Nacameh:

Publicacion electrénica arbitrada en Ciencia y Tecnologiade la Carne
cbs.izt.uam. mx/nacameh

ISSN 2007-0373

NACAMEH Vol. 9, No. 2, pp. 77-96, 2015

Electroforesis en gel de poliacrilamida-SDS como herramienta en
el estudio de las proteinas miofibrilares. Una revision.

Polyacrylamide gel electrophoresis-SDS as a tool to study
myofibrillar proteins. A review.

Maria de Lourdes Pérez-Chabela™™, Jorge Soriano-Santos®, Edith Ponce—AIquiciral, Lourdes
Mariana Diaz-Tenorio?

'Departamento de Biotecnologia. Universidad Auténoma Metropolitana. Av. San Rafael
Atlixco 186, Col. Vicentina. Delegacidn Iztapalapa. CP 09340. México, D.F. 2 Departamento
de Biotecnologia y Ciencias Alimentarias. Instituto Tecnoldgico de Sonora. 5 de Febrero
818 Sur, Col. Centro C.P. 85000. Cd. Obregdn, Sonora. ** Autor de correspondencia:
Ipch@xanum.uam.mx.

Resumen

Las proteinas miofibrilares forman parte de la estructura del musculo de animales terrestres y
marinos. Sin embargo, aun cuando se trate del mismo tipo de proteinas, su estructura, tiempo de
rigor mortis, asi como los procesos bioquimicos en los que participan, son distintos en las
diferentes especies animales. Esta revision tiene como objetivo describir las ventajas de la
electroforesis en gel de poliacrilamida-SDS (SDS-PAGE, por sus siglas en inglés) en el estudio de la
estructura de las proteinas miofibrilares, asi como la influencia de la variacién de los pardmetros
de la técnica sobre el resultado del perfil electroforético. Se describen, ademads, las aplicaciones
que tiene como herramienta de diagndstico para estudios en el area de la ciencia de los alimentos,
ecologia y salud.

Palabras claves: SDS-PAGE, proteinas musculares, animales terrestres, animales marinos.
Abstract

Miofibrillar proteins are part of land and sea animals muscle. Nonetheless, even when muscle
proteins are the same type of proteins, their structure, rigor mortis time, and biochemical process
associated to muscle to meat conversion, are different among animal species. This review has the
aim to describe the advantages of SDS-polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) in the study
of myofibrillar proteins structure, besides the influence of many parameters on this technique to
obtain an electrophoretic profile. Applications of this technique as a diagnostic tool in the food
science, ecology and health are described as well.
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INTRODUCCION
Estructura del musculo

La carne se compone ademds de musculo, de cantidades variables de todos los tipos de
tejido conectivo, asi como algo de tejido epitelial, nervioso, adiposo y dseo. La unidad
estructural del musculo esquelético es una célula muy especializada llamada fibra
muscular (Fig. 1), las fibras musculares a su vez estdn compuestas de miofibrillas, éstas
son bastoncitos cilindricos largos y finos de aproximadamente 1-2 um de didametro, su eje
mayor es paralelo al de la fibra muscular, se extienden a todo lo largo de la fibra (Forrest y
col., 1974). Las miofibrillas contienen una unidad que se repite a lo largo y se llama
sarcdémero, en el sarcdmero (Price y Schweigert, 1981) se puede observar una banda clara
compuesta de actina y otra obscura compuesta de miosina, la banda clara esta dividida
por una linea en forma de zig-zag que se llama linea Z (Vigoreaux, 1994). La longitud del
sarcoOmero varia pero se puede admitir una longitud de 2.5 um. En el sarcobmero también
se aprecian la zona H vy la linea M. La fibra muscular es multinucleada y con los
componentes tipicos de cualquier célula; membrana, citoplasma, ribosomas,
mitocondrias, complejo de Golgi, etc. (Sayas-Barbera y Fernandez-Lépez, 2006).
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Figura 1. Estructura del musculo y proteinas musculares de animales terrestres

El tejido muscular de los animales marinos, al igual que en los animales terrestres, estd
compuesto de por musculo estriado. La diferencia con los musculos de animales terrestres
es que el tejido muscular estd constituido por bloques de musculo adyacentes llamados
midomeros o miétomos, corriendo las fibras musculares de manera paralela. La union de
los midtomos por tejido conectivo se denomina miosepto (Totosaus y Kuri, 2009) (Fig. 2).
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Figura 2. Estructura del musculo de animales marinos

Proteinas de la fibra muscular

Las proteinas del musculo tanto de animales terrestres como de origen acudtico se
clasifican en: proteinas sarcoplasmicas (solubles en agua) como ejemplo de éstas,
tenemos a la mioglobina y enzimas que participan en procesos metabdlicos; proteinas
miofibrilares (solubles en soluciones salinas concentradas, como ejemplo, miosina y
actina; y las proteinas del tejido conectivo o del estroma (insolubles en soluciones salinas
concentradas. Lawrie, 1974).

Proteinas sarcopldsmicas

Las proteinas sarcopldasmicas constituyen el 35% del total de las proteinas, son solubles en
agua y se encuentran en el citoplasma celular, en este grupo se encuentran las catepsinas,
la mioglobina y las enzimas de la glucdlisis (Forrest y col., 1974).

Proteinas del tejido conectivo

Las fibras musculares de animales terrestres se encuentran dispuestas de una forma
caracteristica debido a una serie de componentes del tejido conectivo que actuan tanto
de envoltura como de elemento de separacién, siendo éste el responsable de la dureza de
la carne (Greaser y Warren, 2011).

