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ABSTRACT

Water-soluble proteins of Scombroid fishes and peptides of canned fish have been
examined by Isoclectric-focusing in polyacrilamide and agarose gels. These species were
clearly differentiated by the separation patterns of sarcoplasmic proteins. Canned fishes
also were distinguished by means of their peptides recovered with Cyanogen bromide
and Urea which give species-specific migration patterns in polyacrilamide gels.

RESUMEN

Se obtuvieron patrones de migracion caracteristicos de las proteinas solubles en agua, de algu-
nas variedades de escombridos peruanos. De manera similar se obtuvieron patrones especificos con los
péptidos de las conservas recuperados con bromocianuro y Grea. Se observé la ventaja del método de
Isoelectrofocalizacién para el reconocimiento de las espec1es tanto en fresco como en conservas, prin-
cipalmente en aquellas de importancia industrial.

INTRODUCCION

Desde la aplicacion de la electroforesis zonal para la inspeccién de productos pesqueros por
Larson (1969)**) | varios métodos y soportes han sido utilizados con el objeto de mejorar la separa-
cion de las proteinas del pescado. Entre ellas se cuentan las electroforesis-de bajo voltaje sobre papel,
almid6n o agar cuyas separaciones restringidas sélo diferencian familias, pero dificilmente especies
emparentadas. El empleo de soportes de acetato de celulosa y acrilamida han permitido mejores se-
paraciones, pudiéndose identificar pescados frescos pero no asi productos cocinados o conservas.
Utilizando 1a electroforesis de disco con geles de poliacrilamida y soluciones tampén con Grea y sul-
fato de sodio dodecilo, se obtuvo una mejor separacién de las proteinas desnaturalizadas por el ca-
lor, método utilizado por Seki® para el fraccionamiento de las protemas miofibrilares y por Mackie
{8} para las proteinas de pescados cocidos.
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Los inconvenientes de la electroferesis pueden ser superados por técnicas de alta resolucion en
gradientes de pH, como la Isoelectrofocalizacién®® ¥ que permite una correcta identificacion de
las especies al estado fresco o congelado, aunque pocos autores han demostrado con claridad patro-
nes especificos en conservas de pescado. Para ello se requiere una recuperacion de las proteinas des-
naturalizadas con sustancias quimicas, obteniéndose fragmentos de fracciones sarcoplasmaticas, mio-
fibrilares y de sostén que luego son separados por técnicas de alta resolucion. Asi, Mackie!” y Mo-
rel'®) obtuvieron patrones de algunas conservas con pescados del Atlantico.

El comercio de productos pesqueros ha tenido un desarrollo constante a nivel internacional tan-
to en variedad como calidad, lo cual determina algunos problemas de denominacion o declaracién cu-
ya correspondencia varia de un pais a otro. Algunas encuestas'® ‘han revelado la frecuente introduc
cién al mercado de algunas especies de menor valor comercial, etiquetindolas por otras de mavor

- valor. Para dirimir estos fraudes, se requiere un método objetivo y estandar para confrontar resultad: ..

Este trabajo fue realizado con la intencion de obtener patrones de identificacion de los escom-
bridos utilizados en conserveria, por cuyo valor se incurre en sustituciones, y por - su importancia
como producto de consumo internacional. ‘

MATERIALES Y METODOS

Pescados Frescos y Congelados: Se estudiaron ejemplares recibidos en el Instituto, clasificados

seglin la clave taxonomica® ‘
Conservas: Fueron elaboradas en el Departamento de Conservas del instituto, bajo. las condicio-

nes siguientes:

ORIGEN TIPO COCCION V ESTERILIZAC.

Atan congelado Solido en aceite 10309C — 135 min. 1150C -~ 75 min.
Barrilete congelado Solido en aceite 1030C — 135 min. 1150C - 75 min.
Bonito congelado Desmenuzado en aceite 1050C - 80 min. 1150C - 75 min.
Caballa fresca Entera en agua y sal 1000C — 35 min. 1150C -~ 90 min.
Sardina fresca Entera en agua vy sal ~ 1000C -~ 35 min. 1150C - 90 min.
Jurel fresco Entero en agua y sal 1000C — 35 min. 1150C - 90 min.

=

Extraccion de las Proteinas: Las proteinas solubles en soluciones salinas débiles, extraidas del
pescado fresco, fueron descritas en una publicacion anterior'™). En el caso de conservas se siguio el
procedimiento siguiente: se peso 2.5 gr de pescado, drenando previamente ¢l Tiquido de gobierno. Se
afiadio 50 ml de dcido formico al 7090, agregando 1.25 g. de BrCN en un recipiente con tapa. Se ho-
mogenizd la suspension algunos minutos hasta la rotura del tejido muscular y se dejo reposar 24 hs. a -

- temperatura ambiental. El dcido_formico y el BrON-fueron separados en un evaporador:rotatorio a
-~ 400C; redisolvicndo el residuo en-agua destilada y luego dializado en agua circulante durante 24 hs.

