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I.1 INTRODUCCION

La carne es considerada la fuente de proteinas de mayor calidad tanto por sus
caracteristicas nutricionales como por su apreciado sabor. Ademds de la musculatura
esquelética de los animales de sangre caliente, lo que se conoce como carne en sentido
estricto, encuentran también utilidad como alimento otras partes que la acompafian como
la grasa, las visceras o la sangre. Las definiciones de carne pueden ser muy diferentes entre
si dependiendo del objetivo de las mismas. Asi, desde el punto de vista legal, el concepto
de carne incluye todas las partes de los animales de sangre caliente utilizadas por el
hombre para su alimentacién, mientras que en lenguaje coloquial, carne es solamente el

tejido muscular esquelético acompafiado de mas o menos grasa [1].

Las carnes pueden ser rojas (generalmente de mamiferos adultos) o blancas
(mamiferos jévenes y aves). Segtin su contenido en lipidos, pueden ser magras o grasas.
Ademas de estas clasificaciones, se suele distinguir claramente entre carnes de primera
(tejido muscular predominante), de segunda (tejido muscular con algo de grasa y de tejido

conjuntivo) y de tercera (mucha grasa y bastante tejido conjuntivo).

Las proteinas son los constituyentes mas importantes de la carne y representan casi
un 20 % del peso del tejido muscular. Las proteinas son polimeros de aminoécidos que
desempefan distintas funciones. Asi, en primer lugar, dan lugar a enzimas que catalizan
reacciones bioquimicas que sustentan la vida. El tejido muscular también contiene grandes
cantidades de proteinas involucradas en el proceso de la contraccion muscular.
Finalmente, como la composicién aminoacidica de las proteinas procedentes de los
animales es similar a la del tejido muscular humano y el musculo constituye casi un 50 %
del peso de nuestro cuerpo, las proteinas de la carne son una excelente fuente de
aminoacidos necesarios para el crecimiento, reparacion y mantenimiento del organismo.
Por todo ello, es necesario determinar el contenido en proteinas de la carne con el fin de
determinar su composicion y su adecuacién para satisfacer las necesidades nutricionales,
para formular productos derivados, para cumplir las normativas legales y para investigar

el papel de proteinas especificas en alimentos y procesos biolégicos [2].
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Muchas de las propiedades gastronémicas o nutricionales de la carne, tales como la
textura, su comportamiento tras la coccién o la conservacién o la pérdida de jugos de la
carne estan estrechamente ligadas a la estructura proteica del musculo. Por lo tanto,
conocer esta estructura y sus reacciones presenta un gran interés desde el punto de vista

tecnologico [3, 4].

I.1.1 Estructura y composicion del tejido muscular

Los musculos se clasifican en funcién de su estructura en musculos estriados, que
constituyen entre el 30 y el 40 % de la masa del animal (musculos del esqueleto y
cardiacos) y musculos lisos, que estan presentes en las paredes de los vasos sanguineos e
intestino. La carne corresponde a los musculos estriados y éste serd el tipo de musculo del

que se hablara en adelante [5].

El musculo estd formado principalmente por fibras musculares ordenadas de forma
paralela, tejido conjuntivo que lo rodea y contiene los vasos sanguineos y nervios, y tejido
lipidico. Cada fibra muscular es una célula gigante que mide de un milimetro a varios
centimetros de longitud y de 10 a 100 pm de didmetro. Las fibras estdn a su vez,
constituidas por manojos de cuerpos filamentosos también orientados paralelamente que

se denominan miofibrillas. Cada manojo de miofibrillas estd recubierto por el sarcoplasma

[5].

La composiciéon quimica del tejido muscular depende de la especie animal de la que
se trate, la raza, la edad, la regién de procedencia y el procedimiento utilizado en su
sacrificio. Como promedio, el musculo contiene de 55 a 78 % de agua, de 15 a 22 % de
proteinas, de 1 a 15 % de lipidos, de 1 a 2 % de glacidos y en torno a un 1 % de sales
minerales. Estas cifras indican que las proteinas representan del 50 al 95 % de la materia

organica de la carne.

Las proteinas que contiene el musculo se clasifican en tres grupos en funcién de su

localizacién [6]: proteinas miofibrilares, proteinas sarcoplasmaticas y proteinas del
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estroma. Las proteinas incluidas dentro de cada grupo junto con su masa molecular y el

porcentaje que representan respecto a las proteinas totales se recogen en la Tabla I.1.

Las proteinas miofibrilares representan mas del 50 % de las proteinas totales del
musculo siendo la miosina (27 %) y la actina (11 %) las proteinas mayoritarias de este
grupo. Estas proteinas presentan un gran interés desde el punto de vista tecnolégico
puesto que influyen en la calidad culinaria y, por tanto, en la comercializacion de la carne.
Asi, estas proteinas son responsables de la capacidad de retenciéon de agua, de las
propiedades emulsionantes o de la textura de la carne. Ademads, estas proteinas contienen
cantidades importantes de aminoéacidos esenciales y contribuyen, en mas del 70 % al
aporte proteico debido al consumo de carne. Las proteinas miofibrilares participan en la
funciéon contractil del musculo, son casi siempre extraibles en disoluciones salinas de

fuerza iénica baja pero aproximadamente la mitad de ellas son extraibles en medio acuoso.

Las proteinas sarcoplasmaticas constituyen entre el 30 y el 35 % de las proteinas
totales del musculo del esqueleto y algo mas del musculo cardiaco. Son un conjunto
heterogéneo de varias centenas de proteinas diferentes que contienen todas las enzimas
que participan en la glicolisis asi como numerosas enzimas asociadas al metabolismo de
los glticidos y proteinas. La pigmentacién roja de los musculos de los vertebrados se debe
principalmente a la mioglobina siendo la hemoglobina la segunda causa del color rojo de
los productos cérnicos. Estas proteinas son solubles y extraibles con agua o disoluciones

salinas diluidas.

Las proteinas del estroma constituyen un 10-15 % del contenido total de proteinas
del musculo y engloban a las proteinas del sarcolema, del reticulo sarcoplasmaético,
membranas mitocondriales asi como las proteinas del tejido conjuntivo. Las dos proteinas
principales del tejido conjuntivo son el colageno y la elastina que representan mas del 50 %

de las proteinas del estroma. Estas proteinas son las menos solubles del masculo.
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Tabla I.1. Tipos y caracteristicas de las principales proteinas del musculo [6].

g por 100 g de proteinas | Masa molecular (kDa)
Proteinas miofribrilares 51.5
Miosina 27.0 475
Actina 11.0 41.8
Tropomiosina 4.3 70
Troponinas 4.3 72
Proteina M 2.2 160
Proteina C 1.1 140
a-actina 1.1 206
B-actina 0.5 70
Proteinas sarcoplasmaticas 32.5
Enzimas mitocondriales y proteinas 30.0
solubles
Mioglobina 1.5 17.8
Hemoglobina 0.5 67
Citocromo y flavoproteinas 0.5
Proteinas de estroma 16.0
Colageno 8.0 300
Elastina 0.5 >70
Proteinas insolubles 7.5
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I.1.2 Los productos carnicos

Los productos carnicos son productos alimentarios preparados total o parcialmente
con carne u otras partes de especies animales autorizadas por el Cédigo Alimentario y
sometidos a operaciones especificas antes de ponerlos a disposiciéon del consumidor. En
determinados casos, estos productos pueden contener ademas otros ingredientes como
condimentos, especias y aditivos. Los productos carnicos se clasifican segtn la legislacion
espafiola en: frescos, crudos adobados, crudos curados, tratados con calor, salazones
carnicas, platos preparados cérnicos y otros derivados cérnicos. En efecto, en la
elaboracion de derivados cérnicos, la carne se suele someter a diferentes tratamientos que
la hacen menos perecedera y mas agradable a la vista y al paladar: salazonado, secado,
ahumado, calentamiento, enlatado, etc. Muchos de estos tratamientos son
complementarios, como por ejemplo ocurre en la producciéon del salchichén que se

prepara por un procedimiento de salazonado y secado [1, 3].

Son muy diversos los tipos de productos cérnicos que se pueden preparar por estos
procedimientos como conservas carnicas (magro de cerdo), jamones, embutidos, etc. Los
embutidos constituyen un tipo de derivado carnico con una alta demanda por parte del
consumidor. Estos se fabrican, en general, a partir de carnes mds o menos picadas, grasa,
sal y especias, ademas de muchos otros componentes. La pasta resultante es embutida en
tripas o en latas y se presentan al consumidor tanto curados como cocidos o ahumados.
Asi, atendiendo al procedimiento de elaboracién a partir de la materia prima, se puede
hacer una clasificacién de los embutidos en curados y cocidos. Dentro de los embutidos
curados se encuentran el salchichon y el chorizo. Dentro de los cocidos se encuentran
aquellos que se someten a un mayor tratamiento por calor como la morcilla o los patés de
higado y aquellos que se someten a un tratamiento térmico mas ligero y se elaboran
siempre con adiciéon de agua. Entre estos tltimos se encuentran el choped, las salchichas,

la mortadela, el jamon cocido, etc. [1, 3].

Esta tesis doctoral se ha centrado en el estudio de productos carnicos crudos y

tratados con calor, haciendo especial énfasis en estos ultimos por varios motivos: su
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complejidad en cuanto a composicién, sus dificultades para ser analizados debido a la
desnaturalizacién de las proteinas por el tratamiento térmico al que han sido sometidos y
su elevado grado de consumo en la actualidad. Por ello, a continuacién nos referiremos
brevemente al proceso de elaboraciéon de estos productos dando algo mas de detalle sobre

su composicion.

Dentro de los aditivos y coadyuvantes tecnolégicos autorizados por algunas
legislaciones en la elaboracién de productos carnicos tratados con calor se incluyen:
conservadores (para mantener el producto libre de gérmenes patdgenos), estabilizantes,
gelificantes y polifosfatos (para mantener la estructura del producto), antioxidantes (para
prevenir el enranciamiento de las grasas), ciertos aromas y modificadores organicos y
colorantes. También pueden incluir alimentos tales como harinas y almidones de cereales
y patata, productos de panaderia, leche en polvo desnatada, caseinato de suero, proteinas
de huevo, proteinas vegetales comestibles (no texturizadas) sin que sobrepasen en el

producto cérnico ciertos limites [7, 8].

En el proceso de fabricaciéon de productos cérnicos tratados con calor se distinguen

las siguientes etapas [1, 9]:
- preparacion de la pasta
- embutido

- tratamiento térmico

Preparacién de la pasta: En esta etapa, la carne, previamente triturada, se mezcla

con el agua, sal, especias y resto de ingredientes para formar la masa del producto carnico.

La mezcla de carne triturada con el resto de los ingredientes puede realizarse en
una amasadora, en un cutter o en molinos coloidales. La amasadora mezcla los
ingredientes mediante la accién de paletas rotatorias o basculantes hasta obtener una masa
homogénea. En el cutter, los ingredientes se mezclan de tal forma que se obtiene una

emulsiéon. Los molinos coloidales se colocan a la salida del cutre y mediante un gran
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numero de cuchillas a altas revoluciones permiten la obtenciéon de un picado y

emulsionado maés rapido.

Embutido: El embutido es la operacion mediante la cual la masa obtenida de la
trituracién y la mezcla se introduce en las denominadas tripas. Las tripas son el envoltorio
que permitird efectuar el posterior tratamiento térmico del producto. Existen diferentes
tipos de tripas y de la utilizacién de una u otra dependerén las caracteristicas del producto

final.

Las tripas pueden ser naturales (generalmente procedentes de intestino de oveja) o
artificiales. Las primeras solo se utilizan en los embutidos que se pueden denominar
“tradicionales”, tales como butifarras blancas, negras, etc. Las segundas, pueden ser
comestibles 0 no, y son las utilizadas fundamentalmente en la fabricacién de salchichas

tipo frankfurt. Estas tripas se extraen mecdnicamente después de la coccion.
Para hacer el embutido en las tripas se utilizan maquinas embutidoras cuya funcién
es empujar la masa a través de una boquilla instalada a la salida de la embutidora a la

tripa.

Tratamiento térmico: Una vez realizada la embuticién o envasado, se procede al

tratamiento térmico de los productos. Las temperaturas que se suelen alcanzar en esta
etapa suelen ser de 70 a 110 °C. El tratamiento térmico tiene por objeto la destruccién de la
mayor parte de las formas vegetativas de los microorganismos capaces de alterar los
alimentos o interferir en el desarrollo de fermentaciones deseables. En esta fase se suceden

fendémenos fisicos y quimicos que conducen a la coagulacién de las proteinas.

I.1.3 La adicion de proteinas no cdarnicas a productos cdrnicos

La adicion de proteinas no carnicas a productos cdrnicos es una practica comdn y se

ha realizado tanto en productos carnicos crudos como tratados con calor [10, 11].
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En lo que se refiere a los productos carnicos crudos, la adiciéon de proteinas no
carnicas se realizé en un principio sobre todo a la carne picada. Sin embargo, los nuevos
desarrollos de los ultimos afios han hecho posible también la introduccién de proteinas no
carnicas en piezas grandes de tejido de musculo (pechuga de pollo, etc.). La principal
diferencia en este caso con respecto a la adicién de proteinas no carnicas a la carne picada
es la forma de introducir las proteinas. En el primer caso, la carne picada se mezcla
directamente con las proteinas no carnicas mientras que en el segundo caso se inyecta
directamente en el tejido del musculo una salmuera que contiene agua, sales y las
proteinas no cérnicas. También es posible realizar un masaje de la pieza con la salmuera
(tumble technology). Esta altima tecnologia ha sido empleada sobre todo en la industria del
pollo y en menor extensién en las industrias del cerdo y la ternera en cuyo caso la

inyeccion es la forma més habitual de introducir las proteinas no carnicas [12, 13].

Las razones por las cuales se afiaden proteinas no carnicas a productos carnicos

crudos y tratados con calor son las siguientes:

Reduccidon del contenido en grasa del producto: La demanda en las sociedades

modernas de alimentos mas saludables y con menos contenido en grasa ha incluido
también a los productos carnicos [14]. Sin embargo, la elaboracién de productos carnicos
con bajo contenido en grasa no es tan sencilla como eliminar la grasa de la carne ya que
esta juega un papel importante en la consecucion de propiedades organolépticas y
funcionales adecuadas [15]. Sin grasa, la carne tiende a estar dura y ademas no posee el

sabor esperado de una carne.

Existen diferentes estrategias para la reduccion de la grasa: la sustitucion de la
grasa por carnes mas magras, por agua, por sustitutivos de la grasa (proteinas,
carbohidratos o grasas alternativas) o por compuestos sintéticos. La posibilidad de utilizar
proteinas para sustituir a la grasa ha sido muy utilizada. En estos casos, las proteinas no
carnicas acttan simulando algunas caracteristicas de la grasa pero no todas ya que su
funcionalidad imitando la grasa es limitada (por ejemplo, las proteinas no se comportan

como la grasa a elevadas temperaturas como las que se utilizan para freir) [15]. Si se

10
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considera la opcién de reemplazar la grasa por agua, hay que decir que la adiciéon de agua
sola es perjudicial para el rendimiento de cocinado, su textura y su jugosidad dando como
resultado carnes demasiado blandas que se encogen demasiado cuando se cocinan y con
exceso de acumulacion de purga en los empaquetados [16]. Para hacer posible esta adicion
de agua evitando los efectos derivados de esta adicion, se utilizan compuestos con

capacidad de retener agua como las proteinas no carnicas [12].

Mejora de las caracteristicas de la carne: Una carne jugosa y tierna se considera una

carne de alta calidad. Ello ha hecho que la industria carnica haya incorporado agua a la
carne. Como ya se ha comentado, para poder adicionar agua es necesario adicionar

proteinas que proporcionen capacidad para retener este agua [17].

Reduccién del precio de la carne: La adiciéon de proteinas de bajo coste puede

también dar lugar a beneficios econémicos. En ese caso, las proteinas no carnicas se
afiaden con el fin de sustituir parcialmente las proteinas carnicas. Para ello, las proteinas
afiadidas deben presentar propiedades funcionales similares a las proteinas de la carne.
Las proteinas de la soja constituyen candidatas interesantes para suplementar la carne ya
que son una fuente de proteinas de bajo coste y presentan propiedades funcionales
similares a las de las proteinas cérnicas [18]. Otra posibilidad ha sido el desarrollo de
carnes “reestructuradas” que consiste en la utilizaciéon de carnes de valor inferior para
producir carnes sabrosas a coste reducido. La cohesion entre las piezas de carne de las
carnes reestructuradas se lleva a cabo mediante la formacién de una matriz proteica tras la
extraccion de las proteinas del musculo lo cual implica la adicién de sales y masajeado
(tumblig) [19-21]. Sin embargo, debido al dafio producido durante este masajeado en la
textura del musculo y a la creciente preocupaciéon de los consumidores por los altos
contenidos de sodio en los alimentos, las proteinas no carnicas se utilizan para facilitar la

unién que se persigue [22-24].

Por otra parte, también las carnes preparadas con agua mencionadas anteriormente
permiten obtener beneficios econémicos siendo necesaria como ya se ha explicado la

adicién de proteinas no carnicas para poder llevar a cabo esta practica.

11
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Beneficios sobre la salud: El consumo de algunas proteinas no cérnicas tales como

las proteinas de soja puede proporcionar beneficios sobre la salud. Las recomendaciones
de la American Heart Association para reducir el riesgo de enfermedades cardiovasculares
ha favorecido la inclusién en la dieta de alimentos especificos como la soja con efectos
cardioprotectores. Existen evidencias de que el consumo diario de 25 gr de proteinas de
soja pueden reducir los niveles de colesterol total y LDL en individuos con

hipercolesterolemia [12, 25, 26].

Propiedades para estabilizar la emulsién carne-grasa: A pesar de la mala prensa de

la grasa desde un punto de vista nutricional, no hay que olvidar que las propiedades de la
grasa confieren a la carne buena textura y sabor. Sin embargo, cuando la carne de musculo
se mezcla con grasa en algunos productos carnicos (en especial en carne picada) se hace
necesario utilizar proteinas para estabilizar las emulsiones carne-grasa. Las proteinas de

soja han sido ampliamente utilizadas con este fin [12].

Ademas de todas estas razones que pueden ser validas para productos carnicos
crudos y tratados con calor, en el caso de estos Gltimos productos también se puede afiadir
a la lista de razones que justifican la adicion de proteinas no carnicas a productos carnicos,

la siguiente:

Necesidad de estabilizar las emulsiones proteina carnica-grasa cuando los

productos se someten a tratamiento térmico: Los productos carnicos tratados con calor son

emulsiones cérnicas preparadas a partir de una dispersion viscosa de grasa y proteinas en
agua, que después del calentamiento se transforma en un gel. En este proceso, las
proteinas cérnicas actian como emulsionantes previniendo la coalescencia de la grasa. Sin
embargo, no todas las carnes tienen la misma composicion y cuando se emplean carnes
con un contenido en proteinas bajo para preparar productos carnicos, es necesaria la
adiciéon de proteinas no carnicas para prevenir la coalescencia de la grasa durante el

calentamiento [27-30].

12
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Por otra parte, las proteinas no carnicas se afiaden también a productos carnicos
tratados con calor con el fin de mejorar las caracteristicas organolépticas como la textura

[31-35], color [30, 36], sabor [37] y, en general, la calidad del producto final [38, 39].

Las proteinas no carnicas mas frecuentemente afiadidas a productos carnicos
crudos son las proteinas de soja, el gluten de trigo, las proteinas lacteas y las proteinas de
huevo. Las proteinas de la sangre pueden también afiadirse aunque éstas se utilizan en
mucha menor extension [16]. En el caso de productos carnicos procesados, las proteinas de
soja, el gluten de trigo y las proteinas lacteas son las mads frecuentemente afiadidas
mientras que se han utilizado también aunque en menor extension el gluten de maiz, las
proteinas de la sangre, las proteinas del guisante y las proteinas de huevo [40]. De todas
estas proteinas, las mas utilizadas sin duda en la elaboracién de productos carnicos han
sido las proteinas de soja. Ello se debe a sus excelentes propiedades nutritivas, sus

interesantes propiedades funcionales y su bajo coste.

Las proteinas de soja se introdujeron como aditivos a productos carnicos en los afios
70 con el objeto de reducir el precio de la carne. Los primeros productos de soja utilizados
con este fin fueron la harina y los grits de soja y la soja texturizada, todos ellos con un
contenido en proteina de soja aproximado del 50 %. Sin embargo, como consecuencia de
los abusos en la utilizacion de soja en la industria carnica y de la modificaciéon del sabor
debido a su adicién, esta practica dio lugar a una mala imagen [41]. Actualmente, esta
mala imagen estd siendo superada por la utilizacion de productos de soja de alta calidad:
concentrados de proteina de soja (70 % de proteina de soja) y aislados de proteina de soja
(90 % de proteina de soja), productos en los cuales los compuestos de sabores indeseables
y que originan flatulencia en la soja se han eliminado mejorando su sabor y su
funcionalidad y convirtiéndolos en suplementos excelentes desde un punto de vista

nutricional [41-43].

El concentrado de proteina de soja se prepara a partir de harina de soja desgrasada
eluyendo los componentes solubles (carbohidratos, péptidos, acido fitico) utilizando

agentes acidos a pH 4.5, etanol acuoso (70 %) o agua caliente. Por otra parte, el aislado de

13
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proteina de soja se obtiene a partir de habas de soja sin cdscara y desgrasadas por
eliminacién de la mayor parte de los componentes no proteicos con agua o medio alcalino
suave (pH 8 o 9) seguido de centrifugacion para eliminar el residuo de fibra insoluble.
Después, la proteina se precipita a pH 4.5 formando una especie de cuajo que se centrifuga
y se lava varias veces para eliminar los oligosacaridos solubles y se seca. Habitualmente, el
aislado de proteina de soja se neutraliza formando proteinatos de sodio o potasio que son
mas solubles y funcionales [12]. El aislado de proteina de soja presenta una mayor
capacidad de emulsién (6 veces) que el concentrado de proteina de soja. Asimismo, en
comparacion con otras proteinas no carnicas tiene la ventaja de que da lugar a una menor

pérdida de humedad que el concentrado de proteina de suero y el caseinato sédico [44].

La Figura I. 1 muestra un esquema de los procesos generales seguidos para la

elaboracién de los productos de soja mencionados.

La solubilidad en agua de las proteinas de soja contribuye de forma significativa a
mejorar las propiedades funcionales de los productos que contienen soja: capacidad de
retencion de agua, propiedades espumantes, apariencia y textura. Ademads, la
modificacion de las proteinas de soja por centrifugacién, irradiacion a bajas dosis o
tratamiento con diferentes reactivos quimicos (como por ejemplo, enzimas proteoliticas)
contribuye a la mejora de las propiedades funcionales de la soja [45, 46]. En efecto, las
proteinas de soja hidrolizadas, que poseen una mayor solubilidad en agua, han sido
también utilizadas en la industria carnica. En general, las proteinas vegetales hidrolizadas
se utilizan por sus propiedades aromatizantes [47]. Ademads, las proteinas de soja
hidrolizadas presentan interesantes propiedades de retenciéon de agua debido a que los

péptidos de soja poseen un fuerte caracter hidréfilo [13].
La Tabla I. 2 muestra los productos de soja utilizados en la elaboracién de algunos

productos carnicos asi como las propiedades que se han mejorado al adicionar estas

proteinas [12].

14
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Figura I. 1. Esquema de los procesos generales seguidos para la elaboracién de productos

de soja [12].
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Tabla I. 2. Productos de soja utilizados para la elaboraciéon de diferentes productos

carnicos [12].

Producto de  Contenido Producto carnico Propiedad funcional
soja proteico mejorada con la adicién de
(%) soja
Harina 65 Albéndigas, carne para Absorcion de agua, viscosidad,
pizza, conservas de propiedadesemulsionantes,
carne. etc.
Texturizado 65 Conservas de carne, Absorcion de agua y grasa,
albondigas, carne para texturay sabor.
pizza.
Concentrado 65-90 Salchichas, choped, Absorcion de agua y grasa,
de proteina conservas de carne, propiedades gelificantes y
albondigas, pechuga emulsionantes y control del
de ave, chorizo, sabor.
salchichoén, carne para
pizza, etc.
Aislado de >90 Salchichas, choped, Viscosidad, propiedades
proteina chorizo, salchichén, gelificantes, elasticidad,

pechuga de ave, carne
para pizza, etc.

absorcion de grasa y agua y
control del sabor y el color.
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Debido a que las proteinas de soja son las proteinas no cdrnicas més empleadas en
la elaboracién de productos carnicos y ademds son el objeto de este trabajo de
investigaciéon, a continuacion se detallardan con un poco mdas de profundidad sus

principales caracteristicas.

I.1.4 Las proteinas de soja

La soja (Glycine max) es una leguminosa que contiene alrededor de un 40 % de
proteinas (referido a base seca). Ademas de proteinas, la soja también contiene agua,
lipidos (principalmente &cidos grasos poliinsaturados), carbohidratos (polisacaridos tales
como celulosa, hemicelulosa y pectinas, y oligosacaridos solubles), minerales (hierro, cinc,
magnesio, calcio, sodio, potasio, cobre y manganeso), fésforo y vitaminas (tiamina (B1) y
riboflavina (B2)) [48]. Hay otros componentes minoritarios como compuestos fendlicos,
saponinas, etc. De todos estos componentes, las proteinas han suscitado un gran interés no
s6lo por ser los componentes mayoritarios de la soja sino también por sus interesantes

caracteristicas.

Tipos de proteinas de soja y caracteristicas.

Las proteinas de la soja se pueden dividir en tres grupos [49]:

- Las proteinas involucradas en el metabolismo,
- Las proteinas estructurales,

- Las lectinas y proteinas de almacenamiento (sin actividad biol6gica).

De estos tres grupos, las mas importantes y mayoritarias son las proteinas de
almacenamiento constituidas por globulinas. A pH 4cido, las globulinas de soja precipitan

quedando en el sobrenadante las denominadas proteinas del suero.

Es posible separar las globulinas de soja mediante ultracentrifugaciéon a pH 7.6 y

fuerza idnica 0.5 M en cuatro fracciones con coeficientes de sedimentacién Sx,w (unidades
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Svedberg medidas a 20 °C en medio acuoso), 155, 11S, 7S y 2S. Las fracciones 15S y 2S son
minoritarias mientras que las fracciones 11S y 7S son las mayoritarias y constituyen el 80 %
del contenido de proteinas totales en la soja [12, 50, 51]. La Tabla I. 3 recoge la masa
molecular de las globulinas de soja, los componentes de cada proteina, el porcentaje que
representa cada componente frente a la proteina correspondiente y el porcentaje frente al

total de proteinas del haba de soja.

Tabla I. 3. Caracteristicas de las principales globulinas de soja [6, 52-54].

Masa Peso molecular (kDa) .
. Componentes de % proteina respecto
Proteinas molecular . de los componentes y .
cada proteina .l a globulinas totales
(kDa) composicién
. Tres su/bumc/la.des 31- 38 (40- 50%)
Globulina 11S o de caracter acido o
Glicinina 350-380 T bunidad 40%
res stonmTaces 18-20 (50- 60%)
de carécter basico
Globulina 7S Combinaciones de a: 57-76 (40- 45%)
(B-conglicinina) 180 tres subunidades q, a’: 57- 83 (25-32%) 30%
a,p [: 42-53 (29- 33%)
Globul.m.a 7 5 170 Tres subunidades 3%
(y-conglicinina)
Componente
Globulina 155 600 minoritario
a- conglicinina
Componentes
Globulina 2S 21 21 minoritarios
Inhibidor de la
tripsina
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Las globulinas 7S y 11S de la soja poseen diferentes caracteristicas. En primer lugar,
la globulina 7S es una glicoproteina mientras que la 11S no lo es. También la composicion
aminoacidica de ambas proteinas les confiere distintas caracteristicas nutricionales. Asi, las
subunidades a y a’ de la globulina 7S tienen una composicién en aminoacidos muy
similar y desprovista de cisteina y cistina. La subunidad [ no contiene ni cisteina ni
metionina. De forma global, por tanto, se puede decir que la globulina 7S, a diferencia de
la 11S, no contiene uniones disulfuro y su contenido en triptéfano y en aminoacidos que
contiene azufre es muy bajo [6]. El mayor contenido en aminoacidos sulfurados que se
encuentra en la 115 le confiere un gran interés nutricional de acuerdo con la atencién que
recibe la ingesta en aminoécidos sulfurados por parte de la Organizacion Mundial de la
Salud [55] ya que ello la hace aproximarse al perfil aminoacidico de las fuentes proteicas
de origen animal de alta calidad. A su vez, la fracciéon 7S de las proteinas de la soja
presenta el interés sobre la 11S de poseer un mayor cardcter antioxidante [56], propiedad
de gran importancia en la elaboracion de ciertos alimentos. Por otra parte, también las
propiedades funcionales de las globulinas 7S y 11S de la soja son distintas como se vera a

continuacion.

Destacar que la relacion entre el contenido de proteina 11S y 7S en el haba de soja es
un parametro muy importante ya que su valor es distinto dependiendo de la variedad de
haba de soja de que se trate [57-59]. En general, la relacién 11S/7S puede variar entre 0.5 y
3.0 dependiendo de la variedad de soja. Esto significa que la caracterizacién de cultivos de
soja presenta un gran interés con fines a la eleccién de la variedad de soja més adecuada
para la preparaciéon de un alimento segiin que sea mas conveniente tener altos o bajos

contenidos de proteina 11S respecto a la 7S.

Propiedades funcionales de las proteinas de soja.

Se denomina propiedad funcional a toda propiedad no nutritiva que afecta al uso
de un ingrediente en un alimento. La mayoria de las propiedades funcionales afectan al
caracter sensorial del alimento y al comportamiento fisico del alimento durante su

preparacion, transformacion o almacenamiento [12].
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Las propiedades funcionales de las proteinas de uso alimenticio pueden clasificarse

en tres grupos [12, 60]:

- Propiedades de hidrataciéon, que dependen de las interacciones proteina-agua

(absorcién y rentencién de agua, hinchamiento, adhesion, solubilidad y viscosidad).

- Propiedades basadas en las interacciones

gelificacion y formacion de diferentes estructuras).

proteina-proteina (precipitacion,

- Propiedades basadas en interacciones superficiales (propiedades emulsionantes y

espumantes).

Algunas de las propiedades funcionales més importantes de los productos de soja

son las siguientes [61]:

V V. V V V VYV V V V V VYV V V V V VY

Adhesividad

Propiedades antioxidantes
Cohesividad

Control del color

Control de cristalizacion
Elasticidad

Emulsificacion

Absorcion de la grasa
Formacion de espumas
Captador del sabor
Absorcion/retenciéon de humedad
Propiedades organolépticas
Solubilidad/dispersabilidad
Estabilizacion

Texturizacion

Viscosidad
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Sin embargo, como ya se ha mencionado, las globulinas 7S y 11S tienen diferentes
propiedades funcionales. Asi, por ejemplo, la globulina 11S tiene un mayor poder de
gelificacion. En efecto, los geles de glicinina parecen mas firmes y elasticos que los que se
obtienen con la p-conglicinina, debido probablemente a que los primeros estan
estabilizados por numerosas uniones disulfuro intercatenarias [6, 62]. Esta capacidad de
gelificacion, asi como otras propiedades funcionales de las proteinas de soja pueden variar
de forma importante con la temperatura u otras condiciones experimentales como el pH y

la fuerza i6nica [63-65].

Por otra parte, el poder emulsionante de la proteina 7S es superior al que presenta
la 11S, por lo que en aquellas aplicaciones de las proteinas de soja en las que sea deseable
un alto poder gelificante (por ejemplo, en la elaboraciéon del tofu) serd necesario utilizar
habas de soja con alto contenido en 11S. Por el contrario, en aquellas aplicaciones en las
que no se desee un elevado poder gelificante (por ejemplo, en la elaboraciéon de leche de
soja) serd conveniente partir de habas de soja con una baja relaciéon 115/7S. Finalmente,
habas de soja con alto contenido en 7S presentaran propiedades interesantes en las
aplicaciones en las que se requiera un importante poder emulsionante (por ejemplo, en la

elaboracion de productos carnicos) [66].

Todo lo dicho explica el enorme interés que ha suscitado la caracterizaciéon de
variedades de habas de soja y la determinacién de los contenidos en 7S y 11S de estas

variedades.
Desnaturalizacion de las proteinas de soja.

El proceso de desnaturalizacion de las proteinas consiste en una alteracion, parcial o
total, de la estructura tridimensional de las proteinas sin llegar a romper los enlaces

peptidicos que mantienen la unién de los aminoécidos. La consecuencia de este proceso es

la pérdida de actividad biolégica.
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La desnaturalizaciéon de proteinas puede llevarse a cabo no solamente por acciéon
del calor sino también por la acciéon de valores de pH extremos, de ciertos disolventes
organicos miscibles en agua como el alcohol o la acetona, de ciertos solutos como la urea,
aquellos que poseen grupos tioles (-SH) o mediante exposicion de las proteinas a

determinados detergentes [67].

La desnaturalizaciéon de las proteinas de soja es parcialmente reversible, y cuando
las proteinas desnaturalizadas térmicamente se enfrian, se vuelven a doblar aunque no

llegan a recuperar su estructura original [68-70].

Fraccionamiento de proteinas de soja.

Los métodos desarrollados para el fraccionamiento de proteinas de soja se basan en

la diferente solubilidad que tienen las globulinas de soja en diferentes condiciones [71-76]:

- Método de Wolf y col. [71], que consiste en una precipitaciéon por enfriamiento seguida
de una purificaciéon de la proteina 11S por precipitaciéon con sulfato aménico, y tiene la

desventaja de ser muy tedioso debido al elevado namero de etapas necesarias.

- Método de Koshiyama [72], que se basa en la purificacion de las proteinas 7S mediante

enfriamiento, adicion de cloruro célcico y cromatografia de filtracién en gel.

- Método de Thanh y col. [73, 74], que consiste en fraccionar las proteinas 11S, 7S y
proteinas de suero mediante precipitacion isoeléctrica utilizando una disolucién

reguladora Tris-(hidroximetil)Jaminometano-HCI.

- Método de Hofland y col. [75, 76], que se basa en poner en contacto la muestra que
contiene las proteinas de soja con COz a alta presion, consiguiéndose disminuir el pH de la
disolucion hasta la region isoeléctrica de las proteinas de soja y precipitando asi el 80 % y
95 % de glicinina y -conglicinina puras, respectivamente. Este método requiere una gran

complejidad tecnoldgica.
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Entre los métodos de fraccionamiento que se acaban de comentar, el método de
Tahn y col. [73, 74] es el mas empleado por ser el menos tedioso y permitir el
fraccionamiento simultdneo de las fracciones 11S, 7S y de las proteinas del suero. Un
esquema del mismo se muestra en la Figura I. 2. En esta Tesis Doctoral se ha empleado
este método modificado por nuestro grupo de investigacion. Por ello, se describira con

mas detalle a continuacion.

Extraccién de las proteinas de soja. La muestra molida y desgrasada se pone en

contacto con una disolucién reguladora Tris-HCl1 0.03 M, 0.01 M en p-mercaptoetanol (pH
8.0) mediante agitacion continua a temperatura ambiente durante 1 hora. A continuacién,

se centrifuga a 10000 rpm durante 20 min y a 20 °C.

Obtencién de la fracciéon 11S de las proteinas de soja. Se ajusta el pH del

sobrenadante obtenido en la etapa anterior a 6.4 con HCl 2 M. A continuacién, se
centrifuga a 10000 rpm durante 20 min y a una temperatura de 2 a 5 °C, recogiendo el
precipitado (fraccion 11S) y reservando el sobrenadante a partir del que se obtendra la

fraccion 7S de las proteinas de soja.

Obtencién de la fraccion 7S de las proteinas de soja. Se ajusta el pH del

sobrenadante obtenido en la etapa anterior a 4.8 con HCl 2 M. Se centrifuga a 10000 rpm
durante 20 min y a temperatura de 2 a 5 °C obteniendo un precipitado (fraccién 7S) y un

sobrenadante (proteinas de suero).

I.1.5 Interés de la determinacion de proteinas de soja en productos carnicos

La creciente utilizacion de proteinas no carnicas durante la elaboraciéon de
productos carnicos ha ido paralela a la demanda de normativas legales que controlen esta
practica. Actualmente, todos los paises desarrollados han elaborado normativas que
limitan o incluso prohiben la adicién de proteinas no carnicas a productos carnicos. Estas

normativas no sélo regulan la adicién de estas proteinas sino que también controlan el

23



Introduccion y Objetivos

Sobrenadante

.

Extraer con tampoén Tris-
HCl

(11S D‘

v
Ajustar a pH= 6.4

A 4

A 4

Sobrenadante
(7S y suero)

v
Ajustar a pH= 4.8

) 4

Sobrenadante
(proteinas de
suero)

A 4

Precipitado
(sin 11S ni 75)

Fracciéon 11S

Fracciéon 7S

Figura I. 2. Método de fraccionamiento de proteinas de soja propuesto por Thanh y col.

[75, 74].
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adecuado etiquetado de los productos carnicos [77]. Existen diversos motivos que

justifican la necesidad de disponer de estas normativas legales:

> La sustitucion de proteinas cérnicas por otras no carnicas de menor coste (por
ejemplo, proteinas de soja) tiene como consecuencia la obtencién de ventajas

econdmicas en la comercializaciéon de productos carnicos.

» La mayor parte de las proteinas no cérnicas utilizadas en la industria carnica
pueden provocar reacciones alérgicas por lo que su adicién no declarada puede
tener consecuencias graves para individuos sensibles a dichas proteinas [78, 79]. Por
ejemplo, en el caso de las proteinas de soja, se han detectado diferentes alergenos
como el inhibidor de la tripsina, Gly m Bd 68 K, Gly m Bd 30 K (también llamado
P34), Gly m Bd 28 K, etc. [80-84]. El gluten es otro tipo de proteina utilizada en la
manufactura de productos carnicos y cuya adicion no controlada produce

desoérdenes de nutricion en personas que sufren la enfermedad celiaca [80, 85].

> La Comision Europea ha propuesto la modificaciéon de la Directiva Europea de
etiquetado de alimentos (2000/13/EC) con el fin de obligar a los fabricantes a
incluir en la etiqueta de los productos todos los ingredientes que hayan sido
adicionados a los productos alimenticios de forma que los consumidores dispongan

de informacién completa acerca del contenido de los alimentos que consumen [82].

La existencia de estas normativas requiere disponer de métodos analiticos
adecuados para controlar su cumplimiento. Esto ha constituido un problema dada la
ausencia de metodologias analiticas fiables, sensibles y vélidas para anédlisis cuantitativo.
En efecto, si la adicién de proteinas no carnicas estd prohibida, se necesitan métodos
analiticos suficientemente sensibles para detectar pequefias adiciones. Por ejemplo, en el
caso de las proteinas de soja, concentraciones por debajo de 100 ppm (0.01 %) pueden
causar reacciones alérgicas y el limite de deteccion recomendado es 1-2 ppm [86]. Por otra
parte, cuando la adicién de proteinas no carnicas esta permitida hasta un cierto limite son

necesarios métodos cuantitativos de anélisis.
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Las cantidades permitidas de proteinas no carnicas varian en funcién del tipo de
producto carnico, de su calidad y precio y también en funcién del pais. La Tabla I. 4
agrupa los contenidos de proteinas no carnicas permitidos por la legislaciéon espafiola en
productos carnicos tratados con calor. En esta tabla se pueden distinguir dos tipos de
productos carnicos tratados con calor: productos para los cuales la adicién de proteinas no
carnicas estd permitida hasta un limite y productos para los cuales la adicién de estas

proteinas esta prohibida.

Tabla I. 4. Porcentajes maximos de proteinas no carnicas permitidos por la legislacion

espafola en productos carnicos tratados con calor (referido a producto total) [87].

% de proteinas no

Productos carnicos tratados con calor L. .
carnicas permitido?

Jamon cocido: Categoria extra, “Jamoén cocido extra” 0
Jamon cocido: Categoria primera, “Jamén cocido I” 0
Fiambre de jamoén: Categoria segunda, “Fiambre de jamén 117 1
Paleta cocida: Categoria extra, “Paleta cocida extra” 0
Paleta cocida: Categoria primera, “Paleta cocida 1” 0
Fiambre de paleta: Categoria segunda, “Fiambre de paleta I1” 1
Magro de cerdo cocido: Categoria extra, “Magro de cerdo cocido extra” 0
Fiambre de magro de cerdo: Categoria tercera, “Fiambre de magro de cerdo III” 2
Mortadelas, lunch, chopped, salchichas, patés de carne, etc. 3
Fiambre de lomo (sometido a tratamiento térmico) 0
Morcilla de Aragén 0

a Proteinas no carnicas hace referencia a proteinas lacteas y proteinas de origen vegetal, excepto texturizadas,
en proporcion conjunta.
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Dado que las proteinas de soja como ya se ha mencionado son las mads
habitualmente adicionadas durante la elaboracién de productos carnicos, a continuaciéon
se describirdn los antecedentes bibliogréficos referidos a la determinacién de proteinas de

soja en productos carnicos.

I.1.6 Métodos para la determinacion de proteinas de soja en productos carnicos

La determinacion de proteinas de soja en productos carnicos presenta varias
limitaciones. La primera es que estas proteinas se encuentran en estos productos a muy
baja concentracién con respecto a las proteinas carnicas de modo que las proteinas
mayoritarias pueden interferir de manera importante en su determinacién. En este
sentido, la mayoria de los esfuerzos se han centrado en la determinaciéon de proteinas de
soja en productos carnicos que en ocasiones pueden contener también otras proteinas no
carnicas afiadidas. En este sentido, se han investigado diferentes aproximaciones y se han
publicado algunas revisiones [88-90]. Los métodos mas antiguos se basaron en la
observacion de ciertas células al microscopio, en el tefiido selectivo de carbohidratos o
proteinas (métodos histolégicos) o en la determinacién indirecta de proteinas de soja.
Normalmente, estos métodos se aplicaron a la detecciéon de harina o texturizado de soja y

eran de uso limitado cuando se afiadian concentrados o aislados de proteina de soja.

