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1. 1MATERIAS PRIMAS UTILIZADAS EN LA ELABORACION DE ALIMENTOS

En las epocas donde la elaboracidn artesanal de alimentos
era predominante, la produccion de los mismos se realizaba en
pequefMa escala y en general se desconocian las propiedades o
caracteristicas que cada uno de los constituyentes aportaba al
producto final, existiendo poca variacidn en las materias primas
que participaban en la elaboracidn de cada tipo de alimentos.

En la produccidn industrial, los principales objetivos bus-—
cados son a grandes rasgos: &) obtencion a nivel masivo de gran
cantidad de alimentos; b) que sean disponibles en cualquier época
del affo y en cualquier lugar: c¢) que tengan buenas caracteristi-
cas organolépticas.

Esto ha sido posible gracias a una constante invesligacidn y
desarrollo en el area de alimentos, que ha permitido relacionar
en forma racional las caracteristicas del producto final vy el
comportamiento en la elaboraciodn, con los constituyentes
Quimicos. Esto & su vezr ha permitido la formulacidn constante de
nuevos alimentos de buenas caractericsticas senscoriales y a veces
también nutritivas, asi camo también incorporar nodificaciones en
las elaboraciones tradicionales.

Actualmente, debido al elevado costo de determinadas
materias primas, su escasez y la continua necesidad de disponer
cada vez de mayor cantidad de alimentos, S0n objetivous
fundamentales la sustituciodn de materias prinas
(fundamentalmente proteinas) y la utilizacidn de subproductos.

Asi, la utilizacidn de proteinas extrinsecas en reevemplazo
parcial de las proteinas intrinsecas del aliimento, s cada vez
mas frecuente. Ademas, la diversidad de proteinas disponible al
presente, ha dado origen a 1la sustitucidn de proteinas
extrinsecas habituales por otras de muy diferente origen.

La utilizacidn de materias primas proteicas en 1la elabora-
cién de alimentos, puede deberse & motivos tecnolodogicos, nutri-
cionales o econémicos.

Desde el punto de vista tecnoldgico, el agregado de
proteinas extrinsecas se realiza en bajas concentraciones (como
aditivos), y su uso se justifica por determinadas propiledades
funcionales de la misma, que confiere al producto final ciertas
propiedades deseablest: aspecto, brillo, comportamiento reocldgico,
etc. Asi mismo pueden producir un aumento del rendimiento de la
produccidén que repercute en el aspecto economico.

Desde el punto de vista nutricional, se pueden  aqregar
proteinas de alto Valor PBioldgica (V.R.) para complementar pro-
teinas de bajo V.H. Por ejemplo la formulacidn de galletitas,
panes, etc se puede realizar con mezclas de cereales y soja donde
la soja aporta, ademds de un mayor contenido protefco, alta
concentracion de lisina, aminoacido esencial naturalmente defici-
tario en los cereales.

Desde el punto de vista econdmico, el «lto costo de lxs
proteinas de origen animal, ha originado su reemplazo por proteil-
nas vegetales (fundamentalmente soja), o bien subproductos de
origen animal (suero, plasma).



El desarrollo de nuevas técnicas productivas, en algunos
casos no ha sido acompafiado por el desarrollo de técnicas de
contralor que puedan verificar la composicidn de las productos.
Actualmente dado un producto terminado o semielaborado se puede
determinar quimicamente el porcentaje de proteinas totales. El
V.B. de las mismas se puede determinar por métodos quimicos o
bioldgicos, pero cada vez interesa mas determinar también las
distintas proteinas que lo constituyen; por ejemplo en materias
primas procesadas donde han desaparecido las caracteristicas
morfoldgicas (pastas congeladas de pescado y de carnes en gene-
ral, harina de pescado, huevo y yema en polvo, harinas de ce-—
reales y de leguminosas, mezclas de las mismas, etc.), alimentos
procesados y/o formado por mezclas de proteinas (embutidos, ex-
trudidos, nuevos tipos de leche fluida y en polvo, pastas, pro-
ductos enlatados sometidos a esterilizacion industrial, etc.).

1.2._PRODUCTOS CARNICOS

Las propiedades funcionales de las proteinas desempefan un
papel importante en la tecnologia de alimentos, tanto en lo
referente a los procesos de fabricacidn como por su incidencia en

los atributos de calidad del producto +tinal. Entre ellas merecen
citarse 1la capacidad de absorcién de agua, de emulsiticacidon de
grasas, de gelificacidn, de formacion de espuma, cohesividad,

viscaosidad, etc. Las propiedades funcionales difieren segun el
origen de la proteina, y hasta ahora no se dispone de una proterf-
na que reuna todas las caracteristicas de funcionalidad que se
necesitan en tecnologia de alimentos (1).

Las propiedades funcionales de las protelnas miofibrilares
(capacidad de retencidn de agua, de emulsiticacidn de grasas y de
gelificacion), tienen gran importancia en la elaboracidn de pro-
ductos cdrnicos, fundamentalmente en los llamados de pasta fina.
En estos productos, 1los mas complejos desde el punto de vista de
su obtencidén y estabilidad, las propiedades tuncionales juegan un
rol preponderante.

Los embutidos de pasta fina se consideran una emulsidn de
tipo aceite en agua; en realidad son una dispersidn donde la fase
continua esta constituida por aqgua, encontrandose en solucion
sal, fosfatos, azucares y las proteinas sarcoplasmicas y miofi-
brilares. La fase dispersa esta constituida por fibras de tejido
muscular y conectivo, proteinas sarcopldsmicas no solubles, gra-
nulos de almiddén, tejido adiposo y grasa libre (2).

En la emulsidn cruda las proteinas miofibrilares disueltas
se encuentran recubriendo los gldbulos de grasag estos productos
son normalmente sometidos a _una etapa de calentamiento, a baja
temperatura (en general 75 C ), durante la cual las proteinas
miofibrilares coagulan formando una matriz alrededor de los gloé-
bulos grasaos, dando estabilidad a la emulsidny a &0 %c el cola-
geno se@ contrae y si  rodea un gldébulo graso, 1o comprime provo-



cando la separacion de grasa (2).
Esquematicamente, las etapas de elaboracidn de los productos

de pasta fina y el tipo de interacciones que se producen son:
1) picado de la carne a baja velocidad en presencia de sales

para solubilizar las proteinas miofibrilares; la interaccidn
proteina—-agua que se produce, es importante en la capacidad de
ligar agua.

2) agregado de grasa + hielo a temperatura controlada para
regular la fusidn parcial de la grasa. La principal 1interaccion
que se produce es entre la protelipna y la grasa, dependiendo de la
capacidad de emulsificacion de las proteinas.

3) calentamiento a 60-70 °C. Se produce fundamentalmente
interaccidn proteina-proteina, siendo importante la capacidad de
gelacién de las proteinas

De acuerdo a esto, se desea que las protelinas utilizadas
tengan . alta solubilidad en soluciones salinas concentradas, de
manera que puedan ligar gran cantidad de agua, alta capacidad de
emulsificacidn que favorezca la formacidn de la emulsidn y alta
capacidad de gelacidn de manera que contribuya a la estabilidad
de la emulsion luego del calentamiento.

Asi, las propiedades funcionales deben estudiarse tanto en
frio como en caliente, ya que si una proteina es un buen emulsi-
ficante en frio pero no estabiliza la emulsiédn luego del calenta-
mienta, provocard pérdidas de agua o grasa y repercutird negati-
vamente en la producciodn.

Las propiedades funcionales de las distintas proteinas
carnicas pueden resumirse:

- miofibrilares: son solubles en soluciones salinas y po-
seen alta capacidad de liga de agua, alta capacidad de emulsifi-
cacioén de grasa y alta capacidad de gelacion.

- sarcoplasmicas:t son solubles en agua pero poco solubles
en soluciones salinas; tienen baja capacidad de liga de agua
su importancia en la formacion de emulsiédn es relativa,

- colageno: tiene alta capacidad de 1liga de agua al
hidrolizarse y de gelacidn, pero baja capacidad emulsionantes;
debido a esto, 8i bien se utiliza como material de relleno, su
proporcidn esta limitada tecnologicamente por la estabilidad de
la emulsidn.

1.2,2. PROPIEDADES FUNCIONALES DE LAS FROTEINAS _EXTRINSECAS
UTILIZADAS

De acuerdo a las propiedades funcionales de las proteinas
miofibrilares, estas son indispensables para la produccidn vy
estabilidad de la emulsion.

6i se dispusiera de abundante carne y de buena calidad, no
seria necesario el agregado de proteinas extrinsecas, material de
relleno, sales. Fero a menudo, la calidad de la carne es mediocre
y de alto costo, por lo que se agregan sales como los fostfatos
que favorecen la solubilidad de las protelinas y aumentan el poder



de retencidn de agua, Yy protelnas extrinsecas que favorecen 1la
estabilidad de las emulsiones y son en general de costo inferior
en base seca a las proteinas miofibrilares (3).

Las proteinas extrinsecas pueden utilizarse en dos concen-—
traciones diferentes: en baja proporcidn a nivel de &aditivo, o
como extensor cuando sustituyen una parte importante de las
proteinas carnicas. Sin embarqo, pocas proteinas pueden ser uti-
lizadas como extensores, ya que deben presentar excelentes pro-
piedades de emulsificacidn, gelacidn y capacidad de retencidn de
agua, a efectos de contribuir a la estabilidad de la emulsion,

Las proteinas que por sus propiedades funcionales mas se
utilizan para la elaboracion de productos de pasta tina, son:

1) Caseinato: posee alto poder emulsificante (utilizéndose
en general preemulsificado con grasa y agua) (4), pero bajo poder
gelificante, por lo que provoca pérdida de agua por calentamiento
cuando se encuentra en alta proporcion (S).

2) Glutén: posee alta capacidad de liga de agua (absorbe 100
veces sSu peso en agua y uno de grasal) (3) vy alta capacidad de
gelacidén , pero su capacidad emulsificante en muy baja. La harina
de trigo y el almidéon, utilizados como material de relleno,
presentan comportamiento similar (35).

3) Soja: 1a proteina de soja puede comercializarse como
harina, concentrado o aislado. Si bien las propiedades funcio-
nales de los aislados dependen del procesamiento (&), en general
se considera que poseen alta capacidad de liga de agua, alta
capacidad de emulsificacidn y de gelacion. Las harinas no poseen
tan buenas propiedades funcionales, debido a su menor solubili-
dad, baja capacidad de emulsificacidn y de gque en general, se
considera que aportan gusto desagradable (3) (3). Sin embargo, el
texturizado de harina de soja (TSP:1 texturized soy protein), es
una de las materias primas elegidas para la elaboracion de pro-
ductos extendidos con soja, debido a su importante contribucidn
en la estructura del producto (5) (7).

La 1incorporacion de soja tambien se puede realizar en
productos de pieza entera, inyectando a traves de agujas la
solucidn de soja disuelta junto a la salmuera; el rendimiento de
la producion aumenta asi considerablemente, habiendose estudiado
incluso 1la elaboracion de jamones extendidos con protelinas de

soja (8).

4) PFPlasma bovino: es muy buen emulsiticante y gelificante
(9) (superior a la ovoalbumina) (10). En general se agrega en
forma congelada durante la elaboraciidon en lugar del hielo. 6i
bien su utilizacidn, comenzd en los ultimos aflos, se ha genera-
lizado enormemente. En la bibliografia figura la utilizacion en
otros paises de aislado de plasma bovino (PFI:protein plasma
isolates), utilizandose tanto a nivel de aditivo como de exten-—

sor (11)(12).



9) Suero vacuno: posee excelentes propiedades funcionales,
similares al plasma bovino; se puede utilizar congelado o en
polva, aungue la utilizacidn de suero se encuentra en desuso por
encontrarse la sangre en general tratada con anticoagulantes.

é) Hemoglobina (Hb): puede utilizarse en chacinados cocidos
para reforzar el color (13). El agreqado de cantidades importan-—
tes de glébulos rojos lisados aumenta el color en chacinados con
baja proporcion de carne (3)3; sin embargo, altas proporciones no
son posibles debido a la excesiva intensificacion del color vy
sabor desagradable (14).

7) Globina: Fara evitar los problemas de la incorporacién de
la Hb en chacinados, se esta trabajandao intensamente a nivel
internacional en la busqueda de un método de separacidn del grupo
hemo de 1a globina. En este proceso debe obtenerse globina de
buenas propiedades funcionales siendo rentable industrialmente.
For ser un area en estudio, 1los resultados no son concluyentes,
atribuyendose en general a la globina elevada capacidad de geli-
ficacion (195)(16), de emulsificacidon y espumado (17)(18) vy de
absorcién de agua (19), dependiendo estas propiedades del proceso
de obtenciodn.

1.2.3., PROBLEMAS ORIGINADOS CON LA UTILIZACION DE_ FROTEINAS
EXTRINSECAS

Los problemas gque se originan a partir de la utilizacion de
proteinas extrinsecas son de diversa indole:

A) NUTRICIONAL

La wutilizacidn de proteinas extrinsecas, en particular en
productos ca&rnicos se debe a problemas tecrnoldgicos y econdmicos
pero no nutricionales, ya que las protelnas miofibrilares poseen
alto V.B.

Inicialmente las proteinas miofibrilares eran imprescindi-
bles para la elaboracidn de los mismos, pero se han ido susti-
tuyendo cada vez mas por otras proteinas y esta practica tiende
a intensificarse. '

En general, se considera a los embutidos de pasta fina,
equivalentes nutricionalmente a la carne bovina o porcina. Sin
embargo, este concepto se halla en revisiédn y a nivel internacio-
nal se considera actualmente que se desconouce el verdadero valor
nutritivo (V.N.) qgue poseen (20). En el suplemento especial
dedicado a este tema del American Journal of Clinical Nutrition
de setiembre 1984 (21) se plantea la necesidad de evaluar estos
productos. También se plantea la necesidad de que la Foad and
Drug Administration, (FDA), organismo que establece las normas
que deben cumplir alimentos y drogas en EEUU, establezca para
aislados de proteina de sangre, productos con alto contenido de
col 4geno, subproductos carnicos, etc., parametros similares a los
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vya establecidos para soja y suero.

Si bien pocas protelinas extrinsecas, pueden utilizarse como
extensores de las protelnas carnicas, puede agregarse mas de una
proteina como aditivo, pudiendo representar un proporcioéon impor-—
tante del producto final, por ejemplo agregado de gluten a un
producto que ya tiene cold&geno, ambos de muy bajo V.B. Debido a
esto, algunos paises como Francia autorizan unicamente el agrega-
do de un solo tipo de proteinas (22).

Como extensor podrian utilizarse soja, plasma y en un futuro
globina. De estas proteinas tanto la soja como el plasma presen-—
tan muy buen V.B., peroc no asi la globina. Esta proteina tiene
muy bajo V.B. por marcada deficiencia de isoleucina vy por el
desequilibrio que presenta de la relacidn leu/isoleu, respecto
del valor recomendado por el patrdn de FAO BS (2¥). La relacidn
de estos dos aminodcidos esenciales, varia sequn la fuente bi-
bliogrdafica desde 14 hasta 38,7 (24), mientras que el valor
recomendado por FAO es de 2,3 para lactantes y 1,4 para adultos
(23).

Asi la posible sustitucion de proteinas carnicas por globina
constituye un problema nutricional a tener en cuenta.

H) LEGAL
A nivel legal se plantean varios problemas:

1) MINIMO DE PROTEINAS CARNICAS

La posibilidad del agregado de proteinas de distintos ori-
genes en proporciones variables y el agregado de aditivos (sales
y almidoh que aumentan la retencidn de agua), origind & nivel
internacional 1la necesidad de asequrar la presencia de un minimo
de proteinas carnicas en los productos cdrnicos (19) (20).

Tradicionalmente se consideran por proteinas cdarnicas, las
proteinas musculares o carne magra. El coldgeno extraido de los
geles de cuero de cerdo, el plasma bovino, suero vacuno , Hb o
globina, son todos subproductos carnicos que no corresponden a
proteina muscular.

Surge la necesidad de redefinir qué se entiende por
proteinas carnicas, ya que si bien se descartan obviamente las
proteinas vegetales y otras como la caselna, no esta claro como
deben clasificarse las proteinas aportadas por tos subproductos
cdrnicos. El enfoque legal de este problema varia en los distin-
tos paises (11).

Alemania exige un minimo de proteinas libre de colageno vy
autoriza el agregado de plasma hasta un maximo de 10 % (25).
Francia no exige minimo de proteinas, sina un porcentaje maxima
de colageno respecto del total de proteinas (colageno/protei-
nas), siendo este valor variable para cada tipo de producto.
Permite el a&agregado de un solo tipo de materia prima proteica
(sangre, plasma, caseinato, suero lacteon), en cantidad maxima de
1 %4 ;3 el plasma bovino no debe utilizarse en productos elaborados

£
nicamente a base de cerdo (22). En EEUU se planted exigir a



partir de mayo de 1985 un minimo de proteinas libres de grasa
(PFF: protein fat free) (24), con lo cual solo se asegura un
minimo de proteinas totales y no su origen. En un exhaustivo
anadlisis sobre el tema realizado por los organismos canadienses
(19) (20), se propone estudiar la viabilidad de la determinacidn
de 1las distintas protelnas cdrnicas presentes (actina y miosina,
colageno y elastina) por cuantificacidn de aminodcidos especifi-
cos de cada fraccidn, considerando que por el momento la dnica
solucion es el control a nivel de elaboraciodn.

A nivel de investigacion se estudiod el contenido de actina
como medida del contenido de carne por diversos métodos (27)28),
no hallandose aun resultados concluyentes.

El Cdédigo Alimentario Argentino (CAR) (29) se encuentra muy
desactualizado en este aspecto. No exige minimo de proteinas,
considerando que se controla indirectamente a través de exigir un
maximo de agua y grasa (art. 319 y 322).

2) PROTEINAS EXTRINSECAS PERMITIDAS

El CAA contempla actualmente la posibilidad del agregado
de harinas y proteina de soja; en el articulo 323 bis (Res. 126
del afio 1980) se contempla la inclusidén en chacinados de "harinas
asi como de aislados proteinicos de soja, texturizados o no, como
ligantes o extensores, asi como otras sustancias amil dceas
alimenticias similares"”, admitiéndose el agregado de "hasta un
maximo de 3,30 % en el producto terminado, para harinas o sus
mezclas con aislados proteinicos y un maximo de 2 4 cuando se
trate de aislado proteinico solo“.

Para dichos agregados se exige declaracidn de sus
porcentajes en la lista de ingredientes consignados en el rdétulo.
En el mismo articulo se prohibe expresamente el agregado de soja
en chacinados de pieza entera como lomo de cerdo, jamén, paleta y
bondiola.

En el caso del agregado de texturizado de spja se admite
"hasta un ma&ximo de 10 % en base seca en el producto terminado,
debiendo declararse este agregado en la denominacién de dicho
praoducto (por ejemplo: salchichas con soja, hamburquesas con
soja) y su porcentaje en la lista de ingredientes en el
rotul ado".

El CAA en la modificacidn citada no propone ninguna
metodologia de deteccidn o cuantificacion por carecerse de ella.

El Codex Alimentarius Internacional (30) recomienda que
cuando la proteina de soja se utiliza como aditivo, el maximo sea
de 2-3 4 4, referido al producto seco y se declare su utilizacidn
en la lista de ingredientes. Especifica que no se deberda reempla-
zar las proteinas principales del alimento por las del aditivo
(31); cuando se utiliza como extensor, aconseja un maximo de I0 Z%Z
de protelina aportada por soja respecto de 1la proteina total,
debieéndose denominar dichos productaos "...con soja". En este caso
aconseja colocar en el rétulo el método de evaluaciédn utilizado
por reconocer la inexistencia de una metodologlia adecuada para la
deteccidon vy cuantificacidn de protelina de soja en chacinados



recomendando la busqueda de métodos vdlidos (30).

1.2.4 IDENTIFICACION DE ESFECIE EN PRODUCTOS CARNICAS

La elaboracion de chacinados, de acuerdo al articulo 302 del
CAA, debe realizarse "sobre la base de carne y/o sangre, visceras
y otros subproductos de cerdo, sola o mezclada con los de otras
especies animales que hayan sido autorizados para el consumo
humano".

La sustitucidn de carne de determinado origén por otra de
distinto origén, puede deberse: a) busqueda de utilizacion de
otras fuentes proteicas en productos que poseen ya aceptacion en
el mercado (32), como por ejemplo, elaboracidon de salchichas tipo
viena a base de pescado (33):; b) fraudes, por sustitucidn de
especies de elevado costo, por otras especies de costo i1interior
(34). Debido a esto se comenzd a contemplar en algunos palses la
exigencia de declarar la especie/s utilizadas (3Y).

1.3, OTROS PRODUCTOS
1.3.1  UTILIZACION _DE _DIVERSAS _FROTEINAS EN_OTROS___FRODUCTOS
AL IMENTICIOS

En el campo nutricional, para solucionar el problema de la
escasez mundial de proteinas de alto V.B., se creyd durante mucho
tiempo en el desarrollo de alimentos en los que pudieran emplear-—
se proteinas alto V.B. hasta el momento no utilizadas para ali-
mentacién humana (por ej. krill, protelnas unicelulares, pro-
teinas vegetales).

Actualmente se considera que la solucion se hallard a través
de ingenieria genetica, cuando se logre modificar el V.B. de
proteinas de uso generalizado, como por ejemplo proteinas de
trigo, sin pérdida de sus caracteristicas funcionales (36). Es de
esperar que estos objetivos puedan realmente concretarse.

Esto sin embargo no invalida los esfuerzos por ampliar la
utilizaciéon de subproductos o la busqueda de nuevos alimentos,
siendo la incorporacion de fuentes no convencionales de protelinas
en el campo tecnoldgico, un tema de constante investigacin.

En este aspecto, la proteina de soja ocupa un lugar privile-
giado por su alto V.BE.,; su bajo costo, y sus propiedades funcio-
nales, poseyendo por tanto gran versatilidad.

Asi, 1la utilizacidn de soja no se limita al campo de los
chacinados, incorporandose también en otros productus c&rnicos
como rellenos de aves y pechugas entera, en mez:clas en pastas con
pescados (37), etc.

Como complemento nutricionsl, debido a su alto V.H. se  ha
utilizado soja en la formulaciodon de productos de galletiteria en
planes de asistencia alimentaria. Tlambien se ha promovido el
consumo de leche de soja en paises con problemas nutricionales de
carencia proteilca. Los productos que se estudian son enormemente
variables de acuerdo a las costumbres de las distintas zonas. Asi



se ha estudiado 1la viabilidad de mezclas datiles—soja (28),
.salchichas tipo viena de pescado y soja, desarrollo de copos de
papa, huevo y soja (39), etc.

Desde el punto de vista nutricional, el consumo de leche de
soja también se produce en el caso particular de intolerancia a
la leche vacuna.

Su empleo no se limita sin embargo al de complemento nutri-
cional, ya que por ejemplo en EEUU se permite el agregado de
harina de soja en pan, tortas, galletitas, para aumentar en todos
los casos 1la absorcidn de agua con mejor calidad de 1la miga,
mejor corteza y mejor color. El mayor consumo sin embargo es
como sustituto de leche, tanto fluida como en polvo.

En este aspecto, el aumento del costo de las proteinas
lacteas, estimuld los estudios de sustitucidn de las mismas por

proteina de soja en diversos productos lacteos (quesos, yogur,
flanes), productos de panaderia, helados, salsas, polvos para
preparar tortas—-postres-helados, etc. (40). Tambien se ha estu-

diado la formulacidn de quesos de soja—-suero de leche (41), queso
tipo muzzarella de soja (42).

En el pais, el CAA no permite actualmente 1la incorporacidn
de proteina de soja en productos lacteos, aunque se tienen refe-
rencias de su utilizacidn.

La utilizacion del plasma bovino, que como vimos presenta
excelentes propiedades funcionales de gelacidon, emulsificacion y
capacidad de retencion de agua, tampoco se limita su uso a chaci-
nados, utilizandose también como sustituto de proteinas de huevo
(43) en productos de panaderia (44), helados y merengues (19).

En el pais se lo comercializa para ser utilirado en 1a
produccidén de fideos al huevo, milanesas, productos de panaderia,
aunque tal practica no esta permitida por el CAA.

De acuerdo a los estudios que se estan realizando sobre las
propiedades funcionales de la globina, pareceria que también sera
una proteina de aplicacidn versatil. Debido a su alta capacidad
de emulsificacidn y espumado, se ha estudiado la formulacion de
emulsiones tipo mayonesa a partir de esta proteina (18).

En todos estos productos, al igual que en los productos
carnicos, 1la deteccidn y/o cuantificacion de 1las proteinas
presentes es un problema a resolver.

1.3.2.PRODUCTOS TEXTURIZADOS

Los productos texturizados, de gran difusidn actual, pueden
considerarse como nuevos alimentos cuya produccidn es posible
gracias al desarrollo del proceso de texturizacion.

En la texturizacion comin, la materia prima entre placas se
somete a presiéon y temperatura con separacidn brusca de las
placas. Cuando el proceso de texturizacidn se realiza por extru-
sion (texturizacion termoplastica), las materias primas



proteinicas o amil&ceas, en general prehumidificadas, se someten
a presion, temperatura, fuerzas mecanicas de corte vy brusco
descenso de presion a la salida del extrusor con expansiéon del
material. El esfuerzo de corte que se produce en el tornillo es
fundamental para 1los cambios en la estructura de la materia
prima, considerandose que la desnaturalizacidon de las protelnas
globulares con alineacidn de las cadenas peptidicas, gelatiniza-
cion del almiddn y vaporizacidn brusca del agua a la salida del
estrusor, son los cambios fisico—quimicos fundamentales que se
producen.

Desde el punto de vista quimico, en el proceso se producen
uniones no covalentes (uniones hidrdogeno, idnicas e hidrifdbicas)
y ruptura de puentes disulfuro, siendo esta reaccidn ftundamental
en la texturizacidn, y descartandose otro tipo de uniones
peptidicas (45).

LLos productos extrudidos presentan determinada estructura
filamentosa que en el caso de la soja los hace especialmente
aptos para mezclas con carne; debido a esto en 1los productos
carnicos extendidos con soja,se utilizan basicamente texturiza-—
dos.

En la elaboraciéon de productos extrudidos, se pueden emplear
mezclas de cereales o agregado de otras proteinas, como leche; en
algunos casos se someten a proceso posterior de fritura, sobre
todo en los productos que se utilizan para copetin.

En general, en los productos de origen tarinaceo, la identi-
ficacidn del cereal se realiza por metodos microscdpicos, identi-
ficando 1los granulos de almiddn. 8Sin embargo en los productos
extrudidas laos granulos de almiddn sufren una modificacidn inten-
sa no siendo posible la identificacidn del cereal que le did
origén. En el caso que existan mezclas de cereales o agregado de
leche o queso, la comprobacidn de los mismos es dificultosa.

En estos productos, disponer de metodologlas capaces de
identificar la materia prima proteica utilizada, no solo tiene
interés desde el punto de vista de control bromatoldgico, sino
también para permitir la inscripcion de nuevos productos, en
muchos casos dificultada por no poseer las autoridades métodos
que permitan corroborar lo declarado por el tabricante.

1.3.3 ALIMENTOS PARA ENFERMOS CELIACOS

La enfermedad cellaca o enteropatia por gluten, consiste en
una enfermedad de origen genético que se manifiesta con distintos
grados de anulacion de las vellosidades intestinales provocando
un sindrome generalizado de malabsorcidén.

La intolerancia permanente al gluten que l& caracteriza, se
presenta tanto en adultos como en nifros, provecando desnutricidn
mads o menos acentuada.

El problema es especialmente grave en los lactantes y niflos
de corta edad, ya que es necesario el diagndstico de la enferme-
dad en forma temprana, a efectos de evitar desnutricidn grave e



incluso muerte.
En Argentina hay 6.000 cellacos diagnosticados, estimindose

el ndmero total de los mismos en 30.000, vya que la incidencia
a nivel mundial es de 1/1.000 (44). El numero seguird en aumento
a nivel pacional y en el mundo por tratarse de una enfermedad

genética.

La reaccidn se produce t+rente a las proteinas del gluten
de Trigo, Avena, Cebada y Centeno, utilizandose l1la sigla TACC
para involucrar a estos cuatro cereales.

Aun se discute cuales son las fracciones proteicas causantes
de la intolerancia permanente &l gluten que caracteriza 1la
enfermedad (47).

Mediante el empleo de electroforesis en gel de almiddn con
lactato de aluminio a pH 3,2, la gliadina se divide en 4

fracciones: &, B8 , ¥ y W -—gliadina, cada una de las cuales
contiene a su vez varios subcomponentes (47).
Se consideraba que solo la &« —gliadina inducia la

enfermedad, siendo 1la A-gliadina la fraccidn mayoritariamente
responsable. Estudios posteriores sugirieron que tambien las
fracciones Y la inducen, aunque no la : recientemente se ha
sugerido incluso que todas las fracciones del gluten pueden
inducir la enfermedad (47).

Existe una gran limitacidn en lus alimentos gue las
personas cellacas pueden adquirir en el comercio, en la medida
que se desconoce en muchos alimentos , la existencia de alguno de
estos cereales, no solo como componente principal sino tambien
como aditivo; esto provoca que los enfermos celliacos deban
consumir fundamentalmente alimentos de origen caseto.

Con fecha 7/9/85 se moditico al art. 235 del CAA permitiendo
la inclusidn de 1la sigla "Sin TACC" en los productos que no
contengan 1los cereales mencionados; esto facilitara enormemente
la adquisicidn de alimentos por parte de los enfermos celiacos en
todo el pais.

Sin embargo es dificil controlar la existencia de gliadina
del grupo de los cereales TACC, estableciéndose en muchos casos,
por parte de determinados industriales el compromiso frente a las
organizaciones de madres de celliacos, de que sus productos esten
libres de gluten.

Sin embargo, mas alla de la buena voluntad de los producto-
res, es necesario el control de las materias primas con que esten
elaborados los alimentos, a efectos de detectar presencia de los

cereales TACC.

1.4 REVISION DE LOS METODROS FARA LA DETECCION Y/0 CUANTIFICACION
DE PROTEINAS EN MEZCLAS

Los métodos que se han estudiado para identificacidn vy
deteccidn de proteinas, varian de acuerdo a las caracteristicas
de la muestra. En los casos que la muestra ha sido sometida a
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algun tipo de tratamiento térmico, los métodos posibles se redu-
cen.
La deteccidn de protelnas vegetales (especialmente soja) en
productos carnicos ha sido uno de los problemas mas estudiados.
Los métodos ensayados se clasifican principalmente en mi-
croscopicos e histoldgicos, inmunoldgicos, electroforéticos y
varios (48) (49) (50).