El dializado se secd por evaporacion y se mezcld con 7.5 ml de Urea 10 M dejando reposar la

suspension una noche a temperatura ambiental. Se neutralizo con algunas gotas de NaOH IN. Final-
‘mente se centrifugd a 15000, rpm. durante 20 minutos. El sobrenadante fue utilizado como: muestra.
Isoelectrofocalizacion (IEF): Las muestras de pescado fresco y de conservas fueron sometida

a la IEF con geles de poliacrilamida (descritas en publicacion anterion)™y geles-de agarosa cuya pre-
paracion fue la siguiente: Se mezcld 018 gr de Isogel agarosa EF con 16:6 ml de agua destilada, di-
solviendo en caliente en 10 min. Se dejo enfriar a 750C y se anadio 1.4 ml de anfolitos del rango de
pH 3.5 - 9.5, vertiendo la solucidn con una jeringa de pl;’xst‘ico de 20 ml a los moldes previamente
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calentados a 750C. El gel se llené por capilaridad, evitando las burbujas de aire. Los moldes de vidrio,
la deposicién de las muestras y las condiciones de corrido fueron iguales que la IEF en poliacrilamida,
salvo las tiras de papel de filtro, impregnadas de solucion de NaOH 0.5M en el lado catédico y dcido
acético 0.5M en el andédico. La solucién fijadora se prepard con 50 gr de TCA, 5 gr de acido sulfosali-
cilico y 500 m! de agua destilada. El lavado se efectud con etanol al 959/o. La solucidn de tefiido se
obtuvo con 0.25 gr de Azul de Coomasie disuelto en 50 ml de solucién de destefiido la que se prepa-
ro con 35 ml de etanol al 950, 10 ml de acido acético y 100 ml de agua destilada.

RESULTADOS Y DISCUSION

Las separaciones de las proteinas sarcoplasméiticas de las especies estudiadas se muestran en la
foto 1. Corresponden a alguna variedades de escémbridos a los cuales se les ha agregado algunos
cjemplos de otras familias, observindose en todas ellas una clara definicion de especie. Comparando
los patrones de los escombridos mds comunes como el atan, barrilete, pez sierra y bonito (bandas 4,
7. 8, 10) se les puede identificar facilmente, notdndose en ellos fracciones especificas que aparecen
tanto en poliacrilamida como en agarosa. Existen un mayor nimero de fracciones localizadas en el
lado alcalino y central que los diferencian de las otras familias (bandas 1, 2, 3,9), que presentan
+demds otras fracciones en el lado acido.

FOTO 1. ELECTROFOREGRAMAS DE PESCADO FRESCO
"TEF en geles de poliacrilamida IEF en geles de agarosa

(~) —

oot

s

1 2 3 4 56 7 8 9 10 1t 1213 14
Fscombridos

1. anchoveta (Fapraulis ringens), 2. machete (Brevoortia maculata chilcae), 3, ti-
buron (N.DO, 4, 5, 60 atan aleta amarilla (Thunnus albacares), 7, 11, barrilete
(Katsuwaomus pelamis), 8, 13 per sierra (Scomberomorus maculatus sierra),
9, 12, pez volador (Hirundichthys rondeletti), 10, 14, bonito (Sarda chiliensis
chiliensis). -
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Para mostrar la reproductibilidad y sensibilidad del método, se corrieron tres muestras de ejem-
plares de at(in y los resultados son idénticos, tal como se aprecia en las bandas 4, 5, 6.

En una publicacion previa® se han descrito un gran niimero de especies, demostrando su espe-
cificidad genética, que puede ser utilizada para la identificacion correcta en pescados al estado fresco
como congelado, entero, fileteado o porciones.

Los resultados obtenidos en ambos tipos de geles son similares. En ambos se utiliz6 el mismo
gradiente de pH, por lo que se observan proteinas localizadas en la misma zona que corresponde a su
punto isoeléctrico. La razon de utilizar estos geles es el riesgo de toxicidad y dificultad de preparacion
por parte de la poliacrilamida que no lo ofrece la agarosa, aunque se obtiene menor nitidez en el alti-
mo, por el tamafio de las proteinas que estdn por debajo de los 200000 daltons, nivel de menor reso-
lucién en- Agarosa.

