que se inmunizaran a los conejos no 

habia anticuerpos contra soya pero, a medida que se inmunizaba, 

aumentaba la producción de dichos anticuerpos. Esto se observó por 

el aumento en la intensidad de la coloración azul de los puntos sobre 

la membrana de nitrocelulosa. 

2. - EVALUACION DEL ANTICUERPO ANTI-SOYA. 

Obtenidos los anticuerpos anti-soya se procedió a su 

evaluación la cual consistió en: 



A) TITULACION DE LOS ANTICUERPOS ANTI-SOYA POR EL METODO DOT ELISA. 

Esto se hizo con la finalidad de determlnar la dilución óptima 

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

productos cdrnicos, de acuerdo a la motodologia antes descrita. 

El titulo se seleccionó por medio de la intensidad en la 

coloración presentada en los puntos la cua}, dcberiu ser la más tenua 

pero en la que aún se apreciaran todos los puntos de la curva 

estándar (cuadro II). 

En la titulación so pudo obs<>rvar qu<> Ja intensidad de la 

coloración de los puntos es directamente proporcional a la 

concentración ~e 0 p~oteina y que los anticuerpos obtenidos por 

inmunización ·en lós conejos TBC y pH son más potentes que los de la 

marca sigma. 

B) DETERMINACION. DE Lh ESPECIFICIDAD DEI, AllTICUERPO Al/TI-SOYA POR EL 

METODO DOT ELISA. 

Para esto se uti 1 iza ron di ferentcs presentaciones de proteina de 

soya: harina, texturizado, concentrado y aislado tanto 

desnaturalizada como no desnaturalizada; adomás de otras protejnas 

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 determin~ción so muestran en el cuadro 

III, observándose que los anticuerpos anti-soyil comparten sitios 

antig8nicos con todas las pr~sentaciones de proteina de soya, tanto 
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desnaturalizada como no desnaturalizada. También se detectaron las 

proteínas de garbanzo, lenteja y frijol y de la especie animal 

conejo. con esta prueba el resultado obtenido fue que el anticuerpo 

anti-soya es especifico para soya. Este comportamionto se presentó 

con los tres anticuerpos anti-soya evaluados. 

Al mismo tiempo se analizó si no existía reacción cruzada er1tre 

las proteínas empleadas en el sistema de captura (anticuerpo anti

soya, anticonejo conjugado con peroxidasa inmunizado en cabra y soya) 

siguiendo el esquema del Cuadro IV, donde se aprecia que no existen 

uniones inespecificas entre los complejos anti-soya-conjugado, soya

conjuqado y que el complejo soya-anti-soya no tiene actividad 

enzimática. 

I,- DESllRROLLO. 

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

Se hizo con la finalidad de determinar la dilución óptima con la 

cual se trabajó el método ELISA para la cuantificación de proteína de 

soya en productos cárnicos. r~os resultadoo se obtuvieron graficando 

las lecturas de absorbancia contra dilución. Se tomó el punto medio 

de la parte perpendicular al eje de las ordenndas y se interpoló al 

eje de las abscisas (Graficas I, II y IIIJ. 

fueron utilizados 10 veces concentrador" para los ensayos de 

inhibición con los que se trabajó la tCcnjca para cucntificar 

proteína de soya. Estos tí tu los obtenidos se r.iuestran en el cuadro V. 
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B) DETERMINACIOll DE LA CANTIDAD DE PROTEINA DE SOYA NECESARIA PARA LA 

SEllSIBILIZACIOll DE PLACAS. 

Se utilizaron diferentes concentraciones de proteína de soya 

para sensibilizar las placas, graficilndose las lecturas de 

absorbancia obtenidas contra concentración eligiéndose la que fuera 

mas perpendicular al eje de las ordenadas y con una concentración 

menor, obteniéndose . asi· que la concentraci6n óptima para la 

sensibilización es del µg/ml (Gráfica IV). Este mismo comportamiento 

se observó can los tres anticuerpos anti-soya evaluados. 

II,- VALIDACION, 

Los resultados obtenidos fueron los siguientes: 

1) ESPECIFICIDAD. 

Para esta determinación se emplearon controles positivos y 

negativos. 

a) Controles positivos: se empleara11 las diferentes presentaciones 

de proteína de soya (harina, texturizado, concentrado y aislado) 

tratad¿s bajo las mismas condiciones de desnaturalización. 

