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Introduccion

MOREL (1974), por electroforesis en Cellogel RS, diferencia varias espe-
cies de pescado: la sardina (Sardina pilchardus), el arenque (Cuslea aren-
gus), el boquerdn (Eugraulis encrasicholus), el listado (Euthimnus pelamys),
la alosa (Alosa alosa), la caballa (Scomber scombrus), el atin (Thumnus
thynnus), el bacalo (Gadus callrias) y la merluza (Merlucius merluccius).
También MOREL (1977) diferencia estas especies en gel de poliacrilamida
y por electroenfoque (hemos de advertir de que cuando no se diga expresa-
mente, nos estaremos refiriendo a las proteinas musculares).

BASTOS y otros (1975), en acetato de celulosa, diferencian especies del
género Lutjanus. PICHOT y POLLANRD (1970), en el mismo soporte, estu-
dian las proteinas del cristalino de varias especies de la familia de los espa-
ridos, centrantidos (sargos) y escombridos. Y de los escombridos, también en
gel de poliacrilamida, GUTIERREZ (1968), en acetado de celulosa y en
papel, se ocupa de las proteinas solubles del cristalino de la poblacién de atu-
nes. En gel de almidon, TSUYUQUEI y ROBERT (1965) estudian las pro-
teinas musculares, hemoglobinas de varias especies de eslamobranquios,
holocéfalos y teledéstomos. ADAMO y TSUYUQUI (1975) dirigen su aten-
cién a las mioglobinas de varias especies de salmonoideos.

BUTH y otros, en varios trabajos (1977), estudian diversas enzimas de
musculo, higado y cerebro de especies de los géneros Moxotoma, Hoburnia,
Hypentelium, y del subgénero Microperca; les asignan locus cromosémicos
y estudian la variacién y evolucion genética de cada género. Estudios del
mismo tipo realizan WOLFE y BRASON (1978) sobre LDH de ojo, muscu-
lo y corazén y de la fosfoglucomutasa de especies del género Ethestomo,
subgénero Catonotus.

En gel de almidén y por electroenfoque, FERGUSON vy otros (1980) estu-
dian diversos enzimas de musculo, corazén, ojo, cerebro, e higado en pobla-
ciones de trucha marrén (Salmo trutta L.) y les asignan locus cromosomicos.
Finalmente en gel de almidéon HAMOIR vy otros (1980) se ocupan de las
LDH, mioglobinas, parvoalbiminas, identificando estas ultimas en el elec-
troforegrama. De musculo blanco y cardiaco de Protopterus dolloi, Chan-
michthys rhinoceratus, Notothenia magellanica, Champsocephalus gunnari
y carpa (Cyprinus carpius).

En gel de pliacrilamida, ARIAS (1973) diferencia especies del género
Diplodus (sargos), descubriendo una especie o raza nueva que en estudios
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taxondmicos anterores se confundia con el Diplodus annularis; por otra
parte diferencian especies del género Merlucius. HUAI-JEN-TSALY vy
RONG-TSYONG YANG (1975) estudian las proteinas de musculo y cora-
z6n de tinidos y caballas. EDMMONS y SIMONS (1971 y 1973) estudian
la tetrazolio oxidasa de sangre, musculo y corazén del atin de dos poblacio-
nes, una del Golfo de Vizcaya y otra del Atlantico Noroeste, con el fin de
saber si pertenecen a la misma o distinta especie, concluyendo que pertene-
cen a la misma. THOMPSON y COTIN (1980) se ocupan del mismo pro-
blema estudiando otros enzimas de corazén, musculo e higado de dicho atin
de las citadas poblaciones.

KIMUA vy otros (1981), en gel de poliacrilamida con SDS, estudian las
proteinas de elevado peso molecular: “conectina” y la actina y miosina, iden-
tificindolas en el electroforegrama de la carpa y la caballa japonesa (Scom-
ber japonicus). HASHIMOTO y otros (1979), también en gel de poliacrila-
mida con SDS, dedican su atencion a las proteinas de musculo, a su compo-
sicién y las identifican en sardina y caballa.