Los métodos microscdpicos se han aplicado durante muchos
aflos para detectar la presencia de harina de soja y concentrados
de soja en productos ca&rnicos, debido a las celulas caracteris-
ticas en forma de empali:zada que presenta la soja; la utilizacidon
de 1luz polarizada permite incluso la deteccidn de proteinas
texturizadas en salchicha tipo frankfurt (48).

Tambien se han utilizado métodos microscaopicos para la
identificacidn de 1l1la especie empleada en pastas de pescado
congel ados por el tipo de escamas 0 de celulas caracteristicas
presentes.

En 1los métodos histoldédgicos se realiza el examen microscd-
pico de pequelios cortes, sometidos a distintas tinciones para
facilitar la identificaciodn (49). Se recomiendan oticialmente en
algunos paises como Francia, para determinar la composicidn de
las materias primas utilizadas: tejidos animales, vegetales,
algunos 1ligantes y aditivos (S1). El examén histométrico de un
numero suficiente de cortes, permite el andlisis semicuantitativo
de tejido conjuntivo, drganos y proteinas vegetales. Asi por
ejemplo, la histometria pernite diferenciar y dosar el agregado
fraudulento de colageno (por ejemplo de cuero de cerdos), del
coldgeno de constitucidn.

Sin embargo, cuando 1los productos han sido sometidos a
procesos de salado, congelacion, esterilizacidn, se modifican los
tejidos, dificultando la identificacidn (49).

Las proteinas vegetales ofrecen cada una en principio, uwna
imagén caracteristica; los productos texturizados, harinas y
concentrados de soja, no ofrecen dificultad de identiticacion,
no asi el aislado, cuyas imagenes son muy variables (48) (49).
Sequn Olsman (48), 1la coloracidon con azul de toluidina permite
diferenciar entre proteina de soja texturizada y carne en mezclas
crudas vy calentadas, habiendo sido los resultados aceptados por
tribunales de Inglaterra como evidencia de que muestras de sal-
chichas y hamburguesas eran deficientes en carnes el método
permitiria tambien la identificacidn de harina vy concentrado,
pero no de aislado de saja.

El aislado de colza tambien presentan imagenes caracteris-—
ticas (49).

La ventaja del método es que permite identificar todas las
proteinas vegetales, asi como detectar cualquier otro tipo de
constituyente no usual (glandulas salivares, Grganos, colageno de
constitucidn o agregado, pelo, etc).
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Presenta sin embargo grandes desventajas: requiere personal
altamente especializado, con buenos conocimientos de histologlia y
gran experiencia, capaz de identificar no solo las imagenes
caracteristicas de las proteinas vegetales, sino todas las demas
proteinas que puedan estar presentes (49). Otras desventajas son:
la lentitud del método (S dias en total) ademas de lo difi-
cultoso, y las modificaciones introducidas por el procesado (51).

1.4.2 METODOS INMUNOLOGICOS

Los meétodos inmunoldgicos se caracterizan por poseer alta
especificidad y sensibilidad.

Para su aplicacidn se debe preparar el antisuero con una
fraccion proteica caracteristica de la especie a identificar, de
manera de evitar reacciones cruzadas con otras proteinas.

Para identificar una especie vegetal en un producto carnico,
el antisuetro debe ser especifico para alguna fraccion proteida de
ese vegetal, descartando reacciones cruzadas con otros vegetales
o proteinas animales.

En lo posible, se deberia utilizar como antligeno fracciones
proteicas o antigenos modificados especificos, resistentes a los
tratamientos tecnolégicos vy al calor; esto significa que no
sufran reacciones de desnaturalizacidn o de tipo Maillard que
afecten su capacidad antigénica, modificando consecuentemente su
respuesta con el antisuero.

Esto, no siempre es posible. En el caso de la soja se ha
trabajado con éxito utilizando 2 antisueros : uno para productos
calentados hasta 70 C y otro para productos calentados a tempera-
turas superiores, no siendo pasible la utilizacidn indistinta de
las antisueros (48). Estos antisueros presentaron reacciones
cruzadas con algunas especias, hidrolizados vegetales y otras
proteinas (harina de arvejas, harina de porotas, etc.). Al probar
ambos antisueros con distintos productos (harinas concentrados,
aislados, extrudidos de harinas y de concentrados, alimentos
carnicos, etc.) se obtuvieron solo reacciones negativas en aque-—
llos productos que contenlian protelnas texturizadas, por lo que
se podria pensar que el proceso de texturizacidn modifica la
estructura de la proteina, alterando su capacidad antigénica. For
otro lado, en Europa se utilizd a nivel comercial suero anti-soja
preparado para la variedad de soja de mayor difusidn en el merca-
do, pero posteriormente se encontrd gque no reaccionaba con otras
variedades de soja (49).

Otro de los requisitos previos para la aplicacién de 1los
métodos inmunoldgicos, e3 la solubilizacion de las proteinas
antigeénicas, vya que el calor disminuye sensiblemente la
solubilidad proteica, y en caso gque se desee cuantificar, la
extraccion debe ser constante y cercana al 100 % .

Se considera que los tratamientos con solubilizantes, como
urea o dodesilsulfato de sodio (SDS), actuan destructivamente
sobre las estructuras proteicas responsables de 1la capacidad
antigénicay, modificando la reactividad con los anticuerpos. Sin
embargo esto no siempre sucede: se han ensayado extracciones de



caseina en presencia de urea 7 M y 2-mercaptoetanol (ME) con
posterior didlisis, comprobando que la capacidad de reaccién con
el anticuerpo se restablecia; 1o mismo parece suceder con ex-—
tracciones de proteina de soja con 2 % de SDS, removiendo poste-
riormente el SDS del extracto (48).

En el caso de la caseina, Janssen y col. (32) ensayaron con
éxito su cuantificaciédn en productos cérnicos esterilizados por
electroinmunodifusion de acuerdo a la técnica de Laurell: el
extracto con solucién 7,7 M urea con 0,2 7Z ME. E1l mismo método ro
pudo ser aplicado a la soja por falta de precipitacion. En el
casao de la caseina, los resultados obtenidos podrian deberse a
que la capacidad antigénica este determinada por la secuencia de
aminoacidos mAds que por la estructura terciaria o a que 1la
caseina reconstituya rapidamente su estructura terciaria cuando
se diluye el agente desnaturalizante en la electroforesis.

En sintesis, podria decirse que los métodos i1inmunoldgicos
poseen grandes ventajas: alta especificidad y sensibilidad; san
relativamente sencillos y no costosas, no requiriendo personal
altamente especializado.

Sin embargo, las desventajas que presentan los hacen
dificilmente aplicables para analizar alimentos en laboratorio de
rutina:

- es necesario disponer de los antisueros especificos; en
Europa se han comercializado unicamente sueros antisoja y anti-
gluten.

— existe gran diversidad de la capacidad antigénica de las
proteinas seqgun la variedades.

~ es necesario extraer el antigeno del producto; esto supone
que la proteina no ha sufrido trastornos severos que destruyan
0o modifiquen su capacidad antigénica, sea por desnaturalizacidn o
por reacciones tipo Maillard.

— la solubilidad de las proteinas debe ser constante vy
cercana al 100 Z si se desea cuantificar.

En la aplicacion de los métodos inmunoldgicous en alimentos,
debe tenerse siempre presente que los resultados negativos no
son prueba de ausencia de la protelna investigada, siendo valido
los positivos cuando se descartan reacciones cruzadas.

Sin embargo, se continlia trabajando en la obtencidn de
antisueros capaces de reaccionar especificamente con ciertos
antigenos termoestables (53), con antigenos modificados especifi-
cos, lo cual hasta el momento parece ser un camino analitico
promisorio sobre todo para la identificacidn de diferentes pro-—-
teinas animales.

El Cdédigo Oficial frances de chacinados (51), recomienda las
pruebas seroldégicas por inmunodifusidn (tecnica de Ouchterlony)
para estudiar el origen de especies animales y protelnas extrafas
a la carne. Pero la ausencia de antisueros especi{ificos necesarios
para la especie en estudio, origina que se recurra generalmente a
otras técnicas (34).
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1.4.3 ANALISIS DE AMINOACIDUS Y FEFTIDAS

En general se considera que no es posible emplear como
caracteristica la composicidn en aminoacidous, ya que las proteinas
vegetales difieren solo ligeramente entre ellas y poco de las
proteinas animales; tampoco poseen aminodcido especificos.

Sin embargo, Lindqgvist y col. han utilizado un programa
computarizado en el que la composicidn en aminodcidos es compa-—
rada por medio de regresiotn maltiple con 1la composicion de
distintas proteinas archivadas en banco de datos; se han obtenido
buenos resultados con sistemas modelos con agregados de proteinas
extraffas y distintas cantidades de tejido muscular y conectivo;
el método pierde exactitud con la utilizacidn de protelinas de
composicion similar y con el aumento del nubimero de las fuentes
proteicas utilizadas (48).

La identificaciodn de las proteinas por HPLC es posible en
productos crudos; en los productos calentados, la disminucidén de
la solubilidad proteica no permite la utilizacion del método (48).

Bailey y Hitchcok han estudiado la identificacidn de pépti-
dos especificos luego de digestidn enzimatica: la muestra seca y
desengrasada se autoclava ¥ hs a 120 °c y luego se realiza una
digestién con tripsina durante 16 hs. a temperatura ambiente con
posterior separacion de péptidos por cromatogratia en columna. El
método es aplicable a harinas, concentrados y aislados de soja
con un nivel de deteccidn del § % de proteina de soja respecto
del total de protelinas (48).

No existiendo metodologia capaz de identiticar y cuantificar
todas las proteinas agregadas, los organismos canadienses,
propusieron un nuevo enfoque del problema tratando de determinar
la cantidad de proteinas carnicas presentes (20). Fara esto se
propuso la cuantificacién de 3 aminoacidos caracteristicos de las
distintas protelnas carnicas: desmosina (e isodesmosina) para la
elastina, S-hidroxilina ( y alo-S-hidroxilina) para el coldgeno
(descartando la HO-prolina por encontrarse en algunos vegetales)
y metil-histidina para la actina y miosina.

Tambien se estudid la determinacidn del contenido de carne
por cuantificacidn de 1la acltina presente por doble marcacidn
isotdpica de la misma y posterior separacidn par electroforesis,
digestion con quimotripsina y aislamiento de un péptido caracte-
ristico con revelacidn por autoradiaografia. Trabajando en sistema
modelo, se encontrd que el proceso de curado disminuye la marca-
cion, a pesar de lo cual se aobtiene buena correlacidn con el
contenido de actina (27). Otro método propuesto para cuantificar
la actina es 1la mediciédn de la metil-histidina como aminoacido
caracteristico de la actina, (separacion por HFLC en el hidroli-
zado y deteccion fluorimétrica) (28).

i.4.4. METODOS INDIRECTOS

Estos métodos se basan en la deteccioédn de niveles mas o
menos fluctuantes de ciertos constituyentes no proteicos, que
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pueden ser especificos de soja o en general de vegetales; asi se
han estudiado polisacaridos, oligosacaridos, aminoidcidos libres,
fitatos, saponinas, esteroles y metales.

Los componentes quimicos a identificar, idealmente deberian
ser quimicamente estables durante los procesos y durante el
almacenamiento, independientes de factores como variedades biold-
gicas, madurez y condiciaones de crecimiento, asi como del tipo de
producto (harina, concentrados, texturi:zados, aislados).

Fara detectar la presencia de soja se ha estudiado la iden-
tificacidon de fibra cruda, dosaje de pentosa y pentosanos, pero
estos métodos sélo son aplicables a harinas y concentrados de
soja que contienen apreciables cantidades de hemicelulosa (48).
Del mismo modo se ha sugerido la determinacion de estaquiosa por
T.L.C. o H.F.L.C. para revelar la presencia de harina de soja o
de un texturizado de la misma, aun cuando este y otros oligosa-
cdridos se encuentran también en otras leguminosas (48).

Canavanina [2 amino—4(guanidino—-oxy) &cido butliricol es un
aminoacido presente en todos los preparados de saja, incluso
aislados, pero en niveles muy variables, al igual que los fita-
tos, por lo que estos indices tienen interes cualitativo mds que
cuantitativao.

El contenido de Mg, tambien se ha propuesto como método
indirectao, ya que el contenido en Mg de la soja es aptoximadamen-—
te 20 veces superior al de la carne, pero solo es aplicable a
harinas vy concentrados y no a aislados (49). For otro lado el
contenido de Mg de las especias agregadas puede modificar apre-
ciablemente su contenido. Las determinaciones de Mn y fibra,
tiene las mismas limitaciones (48).

Tambien se ha estudiado la identificacidn de esteroles vege-
tales residuales, pero tienen el inconveniente de que muchos
productos vegetales son desgrasados.

En la medida en que el aislado de soja esta practicamente
libre de componentes naturales que pudieran servir para su de-
teccidn en productos cdrnicos, en EEUU se utilizan métodos de
marcado, siendo abligatorio el agregado de 0,1 4 de didxido de
Titanio a estos productos; en otros palises como Francia y Canada
esta prdctica no se permite.

1.9 ELECTROFORESIS
1.5.1 ELECTROFORESIS EN GEL DE POLIACKILAMIDA

La electroforesis es un técnica analitica basada en 1la
distinta migracidn de particulas cargadas (iones o wmoleéculas),
sometidas a un campo electrico.

Asi, la aplicacidn de un campo eléctrico a una mezcla de
proteinas en solucion, a pH distinto de sus puntos iscoeleéectricos
producira la migracion proteica a distinta velocidad hacia alguno
de los electrodos. Sin embargo, si las proteinas estan presentes
en toda la solucidn, la separacidn sera minima; la electroforesis
de zona es un modificacion en la cual la mezcla de moléculas a
separar se siembra en una =zana o banda lo mads +ina posible, a
cierta distancia de los electrodos, de manera que durante la
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migracion 1las particulas de distinta movilidad sean gradualmente
separadas (54).

Sin embargo en medio liquido, la produccidn de calor provoca
efectos de conveccién, ademds de efectos de difusidn de las
proteinas separadas en zonas vecinas.

FPara evitar estos problemas se introdujo la estabilizacidn
de la solucidn en un soporte fijo, teniendo la ventaja de poder
fijar las proteinas una vez separadas, facilitando su observacidn
y evitando la difusion post-electroforesis.

Los soportes principalmente utilizados son: papel, acetato
de celulosa y geles de agar, agarosa, almidon, poliacrilamida.
Algunos de estos geles contribuyen activamente en la separacidn
proteica debido al efecto tamiz mas o menos pronunciado que
presentan, dependiendo la separacidn de la densidad de carga vy
del tamaffo de la particula. Asi, la gelificacidon del almidén y de
la poliacrilamida, puede regularse de manera que los geles
presenten poros del orden del tamafio de las moleculas, contribu-
vyendo al efecto tamiz molecular; en cambio, el gel de agar vy

agarosa presentan gran tamaflo de poro, produciendo la separacion
fundamentalmente por densidad de carga.
Siendo el almidon un producto natural, presenta

contaminantes y no es posible obtener buena reproducibilidad del
gel; ademas el rango de variacion del tamafio de poro es limitada,
formando geles opacos no aptos para densitometria.

La gran difusion del gel de poliacrilamida se debe a que por
ser un polimero sintético gque se obtiene a partir del mondmero
acrilamida, es posible obtener geles de alta reproducibilidad
cuando se estandarizan todas las condiciones de gelificacidng
ademas es posible regular el tamaffo del poro del gel dentro de
limites amplios; por otro lado, presenta las ventajas de ser
quimicamente inerte, estable en un rango amplio de pH, temperatu-
ra vy fuerza idnica y de formar geles transparentes (55)., Posee
ademas alta capacidad resolutiva de mezclas protelcas complejas
(55). Fresenta la desventaja de la fuerte toxicidad de la acrila-—
mida, que es un potente neurotdxica (54).

A grandes rangos, actualmente se puede establecer las
siguientes aplicaciones de los distintos soportes: a) gel de
almidon: se aplica ampliamente para estudiar iscenzimas; b) gel
de agarosa: se aplica fundamentalmente para moléculas o complejos
de gran P.M., que no son separables por acrilamida, sobretodo
acidos nucleicos y nucleoproteinas; también se utiliza, al igual
que el agar para inmunoelectroforesis; c) gel de poliacrilamida:
es el medio elegido en general para la electroforesis de zona.

SISTEMAS CONTINUGS Y DISCONTINUOS

En la electroforesis de =zona, pueden utilizarse tanto
sistemas continuos como discontinuos (54).

Los sistemas continuos (CZE: continuous zone electrophore-
sis) son aquellos en que se utiliza el mismo buffer, con igual pH
y fuerza idnica a lo largo de todo el sistema (gel y buffer de
corrida). En 1los sistemas discontinuos (o multifasicos) (MZE:
multiphasic zone electrophoresis) la composicidn de 1los buffer
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utilizados en la corrida y en el gel son distintos:; ademas dentro
del gel, existen dos zonas de distinta concentracidn de acrilami-
da (gel concentrador y de separacidn), siendo el buffer de ambos
de igual composicidn quimica, pero de distinto pH vy fuerza idnica.
Un ejemplo de sistema discontinuo, es el sisbtema de Davis (56) ,
uno de los primeros utilizados y de gran difusidn.

Si bien tanto los sistemas continuos como discontinuos,
tienen como objetivo la obtencidn de una mejor resolucidn con
mayor nitidez de bandas, la ventaja de un sistema sobre otro es
aun discutida (539). ,

En general, se considera gue la principal ventaja de 1o0s
sistemas discontinuos, es que adn sembrando voldmenes relativa-
mente grandes de solucidn proteica, se obtiene buena resolucidn vy
nitider de bandas debido al efecto concentrador del poro grueso o
de concentracion, vya que durante la migracidn de las protelnas a
través de este gel se produce la concentracidn de las mismas, de
manera que penetren al gel de separacidn como en una sola linea.

Fara lograr esto, de acuerdo a la teoria de Ornstein CB7)
debe existir uwn 1é6n de alta movilidad en el qgel, (idn rapido,
cloruro), vy otro de baja movilidad en el buffer de corrida (ion
lento, glicinato) 3 &l contraidn debe ser comin entre el buffer
de los geles y el buffer de corrida (fig. 1).

A 8 c
Concentration Separation
of sample in of sample in

small-poregel
8~ T ™)} Glycine buffer Fig. 1:Etapas de la
- separacién proteica
_ _} Sample gel en sistema disconti-
_ __} Spacer gel nuo. Extraido de Mau-
= rer (bbh).
Separation or
= Small-pore gel

2771 Glycine buffer

e[::] 2088

Protein® Large-pore anticonvection medium

l.as proteinas deben presentar movilidad electroforética
intermedia entre el 16n rapido y el 16n lento al pH del gel
concentrador, de manera de quedar limitadas a una finisima zona
al llegar al gel de separacidni una ve: que lo cruzan, el aumento
de pH del poro de separacidn respecto del poro concentrador,
provoca un aumento de movilidad del 1on lento, tormandose  un
limite o frente mdévil 1dn répirdo/idn lento, debiendo ser la
movilidad de las proteinas menor a la del limite movil y asi se
separan de acuerdo a su carga (y a su tamafio si se oatiliza un
soporte con efecto tamiz como la acrilamida).
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AGENTES DISOCIANTES Y DISRUPTORES

Actualmente, al aplicar electroforesis de 2ona en sistemas

continuos o discontinuos, se utilizan en nunerusos casos agentes
disociantes, que actéian sobre las proteinas separandolas en sus
polipéptidos; el agente disociante mas utilizado es el

dodecilsulfato de sodio (SDS), detergente aniodnico.

Shapiro y col.(358), utilizando SDS en sistema continuo en-
contraron una& relacidn lineal entre la distancia recorrida por
los complejos polipeptido-DS en funciédn del log. del F.M. Este
método empirico, de determinacidn del P.M. de los polipéptidos,
es rapido y el error es no mayor del 10 %4 .

El método, con ligeras moditicaciones fue utilizado por
Weber y Osborn (59) confirmando la confiabilidad de la técnica.

El primer sistema discontinuo en presencia de SDS fue utili-
zado por Laemmli (60) en proteinas virales. Este sistema es uno
de l1los mds utilizados por su excelente resolucidn, utilizandose
también para determinar el P.M. de las proteinas. En algunos
casos se presentan anomalias sin explicacidn en la determinacion
del FP.M. (migracidn de algunas proteinas en desacuerdo con su
P.M.) (61). '

El SDS se une a los polipéptidos formando complejos en una
relacion constante de 1,4 g SDS por g de polipéptido (alrededor
de una molécula de SDS por cada dos restos de aminoacido) (62).

La naturaleza de estos complejos es aun discutida, existien—
do distintos modelos que tratan de explicar sus caracteristicas
(63). Uno de los mas difundidos, admite que los complejos protei-
na-DS presentan farma alargada con un diametro de 1,8 A y una
langitud proporcional al F.M. de la cadena polipeptidica. Loas
grupos dodecilo de caracter alitatico se encuentran en el inte-
rior del complejo, mientras que los grupos acido sultdnico estan
en la superficie (62).

Existe un alto grado de disociacién de los radicales -DS al
pH de trabajo, Yy esta carga rodeando las proteinas enmascara o
minimiza la carga inicial proteica; debido a esto, los complejos
polipéptido-DS tienen esencialmente la misma densidad de carga, Yy
migran en gel de poliacrilamida de acuerdo a su P.M. admitiéndose
Que la carga intrinseca de las proteinas es minima comparada con
la gran cantidad de cargas negativas aportadas por el detergente
unido; asil, ademas de realizar el andlisis de protelinas se puede
conocer el FP.M. de las cadenas polipeptidicas, por comparacidn
con proteinas patrones de F.M.

A pesar de que son numerosos los trabajos explicando las
bases tedricas del sistema discontinuo, no sucede lo mismo cuanda
el SDS esta presente, desconociéndose hasta qué punto la teoria
del sistema discontinuo, donde los saltos de movilidad son tan
importantes, sigue teniendo vigencia en presencia de SDS; es asli
que no exXisten datos sobre si la movilidad de los complejos
proteina-DS continda siendo intermedia entre el 1ién rapido vy
lento al pH del gel concentrador y menor a la movilidad de ambos
al pH del gel de separacion.

A pesar de esto, la simplicidad, velocidad del método y la
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pequefia cantidad de muestra necesaria, hicieron de la electrofo-
resis en gel de poliacrilamida con SDS (PAGE-SDS), uno de los
métodos mds utilizados para estudiar proteinas complejas y el
FP.M. de sus subunidades. Actualmente, tanto los sistemas conti-
nuos (CZE), como los discontinuos (MZE) en presencia de SDS, son

profusamente utilizados.

La urea también se utiliza como agente disociante y actua
por ruptura de uniones hidrégeno (54); se requieren altas concen-
traciones de urea (alrededor de 8 M), vy la presencia de un tiol
para producir la ruptura de puentes disulfuros.

La uwurea no afecta la carga intrinseca, separandose 1los
polipéptidos por tamaffio y carga. Ademds de no poder utilizar los
sistemas que contienen solo urea y tioles para determinar el F.M.
es un agente disociante menos eficaz que el SDS.

Deben utilizarse soluciones frescas de urea 8 M y extractos
recientes para evitar la formacidn de isoccianatos.

En general, la electroforesis con urea 8 M y 8SDS se utiliza
para estudiar proteinas de bajo FP.M. (&4).

Al consultar 1los antecedente bibliograticos, tanto en
alimentos como en el campo bioldgico en general, se encuentra
una gran diversidad de sistemas y condiciones sin quedar

establecido cuales son las ventajas o limitaciories de cada uno, a
efectos de su mejor aplicacidn.

Cuando se quiere proceder a la separacion de determinado
tipo de proteinas, solo excepcionalmente se hace un estudio
previo de las condiciones a utilizar.

Muy recientemente, algunaos investigadores (65) (66) han enca-
rado un estudio comparativo de diferentes sistemas, a efectos de
una necesaria clarificacidn del tema. Si bien se consideran
cuatro de los sistemas mas utilizados (2 continuos y 2 disconti-
nuwos), en cada sistema solo se estudid una concentracidn de
acrilamida y un solo pH, sin estudiar la influencia de sus varia-
ciones.

Por otro lado, si bien se ha estudiado aisladamente en forma
exhaustiva la influencia de la concentracidon de acrilamida, bis-—
acrilamida (54) (55), S8DS (67), etc., poco se ha estudiado sobre
los efectos de la diferencia de pH en sistemas SDS-FAGE.

1.5.2 ELECTROFORESIS EN ALIMENTOS

No existen dos especies animales o dos variedades vegetales
cuyas proteinas sean idénticas: la separacion electroforeéetica
permite obtener una serie de bandas cuyo ndmero y posicidn conti-
tuye una auténtica huella dactilar, que permite la identificacidn
de la especie animal o variedad vegetal de la qgque procede la
muestra (68) (69).

Debido & esto, de todos los métodos ensayados para la de-
teccidn e identificacidn de proteinas en mezclas y/0 alimentos
procesados, la metodologlia que se presenta como mas satisfactoria
y a la que se dedican mayores esfuerzos es la electroforesis
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(48); también se la considera como uno de los metodologias mas
racionales (49).

De acuerdo a la bibliografia, se observa en general una gran
diferencia de conocimientos Yy tecnicas electroforeéticas
utilizadas en el campo bioldgico con respecto al existente en
analisis de alimentos. Incluso en nuestro medio existe una escasa
difusion de 1la electroforesis en laboratorio bromatoldgico a
diferencia de los laboratorios de analisis biolbgicos. Esto no
puede ser atribuible a razones econdmicas, ya que otras técnicas
que requieren equipos muy costosos estan mas difundidas, sino al
desconocimiento de las posibilidades de su aplicaciodn.

A nivel internacional, son numerosas las aplicaciones y la
utilizacidén de electroforesis en alimentos. Asl, como se verd mas
adelante, 1la FAD recomienda electroforesis como método oficial
para identificacién de especies de pescado y como métoda confirma-
torio para identificacidn de carnes y de leches de distintos
origenes (69).

Algunos organismos oficiales, como el Departamento de Agri-
cultura de EEUU (USDA), utilizan la electroforesis como prueba
legal frente a adulteraciones en alimentos (53).

Las teécnicas electroforéticas se han aplicado en alimentos,
fundamentalmente para identificacion de especies animales
(68) (69) y variedades vegetales (sobre todo cereales) (70)(71),
diferenciacion de los componentes de mezclas proteicas (72)(73),
para controlar cambios inducidos por el procesado (74)(75), o
deterioros durante el almacenamiento o contaminacion (746); estas
aplicaciones las hacen especialmente adecuadas para investigar o
descartar la adulteracidn de alimentos (S3).

El soporte de mayor difusidn actualmente en electroforesis
de alimentos es el gel de poliacrilamida, si bien el gel de
almiddn se utilizd intensamente en identificacidn de cereales vy
el de agarosa se utiliza en aplicaciones de i1isoelectroenfoque
(IEF).

Para la investigacidn de soja en productos carnicos, 0Olsman
en 1969 (48) wutilizd geles de almidéon, pero practicamente a
partir de 1970 todos los trabajos publicados se realizan con gel
de poliacrilamida.

La alta capacidad resolutiva de la electroforesis con §DS,
que puede ser aplicada a muestras calentadas, Yy el bajo costo vy
sencillez de la técnica, son las razones por las cuales es uno de
los sistemas de mayores posibilidades de utilizacidn en el
andlisis de alimentos. Fosee adem&s 1l1la ventaja de su
transparencia para densitometria (48).

Posee 1os inconvenientes de no ser una técnica rapida, ya
qQue debe sumarse al tiempo de la corrida electroforética, el del
tratamiento previo de la muestra y tincidn y destincion de los
geles; otra desventaja muy importante es la fuerte toxicidad de
la acrilamida, que es potente neurotédxico.
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MUESTRAS SIN TRATAMIENTO TERMICO

Las proteinas pueden ser separadas por electroforesis solo
luego de haber sido solubilizadas; en muestras sin tratamiento
téermico, existen distintos sistemas electroforéticos mds o menos
costosos y eficaces: gel de almidon, FAGE, IEF (77).

Cuando una muestra es calentada, las proteinas suften proce-
s0s mMas 0 menos intensos de desnaturalizacidn, disminuyendo par-
cial o totalmente su solubilidad en agua o soluciones buffer
diluidas.

Debido a esto, inicialmente la aplicacidn de electroforesis
en alimentos se limitd a muestras sin tratamiento teérmico, donde
las proteinas extraidas en solucion acuosa eran utilizadas
fundamentalmente para la identificacidn de especies (78) (79).

En especies de pescados utiliradas para la produccidén de
pastas, congelados, liofilizados, filets, donde el reconocimiento
por los caracteres morfoldgicos es dificil, la aplicaciédn de
electroforesis puede ser de gran utilidad (80) (81).

También se ha aplicado electroforesis para estudiar los
posibles cambios proteicos en muestras almacenadas o distintos
procesos de congelamiento, secado, ahumado (82); en muchos casos
se ha utilizado como técnica complementaria de otras.

Otras aplicaciones de electroforesis han sido para estudiar
diferencias de proteinas miofibrilares entre distintas tipos de
peces. Perzanowska y col. (B3), aplicaron SDS-FAGE en el sistema
continuo de Weber y Osborn, para estudiar las diferencias entre
peces antarticos de sangre con y sin Hb, para observear posibles
diferencias que expliquen las caracteristicas que les permiten a
estos uUltimos sobrevivir en condiciones extremas de baja tempera-
tura. Utilizardn también electroforesis con wea B M para
separar proteinas de bajo F.M.

Fara 1l& deteccidn de leche de una especie en leche de otra
especie, o0 mezclas de distintas leches en quesos, si bien la FAO
no recomienda ningun sistema de electroforesis en particular,
cita como método posible, electroforesis en gel de almidén vy
preferentemente en gel de poliacrilamida (69). La deteccion de
este tipo de adulteracidn puede ser importante para individuaos
que presentan reacciones aleéergicas frente a leches de determinado
origen o cuando por razones econdmicas, se diluyen las de mayor
costo con otras de precio inferior.

Tambien es de interés la deteccidn de soja en mezclas con
productos lacteos. Shiga y caol. (B84), compararon distintos meéeto-
dos de deteccidn: andlisis de aminoAcidos, cromatografia gaseosa
de los azucares y PAGE, con y sin SDS. Los dos primeros métodos
son aplicables en forma cualitativa, PAGE es el mds adecuado para
la deteccidn y cuantificacidn de niveles de soja superiores al 5
Z en alimentos mezcla leche-soja.

Sato y col. 1979 (83), farmularon helados de crema y quesos
conteniendo diferentes porcentajes de soja, realizando PAGE con
urea a pH 92,4, 8,0, 4,0y 2,3 o bien con SDS a pH 4,0, Los



helados de crema y los guesos gue contenfian 5 “Z de proteina de
soja, arrojaron respectivamente valores de 3,0 y 6,2 /% con urea/

FAGE y con SDS/FAGE de 2,7 y 5,2 4 . Comparando proteinogramas de
leche, gqueso, yema de huevo, clara de huevo, trigo y soja, con-
cluyen que con urea a pH 2,4 es posible distinguir proteinas
ldcteas de las demas proteinas, pero no es posible distinguir
proteinas no lacteas entre si. Con SDS/FAGE, pueden distinguirse
proteinas lac¢teas vy soja, asi como diferenciarlas de trigo vy

proteinas de huevo.