Se puede observar en la Gráfica 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 emplearon proteinas que en 

algunas ocasiones se utilizan para la elaboración de productos 

ci\rnicos como son: harina de trigo, caseína y· grenetina. Estas 

proteínas se trataron bajo las m.ismas condiciones que los controles 

positivos. 

En este caso puede considerarse que la_s proteínas evaludas 

presentaron una reacción cruzada. llÍiniÍna (Grát'ica V) lo cual, no 

interfiere en la cuantiúcación :éle· proteína de soya. 

Asi mismo se ve~lflcó qu.e no hubie~ninguna un~ón inespecifica 

entre las. proteinas: .. empl~ad·.,·!' en el sistema de captura (anticuerpo 

anti-soya, soya y anti'-conejo.corijugado con peroxidasa inmunizado en 

cabra) siguiendo·· el esquema de el cuadro IV. Se encontró que no 

existe ninguna unión inespec1fica entre las proteínas empleadas en el 

sistema de captura, ya que las lecturas de absorbancias obtenidas se 

consideran despreciables (Gri\fica V). 

2) SENSIBILIDAD. 

Los resultados para obtener esta variable por medio del análisis 

intraensayo de muestras y estándar pueden observarse en los cuadros 

VI y VII respectivamente, obteniendose asi coeficientes de variación 

menores al 10% y que la técnica tiene una sensibilidad del 99,38% 

También se determinó que la .técnica no es sensible para 

concentraciones de proteína de soya mayores al 3%. 

También se determinaron los limites d_e detección por medio de la 

curva estándar de aislado de proteína de. iioyá (Gráfica v·I), donde se 
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determinó que el indice do saturación del sistema es de 12.5 µg y el 

indice de sensibilidad es de O,J9 µg. 

J) PRECISIO!l. 

Para esta determinüción, fueron somct idas al análisis 

intcrensuyo ta!1to los controles positivos (JPV, WAR y LKE) como los 

controles negativos (RPT y HOB) ~ cuy.:\S concentraciones obtenidas se 

les hizo el cálculo de coeficiente de variación. Los resultados 

obtenidas se muestran en el cuadro VIII, tcnióndose asi una precisión 

del 9B.B4\. 

4) EXAC1'ITUO. 

Los re~ul tadcis de e~ta determinación pueden apreciarse en el 

Cuadro IX, obteniéndose unct recuperación del 92.74% para la tó:cnica, 

Se considera exacto mj~ del 90\. 
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CUADRO I.- PRUEBA CUALITATIVA DE LA VEl!IFICACJOll DE IJ• PRODUCCJOll DE 
AllTICUERPOS AllTI-SOYA POR EL Mf:1'000 DOT E LISA. 

-
DIA PRODUCCIOll DE ANTICUERPOS 

AllTI-SOYA 

o -
20 • 
40 f 

60 + 

80 + 
-

CUADRO II. - TI'fULOS. DE LOS Atl'fl CU EH POS Al/TI-SOYA OB1'f.tll DOS POR El, 
METODO DOT ELJSA 

=;==· 

ANTICUERPO TITULO 

Marca Sigma l: 500 

Conejo TBC 
.. 

1:1000 

Conejo pH l: 1000 
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CUADRO III.- DETERMillACIOH DE LA ESPF.CIFJC!Dl1D DEL AtlTICUERPO AllTI
SOYA POR EL METODO DOT ELISA. 

PROTEllJA REACCJ Otl DE E!;l'l:C Jf 1 CI DAD 11------------------1--------------------------fl 
Harina de soya (1,2) 

Conc~ntrudo de 5oya (1,2) + 
lf-------------~-~-~----- -------------·--------il 
11----A_i s_l a_d_o_d_c_· __ s_o_~ya ___ ("_l_"•-2~) ___ ._ -----------------------u 

soya tcxturiza(~~2_~-- _________ • __________ _,, 

lf----------'I'r iqo ------- -~------- -·-----------------1i 
lf--------L,_m_t __ e~i· .... '--·-------~--·-----------------ll 

G<:n·banzo 

Ma11. l>-------------·--------r-----------------------11 
,,_ _______ A_r_r __ o_z ---·----l-------------------fl 

Frijol 

GrPnctinu ,,_ ______ -----------•---------------------<1 
CaZf~ i na l>--------------------------------------il 

Cerdo 

Caballo --------t------------------41 
Vaca 11--------------------------· --------------------11 
Pollo 

~----~..C.C~---------t-------------------11 
Burro ,,_ _____ _ 
Perro 

----~-~!j_?_ ___________________ ! _________ -11 
Borrcqo 

Rata lf--------
Cahra 

"=~~~~~-~-~~ 

(1) Bnjo trata1~iento de desnaturalización 
(2) Sin tratamiento de desnaturalizacion 
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CUADRO IV.- DETERMINACIOll DE ESPECIFICIDAD DEL LAS PROTEINAS DEL 
SISTEMA OE CAPTURA. 