HURIAUX y FOLCANT (1979) se ocupan de las proteinas musculares
de carpa e identifican en el electroforegrama las cadenas de miosina. GOSE-
LIN-REY y otros (1978) estudian las parvoalbiminas de varias especies de
ciprinidos. SULLIVAN y otros (1974) comparan parvoalbiminas de muscu-
lo blando de Cynoscion regalis, Leiostomus xanthurus, Menricirrhus ameri-
canus y Pomotamus saltatriz. LEHKY y STEIN (1978), estudian las parvo-
albuminas de musculo de perca (Perca fluvialis).

Con pescado cocido MACKIE (1968), por electroforesis en gel de polia-
crilamida de lasproteinas musculares, diferencia el arenque, el salmén
(Salmo salar) y la platija (Platichthys flesus). Y en 1977, diferencia especies
de gadidos.

Los estudios sobre pescado en conserva son también escasos. MOREL
(1974), por elecroforesis en cellogel RS de la proteinas musculares diferen-
cia la sardina, el arenque, el listado, el bacalao, el boquer6n. Y en 1977 igual-
mente los diferencia por electroenfoque. Todo con pescado en conserva. Por
estas dos técnicas, MACKIE (1977) distingue varios pescados comunes en
conserva y también diferencia la caballa atldntica de las japonesa, el bonito
del atiin y especies de salmonoideos.

En este trabajo, una de las cinco especies tratadas es el chicharro (7ra-
churus trachurus), que apenas se menciona en la bibliografia, asi en
MOREL, en sus estudios de pescado en fresco, pero no en los de conserva.
Otra cuestion que aqui se aborda y que no se hace en la bibliografia es el
estudio de las proteinas en conserva de sardina con otras presentaciones dis-
tintas del aceite: tomate, picante y escabeche.

En fresco y en conserva, se ha utilizado como soporte cellogel RS en el
que hay muchos menos estudios y en el caso de conserva, el Unico el de
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MOREL presenta dudas segtin ARIAS. Se ha escogido dicho soporte porque,
aunque en €l el poder de resolucion es menor que en gel de pliacrilamida, sin
embargo es una técnica més sencilla que se adapta mejor a nuestra finalidad.

El objetivo de este trabajo es contribuir al estudio, revision y puesta a
punto de un método para saber de un modo cientifico si unos pescados en
conserva corresponden a la especie que se anuncia: sardina o chicharro, atun
o caballa.

El motivo inicial es defender la calidad, evitar los fraudes y el deterioro
del mercado al poner en conserva un pescado de una especie distinta, de cali-
dad inferior l16gicamente y mds barata que la anunciada. Esto especialmente,
con miras a la exportacion a la Unién Europea.

Este es uno de los muchos objetivos del Instituto Espafiol de Oceanogra-
fia, organismo auténomo del Estado en cuyos laboratorios se hicieron estos
andlisis.

En un primer momento los andlisis se hicieron con pescado en fresco
como prologo a los de conserva.

Materiales y métodos. Pescado en fresco
El método, con modificaciones, esta basado en el MOREL.

Las muestras de pescado procedian del mercado, de la pescaderia Cam-
panero y se recogian a primera hora de la mafiana y no presentaban duda de
frescura al observar ojos, agallas, etc. Inmediantamente eran trasladadas al
Instituto, sito en su proximidad.

Extraccion de proteinas

Se tomaban 15 g. de musculo dorsal blanco, del que se extraian sus pro-
teinas con un volumen igual de tampén PO,H,Na / PO,HNa, de pH 7,8; el
conjunto se homogeneizaba en una trituradora de aspas e inmediatamente se
centrifugaba la mezcla a 3.500 r.p.m., durante 20 minutos.

Las tiras de cellogel de Tris-glicocola de pH 8,8 se secaban después entre
papel de filtro y se disponian en la cubeta de electroforesis en la que también
se encontraba la mencionada solucién tampon que se preparaba disoviendo
en H,0, hasta 11., 7g. de Tris y 16g. de Gly.

Andlisis de proteinas

Del sobrenadante de la centrifugacion, se tomaban 0,02 ml. de las protei-
nas solubles con aplicador especial y se extendian en la ira de cellogel RS a
2cm. del puente catddico ya que a ese pH las proteinas estdn cargadas nega-
tivamente. Se disponian 2 tiras.

