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IDENTIFICACION DE ESPECIES CARNICAS EN PRODUCTOS
CARNICOS COCIDOS: UTILIZACION DE SDS-PAGE
COMO METODO DE SCREENING

MEAT SPECIES IDENTIFICATION IN COOKED
MEAT PRODUCTS: USING SDS-PAGE
AS SCREENING METHOD

Laura Lépez B., Marfa Binaghi J., Carola Greco B.,
Marfa Mambrin C., Mirta Valencia E.

Catedra de Bromatologfa, Facultad de Farmacia y Bioquimica,
Universidad de Buenos Aires. Buenos Aires, Argentina.

ABSTRACT

It is necessary to have methodologies for the detection of meat species used in meat products in order to establish
possible adulterations. Twenty cooked meat products produced in pilot plants or commercially available products
were analyzed in order to evaluate the SDS-PAGE electrophoresis methodology as a screening method to identify
the meat species used. The results found by electrophoresis were compared with an immunochemical method
(ELISA kits for detection of pork, beef and poultry). SDS-PAGE methodology allowed the detection of beef, pork,
chicken and /or turkey proteins in most samples. When some of these species were present in low proportion
this methodology was not able to detect them. SDS-PAGE method has the advantage that allows the detection of
proteins of different meat species in only one electrophoresis run while with the ELISA method it is necessary
to analyze the same sample with different species identification kits to confirm the presence of the species used.
Key words: SDS-PAGE; meat species; ELISA; identification; meat products.
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INTRODUCCION

En la Reptblica Argentina los organismos de con-
trol y los productores de alimentos requieren metodo-
logfas accesibles para la identificacion y cuantificacion
de materias primas proteicas en una amplia gama de
alimentos que deberfan ser controlados. Internacional-
mente se han desarrollado kits de ELISA y de reaccion
en cadena de la polimerasa (PCR), tanto para alimentos
crudos como cocidos que permiten detectar algunas
materias primas proteicas. En el caso de PCR, los kits
tienen un costo muy elevado y es necesario contar con
un laboratorio adecuado que permita realizar este tipo
de metodologfa. Los kits de ELISA son mas sencillos y
se pueden realizar en cualquier laboratorio de control de
alimentos. Sin embargo, el costo de los mismos también
es elevado y es necesario recurrir a diversos kits para
las distintas materias primas que se deben controlar.

La electroforesis en gel de poliacrilamida con dode-
cilsulfato de sodio (SDS-PAGE) permite la deteccién y
cuantificacién de una amplia variedad de materias primas
proteicas en alimentos de distinto origen tanto crudos
como cocidos (1-4).

El Cédigo Alimentario Argentino permite en la
elaboracién de diferentes productos cdrnicos el empleo
de distintas especies cdrnicas, las cuales deben estar
declaradas en la lista de ingredientes. Entre los productos
cocidos hay algunos como el jamon cocido, la paleta de
cerdo cocida, el lomo de cerdo cocido y los fiambres
cocidos de pata de cerdo, de paleta de cerdo y de lomo de
cerdo, que solo pueden ser elaborados con esta especie
cdrnica. En productos como fiambres para emparedado
se autoriza el empleo de trozos y/o recortes de carne de
especies de faena permitida (5). En este tipo de fiambres
se pueden encontrar distintas especies cdrnicas (vacuna,



porcina, pollo, pavo) o mezclas de las mismas, como por
ejemplo mezclas de carne porcina y carne vacuna o de
carne porcina y pollo.

Por lo expuesto, en el andlisis de productos cdrnicos
es necesario contar con metodologias accesibles que
permitan la deteccion de las especies cdrnicas utilizadas
en su elaboracién a fin de establecer posibles adultera-
ciones. No existe en la Reptiblica Argentina metodologia
oficial para este propdsito.