El tejido conectivo recubre las diferentes partes del musculo en capas llamadas epimisio,
perimisio y endomisio (Lopez de Torre y Carballo, 1991). Este tejido se encuentra en forma
de laminas o bandas compuestas de hilos de fibras formadas de tres tipos de proteinas;
coldgena, elastina y reticulina (Ouali, 1990). La colagena es una de las pocas proteinas que
contiene grandes cantidades de hidroxiprolina y es la proteina mas abundante del tejido
conectivo, estd formada por 3 moléculas de tropocolagena unidas por enlaces de lisina
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(Lawrie y Ledward, 2006). Los animales jovenes tienen mayor cantidad de colagena pero
menor numero de enlaces de lisina y los animales viejos tiene menor porcentaje de
coldgena pero con mayor nimero de enlaces (Lépez de Torre y Carballo, 1991). En los
peces, la coldagena no se hace mas resistente con la edad, por lo que no se ve afectada su
dureza. El tejido conectivo de los peces es mas débil que el de los mamiferos y las aves.
Tiene menor contenido de colagena, estd menos polimerizado y se gelatiniza a 40°C a
diferencia de los animales terrestres que gelatiniza a temperaturas mayores a 75°C, es por
esto que durante la coccion del pescado, la estructura se degrada y se desprenden en
forma de escamas (Sayas-Barberd y col., 2009).

Proteinas miofibrilares

Las proteinas miofibrilares constituyen alrededor del 55-60% de las proteinas del musculo,
basada en sus funciones fisioldgicas dentro del musculo, las proteinas miofibrilares
pueden clasificarse en proteinas contractiles y proteinas reguladoras (Forrest y col., 1974).

Las proteinas contractiles son la miosina y la actina, las cuales estan directamente
relacionadas en el ciclo de la contraccion/relajacion del musculo vivo. Las proteinas
reguladoras no estan relacionadas directamente con la estructura de la fibra pero tienen
una funcién regulatoria muy importante en la contraccion. Las proteinas reguladoras se
dividen en dos grupos: las proteinas reguladoras mayores y las proteinas reguladoras
menores (Lawrie, 1974). La composicion de proteinas miofibrilares es la misma en
animales de tierra que en marinos. En la Fig. 3 se muestran las proteinas miofibrilares del
musculo.
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Fundamento de la Electroforesis

La electroforesis es una herramienta que se utiliza para la separacidn, identificacién y
purificacion de proteinas. En un principio se utilizaron geles de almidén, pero
posteriormente se reemplazaron por geles de poliacrilamida, impartiendo a las proteinas
una carga negativa, misma que ocasiona que migren al anodo de un circuito eléctrico. El
principio que se utiliza en electroforesis se fundamenta en la atraccion de cargas
eléctricas. Cuando una proteina presenta una carga eléctrica neta, en un campo eléctrico
se desplazard al electrodo con carga contraria. La velocidad de migracidn es proporcional
a la relacién entre las cargas de la proteina y su masa. Cuanto mayor carga por unidad de
masa, mas rapida serd la migracion.

Formacion y caracteristicas de los geles de poliacrilamida

Existen diferentes técnicas y aparatos para el uso de la separacidon y purificacion de
proteinas por electroforesis. Sin embargo, la técnica mas empleada es la formacion de una
placa de gel de poliacrilamida en la que se utiliza el método desarrollado por Laemmli
(1970). En este método se lleva a cabo la preparacién de placas de gel de poliacrilamida
gue contienen dodecil sulfato de sodio, denominando esta técnica como “SDS-PAGE”, por
las siglas en inglés de Sodium Dodecil Sulphate Poly Acrylamide Gel Electrophoresis. Las
placas de gel de poliacrilamida se forman por la co-polimerizacién de la acrilamida para lo
cual se utiliza un agente entrecruzador como la N,N’-metilen bis-acrilamida en presencia
de un catalizador de ion persulfato en forma de persulfato de amonio y un iniciador como
TEMED (N,N,N,N'-tetrametilendiamina). La polimerizacion depende de la temperatura. Se
recomienda utilizar una temperatura por encima de los 20°C para prevenir una
polimerizacién incompleta. La polimerizacidn se debe realizar en una atmédsfera inerte ya
que el oxigeno puede actuar como un neutralizador de radicales libres, generados por el
ién persulfato, por lo que se deben utilizar cdmaras verticales que dispongan de dos placas
de vidrios selladas o en tubos para formar geles en disco (Disc gel) y de esta manera
disminuir la absorcién de oxigeno por los geles. Las soluciones de acrilamida se
desgasifican pues el oxigeno es un inhibidor de la polimerizacién. Ademas, durante la
polimerizacién se libera calor que podria provocar la formacién de burbujas en el seno del
gel. En la electroforesis en disco, también se emplea riboflavina para polimerizar la
acrilamida. La polimerizacion se lleva a cabo utilizando radiacion que va desde la azul
hasta la ultravioleta (UV), una lampara fluorescente es suficiente para este fin. De este
modo, la co-polimerizacion de la acrilamida se lleva a cabo por foto-polimerizacion (Davis,
1964; Wengenmayer y col., 1974). La velocidad de polimerizacién esta determinada por la
concentracion de persulfato de amonio y TEMED. Mientras que la porosidad del gel, la
determinan las proporciones relativas de poliacrilamida (C) y bis-acrilamida (T), siendo
menor el poro cuanta mas bisacrilamida haya en relacién a la concentracion de acrilamida.
El porcentaje total de acrilamida/bis-acrilamida determina el rango de separacién del gel.
Habitualmente los geles se denominan en funcién del % de acrilamida/bisacrilamida que
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contienen. Asi, la mayoria de las proteinas se separan bien en el rango de 5 a 10%. Un
menor porcentaje (mayor tamafio de poro) es mejor para separar proteinas de gran
tamafo.