ANTICUERPO AISLADO DE AUTI-SOY/\ COllJUG/\DO RE/\CCIOtl 
SOYA 

o 

Marca sigma • . . 
o 

conejo • 
TBC * 

* 
o 

Conejo . 
pH . . 

o = Ausencia de reactivo 
• = Pronencin de renctivo 

• . -
o . -. o -. . + 

• • -
o * -. o -
* • + 

* . -
o . -. o -. . + 

CUADRO V, - TI TU LOS DE LOS Atl1'ICUF.RPOS /\llTI -SOYA OllTEtllDOS POR L/\ 
TECNICA ELISA 

"~ 

ANTICUERPO TI TU LOS OBTUII DOS Tl1'lJLOS EMPLF./\005 
PARA lu\ TEC'!ll CA PARA LA TECN ! CA 

i1--------------f---____!'.~·ISA _ F.J.ISA~_JNHIIHC!Oll 
,,_ ___ M_a_r_c_a_s_1_·g~m_,_o ___ -----~1 __ :_2_s_o_o _____ -+ ______ 1_:2so 

Conejo TllC l: 25000 l: 2 500 

Conejo pH l: 12SOO ===='===,==1_: _1_=2~5=º====¿¡ 
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CUADRO VI. DETERMINACION DE L11 SEllSlUILIUAD DE LA TECllICA ELISA PARA 
LA CUMIT!FICAC!Oll DE PROTEJllA DE:: SOYA Ell PRODUCTOS 
CARll!COS, EMPLEANDO MUESTRAS 

t DE PROTElNA DI: SOYA 
-·- ------

DIA RPT JIO[I WAH 

0.021 0,045 2.ss 

0.020 o .o.-.s ----<- 2.56 

0.020 o. 04 .j 2. 5J 

0.020 o. 04·1 2.95 ------- ·------ ··-------"-----~' 
c.v. 0.5]% Ol J .Oü'. 0.49t 0.42% 

1---2_._4_2_-1>-·-º--·-º_2_0 ·-- 1-----º-· 0_·1_5 ___ ,___2_. __ 5_2 __ , ___ 2_o,. _o,9.;c5 _ _,, 

2.39 0.020 0.04~; 2.53 2.95 
1------11--------- ----------1----------'--"-'-'_c_--JJ 

,,__ ____ ,__~.!...'.~P--+-~_p_2_0__ o. a.·,~----- _ -~-'...~s --~~ 

C.V. 0.5H O< oi 0.19% O.Jlt 11----'-----l------+---------·-- ---------------~--"--'-"-''-'--~] 

1
,_, ____ _, __ 2 __ ._?_r_. ___ ___ 2-:_<2?_~--~~~~·!_'~:__- 2.s:i 2.95 ---·------ -----

c. v. O.fi8% 2.J1% 1.0J~o ü,l8í 0.8~% 
11--------i-------j--------·------~--------'---~~~ 

1---2_._J_B_-l---º-· ~-2_1 __ --º-· E~~~---~1--~_? ___ ___ 2_._9_6 _ _,, 

i1------t--_}__:i.~---~~~-2_1 __ _, __ o_._o_;_,,_ 

c.v. Coeficiente de variacJon 



CUADRO VII. DETERMINACION DE LA SENSIBI!,lDAD Df. W\ TECNICA ELISA PARA 
LA CUANTI f!CACIOtl DE PROTEINA DE SOYA EN PRODUCTOS 
CARtlICOS, EMPLEANDO ESTAllDAR 

DIA 

c. c.v. c.v. 
200 0.038 0.038 0.038 o 0.038 0.039 o. 038 l. 22 

100 0.086 0.086 0.085 0.55 0.094 o.osa o. 092 2.73 

50 o .163 0.164 0.15B 1.62 0.163 o. 161 o. 164 0.76 

25 0.259 o. 2fl0 o. 260 o. J 8 o. 25·1 0.262 0.264 l. 66 --· 
12.5 0.418 o. 418 0.415 0.33 o. 4 .21 0.425 0.424 o. 40 