MUESTRAS CON TRATAMIENTO TERMICO

Proceso de desnaturalizacion proteica

La desnaturalizacidn proteica se define como un proceso que
involucra cambios conformacionales en la estructura nativa sin
alteraciéon de la secuencia aminoacidica, ni ruptura de uniones
covalentes.

En 1la desnaturalizacidon, el desplegamiento molecular hace
que 1las cadenas laterales queden expuestas y se atraigan
mutuamente por formacidn de uniones H, uniones hidrofdbicas vy
puentes disulfuro, con 1la consiguiente formacidn de agregados
moleculares de tamaffo creciente; al crecer estos agregados,
disminuye la solubilidad proteica y hay coagulacidn (86).

For ser un proceso continuo que involucra cambios en las
estructuras cuaternaria, terciaria y secundaria , es dificil de
caracterizar, siendo 1la modificacidn extrema el desdoblamiento
completo del péptido con formacidn de cadenas al arzar. Este
desdoblamiente completo solo ocurre bajo condiciones especiales
(altas concentraciones de desnaturalizantes fuertes como urea o
guanidina) que no son normales en el procesamiento de alimentos.

En el caso de proteinas miofibrilares, Hamm (87) analizdé
los cambios producidos por calor en las proteinas aisladas.
Estudiande 1os efectos del calentamiento por dispersidn dptica
rotatoria y actividad ATF4dsica de la miosina, pudo comprobar que
calentamientos hasta 60 °C producen desnaturalizacidén con des-
pliegque de las & -helices. Calentamientos superiores a &0-70 C,
aumenta 1los grupos —-SH disponibles debido a la ruptura de &« -
helice, 1los cuales son enmascarados en la proteina nativa. En
calentamientos superiores, entre 70 y 120 “C, el numnero total de
-SH disminuye debido a la formacidn de -S5-S-.

La oxidacidn de -SH a -5-S- no es observable hasta 70 °© c,
pero 1la coagulacién de la actomiosina ocurre ya a 4% €, por
tanto 1a coagulacidn no es debida a la formacidn de disulfuros,
sino a agregados intermolecul ares por reaccidn entre otros grupos
(87).

En protelnas aisladas se considera que existen cambios dras-—
ticos en las proteinas miofibrilares entre 20 y 50 C alcanzandose
casi totalmente a 60 “C. Estos cambios se caracterizan por un
desenrollamiento de las moléculas proteicas, acompaffada por aso-
ciacidn molecular vy resultando en una coagqulacidn y perdida de
actividad enzimdtica; la naturaleca de estas uniones no es cono-
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cida, pero los grupos hidrofdbicos laterales ocupan un importante
rol. A temperatura superior a 70 €C ocurren cambios mads severos
tales como oxidacion de grupos -SH (87).

Los cambios en las proteinas miofibrilares no aisladas, sino
en el tejido, son esencialmente los mismos pero la actividad
enzimatica dismingye mads lentamente en el tejido que en solucidng
por arriba de 80 C, la pérdida de —-SH es debida a formacion de -
§-5- y a formacion de H_S; este H_S proviene de -5H (cistelna),
no de -S-S8-, ni de metiofiina (87). ©

Fara estudiar la interaccién protelca producida por calor,
Peng y col. 1982, investigaron la interaccidn de la miosina y la
fraccién 11 S de la soja por test de solubilidad y turbidez. En
el rango estudiado, 85-100 C, la subunidad 11 S Acida de la soja
no interactua con las cadenas pesadas de la miosina, mientras que
si lo hace la subunidad 11 S basica.

Si bien es diflcil evaluar en un producto calentado el grado
de formacidn de las uniones comprometidas, estas uniones se
consideran parcial o totalmente reversibles mediante determinadas
reactivos: (urea, detergentes, tioles), cuando el calentamiento
no es severo. La protelna de soja calentada disminuye su solubi-
lidad al 16 %Z en solucidn acuosa y en presencia de 8 M urea vy
0,1 M ME se disuelve el 76 7 (48).

Cuando 1los calentamientos son drésticos, se considera que
tambien existe formacidn de uniones amida responsables de las
reacciones tipo Maillard. Estas uniones se forman aun en ausencia
de carbohidratos, siendo 1la reaccidn mads probable (intra e
intercatenaria) entre el -amino de la lisina con el grupo carbo-
xilico del acido aspértico o glutdmico. Esto, junto a la ruptura
de -S-8- origina nuevos péptidos y agregados (86) (87).

Estas uniones se consideran no reversibles mediante la uti-
lizacién de reactivos, 1o cual provoca gran disminucién de 1la
solubilidad proteica.

Cuando 1la muestra ha sido sometida a tratamientos teérmicos,
los métodos electroforéticos utiles se limitan, fundamentalmente
debido a 1la necesidad de utilizar determinadas sustancias para la
solubilizacidon proteica, las cuales deben seqguir presentes duran-
te la realizacidon de la corrida electroforética a efectos de
mantener su solubilizacion.

Estas sustancias como §DS, wrea, ME, ditiotreitol (DTT) ,
ditioeritritol (DTE), reducen las posibilidades de utilizacidn de
los distintos sistemas, ya&a que no es posible someter a una pro-
teina disuelta en presencia de tales disruptores a FAGE unicamen-
te o IEF, puesto que no mantienen su carga original. Debido a
esto, uno de 1los sistemas mds utilizados es FAGE con SDS mas
algun tiol.

Hofmann (88) estudiod la influencia del calentamiento en 1la
resolucion electroforética de proteinas miofibrilares. Aplicd
temperaturas de 100, 110 y 120 °C durante 15 y 320 min., realizan-
do la extraccidn en buffer Tris-bdrico pH 8,2, 1 4 SDS y poste-
rior electroforesis en poliacrilamida con SDS.

Los resultados 1indican gue a diferencia de la pérdida de



movilidad de las proteinas en electroforesis comin, en este
sistema no cambia la posicidén de las bandas con el calentamiento,
tanto para la actina como para la miosina; esto se debe a que el
calentamiento altera el numero de cargas de la proteina, lo cual
no influye trabajando en presencia de SDS. Sin embargo informa
una disminucion de la intensidad de las bandas con el calenta-
miento, sobretodo de la miosina; la actina tiene mayor termoesta-
bilidad por tener menor F.M., siendo perfectamente detectable aun
en las muestras calentadas a 120 °C. Debido a esto la relacion de
dreas actina/miosina aumenta con el aumento de temperatura vy
tiempo de calentamiento, siendo este aumento drastico por encima
de 100 C.

Tambié&n estudid la influencia de las sales de curado usuales
en productos carnicos (NaCl, fosfato, nitrito y nitrato) en 1la
tincidn de las bandas, encontrando que el NaCl y nitrato producen
disminucion moderada de la tincion, el nitrito proveca una dismi-
nucion drastica, mientras que el fosfato produce aumento de 1la
tincidn. Fara dicho investigador, estos resultados prueban que
los iones de las sales estan unidos por lo menos en parte a las
proteinas. El1 nitrito probablemente reaccione con el grupo de
unidn con el colorante en la proteina. El fosfato podria aumentar
la tincidn debido al caracter bivalente del i6n.

Al estudiar 1a influencia del calor vy sales en forma
conjunta, el efecto depende del F.M. de las proteinas: todas las
sales edcepto el nitrito acentuan la disminucion de la tincidn de
la miosina y la actina, _desapareciendo la primera con calenta-
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mientos superiores a 100 C y la actina a los 140 0C. La mioglo-
bina en cambio no varia aun a temperaturas de 140 C. En el caso
del nitrito, decrece la tincidn de las bandas en forma ain mas

acentuada: la tincidn de la mioglobina decrece aproximadamente el
30 4 a 120 C y casi S0 4 a 140 "C. Todos los calentamientus se
realizaron durante 30 min.

Normal mente aparece un fondo de tincidn en las muestras
calentadas, ausente en las crudas. En presencia de sales el fondo
es claro, aun con muestras calentadas a 140 “c.

Hoffman sefflala como posibles causas de la disminucidn de
bandas: a) disminucidn en la solubilidad proteica, pero solo
encuentra disminuciones del 1-2 7Z en muestras calentadas a 100 C
y 10 7% en muestras calentadas a 120 DC; b) pérdida de movilidad
electroforética, pero no aparecen proteinas retenidas en el lugar
de siembras; c) divisidn de las proteinas para formar fragmentos
menores, pera al realizar la deteccidn proteica por radioactivi-
dad, no hay disminucidn de las bandas ptroteicas entre muestras
teffida y sin tefriry d) disminucidn del numero de grupos funcio-
nales responsables de la unidn al colorante.

Esta ultima serla la causa real de acuerdo a este investiga-
dor, vya que el calentamiento segun lo seffalado por Hamm (87),
provoca pérdida de grupas bdsicos por reaccién del £ —amino de la
lisina y otros aminodcidos bdsicos, con grupos carboxilicos. El
Coomassie Brilliant Blue R-2350, coloarante con 2 residuos de acido
sulfénico se une fundamentalmente mediante uniones electrovalen-—
tes a los grupos basicos de la proteina (también existen uniones
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de caracter hidrofébico con la proteina o con mds colorante) (89),
por lo que paodria unirse menor cantidad de colorante a la
proteina.

La influencia de las sales podria explicarse, vya que
provocan un aumento de la solubilidad del complejo actomiosinico,
aumentando su reactividad, por lo gque disminuyen aun mas los
grupos bdsicos disponibles para unirse al colorante.

Wreede y col. 1982 (20), también estudiaron el efecto del
calentamiento en la resolucidn electroforética pero en sistemas
modelos de emulsiones de pasta fina. El tratamiento térmico
comprendid un rango de B80-130 OC, durante 10-40 min. En FAGE-SDS
obtienen uwuna mayor difusidn de las bandas proteicas y tincidn de
fondo con calentamientos prolongados. El IEF en gel de poli-
acrilamida resuelve en alguna medida proteinas calentadas, obser-
vandose aumento de las fracciones acidas lueqo de cierto calenta-
miento. La separacidn posterior por FAGE/SDS de estas proteinas
produce tinciodn difusa sin aparicidn de bandas.

1.9.3 APLICACIONES PARTICULARES
IDENTIFICACION DE ESPECIES DE PESCADO

Cuando en un pescado no es posible el reconocimiento por las
caracteristicas morfoldgicas externas, o se dispone solo de una
porcién de muestra, siendo el reconocimiento por caracteristicas
sensoriales imposible, es necesario un método objetivo de andli-
sis, cuando se sospeche sustitucidn de una especie por otra.

Asi, uwuna de las primeras aplicaciones de la electroforesis
en alimentos fue para la identificacidn de especies de pescado.
Cornell en 1953 utilizd el sistema de Tiselius para analizar
proteinas musculares de pescados con fines comparativos; Hewill y
col. en 1963 utilizardn electroforesis en papel y Rabay, 1964
sepatrd tambien las protelnas solubles en agua, pero en soporte de
agar observando diferencias entre misculo blanco y rojo (91).

Mackie en 1969 (92) utilizd FAGE para identificar especies
de pescados crudos y parcialmente calentados. Su melodologia vy
consideraciones son practicamente transcriptos por la FAD en los
métodos recomendados para identificacidn de especies de pescados
en 1978 (69).

Mackie extrajo misculo blanco con agua destilada para mues—
tras crudas, realizando 1la electrotforesis en sistema continuo
Tris—glicina con 6 % de acrilamida. Seqgun este investigador, el
sistema continuo presenta la verntaja, frente al discontinuo de
Davis, de su mayor simplicidad técnica.

Para muestras calentadas utilizd como solucidn extractiva
solucidn fresca de uwrea & o 10 M, dejando en contacto toda 1la
noche a temperatura ambiente. El control en este caso, debe ser
una muestra calentada a baffo de vapor durante 20 wmin. realizando
la electroforesis a 7,9 % de acrilamida (con urea 6 M en el seno
del gel, segun FAO).

Los perfiles obtenidos para muestras frescas y calentadas no



son iguales; el método es aplicable a muestras calentadas cuya
desnaturalizacidn proteica por calor no impida cierto grado de
extraccion. Asi, se comprobd que muestras secas o ahumadas eran

identificables, aunque presentan mayor tincidn de fondo; muestras
enlatadas o calentadas bajo presiéon no son identificables por

presentar tinciéon de fondo muy intensa, sin aparicion de
suficientes bandas que permitan la identificacidn (22).

Al analizar 14 especies diferentes, encuentra que puede
haber ligeras variaciones de intensidad en alguna banda, dentro
de la misma especie, pero el pertil basico es siempre
caracteristico de la especie, no alterdndose por almacenamiento o
congel ado; una vez identificada tentativamente la muestra

problema, la confirmacidn debe realizarse en la misma corrida
electroforetica para impedir ligeras variaciones en la migracion
de bandas (92).

Haen y col en 1969 (93), también trabajaron en gel de poli-
acrilamida pero con buffer veronal a pH 8,6 y estudiaron 1las
diferencias en la resolucion de proteinas solubles en agua de

misculo blanco. Al analizar muestras de distintas zonas del
cuerpo (proximo a cabeza y cola), hallaron diferencias para 2
especies de trucha; también encontraron diferencias graduales con
la edad.

La merluza esta ampliamente distribuida en el mundo,
existiendo varias especies muy similares solo distinquibles por
analisis estadistico de los datos morfaométricos. Sin embargo
existen diferencias importantes en su calidad y cualidades para
el procesado, lo cual repercute en su valor comercial.

Mackie en 1977 (94) estudid si la electroforesis de protei-
nas solubles en agua, ofrece diferencias en los patrones protei-
cos que coincidan con la clasificacidn morfométrica y permita
independizarse de estos pardmetros.

Es sabido que 1las diferencias en los proteinogramas
disminuyen en la medida que las especies estén relacionadas en
forma cercana. Utilizando el sistema empleado en 1969, diferencid
S especies de merluza, basando la identificacion en las diferen-
cias relativas de tincidn de bandas de igual movilidad; asi, con
un solo ejemplar es posible establecer a qué especie pertenece.

Valencia y col. en 1271 (79), aplicando el sistema discon-
tinuo de Davis en tubo, a protelinas solubles en agua, estudiaron
la identificacidn de especies de pescado de uso comercial en el
Atlantico Sudoccidental, estableciendo los patrones electroforé-
ticos para distintas especies.

Alvarez y Simal, 1974 (80), aplicaron tambien electroforesis
en disco de proteinas solubles en agua para estudiar la identifi-
caciodn de variedades de merluza utilizada en la elaboracion de
filets y porciones congelados. Detectaron el empleo de pescado no
procedente de las costas espafiolas; también hallaron diferencias
en el proteinograma de merluza joven y adulta. Muestras de merlu-
za Yy congrio son identificables luego del proceso de liofiliza-
cidn o secado al sol. Concluyen que la electroforesis les permite
no solo diferenciar especies, sino también variedades dentro de

una misma especie.



Seki, 1976 (95) utilizd PAGE-SDS, realizando la extraccion
con 1 % 8DS, 8 M uwrea y 1 % de ME en buffer fosfato pH 7,2
(sistema continuo). Trabajd sobre 10 especies de pescado, encon-—
trando que la cadena pesada de la miosina, actina y tropomiosina
presentan un migracion similar, por lo que no tienen valor iden-
tificatorio; el complejo actomiosina libera 3 cadenas livianas de
F.M. 14.000-27,000 D. , que junto al resto del proteinograma, si
son caracteristicas de la especie. La extraccion es practicamente
del 100 %, por lo que puede utilizarse el método cuantitativamen-—
te. También es aplicable a praoductos calentados como salchichas
de pescado.

Mackie (1980) (96), estudid diferencias entre bacalao pro-
veniente del Atlantico y del Pacifico, va que no son diferencia-—
bles morfologicamente. Separando las proteinas solubles en agua
por FAGE vy IEF encontrd que por cualquiera de las 22 técnicas
existen diferencias suficientes para ser consideradas 2 especies
© subespecies de bacalo, vya que las diferencias superan las
esperables para distintas poblaciones de una misma especie.

Mackie plantea que pueden existir diferencias menores entre
especies, sobre todo cuando estan relacionadas en forma cercana,
pero que dentro de la misma especie el patréon proteico no se
madifica por sexn, edad o estado fisioldgico; en caso de especies
con patrones semejantes, el IEF es mas sensible para detectar las
diferencias, sea del total de proteinas o por enzimas especificas
como lactato deshidrogenasa.

FRODUCTOS ENLATADOS

En 1la medida que en los procesos de calentamientos drésti-—
cos, se forman uniones amida que se consideran irreversibles,
Mackie estudid-la aplicabilidad de la electroforesis en la iden-
tificacion de especies de pescado enlatados, luego del trata-
miento de 1la muestra con CNBr (97). De esta manera hidroliza
selectivamente en medio &cido las uniones peptidicas en que
interviene 1la metionina, obteniendo polipeéptidos extraibles en
urea 10 M y realizando la electrofaoresis pasterior en poliacrila-
mida conteniendo urea 6 M.

Si bien el método es largo (hidrolisis &4 hs. evaporacidn
del A&cido en rotavapor, dialisis 24 hs., extraccidon de polipép-—
tidos en urea 10 M una noche y posterior electroforesis), se
obtienen bandas caracteristicas para cada especies, ya que estan
determinadas por la estructura primaria establecida geneticamen-—
te. Segan é&ste investigador, se obtiene una coloracidén de fondo
muy intensa pero que no interfiere en la interpretacion de 1los
resul tados.

IDENTIFICACION DE ESFECIE EN FRODUCTOS CARNICOS

Para la identificacion de carnes cuando el examen veterina-
rio no es posible y es necesario la confirmacidn por andlisis de
laboratorio, 1la FADO en 1978 recomienda entre otros, (analisis de
grasas por CGL o UV), la electroforesis realizada en el mismo



sistema que para muestras de pescados calentados (69).

Coduri y col. en 1972 (97), trabajaron con protelnas sarco-
pldsmicas en la identificacidn de carne fresca de distintas
especies. Utilizaron FAGE en placas en sistema discontinuo Tris-
glicina, Tris-HCl en 7 % acrilamida con 4 M urea, realizando la
extraccidn con buffer Tris-HCl a pH 6,7. O0Obtuvieron resultados
satisfactorios audn para la deteccion de mezclas de carne vacuna
con carne de cerdo y con carne de caballo.

Lawrie en 1977 (98), estudid la identificacion de especies
en carnes frescas vy alimentos procesados, utilizando gel de
almidéon para proteinas solubles en agua y FAGE para proteinas
miofibrilares y sarcoplasmicas.

Hoffmann en 1978 (992), trabajd en la identificacidn no solo
de carne de distintas especies, sino tambien de drganos de ganado
vacuno y porcino en FAGE-SDS (corazodn, riffon, higado, pulmones vy
misculo), encontrando gue son diferenciables e identificables los
distintos tejidos en productos carnicos.

Babiker y col (100), estudiaréon la diferencie entre protei-
nogramas de carne de caballo y de carne de vaca en muestras
calentadas hasta 120 C, obteniendo buenos resultados, utilizando
gel de poliacrilamida para diferenciar muestras puras, sin mez-
clas.

Sin embargo, 1la identificacidn de especies por electrofore-
sis, sigue siendo un tema de interés e investigacidn, debido
fundamentalmente a la obligatoriedad de declarar la especie em-—
pleada en los productos alimenticios en algunos paises. Asi,
Schulze en 1984 (Z5), analizd los avances logrados por los dis-—
tintos métodos: osteologia, histologia, examen de pelos, andlisis
de grasas, PAGE, IEF, serologia, incluyendo antisuetos preparados
a partir de los productos calentados. Al analizar productos
comerciales, encuentran que la especie hallada no siempte coin-
cide con la declarada, no cumpliendo con las leyes vigentes.

FROTEINAS EXTRINSECAS EN FRODUCTOS CARNICOS

Olsman en 1969 (48), es de los primeros investigadores que
trabaja en productos carnicos. Realiza la extraccidon con butfer
conteniendo uwea-ME y la electroforesis utilizando como soporte
gel de almidon. Segun este investigador, en este sistema fue
posigle detectar soja al nivel de 0,5 Z en muestras calentadas a
115 "C.

Flaherty en 19275 (101) es de los primeros investigadores
que aplican IEF para aislados de soja-carne, detectando niveles
de aislado del 1-5 Z en forma semicuantitativa y en cantidades

superiores al S % en forma cuantitativa. El método es aplicable
solo & hamburguesas o congelados, pero no a muestras con algun
proceso de calentamiento.

A partir de 1970, practicamente se trabaja sclo en gel de
poliacrilamida utilizando distintos buffers extractivos.Thorson vy
col. (1969) (102) trabajaron en la identificacidn de caselna vy



soja en productos carnicos, utilizando extractos con urea 8 M vy
aplicando FAGE. Obtuvieron buenos resultados para detectar casei-
na, pero la soja era enmascarada por las numerosas bandas de la
carne; proponen el metodo para detectar caseina y soja en aditi-
vos alimentarios.

Freimuth vy col. (1970) (103), estudiaron la deteccidon de
clara de huevo en salchichas. Se basan en la extraccion de las
proteinas que no san coagulables por calor y son solubles en
agua, FRealizan 1la electroforesis en FABGE con buffer acetato pH
4,8 conteniendo 5 M urea. Para la deteccidn de soja (104) la
extraccion se realizd con buffer lactato conteniendo urea & M,
realizando 1la electroforeis & pH 3,1. Trabajando en placas con
muestras calentadas 15 min. a 20-95 C obtuvieron resultados
satisfactorios en forma cuantitativa.

Parsons vy Lawrie (105), trataron la muestra com HCl 0,1 N
previo desgrasado por acetona y lueqo extraccidn del residuo
calentado durante una hora a 100 C con urea 10 My 2 % de ME.
Trabajando en placas de poliacrilamida, detectan soja aun en
productos calentados a 100 C 45 min., haciendo el método cuanti-
tativo con un densitdmetro laser. En muestras esterilizadas co-
mercialmente la soja es detectable con disminucion de la sensibi-
lidad.

Tateo (106), confirmd los resultados de Farsons y Lawrie,
trabajando con mezclas de carne con 10, 15 y 25 74 de soja,
calentando durante 45 min. a 100 € o 25 min. a 124 C. Trabajando
en las mismas condiciones de Farsons y Lawrie, obtuvo respuesta
lineal para los diferentes porcentajes de snja en carne, en los
productos calentados a temperatura igual o inferiores a 100 C.
Para los productos calentados a 125 C, so0lo es posible la de-
teccidn no cuantitativa.

Hofmann y Fenny (197Z%) (107), utilizaron poliacrilamida 8 %
con SDS; como disruptor emplearon DITT por considerarlo mas efec-
tivo que el ME. La extraccidn de las muestras se realizd con
buffer Tiis pH 8,2 a 100 C 20 min. con 1 7% de SDS y DIT. UObtienen
resultados satisfactorios pudiendo cuantificar, aln en muestras
calentadas, cuando la muestra y patrones se corren simulta-
neamente en la misma placa. En muestras con calentamientos supe-
riores a 100 C es posible solo la deteccidn.

Fosteriormente Hofmann (108), utilizando el mismo sistema,
identificd mezclas de carne, soja, clara de huevo y leche.

Frouin vy col. (1973) (10%) trabajaron en la deteccidn de
caseinato y soja con el sistema de Hofmann y Fennys estudiaraon
paté enlatado obteniendo que tanto la soja como la caseina son
detectables a nivel de 0,5 %Z; en el caso de soja texturizada, el
nivel de deteccidn es del S %Z como resultado de los cambios en la
proteinas durante el proceso de extrusidn.

Lee y col. en 1975 (110), también trabajaron en poliacrila-
mida en tubos y sistema discontinuo: la muestra desgrasada varias
veces con acetona, era extralda en buffer Tris-HCl a pH 6,8 con
374 S8SDS vy t Z ME, durante 13 min. a 100 ©C. Obtienen extractabi-
lidad protelica promedio del 96 %, tanto para muestras crudas como
calentadas vy coeficiente<-de variacion en la extractabilidad del



1, 4 . Fara la separaciédn utilizaron el sistema de Laemmli,
empleando para 1la cuantificacidn la relacidn de Aareas de dos
picos, el correspondiente a la actina para carne y otro para
soja. Al determinar la composicidn de 12 muestras soja-carne
preparadas en laboratorio, obtuvieron una variacion del 1,6 % del
contenido real.

Benincasa y col. en 1978 (111), aplicaron el método de Lee
sin madificaciones a mezclas carne vacuna/soja con o sin agregado
de leche en polvo, suero de leche, caseinato, clara de huevo,
yema de huevo, harina de habas y pan. En este trabajo fue posible
diferenciar soja de las demds fuentes proteicas consideradas,
siendo detectable en niveles superiores al 9 %Z en mezclas con
carne u otras proteinas.

Ring y col. en 1982 (112), también trabajaron en sistema
discontinuo estudiande 1la deteccidn de hidrolizados lacteos,
clara de huevo y soja. En sistemas modelo, calentando a 70 °C,
fueron detectables al nivel de 0,5 4 , las tres proteinas. Con
calentamientos de 120 ¢ no pudieron detectar lactoalbdmina ni

trigo.

Los métodos citados son basicamente los mds relevantes, pero
el tema ha sido estudiado por otros investigadores en distintas
condiciones que corroboran en lineas generales los resultados
antes mencionados.

Homayounfar (1975) (113), trabajd sobre muestra desgrasada
descartando 1la parte soluble en TCA. El insoluble era extraldo
con una mezcla (fenol-ac. acetico- agua) y wea 5 a 10 M3 la
electroforesis fue realizada en 7,% % de acrilamida. Jrabajando
con muestras calentadas 24 min. a 127 C, pudo detectar la soja.

Guy y col. (1977) (114), analizaron las posibles interferen-—
cias que podrian existir para la deteccidn de soja en mezclas
cdrnicas; utilizaron FAGE realizando la extraccion con urea 8 M vy
1 Z ME a pH 8,6 en buffer Tris—glicina. Analizaron hamburguesas
con 20 % de soja, crudas y calentadas 40 min. a 110 C utilizando
como referencia en este ultimo caso un producto autoclavado.
Encuentran que las mayores interterencias son producidas por
cebollas y champifiones, cuando se encuentran en porcentajes supe-
riores al 9 y 10 % respectivamente en productos crudos v 3 y 4 %
para autoclavados. El coldgeno, sangre, plasma y huevos, no
interfieren cuando se utilizan en porcentajes usuales,

Lacourt y col. (115), trabajaron en mezclas de carne vacuna
y cerdo con 9,15,30 y 50 % de proteinas extratias (soja, girasol y
habas). Luego de autoclavar a 118°C 220 min., realizaron la ex-
traccién con SDS a pH 8,5, calentando 20 min a 100°C. La elec—
troforesis se realiz® en poliacrilamida con 0,1 %Z SDS y 7 M urea,
utilizando como identificatorico de soja, la double Landa de albl-—
mina (Rf 0,7%) y la banda de la actina (Rt 0,43%) para la carne.
Realizando 1los c&lculos por medio de la relacion de areas (pico
identificatorio vegetal/pico actina), obtuvieron una relacidn
cercana a la linealidad solo para soja. Cuando el porcentaje de
soja era de 9 % la deteccidon es dificil, siendo necesario un



trabajo meticuloso para obtener reproducibilidad.

Fersson y Appelquist en 1977 (116), trabajaron en placas de
FAGE/SDS y posterior densitometria. fAnalizaron en forma cuantita-
tiva muestras comerciales de hamburguesas, obteniendo porcentajes
de soja acorde con lo declarado: 0,8 vs 1 Z, 2,9 ve 3 Z, 5,6 vs 4
y 2,8 v 8 Z . Al analizar en forma cuantitativa olras proteinas
(leche en polvo, concentrado de suero de leche, sangre, clara de
huevo en polvo), los resultados que obtienen son errdneos.

Hashizumne y col. en 1978 (117), aplicando FAGE/SDS encuen-
tran que es posible la deteccidn de proteina de soja, pero no de
trigo por la gran superposicidn de bandas que existen. En otro
trabajo, extrajeron la proteina con urea 10 My 2 4 ME, aplicando
urea/FAGE & pH 3,59 con B M urea en el gel 118). En dichas
condiciones, pueden distinguir soja y trigo simul taneamente en
productos carnicos.

Sin embargo, Saio y cecl. en 1986 (119), utilizando tambieéen
FAGE/urea, encontraron que si bien la soja es detectable a partir
de 0,95 Z y el trigo a partir de 1 Z , no es lineal la relacidn de
dreas con la cantidad sembrada, vya que algunos picos de la carne
y de huevo interfieren.

Chikuni vy col. en 1979 (120), estudiaron electroforesis
bidimensional para la deteccion de soja en salchichas utilizando
gel en tubos con 8 M urea en la primera dimensidn y placas can
SDS en la segunda. Estudiaron harina, aislado y texturi:zados de
soja, hallando que la harina de soja &l nivel del 0,5 %Z (aproxi-
madamente 2 4 en base seca) es detectable en forma cuantitativa.

Amstrong y col. en 1982 (121), estudiaron la cuantificacidn
de soja en sistemas modelos de salchichas de viena y jamdn,
calentando 1los productos a una temperatura interna de 70 C.
Realizaron electroforesis a 6 % de acrilamida en sistema continuo
con urea 8 M y SDS. No encontraron interferencias por presencia
de otras proteinas vegetales o por la utilizacion de carne dife-
rente a la vacuna y porcina. Fueden detectar 0,5 %Z de aislado de
soja en el producto terminado.

A efectos de proponer un método oficial de andalisis con
valor legal, se realizd en Noruega en 1977 (122), uwun estudio
colaborativo entre 11 laboratorios para detectar caseina y aisla-—
do de soja en productos cdrnicos. Se utilizd FAGE en tubo o placa
e inmunodifusidn doble en 10 productos carnicos diferentes (sal -
chichas crudas y fermentadas, ahumadas, pasta de higado, carne,
embutidos) conteniendo cantidades de caselna y soja conocidas vy
en bajas proporciones: 0-2 %4 .

Fara la caseina, 1la electroforesis did resultados correctos
en un B3 % de los casos, 11 % talsos negativos v 6 % +falsos
positivos. La inmunoditfusion dio 84 4 , 8 %X y 8 4 , repectiva-
mente.

Fara soja, 1l1la electroforesis did 73 % de resultados correc-
tos, 22 7 falsos negativos, y 4 % falsos positivos. La inmunodi-
fusion dio 81 4 , 19,5 y 0 % respectivamente.