Las siguientes formulas se utilizan para determinar el tamafio de poro, a través del control
de la concentracién total de Ty de C:

T = [a+b/V] 100(%)
C = [b/a+b] 100(%)

Donde “a” es la masa de acrilamida en gramos, “b” es la masa de bis-acrilamida en gramos
y “V” es el volumen en mL. Cuando C permanece constante y T incrementa, el tamafio del
poro disminuye. Cuando T permanece constante y C incrementa, el tamano del poro sigue
una funcion parabdlica: a altos y bajos valores de C, el tamafio de los poros son grandes,
obteniéndose el menor tamario de los poros a C= 5% (Hjertén, 1962).Una vez seleccionado
el tamafio de poro del gel, el andlisis de proteinas puede realizarse en funcion del estado
de las proteinas: nativo o desnaturalizado. Por lo tanto, la técnica electroforética suele
clasificarse en: electroforesis en condiciones nativas o desnaturalizantes.

La electroforesis desnaturalizante, la mas comun, también conocida como SDS-PAGE,
debido a que se utiliza el detergente dodecil sulfato de sodio o SDS. Este tratamiento
asegura la desnaturalizacion total de la proteina por pérdida de su estructura
tridimensional. Un tratamiento de la proteina con 2-mercaptoetanol, a 100°C durante 5
min, provoca la reduccién de puentes disulfuro y como consecuencia una separacion de
las cadenas polipeptidicas. A su vez, la cadena hidrocarbonada hidréfoba del SDS rodeara
a las cadenas polipéptidicas, ya separadas, orientando el ion sulfato, hidrofilico, con carga
negativa hacia el medio acuoso. De esta manera todas las cadenas polipeptidicas
adquieren una carga negativa neta y todas las cadenas polipeptidicas quedan aisladas.

La migracién es proporcional a la carga y al tamafio de la molécula pero no a su forma. La
separacion de los complejos SDS-proteina es proporcional solo a la masa de la proteina
pues todas tienen la misma carga por unidad de masa. Se puede entonces determinar el
peso molecular aparente de cualquier proteina por comparacién con un patrén de
proteinas de pesos moleculares conocidos. Las movilidades de las proteinas en los geles
de SDS-PAGE son funciones lineales del logaritmo de su peso molecular (Weber y
Osborne, 1969).

La electroforesis nativa o en condiciones no desnaturalizantes (PAGE nativa), es la que
somete a las proteinas a migracidn sin desnaturalizacién. En esta situacidn las proteinas
migran en funcidn de su carga, de su tamafio y de su forma. Ademds se mantienen, en
ciertos casos, las interacciones entre subunidades y entre proteinas. Las proteinas se
mantienen en una soluciéon amortiguadora no reductor-no desnaturalizante con lo que se
asegura que las proteinas mantienen la estructura secundaria y su densidad de carga
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nativa (Arndt y col., 2012). Los sistemas amortiguadores empleados en estos casos son:
tris-glicina (pH 8.3 a 9.5), tris-borato (pH 7.0 a 8.5) y tris-acetato (pH 7.2 a 8.5).

Sistemas de soluciones amortiguadoras usadas en electroforesis

La corriente eléctrica en la electroforesis se aplica, principalmente, por los iones que
contienen las soluciones amortiguadoras que se emplean durante la separacién de
proteinas. Las soluciones amortiguadoras suministran los iones que acarrean la corriente,
mantienen el pH deseado y son disipadoras del calor que se genera durante el proceso. En
los sistemas nativos, las soluciones amortiguadoras proporcionan el pH que se requiere
para mantener la actividad bioldgica de las proteinas.

Las soluciones amortiguadoras para la electroforesis se han clasificado como continuos o
discontinuos, dependiendo si se utiliza uno o varias soluciones amortiguadoras durante el
corrimiento de la electroforesis. Cuando las soluciones proteinicas para el analisis
electroforéticos son muy diluidas, el sistema discontinuo es el mas aconsejable; mientras
gue cuando se tienen concentraciones por arriba de 1 mg/mL, se recomienda utilizar el
sistema de solucion amortiguadora continuo para una mejor separacion de proteinas
(Cheny col., 1978).

El sistema de solucidn amortiguadora continuo utiliza las mismas soluciones
amortiguadoras, a un pH constante, en el gel, muestra y reservorio de los electrodos de la
camara de electroforesis. En este sistema la muestra se carga directamente en el gel en el
cual se llevard a cabo la separacién de proteinas, ésta se realiza por la diferencia en la
movilidad de las proteinas en el campo eléctrico. Casi cualquier solucién amortiguadora
puede usarse en este tipo de electroforesis, pero se prefieren aquellas de baja fuerza
idénica porque no genera tanto calor durante la migracién de las proteinas en el gel. La
seleccién de la solucién amortiguadora dependera de las caracteristicas de la proteina a
analizar. De manera general la concentracién de la solucién amortiguadora estad en el
rango de 0.01a 0.1 M.

