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Resumen

Se realiz6 un cultivo de Artemia salina en un sistema por lote, resultando en el 26% de
rendimiento en la produccion de biomasa seca con respecto a la cantidad de quistes
sembrados. Las proteinas del crustaceo se extrajeron por fraccionamiento de acuerdo
a su solubilidad y, posteriormente, se realiz0 una caracterizacién electroforética
mediante electroforesis SDS-PAGE, en donde las albuminas tanto como las glutelinas
tuvieron pesos moleculares en intervalos de entre 100 y 150 KDa; las globulinas en
intervalos de 15 a 25 KDa y de 100 a 150 KDa; y por ultimo, las prolaminas presentaron
pesos moleculares de 25 KDa y de 100 a 150 KDa. En cuanto a sus propiedades
funcionales de formacion de espuma, se determiné que las albuminas, las globulinas
y las glutelinas presentaron una capacidad espumante del 6150%,1300% y 4700%
respectivamente, que ninguna proteina presentd actividad emulsificante (AE), y que
las albuminas tuvieron una estabilidad emulsificante (EE) del 2.9%, y del 3% en las
glutelinas.

Palabras clave: Electroforesis de proteinas, Emulsion, Espuma.

Abstract

Artemia salina was cultured in a batch system, resulting in a 26% yield in dry biomass
production with respect to the amount of cysts seeded. Crustacean proteins were
extracted by fractionation according to their solubility and then electrophoretic
characterization was performed by SDS-PAGE electrophoresis, where albumins and
glutelins had molecular weights ranging from 100 to 150 KDa; globulins had molecular
weights ranging from 15 to 25 KDa and from 100 to 150 KDa; and finally, prolamins
had molecular weights ranging from 25 KDa and from 100 to 150 KDa. Regarding their
functional foaming properties, it was determined that albumins, globulins and glutelins
presented a foaming capacity of 6150%, 1300% and 4700% respectively, that no
protein presented emulsifying activity (AE), and that albumins had an emulsifying
stability (ES) of 2.9%, and 3% in glutelins.

Keywords: Protein electrophoresis, Emulsion, Foam.
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1. INTRODUCCION

La Artemia salina es un pequefio crustaceo que en estado adulto mide entre 17-18 mm
(FAO, Cultivo de Artemia salina, s.f.), catalogado como el mas primitivo insecto por su
constitucion fisiolégica simple, se utiliza mundialmente como alimento de peces y
camarones, y paises como Espafia, Brasil, Panama, México y otros, han intensificado
el proceso de cria de biomasa, tanto de la Artemia adulta como de quistes (Villamar
Ochoa, 2016). Asi, Lavens y Sorgeloos (2002) mencionan que el mercado mundial
demanda més de 2,000 toneladas anuales de quistes de Artemia.

Este crustaceo es rico en proteinas, ya que estas pueden representar hasta el 50% de
su composicion total; un perfil patron del contenido proteico de la biomasa de Artemia
salina indica un porcentaje del 52% al 74% (Villamar Ochoa, 2016). Mientras, Cisneros
y Vinatea (2009) informan un cambio en su contenido proteico dependiendo de la
alimentacion suministrada, ya que con harina de soya reportan un 53.78% y un 65.75%
con harina de pescado. Por otro lado, Llosa (2007) menciona que este crustaceo tiene
un tenor del 50% al 60%.

Por lo anterior, el presente proyecto tuvo la finalidad de aprovechar este contenido de
proteinas, cultivando Artemia salina en un sistema por lote, guiado por el proceso
descrito por la FAO (FAO, s.f.), teniendo una alimentacion a base de harina de soya,
ya que se ha demostrado que el contenido proteico de la biomasa aumenta con este
sustrato como dieta (Cisneros & Vinatea, 2009), con el fin de obtener el mayor
rendimiento posible de biomasa de Artemia, la cual se utilizo para aislar sus proteinas
por fraccionamiento de acuerdo a Osborne (1924), y se realiz6 una caracterizacion
electroforética de las mismas por el método descrito por Laemmli (1970).
Adicionalmente, se evaluaron sus propiedades de emulsificacion y de formacién de
espuma para abrir la posibilidad de sus aplicaciones en la elaboracién y desarrollo de
alimentos.

2. REVISION DE LA LITERATURA
2.1. Proteinas
Las proteinas juegan un papel central en los sistemas biolégicos. Los microorganismos
tienen un nimero minimo cercano a 3,000 clases de proteinas que abarcan todo tipo
de funciones: estructura, transporte, motilidad, defensa, reconocimiento,
almacenamiento y la funcion catalitica que llevan a cabo las enzimas (Badui, 2006).