Para reducir el numero de falsos positivos en la deteccidn
de la caseina, recomiendan la aplicacidn de ambos métodos, mien-
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tras gque para el caso de la soja, la inmunodifusidn, es suficien-—
te. Descartan la posibilidad de analizar productos esterilizados
utilizando inmunodifusiodn.

Brehmer en 1983 (12%), investigd la presencia de soja en
productos cdrnicos comerciales, por medio de inmunodifusidn doble
de Ouchterlony y FAGE. De 74 muestras con soja analizadas, encon-—
tré buena correlacién en los resultados por ambos métodos, excep-—
to en X muestras. Interpreta los resultados obtenidos como evi-
dencia del aumento de la utilizacidn de soja en productos carni-

cos.
IDENTIFICACION DE PROTEINAS DE CEREALES

Los precios de los granos varian a menudo de acuerdo a la
variedad. Cuando sus caracteristicas morfoldgicas san similares,
la electroforesis de las gliadinas ha sido adoptado por &lgunos
palses como metodologia de identificaciaon (124).

Las protelnas de los cereales se dividen de acuerdo a su
solubilidad en : albdminas (solubles en agua), dglaobulinas
(solubles en solucidn salinas diluidas), prolaminas (solubles en
mezclas alcohol-agua); glutelinas (solubles en medio acido o base
diluido) y residuo. Las prolaminas se denominan gliadinas en el
caso del trigo y hordeinas en el caso de la cebada.

PROTEINAS DE TRIGO

Ya en 1959, para separar las proteinas de trigo, se utilizd
electroforesis de frente movil., Luego, el gel de almiddéon con
buffer lactato de aluminio a pH &cido, fue profusamente utilizado
para estudiar la fraccion de gliadina del trigo, obteniendose 4
fracciones: «,/3 , ¥ vy w gliadina con movilidad decreciente. La
aplicacion posterior de electroforesis bidimensional (1EF y PAGE-
SDS) reveld que la fraccidon ¢gliadina incluye en realidad entre
40 y S50 proteinas diferentes (47).

S8i bien durante mucho tiempo se siguwid utilizando como
soporte el gel de almiddn y aun hoy se lo wutiliza en alguna
medida, actualmente en la gran mayoria de los casus se utiliza
gel de poliacrilamida, tanto en medio acido (125) como basico
(126), proponiéndose en algunos casos nuevas denaminaciones para
las distintas fracciones gque e obtignen en este medio (127). Al
compararse electroforesis de gliadinas en gel de almidon y en gel
de poliacrilamida para la identificacidn de +trigo, Kramarik vy
col. (128) encontraron que ambos sistemas permiten la diferencia-
ciétn, siendo de mayor utilidad el andlisis conjunto del perfil
que la movilidad relativa de cada banda.

Sherry y col. en 1978 (129), al trabajar sobre gliadina del
trigo, encontraron que SDS-FAGE permite distinguir variedades de
trigo no diferenciables en gel de almiddn, siendo las variaciones
principales en las fracciones de alto F.M. de la gliadina. Tkac-
huk vy col. (130) estudiaron también electroforesis de gliadinas
de trigo para su clasificacidn, pero trabajando corn buffer lacta-
to. Encuentran que si bien el método permite diferenciar 1la
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mayoria de las variedades, algunas no pueden ser diferenciables.
Jones y col. (131), trabajaron sobre 88 variedades de distintas
regiones de EEUU obteniendo similares resultados.

Hussein y Stegemann en 1978 (126), separaron de acuerdo a la
solubilidad, 1las fracciones de distintas variedades de trigo
originarios de Egipto y Alemania. A cada fraccioén le aplicaron
PAGE, SDS-PAGE, gradiente de acrilamida y bidimensional (IEF-
FPAGE) , estudiando las bandas obtenidas de acuerdo al F.M. Conclu-
yeron que SDS-FAGBE en buffer Tris borato a pH 8,92 del total de
proteinas es un método rapido para diferenciar variedades.

Sin embargo el tema no se considera agotado, ya que se
continda trabajando en la identificacidn de trigo por electrofo-
resis en FAGE evaluando resultados y mejorando técnicas
(127) (130) (132) (133) (134).

El perfil de gliadina de trigo a través de electroforesis,
también se ha relacionado con el comportamiento reoldgico del
gluten (149), encontrdndose buena correlacidn entre determinado
perfil de 1la gliadina y la fuerza del gluten. También se ha
establecido relacidn entre las fracciones de alto F.M. separadas
por SDS-FAGE y diferencias en la calidad panadera (157)

DETECCION DE GLUTEN EN ALIMENTOS FARA CELIACOS

En 1los ultimos afos, se han desarrollado en el pals, con
buenos resultados, técnicas inmunoldédgicas para la deteccidon de
gliadina. Sin embargo el estudio de técnicas que puedan indepen-—
dizarse de la adquisicidn de antisueros especificos y de su
conservacion, seria de gran utilidad a efectos de su aplicacidn
aan en laboratorios alejados.

Asl surge la necesidad de estudiar la posibilidad de detec-
tar cereales TACC por medio de una técnica de alto poder resolu-
tivo de proteinas vy relativamente sencilla y difundida, como es
la electroforesis en gel de pocliacrilamida con SDS. Esta técnica
paodria aplicarse tanto a nivel de los organismos de contralor
como & nivel industrial para controlar las materias primas con
que son elaborados los productos "Sin TACC".

OTROS CEREARLES

El estudio de identificacidn por electroforesis se ha
realizado tambien en otros cereales distintos del trigo.

Ellis en 1969 (151), estudid la posibilidad de aplicar FAGE
como método de rutina en la identificacidn de trigo, cebada vy
avena. Con extractos acuosos de las proteinas, la diferenciacidn
es posible con las bandas de menar movilidad.

Shewry vy col. (152), estudiaron distintas variedades de
cebada a traves de distintos perfiles de las hordeinas, trabajan-
do en SDS-PAGE pH 8,9. Las 88 variedades estudiadas fueron divi-—
didas de acuerdo al perfil electroforético en 29 grupos. Es
posible 1la obtencidn de subgrupos por electroforesis bidimensio-
nal. Los investigadores caoncluyen que es posible la identifica-
cidn por esta técnica, siendo un método aplicable para la identi-
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ficaciédn comercial y una ayuda para confirmar diferencias entre
variedades cercanas.

Marchylo y col. en 1980 (153 y 154), trabajaron también
sobre cebada. Realizaron extraccidn directa de las hordeinas en
solucidn alcohdlica y posterior FPAGE en medio acido. Encontraron
que los proteinogramas son independientes de la zona de cultivo,
afflo de produccidn y contenido de protelnas. De 68 cultivares
analizados, pueden diferenciar en la mayoria de los casaos 1la
cebada para malta de la cebada forrajera. Similares resultados
obtuvieron otros investigadores (18%) trabajando en medio &cido,
o con SDS-FPAGE (156). Smith (157) también ha establecido 1la
posible relacidn entre el perfil de hordeinas y 1a calidad de 1la
cebada cervecera.,

Taylor y col. en 1984 (158), trabajaron =obre las prolaminas
de sorgo. Luego de estudiar 3 sistemas electroforeticos diferen-—
tes, eligieron urea-FAGE y comprobaron que al igual que en otros
cereales, el patréon electroforético no se afecta por condiciones
de cultivo, o largos tiempos de estacionamiento.

En el caso del maiz, al aplicar SDH--FAGE a distintas varie-
dades de opaco-2 (159), no se hallaron diferencias en el pertil
electroforético.

En el caso del arroz, Fkusama y col. (160), encontraron que
variedades de arroz que presentaron el mismo perfil electroforeé-
tico en SDS-FAGE, pero eran diferenciables por la distinta pro-
porcion en que se encuentran algunas bandas proteicas.

En el caso de la avena, Lookhart, (161) trabajando sobre 23
variedades pudo diferenciar 7, siendo el resto diferenciables por
HFLC.

1.6 IMPORTANCIA DE LA_EXISTENCIA DE METODOS ANALITICOS FARA LA __
IDENTIFICACION Y EUANTIFICACION DE FROTEINAS EN ALIMENTOS,

Es necesario disponer de metodoloqgias capaces de detectar
las materias primas proteicas y su pousible cuantificacidn en
alimentos procesados, a efectaos de contemplar los siguientes
aspectos:

~ 1) legal: reglamentar a través de las leyes vigentes (CAA
y Codex Alimentarius), 1la utilizacidn de nuevas materias primas
proteicas en la elaboracidn de alimentos.

— 2) bromatoldgico: - a nivel estatal, permitird controlar
la composicion proteica en los distintos alimentus y su cuantif-
caciodn.

- a nivel industrial, permitird la
identificacidn de materias primas proteicas puras o en mezclas,
por ejemplo, huevo en polvo, yema en polvao, soja, caseina, pastas
de pescado, de carne, harinas de cereales, etc.

— 3) nutricional: se podran evaluar proteinas de alto V.H.
en aquellos alimentos que se consideren aportadores de dichas
proteinas; maximo permitido de proteinas extrinsecas de bajao V.H.
en alimentos que tradicionalmente se consideren aportadores de
proteinas de alto V.B.; ausencia de gluten en productos para
enfermos cellacos, etc..
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4) econdmico: los alimentos que esten elaborados con “exten—
sores" de protelnas como la soja, sin desmedro de su calidad
nutricional o bromatoldgica, deberan tener diferente precio fren-—
te a los fabricados s6lo con proteinas animales de alto costo.

S) higiénico-sanitario: en la medida que se detecten otras
proteinas, se podran exigir nueveps pardametros higiénico-sanita-—
rios para esos alimentos si su concentracidn asi lo justifica.

6) lealtad al consumidor: la deteccidn permitird la exigen-—
cia real de la inclusidn de dichas proteinas en la lista de
ingredientes, con lo que el consumidoar podra ejercer su derecho a
conaocer y elegir lo que realmente consume.

7) impositivo: los recargos impositivos de 1los alimentos
deberan responder a su composicion real.

Surge asi la necesidad de disponer de una metodologia anali-
tica que pueda ser utilizada en faorma cuali y cuantitativa, en el
analisis de mezclas proteicas, para su aplicacidn en el campo
bromatoldgico.

Dicha metodologla debe cumplir ademés: &) que sea aplicable
a muestras calentadas; b) gue no sea de elevado costo, tanto por
el equipo necesario o por los reactivos empleados; c) que na
requiera reactivos muy especificos difilciles de obtener. Estas
consideraciones descartarlan los métodos inmunoldgicos, isoelec—
troenfoque, cromatografia liquida de alta presidn o cromatografia
gas—-liquido.

A pesar de que la electroforesis es una técnica
relativamente larga (%~4 dias en total), que reqgquiere un trabajo
cuidadoso, se continua trabajando en su simplificacion y en 1la
obtencidn de equipos que permitan acortar el tiempor de duracidn
de 1la corrida y de la tincidn-destinciodn.

Si bien las técnicas electroforéticas se utilizan en el palis
en investigacioéon en forma corriente, se puede decir que su apli-
caciodon generalizada se limita &1 campo de andlisis clinicos. En
particular en el andlisis de alimentos, su aplicacidn es escasa 0O
nula, tanto a nivel industrial como en laboratorios estatales de
contralor.

Esto no puede ser atribuible a razones econdmicas, sino al
desconocimiento de las posibilidades de su aplicacidn, vya que
otras técnicas que requieren equipos muy costosos como por ej.
HFLC o CGL estan m&s difundidas.

De acuerdo a la bibliografla, 1la electroforesis es una de
las metodologias eleqidas para 1la identificacion y cuantificacion
de protelnas en alimentos. Sin embargo, este tema de investiga-
cion lejos de encontrarse agotada, es motivo de continuos estu-
dios, aprecidndose la diversidad de areas bromatoldégicas en que
se aplican diferentes sistemas electroforéticos.



OBRJETIVOS

La tendencia naciaonal e internacional a 1la produccién
industrial de alimentos elaborados o semielaborados, en cuya
fabricacidn se utilizan mezclas de proteinas o proteinas
extrinsecas, exige metodologias capaces de detectar y en 1lo
posible cuantificar las materias primas proteicas de los mismos.

La electroforesis en gel de poliacrilamida con SDS, es una
técnica de gran poder resolutivo, poco costosa y sencilla, de
manera tal que su utilizacidn seria posible en cualquier labora-
torio bromatoldgico en todo el pais.

El objetivo de esta tesis es estudiar la aplicabilidad de
electroforesis en gel de poliacrilamida con 8DS para la
separacion, identificacidn y posible cuantificacién de proteinas
alimenticias, con 1a posibilidad de incorporarla como método
analitico al CAA cuando los resultados sean satisfactorios.

Debido a que existen diversas técnicas electraoforéticas en
poliacrilamida con SDS, se hace necesario un estudio basico de la
metodologia a efectos de conocer sus limitaciones y aplicabili-
dad, asi como también su optimizacidén.

En este aspecto se estudiara l1la influencia del pH a
diferentes concentraciones de acrilamida con mezclas de proteinas
patrones de F.M. y en muestras complejas como protelinas
muscul ares.

Debido a que gran variedad de alimentos son sometidos a un
proceso de calentamiento de distinta intensidad durante su ela-
boracioéon, se estudiard el efecto del mismo en muestras con calen-—
tamientos suaves como secado, pasteurizacion, y calentamientos
mas severos, como esterilizacidn o extrusidon. En este caso, ess
necesario un estudio previo de la solubilidad de las proteinas en
presencia de diversos agentes disociantes y disruptores que con-
tribuyen a su solubilizacion.

La soja es la proteina vegetal de mayor uso potencial en
mezclas, debido a 1la gran versatilidad que posee por sus
propiedades funcionales vy su alta concentracidn proteica. Se
estudiara su deteccion y cuantificacidn en sistemas modelos con
proteinas carnicas, asi como la influencia de tratamientos tér-
micos, presencia de aditivos, interferencia con otras proteinas,
etc. Se estudiard tambien la influencia de la variedad de saja y
de su procesado en el perfil electroforético obtenido.

La identificacidn de soja tambien es importante en otros
alimentos. Asi la posible sustitucidn de caseina por proteina de
s0ja en la elaboracidn de quesos, o0 su utilizacidn en otros pro-
ductos ldcteos, hace que su deteccidn sea de interés en este tipo
de alimentos.

Existen otras proteinas que tambien poseen gran versatilidad
en su utilizacién, como las proteinas de plasma bovino, una de
cuyas posibles aplicaciones es como sustituto de proteinas de
huevo. Se estudiara su posible diferenciacidén e identificacidn en
pastas al huevo.

Tambien se estudiard la posible identificacidn de distintos
cereales, asi como la posible deteccién de proteinas de gluten en
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alimentos.
Cuando 1los resultados obtenidos en sistema modelo asi lo

jJustifiquen, se estudiard 1la aplicacidn de electroforaesis en
poliacrilamida con SDS a muestras comerciales usuales en muestro
medio. Esto permitira su traslacidn inmediata al analisis de
aquellos alimentos en los que pueda existir interes particular,
asi como primera aproximacion al conocimento del nivel de difu-
sién y wutilizacidn de proteinas extrinsecas en nuestro medio.



3.1 DROGAS Y REACTIVOS

DROGAS: Todas las drogas utilizadas fueron grado analitico: a-
crilamida: Flukay N,N’ metilenbisacrilamida Eastman, Fluka;
N,N,N’'",N°, tetrametiletilendiamina (Temed): Eastman: Caomassie
Brilliant Blue R-250:; Hopkin y Williams, Mallinckrodt; Reactiva
de Folin y Cicalteau: Merck; patron de proteinas séricas: Versa-
tol, General Diagnostics; albumina bovina: Biochem; Tris(hidroxi-
metil)aminometano: Wiener y Sigma; dodecilsulfato de socdio: Bio—-
chemsy glicina: Biochem; Z-mercaptoetanol: Merck, UCH; ditiotrei-
tol (DTT) :Sigma; ditioertritol (DTE): Sigma.

PROTEINAS PATRONES DE F.M. Se utilizaran proteinas patrones de
bajo F.M. de:

a) Pharmacia Fine Chemicals, que contiene una mezcla de fosfo-
rilasa b (94.000 D), seroalbdmina bovina (&7.000 D), ovoalbudmina
(43.000 D) ;,anhidrasa carbdnica (Z0.000 D), inhibidor de tripsina
de soja (20.100 D) y K -lactoalblmina (14.400 D),

b) Sigma, se dispuso de las proteinas patrones individualmente:
albumina de plasma bovino (646.000 D), ovoalbumina (45.000 D),
pepsina porcina (34,700 D), tripsindgeno bovino (24,000 D), B -
lactoglobulina bovina (18,400 D), lisozimaz de huevo (14,300 D),

3. 2.MUESTRAS

Se analizaron muestras comerciales y obtenidas en forma
experimental a escala de laboratorio o planta pliloto. Los trata-
mientos térmicos vy/o0 quimicos a los que fueron sometidas, se
detallan a continuacion.

3.2.1 ESPECIES DE PESCADO.

Se trabajé sobre muestras frescas de merluza tratadas con
calor seco ( una hora a 100 °c en estufa), con calor humedo (una
hora a 100 °C en bafo de agua) y autoclavadas (15 minutos a 120
o S i -

C). Se wutilizd en todos los casos la parte correspondiente a
musculo blanco.

Muestras esterilizadas industrialmente con identificacidn de
especie fueron suministradas por la firma procesadora; el nombre
que figuraba en el rotulo y el que le correspondia segun el CAA
art. 270 figuran en el siguiente cuadro:

ESPECIE ROTULLO CAA

Katsuwonus pelamis atdn en aceite -

Finguipes spp. - salomones de mar

Sarda chilensis atun bonito

Scomber Japonicus caballa caballa

Engraulis anchoita sardinas argentinas anchoita

Sardinella aurita sardinas (sardinella sardinel a
aurita)
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Las restantes muestras enlatadas fueron obtenidas en el
comercio: atun albacora; atun sin identificacidn de especie,
denominado en este trabajo atun comercialj;dos conservas de merlu-
za de distintas marcas comerciales, denominadas en este trabajo
merluza comercial 1 y 2. Se utilizd para su andlisis la parte
central del contenido de la lata.

Todas las muestras de merluza, tanto frescas como enlatadas
se consideraron correspondientes a la variedad natural de las
costas argentinas (Merluccius merluccius hubsi, de aucerdo a 1o
establecido por el CAA en su art. 270).

J.2.2 S0JA

HARINA DE S0JA; Se dispuso de I variedadecs diferentes de
harina de soja: Halesoy, Coker Hampton y Hardome. Ademas se contd
con dos harinas industriales consideradas como mezcla de varie-
dades sin tipificacidn correspondientes & las producciones 1982 y
1983, provenientes en ambos casos de la Frovincia de Santa Fe.

En las harinas de soja es usual el proceso de tostado,
realizado para inhibir antitripsina; se estudid la influencia de
este calentamiento en la variedad Halesoy, disponiéndose de 2
muestras con Indices de Dispersibilidad Froteica (FDI) distintos:
15 y 85.

FRODUCTOS FROCESADOS: Fara estudiar el etecto del proceso de
obtencidn, se dispuso de 2 aislados comerciales de importacion
(Supro 620), dos texturizados por extrusion obtenidos en planta
piloto y un concentrado proteico obtenido a nivel de laboratorio.

Todas estas muestras fueron suministradas por el Instituto

de Tecnologia de Alimentos (ITA) de Santa Fe.

3.2.3 CARNE VACUNA Y FORCINA

Se trabajd con distintos cortes de carne vacuna de diferen-—
tes animales; se utilizd la parte central del corte. También se
utili=zd muestras de carne picada mezcla de diferentes cortes.

El efecto del tgatamiento térmico se estudid calentando 1la
muestra un hora a 100 C con calor hdimedo y seco y autoclavando a
120°C 15 minutos.

Para carne porcina se utilizd la parte central del costillar.

Todas las muestras fueron adquiridas en el comercio.

Adulteracidn_de carne_porcina por carne vacuna:

El procedimiento para la adulteracidn de carne porcina por
carne vacuna es basicamente el siguiente: la carne vacuna cortada
en trozos planos se sumerge en solucidn diluida de hipoclorito o
perdxido de hidrogeno (1-2 %) hasta 1la decoloracidn deseada.
Estos trozos en su superficie tienen canaletas para facilitar la
penetracidn de la solucion.

El tratamiento en laboratorio se realizd por inmersiédn de
carne picada de un solo corte, en solucidn de hipoclorito (3 %),
peroxido de hidrégeno (3 Z de una solucidn al 25 4) y agua
destilada durante una hora; éste Ultimo caso se realizd a efectos
de contemplar la posible disminucion de algunas bandas protelcas
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por disolucidn de proteinas en agua.
3.2.4 SISTEMA MODELO CARNE VACUNA-SOJA.

Se realizaron en el laboratorio mezclas de carne fresca vy
harina de soja como sistema modelo, utilizando harina FDI 15 por
ser la de mayor dafo térmico.

Se determind el contenido proteico de la carne fresca magra
(22,93 7) vy de la harina de soja (54,92 %) por Kjeldahl. Las
mezclas se realizaron de manera tal que la soja aportaba 4,9 %4,
2,8 %, 18,2 7 y 29,5 % de la protelna total presente, 1l1lo que
implicaba porcentajes de harina de soja en la mezcla original del
2,0 4, 4,2 Z, 9,1 L y 14,6 Y.

Dichos porcentajes cubren los valores usuales & nivel de
aditivo, hasta el maximo permitido por el Codex Alimentarius para
un producto extendido, como se detallard en el punto 4.10.5.

Fara favorecer la homogeinizacidn de las mezclas, la carne
fresca magra se pasd por picadora y se le agregd la harina de

soja Yy agua hasta obtener una pasta homogenea.
Todas las mezclas, asil como la carne y harine de soja sola,

se calentaron a 100°€C 15 minutos con calor hdmedo, cubriendo asi
las reacciones de desnaturalizacidn proteica sufridas por produc-
tos comerciales sometidos a coccion-pasteurizacion.

3.2.5 PROTEINAS EXTRINSECAS (DIFERENTES DE S0JA) EMN FRODUCTOS
CARNICOS.

Como subproductos de la industria frigorifica, se dispuso de
plasma vacuno congelado, suero vacuno en polvo, fraccidn corpus-—-
cular de sangre vacuna en polvo. Otras muestras analizadas fueron
caseinato de sodio, 1leche descremada en polvo, suero de leche en
polvo, gluten y huevo entero en polvo.

El plasma, suerc vacuno y gluten fueron materias primas
industriales utilizadas por frigorificos; el caseinato, suero de
leche en polvo y sangre fueron suministradas por los productores.
El huevo entero en polvo era industrial, utilizado como materia
prima por industria alimenticia, quien los suministrd. La leche
descremada fue obtenida en el comercio.

3.2.6 INFLUENCIA DE LAS SALES DE CURADO. ELAEBORACION DE EMUL-
SIONES CON SOJA A ESCALA PILOTO

Para estudiar 1la influencia que las sales de curado y el
proceso podrian tener en la proteina de soja presente en un
chacinado, se procedid a elaborar en planta piloto emulsiones de
pasta fina con aislado de soja, con y sin sales de curado, si-
guiendo todas las etapas del proceso. Dichas elaboraciones se
realizaron en 1la planta piloto del Centro de Investigacion vy
Tecnolaogia de Carnes (CITECA) perteneciente al Instituto Nacional
de Tecnologia Industrial (INTI).

Esquematicamente, las etapas de produccidn de chacinados son
tres: 1) picado de la carne en presencia de agua o hielo y sales
para solubilizar proteinas miofibrilares; 2) agregado de grasa y

41.



hielo para controlar la temperatura, con agitacidn intensa para
formacion de la emulsidn y 3) calentamiento a 60-70°C. Cuando hay
agregado de aislado de soja, éste debe hidratarse durante 30
minutos previa incorporacioéon a la mezcla de carne vy saless la
cantidad de agua que debe agregarse al aislado debe ser propor-
cional a la cantidad de carne magra que sustituye.

Se realizd una sustitucidon del 10 % de proteinas carnicas
por proteina de soja, lo que implicd un agregado en el producto
final de 1,18 % de aislado de soja (conteniendo 85 “ de proteinas
en base humedal). Dicho agregado corresponde al nivel considerado
como aditivo y que segun el CAA (art. 323 bis.) requiere unica-
mente la declaracioén del porcentaje utilirado en la 1lista de
ingredientes.

Fara 1 kg de emulsiéon, deblia utilizarse 11,809 de aislado e
hidratarlo con 38 ml de agua; debido & estas bajas cantidades no
fue posihle la hidratacidn previa por no poder agitarse mecanica-
mente; el aislado y el agua se incorporaron directamente a 1la
carne picada en la etapa inicial.

Finalmente 1o0s pasos y las cantidades para cbtener 1 Kg de
emulsion figuran en el siguiente esquema:

11,8 G AISLADO DE SOJA + 60 ml AGUA;
S min. EN REFOS0 PARA FERMITIR HIDRATACION

SE AGREGAN A: l
450 6 DE CARNE FICADA CONGELADA + 20 ml DE AGUA

T 89,3 6 HIELO
30 seg. CUTTER 1500 RFM
#0 min. REFOSO FARA FERMITIR HIDRATACION

30 seg.CUTTER 1500 RFM
+ SALES )
30 seg. CUTTER 1500 RFM

30 min. EN REFOSO FARA PERMITIR LA SOLUERI-
LIZACION DE LAS FROTEINAS MIOFIERILARES

+ 169,1 g DE HIELO + 200 g DE GRASA

1,9 min. 3.000 rpm

EMULSION

Se prepararon 2 emulsiones: sin sales de curado y con las
sales de curado usuales: 22,5 g de NaCl (caoncentracion usual 2-
2,9 74, 100 mg de nitrito (ma&ximo permitido por CAA) yv 4 g de
fasfatos (concentracion usual 0,3-0,3 %).

El tratamiento térmico se realizd colocando_la emulsidn en
tubo de ensayo y posterior inmersidon en BA a IOODC; se tomd la
temperatura en el centro, retirando la muestra al llegar a 1la
temperatura deseada. Inmeditamente se enfrid la muestra por in-

mersion en agua fria. o
El calentamiento drastico se realizd en autoclave a 121°C
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durante 15 minutos.
El total de muestras fue el siguiente:
a) emulsion sin sales de curado con 1,2 % de aislado de soja:
- sin calentamiento
-~ calentamiento a 65 C
" = D
- a 75 DC
- . a 1217C 15 minutos.

b) emulsidn con s&ales de curado con 1,2 % de aislado de
soja:s se calentaron muestras en paralelo con la muestra sin sales

de curado

3.2.7 PRODUCTOS CARNICOS COMERCIALES.
MUESTRAS SIN TRATAMIENTO TERMICO:

Se analizaron las siguientes muestras:

- 1 Hamburguesa de composicion conocida cbtenida del fabri-
cante con agregado de 9 % de plasma vy 2 % de aislado de soja:
H1.

- 4 Hamburguesas con diferentes denominaciones correspon-—
dientes a 3 frigorificos diferentes: H2, H3I, H4, HH.

MUESTRAS CON TRATAMIENTO TERMICO:

Se analizaron los siguientes chacinados pasteurizados:
— salchichas tipo viena y frankfurt: 81.......512

- chorizo tipo aleman: Chi, Ch2.

-~ lomo de cerdo: L

- mortadela: M

La salchicha de viena S5 se hallaba rotulada "de carne
vacuna'.
Tres de las muestras se obtuvieron de los fabricantes (51,

S2 v M). La muestra S1 contenia 25 7% de plasma, desconociendose
el resto de las materias primas. En el caso de la muestra 52 se
conocia exactamente la proporcidn de las materias primas utiliza-—
das ( carne vacuna 17,7 %; carne de toru 24,0 Z%Z; gordura de cerdo
25,0 %3 gluten 2,1 7; fécula de trigo 35,2 %Z; hielo 24,0 %Z); la
mortadela (M) tenla composicidn similar variando la fécula de
trigo (11,8 Z) y el tocino (20 Z).

Los productos restantes correspondian a 8 frigorificos dife-
rentes y se obtuvieron en el comercio, en el periodo abril-mayo

1984.
3.2.8 OTROS FRODUCTOS COMERCIALES.

—- PRODUCTOS COMERCIALES DE S0JA, NO CARNICOS

Se analizaron los siguientes productos:
- "milanesas de soja", que consistia en un producto seco de

aspecto similar a una galleta;
- "harina mezcla de scia y arroz", rotulada erroneamente



como harina de cereales, para preparar sSopas y puresj
- "fideos dietéticos de alto contenido en gluten con soja";
- "fideos de soja, trigo y mijo", (origen Brasil)
- "leche de soja en polva": se dispuso de 4 marcas comer-—
ciales diferentes, todas de produccién extranjera elaboradas a
partir de aislado de soja segun roétulo.

Todas las muestras eran comerciales, contando unicamente con
la informacidn brindada en el rdéotulo respecto de la composicidng
en el caso de mezclas se desconocia la proporcioén.

- HARINAS DE CEREALES Y OTRAS HARINAS.

Se dispuso de las siguientes muestras de harinas de ce-—
reales: harina de trigo blanca, harina de trigo integral, harina
de avena, harina de cabada, harina de centeno, harina de maiz,
harina de mijo, harina de arro=z.

Si bien no constituyen cereales, también se analizd harina
de mandioca, harina de garbanzo, asi como levadura.

La harina de cebada, harina de mandioca, harina de garbanzo
y levadura fueron obtenidas en el comercio. El resto de las
muestras fueron suministradas por el molino procesador.

- FIDEOS AL HUEVO.

Se dispuso de 7 muestras de fideos al huevo de diferentes
marcas comerciales. Estas muestras, asi como fideos de gluten, se
obtuvieron en el comercio. La yema de huevo en polvo de uso
industrial fue suministrada por una industria alimenticia consu-

midora.

- FRODUCTOS LACTEOS.

Se analizaron 5 muestras de quesos comerciales de diferentes
productores: 3 correspondian a quesos de pasta blanda (2 cremosos
y 1 blanco) y 2 a quesos de pasta dura (1 tipo provolone). Todas
las muestras fueron adquiridas en el comercio.

Se analizd una muestra de leche en polvo comercial a base de
hidrolizado de proteinas, desconociéndose el origén de la

proteina.
— FPRODUCTOS TEXTURIZADOS.

Se dispuso de las siguientes muestras:

- extrudido de maiz, de maiz-mijo (S0-50), maiz—avena (LO-
40), soja-maiz (40-60), arroz, trigo integral;todas estas mues-—
tras fueron procesadas industrialmente, siendo suministradas por
el molino productor.

- extrudido de maiz—queso, de origen comercial.

- texturizado de trigo integral.