Mas habitual ha sido la determinacién directa de proteinas de soja. Para ello se han
desarrollado sobre todo métodos electroforéticos e inmunolégicos. Sin embargo, también
se han desarrollado métodos cromatograficos basados en la determinacién de proteinas,

ciertos péptidos o aminoacidos.

Métodos electroforéticos.

La electroforesis en gel de poliacrilamida (PAGE) tanto en placa como en tubo ha
sido el método electroforético més utilizado para la determinacion de proteinas de soja en
productos carnicos. La extraccion o solubilizaciéon de proteinas del producto carnico

requiere la utilizaciéon de detergentes o disoluciones concentradas de urea o hidrocloruro
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de guanidina en presencia de un agente reductor como el mercaptoetanol para romper los
enlaces disulfuro, de hidrégeno e hidrofébicos [88, 89, 91]. Ademads, la mayor parte de los
métodos desarrollados han utilizado dodecil sulfato sédico (SDS) que modifica el
principio de separacién. Asi, en ausencia de SDS, las proteinas se mueven hacia los
electrodos de acuerdo con su carga neta dependiendo del pH por lo que es necesario un
control cuidadoso de este parametro. En presencia de SDS, las proteinas estdn rodeadas de
moléculas de SDS que neutralizan sus cargas positivas dependiendo el movimiento de las
proteinas de su peso molecular. Las separaciones de proteinas basadas en su peso

molecular proporcionan separaciones electroforéticas mas reproducibles [92].

El primer trabajo en el que se utiliz6 PAGE para la determinacién de proteinas no
carnicas en productos carnicos fue debido a Olsman que aplic6 esta técnica en placa a la
deteccion de caseina y proteinas de soja en productos tratados con calor [93]. Los trabajos
siguientes aplicados a la determinacién de proteinas de soja en productos carnicos crudos
por métodos electroforéticos se han agrupado en la Tabla I. 5. Asimismo, la Tabla I. 6
recoge los trabajos correspondientes a la determinacién electroforética de proteinas de soja
en productos carnicos tratados con calor. Como se observa en estas tablas, aunque PAGE
ha sido la técnica més utilizada, también se han empleado membranas de almidén o

acetato de celulosa y otros modos electroforéticos como el isoelectroenfoque.

A pesar de los esfuerzos realizados, los métodos electroforéticos desarrollados para

determinar proteinas de soja en productos carnicos presentan importantes inconvenientes:

elevados tiempos de analisis.

- interferencias habituales debidas a otros componentes del producto carnico.

- aunque son utiles desde un punto de vista cualitativo, el analisis cuantitativo a
partir de las bandas correspondientes a las proteinas de soja presenta considerables
dificultades, especialmente a bajas concentraciones.

- métodos que demuestran su validez para productos carnicos crudos pueden no ser

vélidos para productos carnicos tratados con calor.
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Tabla I. 5. Métodos electroforéticos utilizados en el andlisis de proteinas de soja en carnes crudas.

Muestra Medio parala | Medio para la solubilizacién de Técnica y deteccion Disolucién reguladora de Limite de Ref.
extraccion de la las proteinas separacion deteccion
grasa
Productos carnicos modelo | HCI/EtOHy | Disolucién reguladora Tris-citrato | Urea-PAGE (en placa) | Disolucién reguladora Tris- - 94
preparados con carne de ternera, acetona 0.05 M (pH 8.6) con urea 10 M y |con un gradiente de |citrato 0.05 M (pH 8.6) con
cordero y cerdo mezclada con 2% 2-mercaptoetanol. porosidad (3-8% |urea 10 M y 2% 2-
concentrado de proteina de soja acrilamida) y tincién | mercaptoetanol.
con Negro de
Naftaleno.
Productos carnicos modelo | Agua destilada | Proteinas de soja y caseinas: 8 M | Electroforesis (en placa) | Caseina: disolucién | 0.1% para| 95
preparados mezclando carne con caliente urea e incubacién del extracto en | sobre membrana de | reguladora barbitona/urea |caseina y
caseina, proteina de soja y proteina una disolucion reguladora acetato | acetato de celulosa y | Proteinas de soja y de clara | proteinas  de
de clara de huevo (pH 4.6). tincién con Nigrosin. de  huevo:  disolucién|soja y 0.5%
Proteinas de clara de huevo: 8 M reguladora acido | para proteinas
urea/0.15 M tioglicol. formico/urea de clara de
huevo
Hamburguesa preparada en el Acetona Método 1: 1% 2-mercaptoetanol y | Urea-PAGE (en tubo) | Disolucién reguladora Tris- - 96,
laboratorio con carne de ternera, 8 M urea. (6% acrilamida) con 6 | glicina 0.06M (pH 8.6) 97
proteinas de soja, leche en polvo, Método 2: 4% 2-mercaptoetanol y | M urea (método 1) o 8
proteinas de huevo y gluten 10 M urea. M urea (método 2) y
tincién con 0.1% Negro
de Naftaleno
Producto cérnico modelo preparado Acetona Disolucién reguladora Tris-HCl | SDS-PAGE (en tubo) | Disolucién reguladora Tris- - 98
con carne de ternera y aislado de 0.0625 M (pH 6.8) con 3% SDS y | (10%  acrilamida) y|HCI 0.025 M con 0.1% SDS
proteina de soja o soja texturizada 1% 2-mercaptoetanol deteccion by tincién |y glicina 0.192 M.
con Azul de Coomassie
Productos cérnicos modelo 99
preparados con proteinas de soja, de
semilla de algodén, de cacahuete,
caseina, suero lactico, leche en polvo
desgrasada y proteinas de clara de
huevo
Carnes  frescas que contenian| HCI/EtOHy |Fenol:acido acético:agua (2:1:1) y | Urea-PAGE (en tubo) |10% acido acético y 0.1% 2% 100
proteinas de soja acetona urea (7.5% acrilamida) y | mercaptoetanol.

tinciéon con Azul de
Anilina.
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Muestra Medio parala | Medio para la solubilizacién de Técnica y deteccién Disolucion reguladora de Limite de Ref.
extraccion de la las proteinas separacion deteccion
grasa

Productos carnicos modelo - Disolucién reguladora Tris-acido | SDS-PAGE (en placa) | Disoluciéon reguladora Tris- - 92,
preparados con carnes de cerdo y bérico (pH 8.2) y 1% SDS (8%  acrilamida) y|acido bérico (pH 8.2) con 101,
ternera mezcladas con proteinas de tinciéon con Azul de|1% SDS 102
soja, de clara de huevo, de leche, de Coomassie
yema de huevo y de trigo
Productos carnicos modelo - Urea y mercaptoetanol Isoelectroenfoque en|Urea y  anfolitos de 1% 103
preparados con carne de ternera, gel de poliacrilamida | separaciéon (pH 3-11)
pollo, cordero y cerdo mezclados con (en placa)
proteinas de soja
Productos carnicos modelo - Proteinas de soja: 8 M urea PAGE (en tubo) (7.5% | Disolucién reguladora Tris-| 1% para las 104
preparados con carnes de cerdo y Caseina: agua caliente acrilamida) y tincién | HCl (para la caseina) con| proteinas de
ternera que contenian también con Amidoblack urea 8 M (para las proteinas sojay la
proteinas de soja y caseinas de soja) caseina
Productos carnicos modelo Acetona 3% SDSy 3% 2-mercaptoetanol en | SDS-PAGE (en placa) | Disolucién reguladora Tris- | 1% paralas | 105
preparados con carnes frescas de una disolucién reguladora Tris|(12%  acrilamida) vy HCI 2.1 M (pH 9.18) proteinas de
ternera y cerdo que contenfan harina borato 0.248 M (pH 8.2) deteccion por tincién soja
de soja, soja texturizada o aislado de con Azul de Coomassie
proteina de soja y caseina, leche en
polvo, sangre, etc.
Productos carnicos modelo - Disolucién reguladora fosfato 0.01 | SDS-PAGE (en tubo) Disolucién reguladora - 106

preparados con soja y carne de
ternera

M (pH 7) con 1% SDS, 1% 2-
mercaptoetanol y 8 M urea.

(10%  acrilamida) y
tincion con Azul de
Coomasie

fosfato 0.01M (pH 7) con 1%
SDS
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Tabla 1. 6. Métodos electroforéticos para la determinaciéon de proteinas de soja en

productos carnicos tratados con calor.

Muestra Proteinas no Técnica Limite de Ref.
carnicas deteccién
Carne en lonchas tratada | Proteinas de soja y | Electroforesisen | 0.50% para 93
con calor a 115 °C y pasta | caseinas gel de almidén | proteinas de soja y
de higado a 105 °C con urea 0.25% para caseinas
Productos tratados con | Proteinas de soja y | PAGE (entubo) | 3% para caseinas 107
calor (110 °C) caseinas
Salchichas cocinadas Proteinas de soja PAGE - 108
Salchichas (116 °C) Proteinas de soja PAGE (en tubo) - 109
Productos tratados con | Proteinas de soja, SDS-PAGE 5% para proteinas | 92,101,
calor (cerdo y ternera) (100 | de huevo, de leche de soja 102,110
°C) y salchichas y de trigo
Productos carnicos | Proteinas de soja, SDS-PAGE - 94
tratados con calor | de judias verdes y
(salchichas, empanadas, | albdmina de huevo
hamburguesas) (100 °C)
Productos carnicos | Proteinas de soja y PAGE 2% para proteinas 111
tratados con calor | lacteas de soja y proteinas
(salchichas) (120 °C) lacteas
Productos carnicos (paté, | Proteinas de soja y SDS-PAGE 1% para proteinas 112
jamén vy salchichas) | lacteas (en tubo) de soja y proteinas
esterilizados a 117 °C lacteas
durante 1 h 15 min.
Productos carnicos cocidos | Proteinas de soja, SDS-PAGE - 98
modelo lacteas y proteinas
de clara de huevo
Hamburguesas, salchichas, | Proteinas de soja PAGE - 96, 97
empanadas y carne en lata
sometidos a autoclave a
110-115 °C
Productos carnicos | Proteinas de soja, | Urea-PAGE (in | 1% para proteinas 100
cocinados (paté, ternera | gluten y proteinas tube) de soja
acecinada, salsa bolofiesa, | lacteas
ravioli, salchichas)
Salchichas y | Proteinas de soja Isoelectroenfoque- - 103, 113,
hamburguesas PAGE 114
Productos carnicos de | Proteinas de sojay | PAGE (intube) | 1% para proteinas 104
cerdo y ternera tratados | caseinas de soja y caseinas
con calor (74 °C durante
150 min)
Salchichas cocinadas Proteinas de soja y | PAGE (en tub0) | - 115
caseinas
Productos carnicos | Proteinas de soja SDS-PAGE 0.5 % para 116
pasteurizados (salchichas y proteinas de soja
jamén) (70 °C)
Productos carnicos de | Proteinas de soja, | PAGE (en tubo) - 117
ciervo tratados con calor a | caseinas y
70 °C proteinas de clara
de huevo
Productos carnicos cocidos | Proteinas de soja SDS-PAGE - 105
modelo de ternera y cerdo
Salchichas Frankfurt Proteinas de soja PoroPAGE - 118
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Salchichas Frankfurt Proteinas de soja SDS-PAGE 3% para proteinas 119
de soja

Productos carnicos modelo | Proteinas de soja, SDS-PAGE - 120
de cerdo 'y ternera | de girasol y de
sometidos a autoclave a | judias verdes
118 °C durante 20 min
Salchichas modelo | Proteinas de soja SDS-PAGE < 1% para las 121
Frankfurt de ternera proteinas de soja
Productos carnicos cocidos | Proteinas de soja, SDS-PAGE 0.5% para las 122
de cerdo (jamén cocido) de suero lacteo y proteinas de soja 'y

caseinas caseinas 'y 1% para

las proteinas del
suero lacteo

Productos carnicos modelo | Proteinas de soja, SDS-PAGE - 123,124

cocidos a 100 °C durante 15
min, hamburguesas y
salchichas

lacteas, de huevo y
gluten
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Métodos inmunoquimicos.

Los métodos inmunoquimicos también se han utilizado ampliamente para la
determinacién de proteinas de soja en productos carnicos debido a su elevada
especificidad y sensibilidad. Las Tablas I. 7 y I. 8 agrupan los métodos inmunoquimicos
desarrollados para la determinacion de proteinas de soja en productos cérnicos crudos y
tratados con calor, respectivamente. Ha sido en este altimo caso cuando se ha realizado un

mayor esfuerzo habida cuenta de la complejidad de este tipo de productos carnicos.

En el caso de productos carnicos crudos, se han desarrollado métodos serolégicos,
inmunoelectroforéticos o ensayos de inmunoadsorcién con enzimas ligadas (ELISA)
(Tabla I. 7). Algunos de estos métodos se comprobé que no eran validos para productos
tratados con calor debido a la desnaturalizaciéon de las proteinas. Con respecto a los
productos carnicos tratados con calor, la Tabla I. 8 muestra que los métodos
inmunolégicos desarrollados se agrupan en cinco categorias: serologia, inmunodifusion,
hemaglutinacién indirecta, métodos en los que se utiliza una separacion electroforética y
una reaccion inmunolégica e inmunoensayos. Puede observarse que estos dos tltimos han

sido los mas utilizados.

Entre los inconvenientes que se pueden atribuir a estos métodos, caben destacar los

siguientes:

- cualquier modificacion que se produzca en las proteinas de soja durante la
extraccion de las mismas a partir del producto carnico puede impedir la formacién
de los complejos con los anticuerpos. Por ello, con el fin de evitar este riesgo, se han
empleado disoluciones tampén diluidas para llevar a cabo la extraccion de las
proteinas. Sin embargo, el empleo de condiciones suaves de extraccion se traduce
habitualmente en bajos rendimientos de extracciéon. Obviamente, la utilizacion de
agentes empleados en electroforesis, como urea o SDS, aumentaria el rendimiento
de extraccion pero modificaria las proteinas impidiendo su reaccién con los

anticuerpos.

33



Introduccion y Objetivos

Tabla I. 7. Métodos inmunoquimicos empleados para la determinaciéon de proteinas de
soja en productos carnicos crudos.

Muestra Medio de Medio para la Técnica Limite de | Ref
extraccién | solubilizacién de deteccion
de grasa las proteinas
Productos carnicos - Extraccion con | Inmunodifusién  doble - 125
modelo de salchicha disoluciéon de NaCl|de Ouchterlony’s
cruda y aislado de al 2% NaCl Anticuerpo  utilizado:
proteina de soja anti-inhibidor de la
tripsina de soja
Producto carnico - Extraccion con | Inmunoelectroforesis en 0.1% 126
modelo de carne cruda carbonato sodico | tampon barbital (pH 8.7)
y aislado de proteina de (pH 8.5) Anticuerpo  utilizado:
soja anti-globulina de soja
nativa
Productos carnicos | HCl/etanol | Tampén  Tris-HCI | Inmunoelectroforesis en - 127
modelo de esqueleto de| /acetona |0.05 M (pH 8.6) con | tampon barbital (pH 8.6)
ternera y  miusculos urea 10 M y 2% de | Anticuerpo  utilizado:
cardiacos con aislado 2-mercaptoetanol anti-proteinas de soja
de proteina de soja renaturalizadas
Hamburguesas modelo| Cl3CH/Me |Tampoén Tris-HCI 1| ELISA - 128
con proteinas de soja OH M (pH 8.6) con urea | Anticuerpo  utilizado:
EtOH/HCI |y mercaptoetanol anti-proteinas de soja
Acetona renaturalizadas
Bacon y carne picada - Urea 13.3 M urea, | ELISA - 129,
conteniendo harina de DTT 18.8 mM, | Anticuerpo utilizado: 130
soja o soja texturizada tampén  Tris-HCl | anti-proteinas de soja
0.05 M (pH 8.6) renaturalizadas
Carne de ternera cruda - Tampoén  Tris-HCI | ELISA 0.22% 131
suplementada con 0.1 M (pH 8.1)

proteinas de soja

DTT: ditiotreitol

SDS: dodecilsulfato sédico

DTE: ditioeritritol
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Tabla I. 8. Métodos inmunoquimicos aplicados a la determinacioén de proteinas de soja en
productos carnicos tratados con calor.

Muestra | Proteinas no cdrnicas | Limite de deteccion | Ref.
SEROLOGIA
Salchichas Proteinas de soja - 132-134
Salchichas y productos carnicos en | Proteinas de soja 0.2% 135-137
lata tratados con calor a 120 °C
INMUNODIFUSION
Productos carnicos en lata Proteinas de soja - 138
Salchichas modelo Proteinas de soja - 139
Salchichas Proteinas de soja, proteinas | 0.3 mg/mL  para| 140,
lacteas hidrolizadas y | proteinas de soja y 0.5 141
ovoalbimina mg/mL para proteinas
lacteas hidrolizadas y
ovoalbiimina
Productos céarnicos tratados con | Proteinas de soja - 142
calor
Productos carnicos modelo | Proteinas de soja 1% 143
tratados con calor y crudos (60 min
a 121 °C), hamburguesas
comerciales, albondigas,
salchichas, filete estofado en lata,
etc.
Carne en lata tratada con calor a | Proteinas de soja - 144
120 °C durante 50 min
HEMAGLUTINACION INDIRECTA
Salchichas Proteinas de soja, proteinas - 145,146
lacteas y ovoalbtiimina
Salchichas tipo Frankfurt modelo | Soybean proteins - 147
(75-120 °C)
Salchichas Proteinas de soja, proteinas | 1.0 mg/mL for soybean 140
lacteas hidrolizadas y | and hydrolyzed milk
ovoalbtimina proteins and 5.0
mg/mL for ovalbumin
Productos céarnicos tratados con | Proteinas de soja - 148
calor (121 °C)
ELECTROFORESIS + METODOS INMUNOLOGICOS
Carne en lonchas Proteinas de soja y caseinas - 149
Productos carnicos tratados con Proteinas de soja - 126
calor modelo (65-125 °C)
Salchichas tipo Frankfurt modelo Proteinas de soja 147
(75-120°C)
Salchichas modelo Proteinas de soja y de mostaza - 150
Productos carnicos cocinados Proteinas de soja - 127
modelo (71 °C)
Productos carnicos cocinados Proteinas de soja 2.5% 151
modelo (60-125 °C)
Salchitas tratadas con calor (121 °C | Proteinas de soja 0.1% 152
durante 45 min)
Productos carnicos tratados con Proteinas de soja 0.02% 153
calor modelo (100 °C)
Productos carnicos tratados con Proteinas de soja, caseinas, | 0.1% para cada proteina | 154,155
calor modelo (100 °C) proteinas de suero, ovalbimina

y gluten de trigo (modificado y
no modificado)
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Productos carnicos tratados con Proteinas de soja 0.5% 156
calor modelo (60-100 °C)

INMUNOENSAYOS
Productos carnicos tratados con | Proteinas de soja - 157,158
calor modelo
Hamburguesa  pasteurizada y | Proteinas de soja 0.1% 159
carne  en lonchas en lata
esterilizada a 120 °C durante 30
min.
Albondigas, croquetas de ternera, | Proteinas de soja - 81
pollo frito y hamburguesas
Hamburguesa comercial Proteinas de soja 2 ppm (0.0002 %) 160
Hamburguesa comercial Proteinas de soja - 161
Productos Carnicos modelo | Proteinas de soja - 129,130
sometidos a autoclave (121 °C, 20
min), salchichas, jamén, paté y
hamburgesa
Salchichas modelo y comerciales Proteinas de soja - 162
Salchichas de cerdo modelo (80 °C | Proteinas de soja - 163
durante 20 min)
Chorizo Proteinas de soja 1% 164
Salchichas Protefnas de soja, de guisante y | 0.05-0.1% para 165

gluten

proteinas de soja y
guisante y 0.025-0.5%
para gluten de trigo
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- en el caso del analisis de productos carnicos tratados con calor, que es el caso mas
frecuente, existe una limitacion adicional relacionada con los cambios estructurales
que les ocurren a las proteinas durante el tratamiento térmico. Estos cambios
ocasionan también problemas en la reacciéon con los anticuerpos.

- elevado coste.

- elevados tiempos de analisis.

- elevada complejidad.

A pesar de estos inconvenientes, es un método inmunolégico el tnico que se ha
empleado en los laboratorios de control y ha sido seleccionado por la AOAC Internacional
(primera accion en 1988) para determinar proteinas de soja en productos carnicos crudos y
tratados con calor. Sin embargo, la propia AOAC indica que el método es semicuantitativo
y para obtener resultados fiables necesita conocer la fuente de proteinas de soja en el
producto carnico asi como dicho producto para llevar a cabo la calibracién para anélisis
cuantitativo. Ya que este método ha sido utilizado en esta Tesis Doctoral con fines

comparativos, se comentaran brevemente sus caracteristicas.

El método AOAC es un método ELISA en el cual el producto carnico desgrasado
que contiene las proteinas de soja se somete a condiciones desnaturalizantes, condiciones
renaturalizantes y finalmente, es analizado por un modo de inhibicién de ELISA. En este
inmunoensayo, las proteinas de soja reaccionan con un antisuero apropiado adicionado en
exceso conocido. El anticuerpo que no ha reaccionado con las proteinas de soja es,
posteriormente, determinado tras su aislamiento, a través de una reaccién con un segundo
anticuerpo conjugado con una enzima. La actividad de la enzima del segundo anticuerpo
que ha reaccionado con el primer anticuerpo se determina por adiciéon de un sustrato
cromoéforo que permite la formacion de un compuesto cuya intensidad de color se mide a
405 nm. A partir de esta medida es posible determinar la cantidad del primer anticuerpo
que ha reaccionado con proteinas de soja y por diferencia con la cantidad inicial de
anticuerpo, es posible saber la concentracién de proteinas de soja en el producto carnico

[166]. En la Figura I. 3 se muestra un esquema de las etapas seguidas para la
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Figura I. 3. Esquema en el que se muestran los pasos seguidos en el ensayo de inmunoadsorcién con enzimas ligadas (ELISA)
en modo competitivo indirecto para llevar a cabo la determinacién de proteinas de soja en productos cérnicos crudos y

procesados con calor.

El ensayo se realiza en micropocillos de pléstico cubiertos con una preparacién purificada de proteinas de soja.

En la reaccién de competicién inicial, el extracto diluido de la muestra se afiade dentro del micropocillo con el antisuero apropiado.
Con concentraciones crecientes de proteinas de soja en el extracto, la cantidad de anticuerpo enlazado a la soja del pocillo serd menor.

La cantidad de anticuerpo enlazado a la soja que cubre el pocillo se determina por reaccién con un segundo anticuerpo conjugado con una enzima.
La actividad de la enzima del segundo anticuerpo que ha reaccionado con el primer anticuerpo se determina por adicion de un sustrato cromoéforo
que permite la formacion de un compuesto cuya intensidad de color se mide fotométricamente.
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determinacién de proteinas de soja por el método ELISA de la AOAC. Como puede
observarse, este método es complejo, tedioso y caro pero atin asi es el tnico que se utiliza
dado que no existen métodos adecuados para la determinacién de proteinas de soja en
productos carnicos. Ademads, existen numerosos factores que pueden afectar a la obtenciéon

de resultados cuantitativos fiables.

Meétodos cromatogrificos.

La cromatografia de liquidos también se ha aplicado a la determinacion de
proteinas de soja en productos cérnicos a través de la determinacion de aminoécidos,
péptidos o de las propias proteinas. Las Tablas I. 9 y I. 10 agrupan los trabajos en los que
se han desarrollado métodos cromatograficos para la determinaciéon de proteinas de soja
en productos carnicos crudos y tratados por calor, respectivamente. Se observa que el
namero total de articulos publicados en relacion al anélisis de ambos tipos de productos
ha sido bastante similar aunque en este caso, contrariamente a lo que ha ocurrido con los
métodos inmunolédgicos, los productos carnicos crudos parecen haber recibido mas
atencion. Asimismo, en el caso de productos cérnicos tratados con calor, los métodos
cromatograficos propuestos se han centrado en la determinaciéon de aminoécidos y
péptidos mientras que para productos carnicos crudos también se han propuesto métodos
para la determinaciéon de las proteinas de soja como tales. Otro hecho que se puede
destacar a la vista de las tablas es que los modos cromatograficos més utilizados para el
desarrollo de los métodos propuestos han sido la fase inversa y el intercambio i6nico,
tanto aniénico como catiénico. En el caso del andlisis de aminodcidos casi la totalidad de
los trabajos realizados se han llevado a cabo por cromatografia de fase inversa, en la
determinacion de péptidos se ha empleado la cromatografia de intercambio iénico y en la

separacion de las proteinas se han utilizado ambos modos.
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Tabla I. 9 Métodos cromatogréficos desarrollados para la determinaciéon de proteinas de soja en productos cérnicos crudos.

Muestra Tratamiento de muestra Condiciones de separacion Deteccion  Limite de | Ref.
deteccién
DETERMINACION DE AMINOACIDOS
Producto  cérnico modelo Fase-inversa (Hypersyl ODS, 150 x 4 mm). - 167
preparado con carne de Gradiente de elucién: 0-100% B in 15 min.
ternera picada (musculo y Fases méviles: A, ACN/agua 20:80 con
colageno) mezclada con soja disolucion reguladora fosfato 0.03 M (pH
(texturizado y aislado). Hidrolisis con HCl 6 M y 6.5); B, ACN/agua 40:60. Derivatizacién
disolucién en carbonato de litio con cloruro de
Producto  cdrnico modelo 0.04 M (pH 9.5) Fase-inversa (Hypersil C18, 150 x 4 mm). dansilo - 168
preparado con carne y corteza | ' Gradiente de elucién: 0-100% B in 25 min. (250 nm)
de cerdo, soja, caseina y suero Fases méviles: A, ACN/agua 15:85 con
lacteo. disolucién reguladora fosfato 0.03 M (pH
7.5); B, ACN/agua 35:65.
Producto  carnico modelo | Extraccion de la grasa con - - - 169
preparado con carne de|Cl;CH/MeOH/agua (1:2:0.8) e
musculo y soja hidrélisis con HCl 6 M
Producto  carnico modelo | Hidrélisis con HCl1 6 M Fase-inversa (PICO TAG, 150 x 3.9 mm). Derivatizacién - 170
preparado con carne de Gradiente de elucién: 54-100% in 10 min. con trietilamina-
musculo, coldgeno, gamba, Fases moviles: A, disolucion reguladora | fenilisotiocianato
soja y proteinas de trigo acetato/trietilamina (pH 6.4):ACN (47:3); B, (254 nm)
ACN:agua (60: 40).
DETERMINACION DE PEPTIDOS

Producto  cdrnico modelo | Extraccion de la grasa con |Intercambio catiénico (Aminex A5, 250 x 9| Derivatization 5-10% 171-
preparado como mezcla de|Cl;CH/MeOH, HCI/EtOH, y|mm) con ninhidrina 173
soja y carne acetona. Disolucién reguladora de elucién: citrato de | (570 nm)

Desnaturalizacién con una
disolucién reguladora (pH 8.1)
y digestion con tripsina

sodio 0.2 N (pH 5.47)
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Muestra Tratamiento de muestra Condiciones de separacion Detecciéon  |Limite de | Ref.
deteccién
Producto  carnico modelo | Extraccion de la grasa con |Intercambio catiénico (Aminex A5, 650 x 6 | Derivatizaciéon 2% 174
preparado como mezcla de|Cl;CH/MeOH y tratamiento de | mm) con ninhidrina
carne de ternera y aislado de | muestra con disolucién | Gradiente de elucién: 0.033-0.067 M citrato de | (570 nm)
proteina de soja reguladora Tris-HCI 0.05 M con | sodio.
CaCl» 0.0086 M y digestion con | Flujo, 0.4 mL/min
tripsina
DETERMINACION DE PROTEINAS
Producto  carnico modelo | Extraccion de las proteinas con | Intercambio aniénico (Al-Pellionex-wax) UV a 254 nm - 103
preparado con carnes de |disolucion reguladora acetato | Elucién con disolucién reguladora acetato (pH
ternera, pollo, cordero y cerdo | (pH 5) 5)
mezcladas con proteinas de
soja
Producto cdrnico modelo | Extraccién de la proteina con | Fase-inversa (Hi-Pore RP-304, 250 x 4.6 mm). | UV a 280 nm. 1% para | 175
preparado con carnes de|una disoluciéon reguladora | Gradiente de elucién: 30-75% B en 70 min. proteinas
diferentes especies (ternera, | fosfato 0.05 M (pH 7) con 0.5% | Flujo, 1.5 mL/min de sojay
cerdo, pollo, y pavo) proteinas | SDS y 0.1% 2-mercaptoetanol | Fases moéviles: A, 0.1% TFA en agua; B, 95:5:0.1 suero
de soja, suero lacteo y caseina. ACN:agua:TFA. lacteo y
caseina
Producto carnico modelo | Extraccién de la proteina con | Intercambio aniénico (Aquapore AX-300, 220 x | UV a 280 nm - 176
preparado con carne de|disoluciéon reguladora Tris-|4.6 mm y 30 x 4.6 mm).
ternera  enriquecida  con |HCI 0.02 M (pH 7) con 8 M| Gradiente de elucién: 0-0.5 M NaCl (para la
aislado de proteina de soja. urea, 0.01% EDTA y 0.01% |columna 200 x 4.6 mm) en 30 min y 0-2.0 M
DTT NaCl (para la columna 30 x 4.6 mm) en 20 min.
Flujo, 1 mL/min
Extraccion de la proteina con | Fase-inversa (Aquapore RP-300, 220 x 4.6 mm). | Derivatizacion 2%
una disolucion reguladora | Gradiente de elucién: 20-70% B en 50 min. con 4-
Tris-HC1 0.05 M (pH 7.5) con | Flujo, 1 mL/min. vinilpiridina
0.01% EDTA y 0.1% DTT. Fase moviles: A, 0.05% TFA en agua; B, 0.05% (280 nm)

TFA en ACN.
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Tabla I. 10. Métodos cromatograficos desarrollados para la determinacién de proteinas de

soja en productos tratados con calor.

Muestra Proteinas no carnicas Modo Limite de Ref.
afiadidas cromatografico detection
ANALISIS DE AMINOACIDOS
Productos Proteinas de soja, de Intercambio - 91
Carnicos clara de huevo, de i6nico
pasteurizados trigo, caseinas, protinas
de patata y de tendén
Productos Proteinas de soja, Fase inversa - 167
carnicos modelo | caseinas y suero
tratados con
calor
Productos Proteinas de soja y Fase inversa - 170
carnicos modelo | proteinas de trigo
tratados con
calor
ANALISIS DE PEPTIDOS

Productos Proteinas de soja Intercambio 5-10 % 171-173
carnicos modelo iénico
tratados con
calor (120 °C
durante 3 h)
Productos Proteinas de soja Intercambio - 174
carnicos modelo iénico
tratados con
calor (100 °C
durante 30 min)
Productos Proteinas de soja Intercambio 2% 114,177
carnicos modelo iénico
tratados con
calor (120 °C
durante for 3 h)
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La determinacién de proteinas de soja en productos carnicos a partir del analisis
cromatografico de aminoacidos consta de tres etapas: hidrolisis de la muestra, separacién
cromatografica de la muestra hidrolizada y comparacién del perfil aminoédcido obtenido
con una coleccion de perfiles aminoacidicos de diferentes proteinas. Esta comparacion se
realiza con la ayuda de un programa de ordenador que basado en un método de regresion
puede determinar los diferentes tipos de proteinas presentes en una muestra. La principal
ventaja de esta estrategia es que funciona igualmente para mezclas de proteinas nativas o
desnaturalizadas ya que los aminoacidos son menos susceptibles a sufrir cambios durante
el procesamiento de los alimentos que las proteinas. Las principales dificultades se derivan
del hecho de que todas las proteinas contienen los 17 aminoédcidos mayoritarios, aunque
en proporciones variables. Ademas, otro problema afiadido en el caso de la determinacién
de proteinas de soja en productos cédrnicos es que las proteinas de soja y las proteinas

carnicas presentan una composicion aminoacidica similar [91].

Otra aproximacion utilizada para la determinacién de proteinas de soja en
productos carnicos ha consistido en la determinaciéon de péptidos caracteristicos de las
proteinas de soja. En este caso la muestra se somete a una hidrélisis parcial de las
proteinas, normalmente por digestion enzimatica, previamente a la separaciéon de los
péptidos solubles por HPLC. Es necesario tener especial cuidado en el caso de productos
carnicos tratados con calor para eliminar la agregacion de las proteinas individuales ya
que este hecho dificulta su solubilizacién. De hecho se comprobé que la desnaturalizaciéon
sufrida por las proteinas debida al tratamiento térmico del producto carnico afectod
negativamente a la sensibilidad y exactitud de los métodos analiticos. Con el fin de
resolver estos problemas, una estrategia aplicada fue la de utilizar un paso previo de
desnaturalizaciéon de las proteinas antes de su hidrélisis para llevarlas todas a la misma
configuracion dando lugar a resultados independientes del procesado del producto
carnico [171]. A pesar de esta mejora, la separaciéon cromatografica posterior de los
péptidos en muchos casos dio lugar a solapamientos entre picos correspondientes a los
péptidos de soja y a los péptidos procedentes de las proteinas cérnicas limitando la
aplicacaiéon de estos métodos con fines cuantitativos, sobre todo en aquellos casos en los

que la fuente de proteinas de soja adicionada a los productos cdrnicos no era conocida.
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Ademas, los tiempos de andlisis fueron muy elevados haciendo imposible la aplicacién de

los métodos desarrollados al control de rutina de productos carnicos [174].

Finalmente, la determinacién de proteinas de soja en productos carnicos se ha
llevado a cabo también a través de los perfiles proteicos cromatogréaficos aunque esta
estrategia s6lo se habia utilizado para productos carnicos crudos en el momento de
comenzar esta Tesis Doctoral. Inicialmente, se utilizaron con el fin de abordar el problema
diferentes modos cromatograficos incluyendo la exclusion, el intercambio catiénico y el
interambio aniénico. En los dos primeros casos no fue posible llevar a cabo la separaciéon
de las proteinas de soja y las proteinas carnicas mientras el empleo de una columna de
intercambio aniénico débil tras extraccion de las proteinas dio lugar a separaciones lo
bastante buenas como para permitir la identificacién de las proteinas de soja en mezclas
soja-producto carnico [103]. La Figura I. 4 muestra los cromatogramas correspondientes a
diferentes carnes (cerdo, cordero, ternera y pollo), a un aislado de proteina de soja y a una
mezcla de carne de ternera con proteinas de soja. Se observa que las proteinas de soja
eluian con el tiempo muerto (pico A) y en un pico con tiempo de retencién préximo a 21
min (pico B). Algunas proteinas de soja no se retenian en la columna y eluian con el pico A
mientras que el resto eluian en los picos C, D, E y F. La detecciéon y determinaciéon de
proteinas de soja fue posible utilizando el pico F que se separaba totalmente de los picos

correspondientes a las proteinas de la carne [103].

Posteriormente, se utiliz6 el modo de fase inversa para llevar a cabo la
determinacién de proteinas de soja, proteinas de suero y caseinas en productos carnicos
crudos de diferentes especies (ternera, cerdo, pollo y pavo) por HPLC [175]. El método
consisti6 en un gradiente lineal en 70 min con fases moviles que contenian &cido
trifluoroacético como agente formador de pares de iones. Para ello, se prepararon
productos carnicos modelo suplementdndolos con las diferentes proteinas no carnicas. Los
resultados mostraron que habia tres picos caracteristicos de las proteinas de soja y uno
para las caseinas que se separaban bien de las proteinas de la carne. En el caso del suero, el
principal pico obtenido coeluia con las proteinas carnicas. El método se aplicé a la

determinacion cuantitativa de las proteinas estudiadas con limites de deteccién del 1 %.

44



Introduccion y Objetivos

=
(1) ‘—I | I|"|I |
I’ 1l
] 0"
1 | II | —— FORK
| | | _;-,IIL'— LAMB
| | (]
1 I [{if 'I'I-:ll— BEEF
2 | Y
:"!_,l || illll'__' "_d:!-lll—c.le:l-cL H
sl | i I'-"l':"-
3| \_ Jj \{\R
| bl =
1 5 21
Fimelmin] -
._l I|'—|
@) ‘ | |
] i
n |
| [
| | . |
Vi | & [
| Wi | I'I
I"._ _ | |
" | 4
ACD ". |
N VAW,
st B
T 1 F -
timeeimin) —
(3) | ¢ &
o
| |
|
I
\i 5
| N
5 ke II".
| B R
et
& 34 EF 1 m

Figura I. 4. Perfiles proteicos obtenidos por RP-HPLC a partir de: (1) distintos extractos carnicos,
(2) aislado de proteina de soja y (3) mezcla carne de ternera-aislado de proteina de soja (15 %). Ay

B: picos de proteinas carnicas. A, C, D, E y F: picos de proteinas de soja [103].
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Finalmente, la separacién simultdnea de las proteinas de soja y las proteinas
carnicas se llev6 a cabo por HPLC de intercambio aniénico y en fase inversa aunque en el
primer caso el importante solapamiento observado para las proteinas de soja no permiti6
su aplicaciéon con fines cuantitativos. En el caso de la fase inversa, la separaciéon de las
proteinas de soja y las proteinas carnicas requirié un paso previo de derivatizacién con 4-

vinilpiridina. El limite de deteccion en este caso fue del 2 % [176].

Los problemas encontrados y que se han comentado a lo largo de todo este
apartado al intentar desarrollar metodologias analiticas para la determinacién de proteinas
de soja en productos carnicos habian impedido hasta el momento establecer un método
analitico de rutina adecuado para el control de calidad de estos productos. Por ello, en esta
Tesis Doctoral nos propusimos proponer metodologias analiticas rdpidas, sencillas y de
bajo coste para solucionar este problema y para conseguirlo utilizamos la técnica de HPLC

de perfusion por sus interesantes caracteristicas para la separaciéon de proteinas.

I.1.7 La cromatografia de perfusion

La cromatografia de perfusién surge como consecuencia de los grandes avances que
han tenido lugar en el campo de la biotecnologia asi como debido a la necesidad de
acelerar todos los aspectos relacionados con la investigacion de biomoléculas,

especialmente con su purificacion y anélisis [178, 179].

En cromatografia liquida convencional, las moléculas se mueven rodeando la
superficie de la fase estacionaria mediante conveccién, pero ademas, el transporte de
moléculas a través de las particulas de la fase estacionaria se lleva a cabo por difusién, el
cual es un proceso lento, especialmente en el caso de péptidos y proteinas que poseen
elevado peso molecular y bajos coeficientes de difusion [180]. Como consecuencia de este
hecho, se produce un incremento en el ensanchamiento de picos y pérdida de resolucion

cromatografica [178].
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En cromatografia de perfusion, las particulas de la fase estacionaria estan disefiadas
para permitir un mejor acceso de las moléculas de soluto al interior de éstas a través de
poros de dos tamafios diferentes: poros grandes (throughpores) de didmetro comprendido
entre 6000 y 8000 A, que atraviesan la particula de fase estacionaria de extremo a extremo
y, como consecuencia, permiten el transporte de las moléculas de soluto en el interior de la
particula por conveccién, y poros pequefios (diffusive pores), con un tamafio de poro de 800
a 1500 A, que interconectan los anteriores y proporcionan gran capacidad de carga [180,
181]. Asi, las moléculas de soluto viajan por conveccién por la columna hasta alcanzar la
particula de fase estacionaria (como ocurre en cromatografia con fases estacionarias
convencionales), y una vez alli, las moléculas de soluto atraviesan las particulas mediante
una combinacién de transporte convectivo y difusivo. Como consecuencia de todo ello, se

tienen las siguientes ventajas en cromatografia de perfusion:

> Las separaciones son de 10 a 100 veces mas rdpidas que en cromatografia
convencional, mientras que la resoluciéon y la capacidad de carga de la columna se

mantienen.

> El transporte rapido a través de los throughpores y diffusive pores permite que tanto la
resoluciéon como la capacidad de carga de la columna sean independientes del flujo
de la fase moévil. Ello hace posible la utilizacién de elevados flujos y la reducciéon

dréstica de los tiempos de anélisis.

» La reduccion de los tiempos de analisis con fases perfusivas disminuye el tiempo
que las moléculas de soluto permanecen dentro de la columna, y asi se evita que
moléculas de gran tamafio como las proteinas, se desnaturalicen o que la actividad

bioldégica de las biomoléculas quede mermada [180].

> La reduccién de los tiempos de analisis permite la reduccion del coste de los

procesos cromatograficos a escala analitica y especialmente preparativa [182].
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Las fases estacionarias perfusivas estan constituidas por poliestireno entrecruzado

con divinilbenceno [183] y sus caracteristicas son [179, 180, 184]:

> Elevada estabilidad mecanica y quimica.
» Soportan presiones de hasta 170 bar.
> Se pueden emplear a pH entre 1y 14.

> Soportan elevadas fuerzas iénicas (0 a 3 M).

