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RESUMEN. Con el fin de establecer el nivel de deteccién de materias
primas proteicas en mezcla con carne porcina en jamones cocidos
se realizd la extraccién de proteinas de diversos sistemas modelo y
la posterior separacién por electroforesis en gel de poliacrilamida,
segiin el sistema de Laemmli (SDS-PAGE). Se estudiaron sistemas
modelo de jamones cocidos con aislado de soja, caseinato, leche en
polvo descremada, plasma bovino, plasma porcino y suero lacteo. El
" nivel de cuantificacién del método fue de 0,5% de aislado de soja, de
caseinato y de plasmabovino y de 1,0% de plasma porcino, de leche
en polvo descremada y de suero lacteo en jamones cocidos. De
acuerdo con estos resultados esta metodologia resulta (til para
controlar el agregado de ciertas materias primas proteicas por lo que
resulta valida para verificar el cumplimiento de lalegislacion vigente
para salazones cocidas y puede ser utilizada como metodologia de
control.
Palabras clave: SDS-PAGE, proteinas, jamén cocido, identificacién,
electroforesis.

INTRODUCCION

La Resolucién SENASA N° 395/03 establece que los
jamones, paletas y lomos de cerdo cocidos no deben incluir
en su formulacién sustancias amildceas ni aislados proteinicos
de soja (1). El Boletin Oficial N° 30676 del 16 de junio de
2005 incorporé modificaciones en el Cédigo Alimentario
Argentino estableciendo que el jamén cocido (art. 294), la
paleta cocida (art. 296) y el lomo de cerdo cocido (art. 297
bis) no pueden contener proteinas agregadas ni otros
extensores, permitiendo el agregado de proteinas de soja segtin
el limite para chacinados (2% de aislado de soja) inicamente
para “fiambre de cerdo cocido” (art. 360 bis) (2). En la
elaboracién de los productos carnicos es frecuente el agregado
de proteinas extrinsecas debido a que sus propiedades
funcionales mejoran las caracteristicas organolépticas y el
rendimiento de este tipo de productos (3). Las proteinas de
soja son las que se agregan con mayor frecuencia pero muchos
productos pueden contener no s6lo proteinas vegetales sino
también otras materias primas proteicas.

Si bien en Argentina la metodologia propuesta para el
control del agregado de soja en salazones cocidas es un método
de ELISA, el mismo tiene un costo excesivamente elevado, lo
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que hace que sea de muy dificil aplicacién por los organismos
de control. Esta circunstancia, sumada al hecho de que ese kit
comercial inicamente permite detectar proteinas‘de soja, hace
que sea necesario contar con una metodologia mas econémica
que permita la deteccién de diversas materias primas proteicas
frecuentemente agregadas a las salazones cocidas. Entre las
materias primas proteicas que se comercializan para ser
utilizadas en la industria carnica se encuentran ademas de las
proteinas de soja, plasma bovino, plasma porcino, diversas
materias primas de origen lacteo como por ejemplo leche en
polvo, suero licteo y caseinatos, mezclas de plasma bovino
con proteinas licteas y “mezclas proteicas” que contienen
caseinato de sodio, lactoalbiimina, proteinas de cerdo
deshidratadas y aislado de soja, entre otros. Estas materias
primas proteicas actiian como agentes de retencién de agua y
emulsionantes de grasa; mejoran la liga durante el masajeo,
permiten obtener muy buena coagulacién durante la coccién
y confieren brillo y humectacién al producto terminado.

En trabajos previos, utilizando electroforesis en gel de
poliacrilamida con dodecilsulfato de sodio, se establecié el
nivel de detecci6én de proteinas de soja en mezcla con carne
vacuna utilizando una solucién extractiva de proteinas totales;
y de harina de trigo, leche en polvo y caseinato en mezcla con
carne vacuna utilizando un solvente selectivo para prolaminas
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y caseinas, el isopropanol 55° + 2% 2-mercaptoetanol (ISO
55° + 2-ME) (4-8).

En el presente trabajo se estudié la posibilidad de detecci6n,
mediante esta metodologia, de diversas materias primas
proteicas (aislado de soja, plasma bovino, plasma porcino,
leche en polvo descremada, caseinato y suero licteo) en
sistemas modelo de jamones cocidos y se establecieron los
niveles de deteccién y de cuantificacién en cada caso.