6,25 0.706 Q.707 0.705 o. 11 o. 714 0.711 0.714 0.19 ------
3 .125 1.022 !. 02 3 l. 022 o. Qój l. 022 l. 01 s l. 016 o. 30 ·- --------
1.560 1.237 !. 2 35 J. 2 38 O. JO J. 24 o l. 2 35 J. 24 4 0.29 

0.781 1.585 J. 586 l. '>85 0.02 1.591 J. 593 l. ~.su o .12 ·------ _______ ,._ 
0.390 1.855 1. 84 9 J.858 0.20 1. Hf,J l. B~B J.864 O. lJ 

0.190 1. 935 1.935 1.935 ·- 1. ~JS 1. ~ 3 :i -2...:_93~ o ---
0.091 1. 93:\ 1. 9J5 l.~ J 5 o 1.93$ J. 93 5 l. 9 35 o ·-------
0.048 l. 935 l. 935 1. 93 ~l o l. 93 5 l. 935 1. 9 3S o --.__ _____ 

r----~-
0.024 1.935 J. 935 l. 9 J 5 o l. 9J ~ l. 935 1.935 o 
0.012 l. 935 l. 935 1.935 o 1.935 l _,J_~5.- - l. 935 o 
0.006 1. 935 l. 935 l. 935 o l. 935 1.935 1.935 o 

c. = Concentración (µg) CONTINUA •.• 
c.v. = Co~ficicnte de variacion. 
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DIA 

c. c.v. c.v. 
200 0,038 O. 038 0.038 o 0.039 O. 038 0.038 l .22 

100 o. 088 o. 091 0.087 l. 91 0.095 0.095 0.085 5. 14 

50 0.158 o. 155 0.16~ 2.62 o. 161 o. 156 o. 153 2 .10 

25 o. 252 o. 261 o. 254 l. 50 o. 263 0.266 0.255 2.21 

12.5 0.416 0.4.?5 o. 415 l. 07 0.414 o. 416 0.413 o. 36 

6.25 0.703 0.708 0.71} 0.52 o. 70.1 0.706 0.71] o. 54 ------
J .125 l. 014 l. OIR .-1._:-9.L? __ ~:_!_~'-- J. 017 l. 012 1. 01 6 O. JI --------
1.560 1.241 l. 2 JI, -~~3.-~~ ~~- 1. 2 )2 ] . 24 !J 0.46 

>--· 
0,781 1. 592 1.60:'.t 1.594 o. J'; J. 581 1. 585 1. $9 l 0.25 e------ ------· 
0.390 l. 835 l. 8 JS l . 8 :,.~ 0.48 1. 8 51 1 .865 l. 872 0.46 -------f------- ------....__.__.._ 
0.190 J. 93 5 l. 9 3 ~' 1 . 93 ::i o l . 9 J5 1. 9 J ~ l. 9 J 5 o --- ------ ~--

0.097 l. 935 l. 93 ~ l . 9J ~ o l. 9J5 ] . 9 J 5 l. 935 o ----
0.048 l. 935 l. 9JS ,_l_.:YJ s o J. 9 J 5 l.9J5 l. 93 5 o 

0.024 l. 935 ] . 93 !J 1. 93~ o 1. 935 ] . 935 1.935 o ------ -
o. 012 l. 935 1. 935 1. 9J5 o 1. 935 l. 93 5 1.935 o --
0,006 1.935 1.935 1. 935 o l. 935 l. 935 l. 935 o 

c. = Concentración (µg) CONTINUA ••• 
c.v. = Coeficiente de variacion. 
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DIA 

c. 5 c.v. 
200 0.039 0.039 0.038 l. 2 l 

100 0.089 0.083 0.081 4.03 

50 0.155 o .157 o. l 74 5. ;> (, 

25 o. 253 0,2(,7 0.256 2.32 

12.5 0.429 o. 42 ~. O. 4 l G J. 28 --
6.25 0.7?2 o. 702 o. 703 ] . 3 !'°) ------ ------
3.125 J.023 1.029 J.Oj(, 0.51 11---->------ -----. ------~·--·¡ 

,._1_._5_6_0_
1 

____ 1_._2 __ t._r __ ' __ !__:__?_~.? ___ ~- ..__?_J_ (~ ~~~2-~ 

1,_1_. 7_H_l_,_l_._6~~ ~(~- _?~_?_?_~1 __ _ _9_:~~_1 
0.390 1.87~ 1.s:i~ 1.BJ'l o.83 ,,_ ___ ___,,_ _____ ~----- ------ - ----

11--º-· _1_9_0-1-_l_._9_3_!:1 - -~-.:.?_~ ~- ....]~~------º--¡ 
0.097 1.935 l.9~_:: ___ !:.2~~--8· . 