La separacién duraba 100 minutos bajo una diferencia de potencial de 300
V. y con una intensidad de 2,5 a 3 mA. por tira.

Acabado el desarrollo electroforético se sumergian las tiras 5 minutos
en una solucién compuesta en nuestro caso por 0,5g. de colorante negro-
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amido en 40ml. de H-CH,OH, 10ml. de CH5-COOH y 50 ml. de H,O des-
tilada.

Posteriormente eran decoloradas en cuatro bafios formados por 25 ml. de
H-CH,OH, 2,5 ml. de CH3;-COOH y 22,5 de H,O.

Finalmente, eran transparentadas en los siguientes pasos:

1. Las tiras se mantenian 1 minuto aproximadamente en un bafo de
H-CH,OH anhidro.

2. En un bafio compuesto por 22,5 ml. de H-CH,OH, 3,5 ml. de CH;-
COOH y 0,5 ml. de glicerina, se sumergian cerca de 1 minuto.

3. Se colocaban en una placa de vidrio y se metian en una estufa de 50°C
hasta que quedaban transparentes las tiras.

El nimero de andlisis efectuados fue de cinco para cada tipo de pescado.
En cada uno dos tiras.

El criterio seguido en cuanto al nimero de andlisis ha sido el de dejar de
hacerlos cuando se constataba una constancia en los desarrollos electroforé-
ticos.

También se realizd en las mismas condiciones electroforesis de suero
humano.

Resultados y discusion

Los desarrollos electroforéticos, se presentan en las fotografias de la pagi-
nas 7y 8 y en los diagramas de la pagina 231 y las movilidades electrofore-
ticas en la tabla de la pagina 232.

El electroforegrama de la caballa es el que menos bondad presenta. Los
que mds son los del atiin y boquerdn (pagina 231).

Las bandas son netas. Algunas muy intensas como la primera de la sardi-
na, la segunda del atin y la cuarta del chicharro y la caballa.

En el atun la primera banda ha corrido hacia el cdtodo.
El chicharro presenta la ultima banda muy separada de las otras.
El boquerdn presenta la banda con mayor movilidad.

Estas electroforesis tienen un buen poder de resolucion. Cada especie
tiene un electroforegrama tipico y bien diferenciado de las otras.

Materiales y métodos. Pescado en conserva
En cuanto al pescado en conserva, por haber sido descabezado, eviscera-
do, etc, es mucho mas dificil reconocerlo a simple vista.

Por otra parte, las proteinas que se van a analizar electroforéticamente han
sufrido alteraciones al recibir la conserva un tratamiento de esterilizacion y
mantener el pescado en medio aceitoso. Los electroforegramas no pueden ser
como los de pescado en fresco.

Al principio se sigui6 el tratamiento MOREL.
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MOVILIDADES ELECTROPORETICAS DE LS MPESCADOS EN FRESOD