MATERIALES Y METODOS

Muestras

Sistemas modelo

Jamones cocidos con aislado de soja: 0,5%;1,0% y 2,0%
de aislado de soja.

Jamones cocidos con plasma bovino: 0,5%; 1,0% y 2,0%
de plasma bovino.

Jamones cocidos con plasma porcino: 0,5%; 1,0% y 2,0%
de plasma porcino.

Jamones cocidos con leche en polvo descremada: 1,0%,
2,0% y 3,0% de leche en polvo descremada.

Jamones cocidos con caseinato: 0,5%; 1,0% y 2,0% de
caseinato.

Jamones cocidos con suero licteo: 0,5%; 1,0% y 2,0%
de suero lacteo. — -

Los niveles agregados de las materias primas proteicas son
los de uso habitual en la industria c4rnica.

Para que todas las piezas a analizar fueran representativas
se procedi6 a elaborar los jamones de tal forma de lograr una
correcta y homogénea distribucion de los distintos ingredien-
tes a determinar, como se describe mas adelante.

Se utilizaron como controles aislado de soja, plasma bo-
vino, plasma porcino, caseinato, leche en polvo descremada,
suero licteo y jamén cocido sin agregado de ninguna materia
prima proteica.

Las preparaciones fueron elaboradas con carne porcina,
agua e ingredientes secos: sales, polifosfatos, eritorbato de
sodio y glutamato de sodio, adema4s de las materias primas
proteicas mencionadas anteriormente y agregadas a los dis-
tintos tipos de jamones. La preparacion se realizé de la si-

guiente manera: se colocaron en una cutter Seydelmann los -

cortes cdrnicos junto con el 50% de los ingredientes secos y
el 50% del agua, se mezclé 5 minutos y se agregaron los
ingredientes restantes, se continué mezclando y se agregd el
resto del agua, mezclando aproximadamente 10 minutos més.
Se control6 que la temperatura no superara los 12°C. Una vez
que se logré un correcto mezclado se embutieron los jamones
Yy se colocaron en un horno industrial Alkar a inyeccién a va-
por por 2 horas hasta llegar aproximadamente a los 74°C en

el centro de la pieza.

Anadlisis de las muestras

Desgrasado/deshidratado de las muestras

El desgrasado/deshidratado de las muestras previamente
molidas se realizé con acetona. Se suspendié la muestra en
relacién 1/10 con acetona y se homogeneiz6 en VirTis mode-
lo 23 a baja velocidad durante 5 minutos. Posteriormente se
centrifugd a 1200 rpm durante 20 minutos y se descarté el
sobrenadante. Las muestras fueron desgrasadas con acetona
dos veces.

Extraccién de proteinas

La extraccién de proteinas totales se realizé con buffer
Tris-HC10,0625M (pH: 6,8) con 3% de dodecilsulfato de sodio
(SDS) y 2% de 2-mercaptoetanol por calentamiento en bafio
de agua a 100" C durante 5 minutos con agitaci6n y posterior
centrifugacién a 2500 rpm durante 15 minutos. Se pesaron
30 mg de muestra desgrasada/deshidrata con acetona de cada
sistema modelo y de cada materia prima proteica control y se
extrajeron con 2 mL de solucién extractiva.

La extraccién de caseinas de los jamones que contenian
caseinato o leche en polvo descremada, de leche en polvo y
de caseinato, se realizé con isopropanol 55 % (v/v) + 2% de
2-mercaptoetanol (ISO 55° + 2-ME). De cada sistema mode-
lo se pesaron 350 mg de muestra desgrasada deshidrata con
acetona, de leche en polvo descremada se pesaron 80 mg y de
caseinato 50 mg, en todos los casos la extraccién se efectué
con 2 mL deISO 55°+ 2-ME. Las mezclas se homogeneizaron
en VirTis modelo 23 a baja velocidad durante 5 minutos, se
dejaron en reposo 1 hora y se agitaron nuevamente en
homogeinizador durante 5 minutos. Luego se centrifugaron
15 minutos a 2500 rpm.