Los sistemas de solucidn amortiguadora discontinuos, también conocidos como sistemas
de solucion amortiguadora multifasicos, emplean diferentes iones en el gel y los
electrodos. Estos sistemas estan disefiados para aumentar la zona de inicio en
separaciones de alta resolucién, alin con muestras diluidas. El aumento de las muestras en
la zona de inicio se llama “empaquetamiento” o concentracion de la muestra de
proteinas. Es un fendmeno electroquimico basado en la diferencia de movilidades entre
las proteinas y los iones de la “solucién amortiguadora del frente” que contiene un
colorante para localizar la migracién de los iones de la solucion amortiguadora en el gel,
ayudando a su visualizacion. Las muestras se diluyen en la solucion amortiguadora del gel,
de tal forma que las proteinas quedardn entre las soluciones amortiguadoras del gel y el
de los electrodos, conocida como “solucién amortiguadora de la cola”. Cuando se aplica el
campo eléctrico, los iones del frente se mueven por delante de las proteinas a separar,
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mientras que los iones de la solucién amortiguadora de los electrodos migran por detras
de las proteinas. En el empaquetamiento de las proteinas éstas quedan entre los iones de
las soluciones amortiguadoras del frente y de la cola de manera que disminuyen la
movilidad de las proteinas. Los geles que se utilizan en este sistema de solucién
amortiguadora se dividen en dos segmentos. El gel mas pequefio, que se coloca en la
parte superior, se conoce como gel de empaquetamiento de poros mas grandes en
comparacion al gel de resolucién (o gel de separacidn), el cual se coloca inmediatamente
después del anterior, sirve también como un medio anticonvectivo durante el proceso de
empaguetamiento. La separacién de proteinas se lleva a cabo en el gel de resolucién o
separacion de un tamafio de poro similar al tamafio de las proteinas de interés. Una vez
gue entran las proteinas en el gel de separacién, su velocidad de migracién disminuye por
el efecto de tamizado que realizan los poros pequefios del gel. Las proteinas se separan
con base a su tamafio y carga (Hjertén y col., 1964).

Utilizacion de la electroforesis en la separacion de proteinas miofibrilares

Muchas de las técnicas electroforéticas se utilizan tanto en animales terrestres como en
los origen marino, sin embargo, existen diferencias debido a su estructura, proceso,
etcétera. Entre algunos beneficios de la electroforesis en la separacion de proteinas
miofibrilares en animales terrestres y de origen marino podemos mencionar:

e Accion de proteasas en la degradacién de proteinas miofibrilares

e Identificacién de especies

e Electroforesis en la predicciéon de propiedades tecnofuncionales de las proteinas
de la fauna de acompafiamiento

e Identificacidn de alérgenos en alimentos de origen acuatico

Accion de proteasas en la degradacion de proteinas miofibrilares
Animales terrestres

La conversidon de musculo a carne es un proceso quimico-enzimatico que sucede después
de la muerte del organismo, su proceso es dependiente de la temperatura, asi como de las
condiciones antemortem y de sacrificio. Basicamente el proceso involucra variaciones en
el pH del musculo, ocasionando modificaciones en las proteinas, la disminucién del pH se
traduce en un endurecimiento (Rigor mortis) del musculo, posteriormente por la accién de
proteasas enddgenas se produce un ablandamiento (resolucién). Durante el
almacenamiento postmortem la textura de la carne puede modificarse por acciéon de
proteasas (enddgenas y exégenas) en este punto, la electroforesis es una herramienta util,
ya que puede evidenciar los cambios en las proteinas del musculo, de tal manera que
podemos predecir cambios en la textura de la carne (Cheng y col., 2014; Jiang, 1998). La
degradacion de proteinas miofibrilares como titina, nebulina, troponina T, desmina,
filamina y vinculina ha sido reportada desde hace ya varios afios, esto es porque éstas
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proteinas se ha visto que son degradadas durante el almacenamiento postmortem
(Hopkins, 2001). Claeys y col. (1995) utilizaron dos diferentes concentraciones de geles de
SDS-PAGE: uno con una concentracidn de acrilamida al 8% para proteinas con pesos
moleculares del rango de 20-200 kDa y el segundo gel con un porcentaje de acrilamida del
4% para proteinas de 50-1000 kDa como la titina. De esta manera se ha podido identificar
carne de res, carnero, venado y conejo. Es un método adecuado para carnes tratadas
hasta 100°C, puesto que a temperaturas mas elevadas, las bandas de proteinas pueden
desaparecer.

