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to remove high abundance proteins, like others used
for human biomarker identification, the ProteoMiner
treatment will decrease the amount of these high-
abundance proteins. This kind of strategies should
widen the number of applications in serum animal
proteomics.
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Resumen

En el presente trabajo se describe el desarrollo
de un método para detectar la presencia de carne
de pollo en mezclas de carne haciendo uso de la
tecnologia protedomica. Es un método simple y
robusto que incluye una etapa de extraccion de
proteinas musculares, enriquecimiento de la pro-
teina diana mediante isoelectroenfoque, digestion
con tripsina de la misma y analisis de un péptido
biomarcador especificos de la especie aviar me-
diante LC-ESI-MS/MS. Esta metodologia ha per-
mitido detectar la presencia de un 0,5 % de carne
de pollo contaminando carne de cerdo. Ademas
de su sencillez, el método presenta la ventaja de
poder aplicarse indistintamente al analisis de carne
fresca y cocinada, representando una alternativa

interesante a los métodos que se estan empleando
actualmente para el control del origen animal de
los productos carnicos.

Texto principal

Los principales casos de adulteracion en produc-
tos carnicos se relacionan con la sustitucion de carne
de elevada calidad por carne de un menor coste con
objeto de poder obtener un beneficio econdmico
adicional. Para poder controlar el fraude que supo-
ne esta forma de proceder es necesario disponer de
métodos de analisis robustos, sensibles y precisos.
De entre las tecnologias mas empleadas hasta el
momento para este proposito hay que destacar los
inmunoensayos y los analisis de ADN. A pesar del
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gran avance que ha supuesto la introduccion y el
desarrollo de estas técnicas, existen importantes
limitaciones cuando éstas se aplican al analisis de
productos carnicos procesados ya que las agresivas
condiciones empleadas durante el procesado de la
carne pueden influir negativamente en el reconoci-
miento de las proteinas diana o del ADN [1]. Los
recientes avances en las técnicas de espectrome-
tria de masas aplicadas al campo de la proteémica
constituyen una alternativa interesante a través de la
identificacion de péptidos biomarcadores especificos
de cada especie animal. En el presente trabajo se ha
seleccionado un péptido biomarcador especifico de
la especie aviar para poder detectar esta carne en
cualquier tipo de mezcla de carne tanto fresca como
cocinada. Para ello, un gramo de distintas mezclas
de carne de pollo se homogeneizaron con 10 mL de
tampon Tris, pH 8,0, centrifugandose a continuacion
durante 20 min a 10000 rpm. Se recogio el precipita-
do obtenido y se solubilizé en el tampon Tris pH 8.0
conteniendo 6M de urea y 1 M de thiourea. Se tomo
el volumen necesario de este extracto para fraccionar
2,5 mg de proteinas totales por isoelectroenfoque en
el intervalo de pH 4-7 empleando un fraccionador
OFFGEL 3100 (Agilent). De la fraccion donde se
localizé la cadena ligera de mosina 3 se tomaron 20
uL para realizar una digestion con tripsina. Después
de la digestion se ajusto el volumen final de cada
muestra a 30 pL, analizando los péptidos contenidos
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Figura 1. Resumen esquematico del método desarrollado
para detectar cuantitativamente la presencia de la carne de
pollo en las distintas mezclas de carne.
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en este extracto mediante LC-ESI-MS/MS (Thermo
Electréon Corp.). La identificacion de péptidos se
realizo a partir de los espectros MS/MS empleando
MASCOT como algoritmo y la base de datos de
proteinas NCBInr. La cuantificacion del péptido
seleccionado como biomarcador de la especie aviar
en distintas mezclas de carne conteniendo diferentes
porcentajes de carne de pollo se realizd6 mediante
la adicion de 5 picomoles del péptido seleccionado
marcado con isotopos estables *C6/"°N (Técnica
AQUA). La integracion de los picos cromatografi-
cos correspondientes tanto al péptido nativo como al
péptido pesado se realizé6 manualmente. La cantidad
de péptido nativo en cada muestra se determind por
comparacion de las areas de cada pico.