Las claras separaciones que se obtuvieron con el pescado fresco no son factibles con la carne de
pescado sometidos a procesos de coccidn mas severos. En la preparacion de conservas, el misculo de
pescado es primero sujeto a una coccion previa, que puede ser efectuada con salmuera en caliente o
por intermedio de una atmosfera de vapor, y segundo la esterilizacion, cuyo objeto es inhibir los mi-
croorganismos y enzimas que degenerarian el producto. Su intensidad estd dada por el valor este-

T - 250*%

V4

disminuyendo el tiempo se puede conseguir un baremo de esterilizacion diferente, pero que tiene el
mismo valor esterilizador. Si a ésto se agrega la rotacién del producto, se favorece la penetracion del

calor en productos que tienen una fase liquida. Esta rotacion aumenta los intercambios térmicos, que

en los procedimientos clisicos sélo se obtiene por conduccion y conveccion.

Por el efecto de la coccidon previa, las proteinas se desorganizan y polimerizan formando unio-
nes hidrogenadas e hidrofobas, lo que las hace insolubles en las soluciones salinas utilizadas para su ex-
traccion. De todos los solventes capaces de romper estas uniones, sélo la Grea a fuerte concentracion,
entre 6M y 10M, pueden permitir extraer fragmentos protéicos capaces de migrar dentro de un campo
eléctrico; pero la esterilizacion que es un procedimiento mds severo sobre las proteinas, no permite su
extraccion con area, ya que se habrian formado enlaces en la metionina. A este nivel se tiene que
romper estos enlaces y liberar los fragmentos de proteinas, que luego pueden ser solubilizados con
area 6—10M.

En los estudios de la estructura protéica se utilizan muchos compuestos quimicos que acthan
sobre diversos enlaces tales como el 2—mercaptoetanol y el sulfato de sodio dodecilo (enlaces S—S).
Solo el BrCN tiene la propiedad de unirse a los enlaces peptidicos de la metionina‘® y liberar dos
moléculas de péptidos, que tienen el grupo carboxilico terminal en uno y el grupo aminico en el otro
extremo. ‘ o ;

Para el desarrollo de esta reaccion se requiere un medio dcido por logue se usa el dcido clorhi-
drico o el acido férmico, siendo el Gltimo més apropiado por su efecto pro godegisex’}jbgrado, ’

rilizador cuya férmula clasica L = t. 10 sugiere que aumentando la temperatura y

@

por evaporacion. Se tienen asi péptidos, que luego de lavados y centrifugado puéden ser separados.
por isoelectrofocalizacion. \ R Y

En la foto 2 se aprecia esta separacion en geles de poliacrilamida, donde se pueden distinguir los
patrones correspondientes a cada tipo de conservas. Algunas fracciones son caracteristicas de algunas
especies y son sefialadas con flechas, tal es el caso del atiin que presenta una fraccion media que no la
presentan las otras muestras. En el lado alcalino también el atln tiene fracciones distintas al resto,
siendo el barrilete el Gnico que se le asemeja. En cuanto al resto de fracciones, las diferencias con la
caballa y el bonito son marcadas tanto en el niimero, intensidad y punto isoeléctrico. Esto corrobora
que existe una especificidad genética alin a partir de la estructura primaria de la proteina, que perma-
nece a pesar del efecto térmico.

* Referente a grados Fahrenheit 250° = 120°C,
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FOTO 2. ELECTROFOREGRAMAS DE CONSERVAS

IEF en geles de poliacrilamida
(reposo con BICN — 24 hs)

1,5. Bonito desmenuzada en aceite. 2,7, Solido de atiin en acei-
te, 3,8. Solido de barrilete en aceite, 4,9, Sardina en agua y sal,
6. Caballa en agua y sal

CONCLUSIONES

Al estado fresco, los patrones de migracion de las proteinas sarcoplasmaticas del pescado estu-
diado, confirman la taxonomia de estas especies. Para estudios genéticos més especializados, su utili-
dad para definir con certeza variaciones intra-especie, es mayor conforme se obtenga mejor resolu-
cion en la separacion electroforética. La isoelectrofocalizacion es por esta razon, el método mis indi-
cado, asi, de este modo, el fraccionamiento de proteinas que han sido desnaturalizadas por medios
fisicos, s6lo son identificables por pequefias variaciones de pH y pl.

Se ha conseguido de esta manera reconocer las especies de gran interés industrial, tal como los
escombridos. Este interés es ain mayor cuando se trata de conservas, donde la inspeccion visual no
permite diferenciar especies proximas.

Se tiene asi también un método que aplicado al control bromatologico puede ayudar a estable-
cer regulaciones comerciales, tanto para el comercio internacional, como para la defensa del consu-
midor. Gran variedad de alimentos marinos pueden ser controlados mediante una metodologia estan-
darizada o normalizada.

Alimentos frescos y congelados, ya sean enteros o en porciones, no presentan dificultad, tam-
poco productos ahumados en frio. La dificultad es mayor conforme aumenta la temperatura de tra-
tamiento, pero aun asi, es factible obtener identificaciones vilidas.
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