Después de la muerte empiezan a actuar principalmente, dos sistemas enzimaticos: las
catepsinas y las calpainas Las catepsinas son enzimas acidas que normalmente actuan
durante la maduracién de la carne, las calpainas, por otra parte, son enzimas neutras que
maximizan el efecto de las catepsinas, las calpainas necesitan calcio para ser activadas.
Gonzalez-Tenorio y col. (2004) utilizaron electroforesis en geles de poliacrilamida para
conocer la degradacion de proteinas miofibrilares causada por calpainas, en musculos
duros de bovinos, ellos encontraron que existe una alta degradacion al dia 5, donde las
proteinas localizadas en la linea Z, a-actinina entre ellas, tiende a desaparecer o sufrir
degradacion durante el tiempo de almacenamiento. Posteriormente, Pérez-Chabela y col.
(2005) estudiaron la activacion de las calpainas marinando carne de 4 especies: bovinos,
caballo, gallina y conejo con cloruro de calcio. La degradacién de las proteinas por las
calpainas se estudié mediante SDS-PAGE: La electroforesis mostré que las calpainas se
activaron y degradaron ciertas proteinas, con diferentes grados de accién debido a
diferencias inherentes del animal. Todas las especies muestran un incremento en el
numero de bandas de peso molecular grande (arriba de 200 kDa). Bovino y caballo son las
especies mas afectadas por la marinacién con calcio, en donde aparecen una gran
cantidad de bandas de pesos moleculares pequefios, asi como la apariciéon de un
componente 30kDa, resultado de la degradacién de la troponina. La actividad de las
calpainas tiende a ser mayor en especies grandes (caballo y bovino) que en pequefas
(conejo y gallina) esto tal vez debido a su corto tiempo de Rigor mortis (Fig. 4).
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De Castro y col. (2008) estudiaron como se modifica la estructura de las miofibrillas y
proteinas sarcopldsmicas en pollos utilizando como herramienta SDS-PAGE cuando son
sometidos a estrés antes del sacrificio, el estrés causa un patron de fragmentos
especificos de proteinas miofibrilares, como la aparicién de la troponina T, sin embargo,
los valores de fuerza de corte no son alterados. Choi y col. (2010) estudiaron las
variaciones en las isoformas de la cadena pesada de la miosina, tipo de fibras musculares y
calidad de la carne de cerdo, aunque la desnaturalizacién de las proteinas miofibrilares ha
sido estudiada por electroforesis de una dimension y Western-blot, en este estudio
utilizaron electroforesis de dos dimensiones (2-D). Sus resultados mostraron que los
musculos tienen una alta degradacién a los 45 min postmortem, la electroforesis 2-D
mostrd buenos resultados sobre todo para separar las isoformas de la troponina T la cual
es muy compleja, esta proteina ha sido reportada como marcador para examinar la
protedlisis postmortem. El efecto de la maduracién de carne de cordero empleando
electroforesis SDS-PAGE fue estudiado por Torres y col. (2012) ellos encontraron evidencia
de que el Rigor mortis terminaba a las 16 h de sacrificado el animal y después de éste
tiempo empezaba la protedlisis al degradarse gradualmente la desmina, titina y troponina
T, esta ultima proteina se empieza a degradar a las 20 h y desaparece a los 7 dias y esta
demostrado que esta proteina es un buen substrato de las calpainas, en este estudio
también utilizaron 2 concentraciones de acrilamida 12 y 15% para identificar los pesos
moleculares de las proteinas, los cuales coincidieron con los reportados por otros autores.
Las proteinas de muy alto peso molecular (subunidades arriba de 200 kDa) son muy
dificiles de separar en geles de poliacrilamida, esto se ha tratado de solucionar usando
geles con muy baja concentracién de acrilamida, acrilamida mezclada con agarosa o
gradientes de acrilamida, sin embargo, los geles son dificiles para usar porque se
distorsionan y rompen facilmente durante el manejo. Para estas proteinas se debe de
utilizar un gel vertical de agarosa, con esto las proteinas de pesos moleculares entre 200 y
4,0000 kDa pueden ser claramente separadas, este sistema es extensivamente utilizado
en muestras de musculo (Greaser y Warren, 2011). La electroforesis también ha sido
usada para estudiar el efecto de las altas presiones en musculos Longissimus dorsi de
bovino. Las altas presiones son un método de conservacion cuyo uso se ha incrementado
en la industria de la carne, esto debido a que puede extender la vida de anaquel y
aumentar la calidad de la carne y propiedades funcionales (May col., 2011).

Animales marinos

La calidad de los productos acuaticos puede definirse como las caracteristicas que hacen
que el consumidor prefiera el producto, se compone de caracteristicas externas como
apariencia, textura, color y sabor, o internas como variables fisicas, quimicas,
microbioldgicas y de inocuidad (Hardy y Lee, 2010). La calidad organoléptica se mide por
métodos sensoriales o instrumentales, cada uno con sus ventajas y desventajas, por lo que
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se recomienda siempre relacionar los dos resultados obtenidos. Para los productos de
origen acuatico, una de las caracteristicas organolépticas mas empleadas es la textura, se
considera que es la interpretacidén sensorial y expresién de la estructura interna de Ila
carne. Se evaliua sometiendo la muestra a pruebas mecdnicas, la respuesta puede
indicarnos caracteristicas como dureza/firmeza, gomosidad, resiliencia, cohesividad, entre
otras (Cheng y col., 2014). Pornra y col. (2007) evaluaron el cambio de textura de la carne
del crustaceo de agua dulce Macrobrachuim rosenbergii almacenado a bajas
temperaturas; se realizaron andlisis (sensoriales e instrumentales) de textura,
microbioldgicos, histoldgicos, enzimaticos y electroforéticos por SDS-PAGE. Analizando las
proteinas separadas en los geles de poliacrilamida, se observd que las bandas
correspondientes a la cadena pesada de miosina y a la actina permanecieron sin cambios
hasta el dia 3 de almacenamiento a 5 °C, la concentracion de éstas disminuyod
significativamente los siguientes dias. Estos resultados fueron consistentes con el
incremento en la actividad proteolitica, la evidencia histoldégica mostré una ruptura
gradual de la linea Z de los sarcomeros (degradacion de las miofibrillas), asi como una
ruptura de mitocondrias. El conjunto de procesos ocasiona una pérdida en la integridad de
las proteinas responsables de la firmeza de la carne, este ablandamiento se ve reflejado
en la disminucion de valores en evaluaciones sensoriales e instrumentales de la textura.