En trabajos previos, en productos cdrnicos crudos
elaborados con una dnica especie cdrnica la metodolo-
gfa SDS-PAGE permiti6 identificar especies vacuna o
porcina (6-7). Trabajando con sistemas modelo crudos
de mezclas de carne vacuna con carne porcina esta me-
todologia permiti6 detectar ambas especies cdrnicas en
productos crudos elaborados con mezclas cdrnicas. Con
dichos sistemas modelo se estableci6 un nivel de detec-
cion de 10 % de una especie en mezcla con la otra (8).

A nivel internacional existen métodos inmuno-
quimicos (kits de enzimoinmunoensayos, ELISA) que
permiten la deteccidn cualitativa de especies cdrnicas.
Hay disponibles kits comerciales para especies bovina,
porcina, ovina y aves de corral (9-10). Los kits utilizan
anticuerpos contra protefnas musculares estables al calor.
Dichos anticuerpos intervienen en un enzimoinmunoen-
sayo de tipo no competitivo.

Con la finalidad de evaluar la metodologia SDS-
PAGE como método de screening para identificar la/
las especies cdrnicas utilizadas en la formulacion de
productos cdrnicos, el presente trabajo se analizé con
esta metodologia productos cdrnicos cocidos elaborados
en plantas piloto o comerciales. Los resultados hallados
por electroforesis se compararon con un método inmu-
noquimico, ELISA para deteccion de especie porcina,
ELISA para deteccion de especie vacuna y ELISA para
deteccién de aves de corral.

MATERIALES Y METODOS
Muestras
Se analizaron veinte productos cdrnicos cocidos
(PC). La denominacion de cada producto y las especies
cdrnicas declaradas en cada uno se presentan en la
tabla 1.

Las muestras PC 8, 10, 15,16, 17, 18, 19y 20 fue-
ron disefiadas y elaboradas por empresas que comercia-
lizan materias primas proteicas para la industria cdrnica.
Dichas empresas colaboraron con estas muestras para la
realizacion del presente trabajo aportando la formulacién
de cada una de ellas. El resto de las muestras analizadas
correspondian a productos comerciales que declaraban
las especies cdrnicas utilizadas para su elaboracién en
su lista de ingredientes.
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Se utilizaron como controles de las muestras
analizadas carne vacuna, carne porcina, pavo y pollo.

Determinaciones analiticas
Analisis electroforético

Desgrasado/deshidratado de las muestras: El des-
grasado/deshidratado de las muestras y de los controles,
previamente picados en procesadora, se realiz6 con ace-
tona. Se suspendi6 el producto cdrnico en relacion 1/10
y se homogeneizé en VirTis modelo 23 a baja velocidad
durante 5 minutos. Posteriormente se centrifugé a 1200
rpm durante 20 minutos y se descartd el sobrenadante.
Las muestras fueron desgrasadas con acetona dos veces.

Extraccion de proteinas totales: Se utiliz6 buffer
Tris-CIH 0,0625M (pH: 6,8) con 3 % de SDS y 2 %
de 2-ME (solucién extractiva de proteinas totales).
Se pesaron 30 mg de producto cdrnico desgrasado/
deshidratado con acetona y se extrajeron con 2 mL de
solucion extractiva por calentamiento en bafio de agua
a 100° C durante 5 minutos con agitacién y posterior
centrifugacién a 2500 rpm durante 15 minutos.

Electroforesis: Se utiliz bdsicamente el sistema
de Laemmli (11). Se trabaj6 con geles de poliacrilamida
en sistema discontinuo. El gel de separacién se prepard
con 10 % de acrilamida en una solucion 1,5 M Tris-CIH
con 0,4 % de SDS (pH: 8,8). El gel de concentracion se
preparé con 3 % de acrilamida en una solucién 0,5 M
Tris-CIH con 0,4 % de SDS (pH: 6,8). Se utilizé como
buffer de corrida una solucion 0,025 M Tris; 0,192 M
glicina (dcido aminoacético) y 0,1 % dodecilsulfato de
sodio.