Electroforesis

Se utilizé basicamente el sistema de Laemmli (9). Se
trabajé con placas de geles de poliacrilamida en sistema dis-
continuo, con gel de separacién (poro fino) y gel de concen-
tracién (poro grueso). El gel de separacién se preparé con
10% de acrilamida en una solucién 1,5 M Tris-CIH con
0,4% de SDS (pH: 9,2). El gel de concentracién se preparé
con 3% de acrilamida en una solucién 0,5 M Tris-CIH con
0,4% de SDS (pH: 6,8).

Para la siembra de los extractos de proteinas totales y de
proteinas solubles en ISO 55° + 2-ME de los sistemas mode-
los de jamones cocidos se realizaron en cada caso las siguien-
tes mezclas:

- 1 volumen de extracto de proteinas totales de la muestra
+ 1/2 volumen de glicerina 50% + 1/2 volumen de solucién
de azul de bromofenol (0,001% en agua).

- 1 volumen de extracto de proteinas solubles en ISO 55°
+ 2-ME de la muestra.
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+ 1 volumen de glicerina 50% + 1/10 volumen de so-
lucién de azul de bromofenol (0,001% en agua).

Para la siembra de los extractos de proteinas totales de
aislado de soja, plasma bovino, plasma porcino, leche en pol-
vo descremada y suero l4cteo se realizaron en cada caso las
siguientes mezclas:

- 1/6 volumen de extracto de proteinas totales de la mues-
tra+ 1 volumen de glicerina 50% + 1 volumen de solucién
de azul de bromofenol (0,001% en agua).

Para la siembra de los extractos de ISO 55° + 2-ME de
leche en polvo descremada y de caseinato se realizaron en
cada caso las siguientes mezclas: '

- 1 volumen de extracto de proteinas solubles en ISO 55°+
2-ME de la muestra '

+ 3 volimenes de glicerina 50% + 1/3 volumen de
'solucién de azul de bromofenol (0,001% en agua).

Las alicuotas sembradas fueron de 5 uL para los extractos
de proteinas totales y de 20 ul para los extractos de proteinas
solubles en ISO 55°+ 2-ME.

La electroforesis se realiz6 con equipo “Mini-Protean II
Electrophoresis Cell” de BioRad a 180 V durante 40 minutos.
La tincién se realizé con Coomassie Brilliant Blue R 250 al
0,25% en solucién metanol 50% y 4cido acético 9% durante
30 minutos. La destincién de las placas se realiz6 por difu-
sién con solucién etanol 50% vy 4cido acético 9% durante
aproximadamente 2 horas con renovacién constante. En to-
dos los casos las placas se conservaron en solucién de dcido
acético 7%.

La densitometria de las resoluciones proteicas de las dis-
tintas muestras se realiz6 con equipo Shimadzu Dual -
Wavelength Chromatogram Scanner Model CS - 910. Se tra-
baj6 con longitud de onda de mdxima absorcién de 550 nm.
La adquisicién de datos se realiz6 con el programa
Chromatography Station CSW de DataApex Ltd.

Se consider6é como limite de deteccién la menor concen-
tracién de una materia prima proteica agregada que puede
ser detectada por electroforesis por la aparicién de bandas
caracteristicas de dicha materia prima proteica y como limite
de cuantificacién la menor cantidad agregada a partir de la
cual se puede efectuar la cuantificacién utilizando sistemas
modelos con agregado de distintos niveles de la materia pri-
ma proteica en cuestion.