En el modo de fase inversa, esta matriz no s6lo hace de soporte sino también de fase
estacionaria [185]. Para obtener fases estacionarias adecuadas para otros modos
cromatograficos, la matriz se recubre de una fina pelicula de un copolimero (< 80 A)
compuesto por al menos tres especies monomeéricas, cada una de las cuales tiene una
funcién diferente. Uno de los monémeros se utiliza para unir el copolimero a la matriz
soporte y previene la erosion del recubrimiento; otro monémero tiene la funcién de unir
los grupos funcionales del copolimero a la fase estacionaria y el tercer monémero
entrecruza las cadenas del copolimero para formar una superficie impermeable [184]. En
esta pelicula, rica en grupos hidroxilados, se sustituyen los grupos funcionales creando asi
diferentes modos cromatograficos: intercambio i6nico, interaccion hidréfoba y afinidad.
Esta técnica no se utiliza en el modo de exclusiéon molecular debido a que el transporte por
conveccion en el interior de la particula podria afectar a la difusién que se necesita para

que tenga lugar la separacion de las moléculas en funcién de su tamario [186].

Las caracteristicas tan interesantes de la cromatografia de perfusion ha permitido la
realizacion de separaciones cromatograficas de proteinas en cortos tiempos de analisis y
en algunos casos incluso ha simplificado la separacion [187] o ha permitido el aislamiento

de proteinas en un estado mas nativo [188].

A pesar del interés de las fases estacionarias perfusivas, éstas no se habian
empleado nunca para la separaciéon de proteinas de soja hasta que nuestro grupo de
investigacion lo hizo siendo pionero en la aplicaciéon de fases estacionarias de alta

velocidad en la separaciéon de estas proteinas y aplicando dichas separaciones a la
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determinacion de proteinas de soja en productos derivados de soja y a la caracterizacion

de variedades de cultivos de soja [189-194].

En esta Tesis Doctoral, se ha abordado por primera vez el estudio de la
cromatografia de perfusion como herramienta analitica para el desarrollo de métodos

analiticos para la determinacién de proteinas de soja en productos carnicos.

I.2 OBJETIVOS

A pesar de las interesantes propiedades nutritivas y funcionales de las proteinas de
soja, la adiciéon de estas proteinas a productos carnicos esta prohibida o limitada por la
legislacién vigente. Sin embargo, estas proteinas se utilizan frecuentemente en la
elaboracion de productos carnicos debido a sus propiedades emulsionantes y bajo coste.
Ello implica la necesidad de disponer de metodologias analiticas que permitan la
determinacién de proteinas de soja en productos carnicos. La ausencia de metodologias
analiticas adecuadas para llevar a cabo el control de calidad hace que la propuesta de

métodos sencillos y accesibles a los laboratorios de control presente un gran interés.

Por ello, el objetivo general de este trabajo de investigacion ha sido:

Desarrollar metodologias analiticas sencillas, rapidas y de bajo coste para la

determinacion de proteinas de soja en productos carnicos utilizando HPLC de perfusién.

Del objetivo general planteado se han derivado los siguientes objetivos concretos:

» Optimizar un método de extraccion cuantitativa de las proteinas de soja afiadidas a

productos carnicos con la menor interferencia posible de las proteinas carnicas.

> Disefiar un gradiente de elucion y optimizar distintas condiciones cromatogréficas

en HPLC de perfusion (porcentaje de agente desnaturalizante en las fases moéviles y
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longitud de onda de deteccién UV) para llevar a cabo la separaciéon de las proteinas

de soja y las proteinas carnicas en el extracto del producto cérnico.

Seleccionar un pico “marcador” de proteinas de soja que permita la deteccion
rdpida de adulteraciones de productos carnicos con proteinas de soja o la
cuantificaciéon de las mismas en productos cérnicos a los que la adiciéon de proteinas

de soja esta permitida por la legislacion hasta un limite.

Caracterizar el pico “marcador” de proteinas de soja utilizando como herramienta

analitica la espectrometria de masas.

Desarrollar una metodologia analitica de HPLC de perfusion acoplada a un
Espectrometro de Masas de Trampa de Iones con el fin de intentar caracterizar los
picos obtenidos en la separacién cromatografica de los extractos obtenidos a partir
de habas de soja, en particular, el pico que eluye al mismo tiempo de retencién que

el pico “marcador” de proteinas de soja en productos carnicos.

Identificar inequivocamente las proteinas de soja que eluyen en el pico “marcador”
mediante el desarrollo de wuna metodologia analitica de cromatografia
multidimensional y Espectrometria de Masas en tandem (aislamiento del pico
“marcador” e inyecciéon del hidrolizado peptidico en un sistema de nano-HPLC-

MS/MS).

Validar las metodologias analiticas desarrolladas para productos carnicos
elaborados con carnes de distintas especies (cerdo, pavo, pollo, ternera y mezclas de
ellas), en especial, aquellos de mayor complejidad como los productos carnicos

tratados con calor.

Aplicar las metodologias analiticas propuestas a la determinaciéon de proteinas de
soja en productos carnicos comerciales para consumo humano con el fin de

controlar el cumplimiento de la legislacién vigente para estos productos.
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II. PARTE EXPERIMENTAL

II. 1 REACTIVOS, PATRONES Y MUESTRAS

IT.1.1 Reactivos

Determinacion de proteinas de soja en productos cirnicos por HPLC

Las fases moéviles empleadas en HPLC se prepararon utilizando acetonitrilo (ACN)
(Merck, Darmstadt, Alemania), agua ultrapura obtenida en un equipo Milli-Q (Millipore,
Bedford, Massachusetts, EE.UU.), acido trifluoroacético (TFA) (Sigma-Aldrich, San Luis,
Missouri, EE.UU.) y 4cido férmico (Riedel de Haén, Seelze, Alemania).

Para la preparacion de los extractos carnicos a partir de los productos carnicos se

han empleado los siguientes reactivos:

- Acetona, hexano (Merck), etanol y éter de petréleo (ambos de Panreac,
Barcelona, Espafia) para la extraccion de la grasa.

- La solubilizacion de las proteinas se realiz6 con
tris(hidroximetil)aminometano (Tris), 2-mercaptoetanol, urea (todo de
Merck), hidrogenocarbonato sédico, hidrogenofosfato sédico (ambos de
Panreac), ditiotreitol (DTT) (ICN, Aurora, Ohio, EE.UU.) y dodecil sulfato
sodico (SDS) (Fluka Biochemica, Buchs, Suiza).

Fraccionamiento de las proteinas de soja

En el fraccionamiento de las proteinas a partir de las habas de soja se utiliz6 éter de

petroéleo, Tris, 2-mercaptoetanol (Merck) y acido clorhidrico (Panreac).
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Analisis por SDS-PAGE de proteinas de soja

Para llevar a cabo la separaciéon de componentes proteicos por electroforesis en gel
de poliacrilamida en presencia de SDS (SDS-PAGE) se emplearon los siguientes reactivos:
SDS, Tris, persulfato de amonio (Merck), disolucién de acrilamida/bisacrilamida (30 %T,
2,67 %C) (Biorad, Hercules, California, EE.UU.), disolucién reguladora de Laemmli (62.5
mM Tris, pH 6.8, 2 % SDS, 25 % glicerol, 0.01 % azul de bromofenol) (Biorad), disolucién
reguladora Tris/Glicina/SDS (25 mM Tris, pH 8.3, 192 mM glicina, 0.1 % SDS) (Biorad),
N’'N'N’N’- tetra-metil-etilenodiamina (TEMED) (Biorad) y azul de Coomassie EZBlue™
(Sigma-Aldrich).

La digestion de las proteinas que eluian en los picos recogidos en el fraccionamiento
por RP-HPLC de perfusion, se llevd a cabo utilizando urea, DTT, iodoacetamida,
bicarbonato amoénico (Fluka Biochemica) y tripsina de grado proteémico (Sigma-Aldrich).
La digestion en gel sobre las bandas obtenidas por SDS-PAGE se llevé a cabo con los

mismos reactivos y ACN.

IT.1.2 Patrones

Como patrén de proteinas de soja se han empleado dos aislados de proteinas de
soja (APS): el APS Supro 500E (Anvisa, Madrid, Espafia) y el APS de ICN. El APS de ICN
se utiliz6 con fines cualitativos en el analisis de proteinas de soja en diferentes habas y
fracciones por espectrometria de masas. El APS Supro 500E se utiliz6 con fines
cuantitativos para determinar el contenido de proteina de soja adicionada a los productos
carnicos. El contenido en proteinas de este aislado se obtuvo a partir del porcentaje en
nitrégeno total determinado por el método Kjeldahl multiplicado por 6.25 (factor de
conversion aplicado normalmente a los productos de soja) [195]. El porcentaje de proteina
calculado de esta manera en tres lotes distintos fue de 86.7 % (m/m) (RSD = 4.96; 4
determinaciones), 90.9 % (m/m) (RSD = 0.73 %; 6 determinaciones) y 85.4 % (2 replicas),
respectivamente. La humedad del aislado de proteina de soja se determindé mediante

secado a 130 °C hasta pesada constante [195].
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Otras proteinas patrén también empleadas para la caracterizacion de las proteinas
de soja por espectrometria de masas fueron: inhibidores de la soja Kunitz y Bowman-Birk
(inhibidores de la quimotripsina y la tripsina), lectinas y lipoxigenasas (todos de Sigma).
Asimismo, se ha empleado también una mezcla de proteinas patrén de pesos moleculares
conocidos (10 kDa, 15 kDa, 20 kDa, 25 kDa, 37 kDa, 50 kDa, 75 kDa, 100 kDa, 150 kDa, 250
kDa) de laboratorios Biorad para la estimacion de los pesos moleculares de las proteinas
de soja. Por ultimo, el caseinato sédico, la a-lactoalbimina y la p-lactoglobulina de leche
de vaca, utilizadas para estudiar la interferencia de dichas proteinas en la determinacién

de proteinas de soja, se compraron en Sigma.

IT.1.3 Muestras

Se han utilizado diez habas con cuatro coloraciones diferentes. Ocho de estas habas
habian sido comercializadas como habas de soja (tres amarillas, dos verdes, una roja y dos
negras) y dos como azuki (Vigna angulares (Willd.)) y tenian un aspecto similar al de las
habas comercializadas como soja roja. Todas las habas fueron adquiridas en comercios de

Madrid.

Los productos carnicos utilizados habian sido elaborados con distintos tipos de
carne (cerdo, pollo, pavo, ternera) y mezclas de las mismas, agua, sal, azticares (dextrosa,
lactosa), almidén (trigo, patata, maiz), especias, conservantes, estabilizantes, antioxidantes
y colorantes. La mayor parte de estos productos contenian proteinas de soja. Algunos de
ellos, también contenian proteinas lacteas. Todos estos productos fueron adquiridos en
comercios de Madrid o suministrados por Campofrio Alimentaciéon S.A. (Burgos). En la
Tabla II.1 se ha incluido la lista de los productos utilizados que contenian proteinas no
carnicas. En esta tabla también se han incluido cuatro productos modelo que contenian
proteinas de soja y que no habian sido sometidos a ningtn tratamiento térmico. Asimismo,
se han utilizado tres productos carnicos modelo que contenian carnes de cerdo, pavo y
pollo, respectivamente, y que no contenian proteinas de soja u otro tipo de proteina no
carnica. Todos los productos modelo fueron preparados en la Planta Piloto de la empresa

Campofrio Alimentacion S.A. (Burgos).
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Tabla II. 1. Ndmero y caracteristicas de los productos carnicos utilizados que
contenian proteinas no cdrnicas.

Proteinas no carnicas que contienen

Productos carnicos Proteinas de Proteinas de sojay
sojal lacteas2
Con carne de cerdo3 3 | -
Con carne de pavo? 8 6
Con carne de pollo? 10 1
Con carne de ternera3 1 1
Con carne de pavo y cerdo? 1 4
Con carne de cerdo y pollo® r
Con carne de pavo y ternera®> | - 1
Con carne de ternera, pavo y pollo? T
Con carne de cerdo, polloy pavo® | - 1
Con carne de cerdo, ternera, polloy |~ )
pavo?
Modelo con carne de cerdo T
Modelo con carne de pavo Tr
Modelo con carne de pollo 2
Total 39 15

1 En la mayoria de estos productos se indicaba directamente la adicién de aislado de proteina de soja. En
algunos casos sélo se indicaba que se habia afiadido proteina vegetal y posteriormente en el laboratorio se
comprobd que contenian proteinas de soja.

2 Las proteinas lacteas se adicionaron como tales o también en forma de leche en polvo.

3 Productos carnicos sometidos a tratamiento térmico.
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II. 2 INSTRUMENTACION

II.2.1 HPLC

Se han empleado diferentes cromatégrafos de liquidos modelo 1100 de Agilent
Technologies (Palo Alto, CA, EE.UU.), todos equipados con sistema de inyeccion
automatico, sistema de desgasificaciéon a vacio, compartimento termostatizado para la
columna, detector de diodos en serie y bomba cuaternaria o binaria. Los equipos fueron
controlados con un sistema de adquisiciéon de datos HP-Chemstation. Ademas, el equipo
con la bomba binaria estaba conectado a un espectrémetro de masas de trampa de iones a
través de una interfase ortogonal de electrospray (ESI, modelo G1607A, Agilent
Technologies) (ver Figura II. 1). El control del equipo y el analisis y adquisiciéon de datos se
realiz6 con el LC/MSD Trap Software 5.2.

Se han empleado dos columnas cromatograficas de perfusion en fase inversa Poros
R2/H de Perseptive Biosystems (Framingham, Massachussets, EE.UU.), ambas
empaquetadas con particulas de fase estacionaria de poliestireno-divinilbenceno de 10 pm

de tamafio y de dimensiones: 50 x 4.6 mm d. i. y 100 x 2.1 mm d. i.

II.2.2 Nano-HPLC-MS/MS

Se ha utilizado un equipo de nano cromatografia liquida (nano-LC) de la serie 1100
de Agilent Technologies (Figura II. 2A) acoplado a una trampa de iones modelo SL de
Agilent equipada con una fuente ortogonal de nanoelectrospray (Figura II. 2B). El sistema
estaba equipado con dos bombas, una de un solo canal para régimen isocratico y otra que
proporcionaba flujos del orden de los nano-litros y que estaba conectada a un micro-
desgasificador a vacio, un micro-inyector termostatizado y un compartimento de columna

termostatizado con una micro-valvula de seis vias.
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Figura II. 2. Componentes del sistema de nanoLC (A) y conexion con la trampa
de iones equipada con una fuente ortogonal de nano-electrospray (B).
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Se utilizaron tres columnas de fase inversa (Agilent Technologies), una columna
C18 Zorbax de 5 mm x 300 um d. i. para preconcentrar las muestras y dos columnas C18
Zorbax de 50 mm x 75 pm d. i. y de 150 mm x 75 pm d. i. que se utilizaron para separar las
muestras previamente preconcentradas. Las tres columnas estaban empaquetadas con
particulas de 3.5 o 5 pm y presentaban poros de 300 A. La columna utilizada en la
preconcentracion de muestras se situ6 en el compartimento de la columna conectada a una
micro-valvula de seis vias. La nano-columna se colocé en la cdmara de la fuente de nano-
electrospray conectada directamente a la aguja con fines a reducir al maximo el volumen

muerto (Figura II. 2).

IT.2.3 Otros

Para llevar a cabo la electroforesis de proteinas por SDS-PAGE se utiliz6 el sistema

Mini-Protean de BioRad.

Asimismo, también se ha utilizado el siguiente material: sistema de filtracion de
disolventes, filtros de nylon de 0.45 pm (Gelman Sciences, EE.UU.), pH-metro modelo 654
de Metrohm (Herisau, Suiza), bafio de ultrasonidos KM de Raypa (Barcelona, Espafia),
centrifuga Megafuge 2.0R de Heraeus (Alemania), estufa de secado Memmert VE 300,
balanza analitica AE260 Delta Range (Greifensee, Suiza), homogeneizador Ultraturrax
modelo T-25B de IKA (Alemania), picadora moulinette de Moulinex (Francia), Molinillo
de Braun (Alemania), Agitador magnético Agimatic-N de ]J. P. Selecta (Barcelona, Espafia),
granatario de Mettler (Toledo, Espafa), cartuchos de extracciéon en fase sélida C18 de
Phenomenex (California, EE. UU.), sistema de vacio de Vac Master para llevar a cabo la
extraccion en fase sélida, bafio de agua M12 de LAUDA, microbalanza Sartorius, montaje
para la evaporacion de la fase movil de las muestras mediante una corriente de nitrégeno,
centrifuga Biofuge 28 RS (rotor 3745) de Heraeus, placa calefactora con agitacion
magnética, termometro de mercurio y membranas de ultrafiltracion de Millipore de peso

molecular nominal 5 kDa.
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II. 3. PROCEDIMIENTO

II.3.1 Preparacion de los extractos carnicos

La eliminaciéon de la grasa de los productos cérnicos se llevé a cabo mediante el
siguiente procedimiento: se trituraron 10 g de producto cédrnico en la picadora, se
homogeneizaron con 25 mL de acetona en el Ultraturrax (3 min), se agitaron durante 15
minutos y se centrifugaron a 3362¢ durante 30 min. Después de eliminar el sobrenadante,
se llevd a cabo otra extraccion con otros 25 mL de acetona siguiendo el mismo
procedimiento. El residuo obtenido después de esta segunda extracciéon de la grasa se sec6
durante una noche en estufa a 60 °C con fines a eliminar la acetona residual. Finalmente, el
producto cérnico desgrasado y seco se pas6 por un molinillo para obtener un polvo fino.
La relaciéon entre el peso del producto inicial y el producto desgrasado y seco estaba
comprendido entre 5 y 6. Este factor se tuvo en cuenta a la hora de expresar las

concentraciones de las muestra referidas al producto inicial.

Los extractos carnicos fueron preparados por pesada de una cantidad apropiada del
producto carnico desgrasado y seco (comprendida entre 0.1 y 1 g), solubilizacién de las
proteinas en una disolucion reguladora Tris-HCI (pH=8) con agitaciéon ultrasénica a 50 °C
durante 10 min y centrifugacion a 3362¢ durante 10 min. Las disoluciones empleadas
presentaban concentraciones comprendidas entre 20 y 250 mg/mL (relativo al producto
inicial). En la Figura II. 3 se esquematiza el proceso completo de preparaciéon de la

muestra.

II.3.2 Preparacion de las disoluciones de APS y habas de soja

El protocolo para preparar las disoluciones de aislado de proteina de soja utilizadas
en los calibrados para las proteinas de soja y las disoluciones de las habas empleadas
consistia en pesar y disolver la cantidad necesaria de muestra en el medio adecuado,
sonicar durante 5 min y centrifugar a 3362¢ durante 10 min. Las disoluciones preparadas

a partir de las habas presentaban concentraciones comprendidas entre 20 y 30 mg/mL.
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La preparacion de las disoluciones para el calibrado por adiciones patrén consistia
en pesar la misma cantidad de disolucién de extracto proteico y cantidades crecientes del

APS, sonicar durante 5 min y centrifugar a 3362¢ durante 10 min.

II.3.3 Fraccionamiento de las proteinas de soja

El fraccionamiento de las proteinas de soja en las habas se llevé a cabo siguiendo el
procedimiento descrito por Thahn y col. para el aislamiento de las globulinas 7S y 11S de
la soja [74] ligeramente modificado por nuestro grupo de investigacion [193].

El procedimiento seguido fue el siguiente:

- Eliminacion de la grasa de la muestra a fraccionar mediante una extraccién en tres
etapas con éter de petréleo (50 g de muestra en 100 mL x 3 de éter de petrdleo).
Cada extraccion se realizaba mediante agitacion continua en una placa durante 30
min. Después de cada extraccion, la mezcla se centrifugaba a 3362¢ durante 30 min
y se separaba por decantacion el disolvente de la soja.

- Extraccion de las proteinas de soja con 1 L de una disolucién reguladora Tris-HCl
0.03 M que contenia 2-mercaptoetanol 0.01 M (pH = 8.0), mediante agitacion
continua en placa a temperatura ambiente durante 1 hora.

- Centrifugacion a 16250 durante 20 min a una temperatura de 20 °C.

- Recoleccion del sobrenadante (donde se supone que han quedado las proteinas de
soja).

- Ajuste del pH del sobrenadante a un valor de 6.4 (HCl 2 M). Dejar en reposo
durante unos 15 min y centrifugar a 16250¢ durante 20 min a una temperatura entre
2y5°C.

- Disolver el residuo sélido obtenido en disolucion reguladora Tris-HCl (pH = 8),
volver a ajustar el pH a 6.4 y centrifugar. El precipitado obtenido se etiqueta como
fraccion 11S y se almacena en el congelador.

- Ajustar el pH del sobrenadante que ha quedado tras ajustar el pH a 6.4 hasta un
valor de 4.8 (HCI 2 M), dejar en reposo durante 15 min y centrifugar a 16250g
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durante 20 min a una temperatura entre 2 y 5 °C. El sobrenadante (o suero proteico)
que se obtiene se almacena en el congelador.

- Disolver el residuo solido obtenido en la etapa anterior en disolucién reguladora
Tris-HCI (pH = 8), ajustar el pH a 4.8 y centrifugar. El residuo sélido obtenido se

almacena en el congelador como fraccién 7S.

Las disoluciones correspondientes a las fracciones proteicas obtenidas se
prepararon por pesada de una cantidad apropiada de muestra, solubilizaciéon de las
proteinas en agua con agitacion ultrasénica a 25 °C durante 5 min y centrifugacion a 3362¢
durante 10 min. Las disoluciones de globulinas 11S y 7S presentaban concentraciones

préximas a 60 mg/mL.

II.3.4 Andlisis por RP-HPLC de perfusion

Se han utilizado tres métodos de RP-HPLC de perfusion diferentes. Un primer
método se desarrollé con fines a separar las proteinas de soja de otros componentes
presentes en los productos carnicos, un segundo método se utiliz6 para el fraccionamiento
del extracto proteico y recoleccion del pico de interés y un tercer método se aplicé a la
separacion de proteinas de soja en habas de soja para su analisis por MS. En todos los
casos, las fases moviles utilizadas consistieron en disoluciones de TFA en agua Milli-Q a
una concentraciéon de 0.05 % (v/v) (fase movil A) y disoluciones de TFA en ACN a una
concentraciéon de 0.05 % (v/v) (fase movil B). Las fases moviles se filtraron a través de
membranas de nylon de 0.45 pm y se desgasificaron de forma continua a vacio durante su

utilizacion.

El método cromatografico utilizado con fines a separar las proteinas de soja de los
otros componentes de la carne se llevé a cabo en una columna de perfusion de fase inversa
de 50 mm de longitud y consistia en un gradiente lineal y binario de 5% a 25% B en 0.8
min, 25 % a 42 % B en 0.8 miny de 42 % a 50 % B en 0.6 min. La columna se reequilibr6
con las condiciones iniciales entre inyecciones utilizando un gradiente de 50 % a 5 % B en

0.5 minutos, seguido por un paso a 5 % B en 0.5 min. El flujo de fase movil fue de 3
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mL/min, el volumen de inyeccién de 20 pL, la temperatura de trabajo de 50 °C y la

longitud de onda de deteccién de 280 nm.

El método cromatografico utilizado con fines a fraccionar el extracto proteico y
recoger el pico de interés a la salida del detector se llevé a cabo en una columna de
perfusion de fase inversa de 100 mm de longitud. El método utilizado fue el mismo que el
anterior pero a un flujo de fase mévil menor (0.5 mL/min) y un volumen de inyeccién de
100 pL. Con fines a mantener la pendiente del gradiente, los tiempos de cada etapa de éste
se modificaron convenientemente quedando el gradiente asi: de 5 % a 25 % B en 4.8 min,

25 % a42 % Ben4.8miny de 42 % a 50 % B en 3.6 min.

La separacion de las proteinas de la soja en las habas de soja y en sus fracciones se
realiz6 utilizando una columna de perfusién de fase inversa de 100 mm de longitud. El
método cromatografico utilizado [193] consistia en un gradiente lineal y binario de 5 % a
14 % Ben 12 min, de 14 % a 16 % B en 1 min, de 16 % a 20 % B en 2 min, de 20 % a 28 % B
en 1 min, de 28 % a 40 % B en 8 min, de 40 % a 45 % Ben2 miny de 45 % a 95 % B en 0.5
min. La temperatura de separacion fue 60 °C, el volumen de inyeccién 5 pL, el flujo de fase

mo6vil 0.5 mL/min y la deteccion se llevé a cabo a 254 nm.

IT.3.5 Digestion enzimatica de las fracciones recogidas por RP-HPLC de

perfusion

Las fracciones recogidas por RP-HPLC se sometieron a evaporacion mediante la
aplicaciéon de una corriente de nitrégeno hasta obtener un residuo que posteriormente se
digiri6 enzimaticamente. Para realizar la digestién enzimatica fue necesaria la preparacion

de las siguientes disoluciones:

- Disolucién 8 M de urea (se prepara el mismo dia que va a ser utilizada).
- Disolucién 100 mM de DDT (se prepara el mismo dia que va a ser utilizada).
- Disoluciéon 50 mM de NHsHCOs (pH=10) (almacenar a 4 °C).
- Disolucién de 11 pg/mL de tripsina en NHsHCO:s.
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Ademas de estas disoluciones también se utilizaron 500 pg (cantidad pesada en

microbalanza) de iodoacetamida.

El protocolo utilizado para llevar a cabo la digestion enzimatica fue el siguiente:

- Disolver las fracciones recogidas por RP-HPLC (residuo seco) en 50 pL de la
disolucién 8 M de urea.

- Adicionar 15 pL de la disolucién 10 mM de DTT para reducir los enlaces disulfuro.
La reduccién se realiz6 a 55 °C durante 60 min.

- Enfriar la disolucién a temperatura ambiente y afiadir 500 pg de iodoacetamida
para la alquilacion de los grupos tiol libres de los aminoacidos cisteina e histidina.
Este proceso se llevé a cabo a temperatura ambiente durante 90 min y en la
oscuridad para prevenir la formacién de radicales libres catalizados por la luz que
darian origen a la formacion de iodina.

- Adicién de 450 pL de la disoluciéon de 11 pg/mL de tripsina preparada en
NHsHCOs. La digestion enzimatica se llevé a cabo a 37 °C durante toda la noche.
Las cantidades de proteina total utilizadas en este proceso de digestiéon enzimética
oscilaban entre 94 y 744 ng aproximadamente.

- Purificacién de la muestra por eliminacién de la urea por extraccion en fase sélida.
El proceso de preacondicionado de los cartuchos consistia en pasar 2 mL de
metanol y 2 mL de agua ultrapura. La muestra digerida se trataba con 1 pL de
acido férmico y se pasaba a través del cartucho. A continuacion, se lavaba el
cartucho con 2 mL de agua ultrapura y, por altimo, se eluian los péptidos retenidos
haciendo pasar primero 500 pL de ACN/H2O 50/50 con 0.1 % (v/v) de TFA y
después 500 pL de ACN/H20 75/25 con 0.1 % (v/v) de TFA. Finalmente, la fase
movil de los eluyentes se evaporé con una corriente de nitréogeno hasta sequedad.
Antes del analisis por nanoLC-MS/MS, las muestras se disolvieron en volimenes
comprendidos entre 20-100 pL de agua/ACN/acido férmico en una proporcion

95:5:0.1 (v/v).
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Alguna de las muestras se sometid6 a un proceso de purificaciéon utilizando
membranas de ultrafiltracion previamente a la digestiéon enzimatica. Para ello, se colocaba
100 pL de muestra en cada cartucho de ultrafiltracién, y se centrifugaba durante 20 min a
8.6 rpm. En esta etapa todos los componentes con un peso molecular menor de 5 kDa
pasaban a través de la membrana. Tras una etapa de lavado realizada pasando 100 pL de
agua ultrapura por el cartucho se centrifugaba durante 15 min a 8.6 rpm. Este proceso de
lavado se repitié dos veces. Finalmente, los componentes proteicos que no atravesaron la
membrana se disolvieron en 50 pL de agua ultrapura y se transfirieron a otro tubo
eppendorf. Para terminar se evaporo6 el agua de las muestras hasta sequedad mediante

una corriente de nitrégeno.

II.3.6 Separacion por SDS-PAGE de las fracciones recogidas por RP-HPLC de

perfusion

El método electroforético utilizado fue el de Laemmli [196] que se lleva a cabo en
presencia de SDS. El dispositivo empleado se muestra en la Figura II. 4. Todas las
disoluciones que se utilizaron en esta etapa se prepararon con agua bidestilada, filtrada

con filtros de 0.2 pm y ultrasonicada.

Preparacion de los geles de concentracion y separacion

El sistema de Laemmli utiliza dos geles: el gel de concentracion (stacking gel) y el gel
de separacion (resolving gel). El gel de concentracion tiene la funcién de concentrar la
muestra en una linea antes de que tenga lugar la separacién en el gel de separacion de las
cadenas polipeptidicas. El gel de concentracion contiene una concentracién mas baja de
acrilamida (tamafio de poro mayor), un pH mas bajo y un contenido iénico diferente al gel

de separacion.
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por SDS-PAGE por el método de Laemmli.
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Para la preparacion de los geles se utilizaron las siguientes disoluciones:

- Disoluciéon de SDS al 10 % (m/v)

- Disolucién reguladora utilizada para la preparacién del gel de concentracién: Tris-
HCI0.5M, pH 6.8.

- Disolucién reguladora utilizada para la preparacion del gel de separacion: Tris-HCl
1.5M, pH 8.8.

- Diluciéon 1:10 de la disolucion reguladora empleada para correr el gel
Tris/ glicina/SDS.

- Disolucién de persulfato amoénico 10% (p/v).

Ademas de estas disoluciones, también se utilizaron otras comerciales que se han
citado en el apartado de Reactivos, patrones y muestras: disolucion de

acrilamida/bisacrilamida y disolucién reguladora Laemmli para la muestra.

La concentracion de acrilamida/bisacrilamida en el gel de separaciéon y en el de
concentracion fueron un 8 % y un 5 %, respectivamente. Las cantidades de cada disolucién

requeridas para la preparaciéon de 10 mL de cada gel se indican a continuacién:

HzO(dmeE;ilada 30% aczrir)gda /bis Tris-HCI (mL) 10(‘?;%)8
Gel de separacién
(8% acrilamida/bis) 4.7 2.7 2.58 0.1
Gel de concentraciéon
(5% acrilamida/bis) 5.7 1.7 2.54 0.1

T Agua destilada dos veces y filtrada con filtros de 0.2 pm y ultrasonicada. 2 Esta disolucién se afiadi6 al final.
3 La disolucién reguladora empleada en la preparacion del gel de separacién fue Tris-HC1 1.5 My pH 8.8. ¢
La disolucién reguladora empleada en la preparacion del gel de concentracién fue Tris-HC1 0.5 M y pH 6.8

Las disoluciones se mezclaron y desgasificaron durante 15 min. A continuacién, se

afiadi6 10 pL de TEMED y 50 pL de persulfato amoénico al 10% (m/v).
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La disolucion del gel de separacién recién preparada se vertié6 con una pipeta
pasteur hasta una altura de 6 cm en el espacio que queda entre las dos placas de vidrio
colocadas una encima de la otra como un sdndwich (ver Figura II. 4A) y fijadas en la pieza
de color verde (Figura II. 4B). Para evitar la formacién de meniscos durante la
polimerizacién se afiadié encima del gel una disolucién de n-butanol saturada con agua.
Tras la polimerizacion del gel (30 min), se decantaba la capa de n-butanol-agua. A
continuacion, se vierte sobre el gel de separaciéon polimerizado la disolucién del gel de
concentracién y con la ayuda de un peine se hacen los pocillos en el gel de concentracion

(Figura II. 4C). Por altimo, se deja que el gel polimerice durante 30 min.

Preparacion y carga de la muestra, aplicacion de voltaje y tefiido del gel

Las fracciones recogidas por RP-HPLC de perfusion evaporadas hasta sequedad se
disolvieron en 50 pL o 10 pL (cuando las bandas obtenidas eran poco intensas) de la
disoluciéon reguladora Tris/glicina/SDS y se mezclaron en una proporcion 1:2 con la
disolucién reguladora de la muestra Laemmli. En el caso de las proteinas patrén de Biorad
no fue necesario ningtn tipo de preparacion. Las muestras asi preparadas se depositaron
en los pocillos del gel. Las cantidades de muestra depositadas estaban comprendidas entre
10 pL y 6 pL (78 - 125 pg cantidad aproximada de proteina total). El volumen depositado

en cada pocillo para los patrones fue de 3 pL.

A continuacioén, se colocaron los geles preparados en un dispositivo como el que se
muestra en las Figuras II. 4D y E. El equipo constaba de dos electrodos dorados entre los
que se colocaron los geles preparados y un tanque transparente en el que se introdujeron
el gel que contenia la disolucién reguladora Tris/Glicina/SDS. Para correr el gel se aplicé
un voltaje de 150 V entre los electrodos que producia una corriente de 50 mA (Figura II

4F). El tiempo empleado para correr el gel fue de 45 min aproximadamente.

Para poder visualizar las bandas de las proteinas después de la electroforesis se

llevé a cabo una etapa de tinciéon. Para ello se utiliz6 el reactivo azul de Coomassie
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EZBlue™ que es muy sensible y permite detectar pequefas cantidades de proteinas (hasta
5 ng). Al terminar la electroforesis, el gel se retir6 de las dos placas de vidrio, se coloc6 en
un vidrio de reloj grande y se lavé tres veces con agua destilada. A continuacién, se
adicion¢ el reactivo de tincion EZBlue™ en el vidrio de reloj hasta cubrir el gel y se incub6
durante una hora aproximadamente. Con fines a eliminar el reactivo de tincién del fondo
del gel y aumentar la intensidad de las bandas, el gel se dejé cubierto de agua durante

toda la noche.

II.3.7 Andlisis por nano-HPLC de las fracciones digeridas enzimaticamente

Las fracciones digeridas enzimdticamente se inyectaban en la columna de
preconcentracién utilizando la bomba de un solo canal que proporcionaba flujos altos y
con la micro-vélvula conectada al desecho (ver Figura IL. 5). El volumen inyectado en esta
etapa estaba comprendido entre 1 y 4 pL. A continuacién se aplicé una etapa de lavado de
5 min con una disolucién constituida por agua-ACN al 98:2 (v/v) y 0.05% (v/v) de acido
férmico a un flujo de fase moévil de 30 pL/min. Utilizando la micro-valvula se conecto la
columna de preconcentraciéon con la columna de separacion, se puso en funcionamiento la
nano-bomba y se aplicé un gradiente de elucion (previamente optimizado por el grupo de
investigacion del Prof. Wolfgang Lindner, laboratorio de Quimica Analitica y Quimica de
los Alimentos, Universidad de Viena) que permitia arrastrar los péptidos concentrados en
la columna de preconcentracion a la columna de separaciéon (Figura II. 5). Las fases
moéviles empleadas en la separaciéon fueron: una fase moévil A de 0.1% (v/v) de &cido
férmico en agua ultrapura y una fase mévil B de 0.1% (v/v) de acido f6rmico en ACN. El
gradiente empleado con la columna de separaciéon de 50 mm de longitud fue: de 5 a 50%
de B en 30 min, 50% de B durante 5 min y de 50 a 80% de B en 5 min. El gradiente utilizado
con la columna de separacién de 150 mm de longitud iba de 5 a 50% en 90 min y de 50 a

80% de B en 5 min. Se utilizé un flujo de fase movil de 250 nL/min con ambas columnas.
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LOAD SANPLE ON ENRICHMENT COLUMB
Ind Pump
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Figura II. 5. Esquema de funcionamiento del equipo de HPLC en el que se distinguen dos
etapas, carga de la muestra sobre la columna de preconcentracién e inyeccién de la
muestra en la columna analitica.
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II.3.8 Espectrometria de masas

Se ha utilizado la espectrometria de masas con dos fines diferentes: elucidar la
identidad de las proteinas/péptidos contenidos en los picos seleccionados y previamente
aislados que permitia la deteccién de la adicién de proteinas de soja en productos carnicos
procesados (nanoLC-MS/MS) y, en segundo lugar, analizar las proteinas de soja en

diferentes habas comerciales y en sus fracciones proteicas.

Para llevar a cabo el andlisis por espectrometria de masas en tandem el
espectrometro de masas se configur6 para adquirir un espectro de masas en el modo de
barrido completo (full scan) (200 a 2000 m/z, maximo tiempo de acumulacién 300 ms)
seguido por un espectro de masas-masas (MS/MS) de los dos iones mas abundantes desde
cada espectro de masas de barrido completo en el intervalo de 400-1500 m/z. Se
recogieron tres espectros MS/MS para cada ién precursor y se utilizé6 la exclusion
dindmica durante dos minutos después de cada dos procesos de fragmentaciéon. Los
espectros de MS/MS también fueron adquiridos en el intervalo de 200-2000 m/z. Se
trabajo en el modo positivo de trabajo y las condiciones empleadas fueron: potencial del
capilar de la sonda ESI, 2.3 kV, flujo del gas de secado, 5 L/min y temperatura de secado,
280 °C.

Para el andlisis por espectrometria de masas de las proteinas de soja contenidas en
las habas y en sus fracciones se optimizaron previamente los parametros del instrumento.
Se trabaj6 en el modo positivo y las condiciones optimizadas fueron: el potencial de sonda
ESI, el potencial de los octapolos, el potencial del skimmer y el potencial a la salida del
capilar. Otros parametros fueron: el flujo del gas de secado, 10 L/min y la temperatura de
secado, 350 °C. Los espectros de masas obtenidos fueron procesados con el programa de

deconvolucion de Agilent Technologies.
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II.3.9 Estudio de las caracteristicas analiticas de los métodos desarrollados y

validacion de los mismos

La validacién del método optimizado con fines a determinar proteinas de soja en
productos carnicos procesados se llevé a cabo siguiendo, en la medida de lo posible, un
procedimiento normalizado de validacion de métodos cuantitativos para laboratorios
alimentarios. En realidad se trata de un procedimiento de validacién para métodos de
analisis cuantitativos de aplicaciéon en alimentos y desarrollados como alternativa a un
método de referencia. Este procedimiento fue desarrollado por Feinberg y Raguenés [197]
y se realizé en el marco de la Association Francaise de Normalization (Afnor). El
procedimiento consta de tres conjuntos de experimentos cuya finalidad es determinar las
caracteristicas del método propuesto (el alternativo) y verificar que los resultados

concuerdan con los del método de referencia.

Bloque A: Las medidas realizadas en este bloque estaban enfocadas a caracterizar la recta
de calibrado y en este bloque se sugiere la determinacion de la linealidad, y los limites de

deteccion y cuantificacion.

Bloque B: las medidas realizadas en este bloque estan enfocadas a la determinacion de la
especificidad del método y en este bloque se sugiere un estudio de la presencia de

interferencias de matriz del método alternativo.

Bloque C: Las medidas realizadas en este bloque estdn enfocadas a la determinacion de la
precision y veracidad del método y en él se sugiere la determinacién de la precisiéon y la

exactitud del método alternativo y su comparacién con la del método de referencia.

En base a esto, en este trabajo se han evaluado los siguientes parametros: linealidad,

limites de deteccién y cuantificacién, existencia de interferencias de matriz, precision,
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robustez y exactitud. La definicion y modo de determinacién de cada uno de estos

parametros aparecen en la Tabla II. 2.

La evaluacion de la linealidad del método se llevé a cabo utilizando el método de
calibrado del patréon externo. Para ello, se prepararon tres disoluciones independientes de
cada patrén y se inyecté cada una por triplicado en el sistema cromatografico. El modelo
lineal fue validado mediante el analisis de los residuos y el andlisis de la varianza

(ANOVA) (a =5 %).

En la evaluacién de la exactitud, se compararon los contenidos de proteinas de soja
obtenidos en distintas muestras por el método optimizado con los obtenidos por el
método de analisis ELISA utilizando un test-t pareado. Ademads, se representaron los
contenidos obtenidos por el método optimizado (Y) frente a los obtenidos por el método
ELISA (X) y se aplic6 un test-t para comprobar que la ordenada y la pendiente no
presentaban diferencias significativas respecto a 0 y 1, respectivamente [204]. Finalmente,
se determinaron también los porcentajes de recuperacion de las proteinas de soja en

productos carnicos suplementados.

Asimismo, también se estudi6 la existencia de interferencias de matriz. Para ello, se
compararon las pendientes de las rectas obtenidas por el método de calibracién del patrén
externo y el método de calibraciéon de adiciones patron utilizando un test-t. También se
compararon los contenidos de proteinas de soja obtenidos en distintos productos carnicos

por ambos métodos de calibraciéon utilizando un test-t pareado [204, 205].
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Tabla II.2. Definicién y modo de determinacion de los parametros empleados para la validacién del método desarrollado [198-203].