La electroforesis se realiz6 con equipo Mini Pro-
tean® Tetra cell de BioRad a 180 V durante 45 minutos.
La tincidn se realizé con Coomassie Brilliant Blue R 250.
Las resoluciones proteicas obtenidas se densitometraron
con equipo Shimadzu Dual - Wavelength Chromatogram
Scanner Model CS - 910. Se trabajé con longitud de onda
de mdxima absorcién de 550 nm y de minima absorcién
utilizada como referencia de 400 nm. La adquisicion de
datos se realizé con el programa Chromatography Sta-
tion CSW de DataApex Ltd. Todas las muestras fueron
analizadas por duplicado.

Método inmunoquimico

Extraccion de proteinas para el ELISA: se pre-
par6 una solucién salina, 9 g de cloruro de sodio /L en
agua pura. Se pesaron 25 gramos de muestras picadas en
procesadora, y se agregaron 100 mL de solucidn salina.
Se agitaron 15 minutos a temperatura ambiente en un
bafio con agitacion y luego se dejaron 15 minutos en
reposo. Se trasvasaron aproximadamente 15 mL a tubos
Falcon y se centrifugaron a 2500 g durante 15 minutos.
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Se trasvasaron los sobrenadantes a tubos eppendorf y
se conservaron a 2-8°C hasta su anadlisis, dentro de las
36 horas.

ELISA: se utilizaron tres kits comerciales para
la determinacion cualitativa de especies en productos
cocidos: Biokits (cooked) species identification Test Kit
pork, beef and poultry de Gen-Probe. De acuerdo con
las especificaciones de cada kit los Iimites de deteccion
estdn en el orden del 1%.

El ensayo se realizé siguiendo las instrucciones de
los kits comerciales (10). Las absorbancias de todos los
micropozos se obtuvieron en un lector de ELISA Rayto
modelo RT-2100 C a 450 nm. Todas las muestras fueron
analizadas por duplicado, incluyendo ademds un control
positivo y dos controles negativos. En la determinacion
de especie porcina se utilizo el control positivo porcino
y los controles negativos vacuno y pollo. En la determi-
nacion de especie vacuna se utilizo el control positivo
vacuno y los controles negativos porcino y pollo. En la
determinacion de aves de corral se utilizé el control po-
sitivo pollo y los controles negativos porcino y vacuno.
Con las absorbancias (Abs) de los controles negativos
(CN1 y CN2) se calcul6 un valor cut off de acuerdo
con las especificaciones de los kits utilizados:

(Abs CN1 + Abs CN2)
2
La absorbancia promedio de la muestra se comparé
con ese valor cut off.

Cut off=

X 2,5

RESULTADOS

En la figura 1 se presentan los densitogramas co-
rrespondientes a protefnas totales de carnes vacuna,
porcina, pollo y pavo. Si bien cada una de estas muestras
presenta un patrén comtin, por ejemplo por la presencia
de miosina de 200000 D (M) y actina de 46000 D (A)
hay diferentes picos que resultan caracteristicos de cada
especie carnica. En el densitograma de carne vacuna se
sefialan los picos V1 de 66000 D y V2 de 57000 D; en
el de carne porcina se sefialan P1 de 63600 D y P2 de
61300 D; en el de pollo se sefiala Po de 51100 D y en
el de pavo se sefiala Pa de 49000 D. Si bien el perfil de
carne de pollo es muy similar al de carne de pavo en
esta tltima el pico Pa tiene menor peso molecular que el
pico Po de la carne de pollo; la posicién de estos picos
permite distinguir el origen de una u otra especie cdrnica.

En la tabla 1 se presentan los resultados obtenidos
por electroforesis y por ELISA de los 20 productos
cdrnicos cocidos analizados. A modo de ejemplo, en
las figuras 2 y 3 se presentan los densitogramas corres-
pondientes a las muestras PC 2y PC 8§, 9, 10, 12, 13 y
14, respectivamente. En los densitogramas de cada una
de las muestras de estas figuras se seflalan los picos

caracteristicos de las especies cdrnicas detectadas por
electroforesis.