44



3.3. TRATAMIENTO DE LAS MUESTRAS FARA SU ANALISIS ELECTROFORETICO

3.3.1 DESGRASADO

En los praductos carnicos se procedid a homogeinizacién
previa de la muestra en picadora hasta obtener una pasta; en el
caso de salchichas se utilizd la parte central. En estos produc-
tos que pueden tener hasta 30 % de grasa, se procedid al desgra-—
sado por acetona segun Lee y col., (110): se suspendid la muestra
en relacion 1:8 en acetona, se agitd en Virtis durante S minutos
y se centrifugd a 1500 rpm durante 25 minutos descartandose el
sobrenadante; el residuo se trato 2 veces mds con acetona y se
secd bajo lampara IR. La muestra desgrasada y seca se triturd por
molinillo o mortero hasta obtener una harina.

En el caso de cereales o productos secos tipo granulado, 1la
homogeinizacidn previa en los casos en que fue necesario, se hizo
con molinillo hasta obtener una harina. For contener estos pro-
ductos poca grasa, el desgrasado se realizd con una sola ex-—
traccion con acetona.

En el caso del plasma, por ser una muestra liquida, se
precipitaron las proteinas con acetona (1:1); luego de centrifu-
gar el residuo se volvid a extraer 2 veces por acetona.

Fara estudiar la posible influencia de la etapa de desgrasa-—
do, en la resolucidn de muestras con calentamientos drdsticos, se
estudiaron otros solventes de extraccidn de grasas: etanol-eter
(2:3) y cloroformo—-metanol (1:1).

Sobre 1la muestra seca y desgrasada se determind proteinas

por método de Kjeldahl.
3.3.2. EXTRACCION DE PROTEINAS.

- FROTEINAS FATRONES.

Fara 1la separacion electroforetica en sistema discontinuo,
se utilizaron las proteinas patrones de Fharmacia Fine Chemicals
de bajo F.M., segun lo detallado en I.1 y que cubre un rango de
F.M. de 94.000 a 14,400 D. Las protelnas se extrajeron segin
catdlogo (147) con butfer de electrodos (Tris—glicina) contenien-
do 3 %Z de SDS y 5 % de ME, calentando en EBA a 100 °C durante 5
min.3 la extraccidn se realizd con 300 ul de buffer inmediatamen-—
te antes de la siembra.

Fara 1la separaciéon en sistema continuo se utilizaron los
patrones Sigma; el vial contiene 13,5 mg de la mezcla de protei-
nas en proporciones optimas para su visualizacion; se disolviod
segun catdalogao (61) en 1 ml de buffer de extraccion 0,01 M fosfa-
te pH 7,0 con 1 % de SDS5 y S % ME calentando en BA a 100 C
durante 5 min., inmediatamente antes de la siembra.

MUESTRAS
Cuando se sembrd en sistema discontinuo, 1la extraccidon se

realizd segun Lee y col. (110) con buffer Tris—HCl 00,0623 M, BH
6,8, con 3 7% de BDS y 1 Z de ME. Se calentd en BA a 100 ()
durante S min. con agitaciong la centrifugacidn se realizd a
15.000 rpm 15 min. a 25 C en una centrifuga MSE. Se repitio la
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extraccion 2 veces, diluyendose con buffer a 25 ml. La cantidad
de muestra utilizada varid de mariera que la concentracidn +inal
en el extracto estuviera entre 4-8 mg/ml de proteinas; en el caso
de productos carnicos, donde la muestra seca contiene alrededor
de 90 % de proteinas, se partid de aproximadamente 225 mg.,
obteni éndose una concentracién final en el extracto de alvrededor
de 7 mg/ml; para harina de soja y derivados, con concentracidn
proteico de S0 % la concentracion en el extracto fue de aproxima-
damente 4 mg/ml. En el caso de cereales y derivados, se partio de
aproximadamente 600 mg de muestra por contener sclo alrededor de
12 7 de proteinas; se disminuyd el volumen final a 20 ml, de
manera que la concentracidn final fue de alrededor de 3,5 mg/ml.

Se estudid la influencia de variaciones en los pH del buffer
de extraccidn En el caso de productos con calentamientos drasti-
cos. Tambien se estudiaron variaciones en la concentracidn de Me,
asi como se ensayaron otros disruptores: DIT y DTE.

3.3.3 DETERMINACION DE FROTEINAS EN LA SOLUCION
EXTRACTIVA.

Fara la determinacidn de las proteinas extraidas, eliminando
las interencias del buffer de extracciodn (8Ds, ME, Tris), se
adoptd el procedimiento del siguiente cuadro:

A) FRECIFITACION DE FROTEINAS:
PROTEINAS EXTRAIDAS
0,2 ml (por dupl.) + 2 ml ACETONA
AGREGADOS CON AGITACION CONSTANTE
EN VORTEX3; CENTRIFUGALCION A 5.000
RFPM 25 min.

FROTEINA FRECIFITADA SN

RESUSFENSION Y LAVADOD 2
VECES M#AS CON ACETONA

FROTEINA FRECIFITADA SN

E) DISOLUCION + 0,5 ml NaOH 1 N, AGITACION Z0° A 17°C;

LLEVAR A 2 ml CON AGUA DESTILADA
1

|
(FROTEINA DISUELTA EN NaOH 0,25 N
| LIBRE DE INTERFERENCIAS)
|
0,2 ml (FOR DUFLICADO DE CADA PRECIFITACION?
C) DETERMINACION DE FROTEINAS FOR METODO DE LOWRY

FROTEINA PFPATRON: ALEBUMINA SOMETIDA AL MISMO TRATAMIENTO GQUE
LA MUESTRA.
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Se utilizd como referencia el valor de proteina determinado
por Kjeldahl en la muestra seca.tl porcentaje de extractabilidad
se calculd como:

E = proteinas por Lowry X 100
proteinas por kKjeldahl

3.4 ELECTROFORESIS
3.4.1. SISTEMA DISCONTINUO DE LAEMMLI

Se utilizd basicamente el sistema de Laemmli: se trabajd con
solucidn stock de 22,2 g de acrilamida y 0,6 g de metilenbisa-
crilamida (relacion 37/1 p/p), en 100 ml, +iltrada y conservada
en heladera.

Los buffers empleados fueron:

- Buffer del gel de concentracidn: Tris-HCl 0,5 M 0,4 7% SDS pH 6,8
- Buffer del gel de separacidn: Tris—-HC1 1,5 M, 0,4 % SDS, pH 8,8
— Buffer de corrida: 0,025 M Tris, 0,192 M glicina, O,1 % SDS pH 8,3

El persulfato de amonio se fracciond y conservd en desecador
conteniendo H2S04 conc. La solucidon de trabajo (10 mg/ml), se
prepard en el dia; la concentracidn final en el gel de separacidn
fue de 0,023 %4 y en el de concentracion de 0,06 %X .

El TEMED se agregd al agua destilada previa a su utilizacidn
y en cantidad tal que la concentracidn final en el gel fue de
0,075 7 en el gel de separacidn y 0,1 7 en el de concentraciodn.

MODIFICACIONES: Se estudiaron modificaciones en la concentracidn
de acrilamida, el pH del gel de separacidn y el pH del gel dea
concentracidn.

Las concentraciones de acrilamida utilizadas en el gel de
separacion fuweron de 7,5, 10,0 y 12,4 %4; la concentracicon del gel
de concentiracidn se varid para muestras con calentamientos dras-—
ticos (entre 3 y 7 % de acrilamida).

El pH de laos buffers de los geles de separacidén fue de 8,8,
?2,0 vy 2,2.

El pH de los buffers de los geles de concentracidon fue de
6,8, 7,8 y 8,8.

La determinacién del pH en estos buffer estd dificultada por
la presencia de S5DS; el pH final se determind luego de 24 hs de
su preparacion par la lenta estabilizacidn constatada.

3.4.2 SISTEMA CONTINUO

Se utilizd basicamente el sistema de Weber y Osborn. Los
buffers utilizados fueron:
- Buffer de corrida: 0,05 M fosfato pH 7,0, 0,1 %4 SDS
- Buffer del gel: 0,2 M fosfato pH 7,0, 0,4 Z SDS

El persulfato, 7TEMED y solucidn madre de acrialmida, fueron
iguales a los empleados en sistema discontinuo.
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MODIFICACIONES: Se hicieron variaciones del pH del gel a 6,55 vy
7,45, siendo 1las variaciones en la concentracidn de acrilamida
iguales a las del gel de separacidn del sistema discontinuo

3.4.3% EQUIFOS

Se utilizd la cuba para electroforesis de Fharmacia GE-Z2/4
con capacidad para 20 tubos o 4 placas chicas o 2 placas yrandes.
Esta cuba onfrece la ventaja de que los geles estan inmersos en el
buffer de corrida de la cuba inferior, evitando calentamierto del
gel y la consecuente deformacidn de las bandas; tiene la desven-—
taja de requerir gran volumen de buffer de corrida necesario.

La fuente de poder utilizada fue Fharmacia EFS S00/400 que
permite realizar la corrida a intensidad constante, con exacto
control de este parametrao.

FPara las placas chicas y tubos, se utilizd la cuba de des-—
tincidn, de Fharmacia Fine Chemicals.

La densitometria se realizdon equipo Uromatogram Scanner
Dual Wavelength, Shimad:zu, Model CS 910.

FREFARACION DE LOS GELES

El orden de mezclado de las distintas soluciones fue: solu—
cion de acrilamida + buffer + (agua + lemed), desaireado y agre-
gado de persulfato. En general, el tiempo de gelificacion estuvo
entre 20-30 min.

TUBOS. Se trabajd en tubos de vidrio de 5,0 X 75 mm y &,0X
i8 mm3; para la gelificacidn se utilizd la gradilla especial de
Fharmacia para polimerizacion de geles en tubo.

Los tubos se cerraron previamente en un exgremo con cinta
resistente al agua y se calentaron un hora a 70 €, para evitar
las pérdidas favorecidas por el SDS.

En general se trabajd en tubos cuando se quiso comparar
numerosas condiciones de separacidn diferentes ( concentraciones
de acrilamida y pHs), para una misma muestra, ya gue si bien son
tubos especiales para electroforesis con igual diametro interno,
espesor de pared, etc., siempre hay pequeffas variaciones de
gelificacidon, largo, etc..

FLACAS: Se utilizaron placas de 80*X 80 mm y 80 X 140 mm coan
capacidad para 6 muestras y 170X 140 con capacidad para 14
muestras; el espesor del gel fue en todos los casos de 2,7 mm.

Las placas chicas se sellaron lateralmente con cinta resis-—
tente al agua y se calentaron un haora a 70 OC; la gelificacidn
se realizd en una base con canaletas donde se introdujeron las
placas, sellandolas con agar.

Una vezr eleqgidas las mejores condiciones de separacion, se
trabajo con placas para compararar distintas nuestras, ya gue se
facilita la comparacidn, evitandose pequefias variaciones de
condiciones de corrida o polimerizacifion del gel.
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Z.4.4 SIEMBRA Y CORRIDA ELECTROFORETICA®

Fara la siembra se mezcld en tubos de kKhan, 1 volumen de
muestra + 0,5 vaolumen de glicerina 30 7 + 0,5 volumen de azul de
bromofenol como indicador del frente; se agitd en Vortex vy se
sembrd en general 10-30 ul de la mezcla con micropipeta automa-—
tica, dejandao caer la muestra por debajo del buffer de la cuba
superior. En el caso de los cereales y derivados, la relacion de
volumen se alterd, sindo 1 vol de muestra + 0,1 vol de colorante
+0,2 vol de glicerina S0 7% .

ta cantidad de proteina sembrada en general fue entre 30 vy
60 ug; en el caso de los cereales se sembré SO ul y la cantidad
de proteina sembrada fue de alrededor 120 ug.

Cuando se realizd cuantiticacidn, la nuestra se sembrd por
lo menos por duplicado en la misma placa.

CORRIDA ELECTROFORETICA

En todos los casos el buffer de corrida de la cuba superior
fue nuevo, mientras el inferior se reutilizd varias veces.

Cuando la separacion electroforética se realizdéd en tubos en
sistema discontinua, se comenzo a 0,7 mA/gel; una vez que 1la
muestra alcanzd el gel de separacion, se continud a 1,5 mA; en
sistema continuo, se aplicdéd 8 mA durante toda l& corrida. Una ve:z
finalizada la corrida, 1los tubos se enfriaron & min. en congela-
dora para facilitar la extraccidn del qgel.

Fara placas chicas se comenzd a 10 mA/placa y se continud a
25 mA/placa cuando la muestra atravesd el gel de separacidng para
placas grandes se aplicd 20 y 40 mA/placa respectivamente.

El frente de colorante se indicfo en todos los casos por
insercidn de un pequeffo alambre de caobre.

Las movilidades relativas (R¥), se calcularon como la rela-
cion de 1a distancia migrada por la proteina con respecto a 1la
distancia migrada por el colorante.

FIJACION, TINCION Y DESTINCION

Fara la fijacion se utilizd una soclucidn de TCA 15 % prepa-—
rada en el dia; se dejo durante 70 min. con agitacién como minimo
y remocion a los 15 min. ;s esta solucidn ademas de fijar 1las
proteinas permite la remocidn del SDS que interfiere en la tin-

cion.
El paso de fijacion es fundamental si luego se realiza

destincidn por corriente y para evitear la decoloracidon de las

bandas con el tiempo.
La tincidn se realizd con Coomassie HBrilliant Blue R 250 &l

0,25 %4 en solucidn metanol 50 Z y ac. acetico 9 %4, durante toda
la noche con agitacidén suave. La solucidén colorante se prepard y

filtrd en el dia.
La destincidn se realizd por difusidn con soluciédn metanol

50 %4 vy ac. acetico 9 %Z durante 6 hs con remociédn constante vy
agitacion.
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En las placas grandes se completd la destincidn por difusidn
con solucidn ac. acético 7 Z y concentracidn de metanol decre-
ciente; para las placas chicas y 1los geles en tubao, la destincidn
se completo con corriente a 12 V durante 40 min. en solucidn
metanol S % y ac. aceético 7 %, utilizando la cuba especial de
destincidn de Pharmacia GD-4I1.

DENSITOMETRIA

En el densitdmetro se realizd el barrido de 1las proteinas
tefiidas, para establecer 1a longitud de absorcién y de minima
absorcidn para (utilizada como referencia). Dichas 1longitudes
fueron de S50 y 400 nm, respectivamente.

Se estudid el tamaffo del haz, a efectos de obtener maxima
resolucién y altura de pico, estableciéndose 1X- 0,2 mm para
dicho ha=z.

Las areas de los picos se calcularon como alturaXx‘ base a la
mitad de la altura. Las &areas especificas se calcularon como Area

pico/ ug de proteina sembrada.

3.5 CALCULO ESTADISTICO

Fara el estudio de la influencia de la variedad de harina de
soja Yy tipo de procesado enla extractabilidad y dreas especifi-
cas, se aplicd analisis de varianza (ANOVA) de un factor. Luego
se aplicd test de Student para diferencia de medias entre qrupos.

Se estudid el error global del método en la extractabilidad
Yy cuantificacidn electroforetica para proteina de s0ja.
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4.1 INFLUENCIA DEL_pH Y _CONCENTRACION DE ACRILAMIDA EN EL _SISTEMA
DISCONTINUO DE LAEMMLI

4.1.1 FROTEINAS FPATRONES.

Se estudid la resoluciédn obtenida para proteinas patrones de
FP.M. 14.400 a 24.000 D., a 3 concentraciones de acrilamida (7,9,
10,0 y 12,6 %), cada una a 3 pH distintos (8,8, 2,0 yv 2,2).

Se trabajé en geles en tubo de 75 mm de larqo, realizando la
corrida electroforetica de cada muestra por duplicado, en forma
simultanea, & las I concentraciones de acrilamida y a todos las
pH estudiados. Cada experimento fue repetido 2 veces con distin-—
tas mezclas de polimerizacidn.

La electroforesis se interrumpid cuando el frente de colo-
rante que se desplaza junto al limite movil, alcanzaba el borde
inferior en el gel de m&s rdpida migracidn.

En la fig.2 se muestran los densitogramas de las separa-
ciones electroforéticas registradas. En los geles con 7,3 % de
acrilamida vy pH B,8 sdlo se separan las tres proteinas de mayor
FP.M. y migran con el frente de colorante o limite movil las
proteinas de F.M. 30.000 o menor. A pH 2,0 v 9,2 se resuelve
también 1la anhidrasa carboénica (F.M. 30.000) pero las protelnas
de menor FP.M. migran con el limite movil.

Aparece asi un "frente proteico" coincidente con el frente
de colorante o limite mdvil, que no se recsuelve aumentando el
tiempo de corrida, como pudimos comprobar al realizcar electrofo-
resis en tubos de 180 mm de largo.

A 10 %Z de acrilamida la variaciéon de pH tiene un importante
efecto sobre la rescolucion. A pH 8.8, condiciones del sistema
original de Laemmli, corren todavia con el limite movil las 2
proteinas de menor F.M. (20.100 vy 14,400 D). A pH 2,0 las 6
proteinas patrones se resuelven, pero la X -lactoalbdmina (F.M.
14.400 D) todavia se mueve con el limite movil., A pH 9,2 todas
las proteinas se resuelven independientemente del limite movil.

A 12,6 %X de acrilamida se alcanza una total resolucion a los
tres pH usados, observdndose que el incremento de pH hasta 92,2
acorta la distancia migrada por las proteinas.

Los mismos resul tados se obtuvieron amplianda el rango de pH
estudiados entre 8,6 v 2,30, a las migsmas concentraciones de

acrilamida.

Como 1los distintos geles se corrieron simul tanseamente igual
tiempo, la movilidad de cada proteina es directamente proporcio-
nal a la distancia migrada.

La influencia del pH sobre la movilidad proteica en cada
concentracidn de acrilamida, se ve mas claramente en la figura 3
donde cada proteina patrdén se representa por una Dbarra y la
distancia migrada por el frente de colorante o limite mdvil come
una linea horizontal en la parte superior.
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El incremento de pH produce efectos diferentes en cualquiera
de las concentraciones de acrilamida estudiadas:

— leve disminucidn de la movilidad de 1las proteinas que
migran independientemente del limite movil:

— aumento de 1la movilidad del limite movil con el consi-
guiente aumento del largo total de corrida; este aumento es
similar en las tres concentraciones de acrilamidaj

- las proteinas de bajo F.M. que migran con el limite movil
muestran aumento de su movilidad en tanto migran con el limite
movil, pero cuando par aumento de pH o de concentracidn de acril--
amida migran libremente, disminuye su movilidad como el resto de

las proteinas.

Si en lugar de graficar la distancia migrada, se grafica la
variacion de la movilidad relativa (Rf) vs pH (fig.4), se obser-
va para todas las proteinas que migran independientemente del
limite movil, 1la disminucidn de la migracion con el aumento del
pH, siendo esta relacidn lineal.Esta variacidon es idependiente de
la concentracion de acrilamida,

Si se comparan las movilidades de las proteinas corridas al
mismo pH vy diferente concentracion de acrilamida (fig 2), se
observa el incremento del efeclo tamiz al aumentar la concentra-
cion de acrilamida, efecto ampliamente conocido. Este hecho se

observa solo levemente en el limite movil dado el pequefro tamafro
del idn glicinato; por 1lo tanto la distancia migrada por el
frente de colorante no nos indica mayor o menor migracidn protei-
ca, sobretodo cuando la concentracidn de acrilamida es elevada.
Durante 1la coaorrida el frente de colorante puede ser muy
nitido o difuso, favoreciendo en general su nitides: bajas concen-
traciones de acrilamida y bajaos pH. Al tefir posteriormente, se
observa que la nitidez de este frente no guarda relacidn ni  con
la resolucidn obtenida ni con la nitidez de las handas proteicas.
Asi a 7,5 % de acrilamida y pH bajos se obtuvieron frentes de
colorante nitidos, correspondiendo a las condiciones de corrida
de menor resolucidn y mayores anchos de banda, mientras que a
12,6 % de acrilamida el frente de colorante fue muy difuso, con
buena resolucidn y bandas proteicas muy nitidas. l.os anchos de

~a

banda obtenidos pueden compararse en la fig. 2.

En la fig. S5 se representa la relacidn entre el log del F.M.
de las proteinas patrones y su movilidad relativa a las diferen--
tes concentraciones de acrilamida y pH estudiados.

La desviacidn de la linealidad es diferente para cada condi-
cion empleada. A 7,95 % de acrilamida solo se obtiene linealidad
por encima de 30.000 D, A 12,6 %4 de acrilamida la linealidad se
mantiene entre 14,400 D, la prolteina de menor FoM. incluido en e1
estudio vy aproximadamente SQ.000 D, A 10,0 7 de acrilamida y pH
2,20 es donde la relacion lineal cubre un rango mas amplio de F.M

Se incluyeron también variaciones 2n el pkl del gel de poro
grueso dentro del rango 6,8 a 7,8 sin observarss variaciones en
la resolucidn. Mds auan, la no inclusidn de este gel concentrador,
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no permitio detectar diferencias en la resolucidn.

4.1.2 FROTEINAS DE PESCADOD

Se utilizd mldsculo blanco de merluza. Los extractos protei-
cos se sembraron en volumenes de 10 ul conteniendo aproximadamen--
te I3 ug de proteina total.

Las condiciones de 1los geles fueron las mismas que las
detalladas para la separaciodn de las proteinas patrones, excepto
en 1lo referente al rango de pH empleado que fue m&as amplio (pH
8,6 a 10,0), ’

Las separaciones electroforéticas se repitieron I veces para
cada condicidn experimental de acrilamida y pH.
Las principales bandas protelcas {fueron tentativamente

identificadas por comparaciion con los P.M. intformados por Rooren
y col. (148) y por Forzio y Fearson (149).

Fara estudiar la influencia del pH sobre las proteinas
musculares de pescado, se tomd como representativas F  bandas
proteicas cubriendo todo el rango de F.M.: miosina cadena pesada
(F.M. estimado 220,000), actina (F.M. estimado 45.000) y 1la
mioglobina-miosina cadena liviana 2 (ML-2) (F.M.estimado 17.500D).

En 1la figura 6 se representa la distancia migrada por las
principales proteinas musculares a distintos pHs y concentracion
de acrilamida. Se observa para estas proteinas un comportamiento
similar al de las ptoteinas patrones (figura 3).

En la fig.7 se observan separaciones electroforéticas re-
presentativas y en la fig. 8 los densitogramas correspondientes.

A 7,5 % de concentracion de acrilamida y pH 8,8 (gel 1,
solo se separan las protelnas de mayor FP.M., existiendo un frente
proteico. A pH 2,2 (gel 2), si bien la resolucién se extiende
hasta las proteinas de 25.000 D, aun persiste un frente proteico.
A pH 10 (gel Z) se logra una total resolucidn, pero las bandas
proteicas se presentan mds difusas, como puede observarse mas
claramente en el densitograma,.

A 10,0 % de acrilamida, es necesario utilizar pH 92,20 (gel
3) para lograr una completa recolucidn de todas las proteinas. En
estas condiciones todas las bandas presentan ademdas buena niti-
dez. Las proteinas con P.M. 17.000-18.000 D se resuelven coma una
banda dnica. En este gel se indica la identificacidén tentativa de
la mayoria de las bandas protelcas, de acuerdo a sus F.M.

A 12, % de acrilamida, la utilizacidn de pH 8,8 (gel 7)
permite lograr una total resolucidn proteica pero existe cierta
difusion de las bandas con F.M. mayores a la actina. En estas
caondiciones la banda de 17.000-18.000 D del gel 5 se divide
nitidamente en un doblete identificado tentativamente camo la
cadena liviana 2 de la Miosina (ML-2: 17.800 D) y mioglobina (Mb:
17.000 D). La banda identificada tentativamente como Troponina-
T(TT) en el gel &, muestra tambien en el gel 7 dicha tendencia a
subdividirse. Ello indicaria la presencia de otras proteinas de
similar F.M. que no se resuelven en otras condiciones.
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Fig.8: Densitogramas de proteinas musculares de merluza corres-
pondientes a las separaciones electroforéticas de fig. 7. Se
indican con flechas los plcos correspondientes a miosina cadena
pesada, actina y miosina cadena liviana 2- micglobina. El1 frente
proteico cuando aparece se indica como FP. El comienzo del gel de
separacidn se indica con la letra S.



A esta concentracidn de acrilamida, el incrementa de pH a
?,2 (gel B) produce varios efectos negativos: a) las proteinas de

[

F.M. por debajo de 17.000 D aparecen como una bhanda difusa, no
bien resuelta y el doblete de proteinas tentativamente identifi-
cadas como ML-2 y Mb aparece como una banda dnica; b) la longitud
de la resolucidn se ve muy disminuida a esta concentracion de
acrilamida, dado que el incremento de pH disminuye la migracién
proteica. Ello provoca wuna menor resolucidn de las bandas con
mayor P.M, que la actina y la banda de miosina permanece muy
cerca de comienzo del gel de separacion.

De acuerdo a esto, a 12,46 %, pH 8,8 se desdoblan 2 bandas,
que al aumentar el pH a 92,20 y en todas las demads condiciones de
acrilamida y pH, aparecieran como dnicas.En e] gel &6 se estudid
el efecto de la disminuridn del pH a 08,6 a esta concentracidn de
acrilamida para mejorar la resoluciodn de estas bandas. En dicho
gel y el densitograma correspondiente, se observa aparicidn de un
pequefro frente proteico, pero mejor resolucidn del doblete co-
rrespondiente a ML-2 y del correspondiente a TT.

Al igual que con protelnas patrones, variaciones de pH en el
gel concentrador de 6,8 a 7,8, o0 la no inclusidon del mismo, nNno
afectaron la resolucidn obtenida.

4.1.3 PROTEINAS VEGETALES Y MUSCULARES

Se observd que variaciones hasta en una unidad en el pH del
gel de concentracitn o su ausencia, no afectaban la resolucion,
tanto de proteinas patrones como de proteinas de pescado. Como en
estos casos los volumenes de siembra hablian sido muy bajos, se
estudiéd si variaciones mayores de pH en el gel de concentracidn
o volumenes de siembra superiores, influian en 1la resolucion
abtenida.

Se trabajd con proteinas vegetales y musculares de origen
bovino. La cantidad de proteina sembrada y 1los voludmenes de

siembra fueron:

Froteina de soja Frotelnas muscul ares
volumen de
siembra ul S0 S0 10 10 S50 S0
proteina
sembrada ug 20,6 3= E=E 8,8 8x,8 52,5

-

Asi, de cada muestra se sembrd igual cantidad de proteinas 2
veces, pPero en un caso el volumen de siembra fue 5 veces supe-
riorz en el caso en que los volumenes de siembra coincidieron, la
cantidad de proteinas fue diferente.

Se corrieron simultaneamente 4 placas siendo el pH del ¢gel
de concentracion 6,8, 7,8 yv 8,8, En el caso de pH 6,8, se corrie-
ron dos placas variando el pH del gel de separacidn: 8,2 v 2,10,
En el resto, el pH del gel de separacion fue 8,9.

Los resultados hallados se observan en figura 9.
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No aparecen diferencias en la resoluciodn con los distintos
pPHs del gel de concentracidn, ni en el caso en qu2 se aumenitd el
volumen de siembra, ni cuando se sembrd muestra mds diluida.

En el caso en que se varid el pH del gel de separacidn, se
resuel ven también las proteinas en la zmona de bajo F.M.

La udnica diferencia apreciable es que al variar el volumen
de siembra, varia levemente el "largo" de las bandas proteicas.
Esto podria deberse a que el lugar de siembra consiste en un
trapecio invertido y al aumentar el volumen de ’
siembra, aumenta la superficie donde se distribu-
vyen las protelnas, pareciendo tener mayor nitidez la siembra de
volumenes menores por encontrarse igual cantidad de proteinas en
una superficie menor. Este efecto por ejemplo se observa mas
claramente en la figura 32: el volumen de sicembra de la mercla
patron de F.M.  fue muy superior y las bandas de las protelinas
patrones de F.M. tienen un "largo" sensiblemente superior al
resto.

DISCUSION

— FRENTE PROTEICO

De acuerdo a nuestros resultados, aparece en determinadas
condiciones un "frente proteico" consistente en proteinas de bajo
F.M. que migran junto al limite movil.

Es de remarcar que este "frente proteico" aparece como una
banda muy nitida que se malinterpreta en numerosas ocasiones como
frente de colorante en diversos trabajos publicados (150) (1351 .
Sin embargo, el azul de bromofenol utilizado como frente de colo-
rante durante la corrida, desaparece en la etapa de tincion-des-—
tincidn, debiendo marcarse por ejemplo con un alambre,la distan-
cia recorrida por el colorante si luego se desea calcular el Rf.

El frente proteico pueden formarlo tanto proteinas muscu--
lares (con o sin tratamiento térmico como se verd mas adelante,
punto 4.3), asi coma proteinas patrones utilizadas para la deter-
minacion de F.M. En este caso se constata el alejamiento de la
linealidad por parte de las proteinas de bajo F.M. 0o su agrupa-
miento. For tanto este comportamiento es inherente al sistema y
no al tipo de proteinas. .

La presencia del frente proteico podria explicarse por los
distintos cambios de movilidad provocados en las praoteinas y en
el idn lento glicinato por la presencia de SD&: las proteinas
sufren un gran incremento £n su mavilidad al formarse complejos
de gran tamafo altamente cargados proteina-DS, pero no suceds lo
mismo con el glicinato que debido a su pequeto tamabo, une Nocos
radicales --DS, resultando un complejo pooo cargado.

Dejarian de cumplirse las condiciones requeridas por  la
teoria de Ornstein (57) para la separacion protelca al pbl del gel
de separacidn: la movilidad de las proteines dehe seaer menor al da
los iones rapido y lento gue forman 21 limite advil.



—_INFLUENCIA DEL pH DEL GEL DE SEFARACION

Siendo el pH uno de los parametros fundamentales que fija la
carga de las proteinas y por ende su movilidad, su determinacién
e 1importancia es obvia en el sistema discontinuo de Davis (S6).
Sin embargo no se ha estudiado la influencia de variaciones de pH
en presencia de SDS, probablemente por considerarse que la carga
nativa incide poco en la separacidn.

No obstante, puede observarse en fig. .» y 4, pequeffos
aumentos en el pH del gel de separacion producen dos efeclos
opuestos: un aumento de la movilidad del glicinato y una disminu-
cién de la movilidad de los complejos protelna-DS capaces de
migrar libremente.

A las concentraciones de acrilamida donde existe frente
proteico, este efecto opuesto produce la separacidn de las pro-
teinas que migran con el limite movil, Al separase del frente
proteico los complejos proteina-DS, eriste un aumento aparente de
su movilidad, pero cuando migrran libremente, e comportan de
manera general disminuyento la distancia recorrida con el aumento
del pH.

Hoffman y col. (1532), han observado cambios en la resolucion
proteica modificando el pH del gel do separacion en  SDS--FAGE.
Aumentando el pH del gel de separacidn de 8,20 a 2,20, conside-—
ran la resolucién obtenida en sistema discontinuo a 12 7 de a-
crilamida, superior a la obtenida en gradiente de poliacrilamida.

