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Intreduccibn:

La técnica de electroforesis con geles discontinuos de acrilamida ha sido utilizada Das
el estudio de las protefnas existentes en los products crnicos ,tanto en disco come amf
Placa. (Persons y Lawrie, 1977) . i !
Asi mismo ha sido utilizada la electroforesis con acrilamida y dodecil sulfato de sbdig
(Hoffmen 1973, Peprson y Appelgenst 1977).En el presente trabajo se combinan ambas carae
risticas, lo que proporciona una buena técnica para la separacién de proteinas, Vv pop

to para el estudio de las proteinas de los productos c&micos. 1
Para ello se han realizado electroforegramas de camme de cerdo,vaca y «caballo; asi comg'
de las protefnas no cérnicas mis cominmente utilizadas por las empresas del sectop, .
Las densitometrias de electroforegramas con distintas concentraciones de proteina afiadida
han permitido relacionar dichas concentracicnes con 10s cocientes entre bandas caractep
ticas de las protefnas affadidas y la actina.

Se ha observado que la relacibn es lineal ¥ por tanto que la técnica puede ser cuantita:

Material y m&todos

Preparacién de las muestras:

Las muestras chrunicas utilizadss provenfan de carme de. cerde, vaca y caballo (48 horas
mortem). Las proteinas no cérmicas utilizadas han sido : aislado de soja ( puveza del 70%))
caseina (pureza del 95 %), gluten de trigo ( pureza del 65%), i
Las mezclas de protefna animal (cerdo) y proteina afiadida se realizaron siguiends el cpites
rio dado por la legislacién espafiola referente a la cantidad mdxima de proteina afladida
mitida en cada categoria (extra 1;5% sobre peso seco, primera 3% , segunda 4%, tercera 5
que respecto al contenide proteico total corvesponde a un 5%,10 % 15% ,20 % respectivame
Las muestras se prepararon mezclando la carne picada de cerdo con cantidades precisas de
aizlados de proteina.

Para la homogenizacibn de las muestras se vwtilizé el métrodo de Hof Fmeaan modificado,a Ffin de .
poder utilizar el sistema de tampones de Laemmli en la carrera electroforética. =
La disolucién empleada fue 1a siguiente:pava cada gramo de muestra: 10 ml de tampbn 0,3%
‘Tris-HCL ,0,1% de SDS,pH 8;2 ;10 ml de 5D& al 2% 7 2 ml de @ MercaPtroetanol.

En los productos chrnicos elaborados fue preciso un tratamiento previo a fin de obtener
mejora en la solubilizacibn. Se utilizé el método de Homayounfar (1975) para el desengrasad
Parcial de la muestra, con anterioridad a su selubilizacibn. |
Bl homecgenizado obtenido se dejd reposar durante una noche o bien Fue calentado veinte mii
‘a 100¢ C.Postericrmente se centrifugaren las muestras a 3000 rpm durante diez mimites y el
brenadante se Filtrd con lana de vidrio obteniéndose el extracto proteico. ¢
Seguidamente para una solubilizacidn total del extracto se dilufa 1 ml con la solucibn sia
guiente: Tris-HCl 50 mM, pH 6,B8jsacarosa al 20 % ; SDS al 2% ; EDTA 20 m;0,03 % de azul
Bromtimol. Calentfndose a 10092 durante auince minutos. _
Para conocer la concentracibn proteica del ¢ acto se utilizd el microkjendal, -al no po
vtilizarse el método de lLowrie dado que el Tris intevfieve en.la determinacién con el red
vo de Folin-Ciocalleau.

Técnica electroforbtica: ; )
La téenica electroforética escogida es la de tampones discontinua de Laemmli(1970)combinadd
con la electroforesis en presencia de SDS. 8
Las carvacterfsticas de los geles son de 5% de acrilamida para el superior y 10% para el ¥
ferior, :

La fuente de voltaje utilizada ha side ATOM 500,51 voltaje escogido para el gel superiol
fue de 60 V , y para el inferior de 120 V.la duracién del electroforegrama fue de ?res‘hﬁ .
Los geles Pueron revelados seqin el método de Firmbank et al.(1871) con 1las modificaciontss
dadas por Ames (1970).El colorante empleado fue o1 Comasie Blue . ) o
A Fin de conocer el peso molecular de las bandas visualizadas, y asi poder caracterlzarb-
las protefinas,se utilizaroa patrones de proteinas de pesos moleculares conocidoes, para © §
tener ura carrelacidn entre el peso molecular de la proteina y su Rf en cada placa.Los 935-,
trones proteicos utilizados fueron : Fosforilasa-b (94 ¥ ) , Albumina de suero bovino i_ '“
ovoalbumina (43 X), anidrasa carbbnica (30 X), inhibidor de la tripsina en la soja (20 é'3;
Lactoalbumina (14,5 X), de Fharmacie Fine Chemicals . Se obtuvo una velacién lineal ent?