DISCUSION

De acuerdo con trabajos anteriores la metodolo-
gia electroforética permite la deteccion de proteinas
extrinsecas en productos cdrnicos (1-4). En algunos
de los productos analizados en el presente trabajo se
detectaron proteinas extrinsecas, sin embargo debido al
objetivo planteado se discutirdn los resultados obtenidos
en lo que concierne a la identificacion de las especies
cdrnicas detectadas y sélo se hard referencia a la detec-
cion de plasma por su posible superposicion con picos
caracteristicos de la carne vacuna. El plasma presenta
dos picos caracteristicos de pesos moleculares 66000 y
57000 D, que coinciden con los picos caracteristicos de
carne vacuna (V1 y V2) que permiten su deteccién en
mezcla con carne porcina. Sin embargo la presencia de
plasma se evidencia por una mayor proporcion del pico
de 66000 D con respecto al de 57000 D (1).

La metodologia electroforética permitid, en la
mayoria de las muestras disefladas y elaboradas por
empresas que comercializan materias primas proteicas
para la industria cdrnica (muestras PC 8§, 10, 15,16, 17,
18, 19y 20), detectar las especies cdrnicas empleadas
en su formulacion (tabla 1).

En la muestra PC 15 que declaraba ademds de
carne porcina y de plasma, carne vacuna, se detectd la
presencia de proteinas de cerdo y de plasma. Esta meto-
dologfa no permite diferenciar plasma vacuno de plasma
porcino ya que ambas materias primas presentan igual
patrén electroforético (1). Paralelamente a esta muestra
se analiz6 un sistema modelo de mezcla carne de cerdo/
carne vacuna (75 % carne de cerdo/ 25 % carne vacuna)
en el que se pudieron identificar claramente picos carac-
teristicos de ambas especies cdrnicas. Debido a que los
picos caracteristicos de plasma coinciden con los picos
de carne vacuna (V1 y V2) que permiten su deteccién
en mezcla con carne porcina (P1 y P2), no es posible en
esta muestra confirmar la presencia de carne vacuna.

En la muestra PC 18 por electroforesis se detectaron
proteinas de pollo pero no fue posible detectar proteinas
de cerdo. Este producto fue elaborado con 60 % de carne
de pollo y 40 % de recorte de cerdo. Evidentemente el
recorte de cerdo tenfa una baja proporcién de carne de
cerdo por lo que la sensibilidad del método electrofo-
rético no fue suficiente para detectar estas protefnas.

La muestra PC 20 fue elaborada con diferentes
cortes de carne de cerdo y tenia ademds agregado de
proteinas afiadidas de origen vacuno (gelatina y plasma).
La metodologia electroforética permitié detectar las
proteinas de cerdo y plasma en baja proporcion.
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En las muestras PC 8, 10, 16, 17 y 19 fueron detec-
tadas las especies cdrnicas utilizadas en su elaboracion.

Con respecto a las muestras comerciales, la meto-
dologfa electroforética permitié en las muestras PC1
y 3 la deteccion de proteinas de cerdo y de plasma, no
declarado, en baja proporcion. En las muestras PC 4,5y
6 se detecto claramente la presencia de proteinas vacunas
pero la presencia de proteinas de cerdo se observo en
muy baja proporcién. En la muestra PC 12 que declaraba
pavo se identificaron proteinas de pollo y no de pavo.
En el resto de las muestras comerciales se detectaron
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por electroforesis las especies cdrnicas declaradas en
los respectivos rétulos (tabla 1).