A los pH estudiados, a 7,5 % de acrilamida, el efecto tamiz
es bajo y existen proteinas gue migran en el frente movil. E]
aumento de pH necesario para resolver este frente protelco, es
importante provocando gran distorsidn en la nitidex de las bandas.

A 10 7% de acrilamida, el frente proteico se resuelve con
pequefros aumentos en el pH.

A 2,6 % de acrilamida rna aparece frente proteico, pero
disminuciones de pH pueden incidir en la resolucidn de zonas
intermedias de F.M. (entre 45.000 y 18.000 D), resolvidndose
algunas bandas en daobletes, en el caso de proteinas musculares de
pescado.

La resolucidn electroftorética de las proteinas en sistema
discontinuo dependeria de los siquientes parametros:

= un aumento considerable de la movilidad de las proteinas
al unirse al SDS, que no esta acompaffado por un aumento similar
de la movilidad del idon lento glicinato;

- esto origina que complejos protelna-DS de bajo F.M. no
puedan migrar correctamente al sor frenados por la baja movilidad
del i6n glicinato formando un "frente proteico';

— pH: aumentos del mismo provoca una dieminucidon de 1e
movilidad de los compleajos prot-D5 y un aumento de la ded? lici--
nato, siendo necesario en los casos en que hay protelnas de bajo
F.M. retenidas en 21 frente csovil: disminuciones puade provooo:
mejores resoluciones do determinadoas zonas.



- INFLUENCIA DEL_pH DEL_GEL_DE_CONCENTRACION

Aun  estan en discusidn las ventajas del sistema discontinuo
sobre el continua, admitiéndose que las ventajas relativas de
cada sistema se anulan cuando los volumenes de siembra son pe-
quefros (S3) .

De nuestros resultados se concluye que el pH del gel de
concentracidn no es importante, ya gue variaciones hasta de dos
unidades no arrojaron diferencias, adian cuando el volumen de
siembra fue cinco veces supericr ©n un caso que an  okro.  El
efecto del gel de concentracidn también ha sido cuestionado por
otros investigadores (133).

La falta de inclusidn del gel de concentracion trabajando en
tubo tampoco influyd en la resolucidn. Fara trabajar en placas s
]

lo incluyo por razones técnicas, vya que la gelificacion del gc
de separacion es dificultosa con €l peine inmerso en presencia deo
SDS por formacidon de pequefias burbujas de muy dificil elimina-—
cion. Estas pequefitas imperfecciones en el gel de separacidn
inciden notoriamente en forma negativa en la resolucidén ohtenida.
Se prefirio realizar la gelificacidn del gel de separacion como
es habitual e incluir el gel de concentracidn, fundamentalmente
par razones de practicidad (al igual que en sistema continun al
trabajar en placas). El "gel de concentracidn'" seria en realidad
unicamente un gel de menor concentracidn de acrilamida.

Dado que el buffer del "gel de concentracidon" no difisre en
la composicion del buffer de separacidn sino en &1 pH, podria
utilizarse el buffer del gel de separacidn para los dos geles. Ge
disminuye asi el tiempo de corrida considerablemente.

Existen por tanto 2 factores que influyen en la separacidon
de proteinas en presencia de SDS: el efecto filtrante del gel v
el pH del gel de separaciodn. Del estudio en paralelo de ambos
factores se concluye que el etecto del pH depende del efecto
filtrante del gel.

De nuestros resultados se concluye : cuando interesa sola-
mente la resolucidn proteicas de una determinada zona de F.M.,
puede trabajarse en las condiciones de Laemmli modificando urnica-
mente la concentracidn de acrilamida (7,35 Z o 12,5 7 de acrilami-
da a pH 8,8 para proteinas de alto y bajo F.M. respectivamente).

Si se desea una correcta resolucion proteica en todo el
rango de F.M., se debe utilizar las condiciones de Laesmmli (10 %
acrilamida) pero aumentando ¢l pH a 9,20, Egtas condiciones
serian por ende las mds indicadas para el andlisis y caracterira--
cion de protefnas alimentarias, donde la resolucion electraofore-
tica se utiliza como huella dactilar caracteristica para cada
tipo de proteinas.

Sin embargo, cuando el interés se centraliza en un  rango
particular de P.M., la variacidn nn solo de la caoncentracidon de
acrilamida, sino tambien del pH pueden mejorar 1a resolucidn en
la zona de interés especifica.



4.2 SISTEMA CONTINUQ

Se estudiaron las mismas concentraciones de acrilamida que
para sistema discontinuo. Weber y 0Osborn (59), utilizaron un pH
en gel de corrida de 7. Para estudiar la incidencia del pH en
dicho sistema, se probaron modificaciones a 4,55 y 7,45.

Se utilizaron protelinas patrones de Sigma de 14.600 a 66.000
D. La electroforesis tambien se interrumpid cuando el frente de
colorante alcanza el borde inferior del gel de mds rdpida migra-
cion, aunque en este sistema las variaciones de distancia migrada
por el frente de colorante fueron leves.

Las resoluciones electroforéticas obtenidas no presentaban
frente proteico a ningun pH ni a ninguna concentracion de acril-
amida.

Se midid la distancia migrada por cada proteina y el frente
de colorante en los densitogramas.

El aumento de pH a cualquier concentracién de acrilamida
produce muy leve aumento de la distancia migrada, tanto para el
frente de colorante, como para cada proteina, de manera tal que
la movilidad relativa se mantiene constante con el pH para cada
proteina ( diferencias con el sistema discontinuo, fig. 4).

En 1l1la fig. 10 se representa 1la relacidn entre el log F.M.
de las proteinas patrones y su movilidad relativa. En la medida
que el Rf no varla con el pH, se obtiene una sola recta para los
3 pH a cada concentracién de acrilamida.For otro lado, a las tres
concentraciones de acrilamida, la relacidon obtenida es lineal.

DISCUSION

En sistemas continuos, el aumento del pH produce sobre las
proteinas un efecto contrario al producido en el sistema
discontinua, ya que aumenta la movilidad de las proteinas con el
pH, aunque levemente.

La falta de influencia del pH en sistema continuo en cuanto
@ la aparicidn o no de un frente proteico, se debe a la inexis-
tencia de un frente movil (ion rapido/ion lento).

Debido a esto, aunque los complejos proteina-DS posean alta
movilidad, migran libremenite. Aun los complejos proteina—-DS de
bajo F.M., al no ser frenados por el limite movil, migran libre-
mente sin formacidn de frente proteico.

Debido a 1la gran difusidn del sistema de Laemmli vy a la
excelente resolucion que se obtuvo de una muestra compleja como
las proteinas musculares, se decidid continuar utilizando dicho
sistema.

For otro lado la falta de influencia del gel de concentra-
ciodon, permite la no inclusidén del mismo al trabajar en tubos;
esta simplificacidn facilita su utilizacidn (principal ventaja
del sistema -continuo). Al trabajar en placas es necesario utili-
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zar un gel de baja concentracién de acrilamida ( al igual que en
sistema continuo), pero no necesariamente con buffer de distinto
PH como el sistema originario de Laemmli (como se vera mas ade-—

lante).

4.3 EFECTO DEL TRATAMIENTO TERMICO EN PROTEINAS DE FESCADO

Se estudid el grado de similitud en el perfil electrofore-
tico obtenido de las proteinas calentadas respecto al de las
proteinas musculares de merluza fresca y la apariciéon de un
frente proteico segun el pH del gel de separacidén. Debido a que &
10 % de acrilamida se observa claramente la influencia del pH en
sistema discontinuo, se eligio esta concentracidn de acrilamida
para estudiar el comportamiento de las proteinas calentadas.

Se trabajd en placas de 80 X 80 mm con capacidad para &
muestras. Se corrieron simul taneamente y al mismo tiempo 4 placas
diferentes:

- 2 placas con el mismo pH del gel de separacién (8,72), vy dife-
rentes pHs del gel de concentracidn (6,8 y 7,8).
- 2 placas con pH del gel de separacion 92,15, una de ellas con pH
del gel de concentraciéon 6,8 y la otra con pH 7,8.

En cada placa se sembraron proteinas musculares de merluza
fresca y con distintos gragos de tratamiento térmico:1 hora 100°C
con calor secojl hora 100 C con calor humedo; autoclavado 120°C
15 min. y 2 muestras esterilizadas industrialmente de diferentes
marcas comerciales.

La wvariacion del pH en el gel de concentracidn no produjo
diferencias en la resolucion. En la figura 11 se observan 1las
resoluciones electroforéticas obtenidasgy los densitogramas co-
rrespondientes se observan en las figuras 12 y 13,

En las resoluciones y densitogramas obtenidos se observa: a)
desaparicién del frente proteico con el aumento del pH, desarro-
ll&ndose en $ bandas bien diferenciadas; b) el paralelismo entre
la resolucidn electroforética de las proteinas musculares de la
merluza fresca y con distintos grados de calentamiento, existien-—
do constancia del Rf de las distintas proteinas que no se afec-—
taron por el calentamiento; c) que el calentamiento, seco o
hamedo, hasta 100 °C no afecta la resolucioén electroforetica; d)
que el perfil electroforético de las muestras comerciales esteri-
lizadas industrialmente, coincide con el per+il de la muestra
autoclavada en el laboratorio.

Los tratamientos térmicos intensos como el autoclavado a
120°¢C por 15 min. o la esterilizacidn industrial afectan 1la
resolucion, obteniéndose mas fondo y desapareciendo total o par-—-
cialmente las bandas correspondientes a proteinas de alto F.M..
Asi, no se detecta la banda correspondiente a miosina y decrece
en forma apreciable la intensidad de la correspondiente a la 6-

actina.
Con el objeto de mejorar la resolucidn y disminuir el fondo
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Fig. 10: Log. del P.M. de las protelnas patrones en funcidbn de su

ilidad relativa en sistema continuo. .
ey m—m 12,6 % ac.;0—a0o 10.0 % de ac.; v—V 7 % de ac.

Fig. 11:Efecto del tratamiento térmico: placas con diferente pH
en el gel de separacidn corridas en paralelo, igual tiempo. Las
muestras sembradas corresponden a merluza. De izq. a der.: F:

muestra fresca; C.S.: sometida a calor seco (1 h. a IOUOC); G.H.:
sometida a calor himedo (1 H. 100°C en bafio de agua); A.:autocla-
vada (15 min. a 12000; M.C.: 2 muestras esterilizadas industrial-
mente de distintas marcas comerciales.
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obtenido en las muestras con calentamientos drasticos, se ensaya-
ron otros métodos de desengrasado, utilizando etanol-eter (2:3) y
cloroformo—metanol (1:1), comprobandose que si bien la etapa de
desengrasado es necesaria, 1los diferentes solventes no presentan
ventajas apreciables entre si.

También se ensayd 1a inclusién de EDTA en la solucidn
extractiva y de didlisis para descartar 1las interferencias
iédnicas. En ninguno de estos casos mejord la resolucidn.

La distinta sensibilidad de las protelnas al tratamiento
térmico de acuerdo a su P.M. se estudid dividiendo el proteino-
grama en 3 areas correspondientes a G-Actina (F.M. 435.000-47.000
D), proteinas de FP.M. intermedioc ( 45.000- 28.000 D) y protelnas
de bajo P.M. (menor de 28.000 D), identificadas como AB y C
respectivamente (figura 13).

En la figura 14 se ha graficado la relacidn de areas densi-
tométricas; 1la comparacidn de las mismas a través de las rela-
ciones B/A y C/A muestran que los tratamientos de autoclavado vy
esterilizacion industrial afectan en forma mds pronunciada a la
G- Actina que a las proteinas de F.M. intermedio y bajo, por 1lo
que dichas relaciones aumentan significativamente.

La relaciéon C/B si bien se modifica en mucho menor medida,
tambien demuestra una menor sensibilidad térmica de las proteinas
de P.M. bajo con respecto a las de F.M. intermedio.

Aplicando esta metodolagia para muestras esterilizadas i1in-—
dustrialmente de las que se conocia la especie, se obtuvieron las
resoluciones electroforeéticas de la figura 15.

Se observa que los perfiles obtenidos son diferentes vy
caracteristicos de cada especie, diferenciandose estaos a su ve=
de los obtenidos para la merluza enlatada.

DISCUSION DEL TRATAMIENTO TERMICO

El comportamiento observado & 10 %4 de acrilamida, con
aparicion de un frente proteico o resolucion del mismo segin el
pH del gel de separacidn y la no influencia del pH del gel de
concentracion, se observa no solo para proteinas musculares de
pescado frescg, sino tambien para muestras calentadas aun por
arriba de 100 "C.

Un calentamiento seco o humedo hasta 100 °C  durante una
hora, no afecta la resolucidn obtenida. Tampoco existe diferen-
cias en la movilidad de las bandas proteicas.

En los tratamientos termicos por encima de 100 0C, de
acuerdo a las resoluciones obtenidas y al grafico de &reas, se
observa:

— la aparicidn de un fondo continuo coincidiendo con los
resultados de otros investigadores (88) (20). Esto indicaria la
existencia de nuevas proteinas no diferenciables por su F.M. Esto
se explicaria por formacidn de uniones amida intercaternarias que
se producen a temperaturas por arriba de 100 "C (101). Las ruptu-
ras y uniones al azar que se producen, darlan origen a nuevas
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cadenas no separables de acuerdo a su F.M., originando el fondo
observado.

~ la disminucidn de 1le solubilizacidn proteica no seria 1la
causa de las modificaciones del perfil electroforético, puesto
que la aparicidn de un fondo continuo, esta indicando la solubi-
lizacién de proteinas. Al estudiar posteriormente la solubilidad
de proteinas musculares bovinas (punto 4.7.1), no se obtuvieron
cambigs en la solubilidad con muestras calentadas por arriba de
100 €C, aunque 1los cambios en la resolucion electroforética
fuaeron similares a los obtenidos para proteinas ausculares de
pescada. Resultados similares se obtuvieron para proteinas de
soja con calentamientos superiores a 100 °c (punto 4.4.1).,

— existe distinta sensibilidad de las proteinas al trata-
miento térmico segun su F.M.: las proteinas con F.M. por encima
de 47.000 practicamente desaparecen (desaparece la miosina), el
pico de la G-Actina sufre una gran disminuciédn, siendo las pro-
teinas de menor F.M. las que sufren menaor deteriorao.

Estos resultados coinciden con que la energla de activacion
de la miosina es inferior a la de la actina (154).

Esto indicaria que solo la G- actina y las proteinas de
F.M. ipnferior podrian ser de utilidad para la identificacidn de
proteinas animales sometidas a procesado térmico severo.

La 6B-actina por ser un pico muy intenso en l1la muestra
fresca, aun cuando se ve afectado por el calor, aparece como un
pico importante, pudiendo ser utilizado como referencia en 1la
resolucion obtenida, ya que con fines identificatorios tiene poco
valor, por ser un banda importante en diferentes especies.

Al comparar estos resultados con los obtenidos por Hofmann
(88) en protelnas musculares de origen bovino, se encuentra
similitud en cuantc a la falta de desplazamiento de las bandas
protefcas, mayor disminucidn de la intensidad de la miosina con
respecto a la actina y aparicidn de fondo en muestras calentadas
por arriba de 100 "C. Dicho ivestigador atribuye la disminucidn
en la intensidad de las bandas al menor namero de grupos funcio-
nales responsables de 1la unidn al colorante; sin embargo la
aparicidén de un fondo en todo el rango de F.M. estd indicando la
existencia de proteinas capaces de unirse al colorante.

Los cambios en el tipo de uniones peptlidicas con aparicion
de nuevas cadenas no diferenciables de acuerdo al F.M., podria
ser la causa real de la disminucidn de la intensidad de bandas vy
de la aparicidn de fondo de tincidn.

En los perfiles electroforéticos obtenidos para las distin-
tas especies de pescado sometidos a esterilizacidn industrial se
constata:

— a) la zona de F.M. mayor de 47.000 D, no pucde ser utili-
zada con fines de identificacidn ya que esta altamente influida
por el tratamiento térmico, 51 bien se obuserva en algunas mues-
tras (Finguipes spp, Scombher Jdaponicus) aparicion de picos de
alto F.M.. Es de hacer notar que &l proceso de esterilizacian
industrial puede ser menos drastico que el ensayado en laborato-
rio debido al efecto protector de las sales presente en  las

61



muestras;

—- b) existe constancia en la migracién de 1la G- actina,
cuya mayor o menor intensidad depende en gran medida dol procesa-
do termico. De esta manera, la actina tiene poco valor identifi-
catorio, confirmando 1lo hallado por otiros investigadores (94),
siendo solo de utilidad como banda de referencia.

- c) las zonas de proteinas de [=.M. intermadio y bajo se
mantienen igualmente delimitadas en las distintas especies,
radicando en la resolucidn de estas zonas la clave para la iden-—
tificacidn de las mismas.

~ d) si bien en las distintas especies aparecen las mismas
bandas proteicas, ellas presentan distinta intensidad relativa,
siendo posible su identificacién. Adn en aquellas muestras en las
cuales el calentamiento produjo gran deterioro de las proteinas
(Katsuwonus pelamis y Sardinella awita), el perfil obtenido,
observado en conjunto, permite su diferenciacion.For tanto es de
mayor utilidad el andlisis glaobal del perfil que la movilidad
relativa de cada banda en particular, al igual en en la identifi-
cacidn de otro tipo de proteinas, por ejemplo cereales (128).

Se concluye que es posible la identificacidn de muestras
esterilizadas industrialmente.

Se recomienda correr en paralelo la muestra problema y como
referencia la especie a identificar, sin tratamiento térmico vy
sometida a un tratamiento térmico similar. También se recaomienda
trabajar en placa, para facilitar la comparacion.
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4.3__ESTUDIO_ DEL METODO DE CUANTIFICACION DE PROTEINAS EN _EL
EXTRACTO

La cuantificacién proteica en la solucidn extractiva es
especialmente dificultosa debido a las interferencias en el buffer
de extraccion: §DS, 2-ME y Tris.

Fara desechar diferencias en la cuantificacion de proteinas
de carne y soja y muestras con y sin calentamiento, se trabagé
con 3 muestras de harina de soja, una de ellas calentadas a 121 C
13 min., 2 aislados de soja y 3 muestras de carne, una sin calen-—
tar, otra calentada a 100 C y la tercera calentada & 121 C 1§

min.

METODO DE BIURET

El método de Biuret se praobd:

- eliminando 1los tioles por calentamiento en H.A. a 100°¢C
durante 20 minutos, vya que segun algunos investigadores (153, es
posible asi eliminar hasta 1 7Z de 2-ME.

- directamente en el extracto con algunas modificaciones,
utilizando Na_EDTA como complejante para eliminar las interferen-
cias de los tioles (156).

- eliminando previamente las interferencias seqgun Lee y col.
(110), por precipitacidon previa de las prateinas con acetona,
resuspension y lavado del residuo 2 veces con acetona y posterior
disolucion de 1las proteinas en NaOH; wuna vezx eliminadas las
interferencias se aplica el método de Biuret cldasico (197).

La eliminacidn de los tioles por calentamiento en H.A., no
dio resultados satisfactorios. En los otrous dos casos se obtuvie-—
ron porcentajes de extractabilidad de alrededor del 70 % respecto
de 1a proteina original determinada por EKjeldahl. Estos porcen-—
tajes de recuperacidn se consideraron bajos.

METODO DE LOWRY

Se probd el método de Lowry (158) eliminando también las
interferencias segun Lee (110), con proteinas séricas como
referencia. Los resultados tambien oscilaron en 70 %4 .

Se pensd que podian existir diferencias entre los métodos de
Kijeldahl vy de Lowry/Biuret ya que para proteinas de pescado
Martone vy col. (159), encontraron diferencias del 20 %Z entre los
dos primeros métodos (Kjeldahl/Lowry = 1,3), valor gue coincidia
con nuestros resul tados.

Otra posible causa de laos bajos porcentajes obtenidos podria
ser ineficiencia de algun paso del procedimiento. Asi podria ser
incompleta la extraccidn de proteinas en el buffer de extraccion,
ya que en algunas muestras es comun la formacidon de wun residuo en
general tipo gel. El grado de formacion de estos residuos se
relaciona en general con el porcentaje de polisacaridos
presentes, siendo muy elevado por ej. en productos farinaceos; en
muestras con bajo porcentaje o ausencia de polisacaridos la
disolucidn es total, por ej. aislados de soj, yema y huevo en
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polvo, caseina, gelatina, etc. En los productos carnicos tambien
es comin la formacion de cierta cantidad de gel, aunque en este
caso no se relacione con polisacdaridos de alto F.M., sino con
fibra muscular insoluble.

Fara establecer la posible causa/’s de los bajos porcentajes
de extractabilidad obtenidos, se procedid a realizar determina-
ciones de N en cada paso por microkjeldahl. La tltima etapa se
realizo microkKieldahl en paralelo con Lowry.

Se siguid el siguiente esquema, trabajando por duplicado con
cada muestra.

MUESTRA DESGRASADA (Kjeldahl)

extraccion (buffer Tris, SDHS,2-ME)

I 1
RESIDUQO (A) Proteinﬁs extraidas
lavado 2 veces con FRECIFITACIUN CUMN ACETONA
acetona ( I ,
proteina precipitada SN (8)
'

disolucidn con NaOH
2 lavados con acetona !
Kjeldahl : I . {
precipitado(c) SN~ — — 9 Kjeldahl

disolucion NaOH
|

{
Kjeldahl Lowry
(dup) (dup)

Froteinas no extraibles. El residuo de extraccion (A) se
lavo 2 veces con acetona para extraer el Tris del butter que
pudiera quedar retenido, aunque por las caracteristicas tipo gel
de este residuo, era poco probable la eliminacidn completa del
Tris. En este residuo se realizd microk jeldal, halldndose valores
de proteinas no extraidas de 3,8 a 8,1 Z en las muestras de carne
y de 2,5 a 5,4 % en las harinas de soja.

Frecipitacidn de proteinas por acetona. Fara determinar si
las proteinas extraidas son insuficientemente precipitadas por
acetona, el SN de cada precipitacion (B), trabajando en cada
muestra por duplicado, mas los SN del lavado del residuo, se
jJuntaron; luego de evaporar la acetona, el residuo se disolvid en
NaOH y se realizd microKjeldahl. Se realizd un blanco de buffer
de extraccidén para descontar el N del Tris. De las 3 muestras se
obtuvo 4 4 de proteinas no precipitables, no siendo el Tris
precipitable con acetona.

Diferencias del Método de Lowry y de Kjeldahl.l.as proteinas



extraibles vy precipitables por acetona (C), una vez disuelta en
NaOH se les determind proteinas en paralelo por Lowry Yy micro-
K. jeldahl, cada muestra se analizd por duplicado. Las diferencias
entre ambos metodos fue del S5 al 10 %4 .

El valor de proteina hallado por Lowry, respecto de la deter-—
minacion de Kjeldahl en la muestra de partida fue de 73 a 84 7%.

CAMEIO DE FROTEINA DE REFERENCIA

Al cambiar de proteinas de referencia, de protéinas séricas
a albumina, los porcentajes de extractabilidad fueron desparejos
y superiores al 100 % en algunos casos.

Si bien se habia descartado precipitacion del Tris por
acetona, se penso gue podia queadar parte ocluido en el precipita-
do de las proteinas.

Fara estudiar cual era el patrén de proteinas mas convenien-—
te a utilirar, se sometid la albumina al mismo tratamiento que la
muestrag la precipitacidn con acetona se realizd en paralaelo con
TCA 20 7% para comparar ambas.

Se realizd Lowry sobre:
- albumina directa
albdmina pasada por acetona
~ albdmina pasada por acetona, disuel-
ta en buffer de extraccidn y precipitada con aceltona
- idem precipitada con TCA &0 %

Se observéd: el pasaje por acetona elevaba levamente 1la
absorbancia de la albumina; no habia practicamente diferencias en
la precipitacion con acetona y TCA3;la albumina sometida al mismo
tratamiento que 1la muestra daba valores superiores en un 9 %
respecto a la albumina directa.

Esto confirmaria que en 1la precipitacidn de proteinas por
acetona o TCA, quedaria ocluido Tris en el precipitado aumentando
luego la cantidad de N.

Se trabajo con los extractos de una muestra de harina de
soja y otra muestra de carne en la precipitacion en paralelo con
TCA 20 %Z y acetona. Se encontrd que no existian diferencias entre
ambas precipitaciones. Los porecentajes de proteinas de estas
muestras, tomando como patrdn albumina sometida al misimo trata-
miento fueron de 25, 48 / para harina de soja y de 91,36 Z para
proteina de carne, respecto de la proteina en la muestra original
determinada por Kjeldahl.

Finalmente se eligid el método de Lowry realizado como se
detalld en materiales y metodos, punto 3.3.3.
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4.5 _BISTEMAS MODELO CARNE=-SOJA

Influencia del pH de la solucién extractiva

Al trabajar en presencia de SDS, algunos investigadores rea--
lizan 1la extraccidn proteica a pH 6.8 (condiciones de La-
emmli) (72) (110), mientras que olros investigadores la realizan a
pH B,5(115).

Dado que el pH es una variable fundamental en la solubilidad
de proteinas, se considerd de interés estudiar la influencia del
mismo cuando la extraccidn proteica se realiza en presencia de
SDhS.

Se determind 1la extractabilidad y la resotucion protelca
obtenida a 2 pHs diferentes. Se extrajeron protelnas muscul ares
de origen bovina y distintas muestras de proteina de soja con
solucion extractiva de pH 6,80 y pH 8,560,

En las resoluciones electroforéticas obtenidxes (fig. 16), no
se aobservan diferencias tanto para proteinas wmuscul ares como patra
proteina de soja.

Se determinaron los porcentajes de extractabilidad a los dos
pH para las distintas muestras, ya gue si bien no se encontiraron
diferencias en la resolucion, podria obtenerse distinto grado de

wtraccion. Los valotres hallados fiqguran en ta bablea 1.

TABLA 1
EXTRACTABILIDAD PPROTEICA DE S0JA Y FROTEINAS MUSCULAKES A DIFE-
RENTES pHS.
S Y s R e a e

Muestra Forcentaje de extractabilidad
pH 6,80 pH 8,&0

Halesoy FDI 8% 0,65 10,9

» FDI 15 21,5 V1,25

" FDI 1S
121 C 15 min. 96,71 7,76
Concentrado 93,27 VAR
Prot. musc. 1 88,04 BY .0
Prot. musc. 2 89,6 87,0

(A2 I AL 2L s E L LA LR ST ETELER TR L ST EEETEESEE LSS

Para las cuatro muestras de soja, se aplico test de SHtudent

para ditferencia de mediac. No = cnconlroa diferencia
significativa (D.S.) eon P < 0,05, FPFara las 8 exli accliones  he
obtuvo un valor medio X = 93,56 con desviacitn estandar ¢ = 4,6<,

El error relativo de la extraccion medida por el coceticiente de
variacion (C.V.) fue de 4,94 7 .
Fara las dous muestras de proteinas musculares, tampoco se



encontro diferencia en la extractabilidad a los 2 pHs. Fara las 4
extracciones, el valor medio fue de X=88,53%, s=1,25 y C.V.=1,40 %

Influencia del tiempo de calentamiento

Al igual que con el pH, los tiempos de calentamiento a que
se somete la muestra para la extraccidn de proteinas (en buffer
Tris-HCl con SDS y ME), varian segun los distintos investiga-
dores. Tanto en el sistema original de Laemmli, como en poste-
riores aplicaciones (72) (110), se realiza la extraccidn con
calentamiento de 15 min. en B.A. a 100°C. Dado que otros investi-
gadores realizan 1la extraccidon con calentamientos de solo 3
min. (160), se estudid la extractabilidad y resolucidn electrofo-
rética con tiempos de calentamientos diferentes.

Para estudiar 1la influencia del tiempo de calentamiento en
la extraccion, se extrajeron muestras de soja y proteinas muscu-—
lares con tiempos de calentamiento de S5 y 15 min. No se encontra-
ron diferencias ni en la resolucion ni en 1la extractabilidad.

4,5.2 EFLECCION DE BANDAS CARACTERISTICAS EN MEZCLAS

Fara estudiar las mejores condiciones de separacion de pro-
teinas carnicas y proteinas de soja, se probaron las siguientes
condiciones de coancentracidon de acrilamida yv pH del gel de
separacidn:
~ 10 % de acrilamida, pH del gel de separacidn 8,80 y 9,20,

- 12.6 7% de acrilamida,pH del gel de separacion 8,60, 8,80 y 9,20

De las resoluciones electroforéticas obtenidas se pudo ob-
servar:

-~ a 10 % de acrilamida pH 8,80 aparece un frente protelco impor-—
tante tanto en la protelina de soja como en las proteinas muscu-
lares; a pH 2,20 hay resolucion del mismo.

- a 12,6 % de acrilamida, no se obtiene ningun desdoblamiento
adicional trabajando a pH 8,60 respecto de la resolucidon obtenida
a pH 8,80 (figura 17); a pH 2,20 disminuye mucho el largo total
de corrida.

En los densitogramas de ambos tipos de proteinas, en los que
no aparecia frente proteico, se pudo observar (figura 18)):

— las proteinas de carne presentan un perfil electroforético
complejo, siendo los picos principales los correspondientes a :
actina, P.M. estimado 45.000 D; miosina F.M. estimadao 220.000 D y
la mioglobina/miosina cadena liviana 2, FP.M. estimado 17.500 D.

—- la proteina de soja en cambio presentan cinco picos prin-
cipales con 1los siguientes P.M. estimados: 68,500, &7.000,
92.000, 39,500 y 19,500 D.

- de la superposicion de ambos perfiles, surge: a) el pico
de FM 19.500 de la proteina de soja es fundamental para su de-—
teccidbén y cuantificacioén, por constituir uno de los picos mayori-—
tarios y aparecer en un valle del densitograma de proteina muscu-
lares; b) el pico de soja F.M. estimada 67.000, tampoco se super-—

67



|
- |
o4

[ - 4
]
P4 Py P,
pH 68 856 86
Fig. 16:

de soja y musculares
harina dé

do de so.]a, s0ja’PDI 15; 8, B, calenthds a 10060,
16 min.; S,: ?iarina de soja PDI 85.
A . fae ] l.\ "
— . ‘e
Ll L Jef
Y E e I T
Sg e w8 v S Tg -z =2 ~9 g ‘i'
- - -
pH 88 _ . pH 86
o o
- _—— L - - - e ’
- - - : mﬁ
- - e ._-—.A“‘ |
P S P
49 98 182 295 % PROT. SOJA
20 42 91 146 % HARINA SOJA

y PM proteina musculares;S

e

id b =2
e A o |

- e Gnd oo ii?