1 2 4 ] & 17 L] L 10 11 12 13

3
0800 | (200 | 1000 | 2600 | 3,000

O3S | D30 | 050 | D3N | 0480
050 | Duis | D80 | 0420 | 080

i
Sardina 0270 | 0400 | 0830 | 0870 | 1,000 1
0,170 | 0,250 | 0,400 | 0540 | 0,625 3
0,185 | 0L280 | (1,420 | 0,600 | 0,700 i
0,700 | 1,200 | 1500 | 2300 | 2600 | 2,800 | 4,000 I
0,175 | 0300 | 0375 | 0350 | 0,650 | 0,700 | 1,000 )
0,145 | 0,250 | 0310 | 0,460 | 0,580 | 0,580 | 0,430 3 |
0,060 | 0,250 | 0350 | 0500 | 0600 | 0450 | 0950 4
0,400 | 0500 | 1200 | 1500 | 1,800 | 2,000 | 2,500 | 2,600 | 2500 | 3,200 | 3500 | 4,200 | 4500 | 1
0,080 | 0,190 | 0,250 | 0310 | 0,375 | 0420 | 0,500 | 0540 | 0,380 | 0,470 | 0,730 | 0580 | 1000 | 2 |
- 0,080 | 0,190 | 0,250 | 0310 | 0,473 | 0420 | 0,500 | 0,540 | 0,580 | 0,670 | 0,730 | 0,580 | 1000 | 3
0,100 | 0,210 | 0280 | 0350 | 0,420 | 0,460 | 0,560 | 0,600 | 0,550 | 0,740 | 0810 | 0980 | 1200 | 4
20200 | 0,200 | 0,800 | 1200 | 1,400 1,700 | 2,100 | 3,200 | 3,300 1
[ 0060 | 0,060 | 0,240 | 0,360 | 0,420 | 0313 | 0,680 | 0,570 | 1,000 ]
Atde D 0w |00 [ 0350 [ 6290 | 030 0,420 | 0670 | 0450 3
0050 | 0,040 | 0,180 | 0380 | 0325 | 0400 | 0490 | 0,740 | 0,770 ]
0,600 | 1,100 | 1,200 | 1,800 | 2,100 1
Cabalta | 225 | 2520 | 0570 | 0880 | 1,000 )
3
4

Los ntimeros de las filas representan:

1. Movilidad propia en cm.

2. Relacién entre la movilidad de una banda con la de la banda del electroforegrama mas
alejada.

3. Relacion entre la movilidad de una banda con la de la banda que més ha corrido: la
13 del boquerdn 4,8 cm.

4. Relacién entre la movilidad de una banda con la movilidad de la banda de las albu-
minas de suero humano (4,3 cm).

Se tomaban 15 g. de musculo dorsal blanco, se quitaba el aceite y en el
caso de las sardinas en tomate, se lavaban con agua destilada.

Extraccion de proteinas

A'los 15g. se afladian 25ml. de NH,-CO-NH, y se homogeneizaban con
la trituradora y se guardaba la mezcla hasta el dia siguiente en que se centri-
fugaba durante 20 minutos a 3.500 r.p.m.

2 tiras de cellogel RS de 4 x 17 se colocaban durante 25 minutos en una
solucion tampén de TRIS-EDTA-BOsH; de un pH 8.9, secandose después y
se disponian en la cubeta del electroforesis que tenia la misma disoluciéon
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tampon. La disolucién se preparaba disolviendo hasta 11. De H,O destilada
42¢g. de TRIS, 3,7 de EDTA y 3,5 de BOsH;.

La cubeta se introducia en un bano de hielo.

Andlisis de proteinas

Del sobrenadante de la centrifugacion, se tomaban 0,02ml. y se extendi-
an en la tira de cellogel RS a 2cm. Del catodo ya que a ese pH las proteinas
estan cargadas negativamente. Se disponian dos tiras.

El desarrollo electroforéntico duraba 140 minutos bajo una diferencia de
pontencial de 275V. y con una intensidad de 3,5-4 mA. por tira.

El tefiido, decolorado y transparentado se hacian de la misma forma que
con el pescado en fresco.

Como resultado se obtuvieron en la mayoria de las especies unos electro-
foregramas con muchas colas, bastantes bandas no eran netas.

Entonces se modificé el procedimiento afiadiendo al sobrante de la cen-
trifugacién 5 ml. de TCA (CCl;-COOH) de 200g/1, es decir, 1 g. de dicho
acido, para producir una precipitacion parcial de las proteinas. Se formaba
un precipitado y se volvia a centrifugar durante 20 minutos a 3.500 r.p.m.
Del sobrante se tomaban 0,02 ml. y se extendian sobre las tiras de cellogel
RS de 2,5 x 17, siguiéndole a continuacién exactamente el mismo procedi-
miento que antes.

Sin TCA | Con TCA

Sardina en aceite 5 3
Sardina en tomate 2 1
Sardina en picante 1 0

Sardina en escabeche 3
Chicharro en escabeche 4 2
Atiin en aceite 5 3
Caballa en aceite 4 3

El nimero de anélisis realizados fue tal hasta que se tuvo constancia en
los electroforegramas. En la tabla siguiente, se indica el nimero realizado.