Los resultados obtenidos empleando los ELISA para
vacuno y para porcino corroboraron en general los resul-
tados obtenidos por la metodologia electroforética (tabla
1). En las muestras en las que se detectd plasma (PC 1y
3) solo dio positivo el ELISA porcino. Trabajando con
sistemas modelo de carne de cerdo con agregado de
plasma vacuno en niveles de 0,5; 1 y 2 % y con plasma
vacuno solo, se observé que el resultado del ELISA
vacuno fue negativo en todos los casos (resultados no

FIGURA 1

Densitogramas correspondientes a proteinas totales de carnes vacuna y porcina,
de pavo y de pollo, separadas por SDS-PAGE.
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Picos caracteristicos de carne vacuna: V1: 66000 D y V2: 57000 D. Picos caracteristicos de carne porcina: P1: 63600 D y P2: 61300 D.
Pico caracteristico de pavo: Pa: 49000 D. Pico caracteristico de pollo: Po: 51100 D. Picos comunes a ambas especies cdrnicas,

M: miosina (200000 D), A: actina (46000 D).
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publicados). Esto nos indica que este kit no permite
detectar protefnas de plasma vacuno. En las muestras
PC 4, 5 y 6 ambos kits dieron resultados positivos, sin
embargo las absorbancias de las tres muestras analizadas
con el kit para porcino dieron muy cercanas al cut off lo
que nos estarfa indicando una baja proporcion de carne
porcina, resultados que concuerdan con los hallados
por electroforesis. En la muestra PC 15 ambos ELISA,
vacuno y porcino, dieron positivos. Estos resultados
confirman la presencia de carne vacuna que no pudo
ser detectada por electroforesis debido a la presencia
de plasma. En este tipo de muestras puede resultar
conveniente recurrir a ambas metodologias, el método
de ELISA para confirmar ambas especies cdrnicas, y el
método electroforético para confirmar la presencia de
plasma que no es detectado con el ELISA.

En la muestra PC 19 los kits de ELISA tanto vacuno
como porcino dieron valores de absorbancia inferiores
al cut off pero superiores a los respectivos controles
negativos. Esto puede deberse a la baja proporcién de
carne tanto vacuna como porcina que tendria este fiam-

bre. Si bien por electroforesis ambas especies cdrnicas
fueron detectadas en este producto se observé una baja
intensidad de todos los picos cdrnicos presentes.

En la muestra PC 20 resultd positivo el ELISA para
porcino aunque el valor de absorbancia obtenido fue
muy cercano al cut off, lo que indica la presencia de
carne porcina en baja proporcion. El ELISA para vacuno
resulté negativo. Esto indica que las proteinas vacunas
agregadas (gelatina y plasma) no fueron detectadas por
el método de ELISA. Por electroforesis se detectd la
presencia de proteinas de carne de cerdo y de plasma.

En algunos fiambres para emparedado se observé
una alta proporcion de tejido conectivo y de grasa y el
andlisis electroforético de ese tipo de productos demostrd
que la proporcion de carne es baja; ello se manifiesta por
una baja intensidad de picos caracteristicos de carne,
ya sea vacuna o porcina. Con el método ELISA Ia baja
proporcion de la carne utilizada en estos productos se
evidencia por un valor de absorbancia para la especie
cdrnica préximo o incluso inferior al cut off. Por este
motivo, la interpretacién de los resultados obtenidos

FIGURA 2

Densitogramas correspondientes a proteinas totales de la muestra PC 2 y de carnes vacuna y porcina
y de jamon cocido, utilizados como control, separadas por SDS-PAGE.
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V1y V2: picos caracteristicos de carne vacuna. P1y P2: picos caracteristicos de carne porcina.
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por ELISA debe ser cuidadosa: a) cuando el valor de
absorbancia es superior al cut off sin duda la muestra
contiene la especie cdrnica en estudio y el resultado del
ELISA se debe considerar positivo; b) cuando el valor
de absorbancia es inferior al cut off y cercano a la de los
controles negativos la muestra no contiene esa especie
cdrnica y el resultado del ELISA se debe considerar ne-
gativo; ¢) cuando el valor de absorbancia es intermedio
entre el cut off y el control negativo la muestra contiene
esa especie cdrnica pero en baja proporcion y el resultado
del ELISA se debe considerar positivo débil.