,,_o_. _0_4_B_.,.__l_._9_~~ ~:_~~~_:_?~ __ o_ 
,._o_._0_2_,_, ..,__1_._9_3_~> _ }_·-~~ -~-~2_ __ __E_ 

0.012 1.935 l.~]~ ) .9JS O 
,._ __ ___. ____ i.---- ------ --- --------

0. 006 1.93~ 1.935 1.935 o 
- - =.,..,...~ -=--==== .. --

C. Concentracion (µg) 
C.V. ~ CoeficientP de variación. 
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CUADRO VIII, DETERMINACION DE LA PRECISION DE LA Tl:CllICA f.L!SA PARA 
LA CUANTlflCACION DE PROTEillA DE SOYA EN PRODUCTOf, 
CARtHCOS. 

\ DE PROTEI!IA DE SOYA 

JPV RP'r 110[1 WAR LKE 

2.39 0.020 o. 0·14 2.52 2.96 

2 2.39 0,020 o. o:.s 2. !j4 2.97 ,_______ __ 
2.40 0.020 O. O•t 5 2.?5 2.96 

2.41 0.021 o .04 $ 2. 56 2.98 

5 2.40 0.020 o. 0·14 2. 56 2.98 

6 2. 4 3 0.020 0.045 2.56 3.00 

7 2. 4 J 0.020 0.04~ 2. 57 3.03 

8 2_:...'.12_ -~-- 0.045 2. 56 3.00 

9 2. 4 J 0.020 o. 043 2. 56 J. 00 

10 2.41 0.020 0.044 2. 56 2.97 
f---·------f---

11 2. ·t 1 (.¡. 070 o. 044 2. ~'ª 3.03 --------- -------- ,__ ____ 
12 2.38 0.021 O.OH 2. 55 2.98 -----,_ 
13 2.39 0.020 0.048 2. 55 2.96 

14 2.J9 0.020 O.Ot,~ 2. 54 2.97 -- ------- ----------·. 
15 2.39 º·º2~- ___ P__.:~~~ 2. 54 2.97 -------
lG 2. 18 0.020 0.04~ 2. 53 2.96 ---------·- -----------
17 2.JY 0.020 O. O•i•; 2. 53 2.98 ------------· 
18 2.40 0.020 o. 0·:4 2. 54 2.99 

19 2 .19 o. 020 o .04 ~ 2.55 2.97 

20 2. 40 0.020 o. 04 ~} 2. 54 2.97 

c.v. O.G3% l. "17% 2.lH 0.56% 0.68\ 

c.v. coeficiente de variacion 
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CUADRO JX. DETF:R!·!ll!M'IOJ! DE l.J, r:;/,CTITL'JJ Dr. l.A TECllJCA ELJSA PARA LA 
CUA!:11 r1c1,c1011 Dt: PROlfJ!:;, uc SOYA Ell PJWDUCTOS CAR!IICOS. 

µg or. soy;, 
Ell !J\ 

MUESTRA 

lHJ Df. SOY/, 
Af11 C'J ONl~flOS 

IJC) DE SO'i'l1 
HORJCOS 

·---+---·-----~-----

µ<J Df. SOYA % DE 
llETECTADOS RECUPERACJOll 

3.90 5 8.9U 8.54 92.9 
I~-------- -~·------~--- ---- --------f-------11 

3.a..; s t.8·~ B.48 92.B -- ------- --------- - -·------+-------11 
3.90 8.90 B.~2 92.8 -+--------!-- ------- --------+-----'-----11 
3.92 ~ 8.9? B.c:iG 92.8 

1~---'-'C----;1-------~---------1---------+----"-"--'--"'--~1 

"----'3~·~8~0 ____ _,___ ___ __;'-----~----ª-C-·~B~O __ ---~~~~----9_2_._7 __ --<I 

ll 92. 7 4 
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GRAFICA V : DETERMINACION OE ESPECIFICIDAD DEL ANTICUERPO ANTI-SOYA ¡-·----------.--~ POR EL METOOO E~ISA ~ aislado de soya 
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4.2. DISCUSION 

l.- OBTENCION DEL ANTICUERPO ANTI-SOYA. 