Las latas de sardina y atun fueron encargadas y garantizadas por la casa
Mass6 de Vigo. Las de chicharro y caballa eran respectivamente de marca
“El cantauro” y de Conservas “Escuris”. En éstas no se ve posibilidad de
fraude por ser los pescados de calidad inferior.
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Resultados y discusion

Los desarrollos electroforéticos se ofrecen en fotografias en las paginas
13 y 14 y en los diagramas de la pdgina 231. Las movilidades electroforén-
ticas en la tabla de la pagina 234.

El nimero de bandas en conserva es menor que en fresco y atin menor en
el tratamiento de TCA.
Hay algunas bandas mds intensas, como la primera de la sardina y del

atiin. La tunica banda del chicharro es clara pero muy débil. Todo esto en
TCA.

Sin TCA
| 2 i 4
Sardina en aceite 2.0 ) 3.30 4.10 1
Sardina en tomate 0,54 0,66 0,83 1.00 2
Sardina en picante 032 064 0.83 0.98 3
2,20 .60 3,30 3.60 1
[Sardina en escabechel 0,61 0,72 092 1.00 2
0,52 0,62 0,78 0,86 3
2,20 230 3,10 380 1
Chicharro 0.56 0,64 0,80 100 2
0352 0,60 0,74 093 3
240 2,40 4,20 1
Auin 0,48 0,57 1,00 2
0.48 0.57 1.00 3
1.70 2.0 2,80 3,60 |
Caballa 047 0.61 0,78 100 2
0,40 052 0,67 0,86 3

Los nimeros de las flas corresponden
1. Movilidad de la banda en cm.

2. Relacidn con la movilidad de Ia banda que mis ha corrido en su eleciroforegrama,
3. Relacidn con 1a movilidad de la banda que mis ha corrido de jodas: la banda 3* del
atiin 4,2 {o 4" de la sandina 3.4 con TCA).
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Movilidades electroforéticas de los pescados en conserva

Sin TCA, las movilidades de las bandas de los electroforegramas de sar-
dina, en aceite, tomate y picante son las mismas asi como su intensidad. En
escabeche, no se ha modificado el nimero de bandas (4) pero si su movili-
dad e intensidad.

Con TCA

1 2 3 4
Sarding 1.80 2,00 3.00 340 1
Sardina en aceite 0,53 0,59 088 1,00 2
Sardina en tomate 0,53 059 0,88 1,00 3
1.90 1
Chichamo 1,00 2
0,56 3
1,80 2,00 1
Anin 0.90 1,00 2
0.53 0.59 3
1.50 1,90 240 2.70 1
Caballa 0.53 0.70 089 1.00 2
0,44 0,56 0,70 0,80 3

En el tratamiento con TCA, se diferencian perfectamente las sardina del
chicharro y el atiin de la caballa que es lo que nos interesaba; sin embargo,
no hay diferencia clara entre la sardina y la caballa en aceite, pues presentan
electroforegramas parecidos; y tampoco la hay entre el atin y el chicharro,
pues ambos tienen una banda de movilidad similar, siendo la segunda banda
del atin apenas perceptible.

Conclusiones

1. Esta técnica del electroforesis en cellogel RS, resuelve bien las protei-
nas de pescado en fresco y ese método es bueno y suficiente para diferenciar
las especies comunes de pescado en fresco.

2. Para pescado en conserva, dicha técnica y con el método descrito utili-
zando TCA resuelve también sus proteinas y nos diferencia claramente la
sardina del chicharro y el atin de la caballa.
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3. El tomate, y el picante no modifican los electroforegramas en compa-
racion con los de la sardina en aceite. Sin embargo, la sardina en escabeche
presenta un electroforegrama diferente.
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Nota aclaratoria: E1 ADN, las proteinas, etc., son especificas en cada especie
animal. El andlisis de las proteinas sigue siendo el método mds sencillo para dife-
renciar las distintas especies. Las proteinas (nos estamos refiriendo a las de muscu-
lo, la “carne de pescado”) se modifican al recibir diversos tratamientos en las con-
ls)?rvfas, lccl) que permite distinguir los mismos en las mismas, asi como evitar el posi-

e fraude.
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