4a panda vy el logaritmo del peso molecular de la proteina en cuestibn.
ca cer la cantidad de protefna presente en cada banda se realizaron densitogramas con
ro ATOM 429 a una longitud de onda de 470 nm, dado que la intensidad de colora-’

irdmet L
d:lzada panda es proporcional a la cantidad de proteina (cardcter cuantitativo del Co~

Blue ) "

,d0s discusibn:

—Turie (1977), establecieron la determinacién cuantitativa de proteinas de soja em-
do técnicas clectroforéticas con urea.lacourt et al(1977) abordaron la determinacibn
3tatiVa de mezclas de proteinas vegetales,(soja,girasol y haba). N
 presente trabajo se ha estudiado el patrdén electroforético de las proteinas‘ que cons-:
el tejido musgplar de tres especies animales (porcino, equino y bovino) asi como de

5lados de proteinas de soja, casefna v gluten de trigo,por ser &stos Giltimos las pro-

no chrnicas de mayor utilizacibn en la industria cérnica espafiola.

pigura 1, se observa que los electroforegra@as de proteinas mgsculares estudiados pre-—
equefias diferencias entre sf.La caracteristica més especifica del electroforegrama
he de cerdo es la mayor intensidad de la banda de 70 X j en el caso de la carne de va-
e constata la ausencia de la banda de 49 K, muy prbdxima a la de la actina, y 1a pre-
iz de una banda intensa a 16 K. x
anto a las protefnas no cirnicas las diferencias son mayores. La soja presenta nueve
;cinCO de ellas mayoritarias,siendo las més especificas las de 19 X ,72 X ,76 K, por
spincidir con las bandas de los otros electroforegramas.kEn el gaso de la cazeina apare-
tpes bandas 34,5 K,30 K, 26 X ,siendo la de 30 K la mhs especifica.Sin embargo el glu—
n electroforegrama complejo con seis bandas mayoritarias de pesos moleculares

-.:presenta u d .
33 k,31 X,29 X, que coinciden en gran medida con la zona de la actina (46

lO K, 45 X,39 K,
ropomiosina (35 K} etCuss ‘ .
objeto de poder cuantificar las diversas proteinas %ﬁadidas se ha constatado ta existencla
wna relacidn lineal entre la concentracibn de proteina afladida y el fndice: area de la

de bandas caracteristicas con pespecto a la drea de la actina (2. zona caract./A. acti.)
o indice elimina las diferencias de orden experimental entre los diversos electrofore-

as de un mismo gel,dado que la actina es 1la proteina mayoritaria y la mis estable (La-—

¢ et al. 1977).La relacién se establecid en aquellos intervalos de peso molecular dénde

gltﬁan las bandas caracteristicas de las protefnas estudiadas y a la vez existe una menor
ferencia con las bandas protefcas musculares.Las zonas son las siguientes:
- A : 70K a 82K
- B : 355K a 5 K
el 29 Kk a 31,5 Kk
- DR:E 117 K a 20 X
5 resultados obtenidos para cada aislado de proteina estudiado se expresan en la figura 3.
Indice (Az/Aac) solamente seve modificado en las zonas Ay D por la presencia de las pro-
1 de soja; en la zona B por & presencia de las proteinas de .gluten; sin embargo en
8 zZona C no es especifico para la caseina ya que se ve modificado por la presencia de los
S tipos de proteina estudiados.
pues, un aumento del fndice (Az/Aac) en las zonas Ay D,con respecto a su valor en el elec—
sRioregrama de protefna muscular,nos indica la presencia de proteinas de soja.Utilizandose
4 COrrelacién hallada puede determinarse el porcentaje de soja afiadida.lo mismo ocurre en
20na B con respecto al gluten.Sin embargo para determinar el porcentaje de protefna de
N3, es necesario sustraer del findice hallado en la zona C la contribucién debida. a
Porcentajes de las protefnas de soja y gluten, en su Caso, determinados anteriormente en
Tespectivas zonas especificas.Por ello es preciso seguir un orden en el estudio de las
53 Seeraladas,empezando por las de mayor especificidad ( A,B,B,C ) .
Nuestyg laboratorio se han realizado pruebas con hamburguesas elaboradas con concentra-
uﬁﬁcconocidas de proteina afiadida. _ )
© ©a50 contenfan un 5% de protefnas de soja vy un 5% de proteinas de caseina,aproximada-
€:5e detects 1a presencia de 5,7% de proteinas de soja y de un 4,5% de proteinas de ca--
a En otrg prueba, las hamburguesas contenian un 8% de caseina y un 5% de gluten,apro-—
:mente.se detectd la presencia de gluten al 5,8% y la de caseiva al 10%. )
1a tzs necesario realizar un mayor nfimero de dete?minaciones cuantitativas,la pre91516n
Chlca debe situarse en un margen de + 2%, Bvidentemente cuanto menor sea la interfe-
.a de 1las proteinas cérnicas con el apor?e especifico de las proteinas afladidas en las
métgzoeStudig mayor serd la precisidn de los ?e§ultados obtenido;.
ticg descrlto puede ser asimismo de gran utilidad en §1 estudio de los procesos pro-
.Cufadzgque tienen lugar en la maduracibn vy la Permentaciédn de los productos cérnicos Gru-

(véase la figura 2)
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¢ Relations between the index of each zone and the Foreign protein in percentags,
Relacion entre el indice en cada zona de proteina afladida Yy su porcentaje. |