Parametro Definicion Determinacién
El estudio de linealidad verifica que en un intervalo de concentraciones dado | Al menos cinco niveles de concentracién que abarque el intervalo
Linealidad la respuesta del analito es directamente proporcional a la concentracion. establecido en los criterios minimos. Estas disoluciones se analizan
Inealida un minimo de tres veces (disoluciones independientes para un
ANOVA de la regresion).
Es la cantidad mas baja de analito en una muestra que puede ser detectada, | Calculado a partir de la recta de calibrado como la concentracion
Limite de | pero no necesariamente cuantificada como un valor exacto. correspondiente a una sefial igual a la ordenada mds tres veces el
deteccién error estandar de la recta.
Es la cantidad mas baja de analito en una muestra que puede ser | Calculado a partir de la recta de calibrado como la concentraciéon
Limite de | determinada cuantitativamente con una precisiéon y exactitud adecuada. correspondiente a una sefial igual a la ordenada mas diez veces el
cuantificacion error estandar de la recta.
Expresa el grado de concordancia entre resultados de ensayos obtenidos | La precision puede ser expresada en términos de repetibilidad,
Precision independientemente bajo condiciones establecidas. precision intermedia y reproducibilidad.
Expresa la precision obtenida cuando se realizan mdultiples medidas de una | La repetibilidad se determiné a partir de diez inyecciones
Repetibilidad muestra por el mismo operador bajo las mismas condiciones analiticas y en | consecutivas de un extracto de un producto carnico.
un periodo corto de tiempo.
Expresa variaciones dentro de un laboratorio: diferentes dias, diferentes|Se determiné inyectando una disolucién de APS y disoluciones de
Precision analistas, diferentes equipos, etc. extracto carnico en diferentes dias.
intermedia
Capacidad de un método para proporcionar resultados inalterados por | En este trabajo, la robustez se determiné utilizando dos columnas
Robustez pequenas, pero intencionadas, variaciones en alguno de sus pardmetros. | de perfusiéon de diferentes lotes, dos celdas de deteccion de
Proporciona una indicacién de su fiabilidad durante un uso normal. En el | voltiimenes diferentes y diferentes concentraciones de la disolucion
caso de la cromatografia liquida, ejemplos de variaciones tipicas son: | reguladora empleada para la extraccion de las proteinas.
variacién del pH en una fase mévil, variacién de la composicién de la fase
movil, variacion de la columna (diferentes lotes y/o distribuidor), variacién
de la temperatura, variacion del flujo, etc.
Expresa el grado de concordancia entre el resultado del ensayo y el valor de | La exactitud se determiné de dos formas diferentes: a través de
Exactitud referencia aceptado. estudios de recuperacion y comparando los contenidos de proteina
de soja obtenidos en diferentes productos carnicos por el método
optimizado de HPLC y el método de andlisis ELISA.
Porcentaje de la concentracién real de una sustancia recuperada durante el | La recuperacién se determiné adicionando a un producto carnico
Recuperacion procedimiento analitico. procesado con calor que no contenia proteinas de soja una cantidad
conocida de proteinas de soja.
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II.3.10 Andlisis cuantitativo de proteinas de soja en productos carnicos

La determinacién del contenido de proteinas de soja en los productos carnicos se
llevé a cabo por el método de calibrado del patrén externo en los productos de cerdo,
pollo y ternera y en sus respectivas mezclas (cerdo y pollo, ternera y pavo, ternera, pavo y
pollo, cerdo, pollo y pavo y cerdo, ternera, pollo y pavo) y por el método de adiciones

patron en los productos de pavo y en las mezclas de cerdo y pavo.

Debido a la ausencia de un patrén de referencia certificado para las proteinas de
soja, se utilizé un aislado de proteina de soja como patrén. Tres razones apoyan la eleccion
de este producto como patrén: es el producto de soja con mayor contenido en proteinas,
estd disponible comercialmente y ademas es el producto de soja que se adiciona
mayoritariamente en la fabricaciéon de productos carnicos procesados con calor. A pesar de
la existencia de varios tipos de aislados de proteinas de soja disponibles comercialmente,
se utilizé el APS Supro 500E por ser el producto de soja que se habia empleado en la
fabricacién de algunos de los productos utilizados (concretamente los suministrados por la

empresa Campofrio Alimentaciéon S. A.).

El calibrado por el método del patrén externo se llevé a cabo inyectando
disoluciones de APS en el intervalo comprendido entre 0.1 y 6.5 mg/mL de proteinas de
soja. La integracion del pico cromatografico se realiz6 estableciendo la linea base de valle a
valle. Con el fin de obtener la recta de calibrado se represent6 el drea (media de tres
inyecciones consecutivas) del pico correspondiente a las proteinas de soja que aparecia en
los extractos de los productos carnicos en funciéon de la concentracién de APS (corregida
con la pureza y humedad). El calibrado por el método de adiciones patrén se llevé a cabo
inyectando extractos de los productos carnicos comerciales (con concentraciones de
muestra comprendidas entre 20 y 250 mg/mL referidos a producto inicial) suplementados
con cantidades conocidas y crecientes de aislado de proteina de soja (entre 0 y 6.0 mg/mL
corregida con la pureza y humedad). El contenido de proteinas de soja se determiné

extrapolando la recta obtenida para cada producto a sefial cero.
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En todos los casos las disoluciones se inyectaron por triplicado.
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III. RESULTADOS Y DISCUSION

III.1 DESARROLLO DE METODOLOGIAS ANALITICAS DE HPLC DE
PERFUSION PARA LA DETERMINACION RAPIDA DE PROTEINAS DE SOJA EN
PRODUCTOS CARNICOS

Como se ha indicado en la Introduccion de esta memoria, a pesar de las interesantes
propiedades nutritivas de las proteinas de soja, su adicién a productos carnicos estd
prohibida o limitada por la legislacion por lo que se hace necesario disponer de
metodologias analiticas adecuadas para el control de calidad de estos productos. Hay que
indicar que el incumplimiento de estas normativas legales adulterando productos carnicos
con proteinas de soja o excediendo los limites legales establecidos puede implicar no sélo
un fraude econémico (las proteinas de soja tienen un menor coste que las proteinas
carnicas) sino también un perjuicio para la salud en aquellos casos en los que el individuo
que las ingiere es alérgico a las proteinas de soja. En cualquier caso, la Comisién Europea
ha modificado la European Food Labelling Directive 2000/13/EC para asegurar que todos los
consumidores sean informados de todos los componentes de los alimentos. Todo ello
unido a la escasez de metodologias analiticas existentes y a sus inconvenientes, nos
llevaron a afrontar el reto de desarrollar nuevas metodologias analiticas rapidas, sencillas
y de bajo coste para la determinacién de proteinas de soja en productos carnicos. Nuestro
trabajo se centr6 fundamentalmente en productos cédrnicos tratados con calor por su
particular dificultad si bien las metodologias analiticas desarrolladas mostraron también

su validez para productos carnicos crudos.

Con el fin de conseguir nuestros objetivos, se desarrollaron metodologias analiticas
que consistieron en un paso previo de preparacion de muestra cuyo objetivo era extraer
cuantitativamente las proteinas de soja del producto carnico con la menor interferencia
posible de las proteinas carnicas, y la separacion y determinaciéon posterior de las
proteinas de soja utilizando HPLC de perfusiéon con el fin de poder seleccionar uno o
varios picos cromatograficos que tnicamente correspondieran a proteinas de soja en

tiempos de anélisis lo mas bajos posible.
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Las condiciones de preparacién de los productos carnicos antes de su anélisis por
HPLC se optimizaron para distintos tipos de productos seleccionandose aquellos de
mayor consumo. Aunque estas condiciones optimizadas de preparacion de muestra
podian variar ligeramente de unas a otras, basicamente los productos céarnicos se

sometieron al siguiente tratamiento:

- eliminacién de la grasa realizando una extracciéon con acetona tras la trituracion del
producto carnico,

- extraccion de las proteinas de soja del producto desgrasado utilizando una
disolucién reguladora Tris-HCI a pH 8.0 con agitacion ultrasénica durante 10 min a
50 °C y centrifugacion,

- inyeccién directa en el cromatégrafo del sobrenadante obtenido en el paso anterior.

La separaciéon cromatografica se realiz6 en un sistema de HPLC con una
columna de fase inversa de perfusion. Las proteinas del extracto proteico obtenido a
partir del producto cérnico se eluyeron de la columna cromatografica utilizando un
gradiente optimizado de composiciéon de fase movil lineal y binario: 5-25 % B en 0.8
min, 25-42 % B en 0.8 min, 42-50 % B en 0.6 min, y finalmente 50-5 % B en 0.5 min para
reequilibrar la columna con las condiciones iniciales. Las fases moviles fueron: fase
movil A, agua con 0.05 % (v/v) de acido trifluoroacético y fase movil B, acetonitrilo con
0.05 % (v/v) de &cido trifluoroacético. Otras condiciones experimentales en las que se
llevé a cabo la separacion cromatografica de las proteinas contenidas en el extracto
fueron las siguientes: flujo de fase moévil de 3 mL/min, temperatura de 50 °C y

deteccion UV a 280 nm (detector de diodos en fila).

En las condiciones cromatogréficas indicadas fue posible seleccionar al menos
un pico cromatogréfico que correspondia a las proteinas de soja y que se separaba de
otros picos cromatograficos en los que eluian proteinas carnicas. En este punto, fueron
muy valiosos los productos carnicos elaborados de forma totalmente idéntica sin y con
proteinas de soja afiadidas en la Planta Piloto de la empresa Campofrio Alimentacién y

que permitieron comprobar que el pico seleccionado aparecia tnicamente en los
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productos elaborados con proteinas de soja y no en los que no contenian dichas
proteinas. Por otra parte, también se comprobd que las proteinas lacteas no interferian
tampoco con el pico “marcador” de proteinas de soja lo cual fue muy interesante ya
que estas proteinas pueden adicionarse junto con las proteinas de soja en algunos

productos carnicos.

En un primer paso la pureza del pico seleccionado para las proteinas de soja se
comprobé realizando el espectro de absorcién UV con el detector de diodos en fila y
comparandolo (asi como su primera y segunda derivada) con el correspondiente al
pico cromatografico de un aislado de proteina de soja que eluia al mismo tiempo de
retencion. Posteriormente, se estudio el pico cromatografico “marcador” de proteinas
de soja utilizando diferentes estrategias que implicaban la utilizacién de deteccién por
Espectrometria de Masas, resultados que se presentan en los siguientes apartados de la

memoria.

Las metodologias analiticas desarrolladas se validaron siguiendo wun
procedimiento de validaciéon estandarizado para métodos cuantitativos en laboratorios
de alimentos. Los pardmetros evaluados fueron: linealidad, limites de deteccién y
cuantificacion, existencia de interferencias de matriz, especificidad, precision, robustez
y exactitud. La exactitud se evalu6 realizando estudios de recuperacién de proteinas de
soja en productos carnicos asi como comparando los resultados obtenidos para la
determinacion de proteinas de soja en productos cdrnicos mediante el método de

HPLC de perfusion desarrollado y el método ELISA de la AOAC.

Los resultados obtenidos para el desarrollo y validacién de las metodologias
analiticas para la determinacion de proteinas de soja en productos carnicos crudos y
tratados con calor y elaborados con carnes de cerdo, de pavo, de pollo, de ternera y con
mezclas de ellos que ademas podian contener proteinas lacteas, se recogen en los

siguientes articulos cientificos:
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- “Simple and inexpensive method for the reliable determination of additions of soybean
proteins in heat-processed meat products: an alternative to the AOAC official method”.
F. Castro-Rubio, M. C. Garcia, R. Rodriguez, M. L. Marina.
J. Agric. & Food Chem., 53 (2005) 220-226.

- “Easy determination of the addition of soybean proteins to heat-processed meat products
prepared with turkey meat or port-turkey meat blends that could also contain milk
proteins”.

F. Castro-Rubio, M. L. Marina, J. Rodriguez, M. C. Garcia.
Food Additives & Contaminants, 22 (2005) 1209-1218.

- "Determination of soybean proteins in commercial heat-processed meat products prepared
with chicken, beef or complex mixtures of meats from different species”. F. Castro-Rubio,
M. C. Garcia, R. Rodriguez, J. Rodriguez, M. L. Marina.

Food Chem., 100 (2007) 468-476.

A partir de los resultados que se presentan en estos articulos cientificos es posible
afirmar que las metodologias analiticas desarrolladas en este trabajo de investigacion
mediante HPLC de perfusion en fase inversa han demostrado su validez para determinar
proteinas de soja en productos cérnicos crudos y tratados con calor y elaborados con
carnes de diferentes especies. Ademds, en aquellos productos en los que se habian
adicionado proteinas lacteas, éstas no interferian. Destacar que en comparacién con el
método ELISA, las metodologias desarrolladas no sélo reducen los tiempos de analisis
(separacién cromatografica en unos 2 min) y los costes sino también la complejidad del
propio método. Ademéds, los métodos de HPLC de perfusion permiten detectar hasta un

0.08 % (m/m) y cuantificar hasta un 0.3 % (m/m) de proteinas de soja.

La aplicacion de las metodologias analiticas desarrolladas a productos carnicos
comerciales de diferente marca y adquiridos en distintos establecimientos comerciales y
que habian sido sometidos a diferente tratamiento y tenian distinta composiciéon (carnes

de cerdo, pavo, pollo, ternera o mezclas de ellos) permitié poner de manifiesto que los

84



Resultados

contenidos de proteinas de soja determinados no superaban los limites establecidos por la

legislacion.
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Articulo cientifico 1

Simple and inexpensive method for the reliable determination of additions of
soybean proteins in heat-processed meat products: an alternative to the ACAC
official method.

F. Castro-Rubio, M. C. Garcia, R. Rodriguez, M. L. Marina.

J. Agric. & Food Chem., 53 (2005) 220-226.
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Simple and Inexpensive Method for the Reliable Determination
of Additions of Soybean Proteins in Heat-Processed Meat
Products: An Alternative to the AOAC Official Method

FLORENTINA CAsTRO-RUBIO,T MA CoNCEPCION GARCIA,T
ROBERTO RODRIGUEZ* AND MA LuiSA MARINA* T
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28871 Alcalade Henares, Madrid, Spain, and Camfmflimentacion S. A.,
Pol. Ind. Gamonal-Villmar, C/La Bureba, s/n. 09007 Burgos, Spain

Despite the existence of an AOAC official method based on an enzyme-linked immunosorbent assay
(ELISA) for the determination of additions of soybean proteins in meat products, its use for quantitative
assessment is limited. Accordingly, a simple and inexpensive method has been developed and
validated in this work. The method involves defatting the meat samples with acetone, solubilization
of soybean proteins in a 30 mM Tris—HCI buffer (pH 8) containing 0.5% (v/v) 2-mercaptoethanol,
and the identification of two peaks from soybean proteins in the chromatogram obtained by perfusion
reversed-phase chromatography and UV detection. Determination of soybean proteins by the proposed
method did not suffer from matrix interferences, with a good linear correlation up to a concentration
of 12.50 mg/mL soybean proteins being observed. The proposed method was proven to be specific,
precise, accurate, robust, and sensitive, making possible the detection and the quantitation of additions
of 0.07% (w/w) and 0.25% (w/w), respectively, of soybean proteins in meat products (related to 1 g
of initial product). The method has been applied to the determination of the soybean protein content
in commercial heat-processed meat products, obtaining results that were statistically similar to those
obtained by the official ELISA method but with a higher reliability and simplicity and a lower cost and
analysis time.

KEYWORDS: soybean proteins; meat product; perfusion chromatography; adulteration

INTRODUCTION meat products3; 7). Nevertheless, and despite the fact that many

The addition of soybean proteins to processed meat prOdUCtSmethOds have been proposed for the identification of soybean

is a common practicel( 2). Processed meat products normally proteins in meat products, to date, there is not a reliable one.
present high fat content, and their content in meat proteins is Methods developed for the determination of soybean proteins
low. Since meat proteins play an important role as emulsifiers, in meat products can be classified into two broad categories:
preventing the coalescence of fat during heating, when the lean(1) indirect methods involving the detection of substances
meat content (and meat protein content) is low, the addition of accompanying soybean proteins such as some chemical and
foreign proteins such as soybean proteins can supply the neededhicroscopic methods and (2) those methods focused on the
emulsion power Z). On the other hand, the demands of examination of the protein itself. Chemical methods used in the
consumers for healthier and safer products have also promotedietection of soybean proteins in meat products suffer from low
the use of soybean proteins in processed meat products as faspecificity, and microscopic methods are effective only when
replacers —5). the whole soybean is involved. Thus, direct methods are

Regarding safety, regulatory agencies are aware of illegal preferred as opposed to the indirect approacBgs (
additions of soybean proteins in meat products and, conse- polyacrylamide gel electrophoresis has been the electro-
quently, regulations establishing maximum levels of soybean phoretic technique most applied for the detection of soybean
proteins and controlling the accurate labeling of these products proteins in processed meat products. However, these methods
have appear.ecB( 6). Obwqusly, the implementation of these yield very crowded electropherograms, making it extremely
regulations involves having an adequate methodology for gifficult to detect the presence of bands originating from added
monitoring the amounts of soybean protein added to processedsoybean proteins, of minor intensity compared with bands

originating from the meat proteins themselvés9).
* Corresponding author.

t Universidad de Alcala Immunochemical methods have become very popular for the
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offering high specificity and sensitivity. In fact, the AOAC products A-M), that were purchased in local markets in Madrid, Spain,
International granted an enzyme-linked immunosorbent assayor supplied by a meat company (CampofAlimentacio S. A., Spain),
(ELISA) as the AOAC Official Method (first action in 1988)  Were used. Moreover, model meat products with the same composition
for measuring soybean proteins in raw and heat-processed meafs the previous processe_d meats but without sqybean proteins (model
products 10). In this method, soybean proteins from a defatted Meat Product 1) and with the same composition as the previous
meat product are submitted to denaturing conditions and thenprocessed meats (including soybean proteins) but not submitted to any

. o . R heat processing (model meat product 2) were also supplied by the meat
renaturing conditions and are finally analyzed by an inhibition company. All meat products were defatted before their analysis by the

mode of ELISA. In this immunoassay, soybean proteins are fojlowing procedure: 10 g of meat was ground with an automatic miller,
made to react with an appropriate antiserum in excess and thenomogenized with 25 mL of acetone in an Ultraturrax mixer (3 min),
unreacted antibody is determined, after isolation, by its reaction submitted to agitation for 15 min, and centrifuged (3362 g, 30 min, 25
with a second antibody conjugated with an enzyme. Capture °C). The supernatant was removed, and the pellet was extracted again
enzyme activity is determined by adding a chromogenic With another 25 mL of acetone following the same procedure. Finally,
substrate, yielding a product whose color intensity is measuredthe pellet was dried overnight at 8G to remove the remaining acetone.

at 405 nm 10). Despite the complexity, tediosity, and cost of Meat solutl_or_]§ with concentrations ranging from 7Q to 190 mg/mL
this method, it continues to be applied by food control agencies (related to initial product) from meat products containing2¥ (w/

in order to detect additions of soybean proteins in meat products.W) soybean proteins were used in this work. These solutions were

. . o . prepared by weighing the appropriate amount of the defatted and dried
Furthermore, this method presents an additional limitation, since jaat product (0.30.7 g), solubilizing it in 30 mM Tris-HCI buffer

numerous factors can affect the quantitative res@lta {, 12). (pH 8) containing 0.5% (v/v) 2-mercaptoethanol with ultrasonic
In fact, the method has been considered as semiquantitative andagitation for 10 min at 50C, and centrifuging it at 33@2for 20 min
therefore, not reliable for the analysis of soybean proteins in to inject the supernatant in the chromatographic system. The soybean
meat productsi(). protein content in meat samples was also determined by the ELISA
Chromatographic methods have also been applied for theProcedure described in the AOAC method 988.10)(The soybean
detection of soybean proteins in meat products. Some of theseProtein isolate (SP1) Supro S00E (Anvisa, Madrid, Spain) was used as
methods were based on amino acid composition and sequencd € Standard of soybean proteins. Its protein content, determined by
and others on the direct detection of the soybean proteins jeldahl analysis (six replicates), was 90.93% (relative standard
d

. eviation (RSD), 0.73%). The dry matter content of the SPI was
themselves. Chromatographic methods have been developed fofjetermined by drying at 138C to constant weight. The protocol for

the analysis of soybean proteins by the detection of certain preparing standard solutions consisted of weighing and dissolving the
peptides in trypsin hydrolysates. Although these methods werestandard in 30 mM TrisHCI buffer (pH 8) containing 0.5% (v/v)
useful for qualitative assessment, quantitative results were not2-mercaptoethanol, sonicating for 5 min, and centrifuging at §362
accurate. Total hydrolysis and analysis of the amino acidic 10 min.

pattern of soybean proteins has also been tried, although the High-Performance Liquid Chromatography. A Hewlett-Packard
sensitivity was very low and similarities between soybean and 1100 Series liquid chromatograph (Hewlett-Packard, Pittsburgh, PA)
meat amino acidic compositions yielded interferencs9y. equipped with a diode array detector was used. The injected volu_me
The few attempts for the direct determination of soybean was 20QuL, and the detection was performed at 280 nm. The separation

T . - was accomplished with a POROS R2/H column (601.6 mm i.d.)
proteins in meats by high-performance liquid chromatography ¢ Perseptive Biosystems (Framingham, MA) packed withfi0

(HPLC) have been focused on raw meats and were never applieGyiameter polystyrene divinylbenzene beads. The reversed-phase HPLC
to commercial meat products but to synthetic mesatybean (RP-HPLC) method consisted of a linear binary gradient in three
blends (3-15). steps: 5-25% B in 0.8 min, 25-42% B in 0.8 min, 42-50% B in 0.6

Thus, despite the efforts carried out, all the methods proposedmin, and finally 56-5% B in 0.5 min to equilibrate the column to
suffered for nonre]iabi”ty or were very tedious and difficult to initial conditions between runs. The flow rate was 3 mL/min, and the
standardize. A method capable of yielding the soybean protein temperature was 5IC. The mobile phases were the following: phase
content added to a heat-processed meat product with suitable™ 0-05% TFA (v/v) in Milli-Q water; phase B, 0.05% TFA (v/v) in
accuracy, sensitivity, simplicity, and speed and at a low cost so QCN. The organic modifier was filtered through 0.461 nylon filters

. . . S . efore use.

as to fulfill quality control requirements still did not exist.

. . Calibration. Calibration was performed by the external standard
Therefore, the aim of this work has been the development of a g standard additions methods. Calibration by the external standard

simple and inexpensive method for the reliable determination method was performed by injecting (seven) SPI solutions over the range
of additions of soybean proteins in heat-processed meat productsp.5-6.0 mg/mL. Integration was carried out by setting the baseline
For that purpose, the ordinary analytical technique HPLC has from valley to valley, and the average of the area corresponding to
been used with perfusion columns, enabling the drastic reductionthree consecutive injections was calculated. The soybean protein content
of analysis times6). in heat-processed meat products was determined by interpolation of
the area of the peaks corresponding to soybean proteins in the calibration
curve. Meat solutions were prepared (see the Chemicals and Samples
section) by taking into account that the signal was interpolated in the
middle part (less error) of the calibration plot. Calibration by the
Darmstadt, Germany), trifluoroacetic acid (TFA) (Sigma, St. Louis, standard addition_s meth_od was performed by ?njecting extracts of the
MO), and water obtained from a Milli-Q system (Millipore, Bedford, m_eat products splkt_ed W{th known and increasing amounts of the SPI
MA) were used in the preparation of mobile phases. Tris(hydroxy- (fivé standard solutions in the range-8.0 mg/mL). _
methyl)aminomethane (Tris), 2-mercaptoethanol, and urea from Merck ~ Data Treatment. The peak area corresponding to soybean proteins
(Darmstadt, Germany), ditiothreitol from ICN (Aurora, OH), sodium Was_plottt_ad against _the injected concentratlons._The Ilnea_rlty in t_hls
dodecy! sulfate (SDS) from Fluka (Barcelona, Spain), and sodium relationship was obtained by least-squares regression analysis. The.llnear
hydrogen carbonate and sodium hydrogen phosphate from Panreadnodel was valldgted by means of the analysis o_f (e5|duals an_d variance
(Barcelona, Spain) were used for the solubilization of proteins. Hexane When three replicates of every standard were injected by triplicate.
and acetone (Merck, Darmstadt, _Germany) and ethanol and petrolt_aumRESUI_.l.S AND DISCUSSION

ether (Panreac, Barcelona, Spain) were employed for fat extraction.

Thirty commercial heat-processed meat products (chopped pork meats) The development of a method for the determination of
containing pork meat, water, soybean proteins, and additives (meatsoybean proteins added to processed meat products involves

EXPERIMENTAL PROCEDURES
Chemicals and SamplesHPLC grade acetonitrile (ACN) (Merck,
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distinguishing these proteins from the meat proteins. This is 104
not expected to be an easy task, since the samples under study ¢ ]
are very complex (insoluble mixture of denatured cross-linked

proteins and other components), the soybean proteins are present
in a minor proportion compared to the meat proteins, and the 7
soybean proteins could become altered during the processing
of these meat products. Taking into account these premises, the

proposal of this work was to develop a chromatographic method 2
enabling the separation of soybean proteins from the rest of £ “1]
meat components from a meat extract. For that purpose, 3
denaturing conditions were used for both the preparation of meat
extracts and the chromatographic separation in order to have
soybean proteins in the same random-coil conformation. 1'_J

Chromatographic Separation.The knowledge accumulated 0=
by our research team in the determination of soybean proteins ] y T y T y T y T y 1
in foodstuffs helped to establish some initial separation condi- . )
tions for the determination of soybean proteins in heat-processed Time (min)
meat products. Thus, the separation of soybean proteins fromFigure 1. Chromatograms corresponding to a heat-processed meat
meat components was first tried with a previously optimized product containing the SPI, a heat-processed meat product without the
gradient used to separate soybean proteins2346 B in 1.7 SPI, and the SPI itself. Chromatographic conditions: temperature, 50 °C;
min (11.8%/min) and 2545% B in 1.3 min (18%/min}’ For flow rate, 3 mL/min; gradient, 5-25% B in 0.8 min, 25-42% B in 0.8 min,
that purpose, proteic extracts prepared from a heat-processed2-50% B in 0.6 min, and 50-5% B in 0.5 min; mobile phases, (phase
meat product (processed meat product M) containing the SPIA) 0.05% (v/v) TFA in water and (phase B) 0.05% (v/v) TFA in ACN;
and an identical meat product without the SPI (model meat injected volume, 20 uL; detection, 280 nm. Sample preparation: fat
product 1) were employed. The extraction conditions initially extraction with acetone followed by protein solubilization in 50 mM Tris—
applied were selected from the information obtained in a HCI buffer (pH 9) for 30 min.
previous bibliographic reviewThe preparation of the sample . . .
solution consisted of (i) fat extraction with acetone followed 20 1. Relative Response (%) of Soybean Proteins with the
by (i) protein solubilization with a TrisHCI buffer (pH 9) in Proposed Method When Using Different Media for Protein

——SPI
- - - - heat-processed meat product with SPI
- = -heat-processed meat product without SPI

.
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. . . Solubilization

a thermostated bath at 6C€ for 30 min and centrifugation at
3362 for 30 min. Although the initial gradient conditions did relative
not enable the separation of soybean proteins in the heat- concn  response?
processed meat product, they were quite useful for the selection solvent pH (mM) (%)
of the final gradient conditions. Thus, the gradient was modified  milii-Q water 6.4 36
by decreasing the gradient range and among the different phosphate buffer 7.0 50 221
gradients attempted, that from 5 to 25% B in 0.8 min, from 25  Tris~HCI buffer 8.0 50 260
to 42% B in 0.8 min, and from 42 to 50% B in 0.6 min, followed Tris~HCI buffer %0 X 221

0 -6 i, 0 -0 , bicarhonate buffer 10.0 50 22.1
by a linear gradient from 50 to 5% B in 0.5 min was chosen. bpicarbonate buffer 11.0 50 10.3
The chromatograms obtained when applying this gradient to Tris—HCl buffer +8 M urea 8.0 50
extracts obtained from heat-processed meat products with and E:z‘:g: Eﬂgg:giz’ (?i?sthreitol 2-8 gg s

: ; - - 1% , ,
without the SPI and from the SPI itself are showrFigure 1. Tris—HC] buffer + 0.1% 2-mercaptoethanol 80 50 332
The chromatograms correspondllng to meat products with and  fris—Hc| buffer + 0.5% 2-mercaptoethanol 8.0 50 50.2
without the SPI were clearly different in two peaks at ap-  Tris—HCI buffer + 1% 2-mercaptoethanol 8.0 50 46.8
proximately 1.7 and 2 min. These two peaks appeared at Tris—HCI bUffer+0-5zﬁ> 2-mercaptoethanol 8.0 10 90.6
retention times identical to the last two peaks of the SPI. When Tis—HClbufer +0.5% 2-mercaptoethanol 8.0 20 976
. . . Tris—HCI buffer + 0.5% 2-mercaptoethanol 8.0 30 100.0

the UV spectra a}nd first and second derivatives obtal'n.ed fOr  Tris=HCI buffer + 0.5% 2-mercaptoethanol 8.0 40 94.6
these two peaks in the SPI and the meat product containing the Tris—HCl buffer + 0.5% 2-mercaptoethanol 8.0 100 54.4

SPI W.ere compared, it was pb§erved that only those clor.re- 2 Determined as the ratio (area of the peak at 1.7 min/concentration of processed
sponding to the peak at 1'7. m'n_'n the meat product containing meat product) expressed as the percentage related to the highest value of this
the SPI and the SPI were identical. parameter.

The effect of the variation of other parameters such as the

percentage of TFA in the mobile phase (0.6262% (v/v)) and  (the solvent used and number of extractions) were tried when
the detection wavelength (254 and 280 nm) was also studied,ysing one heat-processed meat product containing the SPI and
with no significant improvement being observed in the sensitiv- one heat-processed meat product without the SPI (model meat
ity of the method when trying values different from the initially  product 1) for control purposes. Different media for protein
selected ones (0.05% (v/v) TFA and 280 nm) (results not spjubilization with pHs ranging from 6.4 to 11.0 were tried.
shown). The relative responses (%) of soybean proteins when using these
Sample Preparation Optimization. The initial conditions media for protein solubilization are groupedTiable 1. Relative
used for the preparation of the sample were modified in order responses were calculated as the ratio (area of the peak at 1.7
to increase the sensitivity of the method. For that purpose, min/concentration of processed meat product) expressed as the
different media (buffers at different pHs and concentrations or percentage related to the highest value of this parameter. The
containing denaturing agents) for protein solubilization, different highest response was observed when solubilizing proteins at
protein extraction conditions (extraction time, temperature, and pH 8 with a Tris-HCI buffer. Using this buffer, the effect of
number of extractions), and different fat extraction conditions the addition of different denaturing agents (urea, SDS, ditio-



Additions of Soybean Proteins in Heat-Processed Meat Products

- - --No agitation
—— Magnetic agitation
------ Ultrasonic agitation

mAU

Time (min)
Figure 2. Chromatograms corresponding to a heat-processed meat
product when not using agitation and when using magnetic or ultrasonic
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Figure 3. Effect of the extraction time used for the solubilization of soybean
proteins on the relative response of soybean proteins determined as the
ratio (area/concentration of processed meat product). The chromatographic
and sample preparation conditions are the same as those in Figure 2.

agitation for protein solubilization for 10 min. The chromatographic 1200 -
conditions are the same as those in Figure 1. Sample preparation: fat 100.0

extraction with acetone followed by protein solubilization in 30 mM Tris— 800 -
HCI buffer (pH 8) containing 0.5% (v/v) 2-mercaptoethanol. 600

2 400
threitol, and 2-mercaptoethanol) at concentrations normally usedg 2°°1

was studied. Regarding urea and SDS, the calculation of the ~ °° oS
relative response was not possible, since the peak of interest

overlapped with the p(_aak at2 min. Ditiothreitol and 2-mercap-_ Figure 4. Influence of the temperature used for the solubilization of
_toethanol _enablt_ad an increase in the area of the peak at 1.7 m'rl:oybean proteins on the relative response of soybean proteins determined
In comparison with the area obtained without these ag_ents (26'0)'as the ratio (area/concentration of processed meat product). The
Moreover, it was also observed that the peak at 2 min de;folded chromatographic and sample preparation conditions are the same as those
when using these agents. Three different concentrations of;, Figure 2.

2-mercaptoethanol were also tried; it was observed that the
increase in the concentration of this agent enabled a significant 120
improvement in peak area. Other experiments using combina-
tions of denaturing agents were also performed, although no_
increase in peak area was observed (results not shown). Finallys s
the concentration of the buffer itself was modified from 10 to

ative response (%)

Rel

25°C 40°C 50°C

T0°C
Temperature

10004

H

HH

100 mM, observing that concentrations higher than 30 mM g =
presented a negative effect on the area of the peak of interest§ o T £2
From these studies, a 30 mM T+iBICI buffer (pH 8) with 0.5% =
(v/v) 2-mercaptoethanol was chosen for the solubilization of ~ °]
soybean proteins in heat-processed meat products. o . .
The solubilization conditions were also optimized to get a HEXANE ACETONE PETROLUMETER ETHANOL

further increase in sensitivity. As observedrigure 2, the use Figure 5. Relative response of soybean proteins determined as the ratio

of magnetic agitation or ultrasonication for the solubilization (area/concentration of processed meat product) obtained when using

of soybean proteins allowed a significant increase in peak areadifferent solvents for fat extraction. The chromatographic conditions and

as well as the appearance of a tiny peak close to the peak at 1.7he rest of the sample preparation conditions are the same as those in

min, both in standard and sample solutions, that was also takenFigure 2.

into account from now in the determination of the soybean

protein content. Extractions for more than 10 min and temper- tion as a quality control method. For that purpose, the SPI Supro

atures higher than 5TC did not result in an increase in protein  500E was used as the standard of soybean proteins. Method

extraction percentages, as observed Higures 3 and 4, validation was mainly performed following a standardized

respectively. Finally, successive extractions of soybean proteinsvalidation procedure for quantitative methods for food chemistry

with the optimized conditions were also tried, but better results laboratories 18). The parameters evaluated were the linearity

than those obtained with just one extraction were not observed.of the calibration plot, detection and quantitation limits, presence
Fat extraction solvents different from acetone were tried of matrix interferences, specificity, precision, robustness, and

(hexane, petroleum ether, and ethanol), and the results areaccuracy.Table 2 groups the results obtained in the determi-

compared irFigure 5 with those obtained with acetone. Acetone nation of all of these parameters.

was the solvent yielding the highest peak area. Moreover, Good linear correlationrf > 0.99) was observed between

extracting more than twice with acetone did not result in a the signal and the concentration of soybean proteins up to 12.50

significant increase in responses. mg/mL soybean proteins. Moreover, the linear model was
Method Validation. Once the suitability of the method for  successfully validated in the working concentration range (0.50

the detection of soybean proteins in heat-processed meat6.0 mg/mL) by means of the analysis of residuals and variance

products was proven, the method was validated for its applica- (p-value, 0.28 P < 0.05)) (L9). The lowest concentration of



224 J. Agric. Food Chem., Vol. 53, No. 2, 2005

Castro-Rubio et al.

Table 2. Characteristics of the Perfusion RP-HPLC Method for the Analysis of Soybean Protein in Processed Meat Products

linear concentration range
detection limit

quantitation limit

existence of matrix interferences?

slope by the external standard method
slope by the standard additions method

up to 12.50 mg/mL
0.20 mg/mL (0.07% (w/w))?
0.68 mg/mL (0.25% (w/w))?

8.09+0.08 (n=7)
8.04+0.36 (1 =15)

specificity® y = 0.924(0.093)x + 0.057(0.156)
repeatability? (RSD, %) (n = 10)
retention time 0.16
peak area 3.95
intermediate precision® (RSD, %) (n=7) samplef standard?
retention time 0.61 0.26
peak area 4.74 171
concentration 10.76
slope 0.93
internal reproducibility” (RSD, %) (n = 4)
retention time 1.79
peak area 4.49
robustness'’ conventional parameters modified parameters
column lot 107014 (n=7) 114+012 (n=7)
buffer concentration 1.07+£014(n=7) 124+011(n=2)
detection wavelength 114+012 (n=7) 111+011(n=7)
recovery (%) heat-processed meat raw meat
0.90 mg/mL soybean proteins 91.6+4.6 93.8+3.2
1.65 mg/mL soybean proteins 97.4+44 92.4+36
2.53 mg/mL soybean proteins 98.0+19 941+14
3.40 mg/mL soybean proteins 98.4+24 924+12
absolute recovery (%)
processed meat spiked with 2.04% soybean proteins 949+24

2 Limits of detection and quantitation expressed as wiw units were determined relative to 1 g of sample. ? An F-test for the comparison of variances and t-test for the
comparison of slopes were employed. ¢ The ttests for the verification of slope and intercept were statistically equal to the unit and zero, respectively. The standard
deviations of the slope and intercept are given in parentheses. @ Number of injections of a solution of 190 mg/mL heat-processed meat product. € Analysis performed by
the external standard method in 7 different days in a period of 12 days. fInjection of a solution of 70 mg/mL heat-processed meat product. 9 Injection of a 3.33 mg/mL SPI
solution. " Analysis of four individual samples of 120 mg/mL heat-processed meat product in the same day. / Concentration of soybean proteins determined when varying
the column lot, buffer concentration (30 and 50 mM Tris—HCI buffer (pH 8)), or detection wavelength (280 and 254 nm). / Recovery of soybean proteins when different
amounts of the SPI were added to the extract obtained from a heat-processed meat product. ¥ Recovery of soybean proteins when different amounts of the SPI were initially
added to heat-processed meat products.

soybean proteins detected by this method was 0.20 mg/mL solution obtained from a heat-processed meat product was better
(calculated from the calibration plot as the concentration than 4.0% in peak area and retention time. Intermediate precision
corresponding to a signal equal to the intercept plus 3 times was determined by injecting one meat solution and one standard
the standard error) which means that the method enabled thesolution in 7 days during a period of 12 days, and a RSD better
detection of an addition of 0.07% (w/w) soybean proteins in a than 5% in peak area and retention time for both samples was
meat product (relatedotl g of initial product). The lowest observed. In the case of the meat solution, the variability in the
concentration of soybean proteins that could be reliably soybean protein content determined seven times in a 12-day
determined by the proposed method was 0.68 mg/mL (calculatedperiod was 10.76%. Another parameter evaluated was the slope
as the concentration corresponding to a signal equal to thereproducibility, yielding a RSD lower than 1% in 12 days.
intercept plus 10 times the standard error of the calibration plot) Internal reproducibility was determined by the injection of four
and corresponded to an addition of 0.25% (w/w) soybean individual solutions of a heat-processed meat product and was
proteins in a meat product (related 1 g of initial product). better than 5% in peak area and retention time.
Moreover, the slopes of the calibration plots obtained by the  The robustness of the method was evaluated by the deliber-
external and standard additions calibration methods wereated and systematic variation of three method parameters:
compared in order to detect the existence of matrix interferences.column lot, buffer concentration (30 and 50 mM TridCl
The comparison of these slopes tyand F-tests P < 0.05) buffer), and detection wavelength (254 and 280 nm). Since the
(17) suggested the proposed method did not suffer from matrix soybean protein contents determined for one processed meat
interferences. For control of the specificity of the analytical product when varying these parameters did not differ signifi-
method, 10 processed meat products were used. For eacltantly - andt-tests P < 0.05)) from the values observed with
sample, one standard addition covering the range from 2.00 tothe optimized conditions, the method was supposed to be robust
4.00 mg/mL was made. The specificity was verified by adjusting enough for its utilization as a routine method for the quality
a straight line between added and recovered concentrations ofcontrol of meat products.
soybean proteins in these samples. The specificity of the method  The accuracy of the method was determined in two different
was considered acceptable, since the slope and the intercept digyays: by spiking meat extracts or the meat product directly
not significantly differ from the unit and zero-est,P < 0.05), with known amounts of the SPI (absolute recovery) or by
respectively. comparing the soybean protein content determined by the HPLC
The precision of the method was determined by the evaluation method with that obtained by the official method of analysis
of repeatability, intermediate precision, and internal reproduc- (10). The recoveries of soybean proteins when extracts obtained
ibility (Table 2). The repeatability (expressed as the relative from a heat-processed meat product containing soybean proteins
standard deviation (RSD, %)) in 10 consecutive injections of a were spiked at different levels with the SPI ranged from 97 to
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Table 3. Soybean Protein Content Determined in Five Meat Products spanish regulations, 3% soybean proteins in the meat product
by the Official ELISA Method and the Proposed HPLC Method as is basisg).

A final comment from the results obtained can also be
extracted. One difficulty found when developing a method of

protein concn@ (mg/100 mg of sample)

meat product ELISA® perfusion HPLC® these characteristics is the election of a suitable standard.
meat product Ad 1.04 1.10 (0.20)¢ Unfortunately, there is not any certified reference material for
mest lprC’dUtCt B‘; o 1'2471 1?; (0.22)° the determination of soybean proteins in meat products and all
model meat produc . . H : H . H H
meat product C7 180 142 (0.06)° optimization and va_lldatlon results shown in this work have been
meat product D? 085 0.96 (0.12)° obtained when using a commercial SPI (Supro 500E from

Anvisa, Madrid, Spain) as the soybean protein standard. As

a2 Results expressed as is basis. ? Determined following the official AOAC method . . .
Je op S o ' "9 " stated in the Experimental Procedures, this SPI had been

998.10.10 ¢ Determined by the external standard calibration method following the

proposed method. ¢ Heat-processed meat products. ¢ Mean of two individual ?mployed in the elaboration of some OT the meat products uged
determinations. Standard deviation given in parentheses. "Raw meat product. One in this work but the rest of the commercial meat products studied
determination. were prepared with an unknown SPI. The results obtained in
this work indicated no difference between the contents obtained
Table 4. Soybean Protein Content Determined in Different Commercial for processed meat products prepared with the SPI Supro 500E
Heat-Processed Meat Products by the Perfusion HPLC Method and the others, concluding that the method enabled the deter-

mination of the soybean protein content even when the SPI used

m‘;’;fersjgjct . /‘igger'r:‘ C;";:; o in the elaboration of the meat product was unknown. This
P 9 g ple) supposed an additional advantage of the proposed method
g iég regarding the official ELISA method in which case the relative
c 142 responses of the immunoassay varied depending on the soybean
D 0.96 protein source use®(12).
E 1.60 Conclusions.An alternative to the official ELISA method
g i:;“ls for the determination of soybean proteins in commercial heat-
H 167 processed meat products has been developed. The proposed
I 1.33 method involved the preparation of an extract from the processed
J 185 meat product and its injection in a chromatographic system. In
'E igg comparison with the AOAC method, this method not only
M 114 enabled a significant reduction in analysis time and price but

also the complexity of the process itself was reduced. The
proposed method has been validated following a standardized
procedure for food chemistry laboratories. The method enabled
99% with the exception of the smallest addition in which case the detection of up to 0.07% (w/w) soybean proteins and the
a recovery of 91.6% was observed. These recoveries werequantitation of up to 0.25% (w/w) soybean proteins in meat
compared with those obtained with a meat product (model meatproducts, which is more sensitive than the official method.
product 2) not submitted to any heat treatment, with similar Method specificity has been successfully proven. The precision
recoveries (9295%) being observed. These results suggested of the method was also evaluated, with reproducible results
that the reliability of the proposed analytical method seemed being observed when varying analysis time and sample solution.
not to be affected by the heating process to which the meat The results obtained when varying different parameters of the
product was submitted. Absolute recovery, obtained when one method (column lot, buffer concentration, and detection wave-
heat-processed meat product not containing soybean proteindength) enabled us to ensure the robustness of the method. The
was initially spiked with the SPI, was also close to 100%. For trueness of the method was verified when spiking meat products,
the comparison of the proposed method with the official ELISA With recoveries close to 100% being observed. When comparing
method (0), four commercial heat-processed meat products the soybean protein content in different meat products obtained
(meat products AD) and one raw meat product (model meat by the proposed and official methods, no significant differences
product 2) were analyzed by both methods, and the resultsWere found. All these results suggested that the proposed method
obtained are shown ifable 3. No statistical difference between Provided a convenient alternative for the quantitative estimation
the contents determined by both methods were detected wherf Soybean proteins in food products.
applying a paired-test @ < 0.05).