Las proteinas se clasifican en cuatro categorias de acuerdo con las caracteristicas de
solubilidad: las albuminas son las que se solubilizan en agua a pH 6.6 (v.g. albumina
sérica, ovoalbumina, y a lactoalbumina); las globulinas son solubles en soluciones




salinas diluidas a pH 7.0 (v.g. glicinina, faseolina y B-lactoglobulina); las glutelinas son
solubles en soluciones acidas (a pH 2) y alcalinas (a pH 12) (v.g. glutelinas de trigo); y
por ultimo las prolaminas son solubles en etanol al 70% (v.g. zeina, gluten de maiz y
las gliadinas del trigo). Asi, las proteinas poseen propiedades nutricionales, y de sus
componentes se obtienen moléculas nitrogenadas que permiten conservar la
estructura y el crecimiento de quien las consume; asimismo, pueden ser ingredientes
de productos alimenticios y, por sus propiedades funcionales, ayudan a establecer la
estructura y propiedades finales del alimento (Badui, 2006).

2.1.1. Propiedades funcionales de las proteinas
La funcionalidad de una sustancia se define como toda propiedad, nutricional o no,
gue interviene en su utilizacion. Este comportamiento depende de las propiedades
fisicas y quimicas que se afectan durante el procesamiento, almacenamiento,
preparacion y consumo del alimento. Algunas propiedades funcionales de las
proteinas son: solubilidad, viscosidad, absorcion de agua, elasticidad, emulsificacion,
espumado, gelacion, etc. (Kinsella, 1985).

En el caso, para formular una emulsion se requiere: aceite, agua, un emulsificante y
energia, generalmente mecanica. Las proteinas como surfactantes son las preferidas
para formular emulsiones alimenticias (aceite-agua), debido a que su superficie es
activa y favorece la resistencia a la coalescencia (Badui, 2006).

Por otro lado, las espumas consisten en una fase continua acuosa y una fase dispersa
gaseosa (generalmente aire). Las proteinas son los principales agentes con actividad
superficial que ayudan en la formacién y estabilizacion de la fase gaseosa dispersa.
Generalmente, las espumas estabilizadas por proteinas se forman por burbujeo,
batido, o agitacion de una solucién proteinica (Badui, 2006).

2.2. Electroforesis tipo SDS-PAGE
Una forma de caracterizar las proteinas es mediante electroforesis de proteinas. La
electroforesis es una herramienta que se utiliza para la separacion, identificacion y
purificacion de proteinas. La técnica mas empleada es la formacién 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 que
contienen dodecil sulfato de sodio (SDS), denominandose esta técnica como “SDS-
PAGE”. La velocidad de polimerizacion del gel 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 concentracién de acrilamida. El
porcentaje total de acrilamida/bis-acrilamida determina el rango de separacion del gel.




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 desplazaré al electrodo con carga contraria (Pérez-Chabela et al., 2015).

La migracion 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 comparacion con un
patron 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).

3. JUSTIFICACION

Artemia salina es un alimento vivo para alevines de diferentes especies en la
produccidon acuicola gracias al importante aporte nutrimental que poseen,
principalmente como fuente proteica. Razon por la que es cultivada en diferentes
partes del mundo y por la cual, la mayoria de las investigaciones se centran en cOmo
mejorar el rendimiento de su produccion, aunque su uso no se ha explorado mas alla
de dicha finalidad. Es por esto que, al realizar la caracterizacion de las propiedades
funcionales de sus proteinas, se puede crear la pauta para futuras aplicaciones dentro
de la industria alimentaria, lo que amplia las opciones de explotacion para este
crustaceo.

4. HIPOTESIS
Las proteinas contenidas en Artemia salina tienen propiedades espumantes y /o
emulsificantes que pueden ser aplicadas en alimentos.

5. OBJETIVOS

5.1. Objetivo general
Caracterizar las proteinas de Artemia salina y evaluar sus propiedades funcionales.
5.2. Objetivos especificos
5.2.1. Cultivar Artemia salina en un sistema por lote.
5.2.2. Aislar el contenido proteico del crustaceo en diferentes fracciones por
solubilidad.
5.2.3. Caracterizar las proteinas presentes en la biomasa obtenida
empleando electroforesis.
5.2.4. Determinar la capacidad emulsificante y espumante de los péptidos
de Artemia salina.




6. METODOLOGIA

6.1. Cultivo de Artemia salina

Se baso6 en la metodologia descrita por la FAO (FAO, s.f.) con algunas modificaciones.
En un biorreactor con capacidad de 2 L, se colocaron 1 g de quistes de Artemia salina/L
de agua marina artificial (ver el Apéndice 1). Durante los 7 dias de duracién, se procurg
una temperatura en un intervalo de 25 a 30 °C con una oxigenacion dispersa de 4 mg
de O2/L, y una iluminacion constante. La alimentacion que se suministré fue de 0.0025
g de harina de soya/ L de cultivo con un incremento de 0.01g a partir del segundo dia
de la eclosion. El rendimiento de la biomasa (Rs) obtenida esta dada por la ecuacion
1

Peso de la biomasa seca obtenida 100

Rp = x
B peso de los quistes de Artemia salina sembrados

Ecuaciéon 1. Rendimiento de la biomasa obtenida

6.2. Extracciéon de la biomasa.
Se extrajo el agua del biorreactor y se refrigeré durante 24 h para incitar la muerte de
los crustaceos y facilitar su extraccién. Luego, el agua se coloc6 en un cono Imhoff
durante 5 h aproximadamente para separar las Artemias de los quistes por diferencia
de densidades. Estas, siendo las menos densas, se extrajeron del sobrenadante con
una pipeta de transferencia de 10 mL.