Posteriormente, Sriket y col. (2012) encontraron la solucién a la pérdida de firmeza
mediante el uso de leguminosas. Ellos demostraron que cuando se inyectaron extractos
acuosos de semillas de soya o de bambara, la carne del crustaceo Macrobrachium
rosenbergii almacenado en hielo, no sufrié cambios drdsticos en valores del esfuerzo al
corte, asi como en la aceptabilidad. Los inhibidores presentes en las leguminosas
disminuyeron o frenaron la actividad proteolitica de las enzimas enddgenas, asi como el
crecimiento de bacterias psicréfilas. En SDS-PAGE se observé que las proteinas musculares
del control permanecieron sin cambio hasta el dia 6, a este dia se observd una ligera
disminucién en la concentracion de la banda correspondiente a la cadena pesada de la
miosina (CPM), el siguiente cambio significativo se presenté del dia 8 al 10 con una
considerable disminucién en la CPM; se asume que los cambios son resultado de la
hidrélisis de proteinas, pues a partir del dia 4 se presenta un aumento gradual de la
actividad de proteasas, asi como la pérdida de preferencia del producto. El resto de las
proteinas miofibrilares permanecieron sin cambio, esto debido a que la actina, troponina
y tropomiosina son menos susceptibles a la protedlisis. Finalmente, al concluir el
experimento (dia 10), se observaron unas ligeras modificaciones en la CPM de muestras
tratadas con los extractos de leguminosas, por lo que se infiere que la reaccion sdlo se
retrasa, esto porque el tipo de inhibicién presentada es reversible.

La electroforesis también se emplea para evaluar el efecto del almacenamiento en la
miosina en productos ahumados y marinados, estos métodos se emplean para preservar
la calidad sanitaria, asi como mejorar la calidad sensorial (olor-sabor); sin embargo los
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tratamientos que implican cambios de calor, de pH y de concentraciones de sales,
desnaturalizan las proteinas de la carne. Este tipo de evaluaciones se realizaron en trucha
arcoiris (Oncorhynchus mykiss) cruda, ahumada y marinada (NaCl y 4cido acético),
almacenada a 4 °C durante 9 semanas (Baylan y col., 2015). Los resultados revelaron que
en trucha cruda los patrones proteicos cambian después de la segunda semana de
almacenamiento a 4 °C. Para el caso de las muestras ahumadas y preservadas a 4 °C, la
concentracion de las bandas disminuye en la semana 4, algunas bandas desaparecen
completamente en la semana 8 y 9. En las truchas marinadas se observé que la intensidad
de las proteinas de peso molecular mayor a 116 kDa disminuyé a partir de la tercera
semana. Otras proteinas miofibrilares de menor peso molecular se comienzan a degradar
durante la segunda y tercera semana, incluso algunas proteinas desaparecen antes de
llegar a la semana 9. Para el caso de la actina, se mantuvo estable hasta la semana 7, para
degradarse en las siguientes semanas. Si bien estos autores no realizaron correlaciones
con evaluaciones de textura, podemos inferir que la textura cambiard a medida que el
perfil proteico se modifique.

Siguiendo con los métodos de conservacién los tratamientos de secado son ampliamente
usados, la aplicacion o disipacion de calor tiene efecto en las proteinas, por consiguiente
en las propiedades funcionales de estas. Deng y col. (2015) secaron filetes de calamar
(Todarodes pacificus) usando tres métodos: aire caliente, bomba de calor y liofilizado.
Para medir el efecto de los tratamientos en la miosina se realizaron separaciones en geles
de electroforesis (SDS-PAGE), de los resultados se analizaron los cambios en la cadena
pesada de miosina (CPM) de 250 kDa, la meromiosina pesada (MMP) de 170 kDa), la
meromiosina ligera (MML) de 100 kDa y la tropomiosina de 43 kDa. El perfil proteico en el
tratamiento L es similar al control, solo desaparece la banda correspondiente a la CPM, asi
mismo se observa un incremento en la concentracién de MMP y MML, por lo que se
deduce que durante el proceso de liofilizacién la CPM se degrada. Los tratamientos de
secado AC y BC también muestran ausencia de CPM, el perfil del tratamiento por aire
caliente muestra un incremento significativo en la banda correspondiente a Ia
tropomiosina y el perfil de BC muestra un incremento en MML, lo que hace suponer que
bomba de calor es un tratamiento menos agresivo para las proteinas miofibrilares.
Apoyandose en ensayos de digestibilidad in vitro, se infiere que la proteina es
significativamente mas digerible si se liofiliza o se trata con bomba de calor, por el
contrario el secado con aire caliente disminuye considerablemente.

Con los estudios presentados se demuestra que la separacién de proteinas miofibrilares
en SDS-PAGE es util en alimentos, ya que es posible demostrar el efecto de los procesos
para la mejora de la calidad de los mismos. Mediante esta herramienta es posible predecir
los cambios en la estructura tisular, asi como en la textura.
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Electroforesis en la identificacion de especies