Application to Edible Samples.The optimized method has ~ LITERATURE CITED
proven successful in the determina_tion_ of soybean protein§ in (1) Pearson, A. M.: Gillett, T. AProcessed MeatChampman &
heat-processed meat products, which is useful for controlling Hall: New York, 1996; pp 216241.
these samples’ full legal limitations and also to prevent potential  (2) Belloque, J.; Gare, M. C.; Torre, M.; Marina, M. LCrit. Rev.
frauds. Thus, the method described has been applied to the Food Sci. Nutr.2002 42, 507-532.
determination of the soybean protein content in 30 heat- (3) Pearson, A. M.; Dutson, T. R., Ed3roduction and Processing
processed meat products commercially available in spanish of Healthy Meat, Poultry and Fish Product€hampman &
markets by injecting extracts obtained from these samples into @ E?g'&a‘;i‘:(”dzof‘b t?j?'zMeat $6i2000 56, 181188
the c_hromatographlc system. The co_nce_ntrathn of soybean (5) Keeton, 3. TMeat éci.1994 36, 261-276.
prOtemS was calculated by interpolating in F:allbratlon plots (6) Legislacim Alimentaria de Aplicacin en Espaa (Clasificacio
obtained by the external standard method using the SPI Supro por Alimentos). Carne, aves, caza y derivados: normarigene
500E as the standard of Soybean proteins. As observEahle de calidad para productos’roi&cos tratados por el calor;
4, these contents were below the maximum allowance by the Eypasa: Madrid, 2002.

@Results expressed as is basis.



226 J. Agric. Food Chem., Vol. 53, No. 2, 2005

(7) Endres, J. GSoy protein products. Characteristics, Nutritional
Aspects and UtilizationAOAC Press and the Soy Protein
Council: Champaign, IL, 2001.

(8) Olsman, W. JJ. Am. Oil Chem. Sod.979 56, 285-287.

(9) Hitchcock, C. H. S.; Bailey, F. J.; Crimes, A. A,; Dean, D. A.
G.; Davis, P. JJ. Sci. Food Agric1981, 32, 157—-165.

(10) AOAC Official Method 998.10, Soy protein in raw and heat
processed meat products, Enzyme-Linked Immunosorbent Assay,
Official Methods of Analysis, 16th ed., Rev. 1996, 1997, 1998;
AOAC International: Gaithersburg, MD.

(11) Olsman, W. J.; Dobbelaero, S.; Hitchcock, C. H1.SSci. Food
Agric. 1985 36, 499-507.

(12) Griffith, N. M.; Billington, M. J.; Crimes, A. A.; Hitchcock, C.
H. S.J. Sci. Food Agric1984 35, 1255-1260.

(13) Flaherty, B.Chem. Ind.1975 12, 495-497.

(14) Parris, N.; Gillespie, P. J. IMethods for Protein Analysis
Chemy, J. P., Barford, R. A., Eds.; Am. Oil Chem. Soc.:
Champaign, IL, 1988; pp 142155.

(15) Ashoor, S. H.; Stiles, P. Gl. Chromatogr.1987, 393 321—
328.

Castro-Rubio et al.

(16) Garca, M. C.; Marina, M. L.; Torre, MJ. Chromatogr., 200Q
880, 169-187.

(17) Garca, M. C.; Torre, M.; Marina, M. LJ. Chromatogr. Sci.
1998 36, 527-534.

(18) Feinberg, M.; Ragues, N.Anal. Chim. Actal999 391, 239—
252.

(19) Miller, J. N.; Miller, J. C. Statistics and Chemometrics for
Analytical Chemistry Pearson Education: Essex, U.K., 2000.

Received for review March 17, 2004. Revised manuscript received
October 28, 2004. Accepted November 9, 2004. This research has been
supported by the Comunidad Autcnoma de Madrid (Spain) (project
07G/0025/2003) and the Ministerio de Ciencia y Tecnologi(Spain)
(project FIT-060000-2002-37, Programa de Fomento de la Investigdcio
Técnica (PROFIT)). PROFIT project has been developed in collabora-
tion with Campofrio Alimentacion S. A. (Spain). F.C.-R. also thanks
the Ministerio de Educacion, Cultura y Deporte (Spain) for a grant.

JFO49557E



Resultados

Articulo cientifico 2

Easy determination of the addition of soybean proteins to heat-processed
meat products prepared with turkey meat or pork-turkey meat blends that
could also contain milk proteins.

F. Castro-Rubio, M. L. Marina, J. Rodriguez, M. C. Garcia.

Food Additives & Contaminants, 22(2005) 1209-1218.

97



Taylor &Francis Group

Food Additives and Contaminants, December 2005; 22(12): 1209-1218 Taylor & Francis

Easy determination of the addition of soybean proteins to
heat-processed meat products prepared with turkey meat or
pork—turkey meat blends that could also contain milk proteins

F. CASTRO!, M. L. MARINA!, J. RODRIGUEZ?, & M. C. GARCIA!

' Facultad de Quimica, Departamento de Quimica Anahtica, Universidad de Alcald, E-28871 Alcald de Henares,
Madrid, Spain and 2Campofrzb Alimentacion, S. A., Pol. Ind. Gamonal-Villimar, C/La Bureba,
s/n. E-09007 Burgos, Spain

(Recerved 18 April 2005; revised 8 Fune 2005, accepted 12 Fune 2005)

Abstract

The addition of non-meat proteins to processed meat products is limited by regulations. Therefore, this work has
investigated the determination of added soybean proteins in commercial heat-processed meat products prepared with turkey
meat or pork—turkey meat blends that could also contain milk proteins. The method consisted of extracting proteins from
the meat products in a Tris-HCI buffer (pH 8) and analysing the extract by high-performance liquid chromatography with a
linear gradient water—acetonitrile containing 0.05% (v/v) TFA. This method enabled the detection and quantitation of up to
0.08 and 0.28% (w/w), respectively, of soybean proteins (related to 6 g initial product) in these products. Satisfactory
precision and recovery data were established. Accuracy was evaluated by a comparison of soybean protein contents
determined by the proposed method and the existing AOAC official method based on an enzyme-linked immunosorbent

assay (ELISA) from which no statistically significant differences were observed.

Keywords: Soybean proteins, meat products, perfusion chromatography, turkey meat, milk proteins, adulteration

Introduction

The addition of foreign proteins such as milk and
soybean proteins to meat products is a common
practice. In fact, heat-processed meat products are
meat emulsions prepared from a coarse and viscous
dispersion of fat and proteins in water, which after
heating is transformed into a gel filled with fat
particles. In this process, meat proteins play an
important role as emulsifiers to prevent the coales-
cence of fat. Nevertheless, not all meats have the
same composition, and when meats with low protein
content (e.g. offals) are used to prepare meat
products, non-meat proteins are added to prevent
the coalescence of fat during heating (Pearson and
Gillett 1996; Yusof and Babji 1996).

Dietary health concerns and consumer demands
for reduced-fat products have prompted meat
companies to develop low-fat meat products (Chin
et al. 1999). Fat provides succulence, texture and
flavour to meat products that are altered when fat is

removed (Pietrasik and Duda 2000). In these cases,
the addition of non-meat proteins (e.g. milk and/or
soybean proteins) to meat systems enables a reduc-
tion of the fat content yet keeping the physical
properties of the meat products unaltered (Keeton
1994; Shand 1997).

Nevertheless, the addition of soybean and milk
proteins to meat products is regulated since they
pose potential risk for allergic individuals. Moreover,
the European Commission has amended The
European Food Labelling Directive 2000/13/EC to
ensure all consumers are informed of the complete
contents of foodstuffs (Poms et al. 2004).

In order to ensure that a meat product is within
the legal limitations and prevent potential frauds,
different analytical methods for the determination
of soybean proteins in meat products have been
developed. Most of these methods are based on
electrophoretic, immunochemical or chroma-
tographic techniques. Nevertheless, none of these
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methods can completely satisfy the required needs.
The main problem appearing when using electro-
phorethic methods is the presence of interferences
due to other components of the meat product.
Moreover, although under a qualitative scope these
electrophorethic methods could be wuseful, an
absolute measurement from soybean bands is
very difficult, especially at low concentrations.
Furthermore, although reliable quantitation of
soybean proteins has been achieved in fresh meats,
the technique failed when it was applied to heated
meat products (Belloque et al. 2002).

Regarding immunochemical methods, an inhibi-
tion mode of ELISA (enzyme-linked immunosor-
bent assay) has been adopted by AOAC International
for the determination of soybean proteins in raw
and heat-processed meat products (since 1988). This
method is commonly used in food laboratories and
is based on a very tedious and time-consuming
assay. In this method, soybean proteins from a
defatted meat product are submitted to denaturing
conditions, renatured conditions and, finally,
analysed by an inhibition mode of ELISA. In this
immunoassay, soybean proteins are made to react
with an appropriate antiserum in excess and the
unreacted antibody is determined, after isolation,
by its reaction with a second antibody conjugated
with an enzyme. Capture enzyme activity is deter-
mined by adding a chromogenic substrate yielding
a product whose colour intensity is measured at
405nm. In addition to its tediosity, cost, and
complexity, the method has been considered as
semiquantitative (AOAC Official Method 998.10,
1996, 1997, 1998).

High-performance liquid chromatography
(HPLC) has also been applied for soybean and
meat proteins separation being reversed-phase and
anion-exchange the chromatographic modes most
used for this purpose. Nevertheless, none of these
methods enabled the clear separation of soybean
proteins and the quantitation assessment was not
possible. Furthermore, these methods were used
with samples synthetically prepared by adding
soybean proteins to raw meats and they have never
been applied to commercial meat products or heated
meats (Ashoor and Stiles 1987; Parris and Gillespie
1988; Belloque et al. 2002).

Our research team has developed an analytical
method based on perfusion chromatography
enabling the reliable determination of soybean
proteins in heat-processed products made exclusively
with pork meat. Since heat-processed meat products
commercially available may contain not only pork
meat but also another kinds of meats and even
mixtures of them, our group have extended its
interest to meat products prepared with turkey
meat or pork—turkey meat blends. Moreover,

heat-processed meat products could contain milk
proteins in addition to soybean proteins. The
determination of soybean proteins in presence of
milk and meat proteins have also been approached in
this work.

Materials and methods
Chemicals and samples

HPLC-grade acetonitrile (ACN) (Merck,
Darmstadt, Germany), trifluoroacetic acid (TFA)
(Sigma, St Louis, MO, USA), and water obtained
from a Milli-Q system (Millipore, Bedford, MA,
USA) were used in the preparation of mobile
phases. Tris(thydroxymethyl)aminomethane (Tris),
2-mercaptoethanol from Merck, and sodium
hydrogen carbonate and sodium hydrogen phosphate
from Panreac (Barcelona, Spain) were employed
for the optimization of the sample preparation.
Acetone (Merck) was employed for fat extraction.
Eighteen heat-processed meat products containing
turkey or pork—turkey meats and purchased in local
markets in Madrid, Spain, or supplied by Campofrio
Alimentacion S. A. (Burgos, Spain) were used.
The composition and information appearing in the
label of every product are indicated in Table I.
Moreover, a model meat product containing turkey
meat without soybean proteins (model meat product
1), a model meat product containing pork—turkey
meat blends without soybean proteins (model meat
product 2), both submitted to heat treatments,
and a model meat product with the same composi-
tion as the model meat product 1 but including
soybean proteins and not submitted to any heat-
processing (model meat product 3) were also
supplied by Campofrio Alimentacion S. A. These
model meat products have a general composi-
tion identical to meat products A—H. All meat
products were defatted as follows: 10g meat were
ground with an automatic miller, homogenized with
25ml acetone in an Ultraturrax mixer (3 min),
submitted to agitation for 15min, and centrifuged
(3362¢, 30min, 25°C). The supernatant was
removed and the pellet extracted again with another
25 ml acetone following the same procedure. Finally,
the pellet was dried overnight at 60°C to remove the
remaining acetone. Meat solutions with concentra-
tion ranging from 90 to 250mgml™" (related to
initial product) were used. These solutions were
prepared by weighing approximately 1g of the
defatted and dried meat product (this amount
corresponded to approximately 6 g initial product),
solubilizing in 50 mM Tris-HCI buffer (pH 8) with
ultrasonic agitation for 10min at 50°C, and cen-
trifuging at 3362¢ for 10min to inject the super-
natant in the chromatographic system. The soybean
protein content in meat samples was also determined
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Table I. Composition of meat products used.

Meat product

Composition

A—H and Turkey meat, water, salt, soybean protein isolate, sugars (dextrose), stabilizers, antioxidants, preservatives
model meat
product 3
1 Turkey meat (60%), water, vegetable oil, starch potato, salt, soybean proteins, powdered milk, stabilizers (E-450, E-407),
aroma, preservative (E-250), antioxidant (E-301)
] Turkey meat, water, sunflower oil, milk proteins, soybean proteins, salt, dextrose, stabilizers (E-450, E-407, E-420),
antioxidants (E-325, E-316), sugar, aroma, preservative (E-250)
K Turkey meat (60%), water, vegetable oil, starch, salt, vegetable proteins, milk proteins, lactose, sugar, natural spices,
stabilizers (E-450, E-407), antioxidant (E-316), preservatives (E-250, E-252)
L Turkey breast (55%), water, starch, salt, powdered milk, vegetable proteins, sugar, dextrose, natural spices, stabilizers
(E-450 and carragenate), preservatives (E-250, E-252), antioxidant
M Turkey thighs (55%), water, starch, vegetable proteins, powdered milk, salt, sugar, dextrose, natural spices
N Turkey meat (49%), water, starch, vegetable oil, powdered milk, salt, natural spices, vegetable proteins, stabilizers
(E-450), sugar, flavour powder (E-621), antioxidant (E-316), natural spices (E-120), preservatives (E-250, E-252)
O Pork meat (48.6%), turkey meat (5%), pork fat, water, salt, vegetable proteins, milk proteins, sugar, natural spices,
stabilizers (E-450, E-407), preservatives (E-250, E-252), antioxidant (E-316), natural colouring (E-120)
P Pork meat (60%), turkey meat (5%), water, salt, vegetable proteins, milk proteins, lactose, dextrose, sugar, natural spices,

stabilizers (E-450, E-407), preservatives (E-250, E-252), antioxidant (E-316)

Pork meat (60%), turkey meat (5%), water, salt, vegetable proteins, milk proteins, sugar, natural spices, stabilizers
(E-450 and carragen), preservatives (E-250, E-252), antioxidant

Pork meat (58%), turkey meat (7%), water, salt, vegetable proteins, milk proteins, sugar, natural spices, stabilizers
(E-450 and carragen), preservatives (E-250, E-252), antioxidant, natural colouring

by the ELISA procedure described in the AOAC
method 988.10 (1996, 1997, 1998). The soybean
protein isolate (SPI) Supro 500E (Anvisa, Madrid,
Spain), used as standard of soybean proteins,
presented a protein content of 86.7% (determined
by Kjeldahl analysis, four replicates). Sodium
caseinate, «-lactalbumin, and pB-lactoglobulin
from bovine milk were obtained from Sigma. The
dry matter content of the SPI was determined by
drying at 130°C to constant weight. Standard
solutions were prepared by weighing and
dissolving the standard in 50 mM Tris-HCI buffer
(pH 8), sonicating for 5min, and centrifuging at
3362¢ for 10 min.

High-performance liquid chromatography

A Hewlett-Packard 1100 Series liquid chromatograph
(Hewlett-Packard, Pittsburgh, PA, USA) equipped
with a diode array detector was used. The injected
volume was 20 pul and the detection was performed
at 280nm. The separation was accomplished with
a POROS R2/H column (50 x 4.6 mm i.d.) from
Perceptive Biosystems (Framingham, MA, USA)
packed with 10-pm diameter polystyrene divinylben-
zene beads. The reversed-phase high-performance
liquid chromatography (RP-HPLC) method con-
sisted of a linear binary gradient in three steps:
5—25% B in 0.8 min, 25—42% B in 0.8 min, and
42-50% B in 0.6 min. The flow-rate was 3 mlmin "
and temperature was 50°C. Mobile phases were: A,
0.05% TFA (v/v) in Milli-Q water; and B, 0.05%
TFA (v/v) in ACN. The organic modifier was filtered
through 0.45-pum nylon filters before use.

Calibration

Calibration was performed by the external standard
and by the standard additions methods. Calibration
by the external standard method was carried out by
injecting (seven) SPI solutions over the range
0.3—6.5mgml . Calibration by the standard addi-
tions was carried out by injecting extracts of the meat
products spiked with known and increasing amounts
of SPI (five standard solutions in the range
0—6.0mgml™"). Integration was carried out by
setting the baseline from valley to valley and the
average of the area corresponding to three consecu-
tive injections was calculated.

Data treatment

The peak area corresponding to soybean proteins
was plotted against the injected concentrations
(external standard calibration) or spiked SPI
concentrations (standard additions calibration).
The linearity in this relationship was obtained by
least-squares regression analysis. The linear model
was validated by means of the analysis of residuals
and variance when three replicates of every standard
were injected by triplicate.

Results and discussion

Detection of soybean proteins in heat-processed
turkey meat

At the starting point for the determination of soybean
proteins in heat-processed turkey meat products, the
experimental conditions previously optimized for
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Figure 1. Chromatograms corresponding to heat-processed turkey meats with (meat product B) and without (model meat product 1)
soybean proteins, and to the SPI. Chromatographic conditions: temperature, 50°C; flow-rate, 3 mlmin~; gradient: 5—25% B in 0.8 min,
25—-42% B in 0.8 min, 42—50% B in 0.6 min; mobile phases: A, 0.05% (v/v) TFA in water; B, 0.05% (v/v) TFA in ACN; injected volume,
20 pl; detection, 280 nm. Samples were defatted with acetone and the proteins were extracted in 30 mM Tris-HCI buffer (pH 8) with 0.5%

(v/v) 2-mercaptoethanol for 10 min.

the determination of soybean proteins in heat-
processed pork meat products were used (Castro
et al. 2005). These conditions consisted of a gradient
from 5 to 25% B in 0.8 min, from 25 to 42% B in
0.8 min, and from 42 to 50% B in 0.6 min, followed
by a reversed gradient from 50 to 5% B in 0.5 min
to equilibrate the column to initial conditions.
Samples were defatted with acetone and the proteins
extracted in a 30mM Tris-HCI buffer (pH 8)
containing 0.5% (v/v) 2-mercaptoethanol with ultra-
sonic agitation (at 50°C for 10 min) and centrifuged
(3362¢ for 10min). Figure 1 shows the chroma-
tograms obtained under these conditions for heat-
processed turkey meat products with (meat product
B) and without (model meat product 1) soybean
proteins and for the SPI itself. Soybean proteins in
the SPI were separated in nine peaks (1—9). The
chromatogram corresponding to the heat-processed
turkey meat product containing soybean proteins
presented two peaks at retention times close to
peaks 7 and 8 of SPI that did not appear in the
heat-processed meat product without soybean
proteins. Nevertheless, the comparison of ultraviolet
light spectra and derivatives of these peaks in the
SPI and the meat product containing soybean
proteins yielded different signals. These differences
were attributed to interferences from meat com-
ponents. Although the modification of the gradient
improved the separation of target peaks (peaks 7
and 8), this was not enough to eliminate these

interferences. For that purpose, the solubilization
media was modified. Water, 50mM phosphate
buffer (pH 7), 50 mM Tris-HCI buffer at pH 8 and
9, and 50 mM bicarbonate buffer at pH 10 and 11
were used and the chromatograms obtained with
every one for a heat-processed turkey meat and the
SPI are showed in Figures 2(a) and 2(b), respec-
tively. In comparison with Figure 1, SPI separates in
less peaks being now peaks from 6 to 9 eluted in two
peaks and being the peak at 1.70 min (signalled in
Figure 2 with an arrow) that enabling the detection
of soybean proteins in meat products. The highest
response of this peak and better resolution between
this peak and neighbouring peaks were observed
at pH 8 with Tris-HCI buffer. Chromatograms
obtained when injecting into the chromatographic
system extracts from SPI and heat-processed turkey
meats with and without soybean proteins using the
optimized extraction media are shown in Figure 3.
The peak at 1.70min appearing in the heat-
processed meat product with soybean proteins
presented an ultraviolet light spectra and first and
second derivatives identical to the peak at the same
time in the SPI.

Detecrion of soybean proteins in heat-processed products
containing pork and turkey meat

The optimized conditions for the detection of
soybean proteins in heat-processed turkey meat
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Figure 2. Chromatograms corresponding to a heat-processed turkey meat containing soybean proteins (meat product B) (a) and to the SPI
(b) when using buffers at different pHs for protein solubilization. Experimental conditions as in Figure 1. The peak at approximately

1.70 min is indicated by a arrow.

products were applied to the detection of these
vegetable proteins in more complex meat systems
consisted of heat-processed products containing
mixtures of pork and turkey meats. Figure 4 shows
the chromatograms corresponding to extracts from
heat-processed products with and without (model
meat product 2) soybean proteins prepared with both
kinds of meats. As observed, the peak appearing at
1.70 min in this meat product with soybean proteins
was again that enabling the detection of the presence
of soybean proteins. Thus, the method enabled the

clear detection of the presence of soybean proteins
not only in turkey meat products but also in products
containing pork and turkey meats.

Detection of soybean proteins in presence of milk proteins
n heat-processed meat products

As stated in the Introduction, milk proteins are
sometimes added to meat products in addition to
soybean proteins. In order to prove the optimized
method enabled the detection of soybean proteins
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Figure 3. Chromatograms corresponding to heat-processed turkey meats with (meat product H) and without soybean proteins (model meat

product 1), and to the SPI. Chromatographic conditions as in Figure 1. Samples were defatted with acetone and the proteins were extracted
in 50 mM Tris-HCI buffer (pH 8) for 10 min.
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Figure 4. Chromatograms corresponding to extracts obtained from heat-processed products with and without soybean proteins containing
mixtures of pork and turkey meats (model meat product 2) and to the SPI. Experimental conditions as in Figure 3.

in meat products containing milk proteins, it was the chromatogram obtained for a solution of
used for the analysis of a commercial heat-processed bovine caseins (which are the majority proteins in
meat product containing both soybean and milk cow milks). Bovine caseins were separated into
proteins. Figure 5(a) shows such separation and three peaks (A—C) appearing at the end of the
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Figure 5. Chromatograms corresponding to a heat-processed meat product containing soybean and milk proteins (meat product Q), to the
SPL and to 1.12mgml ™! bovine caseins (corresponding to a casein content of 0.5% (w/w) related to 6 g initial product) (a). Chromatograms
corresponding to 1.34 mgml ™~ a-lactalbumin (corresponding to an a-lactalbumin content of 0.5% (w/w) related to 6 g initial product) and
1.00mgml ™" g-lactoglobulin (corresponding to a B-lactoglobulin content of 0.5% (w/w) related to 6 g initial product) (b). Experimental

conditions as in Figure 3.

chromatogram. Peak at 1.70 min of soybean proteins
(indicated with a arrow) did not overlap with the
peak appearing at the end of the chromatogram in
the meat product, therefore, these proteins seemed
not to interfere in detection of soybean proteins.
Nevertheless, bovine milk proteins do not only
consist of caseins but also of whey proteins (mainly
a-lactalbumin and S-lactoglobulin) which, although
they are present in a lower proportion, could
interfere in the detection of soybean proteins. The
chromatograms corresponding to these proteins are
shown in Figure 5(b) and presented only one peak
(peaks D and E) which appeared at the same
retention times than peaks B and C from bovine
caseins. Therefore, the method seemed to be useful
for the detection of soybean proteins in these meat
samples containing milk proteins.

Method validation

In order to assure the proposed method was useful
for routine analysis, a standardized validation proce-
dure for quantitative methods for food chemistry
laboratories was applied (Feinberg and Raguénes
1999). For this purpose, the SPI Supro 500E was
used as standard of soybean proteins and the linearity
of the calibration plot, the limits of detection and
quantitation, existence of matrix interferences,
robustness, precision, and accuracy were evaluated.
Tables II and III group the results obtained in the
determination of all of these parameters.

The linearity between the signal and the concen-
tration of soybean proteins up to 10.46 mgml ™' was
good (#*>0.99). Furthermore, the analysis of the
residuals and variance of the linear model enabled its
validation (p (%) =5.69) in the linear concentration
range. The detection limit, calculated as the con-
centration corresponding to a signal equal to the
intercept plus three times the standard error of the
calibration plot, was 0.20mgml~'. This concentra-
tion corresponded to an addition of 0.08% (w/w)
of soybean proteins in a meat product (related to
6 g initial product). The quantitation limit was
0.71mgml " (calculated as the concentration cor-
responding to a signal equal to the intercept plus
ten times the standard error of the calibration
plot) which means that the method enabled the
quantitation of an addition of 0.28% (w/w) of
soybean proteins in a meat product (related to 6g
initial product).

The slopes corresponding to the external standard
and the standard additions calibration methods
obtained for nine representative heat-processed
meat products chosen on a set of 18 were compared
for the determination of the presence of matrix
interferences (Table III). For that purpose, - and
F-tests were used and z-values and significance levels
(p) observed have been included in Table III. Since
significance levels were lower than 5% for most heat-
processed meat products, the standard additions
method was selected for the determination of
soybean proteins in these meat products containing
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Table II. Characteristics of the proposed perfusion RP-HPLC method for the analysis of soybean proteins in heat-processed
turkey or pork—turkey meat products.

Up to 10.46 mgml ™!
0.20mgml™" (0.08%, w/w)"
0.71 mgml~" (0.28%, w/w)"

Linear concentration range
Detection limit
Quantitation limit

Repeatability (RSD, %) (n=10)> Sample®
Retention time 0.11
Peak area 3.62
Intermediate precision (RSD, %) Sample* Standard’
Retention time 0.38 0.27
Peak area 11.3 4.03
Concentration 10.56 —
Internal reproducibility (RSD, %) (n=3)° Sample
Retention time 0.08
Peak area 0.38
Robustness’ Conventional parameters Modified parameters

Column lot 0.72 0.76
Recovery (%)%
Processed meat spiked with
2.40% soybean proteins

92.8+8.2(n=4)

'Limits of detection and quantitation expressed as w/w units were determined related 6 g initial product.

2Number of injections.

3Solution of 230 mgml ™! of a heat-processed meat product containing pork and turkey meats and milk and soybean proteins.

“Injection of a solution of 229 mgml ™! of a heat-processed meat product prepared with pork—turkey meat blends in 3 days in 1 month.
®Injection of a SPI solution of 3.5mgml~" in 8 days in 3 months.

SAnalysis of three individual samples of 90.6mgml~' of a heat-processed meat product prepared with pork—turkey meat blends in the
same day.

"Protein concentration (mg/100mg sample) expressed as is basis determined when different lots of column were used.

8Average recovery of soybean proteins when 2.4% of soybean proteins (from SPI) were added to a heat-processed turkey meat product not
containing these proteins.

Table III. Existence of matrix interferences using calibration by the external standard and standard additions methods in different
heat-processed meat products by perfusion RP-HPLC'.

Equation of the
straight line obtained
by the external standard

Equation of the
straight line obtained
by the standard

Existence of a

Meat product proportional bias for

sample calibration method? additions method? 2 p (%)* a=5%
A>0 y=-0.559(0.202) + 5.768(0.057)x y=1.867(0.218) +3.045(0.177)x 7.1 0.00 Yes
c>° y=-—0.329(0.189) +5.330(0.053)x ¥=9.058(0.203) 4+ 3.329(0.081)x 10.6 0.00 Yes
K>7 y=-0.147(0.017) + 5.557(0.045)x v=5.280(0.136) +4.009(0.084)x 6.9 0.00 Yes
> y=-0.147(0.017) + 5.557(0.045)x y=1.037(0.111) +4.076(0.066)x 6.4 0.00 Yes
M>7 y=0.156(0.219) +5.667(0.058)x  y=8.645(0.437) +5.284(0.184)x 2.0 8.11 No
o8 y=-0.329(0.189) +5.330(0.053)x y=5.024(0.107) + 4.386(0.083)x 9.6 0.01 Yes
P78 y=-0.329(0.189) + 5.330(0.053)x v=28.932(0.112) +4.395(0.044)x 13.5 0.00 Yes
78 y=-—0.051(0.140) +5.672(0.039)x vy=28.867(0.092) +4.771(0.036)x 16.9 0.00 Yes
R"® y=-0.051(0.140) + 5.672(0.039)x  y=13.42(0.246) + 4.509(0.097)x 7.03 0.00 Yes

'Experimental conditions as in Figure 3.
2Errors in the slope and intercept of the regression lines are given in parentheses.
3Calculated z-value.

4Significance level (p) associated.

>Heat-processed meat products containing turkey meat.

SHeat-processed meat products containing soybean proteins.
"Heat-processed meat products containing soybean and milk proteins.
8Heat-processed meat products containing pork and turkey meats.

turkey meat and pork—turkey meat blends. In order
to minimize these matrix interferences, the amount
of initial sample used in these experiments for the
preparation of standard solutions in standard addi-
tions calibration was reduced up to 0.5g. Despite
this, results observed did not significantly improve.
Precision of the method was determined by
the evaluation of repeatability and intermediate

precision. The repeatability in peak area and reten-
tion time (expressed as relative standard deviation
(RSD, %)) for ten consecutive injections of an
extract obtained from a heat-processed meat product
with soybean proteins was better than 0.20% in
retention time and than 4.00% in peak area. In order
to evaluate the intermediate precision one meat
solution was injected in 3 days during 1 month and
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Table IV. Soybean protein content determined in turkey or
pork—turkey meat products by the official ELISA method
and the proposed HPLC method’.

Protein concentration
(mg/100 mg sample)?

Meat product ELISA® Perfusion HPLC*
A>° 0.98 0.62(0.08)”
c>* 1.04 0.87
D>° 1.18 1.09
- 1.12 1.118
G>*° 1.67 1.18
Model meat product 3>%° 0.63 0.75
K>10 0.61 0.68°
L>10 0.34 <LDQ*
M>10 0.86 0.69°8
Qo 0.70 0.828
RO 1.22 1.31

'All meat products were heat-processed with the exception of
model meat product 3.

Results expressed as is basis.

*Determined following the official AOAC method 998.10.
*Determined by the proposed method.

>Meat product containing turkey meat.

SMeat products containing soybean proteins.

"Mean of three individual determinations; standard deviation
given in parentheses.

®Mean of two individual determinations.

°Raw meat product.

1Meat products containing soybean and milk proteins.

" Meat product containing turkey and pork meat.

*Quantitation limit (LDQ).

one standard solution was injected in 8 days during
3 months. RSD values observed were better than
0.40% in retention time and better than 12.0% in
peak area. The variability in the soybean protein
content determined three times in one month was
10.56%. Inter-day reproducibility of the slopes of the
straight lines obtained by the standard additions
calibrations was 1.86%. Internal reproducibility was
determined by injecting three samples of a meat
product individually extracted and the RSD
obtained was better than 0.40% in peak area and
retention time.

The determination of the soybean protein content
was performed with an identical column from
another lot in order to evaluate the robustness of
the method. A r-test was applied for comparing
the soybean protein contents obtained with both
columns observing no significant differences.

Recovery was determined by spiking a commercial
heat-processed turkey meat product with 2.40% of
soybean proteins (from SPI) observing an average
media of 92.8%.

The accuracy of the method was determined by
comparison of the soybean protein content obtained
by the proposed method and by the official ELISA
method (AOAC Official Method 998.10, 1996,
1997, 1998). For this purpose, ten commercial
heat-processed meat products and one raw meat
product (model meat product 3) were analysed by

both methods and results obtained are shown in
Table IV. No statistical differences between the
contents determined by both methods were detected
when applying a paired z-test (p>5%). Moreover,
the slope and intercept of the equation correspond-
ing to the best straight line obtained when plotting
the contents determined by the ELISA method
versus the obtained by the proposed method did
not significantly differ from 1 and 0, respectively
(t-test). The comparison of the soybean protein
contents determined by the proposed method in the
raw meat product and in the heat-processed meat
products suggested the method was not affected by
the processing conditions used in the manufacture of
these products containing turkey or pork—turkey
meats.

Application to edible samples

The developed method was applied to the determi-
nation of the soybean protein content in heat-
processed meat products prepared with turkey or
pork—turkey meats that could also contain milk
proteins. For that purpose, 18 heat-processed meat
products commercially available were used and the
SPI Supro 500E was employed as standard of
soybean proteins. Table V shows the results obtained
observing these contents were always lower than
1.31%. Furthermore, Table V also shows the
soybean protein contents obtained by the external
standard calibration method. These contents were
always lower that the obtained by the standard
additions method observing that the differences
between them ranged from 9 to 28% with the
exception of products C and E. Despite this and
although the accurate determination of the soybean
protein content is obtained only with the standard
additions method, the external calibration one could
be useful for the rapid estimation of this content or
screening in these meat samples. Therefore, only for
those samples whose protein contents determined by
the external standard method were higher that a
certain value (e.g. 1%), the standard additions
method could be used to confirm whether these
meat products satisfy establish regulations.

Conclusions

The detection of soybean proteins in the presence of
pork and turkey proteins and milk proteins has been
possible, for the first time, in this work. The
analytical method was successfully applied to the
determination of additions of soybean proteins in
commercial heat-processed meat products contain-
ing turkey meat or pork—turkey meat blends and that
could also contain milk proteins. The method
consisted of the extraction of soybean proteins from
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Table V. Soybean protein content determined in different
commercial heat-processed turkey or pork—turkey meat products
using standard additions calibration and external standard
calibration by the perfusion HPLC method.

Protein concentration
(mg/100 mg sample)’

Standard additions External standard

Processed meat product calibration calibration
A%? 0.62(0.08)* 0.47(0.05)*
B3 0.74° 0.60°
c?? 0.87 0.56
D?? 1.09 0.84
E>? 1.25 0.81
F>3? 1.11° 0.96°
G*? 1.18 0.91
H>? 1.02 0.79
1>° 0.60° 0.49°
7>° <LDQ*

K> 0.68° 0.50°
126 <LDQ <LDQ
M 0.69° 0.50°
NZ6 <LDQ <LDQ
0%7 1.27(0.04)* 1.16(0.01)*
P%7 0.84(0.08)8 0.68(0.09)8
Q%7 0.82° 0.69°
R%7 1.31 1.07

'Results expressed as is basis.

?Heat-processed products containing turkey meat.
3Heat-processed meat products containing soybean proteins.
“Mean of three individual determinations; standard deviation
given in parentheses.

°Mean of two individual determinations.

SHeat-processed meat products containing soybean and milk
proteins.

"Heat-processed products containing turkey and pork meats.
8Mean of four individual determinations. Standard deviation given
in parenthesis.

*Quantitation limit (LDQ).

the defatted meat product with an aqueous buffer
and its injection in a reversed-phase perfusion
column. The method enabled the detection and
quantitation of additions of soybean proteins up to
0.08 and 0.28% (w/w), respectively, in meat
products. The proposed method was proven to be
precise, accurate and robust. In comparison with the
ELISA method, the proposed method enabled the
reliable determination of the soybean protein content
in these meat products in the cheapest and simplest
way. Furthermore, the analysis time needed in the
proposed method is significantly lower than the
needed when using the ELISA method. Moreover,
the determination of soybean proteins by the
proposed method was not affected by the processing
conditions used in the manufacture of meat products
neither by the soybean protein source added.
Consequently, the method can be considered as
suitable for routine analysis and an alternative to the
ELISA method for the quality control of these
products.
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Abstract

The addition of foreign proteins (mainly soybean proteins and milk proteins) to heat-processed meat products is a common practice.
This work approaches the determination of additions of soybean proteins in heat-processed meat products prepared with chicken meat,
beef meat, and complex mixtures of meats from different species (chicken, pork, beef, and turkey) by perfusion reversed-phase high-per-
formance liquid chromatography. The applied method was previously developed for the determination of soybean proteins in pork and
turkey meat products but it has never been tested for the determination of soybean proteins in other heat-processed meat products con-
taining other kinds of meats. This paper demonstrates the validity of this method for the detection of soybean proteins in heat-processed
meat products containing different varieties of meats and even in the presence of other foreign proteins such as milk proteins. The spec-
ificity and existence of matrix interferences have been checked for these samples and accuracy has been evaluated by the comparison of
the soybean protein contents determined by the proposed method and the official ELISA method.

© 2005 Elsevier Ltd. All rights reserved.

Keywords: Heat-processed meat products; Soybean proteins; Quantitation; Perfusion reversed-phase high-performance liquid chromatography; Chicken;

Beef; Pork; Turkey

1. Introduction

Heat-processed meat products consist of emulsions
prepared with meats of different qualities and from one
or several species. During the elaboration process, meats
are ground in a cutter and mixed with ice/water, spices,
and other ingredients. After homogenization, the mixture
is stuffed into casings, clipped at both ends, and cooked
in a humid oven with 100% water vapour between 60
and 80 °C or in a water bath to 90 °C until the internal
temperature reaches 72 °C (Andersson, Andersson, &
Tornberg, 2000; Pearson & Gillett, 1996). Among other

* Corresponding author. Tel.: +34 91 8854935; fax: +34 91 8854971.
E-mail address: mluisa.marina@uah.es (M.L. Marina).

0308-8146/$ - see front matter © 2005 Elsevier Ltd. All rights reserved.
doi:10.1016/j.foodchem.2005.09.067

ingredients, heat-processed meat products can also con-
tain foreign proteins such as soybean and milk proteins.
The addition of these proteins can be justified in different
ways:

e Foreign proteins can be added to improve the emulsifi-
cation of fat and water, thus, preventing the coalescence
of the fat during heating when the lean meat content of
the product is low (Pearson & Gillett, 1996; Yusof &
Babji, 1996).

e Some non-meat proteins can also be used as fat replac-
ers owing to their ability to bind water and to form gels,
thus, responding to consumers demands for healthier
and low fat products (Egbert, Huffman, Chen, & Dylew-
ski, 1991; Pietrasik & Duda, 2000; Shand, 1997). More-
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over, there are also well known benefits associated with
the consumption of soybean: reduction of cholesterol
levels and menopause symptoms and reduction of risk
for several chronic diseases, i.e., cancer, heart disease,
and osteoporosis (Riaz, 1999).

The addition of foreign proteins to meat products has
resulted in regulations limiting this practice (Legislacion
Alimentaria de Aplicacion en Espana, 2002). The applica-
tion of established regulations implies the use of methods
enabling the determination of soybean proteins in these
products.

Detection of soybean proteins in meat products has
been performed by different techniques such as polyacryl-
amide gel electrophoresis, immunochemical techniques,
and chromatographic techniques (Belloque, Garcia,
Torre, & Marina, 2002). Nevertheless, none of these
methods are completely satisfactory being, in most of
cases, very tedious and time consuming or even not
enabling the quantitative analysis of soybean proteins.
The method commonly used in food laboratories for the
determination of soybean proteins in heat-processed meat
products is an AOAC method based on an enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA) (AOAC Official Method;
Koppelman, Lakemond, Vlooswijk, & Hefle, 2004; Yman,
2004). In this method, soybean proteins from a meat
product are submitted to denaturing conditions, renatured
conditions, and, finally, analysed by an inhibition mode of
ELISA. In this immunoassay, soybean proteins are made
to react with an appropriate antiserum in excess and the
unreacted antibody is determined, after isolation, by its
reaction with a second antibody conjugated with an
enzyme. Capture enzyme activity is determined by adding
a chromogenic substrate yielding a product whose color
intensity is measured at 450 nm. In addition to its com-
plexity and length, this method has been considered as
semiquantitative (AOAC Official Method).

During the last years our research team has focussed
on the development of analytical methods enabling the
detection of the soybean protein content in heat-pro-
cessed meat products (Castro, Garcia, Rodriguez, &
Marina, 2005; Castro, Marina, Rodriguez, & Garcia, in
press) and cured meat products (Criado, Castro, Gar-
cia-Ruiz, Garcia, & Marina, 2005). Thus, it has been
possible to reliably determine soybean proteins in heat-
processed meat products prepared with pork and turkey
meats by the use of a simple chromatographic method
that constitutes a promising alternative to the ELISA
method. Nevertheless, this method has never been
applied to the analysis of heat-processed products pre-
pared with other kind of meats or with complex mixtures
of meats.

The aim of this work was the determination of
soybean proteins in heat-processed meat products
prepared with chicken, beef or complex mixtures of
meats from different species (chicken, pork, beef, and
turkey).