RESULTADOS Y DISCUSION

Sistemas modelo jamones cocidos con agregado de aislado
de soja

Del anilisis de las muestras con agregado de soja surge
que es posible detectar la presencia de proteinas de soja en
mezcla con proteinas de carne de cerdo en los tres niveles
agregados. En la Figura 1 se presentan los densitogramas co-
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rrespondientes a las muestras jamén cocido control, jamén
cocido con 0,5% de aislado de soja, jamén cocido con 1,0%
de aislado de soja, jamén cocido con 2,0% de aislado de soja
y de aislado de soja analizadas con solucién extractiva de pro-
teinas totales. Se sefialan en los densitogramas de los siste-
mas modelo y de aislado de soja los picos S1 y S2 caracteris-
ticos de proteinas de soja que permiten detectar la presencia
de soja en mezcla con proteinas de carne de cerdo. Dichos
picos se incrementan al aumentar el porcentaje de aislado de
soja agregado. El pico S3 de la soja también se observa en los
densitogramas de los sistemas modelos, sin embargo su in-
cremento no es tan evidente como el de los picos S1y S2. A
medida que aumenta el porcentaje de soja se observa un au-
mento relativo de S3 respecto de los picos de carne que se
encuentran a ambos lados de dicho pico.

: FIGURA 1
Densitogramas correspondientes a proteinas totales de las
muestras jamén cocido control, jamén cocido con 0,5% de
aislado de soja, jamén cocido con 1,0% de aislado de soja,
jamén cocido con 2,0% de aislado de soja y aislado
de soja, separadas por SDS-PAGE. S1, S2y S3:
picos caracteristicos de proteinas de aislado de soja.
C1 y C2: picos caracteristicos de proteinas
de carne de cerdo
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Se graficaron las relaciones de 4reas de picos de soja
(S1+S2 y S1+S2+8S3) / areas de picos de carne de cerdo que
no se superponen a picos de soja (C1+C2) en funcién del %
de aislado de soja agregado. La mejor correlacién se obtuvo
graficando 4reas de S1+S2/areas de C1+C2 en funcidn del
% de aislado de soja agregado. La correlacién obtenida fue
R*de 0,998.

En mezcla con aislado de soja el limite de deteccién y de
cuantificacién es de 0,5%.
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Sistemas modelo jamones cocidos con agregado de plas-
ma bovino o plasma porcino

Con el agregado de plasma porcino o de plasma bovino se
observan las mismas modificaciones en los densitogramas de
la carne porcina. Esto se debe a que el plasma porcino y el
plasma bovino presentan pricticamente el mismo patr6n
electroforético, diferencidndose tinicamente en la intensidad
de las bandas. El plasma porcino presenta bandas de menor
intensidad que el plasma bovino.

Del andlisis de las muestras con agregado de plasma bovi-
no surge que es posible detectar la presencia de proteinas de
plasma bovino en mezcla con proteinas de carne de cerdo en
los tres niveles agregados. En la Figura 2 se presentan los
densitogramas correspondientes a las muestras jamén cocido
control, jamén cocido con 0,5% de plasma bovino, jamén

cocido con 1,0% de plasma bovino, jamén cocido con 2,0% -

de plasma bovino y de plasma bovino analizadas con solu-
cién extractiva de proteinas totales. Se sefialan en los
densitogramas de los sistemas modelo y de plasma bovino
los picos P1 y P2 caracteristicos de proteinas de plasma bovi-
no que permiten detectar la presencia de esta materia prima
en mezcla con proteinas de carne de cerdo. Dichos picos se
incrementan al aumentar el porcentaje de plasma bovino
agregado.

Se graficé la relacién de 4reas de picos de plasma bovino -

(P1+P2)/4reas de picos de carne de cerdo que no se superpo-
nen a picos de plasma bovino (C1+C2) en funcién del % de
plasma bovino agregado. Se observé que existe muy buena
correlacién siendo el R? de 0,9975.

En mezcla con plasma bovino el limite de deteccién y de
cuantificacién es de 0,5%.

‘Como resultado del anélisis de los sistemas modelo con
agregadode plasma porcino se observé que con el agregado
de 0,5% de plasma porcino no resulta tan evidente la presen-
cia de esta materia prima proteica por la menor intensidad de
los picos caracteristicos, pero si se detecta claramente la
presencia de 1,0% y 2,0% de plasma porcino, observandose
una buena correlacién cuando se grafica la relacién de areas
de picos de plasma porcino (P1+P2)/4reas de picos de carne
de cerdo que no se superponen a picos de plasma porcino
(C1+C2) en funci6n del % de plasma porcino agregado, sien-
do el R? de 0,9984. Con esta materia prima proteica el limite
de cuantificacién es 1,0%.