Para la identificacion de especies se utilizan métodos de electroforesis y electroenfoque,
asi como variantes de estos procedimientos, especialmente donde las especies
individuales de carne o pescado son de interés. Desde hace anos la identificacién de
especies para alimentos ha cobrado mayor importancia, esto se debe a la desconfianza
gue tiene el consumidor en el origen, composicién y procesamiento de los alimentos. Los
analisis de identificacion de especies tienen como objetivo el autentificar al alimento,
caracteristica importante para consumidores con requerimientos especiales, tal es el caso
de personas con ciertas creencias religiosas, quienes desean estar seguros que sus
alimentos estan libres de partes animales restringidas para su consumo. También es
importante para los que padecen alergia a la carne de algun tipo de animal, o incluso si se
sospecha que el producto es ilegal, pues el origen de la carne puede ser de alguna especie
protegida o en peligro de extincion, finalmente, también puede servir para identificar
fraudes en alimentos, certificando que el producto realmente esta elaborado con la carne
gue se declara. Los métodos frecuentes aplicados para la identificacion de especies, son
basados en diferentes indices, y por consiguiente, los resultados obtenidos con estos
métodos no pueden ser comparados en la practica. El principio de estos métodos es
mostrar la presencia de constituyentes tipicos del tejido muscular de una especie
determinada. Los siguientes métodos pueden ser empleados para determinar las especies
que contiene la carne: Métodos electroforéticos, inmunolégicos, cromatograficos y
genéticos. Para identificar las proteinas miofibrilares: miosina, actina, a-actinina,
tropomiosina y troponina, la SDS-PAGE es una buena opcidon (Montowska y Pospiech,
2007). Ortea y col. (2012) escribieron una revision sobre las herramientas bioquimicas que
se emplean para autenticar especies de crustaceos, encontraron que es posible distinguir
entre géneros de camarones y cangrejos, comparando patrones de proteinas
sarcoplasmicas (separadas con SDS-PAGE) sin embargo, no se pueden diferenciar especies
del mismo género. Por el contrario si se emplean técnicas de isoelectroenfoque en
proteinas sarcoplasmicas de camardn, podemos distinguir entre diferentes especies
comerciales, incluso pueden emplearse en productos procesados térmicamente, esto
gracias a una proteina que liga Ca* y presenta un punto isoeléctrico entre 4 y 5. Con
relacidn a especies de agua dulce, tenemos que en el mercado europeo se venden filetes
de “perca” congelados, estos pueden ser de perca europea (mayor costo y demanda),
perca del Nilo, lucioperca o un hibrido de lubina. Algunos comercializadores aprovechan la
imposibilidad de reconocer a simple vista la especie de origen y venden como filetes de
perca europea la carne de las especies antes mencionadas. Realizando una electroforesis
2D y analizando las manchas en los patrones proteicos, se observa que en la regién acida
se encuentran proteinas especie-especifica. Por ejemplo para el caso del hibrido de lubina
(Sunshine bass) es muy facil identificarla por la presencia de 5 manchas de proteina que
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no se presenta en el resto de las “percas”; por el contrario existen 7 puntos de proteina
que son comunes a las especies puras de perca; lo anterior nos ayuda en caso de querer
distinguir entre un filete de una especie pura o un hibrido (Montowska y Pospiech, 2007).

Electroforesis en la prediccion de propiedades tecnofuncionales de las proteinas de la
fauna de acompafiamiento

Debido al incremento mundial en el consumo de especies acuaticas, la industria
alimentaria se ha enfrentado a varios retos, por mencionar algunos, tenemos el
aprovechamiento de la fauna de acompafiamiento de especies comerciales. Durante la
pesca se capturan especies de bajo o nulo valor comercial, pero en su musculo presenta
proteinas con propiedades deseables a nivel alimentario, esto es, presentan un gran valor
nutricio, incluso pueden presentar propiedades funcionales ideales para la elaboracién de
alimentos. Dentro de las tecnologias para la extraccion y conservacion de estas proteinas
se encuentra la elaboracién de pasta de pescado picado, surimi y aislados de proteinas
(Azadian y col., 2012). El surimi es carne de pescado que fue molida y lavada para eliminar
los sabores y olores caracteristicos, estd compuesto de proteina miofibrilar soluble en
soluciones salinas, presenta propiedades Unicas de formar geles, esta caracteristica es util
para producir sucedaneos. La fuerza de gel del surimi se debe a dos factores: la formacién
de una red de entrecruzamiento ente la cadena pesada de la miosina, esta reaccion es
catalizada por la transglutaminasa (TGasa) enddgena, y a la formacién de enlaces no
covalentes y puentes disulfuro. La formacion del gel depende del ajuste de la temperatura
(suwari) de gelificacién, este factor es dependiente de la especie (Benjakul y col., 2003),
quiere decir que la gelificaciéon de las proteinas miofibrilares de una especie adaptada al
frio, serd distinta a la de una especie de aguas tropicales. Araki y Seki (1993) utilizaron la
SDS-PAGE al 10% como herramienta para evidenciar el desarrollo de la polimerizacién de
la miosina por accién de la TGasa, los geles mostraron un aumento en numero vy
concentraciéon de bandas con mayor masa que la cadena pesada de la miosina,
concluyendo que el grado de polimerizacion era dependiente del tiempo de incubacion.
Asi mismo usando geles al 1.8% demostraron que la especie es un factor importante en la
polimerizacién de la miosina, ya que bajo las mismas condiciones las proteinas del bacalao
(Gadus chalcogrammus) y las de carpa (Cyprinus carpio) no presentaron el mismo grado
de polimerizacion para formar el gel de surimi. La especie de bacalao citada presentaba un
mayor numero y concentracion de bandas que en carpa. Estudios subsecuentes en
especies tropicales: Nemipterus bleekeri, Priacanthus tayenus, Sphyraena jello y Pennahai
macrophthalmus (Benjakul y col., 2003) demostraron la importancia de la incubacidn
previa a 25 °C para formar los geles de surimi. Comparando con el control (sin incubacidn)
se observd una disminucion de la concentracién de la cadena pesada de la miosina, en las
especies P. tayenus, y S. jello se presentd mas este fendmeno, coincidentemente los geles
de estas especies presentaron una mayor fuerza de ruptura de gel y grado de
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deformacion, lo que indica que la miosina se polimerizd6 para formar un gel que es
resistente.