Para poder obtener el anticuerpo anti-soya por inmunización en 

los conejos TBC y pll fue necesario someter el extracto de aislado de 

soya a una dialisis, con la finalidad de eliminar la urea y el 2-

mcrcaptoetanol y evitar asi que se pudie::;e presentar una intoxicación 

en los conejos y morir o que se produjeran anticuerpos que no fueran 

contra soya los que no servirian para este estudio. 

Al dctorminarse que no existia producción de anticuerpos contra 

soya, se pudo continuar con el esquema de inmunización para la 

obtención de los anticuerpos por no haber ninguna unión inesp~cifica, 

Se observó que conforme se inmunizaban con respecto al tiempo 

aumentaba la producción de anticuerpos, por el aumento en la 

intensidad de la coloración azul de los puntos. 

2. - EVALUACIOll DEL AN1'ICUERPO ANTI-SOYA POR EL METODO DOT ELISA. 

A) Tn'ULACION DEL AN'rICUERPO ANTI-SOYA POR EL ME1'0DO DOT ELISA. 

Esta titulación se hizo con la finalidad de conocer la dilución 

óptima para trabajar la técnica de detección de proteína de soya, con 

el objeto de utilizar la cantidad minima de este anticuerpo 

disminuyendo asilos costos y a la vez obtener resultados confiables. 

Se pone de manifiesto que los anticuerpos anti-soya obtenidos en 

el Instituto por inmunización en los conejos TBC y pH son más 
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potentes que" l O!i e.le> 1 u r.i.:i rc.1 s ic;nn ) o cu a 1, nos da un mayor 

rendimiento por util ii.1r- un.-1 c~nt idad ri.c•nor de1 anticuerpo y una 

seguridad de disponi~ilid~cl dul ~i~no. 

Estos titulo~ son bajo$ conpílr.:rndolo~. con los utilizndos en la 

tócnica ELJS/, pero, esto t-s debido :i que~ l« prueba DOT El~JSA no tiene 

tanta sensibilidad cor,o l<l tc•cnic.:l fLISA. 

B) DETERMT!l/,CJOfl or ¡,;.. F.S!•rCir !CIIJI,{) llf.L M11'ICUERPO ;,tl1'J-SO\';.. POR EL 

METODO DOT EL! 5¡, 

Los anticuerpos antt ... !-:oyn c~va)uados detectan totlas las 

presentaciones de prote1na ~e· soyJ tAnto desnaturalizada corno no 

Presentan reilccian ct·u;'iltl 1 ~on l~n 1~rot01nGS do frijol, garbanzo y 

lcntoja puer:t.o que rx•:-tL·~C't't·n :1 ln :"h~ ... n fc1r:il1a dC> la soy.:t: las 

le9uminosets pot· lo quP, ticnt"n ci1?rt.1~ cur:1cter1stictts. filogenéticns 

simílare~, tcnJPndo a~i ~ltlos i1ntiq~nicos cornpatibl~s con ol 

anticuerpo anti-so)'a. 

pudo deber n que el cunjug<ldO ú!"IJ .. d\·~:lo e·~ un anticuerpo hC>cho contra 

inr,¡unoglobulinus de> ccnejo p.?J'l,, o~:t.o no interfiere en la 

cuantificación de protei nc1 <le- ~.cya pue~ el producto cttrnico 

denoninti.do ja:"lón e~ elaborado con c~1rnc.• de-- C(>rdo, de acuerdo con la 
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de puntos sobre li:1 ?Tlembrilnñ do nitroce>lulosn pues de haberlos, nos 

indicaría una reacción positiva. 

r.- DESARROLLO • 

. A) TITULACIOll DEL ANTJCUEllPO 1.rnI-SO'íA POR CL METODO ELISA 

como cm la tC"cnica 001' ELISA, los ,1nticuerpos anti-soya 

obtenidos por inrnunizacion de los conejos TllC y pJI por este método, 

son mucho tnés potc~nlcs ya que· lo~ titulo~; fueron mtis altos con 

respecto al antict10rpo nnti-soya d~ la ~arca Sig~a. En este caso, 

esto pudo spr debido ¿1 la altt1 !':>en~il..iil iducl de> la tacnica ELJSA. 