2. Materials and methods
2.1. Chemicals and samples

Acetonitrile (ACN, HPLC gradient grade) (Merck,
Darmstadt, Germany), trifluoroacetic acid (TFA) (99.5
atom% D in 0.5 ml blisters (Sigma, St. Louis, MO)), and
high-purity water (>18 MQ/cm) obtained from a Milli-Q
purification system (Millipore, Bedford, MA) were used
in the preparation of mobile phases. Tris(hydroxy-
methyl)aminomethane (Tris) was employed for sample
preparation. Acetone (Merck, Darmstandt, Germany)
was necessary for fat extraction. The soybean protein iso-
late (SPI) Supro 500E (Anvisa, Madrid, Spain) (85.37%
of proteins determined by Kjeldahl analysis (2 replicates))
was used for the quantitation of soybean proteins. Sodium
caseinate, a-lactalbumin, and B-lactoglobulin from bovine
milk were obtained from Sigma (St. Louis, MO). Seventeen
commercial meat products made with chicken, beef or dif-
ferent meat blends were used. These products were pur-
chased in local markets in Madrid (Spain) or supplied by
Campofrio Alimentacién S.A. (Burgos, Spain). The com-
position of these products is detailed in Table 1. Moreover,
in the case of chicken products, a model meat product
without soybean proteins (model meat product 1) and
two model meat products with the same composition as
the model meat product 1 but including soybean proteins
and not submitted to any heat-processing (model meat
products 2 and 3) were also supplied by Campofrio Ali-
mentacion S.A. The composition of these model products
is also detailed in Table 1. The protocol for the preparation
of the samples was the following: 10 g of meat were ground
with an automatic miller, homogenised with 25 ml of ace-
tone in an Ultraturrax mixer (3 min), submitted to agita-
tion for 15 min, and centrifuged (3362 g, 30 min, 25 °C).
The supernatant was removed and the pellet was extracted
again with another 25 ml of acetone following the same
procedure. Finally, the pellet was dried overnight at
60 °C to remove the remaining acetone. Meat solutions
with concentrations ranging from 20 to 176 mg/ml (related
to initial product) were used. These solutions were pre-
pared by weighing the appropriate amount of the defatted
and dried meat product (0.1-1.0 g), solubilising in 25 ml of
50 mM Tris—HCI buffer (pH 8) with ultrasonic agitation
for 10 min at 50 °C, and centrifuging at 3362 g for 10 min
to inject the supernatant in the chromatographic system.
The soybean protein content in meat samples was also
determined by the ELISA procedure described in the
AOAC method 988.10 (AOAC Official Method).

2.2. High-performance liquid chromatography

Two Hewlett—Packard 1100 Series liquid chromato-
graphs (Hewlett—Packard, Pittsburgh, PA) equipped with
a diode array detector (one of them with a microcell and
the other with a standard flow cell), an injection system, a
degassing system, a quaternary pump, and a compartment
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Table 1
Composition of meat products used

Meat products Composition

Meat product A-H and
model meat products 2 and 3
Model meat product 1
Meat product 1
Meat product J

Chicken meat, water, salt, soybean protein isolate, sugars (dextrose), stabilizers, antioxidants, preservatives

Chicken meat, water, salt, sugars (dextrose), stabilizers, antioxidants, preservatives
Chicken meat, water, corn starch, vegetable proteins, stabilizers, antioxidants, preservatives
Chicken meat, water, potato starch, wheat starch, vegetable proteins, milk proteins, sugars (dextrose), natural spices,

gelling powder, emulsion powder, antioxidants, flavor powder, preservatives, coloring

Meat product K
Meat product L
sugars (dextrose), natural spices,

Beef meat, water, corn starch, vegetable proteins, stabilizers, antioxidants, preservative
Beef meat, olives, water, potato starch, wheat starch, vegetable proteins, milk proteins,

gelling powder, emulsion powder, antioxidants, flavor powder, preservatives, coloring

Meat product M
preservatives
Meat product N

Pork meat, chicken meat, water, starch, salt, vegetable proteins, spices, sugar, stabilizer, antioxidant, flavor powder,

Beef meat and turkey meat (56%), water, starch, vegetable oil, vegetable proteins, milk proteins, salt,

sugars (dextrose and lactose), aromas, spices, stabilizers, flavor powder, antioxidant, preservatives, natural coloring

Meat product O

Beef (veal) meat, turkey meat and chicken meat (65%), water, starch, vegetable oil, vegetable proteins, salt, dextrose,

sugar, spices, stabilizer, flavor powder, antioxidant, preservatives

Meat product P

Pork meat, chicken meat, turkey meat, fat, water, olives (11%), starch, salt, soybean proteins, sugars, (lactose),

stabilizers, milk proteins, flavor powder, spices, antioxidant, coloring, preservative

Meat product Q

Pork meat, beef meat (8%), chicken meat, turkey meat, water, starch, salt, soybean proteins, sugars (dextrose),

stabilizers, aroma, flavor powder, antioxidant, preservative, powdered milk

for the column were employed. The injected volume was
20 ul and the detection was performed at 280 nm. The sep-
aration was accomplished with a POROS R2/H column
(50 x 4.6 mm i.d.) from Perseptive Biosystems (Framing-
ham, MA) packed with 10 pm diameter polystyrene divi-
nylbenzene beads. The RP-HPLC method consisted of a
linear binary gradient in three steps: 5-25% B in 0.8 min,
25-42% B in 0.8 min, and 42-50% B in 0.6 min. The
flow-rate was 3 ml/min and temperature was 50 °C. Mobile
phases were: phase A, 0.05% TFA (v/v) in Milli-Q water;
phase B, 0.05% TFA (v/v) in ACN. The organic modifier
was filtered through 0.45 um nylon filters before use.

2.3. Calibration

Calibration by the external standard method was carried
out by injecting SPI solutions over the range 0.10-6.5 mg/
ml of soybean proteins (corrected for the purity and mois-
ture). The peak corresponding to soybean proteins (peak at
1.70 min) was integrated by setting the baseline from valley
to valley and the average area of three consecutive injec-
tions was calculated. The content of soybean proteins in
the meat products was determined by interpolation of the
area of that peak in the calibration curve. Calibration by
the standard additions method was performed by injecting
meat extracts spiked with known and increasing amounts
of SPI (0-6.5 mg/ml of soybean proteins). All determina-
tions were performed, at least, by duplicate and every solu-
tion was injected three times into the chromatographic
system.

2.4. Data treatment

The peak area corresponding to soybean proteins was
plotted against the injected concentrations (external

standard calibration) or spiked SPI concentrations (stan-
dard additions calibration).

3. Results and discussion
3.1. General

The determination of soybean proteins in heat-pro-
cessed meat products prepared with pork meat, turkey
meat, and pork—turkey meat blends that can also contain
milk proteins has been demonstrated (Castro et al., 2005,
in press). In addition to these products, heat-processed
meat products prepared with chicken or beef meats are also
very popular, being very interesting the determination of
soybean proteins in these products.

In order to prove that the previously developed
method for the determination of soybean proteins in
pork and turkey meat products is valid for other kinds
of heat-processed meat products, it was applied to the
analysis of heat-processed meat products prepared with
chicken and beef meats. The chromatogram obtained
for a heat-processed chicken meat product with (meat
product D) and without SPI (model meat product 1)
and the SPI itself are shown in Fig. 1(a). The chromato-
gram obtained for the meat product with SPI showed a
broad peak at approximately 1.10 min and a peak at
1.70 min (indicated with an arrow) that disappeared in
the chromatogram corresponding to the meat product
without soybean proteins. These peaks could be attrib-
uted to soybean proteins since peaks at similar retention
times appeared in the chromatogram corresponding to
the SPI. Nevertheless, only the UV spectra and first
and second derivatives obtained for the peak at
1.70 min in the SPI and the meat product containing
soybean proteins matched (see Fig. 2(a)).
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Fig. 1. Chromatograms corresponding to a heat-processed chicken meat product with (meat product D) (272 mg/ml referred to initial product) and
without soybean proteins (model meat product 1) (248 mg/ml referred to initial product), and to SPI (2 mg/ml of soybean proteins) (a) and
chromatograms corresponding to a heat-processed beef meat product containing soybean proteins (meat product K) (35 mg/ml referred to initial product)
and to SPI (1.5 mg/ml) (b). Chromatographic conditions: temperature, 50 °C; flow-rate, 3 ml/min; gradient: 5-25% B in 0.8 min, 25-42% B in 0.8 min, 42—
50% B in 0.6 min; mobile phases: A, 0.05% (v/v) TFA in water; B, 0.05% (v/v) TFA in ACN; injected volume, 20 pl; detection, 280 nm. Sample
preparation: fat extraction with acetone followed by protein solubilisation in 50 mM Tris—HCI buffer (pH 8) with ultrasonic agitation for 10 min at 50 °C.

These experimental conditions were also applied to one
heat-processed meat product prepared with beef meat
(meat product K) (see Fig. 1(b)). A peak at approximately
1.70 min was again observed in the chromatogram of the
meat product that could correspond to soybean proteins.
The comparison of the UV spectra and first and second
derivatives obtained for this peak in the SPI and in the
meat product containing soybean proteins showed that
they were identical (Fig. 2(b)).

3.2. Detection of soybean proteins in heat-processed meat
products prepared with chicken or beef meats in the presence
of milk proteins

The Spanish Legislation allows the addition of milk pro-
teins to heat-processed meat products in place of or in
addition to soybean proteins; therefore, the presence of
both kinds of foreign proteins is very common (Legislacion
Alimentaria de Aplicacion en Espana, 2002). In order to
prove the validity of the proposed method for chicken or
beef meat products containing milk proteins, it was applied
to the analysis of one heat-processed meat product pre-
pared with chicken and one heat-processed meat product
prepared with beef that contained both soybean and milk
proteins. Fig. 3(a) shows the chromatograms obtained for
both products and for the SPI and Fig. 3(b) shows the
chromatograms corresponding to milk proteins (bovine
caseins, a-lactalbumin, and B-lactoglobulins (A + B)). All
milk proteins appeared at the end of the chromatogram
at retention times higher than 1.70 min. Therefore, it was
possible to detect soybean proteins in these products with-
out interference of milk proteins.

3.3. Detection of soybean proteins in heat-processed meat
products prepared with complex meat blends that could also
contain milk proteins

Nowadays, it is quite common to find heat-processed
meat products prepared with meats from different species.
The higher complexity of these products could affect the
detection of soybean proteins. In order to test whether
the proposed method is affected by this fact, it has been
applied to the analysis of heat-processed products prepared
with different meat blends. The chromatograms obtained
for a product prepared with a pork/chicken blend (product
M), a product prepared with a beef/turkey/chicken blend
(product O) and for the SPI are shown in Fig. 4(a).

As examples of products prepared with meat blends and
containing milk proteins, Fig. 4(b) shows the chromato-
grams corresponding to a beef/turkey product (meat prod-
uct N) and to a pork/chicken/turkey product (meat
product P). In all cases, the peak at 1.70 min corresponding
to soybean proteins was clearly detected and separated
from meat components and milk proteins (in the case of
Fig. 4(b)).

3.4. Analytical characteristics of the method

The chromatographic method applied in this work has
previously been validated by the determination of the line-
arity of the calibration plot, detection and quantitation
limits, existence of matrix interferences, specificity, preci-
sion (repeatability and internal reproducibility), and accu-
racy using the SPI Supro 500E as standard of soybean
proteins and when samples contained only pork or/and
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Fig. 2. UV spectra and first and second derivatives obtained for the peak at 1.7 min in a heat-processed chicken meat product with soybean proteins (meat
product D), and in a heat-processed beef meat product with soybean proteins (meat product K) in comparison with the SPI. Experimental conditions as in

Fig. 1.

turkey meats (Castro et al., 2005, in press). Some of these
parameters (linearity and detection and quantitation limits)
remain when the method was applied to other kind of
meats. Nevertheless, it was necessary to check whether
matrix interferences, precision, specificity, and accuracy
were adequate for the application of this method to meat
products prepared with other meats different to pork or
turkey alone.

The presence of matrix interferences was checked by
comparison of the slopes and the contents of soybean pro-
teins obtained for the external standard and the standard
additions calibration methods for five heat-processed meat
products using 7- and F-tests. The chosen products con-
tained only beef or chicken meats or consisted of pork-
chicken blends, beef-turkey blends or beef-turkey—chicken
blends. Table 2 groups the results obtained. Since the P-
value was greater than 5%, the absence of proportional sys-
tematic errors was confirmed and the external standard
method was chosen for quantitation of soybean proteins
in these meat products. In previous works, it was observed

that the method resulted affected by the matrix of the prod-
uct when analysing turkey products or meat blends con-
taining high concentrations of this meat, while there were
no matrix interferences when the method was applied to
meat products containing only pork (Castro et al., 2005,
in press).

The method specificity was verified with 12 heat-pro-
cessed meat products performing one addition of SPI over
every meat product covering the range from 1.50 to
6.20 mg/ml. The specificity was determined by adjusting a
straight line between added and recovered concentrations
of soybean proteins in these samples (see Table 3). As the
slope and the intercept obtained were not statistically dif-
ferent from 1.0 and 0.0, respectively, the method was con-
sidered specific.

For the evaluation of the precision of the method, the
repeatability and intermediate precision were determined
(Table 3). Repeatability, expressed as relative standard
deviation (RSD, %) in retention time and peak area and
calculated by injecting 10 consecutive times a solution of
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Fig. 3. Chromatograms corresponding to a heat-processed chicken meat product containing soybean and milk proteins (meat product J) (152 mg/ml
referred to initial product), a heat-processed beef meat product containing soybean and milk proteins (meat product L) (31 mg/ml referred to initial
product), and the SPI (1.0 mg/ml of soybean proteins) (a). Chromatograms obtained from a solution of 1.12 mg/ml of bovine caseins (corresponding to a
casein content of 0.5% (w/w) related to 6 g of initial product), a solution of 1.34 mg/ml of a-lactalbumin (corresponding to a a-lactalbumin content of 0.5%
(w/w) related to 6 g of initial product), and a solution of 1.00 mg/ml of B-lactoglobulin (corresponding to a B-lactoglobulin content of 0.5% (w/w) related

to 6 g of initial product) (b). Experimental conditions as in Fig. 1.
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Fig. 4. Chromatograms obtained for heat-processed meat products with soybean proteins containing mixtures of pork and chicken meats (meat product
M) (185 mg/ml referred to initial product) and containing mixtures of beef, turkey and chicken meats (meat product O) (176 mg/ml referred to initial
product) and to SPI (1 mg/ml of soybean proteins) (a). Chromatograms obtained for heat-processed meat products with soybean and milk proteins
containing mixtures of beef and turkey meats (meat product N) (192 mg/ml referred to initial product) and containing mixtures of pork, chicken, and
turkey meats (meat product P) (212 mg/ml referred to initial product) (b). Experimental conditions as in Fig. 1.

32 mg/ml of a heat-processed chicken meat product (meat
product J), was better than 0.9% in retention time and bet-
ter than 5% in peak area. The intermediate precision in dif-
ferent days was determined by injecting a solution of
39 mg/ml of a heat-processed pork and chicken meat prod-
uct (meat product M) in three days. The RSD values
observed were better than 0.4% in retention time and close
to 3.0% in peak area. The variability in the content deter-
mined in three days was close to 4.5%. The robustness of

the method was determined by comparison of the results
obtained by the intentional use of two different detector
flow cell volumes. The soybean protein contents deter-
mined with both flow cells for a heat-processed pork and
chicken meat product with soybean proteins did not differ
significantly (F- and z-tests (P value, 9.3% > 5%)).

The recovery of the method was evaluated by spiking
with different amounts of SPI the extracts obtained from
five heat-processed meat products and from a raw meat
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Table 2
Investigation of the existence of matrix interferences®

F. Castro et al. | Food Chemistry 100 (2007) 468-476

Sample Slopes of the calibration lines® Comparison of slopes Soybean protein Comparison of soybean
(proportional bias) concentration (mg/100 mg protein contents
sample)©

External standard Standard additions 1-Value? P-value (%)° ES SA t-Value! P-value (%)°
method (ES) method (SA)

Meat product I 4.44 +0.09 4.45+0.08" 0.19 87.0 0.59+0.17  0.37£0.07 1.71 23.6

Meat product K 2.86 +£0.16% 2.83 +0.028 0.31 80.0 0.58+0.03 0.57+0.29  0.06 >90.0

Meat product M 4.74 4 0.06" 4.61 +0.04" 2.60 13.1 0.71+£0.00  0.63 £0.08 1.49 39.9

Meat product N 4.54+£0.19 4.43 +£0.02 0.82 49.9 0.39 £0.11 0.34+0.19 0.23 85.0

Meat product O 2.94 4+ 0.16% 2.67 +0.03% 2.30 16.0 0.40+£0.06 0.31+0.01 2.02 18.7

# Results expressed as is basis.

> Average value of the slopes of two straight lines.
¢ Mean of two individual determinations.

4 Calculated ¢-value.

¢ Significance level (P-value) associated.

T Slope obtained by using a diode-array detector with a standard flow cell.

¢ Slope obtained by using a diode-array detector with a microcell.

Table 3

Analytical characteristics of the perfusion RP-HPLC method for the analysis of soybean proteins in complex heat-processed meat products

Specificity®

Repeatability (RSD, %) (n=10)° Sample
Retention time 0.81
Peak area 4.80
Intermediate precision (different days) (RSD, % )¢

Retention time 0.34
Peak area 3.02
Concentration 4.56

Robustness (%)%
Detector flow cell volume

Recovery (%)t

Model meat product 2 95.7+0.1
Meat product J 953+0.7
Meat product L 99.9 +£2.8
Meat product N 96.7 + 2.7
Meat product M 100.2 +£ 1.7
Meat product O 96.7+ 1.3
Absolute recovery (%)

Processed meat spiked with 1.95% soybean proteins 104.3 £ 0.0
Processed meat spiked with 2.89% soybean proteins 872+ 1.7

Conventional parameters’
0.708(0.003)

1.61 (mg/ml)

= 0.969(0.015)x —0.045(0.059)

Modified parameters®
0.761(0.024)

3.24 (mg/ml) 4.85 (mg/ml) 6.47 (mg/ml)

94.7+23 95.8+0.4 -

952+1.5 96.5+£0.7 -

97.8 £ 1.7 - 97.0+ 1.8
106.3 +0.8 99.6 £0.7 100.3 +£0.4

96.1 +0.9 97.2+0.5 96.1 +£0.5

98.0+ 1.1 953+ 1.7 -

% A t-test for the verification of slope and intercept were statistically equal to the unit and zero, respectively. Standard deviation of slope and intercept are

given in parenthesis.

°® Number of injections of a solution of a heat-processed chicken product with soybean and milk proteins (meat product J) (32 mg/ml referred to initial

product).
¢ Analysis performed by the external standard method in different days.

9 Injection of a solution of 39.3 mg/ml of a heat-processed pork and chicken meat product with soybean proteins (meat product M) in three days.
¢ Concentration of soybean proteins determined by the external standard method using detector flow cells of different volumes and a heat-processed

pork and chicken meat product with soybean proteins (meat product M).

! Analysis performed using a diode array detector with a standard flow cell of 10 mm of way length and a volume of 13 pl.

€ Analysis performed using a diode array detector with a flow microcell of 6 mm of way lenght and a volume of 1.7 pl.

b Recovery of soybean proteins when different amounts of SPI were added to the extract obtained from a heat-processed meat product.
! Recovery of soybean proteins when different amounts of SPI were initially added to heat-processed meat products.

product (model product 2). Recoveries obtained ranged
from 95% to 106% not observing any difference between
the recoveries obtained for the raw meat product and for
the products submitted to heat processing. Moreover, the
recovery (absolute recovery) was also determined by
directly spiking a heat-processed meat product with two

different amounts of SPI. Values of recovery of 104% and
87% were obtained.

The accuracy was also checked by comparing the soy-
bean protein contents obtained by the proposed method
and by the official ELISA for seven heat-processed meat
products and for two raw meat products and the results
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Table 4

Soybean protein contents determined in different commercial heat-
processed meat products and in two raw meat products by the ELISA
method and the proposed HPLC method?®

Protein concentration (mg/100 mg
sample)

ELISA®

Processed meat products with soybean proteins
Meat product A

Meat products

Perfusion HPLC®

1.11

Meat product B 0.88 1.05¢
Meat product C - 1.89

Meat product D 1.06 0.83(0.26)°
Meat product E 0.98 0.87

Meat product F - 0.61¢

Meat product G - 0.76
Meat product H 0.62 0.64
Meat product 1 - 0.59
Meat product M - 0.71
Meat product K - 0.58
Meat product O - 0.31
Meat product Q - <LDQf

Processed meat product with soybean and milk proteins

Meat product J 0.98 0.81
Meat product L - 0.68¢
Meat product N 0.44 0.38
Meat product P 1.23 0.89¢
Raw meat products with soybean proteins

Model meat product 2 1.12 1.22
Model meat product 3 1.24 1.16

& Results expressed as is basis.

® Determined following the official AOAC method 998.10.

¢ Determined by the proposed method. Most determinations were per-
formed by duplicate.

4 Only one determination.

¢ Mean of three individual determinations. Standard deviation given in
parenthesis.

f Soybean protein content lower than the quantitation limit of the
method (0.28%, w/w).

obtained are shown in Table 4. No statistically significant
differences between the contents determined by both meth-
ods were detected when applying a paired ¢-test (P
value = 18.6% > 5%). The slope and intercept of the equa-
tion of the straight line obtained by plotting of the soybean
protein contents obtained by the proposed method against
the contents obtained by the ELISA method were 0.834
(0.167) and 0.067 (0.164), respectively. These values did
not significantly differ from the unit and zero, respectively,
when a z-test was applied.

3.5. Application to edible samples

The method was applied to the determination of the soy-
bean protein content in 17 commercial heat-processed meat
products (A—Q). Since there was not a reference certified
standard of soybean proteins, a soybean protein isolate
was chosen as standard of soybean proteins. Three were
the reasons supporting this selection: the SPI is the soybean
product with the highest protein content, the SPI is com-
mercially available, and the SPI is the soybean product
most widely added in the manufacturing of heat-processed

meat products. The SPI Supro 500E was chosen as stan-
dard, since it had been used in the preparation of some
of the meat products studied (those prepared by Campofrio
Alimentaciéon S.A.). The soybean protein contents
obtained are also shown in Table 4. The concentrations
of soybean proteins determined in the meat samples con-
taining only soybean proteins ranged from 0.40% to
1.89%. These values were within the limits authorised by
the Spanish law, 3% of soybean proteins referred to the
product as is basis (Legislacién Alimentaria de Aplicacién
en Espana, 2002). For the meat products containing soy-
bean and milk proteins, lower contents of soybean proteins
ranging from 0.38% to 0.86% were observed. In these cases,
the Spanish law admits the addition of up to a 3% of soy-
bean + milk proteins. Thus, the lower content in soybean
proteins in these samples is justified.

4. Conclusion

The validity of a previous method developed for the deter-
mination of soybean proteins in heat-processed pork and
turkey meat products has been shown for the analysis of
products prepared with chicken meat, beef meat, or complex
mixtures of meats from different species (chicken, pork, beef,
and turkey). The presence of milk proteins did not interfere
in the determination of soybean proteins in these products.
The proposed method did not suffer from matrix interfer-
ences and was specific and reproducible when it was applied
to the analysis of these samples. Trueness of the method was
checked by means of recovery studies observing values close
to 100%. Furthermore, the soybean protein contents
obtained for several meat-products by the proposed method
and by the ELISA method were compared and no statisti-
cally significant differences were found. The main advanta-
ges of the proposed method are easy sample preparation,
short analysis time, and low cost resulting in an interesting
alternative to the ELISA method.
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III.2 CARACTERIZACION DE PROTEINAS DE SOJA POR HPLC DE PERFUSION
ACOPLADA A LA ESPECTROMETRIA DE MASAS

Una vez desarrolladas las metodologias analiticas para la determinaciéon de
proteinas de soja en productos carnicos por HPLC de perfusion, se considerd interesante
llevar a cabo la caracterizacion del pico correspondiente a las proteinas de soja
seleccionado para su cuantificaciéon utilizando para ello la Espectrometria de Masas. En
efecto, los distintos picos cromatograficos en los que se separan las proteinas de soja
procedentes del haba de soja o de un aislado de proteina de soja deben corresponder a las
proteinas mayoritarias de soja, la globulina 7S o B-conglicinina y la globulina 11S o
glicinina. Aunque nuestro grupo de investigacion estableci6é a partir de la inyeccion en el
sistema cromatografico de las fracciones 7S y 11S de la soja que los primeros picos del
cromatograma podrian corresponder principalmente a la fracciéon 7S mientras que los
altimos picos en eluir de la columna podrian corresponder a la fraccién 11S, este hecho
aun no habia sido demostrado. Por tanto, nos propusimos como objetivo de esta parte del
trabajo de investigacion llevar a cabo la caracterizacion de los picos cromatograficos
obtenidos para distintas habas de soja y las fracciones 7S y 11S obtenidas a partir de dichas

habas utilizando la Espectrometria de Masas.

Con el fin de conseguir los objetivos propuestos, se acoplé por primera vez la HPLC
de perfusién a un detector de Espectrometria de Masas de Trampa de Iones (IT-MS) y se
llevé a cabo también por primera vez la caracterizacion de habas de soja mediante analisis

de las proteinas de soja intactas.

En primer lugar, fue necesario modificar el método cromatografico desarrollado en
el apartado anterior con el fin de poder adaptarlo a su acoplamiento con detecciéon IT-MS.
En efecto, el método anterior se basaba en la utilizacién de una columna de 50 mm x 4.6
mm de didmetro interno y un flujo de 3 mL/min. Las modificaciones que se realizaron
consistieron en la utilizacion de una columna de perfusién de 100 mm x 2.1 mm de

diametro interno y un flujo de fase movil de 0.5 mL/min. Ademas, el gradiente de elucion
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se optimizé de modo que en estas condiciones se pudiera llevar a cabo la separaciéon

adecuada de las proteinas de soja.

Por otra parte, al ser la primera vez que se analizaban por MS proteinas intactas de
soja, se llevo a cabo también la optimizacion de las condiciones de deteccion por MS. Los
parametros optimizados fueron: el potencial de la sonda ESI, el potencial de los octapolos,
el potencial aplicado a la salida del capilar y el potencial del skim. De todos los valores
que se probaron para estos parametros, se eligieron aquellos que permitian obtener la

mayor respuesta para las proteinas de soja.

Utilizando este nuevo método optimizado para la separacion de las proteinas de
soja por HPLC de perfusion-IT-MS, se analizaron diferentes habas de soja con distinta
pigmentacion, habas amarillas, habas verdes, habas rojas y habas negras. Asimismo, se

analizaron las fracciones 7S y 11S obtenidas a partir de dichas habas.

Los resultados obtenidos en esta parte del trabajo de investigacion se recogen en el

siguiente articulo cientifico:

- “Perfusion reversed-phase high-performance liquid chromatography/mass spectrometry analysis of
intact soybean proteins for the characterization of soybean cultivars”.

EF. Castro-Rubio, M. L. Marina y M. C. Garcia.

J. Chromatogr. A, 1170 (2007) 34-43.

A partir de los resultados descritos en este articulo se pudo confirmar que los
altimos picos en eluir en el cromatograma de un haba de soja correspondian a la globulina
11S y que por tanto, el pico seleccionado en el apartado anterior para la determinacion de
las proteinas de soja en productos cdrnicos debian corresponder a esta proteina. Sin
embargo, la identificacion de picos cromatograficos caracteristicos de las habas de soja
sOlo fue posible para las habas amarillas mientras que no se pudo llevar a cabo para el

resto de las habas con diferente pigmentacion.
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Ademas, se pudo observar que los cromatogramas obtenidos fueron caracteristicos
de la pigmentaciéon de las habas de modo que los cromatogramas correspondientes a las
habas amarillas fueron muy distintos de los obtenidos para las habas verdes, rojas y
negras excepto en el caso de un tipo de habas negras. Los cromatogramas obtenidos para
habas de una misma pigmentacién fueron idénticos independientemente de que esas
habas hubieran sido vendidas como soja o como otro cultivo (azuki en el caso de habas
rojas o mungbean en el caso de habas verdes). Estas diferencias entre las habas de soja
amarillas y las habas con distinta pigmentacién se confirmaron al analizar las fracciones 75

y 11S de las habas estudiadas.

Por tanto, es posible indicar que a partir de los resultados obtenidos en esta parte
del trabajo de investigacion ademds de establecer la posibilidad de que el pico
seleccionado como “marcador” para determinar proteinas de soja en productos cérnicos
corresponde a la globulina 11S, también se derivé una aplicacién muy interesante: la
posibilidad de identificar habas de soja diferencidandolas de otros cultivos similares en
apariencia pero que pueden tener distintas propiedades nutricionales o funcionales: el
azuki y el mungbean. En efecto, la identificacion de proteinas caracteristicas de la soja en las
habas analizadas permiti6é autentificar las habas de soja y diferenciarlas de otros cultivos

similares.
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Articulo cientifico 4

Perfusion reversed-phase high-performance liguid chromatography/mass
spectrometry analysis of intact soybean proteins for the characterization of
soybean cultivars.
F. Castro-Rubio, M. L. Marina, M. C. Garcia.
J. Chromatogr. A, 1170 (2007) 34-43.
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Abstract

Perfusion reversed-phase HPLC (RP-HPLC)-electrospray mass spectrometry (ESI-MS) was employed for the characterization of soybean
cultivars through the analysis of intact soybean proteins. The similarities and differences between yellow soybeans (the most usual soybeans) and
other beans with different pigmentation (green, red, and black) commercialized as soybean were investigated. Red beans commercialized as azuki
that are frequently sold as red soybean were also analyzed. Separation was carried out using a perfusion column at a flow-rate of 0.5 mL/min
and a gradient elution. A step-by-step procedure was used for the optimization of the mass spectrometry parameters enabling the most sensitive
detection. The method was applied to the analysis of the above-mentioned beans and the main soybean proteins (11S and 7S globulins) obtained
by a fractionation procedure. MS spectra obtained from every peak in the beans and in their fractions were compared observing clear differences
between yellow soybeans and the other beans with different pigmentation. The identification of some soybean proteins in yellow soybeans was

also possible.
© 2007 Elsevier B.V. All rights reserved.

Keywords: Soybean; Intact proteins; Mass spectrometry; RP-HPLC; Chromatography; Perfusion

1. Introduction

Soybean is a highly appreciated legume due to its valu-
able functional and nutritional properties. In addition to the
most usual yellow soybean, it is possible to find other beans
with different pigmentation that are also marketed as soybean.
According to Williams [1] soybean seed coat can present dif-
ferent colours: black, brown or red, green, and yellow. All these
beans are considered to be different varieties of soybean cul-
tivars [2,3]. Genetically, the seed coat colour in soybean is
controlled by the gen I locus. The coats of most commercial
soybean varieties are yellow due to the presence of a dominant
allele of the I locus gen which inhibits seed coat pigmentation by
avoiding the accumulation of anthocyanin pigments in the epi-
dermal layer of soybean seed coat [4-6]. However, green, red,
and black soybeans are considered by other authors [7,8] and,

* Corresponding author. Fax: +34 91 8854971.
E-mail address: concepcion.garcia@uah.es (M2.C. Garcia).

0021-9673/$ — see front matter © 2007 Elsevier B.V. All rights reserved.
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especially in their original countries (mainly China), as other
kinds of legumes. In fact, green soybean could be a different
legume called mung bean (Vigna radiata (L) R. Wilezek) while
the marketed as red soybean could be a legume called azuki
bean (Vigna angularis (Willd.) Ohwi & Ohashi) [7]. Similarly,
black soybeans can be purchased as black soybeans or as black
soybean frijoles.

Differentiation among soybean cultivars has been performed
by analyzing different parts of the seed. The most accurate stud-
ies were based on the analysis of DNA or on the analysis of
soybean proteins. Main proteins in soybean are 11S globulin
or glycinin and 7S globulin or conglycinin. Both proteins are
storage proteins not presenting any biological activity. 11S glob-
ulin presents a molecular weight ranging from 350 to 380 kDa
and has a quaternary structure constituted by twelve subunits
forming a dimmer of two identical hexamers. Six of these sub-
units are acid (A, Ap, and A4 with a molecular weight of
37kDa, Az with 43kDa, and As with 13 kDa) while the other
six subunits are basic (18—-20kDa). Acid and basic subunits are
joined by disulphuric bonds [9—11]. On the other hand, the main
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constituent of 7S globulin is 3-conglycinin, a glycoprotein with
a molecular weight of 180kDa. This protein forms trimeric
structures constituted by a combination of the following acid
subunits: a subunit (75-76 kDa), o’ subunit (57-83 kDa), and 8
subunit (42-53 kDa). In addition to these storage proteins, there
are other minor proteins including protease inhibitors (Kunitz
inhibitor (19.6kDa) and Bowman-Birk inhibitor (7.8 kDa)),
lectins (110-120kDa, constituted by four subunits of 30 kDa
each), lipoxygenase (94-97 kDa), etc. [12,13].

Soybean protein analysis for cultivar differentiation has been
carried out mainly using chromatographic methods. HPLC in the
reversed-phase (RP-HPLC) or in the exclusion-size modes were
used by Buelher etal. [14] and Oomabh et al. [15] for this purpose.
Results demonstrated the difficulty in the differentiation among
similar soybean cultivars from their chromatographic profile.
Our research group analyzed soybean varieties with different
coat pigmentation (yellow, green, red, and black) by HPLC in
the reversed-phase [16] and in the ion-exchange (IE-HPLC) [17]
modes. In RP-HPLC, seeds presenting the same coat pigmenta-
tion showed, in general, the same chromatographic profile that
was different to that observed for other pigmented beans. The
application of IE-HPLC for the same purpose did not enable any
clear differentiation since all seeds showed similar chromato-
graphic separations. More recently, capillary electrophoresis
was also used for this purpose observing very different elec-
trophoretic profiles for those seeds presenting different coat
pigmentation [18].

The application of mass spectrometry (MS) to the analysis
of food proteins (especially milk proteins) has resulted in an
extensive number of research articles [19-23]. Regarding soy-
bean proteins, MS has been used for the characterization of
some standard soybean proteins such as soybean agglutinin and
soybean trypsin inhibitor [23-29]. Other works reported the pro-
teomic analysis of some soybean proteins mainly based on the
trypsin digestion of soybean proteins, electrophoretic separation
of fragments, and mass spectrometry analysis of spots [30-34].
Nevertheless, to our knowledge, there is no work devoted to
the characterization of soybeans through the analysis of intact
soybean proteins.

The aim of this work was to characterize soybeans and
to study the similarities and differences between yellow soy-
beans and other similar beans with different coat pigmentation
marketed as soybeans. Perfusion RP-HPLC-ESI-MS will be
used for the separation and detection of intact proteins in
different beans marketed as soybeans and in their protein
fractions.

2. Experimental
2.1. Chemicals and samples

HPLC-grade acetonitrile (ACN) (Merck, Darmstadt, Ger-
many), Milli-Q water (Milli-Q system, Millipore, Bedford, MA,
USA), and trifluoroacetic acid (TFA) (Sigma, St. Louis, MO,
USA) were employed for the preparation of mobile phases.
Petroleum ether, tris-(hydroxymethyl)aminomethane (Tris),
2-mercaptoethanol (Merk), and hydrochloric acid (Panreac,

Barcelona, Spain) were employed for the fractionation of soy-
bean proteins. Protein standards (soybean trypsin—chimotrypsin
inhibitor, lectin, and lipoxygenase) were from Sigma. The
soybean protein isolate was from ICN (Aurora, OH,
USA).

Ten different beans, eight commercialized as soybean (three
yellow, two green, one red, and two black) and two commercial-
ized as azuki, were purchased in local markets in Madrid (Spain).
The characteristics of these beans are grouped in Table 1.

The fractionation of proteins from these beans was per-
formed following a procedure based on a method described by
Thanh and Shibasaki for the isolation of the 7S and 11S glob-
ulins in soybeans [35] that was modified by our research group
[16].

Solutions were prepared by dissolving the appropriate
amount of sample (ground seed or fraction) in an appropriate
volume of water by sonication at 25 °C for 5 min and centrifuga-
tion (3362 g) for 10 min. The concentration of solutions prepared
from the whole beans ranged from 20 to 30 mg/mL while solu-
tions prepared from the precipitated 11S and 7S fractions were
around 60 mg/mL. Whey fractions (supernatant remaining after
precipitation of 7S and 11S globulins) were injected as they
were.

2.2. High-performance liquid chromatography

An 1100 Hewlett-Packard liquid chromatograph (Hewlett-
Packard, Pittsburgh, PA, USA) equipped with a binary delivery
solvent system and a diode-array detector was employed. A
Poros R2/H perfusion column (100 mm x 2.1 mm I.D.) (Persep-
tive Biosystems, Framingham, MA, USA) was used for the
separation of proteins. These separations were performed at
a flow-rate of 0.5 mL/min using a solvent gradient from 5 to
14% B in 12min, 14-16% B in 1 min, 16-20% B in 2 min,
20-28% B in 1 min, 28—40% B in 8 min, 40-45% B in 2 min,
and 45-95% B in 0.5 min. Mobile phase A consisted of Milli-Q
water and 0.05% (v/v) TFA and mobile phase B was ACN with
0.05% (v/v) TFA. The injected volume was 5 wL, the separa-
tion temperature was 60 °C and UV detection was performed
at 254 nm.

Table 1

Seed morphological traits of the studied beans

Commercial name Pigmentation Size (mm)  Shape

External  Internal

Yellow soybean (yellow A) Yellow Yellow 7 Round

Yellow soybean (yellow B) Yellow Yellow 7 Round

Yellow soybean (yellow C) Yellow Yellow 7 Round

Green soybean (green A) Green Green 5 Oval

Green soybean (green B) Green Yellow 5 Oval

Red soybean (red A) Red Yellow 7 Oval
Azuki (red B) Red Yellow 7 Oval
Azuki (red C) Red Yellow 7 Oval

Black soybean (black A) Black Green 7 Round

Black soybean frijoles (black B)  Black Yellow  10-12 Oval
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2.3. Mass spectrometry

HPLC was connected to an ion-trap mass spectrometer
equipped with an orthogonal electrospray ionization interface
(model 1100 from Agilent Technologies, Palo Alto, CA, USA).
MS control, data acquisition, and data analysis were carried out
using the LC/MSD Trap Software 5.2. The instrument was firstly
tuned to get the MS conditions enabling the highest responses
in the ion positive mode. These MS conditions were: capillary
voltage, —3000V; end plate offset, —500V; skim 1 voltage,
45 V; capillary exit offset voltage, 50 V; octapole voltage, 3 V;
octapole delta voltage, 0.5 V. Mass spectra were registered in
the full-scan mode (m/z, 600-2000; the maximum accumula-
tion time was 300 ms). The dry gas flow-rate was 10 L/min, the
dry temperature was 350 °C, the target mass was 1500 m/z, and
the nebulizer pressure was 40 psi.

Mass spectra deconvolution was performed with the
LC1100/MSD Trap Deconvolution and Bioanalysis software
from Agilent Technologies.

3. Results and discussion
3.1. Optimization of the chromatographic conditions

A perfusion RP-HPLC method enabling the separation of
soybean proteins and their detection by ESI-MS was designed.
Perfusion RP-HPLC has only been employed by our research
team in order to separate soybean proteins [16]. However,
the previously employed experimental conditions using UV
detection were not adequate when MS detection was tried. In
fact, the separation of soybean proteins was achieved using a
50 mm x 4.6 mm L.D. column and a flow-rate of 3 mL/min and
mobile phases contained a high proportion of TFA [16]. These
experimental conditions were modified in the present article in
order to do them compatible with MS detection. Thus, a 2.1 mm
LD. perfusion column commercially available with a 100 mm
length was used enabling a flow-rate of 0.5 mL/min. Moreover,
mobile phase composition was also changed by reducing the
percentage of TFA from 0.1% (v/v) to 0.05% (v/v). Finally, the
elution gradient was reoptimized for the suitable separation of
soybean proteins (see Section 2). As examples, the chromato-
graphic separations obtained under these conditions using UV
detection at 254 nm for yellow bean A, green bean A, red bean B,
and black bean B are shown in Fig. 1. Chromatograms obtained
were characteristics of every pigmentation with the exception of
black soybean A and all yellow soybeans that presented identical
chromatograms.

3.2. Optimization of mass spectrometry conditions

This is the first time that intact soybean proteins were
analyzed with MS detection. For this reason, the following
parameters were optimized: capillary voltage, octapole voltage,
octapole delta voltage, capillary exit offset voltage, and skim
voltage. Optimization was performed using a solution 20 mg/mL
of a soybean protein isolate. Fig. 2 shows the results obtained at
every value of every studied parameter. The values yielding the
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Fig. 1. Separations obtained from the yellow bean A, the green bean A, the
red bean B, and the black bean B by RP-HPLC and UV detection at 254 nm.
Experimental conditions indicated in the text.

best results in every case are highlighted in the table included in
Fig. 2.

The use of a capillary voltage of —3000 V enabled to observe
the highest signal not obtaining any significant improvement
when using more negative capillary voltages. The selected
octapole voltage was 4 V for the sensitive detection of soybean
proteins and the octapole delta voltage showing the best results
was 0.5 V. The lowest capillary exit offset voltage tried (50 V)
resulted to yield the highest response. Regarding the skim volt-
age, the highest responses were observed at intermediate values
selecting 45V for following measurements.