El surimi no es la Unica manera de aprovechar a las especies de bajo valor comercial,
también es posible preparar los aislados de proteina de pescado (APP), éstos se preparan
solubilizando la proteina del musculo a diferentes valores de pH, con esta alternativa es
posible separar proteinas indeseables del musculo. La principal ventaja es que el
rendimiento es mayor, ya que se recuperan las proteinas musculares que se encuentran
adheridas a piel y hueso, otro beneficio radica en la posibilidad de recuperar otras
proteinas como las sarcoplasmicas, hemoglobina, mioglobina, proteasas, entre otros;
finalmente la posibilidad de reducir la cantidad de lipidos neutros y los membranales,
contribuye a reducir la tasa de oxidacién de lipidos. Azadian y col. (2012) compararon las
propiedades funcionales de la pasta molida, el surimi y los APP de carpa plateada
(Hypophthalmichthys molitrix), auxilidndose con la SDS-PAGE de las proteinas presentes
en los ingredientes citados, fue posible explicar las diferencias. En los APP de pH 2.5y 3.5
se observa una nueva banda a 195 kDa y una reduccién en la intensidad de las bandas
correspondientes a CPM, esto como resultado de la ligera disociacion de la MMP; tanto en
las fracciones acidas como alcalinas se presenta otra banda nueva de 150 kDa. Cuando se
compararon los APP 3cidos con el musculo molido se encontré que varias bandas de
mediana masa molecular desaparecian (57-90 kDa) y se formaban algunas de baja masa
molecular, esto pudo deberse a la accién de las proteasas enddgenas. El perfil proteico del
surimi es similar al de la pasta de pescado. Los cambios proteicos en los APP resultaron en
una mayor eficiencia de recuperacion de proteinas, del mismo modo se presentan
diferencias en las propiedades funcionales, se mejora la capacidad de retencién de agua,
la capacidad de emulsién, la capacidad de espumado y la de absorcién de agua.
Concluyendo, las proteinas separadas por electroforesis nos pueden ayudar a predecir los
cambios en las propiedades funcionales, ya que cada una se relaciona a un tipo de
fraccion proteica o a una proteina en especifico.

Identificacion de alérgenos en alimentos de origen acudtico

Las alergias a los alimentos son reacciones inmunes adversas a algunas proteinas
presentes en alimentos, los alimentos de origen acuatico se encuentran dentro de los 8
alimentos con mayor capacidad alérgena. La situacidn se ha incrementado debido al
aumento en el consumo de alimentos de origen acuatico, por lo anterior el analisis de su
capacidad alérgena se ha convertido en prioridad mundial, ya que en todo el mundo
diferentes grupos de personas presentan reacciones alérgicas. Estas son causadas por la
respuesta de la inmunoglobulina E (IgE) a algunas proteinas musculares, mismas que se
manifiestan en sintomas gastrointestinales, asma, dermatitis, o incluso anafilaxis. Existen
reportes de proteinas alérgenas tanto en pescados como en crustdceos y moluscos, tanto
de agua dulce como marinos (Sveinsdéttir y col., 2012; Tomm vy col., 2013; van der Poel,
2009). Para caracterizar estos alérgenos se preparan extractos del alimento (crudos o
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tratados térmicamente) para posteriormente separar las proteinas por electroforesis, de
tal manera que podemos identificar y semi-cuantificar el causante de alergia. Combinando
las técnicas de SDS-PAGE e IEF, la prueba tendra mayor resolucion y sensibilidad para
algunas especies donde se tienen reconocidos los patrones proteicos de alérgenos.
Aunque si se desea una mayor certeza de la capacidad alérgena se recomienda aplicar una
prueba de inmunoblotting usando el suero de pacientes alérgicos, aprovechando la
especificidad anticuerpo-antigeno es posible detectar pequefias cantidades de alérgeno
(Montowska y Pospiech, 2007). En peces teledsteros como la perca del Nilo y el bacalao se
han detectado proteinas alérgenas mediante electroforesis de 2D. Tomm vy col. (2013)
demostraron que para estas especies la parvalbumina (proteina sarcopldsmica
responsable de alergias en pescado) presenta una baja reactividad de la IgE, algo
incongruente debido a la alta conservacion de esta proteina entre las especies. Con ayuda
de ensayos de Western Blot evidenciaron la presencia de ocho proteinas alérgenas en la
perca, de las cuales una correspondia a la actina, para el caso del bacalao se encontraron
cinco proteinas alérgenas, siendo parte de estas la tropomiosina y la cadena ligera de la
miosina.

En crustaceos y moluscos tenemos que la tropomiosina es la principal responsable de
reacciones alérgicas, es una proteina que aun después del proceso térmico o tratamiento
acido conserva su calidad alergénica. Se ha identificado esta proteina en crustaceos como:
langosta (roja, noruega, espinosa), camarodn (tigre, kuruma y rosa) y cangrejo (king, snow y
horsehair). También se descubrié que las cadenas ligeras de la miosina en el camarén
patiblanco y tigre son alérgenas. Para el caso especifico de los moluscos como ostiones y
mejillones presentan como alérgenos las cadenas pesadas de la miosina, troponina y
actina (Rahman y col., 2014). La electroforesis es una herramienta que puede ayudar a
evidenciar la presencia de proteinas potencialmente alérgenas, incluso usando
anticuerpos del suero del paciente seria posible confirmar el grado de alergia que pudiera
presentar.

CONCLUSIONES

La electroforesis en gel de poliacrilamida-SDS es una técnica sencilla, rdpida y reproducible
para la separacidn e identificacién de proteinas. El andlisis de proteinas con esta técnica
permite detectar el efecto del proceso sobre los alimentos para la mejora de la calidad de
los mismos. Mediante esta herramienta es posible predecir los cambios en la estructura
tisular, asi como su relacién con la textura y calidad de la carne, tanto de animales
terrestres como marinos. También es una herramienta que puede ayudar a evidenciar la
presencia de proteinas potencialmente alérgenas.
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