Debe mencionarse que si se desconoce cudl es la materia
prima proteica agregada (si es plasma bovino o plasma porcino)
no hay posibilidades de establecerlo a través del anilisis
electroforético. Con el agregado de plasma bovino los picos de
plasma (P1 y P2) aparecen mds intensos que cuando se agrega
igual concentracién de plasma porcino pero al ser los mismos
picos no es posible distinguir el origen de la materia prima.

Ante el andlisis de una muestra inc6gnita si la misma pre-
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senta picos caracteristicos de plasma es posible realizar la
cuantificacién y expresar los resultados obtenidos en porcen-
taje de plasma bovino o porcino segiin los sistemas modelo
utilizados.

FIGURA 2
Densitogramas correspondientes a proteinas totales de las
muestras jamén cocido control, jamén cocido con 0,5% de
plasma bovino, jamén cocido con 1,0% de plasma bovino,
jamoén cocido con 2,0% de plasma bovino y plasma
bovino, separadas por SDS-PAGE. P1yP2:
picos caracteristicos de plasma vacuno. C1 y C2:
picos caracteristicos de proteinas de carne de cerdo
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Sistemas modelo jamones cocidos con agregado de leche
en polvo descremada

De acuerdo con resultados previos el isopropanol 55° +
2% de 2-mercaptoetanol (ISO 55° + 2-ME) resulta de utilidad
para extraer caseinas en mezcla con proteinas cérnicas, ya
que las proteinas cirnicas son muy poco solubles en este sol-
vente mientras que las casefnas presentan una buena extrac-
cién (7,8). Por este motivo se analizaron estos sistemas mo-
delo con ISO 55° + 2-ME.

En la Figura 3 se presentan los densitogramas correspon-
dientes a las muestras jamén cocido control, jamén cocido
con 1,0% de leche en polvo, jamén cocido con 2,0% de leche
en polvo, jamén cocido con 3,0% de leche en polvo y de le-
che enpolvo analizadas con ISO 55° + 2-ME. En los respec-
tivos densitogramas se observa que el agregado de 1,0% de
leche en polvo se puede detectar ya que se observan clara-
mente los picos correspondientes a caseinas (Cal y Ca2), di-
chos picos se incrementan con el aumento de leche agregada.
Es posible graficar las dreas de picos caracteristicos de caseinas
en funcién del % de leche agregado y se obtiene una buena
correlacién R2: 0,9967.

De acuerdo con los resultados obtenidos es posible detec-
tar el agregado de leche en las muestras de jamones en los
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niveles analizados e incluso se presume que es posible detec-
tar cantidades menores aiin (8).

FIGURA 3

Densitogramas correspondientes a proteinas solubles en

ISO 55° + 2-ME de las muestras jamén cocido control,
jamén cocido con 1,0% de leche en polvo, jamén cocido

con 2,0% de leche en polvo, jamén cocido con 3,0%
de leche en polvo y leche en polvo descremada, separadas
por SDS-PAGE. Cal y Ca2: picos caracteristicos
de leche en polvo
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Sistemas modelo jamones cocidos con agregado de

caseinato

Estas muestras fueron analizadas con ISO 55° + 2-ME. En
la Figura 4 se presentan los densitogramas correspondientes a
las muestras jamén cocido control, jamén cocido con 0,5%
de caseinato, jamén cocido con 1,0% de caseinato, jamén
cocido con 2,0% de caseinato analizadas con ISO 55° + 2-
ME. En los tres jamones con agregado de caseinato se obser-
van claramente las bandas correspondientes a caseinas (Cal
y Ca2), incluso cuando se agrega 0,5% de caseinato. En estas
muestras también hubo una buena correlacién cuando se
grafic6 dreas de picos caracteristicos de caseinas en funcién
del porcentaje de caseinato agregado (R* 0,9207). Al igual
que en las mezclas con leche seria posible detectar cantidades
menores de caseinato agregadas (8).

Tanto en los jamones con agregado de leche como en los
jamones con agregado de caseinato lo que se observa en los
respectivos densitogramas son los picos caracteristicos de
caseinas. Por este motivo si en una muestra incégnita se
visualizan picos caracteristicos de caseinas no es posible con-
firmar si lo que se le agregé fue leche o caseinato. Se puede
realizar una cuantificacién de caseinas utilizando sistemas
modelo con caseinato o con leche y expresando los resulta-
dos en porcentaje de caseinas.