Con respecto a los productos cdrnicos cocidos
elaborados con pollo o pavo (PC 7 a 14) el ELISA de
aves de corral dio positivo en todos los casos. Este kit,
destinado a aves de corral, evidentemente no distingue
pollo de pavo. La metodologia electroforética si permite
distinguir ambas especies cdrnicas como se menciond
anteriormente.

Por ultimo en los productos PC 16 y 18 que estaban
elaborados con cerdo y pollo, los kits porcino y de aves
de corral detectaron la presencia de cerdo y de pollo en

LOPEZ L.Y COLS.

ambas muestras. La metodologia electroforética permitid
la deteccidn de protefnas de cerdo en PC 16 pero no en
PC 18. Esto se debe a la diferente proporcién de cerdo
en ambas muestras (70 % de carne de cerdo en PC 16y
40 % de recorte de cerdo en PC 18).

De acuerdo con los resultados obtenidos, la metodo-
logfa electroforética permitid la deteccion de proteinas de
carne vacuna, porcina, de pollo y/o de pavo en la mayoria
de las muestras analizadas. Sélo en algunas muestras
que contenfan alguna de las especies cdrnicas en baja
proporcién esta metodologia no permitio la deteccion de
esa especie cdrnica. En el caso de muestras que contenfan
carne vacuna y que ademads contenian plasma vacuno o
porcino se observo que se dificulta con esta metodologia
la deteccidn de la carne vacuna.

La metodologia electroforética tiene como ventaja
que permite en una sola corrida detectar la presencia
de proteinas de diferentes especies cdrnicas, mientras
que con la metodologia ELISA es necesario analizar
una misma muestra con los diferentes kits de especies
cdrnicas para confirmar la presencia de las especies

FIGURA 3

Densitogramas correspondientes a proteinas totales de los productos carnicos cocidos
PC8,9,10,12,13 y 14, separadas por SDS-PAGE.
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utilizadas. Ademds, la metodologia electroforética
permite la deteccion de diferentes proteinas extrinsecas
(soja, leche, caseinato, trigo, plasma, suero licteo) en
la misma corrida electroforética (1 y 4). En algunos de
los productos analizados en el presente trabajo fueron
detectadas varias de las protefnas mencionadas, algunas
declaradas en los rétulos y otras no declaradas (resulta-
dos no mostrados).

CONCLUSIONES

Se propone a la metodologia electroforética SDS-
PAGE como método de screening para el andlisis de
productos para verificar el origen de las especies cdrnicas
utilizadas en la formulacién. En el caso de que una es-
pecie cdrnica declarada no sea detectada por el método
electroforético se puede recurrir al kit de ELISA de la
especie en cuestion para confirmar su presencia ya que
este presenta mayor sensibilidad. Esto permitirfa abaratar
los costos de este tipo de andlisis.

RESUMEN

Es necesario contar con metodologias que permitan
la deteccidn de las especies cdrnicas utilizadas en la ela-
boracion de productos cdrnicos a los fines de establecer
posibles adulteraciones. Con la finalidad de evaluar
SDS-PAGE como método de screening para identificar
la/las especies cdrnicas utilizadas, en el presente trabajo,
se analizaron veinte productos cdrnicos crudos o cocidos
elaborados en plantas piloto o comerciales. Los resul-
tados hallados por electroforesis se compararon con un
método inmunoquimico (ELISA). SDS-PAGE permitié
la deteccion de proteinas de carne vacuna, porcina, de
pollo y/o de pavo en las mayoria de las muestras anali-
zadas. S6lo en algunas muestras que contenian alguna
de las especies cdrnicas en baja proporcién, esta metodo-
logfa no permiti6 su deteccién. SDS-PAGE tiene como
ventaja poder detectar en una sola corrida la presencia de
proteinas de diferentes especies cdrnicas, mientras que
con ELISA es necesario analizar una misma muestra con
los diferentes kits de especies cdrnicas para confirmar la
presencia de las especies utilizadas.

Palabras clave: SDS-PAGE; especies cdrnicas;
ELISA; identificacion; productos cdrnicos.
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