S5
68 86 86 86 86 68

S3 S3

Influencia del pH de extraccidn en muestras de proteina

concentra-

Fig. 17: Resolucidn electroforética de protelnas musculares y de

soja

y distintas mezclas de ambas,
del gel de separacién 8,60 y 8, 80.

a 12,6 % de acrilamida y pH




—

A ) A A
19,500 39500 52000 67.000 SOJA
A A A
17500 45000 220000 P. MUSC.

Fig, 18: Densitogramas de protelnas musculares y protelna de soja
superpuestos, a fin de caracterizar bandas de soja y carne con
diferentes Rf utilizables para la identificacidn respectiva (12,6
% de acrilamida, pH 8,80).



pone contribuyendo en la deteccidny c) el pico de FP.M. estimado
52.000 se superpone con una banda minoritaria de la carne, aumen-
tando por ende su concentracidn relativa respecto de las bandas
de carne adyacentes; d) el pico de soja de FM estimado 39.500, a
pesar de ser un pico mayoritario de soja, se superpone con
fracciones protelcas tambien mayoritarias de las proteinas muscu—
lares, siendoc por 1o tanto de poca utilidad en este tipo de
mezclasy el pico de F.M. 68.500 es paoco intensou y se superpone

con proteinas de la carne.

4.5.3 CUANTIFICACION DE FPROTEINA_DE S0JA

Se trabajd con sistemas modelo de mezclas carne fresca-soja
donde la soja aportaba 4,9 4, 9,8 4, 18,2 L y 29,5 % de protelna
total presente, lo que implicaba porcentajes de harina de soja en
la mezcla original del 2,0 %, 4,2 %4, 9,1 L vy 14,6 % . Dichas
mezclas agf como la carne sola y harina de soja sola, se calenta-—
ron a 100 C durante 15 minutos con calor himedo.

Los porcentajes de extractabilidad que se obtuvieron para

estas muestras fueron:

7 de soja en las mezclas 2.0 4,2 9,1 14,6

% de extractabilidad

de total de protelnas ?4.6 ?3,7 S,8 100,33

Las resoluciones electroforéticas de las mezclas & 12,6 % de
acrilamida, pH 8,80 y 8,60, se observan en figura 17.

En los densitogramas respectivos (figura 19), se indican con
flechas los picos que cortresponderian a soja. Al comparar estos
densitogramas con el pertil de proteinas musculares sin spja, se
observa la aparicion de nuevos picos (F.M. 19.500 y 67.000 D), o
el aumento relativo de picos vya existentes (F.M.39.500 vy
52.000D) .

Fuede observarse que l1a proteina de =oja es detectable aun
en la menor concentracidn utilizada (2 %4 de agregado a la mezcla

inicial).

Se calculd el Area para el pico de F.M. estimado 192.500 vy
92.000 D3 se graficd para estos picos area vs cantidad de protei-
na sembrada (figura 20). Los coeficientes de correlaciétn para
dichas rectas fueron r = 0.989 vy r = 0.992 , respectivamente.

Tambié&n se graficd 1la relacidn de areas de los picos de F.M,
19.500 vy 52.000 D de la soja respecto del é&rea del pico de la
actina, vs porcentaje de proteina de soja respecto del total de
proteinas. (figura 21). Se obtuvo relacidn lineal para ambas

relaciones con coefientes de correlacion r = 0.993 y r = 0.994
respectivamente.

68



i
. Z PROT, SOJA X HAR. SOJA
29,5 14.6
| ;
. W ]\ 18,2 9,1
\/\"\.J
$
' ’
9,8 4,2
4,9 2.0
|
i
PM

Fig.19: Densitogramas de protelnas musculares (PM) y de distintas
mezclas con proteina de soja (12,6 ¥ de acrilamida y pH 8,80). Se
indican con flechas los picos atribuibles a proteina de soja.
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DISCUSION

De acuerdo & los valorees obtenidos, no existe diferencias en
la esitractabilidad a pH 6,8 y 8,6, ni para dizlintas muestras de
gs0Jja, ni para proteinas musculares. lempoco exi1sten diferencias
notorias en la resolucidon obtenida ambos plHs de extraccidn.

For otro lado, el tiempo de incubacion en la extraccion
empleado por algunos investigadores es excoesivo, siendo suticien-—
te tiempos de calentamientos de & min.

De las cinco bandas principales de soja, nNno sa  sSUperpornen
con bandas de las protelnas musculares, wunicamente las de FOM.
estimado &67.000 y 19,500 D, Las proteinas muscul:ze s presentan an
perfil complejo con gran cantidad de picos, sicendo @l pico de
F.M. 19.3500 la unica banda mayoritaria de la soja que apalece @
un valle de proteinas muscul ares. Debido a eslbo, esltle pico es
fundamental para la identificacidon y cuantificaclon de soja en
este tipo de mezclas.

En la medida que resulta fundeamental la resolucidn Jde la
zona de bajo KM, se eligieron como las inejores condidcion@s  para
analizar estas mezclas, 12,6 % de acrilamids y pll del  gel  de
separacidn 8,80, ya gue se obtienen los wmenores anchos de banda
de los picos .M. 17,500 v 66,000 wlarlizados comt confirmatorios
de la presencia de soja. For olro lado no exiclen proee: Jde alto
F.M. que interesen en este Lipo de mezclas.

Las bandas de .M. estimado &67.3500 y 39,500 D s superpoinen
con bandas mayoritarias de la cearne, siendo de atilidad oanl ceuneni—
te cuando la proteina de soja se encuentra en alla proporcion. l.a
banda de F.M. 52.000 D si bien se supeirpone Con un plco minorita-—
rio de 1la carne, su aumento relativo es de gran ayuda en la
deteccidn aun cuando la proteina de soja se encuentra en balja
proporcion.

Otros investigadores (45 (161) han obtenido, trabajando
tambié&n con SDS y ME, perfiles electroforéticos simijiares para la
soja. Asigrnan los picaos de P.M. 12.500 y 3Z9.500 D & la fraccion
11 S de la soja y los picos de F.M. 54,000, 67,000 y 68.500 D a
la fraccion 7 § de la soja.

El porcentaje de soja en las mezclas del sistema modelo
carne—saoja, e establecid de manera de cubrir ¢l nivel doe aditi-
vo vy el de extensor, tanto en los valores cstablecidos por el
CAA, como por el Codex Nlimentarius.

Asi, el 2 7 de harina de soja es un valor sensiblemente
inferiaor al 3,9 % permitido por &l CAA como adilivo, maxima
cuando el CAA autoriza este porcentaje de haring sola o en mez-
clas con aislados (art. 323 bisg). Se debe tener en cusnlta que los
productos comerciales contienen un porcenlase de prolelnas de
alrededor del 12 4 conltra 20 4 que conticene la carne. Lalo sigod
fica que el agregado de 2 % de harina de soja, que win el sistema
modelo correspondia a 5 % de proteina de soja respecto del total
de proteinas, &n un producto comercial represcntara un porcentaje
mayor de proteina de soja respecto del total de protetnas.  Lslo
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implica un mayor nivel de sustitucidn de proteinas cdarnicas por
proteina de soja, que se reflejar& en la resolucidn electroforé-
tica en la modificacidn de la relacion de picos de soja respecto
a los picos de las proteinas musculares. El tema se@ analizara

mas profundamente en el punto 4.10.5.

For otro lado, el porcentaje maximo de soja estudiado fue de
29,5 % respecto al total de protefinas, ya que el maximo
recomendado por el Codex Alimentarius es del 30 7 .

De acuerdo a los resultados obtenidos en sistema modelo, es
posible detectar la presencia de soja en mezclas soja-carne, en
concentraciéon de 2 % de harina de soja, equivalente a S % respec-—
to del total de proteilinas. Por tanto la metodologlia seria adecua-
da para 1la deteccién de soja a nivel de aditivo en productos

carnicos.

Fara encarar el estudio de cuantificacidén de soja en este
tipo de mezclas era necesario comprobar la relacidn lineal del
drea del/los picos en estudio con la cantidad de soja sembrada.
Se realizo para los picos de F.M. estimado 19.500 y 52,000 D
siendo dicho aumento lineal.

Tambien se obtuvo relacidon lineal para la relacion de picos

de soja/actina.
FPor tanto en principio, podria utilizarse cualquiera de los

dos métodos en la cuantificacion de soja en mezclas soja—-carne.

4,6 PROTEINAS DE SQJA

4.6.1 EXTRACTABILIDAD FROTEICA: JINFLUENCIA DE LA VARIEDAD DE
HARINA Y DEL TIFO DE PROCESADO

El estudio de la influencia de la variedad de soja y tipo de
procesado, en la extractabilidad de las proteinas, es un paso
previo imprescindible para la deteccidon o cuantificacidn de soja
en mezclas proteicas.

Las variedades estudiadas y muestras procesadas, se detalla-—
ron en Mat. y Métodos (3.2.2).

Cada muestra se extrajo por lo menos dos veces, se determind
proteina en el extracto por método de Lowry (3.3.%. y 4.4) refi-
riéndose al valor de proteinas en la muestra original determinada
por método de Kjeldahl.

Los valores de extractabilidad obtenidos para las distintas
variedades de harina Ffiguran en tabla 2. PFPara estudiar si
existian diferencias entre 1los distintos grupos, se aplicd
analisis de varianza (Anova) de un factor. No se obtuvo
diferencia significativa entre las variedades con_F < 0,05.Fara el
total de extracciones se calculd el valor medio X = 93,38, con
desviacidn estandar S = 4,36.

Se realizd un estudio similar para las muestras sometidas a
distintos procesos y distintos grados de calentamiento. Los re-
sultados figuran en tabla I, El1 andlisis de varianza de un fac-
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IABLA 2: INFLUENCIA DE LA VARIEDAD DE HARINA EN LA EXTRACTABILI-
DAD DE PROTEINA DE SOJA. De izq. a der.: harinas industriales
(HI1 Yy HIQ), variedad Halesoy, Hardome y Coker Hampton.

LA A S A S LS A R AR 2 LRI T L LLLTLILILTELTE L LT L L TR LT R RN PR RRE R R FTEPE

H 1, H I, HALESOY HARDOME C. HAMF TON
89,40 97,50 88,74 93, 50 96, 56
91,88 91,25 92,56 48, 08 90,2
98,80 96,35 102,93 - -
94,71 94,99 99,2 - -
94,90 89,91 -~ - -
90,95 85,41 - - -

n. 6 6 4 e 2

1
X+S 93,37+3,36 92,57+4,67 95.88+6,41 90,79+3,83 93,39+4,49

ni = nlmero de extracciones
ANOVA UN FACTOR: CON F < 0,05 NUO HUERO D.S.

PARA EL TOTAL DE MUESTRAS: n = 20 X £+ § = 93,38 + 4,26
R Y Y R IR T R NI S IR R R TR SR Y R R Sy

TABLA 3: INFLUENCIA DEL TIFPO DE PROCESADO EN LA EXTRACTABILIDAD
DE PROTEINA DE S0OJA. De izq. a der.: harina tostada FDI 15, idem
con calentamiento posterior (100°C 30 min. Yy 121°c  1s min.),
aislado, texturizado y concentrado de soja.

W Fe 3 I U I NI T W I6 I 6T I I I T DI TN S N B3I 363 W
H.FDI 15 H.Pgl 15 H.PBI 15 AISLADOS  TEXTURIZADOS CONC.
1007C 30 1217°C 15°

88,58 99,60 Db, 70 99,00 86,25 95,93
93,10 99, 66 87,07 99, 41 81,46 95, 2%
94,15 88,66 96,34 9%, 06 94,40
88,56 96,72 99,04 G2, 59 96,10
93,18
93,73

n 6 2 4 4 4 2

i
i:s 92,05+2,36 99,63+0,02 72,29+5,15 98,46+1,42 68,84+6,16 94,92+0,96
ANOVA UN FACTOR: CON F < 0,05 NU HUr(O D.S.

PARA EL TOTAL DE MUESTRAS: n = 24 X + 8 = 93,75 + 4,74
L Ty T T T Y T I Iy



tor, no arrojo diferencia significativa con F_< 0,05, Fara el
total de extracciones se obtuvo un valor medio X = 93.73 con des-
viacidn estandar S = 4,74.

Se realizd test de Student para diferencia de medias entre
ambos grupos: no hubo diferencia significativa con P < 0,05,

Se calculd el valor medio y el intervalo de confianza con
F < 0,05 de la extractabilidad de proteinas independientemente de
la variedad de harina y tipo de procesado, abteniéndose los
siguientes valores:

n =44 X = Q3,59 S = 4,52 Intervalo de contfianza = 9£,45-94,74

El valor de extractabilidad hallado, caincide con el deter-
minado en el estudio de la influencia del pH en la extractabili-
dad (punto 4.5.1).

Se calculd el error relativo para una determinacidn indivi-
dual por medio del coeficiente de variaciodn :

Co Vo= _ 8 X 100 = 4,8% %

X

4.6.2 FERFIL ELECTROFORETICO

Se estudidé la influencia de la variedad de harina, tipo de
procesado y distintos grados de calentamiento en la resolucidn
electroforética.

Las resoluciones obtenidas se observan enla fig.22 junto a
la del patrdén de FP.M. .Far observacidn directa, no existe practi-
camente diferencias entre las distintas muestras, siendo la udnica
diferencia apreciable una pequefia cantidad de proteina que no
penetra en el gel de separacion en algunos casos.

En las fig. 23 y 24, pueden observarse los densitogramas.
Las S bandas proteidas principales se mantienen constantes para
todas las variedades y tipo de procesado.

En la variedad Halesoy se compararon los densitogramas obte-
nidos para una harina sin tostar (FDI 8%) y otra tostada (FDI
15). En el caso de harina tostada unicamente la banda de F.M.
69.000 D, disminuye ligeramente.

En la misma muestra luego de un calentamiento severo (121°%
15 min.), aparecen unicamente las bandas de F.M.19.500 y 39.500 D
muy disminuidas, con importante fondo a lo largo de toda la
corrida.
4.6.3 CUANTIFICACION DE SOJdA A FARTIR DE LOS = DENS1TOGHAMAS

INFLUENCIA DE LA VARIEDAD DE HARINA Y DEL TIFU DE FRUCESADG _EN
LAS_AREAS ESFECIFICAS

Se estudio el error global del método. Fara &llo, una misma
muestra de harina de soja se extrajo con X soluciones extraclivas
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Fig., 22a:Resoluciones electroforéticas de muestras de soja some-
tidas a distintos procesados. De izq. a der.: aislado 1 (Al);
aislado 2 (A2), texturizado 1 (T1), texturizado 2 (T2), harina
industrial 1 (HI1l, control de soja sin proceso). Las muestras se
sembraron por duplicado, excepto HI1 por triplicado.
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Fig.22b: Resoluciones electroforéticas de harinas de distintas
variedades de soja y patrdn de P.M. De izq. a der.: Coker Hampton
(CH); Hardome (H); H. industrial 1 (HI1); H. industrial 2 (HI2);

patrén de P.M.; Halesoy PDI 85 (Ha). Todas las muestras de harina
se sembraron por duplicado.
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Densitogramas obtenidos para harinas de distintas varie-
dades de soja.
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Fig.24: Densitogramas obtenidos para muestras de soja sometidas a
distintos procesados.



de igual composicidén, se sembrd cada extracto por cuadruplicado
en un misma placa y cada resolucion (n = 12) se densitometrd
por duplicado.

Se calculld el area especifica dividiendo el &rea del pico en
estudio en cm® por la cantidad de proteina sembrada en ug.

Al sembrar la misma extraccidn por cuadruplicado, el Aa&rea
especifica del pico de P.M. 19.500 D arrojo diferencias de hasta
el 5,6 % . 8Se calculd el area especifica del mismo pico Eiraqlas
12 siembras obteniendo un valor medio de X = 57,73 X 10 “cm™/ug
con una desviacidn estandar S = 4,573 el coeficiente de variacidn
en este dltimo caso fue de 7,92 % .

Si bien cada resolucibdn electroforética se densitonetrd por
duplicado, para los calculos se utilizd el promedio de areas, no
Justificdndose realizar este paso por duplicado por 1la alta
reproducibilidad obtenida con el equipo utilizado.

La influencia de la variedad de soja y tipa de procesado en
el perfil electroforético y &reas especificas de los picos, es
también un paso previo imprescindible para establecer 1la constan-—
cia de los picos elegidos.

FPara estudiar 1la influencia del tipo de procesado, se
estudiaron 2 aislados, 2 texturizados y una harina PDI 835.
En una misma placa se sembrd cada muestra como minimo por

duplicado y se estudiaron las Areas especificas para los picos
P.M. 192.500 y 32.500 D. Los resultados obtenidos figuran en tabla
4 vy S. Los duplicados de los densitogramas se presentan agrupa-
dos. Se realizd andlisis de varianza de un factor con los prome-—
dios de Areas de los duplicados de los densitogramas. Nao se
encontré D.S. con F < 0,05 para ninguno de los picos.

Fara estudiar la influencia de la variedad de soja, se
analizdé la variedad Coker Hampton, Halesoy, Hardome y HI1 y HIZ,
siendo las dos ultimas, mezclas industriales de distintas varie-—
dades. Se procedid de igual manera que en el estudio de la in-
fluencia del procesado. Los valores figuran en tablas 6 y 7.
Aplicando Anova un factor, no hubo Dh.5. con F < 0,05,

4.6.4 ERROR GLOBAL DEL METODO

Se realizd test de Student para la diferencia de medias
entre variedades y tipo de procesados. No se encontrd D.S. con
F < 0,05.

Los valores obtenidos para las areas especificas indepen-—
dientemente de la variedad de harina y tipo de procesado fueron:

Pico P.M. 39.500 D n =24 X + S 59,11 + 5,989
C. V. = 10,12 %

Fico F.M. 19.500 D n =24 X + S = 62,5 + 7,21
C. V. = 11,53 %
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JABLA 4: INFLQENCIQ DEL TIFPO DE PROCESADO DE SOJA EN EL AREA
ESPECIFICA (X10 cm~/ug) DEL PICO DE P.M. 39.500 D.

LA2 222 LA IS L LI L SIS LIS ELTELEIELLEELIEEL L L L LTS T

TEXT. 1 TEXTF. 2 ALISLADOD 1 AISLADO 2 HI1
59,25 51,47 63,81 &3,81 65,98
58,42 50,27 70,69 b1,26 65,98
95,67 57,90 99,90 60,41 56,97
53,90 94,44 58,467 58,24 56,97
57,81
897,81
n. = 2 2 2 2
i
X 56,81 53,52 63,27 b0, 95 60,25
ni = numero de siembras
ANOVA UN FACTOR CON F < 0,05: NO HUEBO D.S.

I F W I KWW He Fe I W I KWK WK I I I WKW H W W W W WKW W W W W W KWW AW I F I N W

JABLA 51 INFLQENCIQ DEL TIPO DE PROCESADO DE SOJA EN EL AREA
ESPECIFICA (X10 cm~/ug) DEL FICO DE P.M. 192.500 D.

W3 e e W H A AW W I H W I W H W N W T KWW W W WA W W W WK H T W W TR W A A F W F AW A

TEXT. 1 TEXT. 2 AISLADD 1 AISLADO 2 I,
64,18 55,58 bb, 24 67,95 67,82
60,17 51,02 69,68 67,95 &7,82
56,17 57,23 59,30 64,79 61,84
58,32 54,69 59, 52 &3, 56 61,84
60,84
63,28
n. 2 2 2 2 3
1
X 59,71 54,58 63,64 bb,06 63,91
n, 2 2 2 @

1

ANOVA UN FACTOR CON P < 0,05: ND HUEBO D.S.
T R Y R R A T Y A Y R T IE E EE TRE )

74



TABLA &3 INFLUENCIA DE LAS_BIST&NTAS VARIEDADES DE HARINA DE S0OJA
EN EL AREA ESPECIFICA (X10 cm~/ug), DEL PICO DE P.M.39.500 D.

W H T I I W W I W I A AW I W W I I I I I I I I NI W NI I I F I I WK TN W WA AW W

C.Hampton Hardome Halesaoy HI1 HI
48,54 60,93 60,86 6%, 67 63,37
48,54 59,96 62,21 60,64 63,37
49,24 43,84 67,69 52,68 60,24
49,24 49,32 68,47 55,85 65,03
1
X 48,9 53,51 64,8 58,21 65,0

ni = npumero de siembras

ANOVA UN FACTOR CON F < 0,0353: NO HUERO D.S.

B W W eI We I I I T A F W I I I KK F KW T Fe W I F W T YW T I KWW W W N K W eI WKW KWW

TJABLA 731 INFLUENCIA DE LAS_QIST%NTAS VARIEDADES DE HARINA DE S0JA
EN EL AREA ESPECIFICA (X10 cm~/ug), DEL FPICO DE F.M.19.3500 D.

I3 I I I I W WK I I I H KA K I I F I I I F AW I I W N M AW AW W WK W W WKW

C.Hampton Hardome Halesoy HI1 le

48,79 63,24 70,86 &2,24 6bH, 50
51,6 6Z%,83 b6 ,52 62,24 65,72
S6,1 48,736 77,53 599,49 77,89
56,1 48,36 77493 59,49 77,45

n. 2 2 2 2

i
X 593,145 55,95 73,11 60,86 71,689

numero de siembras

2
]

ANOVA UN FACTOR CON F < 0,03 : NO HUED D.S.

I3 I I A F I W I W I I W NI AT W F W W N VA B W I I W NI I WA H I W I AWK W H
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DISCUSION

Dado que en cualquier producto comercial que contenga
proteinas de soja se desconoce el origen de la misma, era nece-
sario el estudio de la influencia de la variedad de soja y tipo
de procesado en cada paso de la metodologia. De encontrarse modi-
ficaciones importantes en la extractabilidad, perfil electroforeé-
tico o areas especitficas, se limitaria las posibilidades de dete-
ccidn o cuantificacidn de proteina de soja en mezclas proteicas.

FPor otro lado, si la extractabilidad de proteinas de soja
fuera constante, independientemente de la variedad o del proceso
que haya sufrido, permitiria independizarse de la determinacidn
de proteina por método de Lowry en los extractos, aplicando un
factor al valor de proteina determinada por método de Fjieldahl.

De a&acuerdo a los resultados obtenidos se concluye que la
variedad de harina, el tipao de procesado y el tiempo de calenta-
miento, no afectan la extractabilidad de la proteina de soja,
con el buffer de extraccion utilizade. Es de destacar que aun la
harina de soja tostada con PDI 15 y la misma luego de calenta-
miento severo, presentan alto grado de extractabilidad.

El error en la extractabilidad seria del 4,8% 4 . Este valor
es relativamente bajo si consideramos los pasos previos
necesarios para la determinacion de Lowry vy la comparacidn de
resul tados hallados por métodos diferentes (Kjeldahl y Lowry).

Seria factible utilizar un factor de correccion para el
valor de proteina determinada por EKjeldahl, independizandose de
la determinacidn por Lowry. Dicho factor es de 0,936 calculado
como el valor medio con F < 0,03 para 44 extracciones.

De las resoluciones electroforéticas y densitogramas obteni-
dos, se concluye que las distintas variedades vy tipo de
procesado, no modifican el perfil electroforético de las
proteinas de soja.

Solo 1la banda de F.M. 692.000 D disminuye en una harina
tostada de FDI 15. En la medida que esta banda no es wutilizada
para la deteccidn de soja en mezclas con proteinas carnicas o con
cereales (como se vera mas adelante, punto 4.1.4), seria perfec-—
tamente posible la deteccidn de soja, aln proveniente de harina
tostada, en mezclas donde se desconoce el origen de 1la fuente
proteica.

Por otro lado, que en un proceso de calentamiento se afecte
la proteina de mayor F.M., coincide con los resultados obtenidos

para proteinas de pescado.

Al trabajar con distintas extracciones de una misma muestra,
el error global hallado para el pico de F.M. 19.500 D, medido
por el C.V. fue de 7,92 4 .Este porcentaje es levemente superior
al obtenida al trabajar con una misma extraccidn, por lo que se
deduce que la siembra es una fuente de error importante.

Dado que en 1la determinacién de proteinas por Lowry el
porcentaje de error hallado también fue del orden del & %4, se
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concluye que en esta metodologia, trabajandeo de la manera des-—
cripta con los equipos utilizados, 1los pasos de mayor incidencia
en el error de la cuantificacidn son la determinacidn de
proteinas y la siembra.

For lo tanto, para cuantificar seria recomendable realizar
una sola extraccidn de la muestra, trabajar en placa y sembrar
como minimo por duplicado.

La distintas variedades y tipo de procesado de la proteina
de soja, no afectan la resolucion electroforética obtenida por el
presente método.

La influencia en la cuantificacidn se estudid mediante las
variaciones del drea especifica de l1a banda de F.M. 19.500 D por
ser fundamental en la deteccidn en las mezclas con proteinas
carnicas. Esta banda tambien es importante en otras mezclas
proteicasy ya que como se verid mas adelante, de todos los casos
estudiados (4.1.2 vy 4.1.4), solo en mezclas con protelnas de
arroz se superpane con una banda de igual F.M.

También se estudid el area especifica del pico de FP.M.
39.500 D en las distintas harinas y muestras procesadas, para
descartar posibles modificaciones en otros picos de soja que
pudieran ser de utilidad en otras mezclas protelcas.

De 1los resultados de d&reas especificas para los picos de
F.M. 19.500 y 39.500 D , se concluye que no existen diferencias
ni por variedad de harina, ni por tipo de procesado, siendo
posible cuantificar proteina de soja sola por el presente método
con un error del 10 —-12 %4 .

En caso de mezclas, s necesario en cada caso estudiar la
influencia de picos adyacentes en las a&reas especiticas de la/las
bandas proteicas elegidas para la cuantificacidn, asi cono 1la
influencia de sustancia que puedan atectar la extraccion proteica
0o las Areas especificas.



4.7 PROTEINAS CARNICAS

4.7.1 Extractabilidad de proteinag

Se utilizaron tres muestras de carne vacunajg la muestra 1
correspondia a carne magra extraida de un solo corte; las mues—
tras 2 y 3 correspondieron a carne picada mezclas de distintos
cortes.

Las I muestras se extrajeron directamente y las muestras 23y

Y

3 también se extrajeron luego de calentamiento a LOO C uma hora

1219C 15 minutos.
lLos resultados de extractabilidad obtenidos fueron:

Muestra 1 2 2 2

Calentamienta - 100°c 1219 1009 1219
Extractabi-—

lidad en % 91,% 87,0 89,6 9I,1 88,04 B9,5 92,44

_ Para las 7 extracciones, se obtuvo una extractabilidad media
de X = 90,14 %4 con s =2,25, lo que implica un coeficiente de va-
riacioén de 2,50 % .El valor hallado difiere ligeramente del
obtenido en el estudio de la influencia del pH en la extraccion
(4.5.1).

Fara proteinas de origén poaorcino la extractabilidad obtenida

fue de 88,6 7Z .

4.7.2 PROTEINAS DE ORIGEN VACUNO Y FORCINO

La determinacidn del porcentaje de carne de cerdo utilizado
en la fabricacion de chacinados, es un problema de gran interés,
ya gque que debido al costo superior de la carne porcina, es comin
que la cantidad real utilizada sea inferior a la declarada o
directamente no <ce agreque. En muchos casos, la proteina de
origén’ porcino es unicamente la aportada por la gordura de cerda
o tocino agregado, como por ejemplo en los productos cAarnicos de
composicion conocida de los que se dispuso (punto 3.2.7).

For otro lado, se tuvo conocimiento de que en nuestro medio,
en épocas de elevado costo de la carne porcina, e ha intentado
la adulteracidn de carne porcina por carne vacuna mediante trata-
miento de ésta con hipoclorito o perdxido de hidrdgeno.

De esta manera, existen varios aspectecs de interiés con
respecto a las proteinas musculares en los productas carnicos:

1) IDENTIFICACION DEL ORIGEN

El perfil electroforético obterido para las muestras de
proteinas de carne vacuna y porcina a 12,6 Z de acrilamida y pH
8,8, se observa en figura 25a.

Existe gran diferencia en la banda de F.M. i7.300 D, identi-
ficada tentativamente como mioglobina-miogina cadena liviana-il.
Esta banda en la carne vacuna constituye un pico  importante,
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Fig,2%a: Densitogramas de protelnas musculares de origen porcino
(P) y bovino (B). Se indican con flechas los picos de P.M. 17.500
y 36.000 D. La letra S indica el comienzo del gel de separacidn.



mientras que en carne porcina aparecen 2 picos débiles. En cam-
bio, 1l& banda de F.M. 36.000 D, aparece mas intensa en carne
porcina.

En ambas muestras la actina es la banda principal y 1la
miosina cadena pesada, la segunda banda en intensidad.

Fara la deteccidén de la posible adulteracién de carne porci-
na por carne vacuna, se realizd la electroforassis de carne vacuna
tratada con hipoclorito, perdxido de hidrégeno y agua  (punto
F.2.3), en paralelo con la misma muestra sin tratamiento. Los
densitogramas se observan en figura 2% b.

Es apreciable la disminuciodn del pico de la mioglobina en
las 3 muestras tratadas, siendo mas intenca la disminucién en ol
caso de 1la muestra tratada con hipoclorito. Cn esta wnuestra
también se observa disminucidn del pico F.M. 29.000 D,

For otro lado no existen diferencias entre los perfiles de
carne porcina y bovina en la zona donde aparece la banda de oja
de P.M. 12.500 D, utilizada para su deteccidn. Este resultado es
importante, va que de haber existido diferencias, hubliera sido
necesario utilizar como referencia de productos embutidos una
mezcla carne porcina/ carne vacuna. Lsto implicaria la imposibi-
lidad de deteccidn de soja, debido o que la composicion de las
mezclas utilizadas para chacinados varia enormemnente, por lo que
seria imposible disponer de una mezcla de composicidn similar a
la utilizada como referencia.

Tampoco hay modificacinnes en la zona de detecciéon de
globina, como se verda mas adelante (figura 22).

2) DETECCION Y CUANTIFICACION EN MEZCLAS

Al no presentar el perfil electroforetico de proteinas de
carne porcina, alguna banda caracteristica de intensidad conside-
rable, ausente en carne vacuna, seria dificil por este métoda la
dateccidn de carne porcina en mezclas de carne  vacuna-carne
parcina.

Sin embargo, en mezclas carne vacuna-carne porcina hay modi-
ficacidn del area del pico de la miggleobina, asi como de la rela-
cidn actina/mioglobina, pudiendo utilizarse estos valores ocomo
reflejo de la proporcidon de carne vacuna y porcina utilizada.

Para estudiar 1la variacidn de las Areas mencionadas, se
sembraron proteinas de origen vacuno y de origen porcino, Yy
mezclas donde la protelna de origén vacurno representaba 88,5,
77,0, 63,2 y 44,8 L de la protelna total; cada muestra se sembro
por duplicado (figura 26).