El método que se ha desarrollado en el presente
trabajo se esquematiza en la Figura 1. Las proteinas
de los distintos extractos de carne se fraccionaron
mediante isoelectroenfoque en medio liquido. En
la Figura 2 se puede observar el perfil de protei-
nas obtenido en SDS-PAGE para las fracciones
OFFGEL correspondientes a los valores de pH mas
acidos. Como se puede apreciar, las fracciones 3
y 4 contienen una sola banda de proteina, corres-
pondiente a la cadena ligera de miosina 3 (MLC3).
Esto confirma el uso del isoelectroenfoque en medio
liquido como via adecuada para el enriquecimiento
de MLC3 como proteina diana para la posterior
hidrolisis con tripsina y generacion de péptidos po-
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Figura 2. SDS-PAGE al 12 % correspondiente a las nueve
primeras fracciones obtenidas después de separar las pro-
teinas de una mezcla de carne (1 % de pollo en carne de
cerdo) con el fraccionador de proteinas en solucion OFF-
GEL 3100 de Agilent. El isoelectroenfoque se realizo en el
intervalo de pH 4-7. Se indica la posicion en el gel de la
cadena ligera de miosina 3 (MLC3).
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tenciales biomarcadores de cada especie animal. El
presente trabajo se ha centrado en la seleccion de
un péptido biomarcador para detectar la presencia
de pollo en mezclas de carne. Como criterios de
seleccion se tuvo en cuenta que el péptido elegido
fuera especifico de la especie aviar, asi como que
su deteccion fuera posible aun en aquellos casos
en los que la carne de pollo esté presente en bajas
cantidades en el producto. De este modo, se llevo
a cabo el protocolo de trabajo de la Figura 1 em-
pleando una mezcla de carne conteniendo un 1%
de pollo en carne de cerdo. Después de realizar la
hidrolisis con tripsina de las fracciones OFFGEL 3
y 4 (Figura 2), el andlisis mediante LC-ESI-MS/MS
de los péptidos generados permitio la identificacion
del péptido biomarcador e specifico de la especie
aviar *’ALGQNPTNAEINK* procedente de MLC3.
La cuantificacion de este péptido en mezclas de
carne conteniendo distintos porcentajes de carne
de pollo (0, 0,5, 1,2, 5y 10 %) se realizé mediante
la adicién de su homologo marcado con isotopos
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estables (+7 Da) al extracto enriquecido en MLC3
después del fraccionamiento en OFFGEL (Figura
1). De este modo se obtuvo una buena correlacion
lineal (R?=0,9921) entre el porcentaje de carne de
pollo afadido a la mezcla y la cantidad del péptido
biomarcador seleccionado, determinada por LC-
ESI-MS/MS. El método desarrollado en el presente
trabajo es preciso y sensible, ademas de ser fiable en
el analisis de alimentos sometidos a un tratamiento
térmico elevado. Los resultados obtenidos permiten
afirmar que la aproximacién protedmica puede ser
una alternativa de interés a los métodos empleados
actualmente para resolver el problema de la deter-
minacion de las especies carnicas.
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Resumen

El objetivo principal de este trabajo se ha cen-
trado en la generacion de péptidos inhibidores de
la Enzima Convertidora de Angiotensina I (ECA)
después de la digestion de carne de cerdo mediante
la accidn secuencial de pepsina y pancreatina, si-
mulando las condiciones del sistema digestivo. El
hidrolizado fue analizado directamente mediante
nanoLC-ESI-MS/MS, estudiando seguidamente las
secuencias obtenidas a partir de los espectros MS/
MS. Los resultados obtenidos ponen de manifiesto
el potencial de las proteinas de la carne de cerdo
como fuente de péptidos antihipertensivos después
de la digestion gastrointestinal.

Estudios recientes han demostrado el potencial
de la carne de cerdo al generar péptidos biologica-
mente activos con capacidad para regular numero-
sos procesos en el organismo [1], lo que otorga a la
carne un valor afladido. En trabajos anteriores se han
descrito péptidos con accidon antioxidante, antimi-
crobiana o antihipertensiva por ejemplo [2]. La ac-
cion antihipertensiva ejercida por algunos péptidos
es debida a su capacidad para inhibir la actividad
ECA. En el presente estudio, se ha investigado la
posibleactividad inhibidora de la ECA de los pépti-
dos generados en la digestion de las proteinas del
musculo esquelético del cerdo por accién de las
enzimas gastrointestinales. El proceso de digestion
fue simulado in vitro usando pepsina y pancreatina