3.3. Application of the method to the analysis of different
beans

Total ion chromatograms (TICs) obtained for yellow soybean
A, green soybean A, red soybean A, and black soybean B are
shown in Fig. 3. Unlike UV detection at 254 nm and regardless
of the pigmentation, the first peaks in all cases were negligi-
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Response (%)

capillary
octapole
octapole delta
capillary exit -

LEVEL 1 LEVEL 2 offset

o,

LEVEL3 | cuei 4 LEVEL 5 skim 1
LEVEL 6
LEVEL1 LEVEL2 LEVEL3 LEVEL4 LEVELS LEVELG
Capillary (V) 1500 2000 -3000 -3500 4000 -4500
Octapole (V) 1 2 3 4 5 -
Octapole 4 (V) 05 1.5 25 4.0
Capillary exit offset (V) 50 80 110 150
Skim 1 (V) 15 45 75 100

Fig. 2. Optimization of detection conditions by mass spectrometry. Chromato-
graphic conditions as in Fig. 1. Injected sample, 20 mg/mL of soybean protein
isolate. The values yielding the best results for every parameter were highlighted
in the table.

ble while the last peaks were the predominant when using MS
detection. This could be explained taking into account the vari-
able mobile phase composition. In fact, mobile phase was more
aqueous at the beginning of the separation than at the end. Since

Intens.

the ionization procedure is easier in presence of an organic mod-
ifier such us ACN, this could result in a better ionization of last
peaks eluting with a higher ACN proportion than least retained
peaks. Moreover, and similarly to that observed when using UV-
detection, the TIC was characteristic of those beans having the
same coat pigmentation. Thus, the profiles observed for the yel-
low seeds (the most common soybean) were very different to
those corresponding to the other pigmented beans studied. In
the case of red beans, the TIC obtained for the red bean com-
mercialized as soybean was identical to the observed for the two
red seeds commercialized as azuki. The two black seeds, as in
UV detection, presented different TICs. In fact, the TIC corre-
sponding to the black soybean A was similar to that observed
for yellow soybeans while black soybean B presented a different
TIC.

Table 2 shows main signals obtained from those peaks in the
TIC whose spectra for all beans having the same pigmentation
were similar with the exception of black beans. Moreover, the
molecular mass was included in the cases in which the spectra
enabled it. Additionally, in the case of yellow soybeans, some
of the spectra could be assigned to certain subunits or proteins
(peaks at 17.2, 17.5, 20.0, 21.6, 23.3-23.6). As an example,
Fig. 4 shows the signals of the peaks yielding similar spectra for
yellow soybeans.

The comparison of the spectrum corresponding to the peak
at 17.5 min with those observed in Fig. 5 corresponding to some
antinutritional compounds present in soybean (trypsin inhibitors
(Kunitz and Bowman-Birk), lectin, and lipoxygenase), enabled
to conclude that the Bowman-Birk trypsin inhibitor was likely
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Fig. 3. TICs obtained for the yellow bean A, the green bean A, the red bean A, and the black bean B by perfusion RP-HPLC and MS detection. Experimental

conditions indicated in the text.
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Table 2
Molecular weights and peak assignation
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Yellow beans Peak (min)

Characteristic signals (m/z)

Mol. weight (kDa) and assignation

6.0

8.7

15.8
17.2
17.5
20.0
21.6

223

23.3-23.6"

28.8
Green beans 2.6-4.0*
13.0

16.2

28.8
Red beans 1.6-2.4*

3.8

9.0

14.6

15.2

16.0

16.7

21.3

28.8
Black bean B 17.3

19.9
27.8
28.7

1090

1091

935.4; 1704.1; 18833
1662.8 (8+)
1889.0 (7+)

1572.3 (5+)
1964.8 (4+)

797.4; 943.3; 1438.0
1288.4

1563.0 (13+)
1693.1 (12+)
1067.7 (29+)
1146.9 (27+)
1190.8 (26+) (13+)
1290.0 (24+) (12+)
1407.0 (22+) (11+)
1474.4 (21+)
1175.7 (17+)
1263.8 (16+)
1332.3 (15+)
1427.8 (14+)
1665.4 (12+)
1198.2 (10+)
1747.0 (23+)
1826.5 (22+)
1915.0 (21+)
7825

889.0; 1342.8
1023.4 (5+)

1278.8 (4+)

1704.8 (3+)

1328.6

1480.7 (6+)

1777.1 (5+)

1146.7 (40+)
1271.7 (36+)
1390.0 (33+)
1581.2 (29+)
1697.8 (27+)
758.4

649.1

633.1;681.2
1370.3 (10+)
1521.4 (9+)

1081.4 (5+)

1351.6 (4+)

1801.8 (3+)

962.4 (4+)

1283.4 (3+)

891.3 (3+)

1338.4 (2+)

1254.0 (7+) (14+)
1463.1 (6+) (12+)
1598.1 (11+)
1755.5 (5+) (10+)
1997.4 (9+)

1519.8 (6+)

1823.2 (5+)

1223.0 (11+)
1345.5 (10+)
1494.6 (9+)

1681.2 (8+)

758.8; 1162.7; 1264.5; 1403.6; 1562.1; 1758.2
1253.1

16734 (15+)
1792.8 (14+)
959.2

1254.2; 1365.2; 1850.3
613.3;967.2; 1178.2; 1711.3

13.3 (acidic As subunit of 11S globulin)
7.8 (Bowman-Birk trypsin inhibitor)
43 (Acidic Az subunit of 11S globulin)

20.3 (Basic subunit of 11S globulin)

15.5 and 30.9kDa

20 (basic subunit of 11S globulin)

40.1 (acidic subunit of 11S globulin)

8.9

45.8

25
13.7

5.4

38
2.7

8.8 and 17.6

9.1

13.4

25

2 A range in retention time was given when it was not referred to a whole peak but to a part of a peak or band.
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Fig. 4. Characteristic spectra of the peaks yielded by the yellow soybean A. Experimental conditions indicated in the text.

eluting in this peak. The peak at 20.0 min showed a spectrum
with a huge signal at 943 m/z whose deconvolution resulted, in
all yellow seeds, in a molecular mass of around 43 kDa that
could correspond to the A3 acidic subunit of the 11S globulin.
The peak at 22.3 min showed a spectrum enabling the clear iden-
tification of a molecule with a molecular mass of 15.5kDa and
its dimmer (30.9 kDa) in all yellow seeds while the shoulder
of the next peak (23.3-23.6 min) yielded a mass spectrum that
corresponded to two different molecules of 20.0 and 40.1 kDa,
respectively.

According to Fig. 5 that groups the TIC and spectra of some
soybean standards, Kunitz inhibitor and lipoxygenase should
appear at a retention time of 26.5 min while lectins should elute
between 25.5 and 26.5 min. The search for these proteins in
the TICs of the yellow soybeans enabled to think that these
antinutritional compounds were not present at a high enough
concentration to be detected.

Regarding green and red beans, in some cases it was possible
to assign a spectrum to a molecular mass but in no case, these
spectra could be attributed to any protein or subunit expected in
soybean as it was for yellow soybeans.

The spectra observed for the black soybean A at 8.8, 15.8,
17.5 (trypsin inhibitor), and 22.3 min, that of the shoulder at
23.3-23.6 min, and that corresponding to the last part of the last
peak (at 28.6-28.9 min) were very similar or identical to those

of yellow soybeans grouped in Table 2 and shown in Fig. 4.
Moreover, at 16.7 min, some of the signals observed in the spec-
trum of the black soybean A also appeared in all (1682 m/z) or
in some (1023, 1183, 1313, 1391 m/z) of the yellow soybeans.
None of these signals were detected in the black soybean B. The
rest of peaks in the black soybean A yielded different spectra to
the given for any of the yellow soybeans. The spectra obtained
from some of the peaks observed for the black seed B are shown
in Table 2. At 27.8 min, both black soybean A and B presented a
spectrum with a main signal at 1365.2 m/z that was not detected
in any of the yellow beans.

3.4. Study of mass spectra from peaks of the chromatograms
obtained for the proteic fractions from different beans

Proteins contained in the ten different beans used in this work
were fractionated as described in Section 2. As example, the
TICs corresponding to the 7S fraction, 11S fraction, and the
whey fraction obtained from the yellow soybean A are shown
in Fig. 6. The TICs corresponding to the 7S fractions always
presented the peaks appearing in the first half of the whole seed
TICs, while the 11S fractions mainly showed the last peaks. The
main signals observed in the spectra of the main peaks appearing
in the fractions obtained from the different pigmented beans are
grouped in Table 3.
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In the case of yellow soybeans, the 7S fractions showed some
minor peaks not observed in the whole yellow soybeans in addi-
tion to the first peaks. The spectra for peaks at 6.1 and 8.8 min
were similar to those shown in Fig. 4 for the yellow soybean
A. Moreover, at 23.7 min, a common signal at 1332 m/z was
observed in all 7S fractions and in all whole yellow seeds. The
most important feature in the 11S fractions was the peak at
22.3 min yielding the spectra that could correspond to a molecule
of 15 kDa and its dimmer (30 kDa). These results were identical
to the extracted for the same peak in the whole yellow soybeans.

Whey fractions from yellow soybeans presented tiny peaks
in common with the 7S and 11S fractions that could be from
contamination with the previous precipitated fractions or that
could correspond to molecules present in the whey fraction but
eluting at the same retention times than other present in the 7S
and 118 fractions. At 17.5 min, the only whey fraction showing
a peak was that from the yellow soybean A. The spectra corre-
sponding to this peak was identical to the trypsin inhibitor. The
peak at 23.7 min showed identical spectra in the three wheys
and clearly corresponded to a protein of 20 kDa. These spectra
were also very similar to the observed for the same peak in the
whole soybeans. Peaks at 25.7,26.4, and 27.1 min appeared only
in the whey of the yellow soybean A and their retention times
were those at which lectins, lipoxygenase, and Kunitz trypsin
inhibitors appeared (see Fig. 5). The spectra of peaks at 25.7
and 26.4 min were similar to the observed in Fig. 5 for the lectin
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Main signals observed in the spectra of the main peaks appearing in the different fractions obtained from yellow and red beans
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signal signal signal
1209 845 935 975¢
39kDa 1163 1402 1269°
1576 1385
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1223
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1932
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9.7kDa

19.8
20.3
1138

18-19

No common signal

17.4-19
17.4-19
1157

50 6.2 80° 88 929 11.0° 154 158 175

20 3.0 4.1

118 fraction -
Whey fraction —

Table 3 (Continued )
R
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of 28.6 kDa and the lectin of 29.4 kDa, respectively. No similari-
ties with the spectra of lipoxygenase and Kunitz trypsin inhibitor
were observed. It is important to highlight that the yellow soy-
bean A was the only soybean from the three used presenting the
antinutritional compounds trypsin inhibitor and lectins being,
from a nutritional point of view, less suitable for their consump-
tion that the other two yellow soybeans in which no lectin and
inhibitors were detected.

The fractions obtained from the green seeds were totally dif-
ferent to the yielded by the yellow seeds. Moreover, all fractions
(118, 7S, and whey) presented a similar TIC that was, in addi-
tion, similar to that observed for the whole green seeds. This
could indicate that the procedure used for the fractionation of
soybean proteins was not adequate in the case of green seeds
perhaps because these beans are not soybeans (they could be
other similar legume as mung bean).

Unlike green beans, fractions obtained for the red seeds
presented different TICs (see Table 3). In fact, 7S fractions, espe-
cially for red beans C and B showed some peaks at the beginning
of the chromatogram that were not present in the 11S and the
whey fractions. Peaks at 4.8 and 9.2 min in the 7S fractions could
correspond to peptides of 2.9 and 3.1kDa, respectively, while
peaks at 20.7 and 21.2 min could correspond to molecules of 9.7
and 13.4kDa.

In the case of black seeds it was possible to find characteristics
TICs for each fraction as in yellow and red seeds. TICs observed
for both 118 fractions showed different features while both 7S
fractions were identical. Nevertheless, the comparison of the
spectra yielded by the signals appearing in these 7S fractions
did not show any similarity.

4. Conclusions

A perfusion RP-HPLC-ESI-MS method was developed
enabling for the first time the analysis of intact soybean pro-
teins in different soybean cultivars. The method was successfully
applied to study the similarities and differences among soy-
beans with different pigmentation. Beans presenting identical
pigmentation presented identical TIC, regardless whether they
were sold as soybean or not (azuki). Moreover, yellow soy-
beans presented a very different TIC from those observed for
the other seeds studied (red, green, and black) with the excep-
tion of one black soybean. In fact, some peaks corresponding to
yellow soybeans were assigned to some proteins characteristic of

= soybean while this assignation was not possible for the other pig-
2 mented beans. Fractionation of main soybean proteins (7S and
£EE2s55 % ; 11S globulins) was achieved for all beans studied enabling their
5; E 5; § E 3; §° . RP-HPLC-ESI-MS analysis to confirm the differences among
;; % ;; % ;; % § i g yellow soybeans and the other pigmented beans.
z2zzzzz523
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Resultados

III.3 IDENTIFICACION DE LAS PROTEINAS DE SOJA EN EL PICO
CROMATOGRAFICO UTILIZADO COMO “MARCADOR” EN PRODUCTOS
CARNICOS POR CROMATOGRAFIA DE LIQUIDOS MULTIDIMENSIONAL
ACOPLADA A LA ESPECTROMETRIA DE MASAS EN TANDEM

Una vez establecido en el apartado anterior por HPLC de perfusiéon-IT-MS que el
pico seleccionado para la determinacion de las proteinas de soja en productos carnicos
eluye al mismo tiempo de retencién que los picos del haba de soja que corresponden a la
globulina 115, nos propusimos confirmar este resultado caracterizando el pico “marcador”
de proteinas de soja en productos carnicos elaborados con proteinas de soja e identificar
exactamente las subunidades proteicas que estariamos proponiendo como marcadores de

proteinas de soja en productos carnicos.

Como ya se ha mencionado, la globulina 7S o B-conglicinina y la globulina 11S o
glicinina son las proteinas de almacenamiento mayoritarias en la soja. La B-conglicinina
forma trimeros no especificos de las tres subunidades mayoritarias (a, a’ y B) que no estan
ligados convalentemente. La glicinina estd usualmente presente como un heterodimero de
2 subunidades, A y B, que se unen mediante un enlace disulfuro. Estos heterodimeros
forman hexameros in vivo. En total, se conocen cinco variantes para esta proteina. Tanto las
variantes de la f-conglicinina como de la glicinina poseen secuencias bastante homdlogas
y por tanto fue necesario disefiar una estrategia que permitiera identificar

inequivocamente las distintas variantes.

Con este fin, se procedi6 a aislar el pico cromatogréfico que habiamos seleccionado
como “marcador” de proteinas de soja en distintos productos carnicos con distinta
composiciéon y también en un aislado de proteina de soja con el fin de comparar los
resultados. Los picos aislados se sometieron a hidrélisis enzimatica con tripsina y la
mezcla peptidica resultante se analizé por nano-HPLC acoplada a Espectrometria de
Masas en tdndem (nano-HPLC-MS/MS) constituyendo practicamente el primer estudio
proteémico de la soja llevado a cabo. De esta forma se aseguraba tener suficiente

capacidad de picos para identificar inequivocamente los péptidos obtenidos cosa que
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probablemente no hubiera sido posible realizando la digestion enzimética de todas las

proteinas de soja a la vez.

Los resultados obtenidos se recogen en el articulo cientifico:

- “Identification of marker proteins for the adulteration of meat products with soybean
proteins by multidimensional liquid chromatography-tandem mass spectrometry”.
A. Leitner, F. Castro-Rubio, M. L. Marina y W. Lindner.
J. Proteome Research, 5 (2006) 2424-2430.

Siguiendo la estrategia descrita en este articulo, fue posible identificar diferentes
subunidades A de la glicinina en el pico “marcador” de proteinas de soja en productos
carnicos elaborados con estas proteinas. De estas subunidades, la glicinina G4 subunidad
A4 fue la que se encontr6 en todos los productos carnicos analizados, independientemente
de su composicion. En consecuencia, esta subunidad proteica se consideré la mejor
candidata para ser utilizada como “marcador” de proteinas de soja en productos carnicos.
De esta forma seria posible detectar adulteraciones de productos carnicos a través del pico
seleccionado que pondria de manifiesto la adicién de proteinas de soja a productos a los
que la legislacion prohibe su adicién. Por otra parte, el mismo pico permitiria establecer el
porcentaje de proteinas de soja afiadido durante la elaboracion de un producto cérnico al
cual la legislaciéon permite la adiciéon de proteinas de soja hasta un limite, poniendo de

manifiesto si dicho porcentaje excede o no el limite establecido por la legislacion.
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Articulo cientifico b

Identification of marker proteins for the adulteration of meat products with
soybean proteins by multidimensional liquid chromatography-tandem mass
spectfrometry.

A. Leitner, F. Castro-Rubio, M. L. Marina, W. Lindner.

J. Proteome Research, 5 (2006) 2424-2430.
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Identification of Marker Proteins for the Adulteration of Meat
Products with Soybean Proteins by Multidimensional Liquid
Chromatography—Tandem Mass Spectrometry’

Alexander Leitner,** Florentina Castro-Rubio,’ Maria Luisa Marina,’ and Wolfgang Lindner*

Department of Analytical Chemistry and Food Chemistry, University of Vienna, 1090 Vienna, Austria, and
Departamento de Quimica Analitica, Facultad de Quimica, Universitad de Alcald, 28871 Alcala de Henares,
Madrid, Spain
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Soybean proteins are frequently added to processed meat products for economic reasons and to
improve their functional properties. Monitoring of the addition of soybean protein to meat products is
of high interest due to the existence of regulations forbidding or limiting the amount of soybean proteins
that can be added during the processing of meat products. We have used chromatographic
prefractionation on the protein level by perfusion liquid chromatography to isolate peaks of interest
from extracts of soybean protein isolate (SPI) and of meat products containing SPI. After enzymatic
digestion using trypsin, the collected fractions were analyzed by nanoflow liquid chromatography—
tandem mass spectrometry. Several variants and subunits of the major seed proteins, glycinin and
pB-conglycinin, were identified in SPI, along with two other proteins. In soybean-protein-containing meat
samples, different glycinin A subunits could be identified from the peak discriminating between samples
with and without soybean proteins added. Among those, glycinin G4 subunit A4 was consistently found
in all samples. Consequently, this protein (subunit) can be used as a target for new analytical techniques

in the course of identifying the addition of soybean protein to meat products.

Keywords: multidimensional chromatography e« tandem mass spectrometry « soybean proteins « meat products e

glycinin

Introduction

Soybean proteins are added to a variety of food products
due to their interesting functional properties and low cost.! In
meat products, for example, they serve as emulsifiers to avoid
fat coalescence during heat treatment. However, regulatory
authorities in some countries have forbidden soy protein or
limited the amount that can be added, and if such threshold
levels for soybean protein content in foodstuff have been
established, appropriate analytical techniques are needed for
the reliable detection or/and quantitation of soybean proteins
in meat products. Currently, there are only a limited number
of methods available for the (semi)quantitative determination
of soybean proteins in processed meat products. The AOAC
Official Method,? based on an enzyme-linked immunosorbent
assay (ELISA), has been criticized by regulatory authorities (e.g.,
the US Food and Drug Administration) because of its limited
reliability and accuracy. In addition, highly sensitive assays
would be desirable to be able to detect low ppm amounts of
soybean proteins due to their allergenic potential.® Liquid
chromatographic assays have also been proposed.*~® Neverthe-
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less, raw meats were analyzed in these works, and the direct
determination of soybean proteins in commercial heat-
processed meat products was not attempted. Recently, a
perfusion chromatography method introduced by Marina and
co-workers enabled the reliable quantitation of soybean pro-
teins in commercial heat-processed meat products.® This wide-
pore polymeric separation material tolerates high flow rates,
thus allowing for short run times (typically less than 5 min),
although at a price of relatively low loadability. Applying
perfusion LC in combination with UV detection, a “marker”
peak was identified that unambiguously differentiates between
samples with and without added soybean proteins.5® The
method has since been applied to other foodstuffs.9~1°

Chromatographic techniques that employ UV detection do
not reveal any structural information about the compound(s)
responsible for the signal or the potential soybean proteins,
respectively. Therefore, combining the above-mentioned per-
fusion LC method with downstream mass spectrometric detec-
tion would significantly enhance the information content
available from this method. So far, proteomic analysis of
soybeans has predominantly relied on two-dimensional gel
electrophoresis as a separation technique.!'"!* The most com-
prehensive study to date by Hajduch et al. identified more than
200 nonredundant proteins by MALDI-TOF peptide mass
fingerprinting.!® In the present method, we have used a gel-

10.1021/pr060145q CCC: $33.50 1 2006 American Chemical Society



Adulteration of Meat Products with Soybean Proteins

free approach to identify proteins contained in the marker peak
of the perfusion chromatography separation developed by
Marina et al. for the determination of soybean proteins in heat-
processed meat products.® The fraction of interest was col-
lected, proteins were digested with trypsin, and the resulting
peptide mixture was analyzed by nanoflow liquid chromatog-
raphy—tandem mass spectrometry (nanoLC—MS/MS). Special
attention was given to the differentiation of individual variants
of the major seed storage proteins in the soybean.

Experimental Section

Standards and Samples. Soybean protein isolate (SPI) Supro
500E (Anvisa, Madrid, Spain) was employed. Heat-processed
meat products from pork, chicken, and turkey with and without
soybean proteins in their composition were supplied by Cam-
pofrio Alimentacién, S.A. (Burgos, Spain). A beef meat product
with soybean proteins in its composition was purchased in a
local market in Madrid (Spain).

Extraction Procedure for Soybean Protein Isolate and Meat
Products. Soybean proteins from the soybean protein isolate
were directly extracted in 50 mM Tris-HCI buffer (pH 8.0) at
50 °C for 10 min, according to previously published proce-
dures.® Heat-processed meat products (beef, pork, chicken, and
turkey) containing SPI were defatted with acetone as described
previously® prior to the extraction of soybean proteins.

Fractionation of Protein Extracts by Perfusion Liquid
Chromatography. Fractionation was performed on an Agilent
1100 Series HPLC system (Agilent Technologies, Waldbronn,
Germany). Extracts were separated on a Poros R2/H perfusion
column (100 mm x 2.1 mm, PerSeptive Biosystems, Framing-
ham, MA) using the following conditions: Mobile phase A =
0.05% trifluoroacetic acid (TFA) in water, mobile phase B =
0.05% TFA in acetonitrile; gradient = 0—4.8 min from 5% to
25% B, 4.8—9.6 min from 25% to 42% B, 9.6—22.8 min from
42% to 50% B. The flow rate was set to 500 4L min~!, and the
column was kept at 50 °C. The eluent was monitored at 280
nm. Fractions were collected manually and evaporated to
dryness under a stream of nitrogen.

SDS—Polyacrylamide Gel Electrophoresis (SDS—PAGE).
SDS—PAGE was carried out on a Bio-Rad Mini-PROTEAN 3
system (Bio-Rad, Vienna, Austria) using self-cast linear gels (8%
resolving gel). Proteins were visualized using Coomassie stain-
ing (EZBlue, Sigma) according to the manufacturer’s protocol.

Tryptic Digestion and Analysis by Nanoflow Liquid Chro-
matography—Tandem Mass Spectrometry. Dried residues
obtained from the perfusion chromatography fractionation
were reconstituted in 8 M urea. Disulfide bonds were reduced
using dithiothreitol (10 mM DTT, 55 °C, 60 min) followed by
alkylation of free thiol groups with iodoacetamide (50 mM,
room temperature, 90 min) according to standard procedures.
Samples were then diluted to approximately 0.8 M urea with
50 mM aqueous NH;HCOs3, and trypsin (proteomics grade,
Sigma) was added at an enzyme-to-substrate ratio of ap-
proximately 1:25. Samples were digested overnight at 37 °C and
purified by solid-phase extraction (C;s material) prior to
evaporation under a stream of nitrogen.

For nanoLC—MS/MS analysis, an Agilent Nanoflow Pro-
teomics Solution system was used, consisting of a nanoLC
system and a SL model quadrupole ion trap equipped with an
orthogonal nanoelectrospray source. Samples were reconsti-
tuted in 20—100 «L of water/acetonitrile/formic acid 95:5:0.1,
v/v, and 1—4 uL was used for each run. Samples were first
injected onto a trapping column (Agilent Zorbax 300 SB-C18,

research articles

5 mm x 300 um i.d.), followed by a 5-min washing step using
0.05% formic acid in water/acetonitrile 98:2, v/v, at 30 L min .
The trapping column was then switched in-line with the
analytical column (Agilent Zorbax 300 SB-C18, 50 mm x 75
um id. or 150 mm x 75 um i.d.), and gradient elution was
performed using the following conditions: Mobile phase A =
0.1% formic acid in water, mobile phase B = 0.1% formic acid
in acetonitrile; gradient for 50 mm column = 0—30 min from
5% to 50% B, 30—35 min at 50% B, 35—40 min from 50% to
80% B; gradient for 150 mm column = 0—90 min from 5% to
50% B, 90—95 min from 50% to 80% B. The flow rate was 250
nL min~! for both columns. The analytical column was directly
connected to a distal-coated 8 um o.d. SilicaTip emitter (New
Objective, Woburn, MA) for nanoelectrospray ionization.

The mass spectrometer was configured to acquire one full
scan mass spectrum followed by MS/MS spectra of the two
most abundant ions from each full scan in the range of 400—
1500 Th (m/z units). Three MS/MS spectra were collected for
each precursor ion and dynamic exclusion for two minutes was
used after two fragmentation events. MS and MS/MS spectra
were acquired in the range of 200—2000 Th.

Data Analysis. MS and MS/MS data were processed with the
software provided with the instrument (LC/MSD Trap software
4.2, Bruker Daltonik, Bremen, Germany) and exported in a
Mascot-compatible format. The peak lists obtained were then
searched against the UniProtKB/SwissProt database (release
47.5, dated 19/07/05, 186882 entries) using an in-house Mascot
server running version 2.0.5 (Matrix Science Ltd., London, UK).
Parameters were set as follows (see also Figure 1): taxonomy
= all entries or green plants, enzyme = trypsin, fixed modifica-
tions = carbamidomethylation on Cys, variable modifications
= no or oxidation on Met, peptide tolerance = +1.5 Da, MS/
MS tolerance = +0.8 Da, peptide charge = 2+/3+ or 4+,
instrument = ESI trap.

All spectra corresponding to peptides from soybean proteins
and potential contaminants or meat proteins were manually
examined and accepted only if they fulfilled the following
criteria: at least seven assigned b- or y-ions, of which at least
three consecutive b- or y-ions, individual peptide score at least
18 for doubly and triply charged ions, 15 for quadruply charged
ions. The validated peptide list (available as Supporting Infor-
mation, Tables S-1 and S-2) was used to create a list of
corresponding proteins; identification on the protein level was
only considered when at least one peptide was identified in
two replicate analyses. Assignment of peptides to different
variants of glycinin and conglycinin was performed using the
sequence alignment tool ClustalW (http://www.ch.embnet.org/
software/ClustalW.html, accessed 30/03/2006) under consid-
eration of the mass accuracy and resolution obtainable with
the ion trap instrument I =L, Q ~ E ~ K).

Results

Setup of the Study. Because the marker peak discriminating
between meat samples with and without added soybean
protein as observed by perfusion LC with UV detection is of
relatively high intensity, it was expected that glycinin and
pB-conglycinin, the major seed storage proteins from soybean,
contributed at least in part to the signal of this peak. Glycinin
is normally present as a heterodimer of two subunits, A and B,
that are linked via an interchain disulfide bond; these het-
erodimers then form hexamers in vivo. Overall, five major
glycinin variants are listed in the UniProt/SwissProt database.
p-Conglycinin, on the other hand, forms nonspecific trimers

Journal of Proteome Research « Vol. 5, No. 9, 2006 2425
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Aqueous extracts
(soybean protein isolate,
meat samples)

Protein fractionation by
perfusionLC

SDS-PAGE Tryptic digestion

1D-nanoLC-MS/MS

Database search
(MASCOT / SwissProt)

+ all entries, 2+/3+ ions

« green plants, 2+/3+

+ green plants, 2+/3+, OxMet
+ green plants, 4+

Manual validation

Figure 1. Strategy for the analysis and identification of soybean
proteins in heat-processed meat products.

of the three major subunits (o, o, and ) that are not covalently
linked. Both the variants of glycinin and conglycinin possess a
relatively large sequence homology (Table 1, Figures S-1 and
S-2 in Supporting Information), and this had to be taken into
account for the design of the study. It was necessary to obtain
high sequence coverage to be able to differentiate between the
different variants so that a marker protein (variant) could be
unambiguously identified.!®

To achieve this objective, we proposed a two-dimensional
chromatographic separation prior to tandem mass spectro-
metric analysis. In the first step, proteins are relatively crudely
fractionated on a perfusion LC column to obtain a less complex
protein mixture. The column is packed with a polystyrene-
divinylbenzene copolymer material with two classes of pores,
throughpores (6000—8000 A) and diffusive pores (800—1500 A),
and separation occurs predominantly on the basis of hydro-
phobic interactions. Collected fractions of interest are then
digested by trypsin, and the resulting peptide mixture is
analyzed by nanoflow liquid chromatography—tandem mass
spectrometry. This way, sufficient peak capacity is obtainable
to allow most eluting peptides to be selected for data-depend-
ent MS/MS, something that would not be guaranteed by a
“shotgun” approach involving digestion of the whole protein
mixture prior to any separation step.

In addition, one-dimensional gel electrophoresis (SDS—
PAGE) was used to provide estimated molecular weights of the
proteins in the fractions. In this way, the presence of individual

2426 Journal of Proteome Research « Vol. 5, No. 9, 2006
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Figure 2. Separation of proteins extracted from soybean protein
isolate by perfusion liquid chromatography. UV absorption was
monitored at 280 nm. Peaks labeled with 1 (“marker” peak for
meat samples) and 2 were collected for further analysis. For
details, see text.

subunits and dimers of glycinin could be differentiated even if
proteins from only one subunit were identified. In-gel digestion
of protein bands proved to be less efficient, so that gel
electrophoresis was not used for downstream MS analysis.

Characterization of Soybean Protein Isolate by NanoLC—
MS/MS and SDS—PAGE. As a first approach, soybean protein
isolate was analyzed by the procedure outlined above. Figure
2 shows a typical chromatogram of an SPI extract monitored
by UV detection at 280 nm. The two main fractions, marked
as 1 and 2, were collected for further analysis. Peak 1 corre-
sponds to the diagnostic “marker” peak for the identification
of soybean protein addition in meat products. The largest peak
2 was also collected because there is no complete separation
between the two and proteins might be detected in one peak
that elute mainly in the other as a result of the limited
selectivity of the first LC separation dimension.

Analysis of the collected fractions by SDS—PAGE resulted in
three bands with approximate molecular weights of 25, 30, and
35 kDa for fraction 1 and four bands at 35, 50, and 75 (two
narrowly separated bands) kDa for fraction 2.

NanoLC—MS/MS analysis of the digested fraction 1 identi-
fied four variants of the A subunit of glycinin (Ala, A2, A3, and
A4; see Table 2) and peptides from the long chain of 2S
albumin. No peptides from glycinin B subunits were found,
corresponding to the molecular weight information obtained
by SDS—PAGE (no bands below 20 or above 35 kDa, suggesting
the presence of free B chains or A+B heterodimers, respec-
tively). Comparing the number of unique peptides for the
individual glycinin A subunits, the most were identified for the
A4 subunit of glycinin G4. In fraction 2, evidence for the
presence of intact glycinin heterodimers was obtained, because
peptides from various A and B subunits were identified.
Glycinin G1 (subunits Ala and Bx) and G2 (subunits A2 and
Bla) were conclusively identified as dimers, whereas for the
unnamed glycinin variant only peptides from the A subunit
could be assigned. Again, agreement with molecular weight
information derived from SDS—PAGE was observed. In addition
to the glycinins, all three f-conglycinin chains and soybean
trypsin inhibitor were observed in this fraction.

Overall, the analysis of SPI extract allowed us to conclude
that sufficient data quality for unambiguous assignment to
individual subunits could be obtained with our procedure so
that its application to meat products should be feasible.
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Table 1. Homology of the Major Seed Storage Proteins in Soybean (Glycine max)?

acc no. protein name subunits E-value
P04776 (GLYG1_SOYBN) glycinin G1 prec. (52.6 kDa) Ala (32.6 kDa), Bx (20.0 kDa) 0.0
P11828 (GLYG3_SOYBN) glycinin G3 prec. (51.4 kDa) A (31.5 kDa), B (19.9 kDa) 0.0
P04405 (GLYG2_SOYBN) glycinin G2 prec. (51.4 kDa) A2 (31.6 kDa), Bla (19.8 kDa) 0.0
P04347 (GLYG5_SOYBN) glycinin prec. (55.4 kDa) A3 (36.4 kDa), B4 (19.0 kDa) 2e-94
P02858 (GLYG4_SOYBN) glycinin G4 prec. (61.2 kDa) A5 (10.5 kDa), A4 (30.0 kDa), B3 (20.7 kDa) 3e-60
P13916 (GLCA_SOYBN) p-conglycinin, a chain prec. (63.2 kDa) 0.0
P11827 (GLCAP_SOYBN) p-conglycinin, o' chain prec. (67.2 kDa) e-173
P25974 (GLCB_SOYBN) p-conglycinin, 8 chain prec. (47.8 kDa) e-152

“acc no. = UniProt/SwissProt accession number, E-value = expectation value from blastp BLAST search against the UniProt Knowledgebase (http://

expasy.org/tools/blast/).

Table 2. List of Proteins Identified in Soybean Protein Isolate
with UniProt/SwissProt Accession Numbers in Parentheses

Fraction 1
2 S albumin precursor, long chain (P19594)
glycinin G1 precursor, Ala subunit (P04776)
glycinin G2 precursor, A2 subunit (P04405)
glycinin G4 precursor, A4 subunit (P02858)
glycinin precursor, A3 subunit (P04347)

Fraction 2
p-conglycinin, o chain precursor (P13916)
pB-conglycinin, o' chain precursor (P11827)
f-conglycinin, $ chain precursor (P25974)
glycinin G1 precursor, Ala + Bx subunit (P04776)
glycinin G2 precursor, A2 + Bla subunits (P04405)
glycinin precursor, A3 subunit (P04347)
trypsin inhibitors A/C precursor (P01070)

Table 3. List of Proteins Identified in the Marker Peak from
Heat-Processed Meat Products Spiked with Soybean Proteins
with UniProt/SwissProt Accession Numbers in Parentheses

Chicken
glycinin G2 precursor, A2 subunit (P04405)
glycinin G4 precursor, A4 subunit (P02858)
myosin heavy chain, skeletal (P13538/P02565)

Beef
glycinin G4 precursor, A4 subunit (P02858)

Pork
glycinin G2 precursor, A2 subunit (P04405)
glycinin G4 precursor, A4 subunit (P02858)
glycinin precursor, A3 subunit (P04347)

Turkey
glycinin G2 precursor, A2 subunit (P04405)
glycinin G4 precursor, A4 subunit (P02858)
glycinin precursor, A3 subunit (P04347)

Analysis of Heat-Treated Meat Samples Spiked with SPI.
For meat samples, only the fraction corresponding to peak 1
from the SPI extract was collected and analyzed further. In this
case, the additional presence of meat proteins in the “marker”
peak had to be considered during data analysis (see Discussion
below), while all other steps of the analysis were identical to
those performed for the SPI. Samples from four different
sources, containing soybean proteins, were analyzed: beef,
pork, chicken, and turkey.

Preliminary analysis of the fraction by SDS—PAGE gave
comparable results to the pure SPI. No other bands suggesting
the presence of contaminating meat proteins were observed.

Results from the nanoLC—MS/MS analyses are summarized
in Table 3. As could be expected, the respective marker peaks
mainly contained glycinin A subunits, in accordance with the
data from SPI and previous UV data for SPI-free meat extracts
that showed low background in this region. In all samples,
subunit A4 of glycinin (originating from variant G4) was

observed and could be confirmed with at least two unique
peptides (see Figure 3 for one example). In addition, subunit
A2 from variant G2 was identified in three out of four samples
(not in beef), whereas the presence of the A3 subunit from the
unnamed glycinin subunit was confirmed only in two samples
(pork, turkey). We conclude that these results reflect the relative
abundances of the different variants in the soybean protein
mixture, because subunit A4 was already identified with the
largest number of peptides in the total SPI extract. The absolute
concentration of soybean proteins was much smaller in the
meat samples so that other, less abundant subunits were
sometimes not detected with sufficient certainty.

Peptides originating from meat proteins were only detected
sporadically in the marker fraction. In just one sample (chicken),
a meat protein was considered identified according to the same
criteria used for soybean proteins; in this case, skeletal myosin
heavy chain was present. Single peptides from other myosin
variants were sometimes detected in chicken, beef, and turkey
samples, although these were not considered reliable identi-
fications. In the chicken sample, traces of other muscle proteins
(a-actin and troponin) also appeared to be present. In analysis
by SDS—PAGE using a gel with a degree of cross-linking as was
used in this study, myosins would most likely not be observed
because of their high molecular weight (>200 kDa), resulting
in insufficient migration.

In summary of the results from the spiked meat samples,
glycinin variant G4, subunit A4 was the most reliable marker
for soybean protein addition.

Discussion

Protein Identification using a 2D-LC—MS/MS Approach.
Despite the fact that sensitivity was not an issue in this study
because it could be assumed that relatively abundant soybean
proteins would contribute to the “marker” peak, we decided
to implement a two-dimensional chromatographic separation
system. This was necessary to be able to conclusively identify
individual subunits of the main seed storage proteins. The
prefractionation step on the protein level allowed the facile
transfer of the existing liquid chromatographic method using
UV detection to nanoLC—MS/MS-based protein identification
and helped to largely overcome the problem of undersampling
in the final LC—MS analysis step, i.e., the coelution of multiple
peptides of which not all can be selected for data-dependent
MS/MS analysis. The instrumentation we used, a three-
dimensional ion trap with moderate scan speed (5500 m/z per
second), allows the acquisition of roughly 20 MS/MS spectra
per minute (for experimental details, see above). With the 150-
mm column, the elution window for the peptides was maxi-
mum ~60 min, resulting in a theoretical capacity of 1200 MS/
MS spectra per run. Obviously, multiple factors such as the
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Figure 3. Identification of a peptide from glycinin G4 subunit A4 in a heat-processed turkey meat sample (containing soybean proteins)
according to the multidimensional analysis concept outlined in Figure 1. (a) UV chromatogram (absorption at 280 nm). The peak eluting
in the highlighted region was collected for MS analysis. (b) MS/MS total ion chromatogram of the a tryptic digest of the peak highlighted
in part a. (c) MS spectrum at the elution time of 13.8 min, highlighted in part b. The peptide marked with an arrow was selected for
fragmentation. (d) MS/MS spectrum of the doubly charged ion of the peptide HFLAQSFNTNEDIAEK from glycinin G4, subunit A4, with

assigned fragment ions (MASCOT score = 54).

nonideal spread of peptide elution times, the presence of
multiple charge states for a single peptide, and the configura-
tion of the exclusion list (acquisition of two MS/MS spectra
before exclusion) strongly reduce this number to maybe a few
hundred sequencing events, thus making an additional separa-
tion dimension necessary. For meat samples, the total protein
loading in the first dimension (perfusion LC) was the limiting
factor, so that the protein amount in the collected fraction of
interest was significantly lower and a short (50 mm) column
was found to be sufficient for final nanoLC—MS/MS analysis.

Data Analysis Strategy. Data interpretation and validation
is a typical bottleneck in MS-based proteomics. For large-scale
studies, it is common to solely rely on automated interpretation
and validation based on primary search engine scoring or
additional statistical tools. For the present case, the number
of identified peptides/proteins was fairly low, so that a purely
statistical approach was not deemed to be useful and manual
inspection of spectral data was feasible. Raw peak lists were
first submitted to the MASCOT search engine, where different
searches were performed in the UniProt/SwissProt database.
Although the overall number of entries for soybean proteins is
relatively low (<300 hits for Glycine max), all major proteins
are covered in this database.

Spectra were first searched against the entire database
without taxonomic restrictions so that contaminants such as
trypsin autolysis peptides or meat proteins could be identified.
Because there is some degree of sequence similarity between
soybean and mammalian proteins (e.g., actins), it was impor-
tant to avoid any false assignments to plant proteins. Also, in
the absence of true positive sequences in a restricted database,
relatively high scores can still be given to matches that are
actually false positives. Further searches were only performed
in a partial database restricted to green plants (Viridiplantae),
which facilitated manual evaluation of the spectra as a result
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of a strongly reduced number of high-scoring hits. In addition
to a search allowing for variable methionine oxidation, a
dedicated search for quadruply charged peptides was per-
formed.

A preliminary search revealed that it was not uncommon
that 4+ charged peptides were selected for fragmentation. This
could be expected since tryptic cleavage sites are unevenly
distributed across the glycinin variants, resulting in numerous
peptides with molecular weights in the range of 2500—4500 Da.
In this region, many of the identifications came from quadruply
charged peptides. However, it was evident that the scoring
scheme of Mascot was not well adapted to this class of highly
charged peptides since scores were often very low despite the
presence of extended series of b- or y-ions (see examples in
Figure 4). For manual validation, a lower score cutoff was
therefore selected compared to doubly or triply charged ions,
although some apparently acceptable spectra were still below
the threshold value.