LOPEZ et al.

FIGURA 4
Densitogramas correspondientes a proteinas solubles en
ISO 55° + 2-ME de las muestras jamén cocido control,
jamén cocido con 0,5% de caseinato, jamén cocido con
1,0% de caseinato, jamén cocido con 2,0% de caseinato
y de caseinato, separadas por SDS-PAGE. Cal y Ca2:
picos caracteristicos de caseinato
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Sistemas modelo jamones cocidos con agregado de suero
lacteo

Del andlisis de las muestras con agregado de suero lacteo
surge que es posible detectar la presencia de proteinas de
suero lacteo en mezcla con protefnas de carne de cerdo cuan-
do se agrega 1,0% y 2,0% de suero licteo. No es posible
detectar el agregado de 0,5% de suero lacteo. En la Figura 5
se presentan los densitogramas correspondientes a las mues-
tras jamén cocido control, jamén cocido con 0,5% de suero
lacteo, jamén cocido con 1,0% de suero lacteo, jamén coci-
do con 2,0% de suero lacteo y de suero lacteo analizadas con
solucién extractiva de proteinas totales. En los densitogramas
de las muestras analizadas y de suero licteo se sefialan el
pico SL caracteristico de proteinas de suero licteo que per-
mite detectar la presencia de esta materia prima en mezcla
con proteinas de carne de cerdo. Dicho pico se incrementa
con el agregado de 1,0% y 2,0% de suero lacteo.

Se graficé la relacién de areas de picos de suero lacteo
(SL)/4reas de picos de carne de cerdo que no se superponen
a picos de suero lacteo (C1+C2) en funcién del % agregado,
para las muestras de jamén sin agregado, con agregado de
1,0% y de 2,0% de suero licteo. Se observé que existe muy
buena correlacidn siendo el R? de 0,9868.

En mezcla con suero licteo el limite de deteccién y de
cuantificacién es de 1,0% de suero licteo. Por debajo de 1,0%
se podria presumir la presencia de suero licteo pero no cuan-
tificar.
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FIGURA 5
Densitogramas correspondientes a proteinas totales de las
muestras jamén cocido control, jamén cocido con 0,5% de
suero licteo, jamén cocido con'1,0% de suero lacteo, jamé6n
cocido con 2,0% de suero licteo y de suero lacteo,
separadas por SDS-PAGE. SL.: picos caracteristicos
de suero lacteo. C1 y C2: picos caracteristicos
de proteinas de carne de cerdo

Voltage [mV}

Al i Jamén cocido con
.l ,L . /s\ 2,0% de suero ldcted
e A I 1
v'\JI\\ NAVANY \/\'l

¥ i w 'i,\
) AP
A Mm foro

[ 1 2 3 4
Time [min.]

De acuerdo con los resultados obtenidos en el presente traba-
jo en una misma muestra es posible detectar y cuantificar con
solucién extractiva de proteinas totales la presencia de protei-
nas de soja, de plasma y de suero licteo dado que cada una de
‘estas materias primas proteicas presentan picos caracteristi-
cos que no se superponen entre si. Ademaés en dicha muestra
utilizando un solvente selectivo (ISO 55° + 2-ME) es posible
detectar y cuantificar la presencia de proteinas caseinas.

‘\’/\"\,,,,f/ /\\ Jamdn cocido con

CONCLUSIONES

El nivel de cuantificacién del método fue de 0,5% de ais-
lado de soja, de caseinato y de plasma bovino y de 1,0% de
plasma porcino, de leche en polvo descremada y de suero l4c-
teo en jamones cocidos. De acuerdo con estos resultados esta
metodologia resulta itil para controlar el agregado de diver-
sas materias primas proteicas en salazones cocidas.

Dado que la legislaci6n actual prohibe la incorporacién de
proteinas agregadas u otros extensores en la elaboracién de
jamones, paletas y lomos de cerdo, se propone esta metodolo-
gia como una de las posibles para efectuar el control de este
tipo de productos. :
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