Los anticuerpos anti-so1·.:1 se~ titi 1 izaron lO Ve>ccs concentrados de 

los titulo~ obtenii:los paro Jos Pn~nyof'. Je !:!.ISA por inhibición, ya 

que en Cfita tccnica la parte fund.1r.ental ce hacer reaccionar el 

anti geno con tin t»:cc·~o de· anti cuc-q.10~. y al uti Ji zar lo en esa 

conccntt·acion, s~ a~e>gt11·a e~e oxceso de anticuerpos. 

Con e!ito~; t1tulos t<in elov;H.lO!~ t1.::1y un mayor rendimiento del 

anticuerpo anti-soy.:i, a.si cor.io de uno ~e<Juriciad de disponibilidad del 

mismo. 

B) DETERMlflACIOU Dr I.J, CldiT lllA!J (Jf. PT<O!El/1'\ DE SOYA NECESARIA PARA LA 

SEt:SJRILJZJ,Cio!: or l·1 L/1C;,s. 

En estp c~so se pudi&ron util J~at· cu~lquiera de las siguientes 

concentraciones para sensibilizar las placas: 1.25 6 0.625 µ/rnl, por 

ser las más rect~z y perp0n:liculare~ al ej~ de las ordenadas pero, 



ltSIS 
nr ui 

NU urnf. 
f.\!BLIBW;A 

tratñndo de utilizar Jri fl"i()noi· cünticlad dr- ttnt1g0no j.' por f;,ciljdad da 

manejo de cantidades tan poquc~a~ $(· cJGcidio ut1lizar Ja d~ l 1ig/ml 

par~ la sensibilizélcion. 

II .- VALIDACIOt/ 

1) E:SPEC!rICIDAD 

Los anticuerpos anti-soyu evuluüdo~-. (Sigma, pff y TOC) detectan 

antjgénicos igu.::llC'!:>. Con c~f".tC- ··f~ C!,t i•·nE· u11 gran a•:Hnc<." pues, el no 

grttn l i mi tanto pci r;_1 l l'i 1 dc·nt i ti c·i!c.: i en de prot (· i nn de soya. 

interfieron en J,1 c-u<ltlt ific.·,.t·1011 dr· ¡ rutc>1r1e1 de· ~~V)'<1 aun cunndo 

encontraron por dcLaje; dci l•t ::·orw -.!0 1 inc·;1l idc1d de Ja curva e~tandar 

{Grcificn \') ~ohrC' l.:i cuol, se- ha,_.c.·n Jo~·. c<-dt'ulof; ck cuantificación. 

despreciol.1 le~ por !-~cr· ~~tir<i:C'"ntr· 1 Y+:1•. ya que·, se c.>ncontrclban por 

tctr.1poco intcrfiert-·r, <:3Hto~. Vcllorc·~ ..:-·n ]~1 c:u,1ntificncion de:- protc:dnu ele 

SOYLI. 
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2) SEtlSlBILIDAD 

Durante el analisin intraensayo, observarnos que los coeficientes 

de variación obtenidos en las muestras y en las curvas estándar en su 

porción mcis lineal, fueron muy bajos, tcnióndose en consideración que 

el valor máximo permitido 'era de un 10\. 

Por lo tanto, esto nos dió como resultado una sensibilidad del 

método muy alta (99.38%) y el error dol 0.62% pudo ser debido 

principalmente por fallas del analista durante el pipeteo. 

También se determinó con los porcentajes de proteína de soya 

obtenidos de las muestras, que la tdcnica na detectc'l contenidas 

mayores del 3%, puesto que las mue5tras WAR y LKE se les adicionó 

proteina de soya en un 7 y 14% respectivamente y no con 2,56 y 2.98\ 

que fueron los encc:intrados durante el análisis. De igual forma la 

muestra JPV a la qur-! Ge le adicionó un 3\ de proteína de soya solo se 

le cuantificó un 2.43\ 

Estos errores pudieron deb~rse a la pérdida de proteina de soya 

asi como de sus sitios antigénicos durante los procesos de desgrasado 

y desnaturalización de las muestras, por ser muy enérgicos o incluso 

durante su misma elaboración pudo haber pérdidas. Pero puede 

considerarse también que la técnica no puode detectar un porcentaje 

mayor. 