La variacidon del pico de la mioglobina con el porcentaje de
carne vacuna, se estudid graficando area especifica de dicho pico
(calculado como &rea del pico sobre total de proteina sembrada),
vs porcentaje de carne vacuna. Se obtuvo relacidn lineal cor  un
coeficiente de correlacion v = 0,988 (figuwa 27).

También se graficéd la relacidn de areas actina/mioglobina,
ves porcentaje de carne vacuna (figura 28). Se obtuvo relacion
lineal con r = — Q.970.
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Fig. 25b: Densitogramas de protelnas musculares de origén bovino
tratadas con hipoclorito, perdéxido de hidrégeno, agua y control
sin tratamiento. Se indican con flechas los picos de P.M. 17.500
D (mioglobina) y 39.000 D. La letra S indica el comienzo del gel
de separacidn.
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Fig.26: Resoluciones electroforéticas de proteinas musculares de

origen bovino y porcino y diferentes mezclas. Cada muestra se
sembrd por duplicado.
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2) DETERMINACION DE FROTEINAS CARNICAS TOTALES

En la medida que en ambos tipos de protelnas muzculares, la
actina es el pico principal, se pensd que podria utilizarse el
valor de actina para determinar el porcentaje total de proteinas
de origen muscular. Fara eshto era necesario ecstudiar:

a) si el area de actina era proporcional a la cantidad de
proteina muscular sembrada. Fara esto se sembraron cantidades
crecientes de protelna de carne vacuna vy se graficd Aarea de
actina vs cantidad de protelna sembrada; se obluvo relacidn
lineal con coeficiente de correlacidn r = Q,9286 (figura 29).

b) posibles diferencias en las &reas especitvicas para la
actina segun el origen de la protaina carnica.El cdAdlculo de areas
especificas para la actina de origén vacuno, porcino y mexzclas
para las 12 muestras did X = 61,046 con s = 2,198, la que repra-
senta un coeficiente de variacion de 2,50 % .

DISCUSION

De acuerdo a los valores de extractabilidad obtenidos, no se
encontraron diferencias en la extractabilidad de proteinas muscu-
lares de diferentes muestr‘as6 ni de las mismas luego de calenta-
mientos a 100°C 1 hora o 1219C 15 min.

La falta de influencia del calentamiento en la extractabili-
dad con el buffer ulilizade, coincide con los resultadous hallados
para protelna de soja (punto 4.4.1).

Estos resultados difieren con los valores obtenidos por
Hofmann (88), gquidn encontrd disminuciones del 10 Z en la extrac-
tabilidad de proteinas musculares calentadas por arriba de 100°C.

De acuerdo a los perfiles electroforéticos obtenidos,la
actina vy la miosina presentan movilidades relalivas similaries en
ambas muestras, por 1o que no tienen valor iddentificatorio.
Similares resultados se encontraron para la actina en la identi-
ficacidn de especies de pescado enlatados (punto 4.3).

Sin embargo, es posible diferenciar protelnzas de origen
vacunao de proteinas de origen porcino, debido a la presencia de
un importante pico de F.M. 17.5300 D en 21 cacwo de protelinas  de
origen vacuno, en lugar de dos picos débirles en las proteinas de
origen paorcina. Hofmann tambieén encontrd esta difai-encia funda-
mental entre ambos tipos de proteinas, atribuyendo este pico
exclusivamente a la mioglobina (38)

Si bien el pico de F.M. 17.500 D de elevada concentracion en
proteinas de carng vacuna, disminuye en muestras tratadas ocon
hipoclorito o perdsido de hidréguno, aparece como un snlo pica,
mientras que en protelnas de origén porcino aparecen 2 picos
déhiles. Estos dos picos débiles aparecen claramente  adn  en
productos carnicos a base de cerdo, como se verd mas adelante
(punto 4.10.2 vy 4.10.3).

For otro lado, si bien en las muesiras tratadas, la diminu-—
cidn  del pico 17.500 D es considerable, ec necesario  tenor en

80



cuenta que el tratamiento realizado en laboratorio fue mds severo
que el industrial, a efectos de considerar casos extremos.

De acuerdo a estos resultadous, la posible adulteraciéon de
carne porcina (fundamentalmente en la elaboracidn de productos de
pieza entera: Jamdn cocido y paleta) por carne vacuna, s2ria

detectable.

La proporcion de carne porcina y carne vacuna, podria calcu-
larse por la relacidn de areas actina/mioglobina v por la varia-

cion del area de éste ultimo pico.

S8i bien en ambos casos s@ obtuvo elevada correlacidn, la
utilizacidn de la relacidn de areas actina/mioglobina, facilita-
ria la determinacidn y seria ademds mds exacta que la determina-
cidn de areas especificas, por independizarse del error de siem-
bra y de la cuantificacidn proteica.

Se obtuvo elevada correlacidn entre el Area de la actina vy
la cantidad de proteina muscul ar sembrada. También se enconird
que las dreas especificas son equivalentes independientemente del
origén vacuno o porcino. Estos resultados indican que este método
podria ser utilizado en productos c&rnicos como indicativo de la
proteina muscular o carne magra total utilizada.
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4,8 _INFLUENCIA REL___TRATAMIENTQ TERMICO Y SALES _DE __CURADRO__EN
EMULSIONES CARNICAS CON_S0JA

Los productos carnicos comerciales, son sometidos durante su
elaboracion a un proceso de calentamiento suave (70-75%C). For
otro 1lado, durante su elaboracién se incorporan sales de curado
(nitritos, cloruro de sodio, fasfatos), que contribuyen en sus
caracteres organolépticos, estabilidad y mayor retencidn de agua.

Se estudid la influencia del proceso de calentamiento y de
la presencia de sales de curado, en la extractabilidad,
resolucion electroforética o A&reas especificas de picos de
proteinas carnicas y de soja.

Para ello se prepararon emulsiones de pasta fina, con y sin
sales de curado y se sometieron a distintos grados de calenta-—
miento. La elaboracidn de las muestras se realizd respetando
todas las etapas del proceso en planta piloto, seqgin =e detallod
en el punto Z.2.6.

4.8.1_ EXTRACTARIL IDAD

La extractabilidad obtenida para las muestras sin y con
sales de curado y distintos grados de calentamiento, figquran en
tabla 8.

TAELA 8
EXTRACTABILIDAD FROTEICA DE MUESTRAS ELABORADAS EN FPLANTA FILLOTO,
CON Y SIN SALES DE CURADO Y CUN DISTINTOS GRADOS DE CALENTAMIENTO.
Xy T e I R e R R Y S

Sin sales Con sales
Kijeldahl Lowry 7“Z Ext. Kieldahl Lowry % Ext.
Cruda 5,44 3,9 71,69 5,40 4,70 87,04
65°C 9,99 4,9 87,66 5,42 4,50 83,03
75°¢C 5,51 4,85 88,02 5,46 4,45 81,50
121% 5,41 5,55 102,59 5,55 4,55 78,38
X + 8 = 87,49+12,6 C.V. = 14,43 X + 8 = 82,49+3,60 C.V.=4,36

(2 I X222 E 22 2220 X2t RN 2t B RSl B DL RE L LS 2 L

Se aplico test de Student para diferencias de medias con

P < 0,05. No hubo D.S.
Fara las 8 muestras la extractabilidad media +ue de X
84,992 con S = 92,00 y coeficiente de variacion 10,5% % .

4,8.2 PERFILES ORTENIDOS Y CUANTIFICACION DE _FROTEINAS

Se corrieron simultaneamente las muestras con y sin sales,
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sin calentamiento y calentadas a 65°¢C Yy 750C, cada una en dos
concentraciones diferentes. Se utilizd como referencia proteinas
de carne vacuna y proteina de soja.

La resolucidn obtenida se observa en figura 30.

FPor observacién directa no se aprecian diferencias entre
muestras con y sin sales y con sin calentamiento.

Para confirmar estos resultados se calcularon las Areas
especificas para la actina y mioglobinaj los resultados se en-—
cuentran en tabla 9.

En las muestras sin sales, se_gbtuxo un 4rea especifica
media para la actina de 466,80 X 10 ~ cmn“/ug, con § = 6,06
(C.V. = 9,08 7). Fara la mioglobina se obtuvo a&rea especifica de
14,17 X 10 ~ em“/ug, con S = 1,16 ( C.V. = 7,75 % ).

Fara las muestras con sales de curado, los valores hallados
fueron, para la actina X = 61,42 con 8§ = 4,01 ( C.V. = 6,53 %) vy
para la mioglabipna X = 14,75 con s = 1,64 ( C.V. = 9,37 % ).

Se realizd test de Student para diferencias de medias entre
ambos grupos no encontrandose D.S. con P < 0,05,

Se calculd entonces para todas las muestras el area especi-
fica para la actinaz X = 64,11 con s = 5,65 vy €.V. 8,81 % vy
para la mioglobina X = 13,87, con s = 1,686, C.V. = 10,30 % .

DETECCION Y CUANTIFICACION _DE_S0JA

El pico de soja de FP.M. 19.500 D puede obsetrvarse nitidamen--
te en todas las muestras, no detectandose diferencias en las
muestras con y sin calentamientos y con o sin sales (fig.30).

Fara confirmar ecstos resultados, se calculd 1la cantidad de
soja presente. Fara esto, el &area del pico de F.M. 192.500 D de
soja en cada muestra, se dividid por el A&rea especifica de 1la
proteinas de soja sembrada en paralelo. Se calculd el porcentaje
de proteina de soja, dividiendo la cantidad de soja hallada por
el total de protelnas sembrada. Fara las 12 muestras se obtuvo un
valor medio X = 6,29 con § = 0,936 y C.V. = 14,89 %Z .

En la medida que el agregado de proteina de soja fue del 10%
respecto del total de proteinas y el mismo para todas las mues-
tras, se detectd el 63 % de proteina de soja presente con una

dispersidn del 15 %4 .

4.8.3 FRODUCTOS _ SOMETIDOS A ESIERIL1ZACION _ INDUSTRIAL.
UTILIZACION DE _ OTKOS DISRUFTURES,

Las muestras con y sin sales calentadas a 121°C 15.min., se
extrajeron con el buffer utilizado normalmente (ME) y también con
buffer conteniendo DTT y DTE en lugar del ME,

Los densitogramas de las muestras se presentan en la +ig.i31.

lLa resolucidn obtenida respecto de las muestras sin calenta-
miento drastico varia, siendo sensiblemnente menor la resoclucion y

nitidez de bandas.
En 1los densitogramas de las muestras con DIT y DITE, no se
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Fig.30: Perfiles obtenidos de las muestras elaboradas en planta
priloto siguiendo las etapas de elaboraciédén industrial. De izq. a
der.: harina de soja (So); muestra con sales 75°C; sin sales
75°C; con sales 65°C; sin sales 65 C, con sales sin calentar; sin
sales sin calentar, proteinas musculares(PM). Excepto harina de
soja y protelnas musculares, todas las muestras se sembraron 2
veces en 2 volumenes diferentes (30 y 25 ul).



CON SALES 65°C; ME

121°C; DTT
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Fig . 31: Densitogramas de muestras calentadas a 121°C 15 min; la
extraccidn se realizd variando el disruptor: ME, DTT y DTE. Se
comparan los densitogramas de las muestras con sales, con un
muestra sin sales calentada igual Biempo y temperatura, y con una
muestra con sales calentadas a 65 °C. Se indica con una tlecha el

plco de soja de P.M. 19.500 D. La letra S indica el comienzo del
gel de separacidn.



observan mejoras en la resolucibdn de bandas o aumento de su
nitidez, con respecto a las muestras extraidas con ME.

For otro lado, tanto en las muestras con o sin sales aun en
calentamientos drasticos, es posible la deteccidn de proteinas de
s0ja.

DISCUSION

De acuerdo a los resultados obtenidos, puede considerarse
que la extractabilidad de los productos carnicos formados por wna
emulsidn fina, no varia en presencia o ausencia de sales de
curado, o con o sin calentamientos, aun drasticos.

Sin embargo, el valor de extractabilidad hallado de 8% %, es
inferior respecto a 1la proteina de carne sola ( 90,14 %4 ) o
proteina de soja sola (23,6 Z). Existe gran dispersion de los
datos, reflejada en el coeficiente de variacion hallado de 10,6%,
superior al hallado para proteina de soja o de carne sola.

Las resoluciones obtenidas no varlan con los calentamientos
usuales en la industria, ni por la presencia de sales de curado.
Los datos de areas especificas indican que tampoco hay variacidn
en forma cuantitativa.

_ El valor de area especifica hallado para la actina fue de

X = 64,113este valor no difiere del hallado para actina en carne
vacuna, _carne porcina y mezclas ,sin calentamiento y sales de
curado (X = 61,06).

Estos resultados difieren de los halleados por Hoffmann (88),
quien encontrd gran disminucion de la intensidad de las bandas en
las muestras que contenian sales de curado.

La proteina de soja seria detectable y cuantificable en
muestras procesadas industrialmente. En este caso, en que la soja
se agregd al nivel de 10 7% de proteinas respecto del total de
proteinas, (nivel inferior al maximo permitido como aditivo por
CAA, punto 4.10.5), se detectd como valor medio el &3 % de 1la
proteina presente, con una dispersidon del 15 74 .

En el caso de los calentamientos drasticos, la resolucidn
disminuyd en forma acentuada, pero adun asi la soja es detectable
por ser el pico utilizado de bajo F.M. y de acuerdo a io visto en
la influencia del tratamiento térmico en protelnas de pescado,
las proteinas de menor F.M. son las menos afectadas por el calor.

La utilizacidn en estos casos de otros disruptores como DTT
o DTE no trae aparejado mejoras en la recsolucidn.

4.9 PROTEINAS DIFERENTES DE_SOJA UTILIZADAS EN_FPRODUCTOS CARNICOS

Dado que el perfil electroforético de las protelinas carnicas
es muy complejo con presencia continua de bandas en todos los
rangos de F.M., se estudid la posibilidad de detectar proteinas
diferentes de soja de uso corriente en chacinados.

Se estudiaron las siquiente proteinas: plasma vacuno congela-
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do, suero vacuno en polvo, hemoglobina vacuna en polvo, caseinato
de sodio, leche descremada en polvo, suero de leche en polvo,
gluten vy huevo entero en polvo. La muestra de plasma congelado,
se separaba al descongelarlo en una fraccidn sdlida con aspecto
de misculo liso, que se analizd por separado del liguido sobrena-—
dante.

Se realizd la electroforesis a 12,9 % de acrilamida y pH
8,80, por ser las condiciones elegidas para detectar proteinas de
soja en mezclas carne—-soja. Se corrieron todas las muestras, vy
una muestra de proteina carnica, una muestra de soja y una mezcla
patron de F.M.,

La proteina de soja se introdujo, vya que era necesario el
estudio de posibles superposicidn de picos de la protelna de soja
con el resto de las proteinas.

La protelina de huevo se estudid por ser un posible constitu-—
yente de embutidos, rellenos, milanesas preparadas, rebozador
industrial u otros productos caéarnicos.

Las resoluciones electroforéticas obtenidas se observan en
fig.32. La densitometria se realizd por duplicado, calculando el
FP.M. para cada banda (figuras I y 34).

De los pertiles electroforéticos y densitogramas
correspondientes, se observa:

- ninguna de las proteinas estudiadas interfiere con soja,
ya que no presentan ningun pico importante que se superponga con
el pico de F.M. 19.300 elegido para detectar soja en  productos
carnicos. De los picos de protelna de soja utilizados como con-
firmatorios, el de 52.000 D tampoco sufre superposicidng en
cambio el de 47.000 D aparentemente podria superponerse con uWno
de los picos importantes del plasma (albumina bovina de F.M.
66,000 D), y con un pico de F.M. levemente superior de proteina
de huevo.

- el suero, asi como las 2 fracciones del plasma, presentan
2 bandas principales de F.M. estimado 66.000 (albumina bovina) vy
S595.000, que se superponen con bandas de la carne par ser consti-
tuyentes naormales de las proteinas carnicas. En plasma aparece,
una banda de intensidad menor, de F.M,32.000, que coincide con la
banda de menor intensidad de la qglobina. El1 agreqado podria
evidenciarse por el aumento de dichas bandas con respecto a las
adyacentes (por ej. actina), pero solo serian delectables agrega-
dos importantes.

~ la proteina de la hemoglobina, globina, presenla una banda
muy intensa de F.M. estimado 14.000 y otra menos importante de
F.M. estimado 32.000. Esta proteina es por ello pertectamente
detectable, vya que las proteinas musculares son todas de FM
superiores a 14.500 D.

- las proteinas de huevo podrian ser detectables utilizando
los picos de alto F.M. estimados 100,000 y 67.000 D, ya que la
banda de F.M. 45.000 (ovoalbumina) se superpone con bandas de la
carne.

— la caseina presenta 3 bandas principales de F.M. 37.000,
28,000 vy 34.000 D, en orden decreciente de intensidadsy el suero
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Fig. 32: Resoluciones electroforéticas de extractos de proteinas
musculares y posibles agregados proteicos, a 12,6 % de acrilamida
pH 8,80. De izq. a der.: protelnas musculares (PM), plasma

(fraccidn coagulable) (P), plasma (sobrenadante) (P), suero vacu-
no (Su), globina (Go), huevo entero (H), soja (S0), caseinato
(C),leche (L), suero de leche (SL), gluten (G) y patrdn de P.M.

(PP.M.)'
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Fig. 33: Densitogramas de: globina, plasma, proteinas musculares.
Las flechas indican los pPicos principales en cada caso, a los que
se les calculd el P.M. El comienzo del gel de separacidn se
indica con la letra S.
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Fig. 34: Densitogramas de las siguientes proteinas: huevo entero,
gluten, 1leche y soja. Las flechas indican los picos principales
de cada protelna a los que se les calculd el P.M. El1 comienzo del
gel se separacidn se indica con la letra S.



lacteo presenta 2 bandas de F.M. 17.500 (B -lactoglobulina) vy
14.000 D ( o —lactoalbumina); en leche entera logicamente estan
presentes todas 1las bandas. Ninguna de las proteinas lacteas
serian detectables, ya que todas las bandas importantes se super-—
ponen con las proteinas carnicas.

- el gluten presenta bandas muy nitidas de alto FM y 2
bandas anchas de FM 43,000 y 35,000 D. Todas las bandas se super-—
ponen con proteinas carnicas.

La falta de interferencia de las demas proteinas con soja,
confirma los resultados hallados por distintos investiga-
dores:Benincasa en un sistema similar estudid la posible interfe—
rencia de proteinas lacteas, de huevo, pan y habas (111); Guy vy
col. descartaron 1la posible interferencia de coldageno, sangre,
plasma y huevos (114).

De acuerdo a lo visto en el punto 1.2.3, la deteccidn de
globina agregada en productos carnicos, es de gran interés desde
el punto de vista nutricional porque implica sustitucidn de
proteinas de buen V.EB. por otras de pésimo V.B. En cambio la
deteccidn de proteinas de soja en productos cérnicos, tiene mayor
importancia desde el punto de vista legal, vya que los precios de
los productos elaborados con soja texturizadadeberian ser muy
inferiores a los elaborados unicamente con carne vacuna/porcina.

Asi, las proteinas diferentes a las musculares que mas
interesaria detectar serian la globina y la souja, siendo ambas
detectables por este método de electroforesis.

For otro lado, de acuerdo a los perfiles electroforéticos
obtenidos con el presente sistema, es posible identificar
proteinas de sangre bovina (plasma& o suero y hemoglobina), huevo,
soja, proteina de leche de origen vacuno (incluyendo caselna o

suero lacteon) y gluten.
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4.10.1 MUESTRAS INDUSTRIALES COMFOSICION_CONOCIDA

A efectos de confirmar algunos de los resultados obtenidos,
se dispuso de 4 muestras donde se conocia exactamente la propor-—
civn de las distintas materias primas y tipo y porcentaje de
proteinas agregadas (sequn se detallo en Mat. y Met. 3.2.7):
hamburguesas con agregado de 2 % de aislado de soja y 9 % de
plasma congelado (H1); 2 muestras de salchichas de viena, una con
25 7% de plasma (S1) y otra con 2,1 Z de gluten (82); mortadela
con 2,25 % de gluten (M). '

Estas muestras se sembraron sin y con agregado de la pro-
teina extrinseca con que se elabord, para intensificar los picos
atribuibles a las mismas.

Se utilizaron como referencia carne vacuna, protelina de

soja, plasma, gluten y caseina.

Las resoluciones obtenidas se observan en figura 35; los
densitogramas representativos se observan en figura 36.
Comparando los perfiles de la carne con respecto a las mues-

tras, se observa:

— la soja es perfectamente detectable en estas muestras. Los
picos identificatorios se confirman por agregado de proteina de
soja en siembra paralela. Se observan claramente los picos de

F.M. 19.500 y 67.000 D, El1 pico de F.M, 5$52.000 D, si bien se
superpone con un pico de las proteinas carnicas, confirmando los
resultados hallados en sistema modelo, aumenta su intensidad

relativa en forma significativa al compararlo con el densitograma
de proteinas carnicas, siendo claramente atribuible a soja.

- el plasma no es detectable en la muestra con 9 7%, pero
puede observarse el aumento relativo de los picos respecto a 1la
actina en la muestra con 25 4 de plasma. En la muestra que
contiene soja y plasma, puede observarse que el pico de soja de
FP.M. 6&7.000 D aparece independientemente del pico de plasma de
F.M. 66.000 D, descartando la posible superposicidn que swgia de
las siembras de cada proteina por separado vy confirmando los
resul tados obtenidos en el sistema modelo carne-soja.

— si bien todos 1los picos del gluten se superponen con
proteinas carnicas, el pico de F.M. 35.000 D moditica la rela-
cion de los picos de menor F.M. adyacentes a la actina, ya que
estos decrecen en intensidad con el F.M. y en presencia de gluten
la relacidn se invierte apareciendo mas intensos los picos de
menor P.M. Sin embargo, el pico de P.M. 35.000 D del gluten, se
superpone con otra pico de F.M. similar de la caseina (fig.34),
por lo que en un producto terminado es dificultoso asegurar la
presencia de una u otra proteina.

Los resultados confirman la posibilidad de detectar sin
dificultad de la protelina de soja, siendo las proteinas de gluten
y de plasma de dificil deteccidn.
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Fig. 35: Resoluciones electroforéticas de muestras comerciales de
composicidn conocida y de proteinas utilizadas como referencia.
De izq. a der.: plasma (P); soja (So); protelinas musculares (PM);
mortadela elaborada con 2,25 % de gluten (M); idem con agregado
de gluten en la siembra (M +G); salchicha de viena con 2,1 % de
gluten (S2); 1idem con agregado de gluten en la siembra (S2+G);
hamburguesa con 9 % de plasma y 2 % de aislado de soja (H1); idem
con agregado de plasma y soja en la siembra (H1+P+So); salchicha
de viena con 25 % de plasma (E1); idem con agregado de plasma en

la siembra (S1+P); caseina (C); gluten (G); mezcla de caselna y
plasma (CP).
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Fig . 36a: Densitogramas de: proteinas musculares; hamburguesa ela-
borada con 2 % de aislado de soja y 9 % de plasma(Hl); idem con
agregado en la siembra de soja y plasma. Se indican con flechas
en distintos niveles los picos correspondientes a soja (So) vy
plasma (P).
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Fig.36b: Densitogramas de: salchicha de viena elaborada con 2,1 %
de gluten (S2); idem con agregado de gluten en la siembra; sal-
chicha de viena elaborada con 25 % de plasma (S1); idem con
agregado de plasma en la siembra. Se indican con flechas los
pPicos correspondientes a gluten (G) y plasma (P).
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Fig. 36c: Densitograma de mortadela elaborada con 2,25 % de
gluten (M); idem con agregado de gluten en la siembra (M+G).



4.10.2 PRODUCTOS COMERCIALES DE COMPOSICION DESCONOCIDA

FRODUCTOS SIN CALENTAMIENTO

Se analizaron 4 muestras de hamburguesas de distintas marcag
comerciales.

A) Extractabilidad

Los porcentajes de proteinas de las muestras desgrasadas vy
secas Yy los porcentajes de extractabilided se observan en la
tabla 10.

TAEBLLA 10: FORCENTAJE DE EXTRACTAEIL.IDAD FPROTEICA DE FRODUCTOS
COMERCIALES SIN CALENTAMIENTOS3 Y FREGENCIA DIZ SOJA/HEMOGLOEINA,
2 IR R R R R Y R Y S I AR F R IR R R SR A X R X 2L

Froteina* Extractabilidad Fresencia de Frosencia de
SOJa Hb
H2 77,9 100 Mo Mo
HZE 70,8 2,6 No No
H4 &LO,61 bH7,7 Si N
HS 78,22 74,8 N No

# Muestra desgrasada y seca.
S I L R IR T AT IR R R R R Y I I T T E RS S A R R I SRR R R T e

El valor medio de la extractabilidad para las 4 mnuestras
fue de X = 81,28 con s = 13,89 v C.V. = 17,09 4 .

Se observa que los porcentajes obtenidoas fueiron muy wvaria-
bles y en algunns casos muy inferiores a los obtenidos para Zarne
sala.

B) FERFILES DOBRTENIDOS

£ 2

Las muestras se sembraron en placas de & y 2 lugares,
compardndose con proteinas de carne vacuna y piroteina de soja. Se
observan los densitogramas correspondiente en la figura E7.

Se puede observar la ausencia del pico de soja de UM
19.500 D en las muestras HZ, HI y HS, destacdndose en dicha zona
de F.M. el valle caracteristico de las proteinas musculares. En
cambio, la muestre H4 presenta todos los picos atribuibles a goja
en concentracidn apreciable. En esta muestra, adn el pico de F.M.
3I2.500 D que se habla descartado para deteccidon de coja en siste-
ma modelo por superpone con bandas mayoritarias de las protelnas
muscul ares (punto 4.5.2), tambien aparece muy intensificado.

En ninguna de 1las 4 muestras se ohserva el pico atribuible a
globina.

FRODUCTOS CON CALENTAMIENTO

De acuerdo a lo detallado en Mat.y Met. punto 3.2.7 ae
utilizaron salchichas de viena y frankfurt, chorizo tipo aleman vy
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Fig. 37: Densitogramas de hamburguesas de distintas marcas comer-
ciales. Las cantidades sembradas fueron: H2: 46,4ug; H3:38,4 ug;

H4:27,3 ug; H5: 38,4 ug. Se indican con flechas los picos atri-
buibles a soja en H4.



lomo de cerdo.

A) Extractabilidad

Los porcentajes de protelnas de la muestra desgrasada y seca,
junto con el porcentaje de extractabilidad, se encuentran en la
tabla 11.

TABLA 11: FORCENTAJE DE EXTRACTABILIDAD FROTEICs PE FRUDUCTOS
COMERCIALES CALENTADOS Y FRESENCIA DE SOJA/HEMUGLOBIMA.

(2R X TSI LTI LTI LS TS L LSS LI IL LIS SLI SIS LSRR L T EET SR L L L X 5L L X 2 %3
Tipo de Froteina Extractabilidad Soja " Hb
chacinado

Chorizo
tipo aleman Chi 81,32 BO,15 no si
Cha &7,86 84,00 S1 no
Salchicha &3 58,72 68,8 dudoso* si
de viena
" s4 55,32 74,3 si
Salchicha
de viena
(c.vacuna) 8595 54,28 82,65 si
Salchicha
de viena Sé6 SEH,06 80,9 si s1
s7 46,469 84,05 si si
S8 88,66 76,55 dudoso#* =91
89 45,01 76,20 no no
S10 35,51 75,00 dudoso*#* no
Salchicha
frankturt Si11 71,79 88,5 no si
S12 57,78 81,14 no no
lLomo de cerdo L 71,11 98,77 dudoso* no

* se confirma presencia por agregado de pequetra cantidad de soja
** " " El.LlSErlCi a " " " " 1 " "

R R I R R Yy T R Y Y Y R I R R T
Fara las 12 muestras (excluyendo el lomd de cerdo) se

obtiene un valor medio de extractabilidad de X = 79,32 con s =
S37 y C. V. = 6,77 % .
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E) FERFILES OBTENIDOS

Las muestras se sembraron por duplicado en placas de 12,5%
de acrilamida, con capacidad para & y 12 muestras en cantidades
entre 30 y 50 ug.

Las resoluciones obtenidas se observan en las figquras I8 y 39
y los densitogramas se observan en las figuras 40, 41 y 42,

Tanto en la observacidn directa de las placas, como en los
densitogramas se observa la excelente resolucidn obtenida en todo
el rango de F.M. y en particular en la zona donde aparece el pico
de soja de P.M.192.500 D,

En algunas muestras, por abservacidn directa de la placa
se deduce claramente ausencia (ej. Si11, Chi ) 0 presencia (Ch2
85, 66, §E7) de soja. 0Otras muestras en placa parecerian no
contener saja, pero en el densitograma no aparece claramente el
valle correspondiente (8%, 58, 52, Ch2).

Al repetir las siembras de algunas de estas muestras dudosas
aumentando la cantidad sembrada (40 ug.), se observan claramente
los picos atribuibles a soja (ej. S3), los cuales se confirman
por agregado de protelna de soja (figura 43).

En cambio en la muestra S10, se puede observar mas claramen-
te la ausencia de proteina de soja, lo cual se confirma por
aparicion de nuevos picos con el agregado de soja (figura 44).

De las 3 muestras dudosas, en 4 se confirmd la presencia de
soja en cantidades no cuantificables, yva que no es pnosible calcu-
lar el area del pico F.M. 19.500 D, por lo que se presume su
agregado al nivel de aditivo.

Una de las muestras dudosas fue el lomo de cerdo (figuras 42
y 45). En este caso se compar6 con proteina de carne porcina,
(aunque estas proteinas no presentan diferencias de resolucidn
con proteinas de carne vacuna en esta zona de F.M.segun se vid en
4.7.2). Se sembrd también la muestra y la proteina de cerdo con
baja proporcidn de agregado de proteina de soja (1 ug). En 1la
muestra de lomo de cerdo se observa un leve aumento del pico de

F.M. 12.500 D y aumento del pico de &7,000 D. En la muestra de
carne porcina se observa unicamente la aparicidn del pico de F.M.
&7.000 D. Se detectd asi la presencia de soja en un producto de

pieza @ntera.

En la mayoria de las muestras sometidas a tratamiento térmi--
co, aparecid un pico de F.M.inferior a la mioglobina, atribuible
a globina de acuerdo a lo visto en proteinas diferentes de soja
(punto 4.9).

En ninguno de los densitogramas correspondiente a muestras
de hamburguesas se observa dicho pico (figura 37).

4.10.7% CUANTIFICACION DE _SOJA FPRESENTE

Dado que en los productos cdrnicos la proteina de soja se
encuentra en mezclas complejas camo las musculares, se estudid el
error del método de cuantificacidn de saja. Fara ello dos 2
muestras gque no contenian proteina de soja, con y sin calenta-

miento (S11 vy HZY respectivamente), se sembrarocn sin y con el
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