Typically, charge states higher than 3+ are not considered
in database searches but may yield important complementary
information, especially for large-scale studies. For example, in
a recent study by Gygi and co-workers, a significant number
of peptides with more than 20 and even up to 40 amino acid
residues were identified on a linear ion trap (LIT) instrument,'6
although only charge states up to three were considered during
data analysis of the LIT data set (see Supplementary Informa-
tion to ref 16). It can be assumed that these large peptides were
also present in higher charge states, which were possibly even
more abundant. Peptide fragmentation tends to be more
problematic for very large peptides and the increasing number
of potential fragment ions makes interpretation more chal-
lenging. However, these peptides cover more sequence of the
protein and this certainly warrants a closer look. Recently, Wu
et al. have pointed out some advantages of using larger peptides
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Figure 4. MS/MS spectra of quadruply charged peptides with
high and low MASCOT scores. (a) KPQQEEDDDDEEEQPQCVET-
DKGCQR from glycinin G2, subunit A2 (score = 35), (b) GGLS-
VIKPPTDEQQQRPQEEEEEEEDEKPQCK from glycinin G1, subunit
Ala (score = 11, below acceptance threshold). Assignments of
fragment ions are provided as Supporting Information (Figure
S-3).

(generated by Lys-C digestion) for protein identification in a
study where they took advantage of the high mass accuracy
and MS?® capabilities of a LIT-FTICR hybrid instrument.!” As
we have shown, the same also applies to some tryptic digests.
Somewhat similar to our observations, Nesvizhskii et al. have
reported that highly charged peptides do not lead to a
significant increase in the number of proteins identified in a
sample,'® although the proportion of unique peptide IDs from
4+ ions is considerably larger in our study.

Following the creation of a manually validated peptide list
(see Supporting Information), the peptides were manually
assigned to the corresponding proteins. We could not rely upon
Mascot output alone because the program does not always take
the limited resolution of our instrument into consideration
when flagging nonunique peptides.

Proteins identified. Our off-line 2D-LC—MS/MS approach
allowed the unambiguous identification of all five major
variants of glycinin and of all three chains of S-conglycinin by
at least two unique peptides. Using our gel-free approach, this
was a more difficult task than for the 2D-GE studies reported
previously, where it is expected that different variants are
sufficiently separated by molecular weight and/or pl.

Therefore, this strategy could also be used for studying
different soybean cultivars regarding the expression of the
variants of the major proteins. Furthermore, glycinin G4 was
the most abundant glycinin variant in the samples we worked
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with, based on the relative number of unique (proteotypic)
peptides. Peptides from this variant could be selected for more
specific, mass spectrometry-based diagnostic tests. For ex-
ample, multiple reaction monitoring could be employed to
detect such G4 peptides from total digests of the whole,
unfractionated meat samples, therefore avoiding the more
time-consuming 2D-LC procedure. Alternatively, peptides com-
mon to multiple glycinin variants can be selected for a more
comprehensive detection. Although these were not identified
by our approach in all meat samples (compare Table S-2 in
Supporting Information), dedicated detection should result in
higher sensitivity. In this context, stable isotope labeled pep-
tides could be added for absolute quantification purposes.!¥2!
A thorough evaluation of these quantitation schemes is,
however, beyond the scope of this work.

Identification of meat proteins coeluting with the marker
soybean proteins in the first chromatographic dimension was
important, because a significant level of meat proteins would
decrease the reliability of quantitation based on peak areas
from UV detection as proposed earlier.® Fortunately, only a
small number of peptides originating from meat proteins were
detected by our procedure, and only one identification was
made at the protein level (myosin heavy chain in chicken).
Limited database coverage may have led to the situation that
proteins could not be identified, which was particularly prob-
lematic for turkey (Meleagris gallopavo), for which there are
just slightly more than 50 entries in the current SwissProt
database. To avoid overlooking contaminating proteins, ho-
mology searches in extended databases using BLAST were
performed on high scoring peptide identifications that were
assigned to other species than those under study. This did not
lead to any further successful identifications on the protein
level.

Considering the small number of meat peptides that were
observed and identified, we conclude that the amount of
coeluting meat proteins in the marker peak, potentially biasing
its usefulness as a quantifiable UV signal, is not very significant.
As a result of its size, myosin heavy chain should generate many
more peptides than the main soybean proteins, but still only
one or two were identified in each run compared to 10 or more
for glycinin variants. Although the number of peptides per
protein allows only a rough estimate of relative protein
amounts,?”~?% soybean proteins clearly dominate the perfusion
LC fraction that was collected for further MS analysis.

Conclusion

The identification of marker proteins for the detection of
soybean protein addition to processed meat products, as we
have successfully demonstrated here, opens up new possibili-
ties in food quality control. These marker proteins from
soybean can subsequently be used for high-throughput quan-
titation purposes. It is expected that the presented approach
comprising protein prefractionation by perfusion LC and
protein identification by nanoLC—MS/MS analysis of enzymatic
digests will also be applicable to other food matrices, and a
similar technique may also be applied to other cases of food
analysis.
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Resultados

Determinacion de la secuencia aminoacidica de los péptidos

Para la determinacion de la secuencia de los péptidos digeridos se utiliz6 el método
de nano-LC-MS/MS ya descrito. Los péptidos obtenidos tras la digestién con tripsina de
las proteinas de soja contenidas en el pico que permitia la determinacioén de las proteinas
de soja en los productos carnicos eran separados en la columna de nano-LC y detectados
por espectrometria de masas. Finalmente, se realizaba una busqueda en una base datos
para correlacionar los espectros de masas en tandem obtenidos con los espectros de masas

calculados para todos los péptidos en la base de datos.

La btusqueda en la base de datos UniProtKB/Swiss-Prot (http://www.expasy.org)
nos permitié encontrar la secuencia de las subunidades de las principales proteinas de
soja, la glicinina y la B-conglicinina, conocer el contenido de lisina y arginina y comprobar
si la enzima tripsina, que rompe especificamente detrds de lisina (K) y arginina (R) es
adecuada para llevar a cabo la digestion enzimaética de las proteinas de soja. Es importante
que el contenido de estos aminoécidos sea grande y que estén distribuidos a lo largo de la
cadena polipeptidica ni muy juntos ni muy separados para obtener péptidos ni muy
grandes ni muy pequefios. El problema de los péptidos grandes es que son dificiles de
ionizar y por lo tanto se pierden y no son analizados. Los péptidos pequefios con masas

inferiores a 600 Da, también se pierden y no son analizados.

Las secuencias de las subunidades de la glicinina y la p-conglicinina encontradas en
esta base de datos han sido incluidas en las Tablas III. 1 a III. 8. Para la glicinina aparecen
cinco subunidades diferentes denominadas G1, G2, G3, G4, Gb5. Estas subunidades
coinciden con las indicadas por Wolf y col. [206]. Las subunidades de la glicinina y -
conglicinina presentan bastantes residuos de lisina y arginina. Sin embargo, muchos de
estos aminoacidos aparecian muy juntos o muy separados dando lugar a péptidos muy
pequefios o muy grandes. A pesar de esta limitacioén, se sigui6 utilizando la tripsina para
hacer la digestion ya que econdmicamente es més asequible que otras y a que a pesar de
estas limitaciones se podia obtener la suficiente informacién como para poder

identificarlas.
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Ademas, cuando se compararon las secuencias de las cinco subunidades de la
glicinina se observé que las subunidades G1, G2 y G3 poseian secuencias muy similares
entre si. De igual forma, las subunidades de la glicina G4 y G5 también presentaban

secuencias muy parecidas.

Con respecto a la -conglicinina, la tres subunidades a, a’, p presentan también

secuencias muy similares.
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Tabla III. 1. Secuencia de la subunidad a’ de la P-conglicinina de la soja

encontrada en la base de datos UniProtKB/Swiss-Prot.

Subunidad de la
p-conglicinina

Secuencia*
Peso molecular: 67240,04 Da
Punto isoeléctrico (tedrico): 5,20

Numero de
acceso

B-conglicinina
(Globulina 7S)
[Precursor]
subunidad a': 63-639
Glicoproteina
Carbohidratos en
posiciones:277 y 551

(N-acetilglucosamina)

10 20 30 40 50 60
MMRARFPLLL LGVVFLASVS VSFGIAYWEK QNPSHNKCLR SCNSEKDSYR NQACHARCNL
70 80 90 100 110 120
LKVEEEEECE EGQIPRPRPQ HPERERQQHG EKEEDEGEQP RPFPFPRPRQ PHQEEEHEQK
130 140 150 160 170 180
EEHEWHRKEE KHGGKGSEEE QDEREHPRPH QPHQKEEEKH EWQHKQEKHQ GKESEEEEED
190 200 210 220 230 240
QDEDEEQDKE SQESEGSESQ REPRRHKNKN PFHFNSKRFQ TLFKNQYGHV RVLQRFNKRS
250 260 270 280 290 300
QQLQONLRDYR ILEFNSKPNT LLLPHHADAD YLIVILNGTA ILTLVNNDDR DSYNLQSGDA
310 320 330 340 350 360
LRVPAGTTFY VVNPDNDENL RMIAGTTFYV VNPDNDENLR MITLAIPVNK PGRFESFFLS
370 380 390 400 410 420
STQAQQSYLQ GFSKNILEAS YDTKFEEINK VLFGREEGQQ QGEERLQESV IVEISKKQIR
430 440 450 460 470 480
ELSKHAKSSS RKTISSEDKP FNLGSRDPIY SNKLGKLFEI TQRNPQLRDL DVFLSVVDMN
490 500 510 520 530 540
EGALFLPHFN SKAIVVLVIN EGEANIELVG IKEQQQRQQQ EEQPLEVRKY RAELSEQDIF
550 560 570 580 590 600
VIPAGYPVMV NATSDLNFFA FGINAENNQR NFLAGSKDNV ISQIPSQVQE LAFPRSAKDI
610 620 630

ENLIKSQSES YFVDAQPQOQK EEGNKG.KGP LSSIL.AFY

P11827

*Los aminoacidos lisina (K) y arginina (R) aparecen subrayados con verde y rosa,

respectivamente. El aminoacido que comienza la secuencia de la subunidad aparece subrayado

en amarillo.
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Tabla III. 2. Secuencia de la subunidad a de la P-conglicinina de la soja

encontrada en la base de datos UniProtKB/Swiss-Prot.

Secuencia de la f3-
conglicinina

Secuencia*
Peso molecular: 63151,77 Da
Punto isoeléctrico (teérico): 4,88

Niimero de
acceso

p-conglicinina
(Globulina 7S)
[Precursor]
subunidad a: 63-605

Glicoproteina

Carbohidratos en
posiciones: 261 y 517
(N-acetilglucosamina)

10 20 30 40 50 60
MMRARFPLLL LGLVFLASVS VSFGIAYWEK ENPKHNKCLQ SCNSERDSYR NQACHARCNL
70 80 90 100 110 120
LKVEKEECEE GEIPRPRPRP QHPEREPQQP GEKEEDEDEQ PRPIPFPRPQ PRQEEEHEQR
130 140 150 160 170 180
EEQEWPRKEE KRGEKGSEEE DEDEDEEQDE RQFPFPRPPH QKEERNEEED EDEEQQRESE
190 200 210 220 230 240
ESEDSELRRH KNKNPFLFGS NRFETLFKNQ YGRIRVLORF NQRSPQLQNL RDYRILEENS
250 260 270 280 290 300
KPNTLLLPNH ADADYLIVIL NGTAILSLVN NDDRDSYRLQ SGDALRVPSG TTYYVVNPDN
310 320 330 340 350 360
NENLRLITLA IPVNKPGRFE SFFLSSTEAQ QSYLQGFSRN ILEASYDTKF EEINKVLFSRK
370 380 390 400 410 420
EEGQQQGEQR LQESVIVEIS KEQIRALSKR AKSSSRKTIS SEDKPFNLRS RDPIYSNKLG
430 440 450 460 470 480
KFFEITPEKN PQLREDLDIFL SIVDMNEGAL LLPHFNSKAI VILVINEGDA NIELVGLKEQ
490 500 510 520 530 540
QQEQQQEEQP LEVRKYRAEL SEQDIFVIPA GYPVVVNATS NLNFFAIGIN AENNQRNFLA
550 560 570 580 590 600

GSQDNVISQI PSQVQELAFP GSAQAVEKLL KNQ.ESYFVD AQPKKKEEGN KG.KGPLSSI

LRAFY

P13916

* Los aminodcidos lisina (K) y arginina (R) aparecen subrayados con verde y rosa,

respectivamente. El aminoacido que comienza la secuencia de la subunidad aparece subrayado

en amarillo.
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Tabla III. 3. Secuencia de la subunidad P de la P-conglicinina de la soja

encontrada en la base de datos UniProtKB/Swiss-Prot.

Subunidad de la §3-
conglicinina

Secuencia*
Peso molecular: 47776,45 Da
Punto isoeléctrico (tedrico): 5,57

Niimero de

acceso

p-conglicinina
(Globulina 7S)
[Precursor]
subunidad (: 26-439
Glicoproteina
Carbohidratos en
posicién: 351
(N-
acetilglucosamina)

10 20 30 40 50 60
MMRVRFPLLV LLGTVFLASV CVSLKVREDE NNPFYFRSSN SFQTLFENQN VRIRLLQRFN
70 80 90 100 110 120
KRsPQLENLR DYRIVQFQSK PNTILLPHHA DADFLLFVLS GRAILTLVNN DDRDSYNLHP
130 140 150 160 170 180
GDAQRIPAGT TYYLVNPHDH QNLKIIKLAI PVNKPGRYDD FFLSSTQAQQ SYLQGFSHNI
190 200 210 220 230 240

LETSFHSEFE EINRVLFGEE EEQRQQEGVI VELSKEQIRQ LSRRAKSSSR KTISSEDEPF
250 260 270 280 290 300
NLRSRNPIYS NNFGKFFEIT PEKNPQLRDL DIFLSSVDIN EGALLLPHFN SKAIVILVIN
310 320 330 340 350 360
EGDANIELVG TKEQQQKQKQ EEEPLEVQRY RAELSEDDVF VIPAAYPFVV NATSNLNFLA
370 380 390 400 410 420
FGINAENNQR NFLAGEKDNV VRQIERQVQE LAFPGSAQDV ERLLKKQRES YFVDAQPQQK
430

EEGSKGRKGP FPSILGALY

P25974

* Los aminoacidos lisina (K) y arginina (R) aparecen subrayados con verde y rosa,

respectivamente. El aminoacido que comienza la secuencia de la subunidad aparece subrayado

en amarillo.
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Tabla III. 4. Secuencia de una de las subunidades identificadas para la glicinina

(formada por una cadena polipeptidica acida (A) y otra basica (B) unidas por un

enlace disulfuro) de la soja encontrada en la base de datos UniProtKB/Swiss-

Prot.

Subunidad de la glicinina

Secuencia*
Pesos moleculares:
Cadena polipeptidica acida (Ala): 32646,99 Da Punto isoeléctrico (pI) (teérico): 5,19
Cadena polipeptidica basica (Bx): 19955,53 Da Punto isoeléctrico (pl) (tedrico): 6,33

Numero de acceso

Subunidad G1
[Precursor]

Formada:
Cadena polipeptidica
acida Ala:20-306

Cddena polipeptidica
bdsica Bx: 311-490
Ambas cadenas
polipeptidicas unidas por
un tnico enlace disulfuro
en las posiciones: 107-317

10 20 30 40 50 60
MAKLVFSLCF LLFSGCCFAF SSREQPQQNE CQIQKLNALK PDNRIESEGG LIETWNPNNK
70 80 90 100 110 120
PFQCAGVALS RCTLNRNALR RPSYTNGPQE IYIQQGKGIF GMIYPGCPST FEEPQQPQQOR
130 140 150 160 170 180
GQSSRPQDRH QKIYNFREGD LIAVPTGVAW WMYNNEDTPV VAVSIIDTNS LENQLDQMPR
190 200 210 220 230 240
RFYLAGNQEQ EFLKYQQEQG GHQSQKGKHQ QEEENEGGSI LSGFTLEFLE HAFSVDKQIA
250 260 270 280 290 300
KNLQGENEGE DKGAIVIVKG GLSVIKPPTD EQQQRPQEEE EEEEDEKPQC KGKDKHCQRP
310 320 330 340 350 360
RGSQSKSRRN GIDETICTMR LRHNIGQTSS PDIYNPQAGS VITATSLDFP ALSWLRLSAE
370 380 390 400 410 420
FGSLRKNAMF VPHYNLNANS ITYALNGRAL IQVVNCNGER VFDGELQEGR VLIVPQNFVV
430 440 450 460 470 480

AARSQSDNFE YVSFKTNDTP MIGTLAGANS LLNALPEEVI QHTFNLKSQQ ARQIKNNNPF
490
KFLVPPQESQ KRAVA

P04776

* Los aminoacidos lisina

(K) y arginina (R) aparecen subrayados con verde y rosa,

respectivamente. El aminodcido que comienza la secuencia de la subunidad aparece subrayado

en amarillo.
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Tabla III. 5. Secuencia de una de las subunidades identificadas para la glicinina

(formada por una cadena polipeptidica 4cida (A) y otra basica (B) unidas por un

enlace disulfuro) de la soja encontrada en la base de datos UniProtKB/Swiss-

Prot.

Subunidad de la glicinina

Secuencia
Pesos moleculares:
Cadena polipeptidica acida (A2): 31622,84 Da Punto isoeléctrico (pI) (teérico): 4,90
Cadena polipeptidica basica (Bx): 19955,53 Da Punto isoeléctrico (pI) (tedrico): 6,33

Nuamero de acceso

Subunidad G2
[Precursor]
Formada:

Cadena polipeptidica dcida
A2:19-296
Cadena polipeptidica
bdsica Bla: 301-480

Ambas cadenas
polipeptidicas unidas por
un tnico enlace disulfuro
en las posiciones: 104-307

10 20 30 40 50 60
MAKLVLSLCF LLFSGCFALR EQAQQNECQI QKLNALKPDN RIESEGGFIE TWNPNNKPFQ
70 80 90 100 110 120
CAGVALSRCT LNRNALRRPS YTNGPQEIYI QQGNGIFGMI FPGCPSTYQE PQESQQRGRS
130 140 150 160 170 180
QRPQDRHQKV HRAREGDLIA VPTGVAWWMY NNEDTPVVAV SIIDTNSLEN QLDQMPRRFY
190 200 210 220 230 240
LAGNQEQEFL KYQQQQQGGS QSQKGKQQEE ENEGSNILSG FAPEFLKEAF GVNMQIVRNL
250 260 270 280 290 300
QGENEEEDSG AIVIVKGGLR VTAPAMRKPQ QEEDDDDEEE QPQCVETDKG CQRQSKRSRN
310 320 330 340 350 360
GIDETICTMR LRQNIGQNSS PDIYNPQAGS ITTATSLDFP ALWLLKLSAQ YGSLRKNAMF
370 380 390 400 410 420
VPHYTLNANS IIYALNGRAL VQVVNCNGER VFDGELQEGG VLIVPQNFAV AAKSQSDNFE
430 440 450 460 470 480

YVSFKTNDRP SIGNLAGANS LLNALPEEVI QHTFNLKSQQ ARQVENNNPF SFLVPPQESQ

RRAvA

P04405

* Los aminodcidos lisina

(K) y arginina (R) aparecen subrayados con verde y rosa,

respectivamente. El aminoacido que comienza la secuencia de la subunidad aparece subrayado

en amarillo.
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Tabla III. 6. Secuencia de una de las subunidades identificadas para la glicinina

(formada por una cadena polipeptidica 4cida (A) y otra basica (B) unidas por un

enlace disulfuro) de la soja encontrada en la base de datos UniProtKB/Swiss-

Prot.

Subunidad de la glicinina

Secuencia*

Pesos moleculares: Namero de
Cadena polipeptidica acida (A): 31483,74 Da plI (teérico): 5,09 acceso
Cadena polipeptidica basica (B): 19911,42 Da plI (tedrico): 8,00
10 20 30 40 50 60
Subunidad G3 MAKLVLSLCF LLFSGCCFAF SHREQPQQNE CQIQRLNALK PDNRIESEGG FIETWNPNNK
[Precursor] 70 80 90 100 110 120
Formada: PFQCAGVALS RCTLNRNALR RPSYTNAPQE IYIQQGSGIF GMIFPGCPST FEEPQQKGQS
130 140 150 160 170 180
Cadena polipeptidica dcida | SRPQDRHQKI YHFREGDLIA VPTGFAYWMY NNEDTPVVAV SLIDTNSFQN
A: 22-296 QLDQMPRRFY
190 200 210 220 230 240
Cadena polipeptidica | LAGNQEQEFL QYQPQKQQGG TQSQKGKRQQ EEENEGGSIL SGFAPEFLEH
bisica B: 297-476 AFVVDRQIVR
250 260 270 280 290 300 P11828

Ambas cadenas estan
unidas por un Gnico enlace

disulfuro en las posiciones:
107-303

KLQGENEEEE KGAIVIVKGG LSVISPPTEE QQQRPEEEEK PDCDEKDKHC QSQSRNGIDE
310 320 330 340 350 360
TICTMRLRHN IGQTSSPDIF NPQAGSITTA TSLDFPALSW LKLSAQFGSL RKNAMFVPHY
370 380 390 400 410 420
NLNANSITYA LNGRALVQVV NCNGERVFDG ELQEGQVLIV PQNFAVAARS QSDNFEYVSF
430 440 450 460 470 480
KTNDRPSIGN LAGANSLLNA LPEEVIQQTF NLRRQQARQV KNNNPFSFLV PPKESQRRVV

A

* Los aminoacidos lisina

(K) y arginina (R) aparecen subrayados con verde y rosa,

respectivamente. El aminoédcido que comienza la secuencia de la subunidad aparece subrayado

en amarillo.
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Tabla III. 7. Secuencia de una de las subunidades identificadas para la glicinina

(formada por una cadena polipeptidica acida (A) y otra bésica (B) unidas por un

enlace disulfuro) de la soja encontrada en la base de datos UniProtKB/Swiss-

Prot.
Secuencia*
Pesos moleculares: Niéimero de
Subunidad de la glicinina Cadena polipeptidica ACIDA (A5): 10540,82 Da; pl (tedrico): 5,51 acceso
Cadena polipeptidica ACIDA (A4): 29953,94 Da; pl (teérico): 4,70
Cadena polipeptidica BASICA (B3): 20743,50 Da; pI (teérico): 9,27
10 20 30 40 50 60
MGKPFTLSLS SLCLLLLSSA CFAISSSKLN ECQLNNLNAL EPDHRVESEG GLIQTWNSQH
70 80 90 100 110 120
Subunidad G4 PELKCAGVTV SKLTLNRNGL HSPSYSPYPR MIITAQGKGA LGVAIPGCPE TFEEPQEQSN
[Precursor] 130 140 150 160 170 180
Formada: RRGSRsQKQQ LQDSHQKIRH FNEGDVLVIP PSVPYWTYNT GDEPVVAISL LDTSNFNNQL
Cadena polipeptidica dcida 190 200 210 220 230 240
A5: 24-120 DQTPRVFYLA GNPDIEYPET MQQQQQQKSH GGRKQGQHQQ EEEEEGGSVL SGFSKHFLAQ
o 250 260 270 280 290 300
Cadena polipeptidica | gpNTNEDIAE RLESPDDERK QIVIVEGGLS VISPKWQEQQ DEDEDEDEDD EDEQIPSHPP
acida A4:121-377 310 320 330 340 350 360 P02858
Cadena polipeptidica | RRpPsHGKREQ DEDEDEDEDK PRPSRPSQGK RNKTGODEDE DEDEDQPRKS REWRSKKTQP

basica B3: 378-562
Las cadenas polipeptidicas
A5 y B3 estan unidas por
un dnico enlace disulfuro
en las posiciones: 108-384.

370 380 390 400 410 420

RRPRQEEPRE RGCETRNGVE ENICTLKLHE NIARPSRADF YNPKAGRIST LNSLTLPALR
430 440 450 460 470 480

QFQLSAQYVV LYRKNGIYSPH WNLNANSVIY VIRGQGKVRV VNCQGNAVFD GELRRGQLLV
490 500 510 520 530 540

VPQNFVVAEQ AGEQGFEYIV FKTHHNAVTS YLKDVFRAIP SEVLAHSYNL RQSQVSELKY
550 560

EGNWGPLVNP ESQQGSPRVK VA

* Los aminoacidos lisina

(K) y arginina (R) aparecen subrayados con verde y rosa,

respectivamente. El aminodcido que comienza la secuencia de la subunidad aparece subrayado

en amarillo.
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Tabla III. 8. Secuencia de una de las subunidades identificadas para la glicinina

(formada por una cadena polipeptidica acida (A) y otra bésica (B) unidas por un

enlace disulfuro) de la soja encontrada en la base de datos UniProtKB/Swiss-

Prot.
Subunidad de la globulina Secuencia de cada subunidad de la glicinina 3
Numero de
Pesos moleculares:
Cadena polipeptidica ACIDA (A3): 36392,45 Da; pl (teorico): 4,97 acceso
Cadena polipeptidica BASICA (B4): 19049,57 Da; plI (teérico): 9,51
10 20 30 40 50 60
MGKPFFTLSL SSLCLLLLSS ACFAITSSKF NECQLNNLNA LEPDHRVESE GGLIETWNSQ
70 80 90 100 110 120
Subunidad G5 HPELQCAGVT VSKRTLNRNG SHLPSYLPYP QMIIVVQGKG AIGFAFPGCP ETFEKPQQQS
[Precursor] 130 140 150 160 170 180
Formada: SRRGSRSQQQ LQODSHQKIRH FNEGDVLVIP LGVPYWTYNT GDEPVVAISP LDTSNFNNQL
Cadena polipeptidica dcida 190 200 210 220 230 240
A3:25-344 DQNPRVFYLA GNPDIEHPET MQQQQQQKSH GGRKQGQHRQ QEEEGGSVLS GFSKHFLAQS
Cadena polipeptidica 250 260 270 280 290 300
basica B4: 345-516 FNTNEDTAEK LRSPDDERKQ IVIVEGGLSV ISPKWQEQED EDEDEDEEYG RTPSYPPRRP Po4347
Ambas cadenas 310 320 330 340 350 360
polipeptidicas se SHGKHEDDED EDEEEDQPRP DHPPQRPSRP EQQEPRGRGC QTRNGVEENI CTMKLHENIA
encuentran unidas por un 370 380 390 400 410 420
tnico enlace disulfuro: 109- | RPSRADFYNP KAGRISTLNS LTLPALRQFG LSAQYVVLYR NGIYSPDWNL NANSVIMTRG
351 430 440 450 460 470 480
KGRVRVVNCQ GNAVFDGELR RGQLLVVPQN PAVAEQGGEQ GLEYVVFKTH HNAVSSYIKD
490 500 510

VFRVIPSEVL SNSYNLGQSQ VRQLKYQGNS GPLVNP

* Los aminoéacidos lisina

(K) y arginina (R) aparecen subrayados con verde y rosa,

respectivamente. El aminoécido que comienza la secuencia de la subunidad aparece subrayado

en amarillo.
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Resultados

Los datos de espectrometria de masas (MS) y espectrometria de masas en tandem
(MS/MS) obtenidos se exportaron a un formato compatible con el motor de btisqueda
MASCOT. La lista de picos obtenidos se buscaron en la base de datos
UnitProtKB/SwissProt (release 47.5, actualizada 19/07 /05, 186882 entradas) utilizando el
motor de busqueda MASCOT. Los parametros utilizados para realizar la busqueda fueron
los que se indican a continuacién: taxonomia= todas las entradas o plantas verdes, enzima
= tripsina; modificaciones fijas = metilacién con el grupo carbamido de la cisteina,
modificaciones variables = no o oxidacion de la metionina, tolerancia de péptidos = + 1,5
Da, tolerancia MS/MS = + 0,8 Da, carga de los péptidos = 2+/3+ o 4+, instrumento =

trampa de iones con electrospray.

Todos los espectros correspondientes a los péptidos de las proteinas de soja y
contaminantes potenciales o proteinas cérnicas se examinaron manualmente y se
aceptaron so6lo si estos cumplian los siguientes criterios: habia que asignar al menos 7
iones-b o iones-y, de los cuales al menos 3 iones-b o iones-y tenian que aparecer
consecutivos, la puntuacion asignada a los péptidos individuales tenia que ser de al menos
18 para iones doblemente y triplemente cargados y 15 para iones cuadruplemente
cargados. La lista de péptidos validados se utiliz6 para crear la lista de proteinas a las que
corresponden. Ademds, para la asignaciéon de péptidos a diferentes variantes de la
glicinina y conglicinina se utiliz6 la herramienta de alineacion de secuencias ClustalW
[207] considerando las sustituciones de aminoacidos que no pueden ser diferenciadas con
el instrumento de trampa de iones (glutamina con acido glutdmico y lisina con &cido
glutdmico). Las alineaciones encontradas por comparacion de la secuencia aminoacidica
de los péptidos contenidos en el pico marcador con las disponibles en la base de datos
UniProtKB/Swiss-Prot se muestran en la informacién complementaria del articulo

ntmero 5 de esta memoria y se incluye a continuacién [208].
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Resultados

III.4 DISCUSION DE RESULTADOS

Los resultados obtenidos en este trabajo de investigaciéon han puesto de manifiesto
que la cromatografia liquida de perfusiéon en fase inversa ha sido una herramienta
analitica muy valiosa para desarrollar metodologias analiticas rdpidas y sencillas para la
deteccion y cuantificaciéon de proteinas de soja en productos carnicos. En efecto, las
caracteristicas inherentes a las fases estacionarias perfusivas han permitido que el analisis
del extracto proteico obtenido a partir de productos carnicos se pueda llevar a cabo en
tiempos inferiores a los 3 min siendo posible identificar un pico cromatografico que se ha
demostrado que corresponde tinicamente a las proteinas de soja. Este pico cromatografico

se ha propuesto como “marcador” de proteinas de soja en productos carnicos.

En el desarrollo de las metodologias analiticas propuestas ha sido fundamental la
etapa de preparacion de muestra. En este sentido se llevé a cabo una optimizaciéon
sistematica del medio de extraccién de proteinas de soja a partir de los productos cérnicos
a los que se habia eliminado la grasa y ello permiti6 seleccionar un medio que consistia en
una disolucién reguladora Tris-HCl a pH 8.0 como el mejor para extraer cuantitativamente
las proteinas de soja con las menores interferencias posible de las proteinas carnicas. En
algunos casos, este medio de extraccién diferia ligeramente de unos productos carnicos a
otros, pudiendo utilizarse pequefas cantidades de algtin modificador del medio como el
2-mercaptoetanol. Hay que decir que dado el bajo contenido al que se encuentran las
proteinas de soja en los productos carnicos y las enormes interferencias a que pueden dar
lugar las proteinas mayoritarias en estos productos (proteinas cérnicas) en la
determinacion de proteinas de soja, fue imposible extraer selectivamente las proteinas de
soja sin extraer al menos en parte las proteinas carnicas. Sin embargo, el problema de las
interferencias se resolvié mediante la separacién cromatografica ya que fue posible
seleccionar un pico cromatografico que se separaba completamente de las proteinas

carnicas que eluian en otros picos cromatograficos bien solas o bien con proteinas de soja.

Los productos carnicos constituyen una matriz analitica muy compleja por su

composiciéon y también por el procesado que se utiliza durante su elaboracién en la
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mayoria de los casos. La optimizacién de la etapa de preparacion de muestra junto con la
separacion del extracto proteico por cromatografia de perfusion permitié eliminar las
interferencias de matriz en la mayor parte de los casos lo que permiti6 llevar a cabo la
cuantificacion de proteinas de soja por el método de calibrado del patrén externo para
analizar la mayoria de los productos cérnicos comerciales estudiados. Unicamente fue
necesario utilizar el método de calibrado de las adiciones patrén para algunos productos
carnicos elaborados con carnes de pavo aunque se comprob6 que el empleo del método de
calibrado del patron externo permitia obtener una buena estimacién del contenido de

proteinas de soja en estos productos con fines a realizar un screening rdpido de los mismos.

Un problema afiadido al desarrollo de metodologias analiticas para Ila
determinacion de proteinas de soja en productos cérnicos fue el no disponer de un patrén
de proteinas de soja. En este sentido, nuestro trabajo de investigacion se centr6 en la
utilizacion de un aislado de proteina de soja comercial que en muchos casos se utilizaba en
la propia elaboracion de productos alimentarios comprobandose que dicho aislado de
proteinas de soja permitia obtener resultados satisfactorios. Posteriormente, se comprob6
que estos resultados se mantenian cuando se utilizaban otros aislados de proteina de soja

como patron.

Ha sido necesario llevar a cabo una gran cantidad de trabajo experimental para
poder validar las metodologias analiticas desarrolladas. Por una parte, los productos
carnicos estudiados tenian una gran complejidad y podian haber sido elaborados con
carnes de distintas especies como cerdo, pavo, pollo, ternera o mezclas de ellas pero
ademas con adiciéon de distintos componentes que incluian proteinas no carnicas, en la
mayor parte de los casos proteinas de soja pero en otros también proteinas lacteas.
Ademas, estos productos carnicos podian haber sufrido un procesado muy diferente
incluyendo el tratamiento térmico a distintas temperaturas durante distintos tiempos para
luego ser embutidos o enlatados. En este trabajo de investigacion se hizo especial énfasis
en los productos carnicos tratados con calor y dentro de éstos los mas consumidos en la
actualidad incluyendo mortadela, choped, etc. Ello unido a la ausencia de materiales de

referencia para estos productos nos llevo a la realizaciéon de estudios de recuperacién de
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proteinas de soja para distintos productos junto con la comparacién de los resultados
obtenidos con los proporcionados con el tinico método propuesto por la AOAC, el método
ELISA. Ademas, en todos los casos, se sigui6 un procedimiento de validacién
estandarizado para métodos cuantitativos en laboratorios de alimentos que incluy6 la
evaluacion de la linealidad, limites de deteccion y cuantificaciéon, existencia de
interferencias de matriz, especificidad, precisiéon, robustez y exactitud, como ya se ha
explicado. Finalmente, como ya se ha comentado, se comprobé que los resultados
obtenidos eran independientes del aislado de proteina de soja utilizado de entre varios

disponibles comercialmente.

Aunque en un primer paso, la pureza del pico “marcador” de proteinas de soja se
comprobé comparando su espectro UV (asi como su primera y segunda derivada) con el
correspondiente al pico de proteinas de soja que eluia al mismo tiempo de retencion al
inyectar el aislado de proteinas de soja, en una segunda etapa de este trabajo se procedi6 a
comprobar inequivocamente que dicho pico correspondia a las proteinas de soja y a
identificar qué proteinas de soja exactamente estdbamos proponiendo como marcadores

de la adulteracién y cuantificacion de proteinas de soja en productos carnicos.

En este sentido se desarrollaron otras dos metodologias analiticas que implicaban la

utilizacion de la espectrometria de masas como herramienta analitica.

La primera metodologia analitica desarrollada consistié en el acoplamiento por
primera vez de la cromatografia liquida de perfusion a la espectrometria de masas para
llevar a cabo también por primera vez el analisis de proteinas de soja intactas. En este caso
tnicamente se estudiaron distintos cultivos de habas de soja con el fin de establecer si el
pico cromatogréfico del haba de soja que eluia al mismo tiempo de retencién que el pico
“marcador” de proteinas de soja en productos carnicos correspondia a la globulina 7S o a
la globulina 11S de la soja. La utilizaciéon de la metodologia desarrollada de RP-HPLC de
perfusion acoplada a la espectrometria de masas de trampa de iones permitié comprobar

que este pico correspondia a la globulina 11S de la soja.
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Sin embargo, nuestra intencién era identificar la globulina 11S en el pico
“marcador” de las proteinas de soja en productos carnicos y también identificar
exactamente la variante o variantes de dichas proteinas. Dado que las variantes de la
globulina 11S poseen secuencias bastante homoélogas se pensé que era necesario
desarrollar una estrategia con el potencial suficiente para poder diferenciar

inequivocamente las distintas variantes.

Para ello, se plante6 el aislamiento del pico “marcador” de proteinas de soja en
productos carnicos con distinta composiciéon por el método de RP-HPLC de perfusion para
su posterior hidrélisis enzimatica con tripsina y analisis de la mezcla peptidica resultante
por nano-HPLC acoplada a espectrometria de masas en tandem. De esta forma se
aseguraba una suficiente capacidad de picos como para identificar inequivocamente los
péptidos obtenidos, cosa probablemente imposible realizando la digestion enzimaética de
todas las proteinas a la vez. La metodologia analitica desarrollada permitié identificar
inequivocamente las proteinas de la globulina 11S en el pico “marcador” pudiéndose
identificar distintas subunidades A de la glicinina, de las cuales la subunidad A4 de la
glicinina G4 fue la que se encontr6 en todos los productos carnicos analizados,
independientemente de su composicion. Por tanto, esta subunidad “marcadora” de
proteinas de soja en productos carnicos permitiria detectar adulteraciones por adicién de
proteinas de soja en productos carnicos a los cuales dicha adicion est4 prohibida asi como
cuantificar proteinas de soja en productos cérnicos a los cuales estd permitido adicionarlas
para comprobar que no se inclumpla la legislatacién vigente en cuanto a los limites

establecidos.

La identificacion de las proteinas “marcadoras” para la deteccion y cuantificaciéon
de proteinas de soja en productos carnicos abre nuevas posibilidades en el control de
calidad de alimentos. Asi, la estrategia desarrollada en este trabajo de investigacion
consistente en el aislamiento del pico “marcador” por RP-HPLC de perfusién y andlisis
por nano-HPLC-MS/MS de los hidrolizados peptidicos obtenidos con tripsina podria ser

aplicable a otras matrices alimentarias dado que la legislacion también establece

180



Resultados

prohibicion o limites maximos para la adicién de proteinas de soja en otros productos

alimentarios distintos de los productos carnicos.

Finalmente, indicar que a partir del trabajo realizado en esta Tesis Doctoral se ha
derivado otra aplicacién muy interesante que ha sido la autentificacion de habas de soja.
En efecto, la metodologia analitica de RP-HPLC de perfusién acoplada a la espectrometria
de masas de trampa de iones para el andlisis de habas de soja ha permitido la
diferenciaciéon de las habas de soja mds comunes (amarillas) de otras habas de cultivos
similares en apariencia pero que podrian tener distintas propiedades nutricionales o
funcionales a las de las habas de soja. Este hecho posee un gran interés en el campo de la
tecnologia de alimentos dado la enorme utilizacién de las proteinas de soja en la

elaboracién de mas de 30.000 alimentos para consumo humano.
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IV. CONCLUSIONES

A partir de los resultados recogidos en la presente memoria, se pueden extraer las

siguientes conclusiones:

> Se han desarrollado metodologias analiticas utilizando HPLC de perfusion en fase
inversa con detecciéon UV para la determinacion de proteinas de soja en productos
carnicos. La optimizacién de la etapa de preparaciéon de muestra asi como de la
separacion cromatogréafica ha permitido la seleccién de un pico cromatogréfico
como “marcador” para la determinacion de proteinas de soja en productos carnicos
siendo el limite de detecciéon de 0.08 % de proteinas de soja (m/m) y el limite de

cuantificaciéon del 0.3 % (m/m).

> Las metodologias desarrolladas han demostrado ser validas para el andlisis de
productos carnicos crudos y tratados con calor y elaborados con carnes de cerdo,
pavo, pollo, ternera o mezclas de ellas y que ademas pueden contener proteinas

lacteas annadidas.

» Con el fin de caracterizar el pico “marcador” seleccionado para la determinacién de
proteinas de soja en productos cérnicos, se ha acoplado por primera vez la HPLC de
perfusion a la Espectrometria de Masas. La optimizacién de una metodologia de
HPLC de perfusion-IT-MS ha permitido por primera vez el andlisis de proteinas

intactas de soja por MS.

> El analisis de habas de soja por HPLC de perfusion-IT-MS ha puesto de manifiesto
que los picos seleccionados como “marcadores” en los productos carnicos
analizados eluyen a los mismos tiempos de retencion que los picos que se
corresponden en el cromatograma de las habas de soja con las proteinas 11S de la

soja.
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> El analisis de habas de soja amarilla y habas de distinta pigmentacién (roja, verde,
negra) comercializadas como habas de soja por HPLC de perfusion-IT-MS ha
revelado que tnicamente en las habas de soja amarillas es posible identificar las
proteinas caracteristicas de la soja mientras que esta asignacion no fue posible para
el resto de las habas analizadas. Ademads, los cromatogramas obtenidos para las
habas y sus fracciones fueron distintos segin la pigmentacién del haba. De estos
resultados se deriva una interesante aplicacién adicional de esta Tesis Doctoral que
es la autentificacion de habas de soja para su diferenciacion de otros cultivos

similares como azuki o mungbean.

> Con el fin de identificar inequivocamente las proteinas de soja que eluyen en el pico
“marcador” de estas proteinas en productos carnicos, se ha desarrollado una
metodologia analitica mediante cromatografia multidimensional-espectrometria de
masas en tandem. El aislamiento del pico de interés obtenido en productos carnicos
de distinta composicion mediante HPLC de perfusion seguida de su hidrolisis
enzimatica con tripsina y posterior andlisis de la mezcla peptidica obtenida por
nano-HPLC-MS/MS permiti6 identificar diferentes subunidades A de la glicinina
(11S) en el pico marcador confirmando las estimaciones realizadas por HPLC de
perfusion-IT-MS. Ademads, se comprobd que la subunidad A4 de la glicinina G4 se
encontr6 en todos los productos analizados por lo que se consideré la mejor
candidata a ser utilizada como “marcadora” para la detecciéon de adulteraciones de

productos carnicos con proteinas de soja.

> Las caracteristicas de las metodologias analiticas propuestas junto con la ausencia
de métodos adecuados les confieren un gran interés para controlar que se aplique la
legislaciéon vigente tanto por su potencial para la deteccion de adulteraciones
(adiciéon de proteinas de soja a productos carnicos a los que su adiciéon esta
prohibida) como para el control del contenido de proteinas de soja en productos
carnicos a los que la adiciéon de proteinas de soja estd permitida hasta un cierto

limite.
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