Poro pese a esto, para la finalidad con que fue desarrollada la 

técnica, se considera que si puede ser utilizada pues, el porcentaje 

maxlmo permitido de adición es de 2%. 
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Los indices de saturación y scnslbil idad se determinaron por 

medio de la curva estándar, ya que sólo se trabajó con la porción mas 

lineal de ella, y estos valores son los limites bajo los cuales se 

hicieron las cuantificaciones de proteína de soya. 

3) PRECIS!Otl. 

se obtuvieron coeficientes de variación muy büjos tomando como 

referencia el 10% máximo permitido pura eztn dotorminación por lo 

tanto, se obtuvo una precisión muy altil (9S.R~%), pro~ontándo nsi un 

error del 1.16% de las muostra~ an¡1Jizadas durante varios dias. 

Esto pudo deberse a la variahJilidad que se tiene al aplicar la 

técnica en las condiciones estar1cl;1rizadas en diferentes diaG. 

4) EXACTITUD 

El haber obtenido un 92.74\ de recuparCtción se considera 

aceptable ya que, 011 general, las tecnicets analíticas con un 

porcentaje por arriba del 90% son bucn¡1s. 

El que no se hal Ja obtC!nido unn reC:llJlt'l"íH.:ión del 100\ se debió 

posiblemente a que el proceso de dc~naturalizaciór1 dP la muestra es 

muy enérgico por lo que, se piC!rden sitios antigónicos en la proteina 

de soya. 
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CAPITULO V 



e o N e L u B I o N B s. 

con los resultados obtenidos fue posible llegar a las siguientes 

conclusiones: 

l.- Se obtuvieron 'anticuerpos especificos contra soya, pudiéndose 
. . . ' 

detectar· soya' en cualquiera::·d.e ·sus diferentes presentaciones. 

oe esta 1nanera se podrá utilizar esta técnica en una gran 
· .. :__· . -· :.:· ' .. _ ,;-:·~-= _, . 

variedad de productos; lo.grando as! un gran avance, pues antes 

se tenia la limitante·. de.>requerir diferentes técnicas seglln la 

presentación., 

2. - Los anticuerpo'~ a~ti..:,soya obtenidos por inmunización en los 

conejos TBC y p!I \uvieron, uria111ayor potencia.CI\le el c~níercial 

Sigma, puciiéncio r~!'olyersE! 11s1, el problema del alto co~to y el 

tiempo de iÍ,dguisiCiÓn de ~~te anticuerpo. 
r_·--·-· (.--- ·-<.: 

3 .- Se estableci~ron fiis condiciones adecuadas para· realizar una 

prueba 6~aii't~~Í~a· de proteína de soya a la cual, se pueden -- ----. '- . 

someter la~ ~Úe~-~r11s a ~nalizar r en caso de resultar positivas, 

sométerlas a· la íiruebá cuantitativa, ahorrando as1 tiempo y 

difiero. 

4. - Se estabiE!cieron .las condiciones adecuadas para desarrollar la 

técnica ELISA para la cuantificación ele proteina de soya. 



s.- La técnica inmunoenzimática ELISA para la cuantificación ·de 

proteina de soya puede considerarse al tanienté especifica, 

sensible, precisa y exacta ya que durante su validación mostró 

este comportamiento :en. "1os datos obt.enidos. Observándose que 
. . - -

conforme pasaba el ti.empo no hábia variacion~s importantes en 

los resultados, 

6.- La técnica no de.tecta ca~tidades ma~or~s al J\ de ,proteina de 

soya. sfo embargo, .puede ser utilÍ.,za~~ para: el análisis de 

muestras pues~~. ~ue el Acuerdo de Concerta~ión ~ond~ se m~estra 
la Pirámide de Calidades del producto .;árnica derfominado jamón,. 

se indica que solo puede ser adicionada esta pr()teina en un· 

máximo de 2%. Posiblemente es.to pueda solucionarse: 

A) Modificando las técnicas de desgrasado y desnaturalización ·de 

las muestras. 

B) Elaborando testigos con intervalos de concentraciones de 

proteina de soya pequeños; para determi.nar e>iactanie.nte cual es 

el mayor porcentaje de detección. 

7. - Aunque esta técnica se desarrolló. especi!icamenté pára el 
·-.· .---,; .;,:·:•'., . --

producto cárnicio denominado jamón¡ por' é1 in~ei'éá existente en 

nuestro pais respecto ·ª la .legiáláción so~re. l¡j: 'ádic¡ón de 

proteina de soya en este producto, no se clesciarta la: po'Sibilidacl 

de utilizarla en otros prÓClucfos cárnicos. 
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