6.3. Acondicionamiento de la muestra
La muestra se sometié a un ultracongelador (NBS-Cryo U101 -86, Inglaterra) a -50°C
y después a un liofilizador (LABCONCO 64132, Estados Unidos) hasta que se secé
por completo para obtener una “harina” con un tamafio de particula mas homogéneo
gue la hiciera mas susceptible al fraccionamiento.

6.4. Fraccionamiento de proteinas.

Se realiz6 de acuerdo con la metodologia de Osborne (1924). Se hizo una mezcla 1:10
muestra/solucion (ver el Apéndice 2) que se sometié a agitacién en frio por 30 miny a
la centrifuga (SOLBAT J-40) durante otros 30 min a 1310 G. Después se extrajo el
sobrenadante y se filtré para eliminar los quistes flotantes. Este procedimiento se
repitié con la misma muestra para cada una de las soluciones descritas en el Apéndice
2, de manera escalonada y siguiendo el orden expresado. Finalmente, los aislados
proteicos se congelaron en un ultracongelador (NBS-Cryo U101 -86, Inglaterra) a -
50°C y se secaron en un liofilizador (LABCONCO 64132, Estados Unidos) para
concentrarlos.




6.5. Caracterizacion electroforética.

Se llevo a cabo mediante electroforesis de proteinas, en donde se ensamblaron las
placas de electroforesis tal y como se muestra en la Figura 2 (ver el el Apéndice 3), y
se utilizaron geles de poliacrilamida, siguiendo el método de Laemmli (1970)
modificado. Primeramente, se realizaron los geles separador y concentrador (ver el
Apéndice 4), dejando polimerizar el primero para colocar el segundo junto con el peine
para formar los pocillos. Después, del fraccionamiento obtenido, se hicieron diluciones
1:100 muestra/agua destilada y se mezclaron 100 pL de estas con 200 pL de regulador
de muestra (ver el Apéndice 5). Las mezclas se llevaron al vortex por 3 s y se
introdujeron en agua a temperatura de ebullicion durante 5 min. Una vez gelificados
ambos geles, se armo la cAmara electroforética con los reguladores de &nodo y catodo
(ver el Apéndice 5) y se tomaron alicuotas de 20 pL de cada mezcla, que se
introdujeron en cada uno de los pocillos en el gel; uno se utilizé para colocar 8 uL del
marcador (Nine Evenly Spaced Bands of 10-2250 KDa para uso con SDS-PAGE), y
asi se dio paso al inicio de la corrida electroforética a 100 V por 100 min. Al finalizar,
se extrajo el gel con rigurosidad para sumergirlo en la solucién tefiidora durante 3 min
y después a la solucion destefiidora (ver la composicion de las soluciones en el
Apéndice 5) con agitacion constante hasta que el gel revel6 las bandas proteicas.

6.6. Evaluacién de las propiedades funcionales
6.6.1. Capacidad espumante (CE).
Se utilizd el método Coffman y Garcia (1997) con algunas modificaciones. Se
prepararon disoluciones a una concentraciéon de 10 mg/mL de aislado proteico y se
sometieron a aireacion en una bureta de 250 mL con una bomba (Air pump OC-20,
China) y una piedra dispersora de aire. Dependiendo de la cantidad de muestra
extraida, se utilizaron diferentes cantidades; 4 mL de albuminas, 5 mL de globulinas y
2.5 mL de glutelinas. Se registraron los volimenes antes y después del espumado
para determinar el %CE con la ecuacion 2:

V1 —

CE = x100

U1
Ecuacion 2. Coffman y Garcia (1997)

6.6.2. Propiedades emulsificantes (AE, EE).
Se determinaron de acuerdo con el método de Neto et al. (2001) con algunas
modificaciones. Se realizaron preparados proteicos a una concentracién de 10 mg/mL,
y por duplicado, se homogenizaron con una batidora (Hamilton Beach, China) a una
razon 1:1 con aceite vegetal constituido por aceite de soya, aceite de canola y aceite
de girasol (Aurrera, México). Para actividad emulsificante (AE) se centrifugaron las
muestras a 1100 rpm durante 5 min, mientras que para la estabilidad emulsificante




(EE), los duplicados se introdujeron en agua a 80°C durante 30 min antes de
centrifugarlas a 1100 rpm durante 5 min. Para ambos casos se midio la altura total del
contenido del tubo y la altura de la parte emulsificada. Estas propiedades se
determinaron con la ecuacion 3y la ecuacion 4:

_ Altura de la capa emulsificada del tubo

Altura del contenido total del tubo
Ecuacion 3. AE por Neto et al. (2001)

Altura de la capa emulsificada luego de calentar

EE =
Altura del contenido total del tubo luego de calentar x

Ecuacioén 4. EE por Neto et al. (2001)

7. RESULTADOS Y DISCUSION DE RESULTADOS.
7.1. Cultivo de Artemia salina.

De acuerdo con la ecuacion 1, el rendimiento de la biomasa seca obtenida con
respecto a la cantidad de quistes sembrados fue del 26%, menor que los resultados
de Cisneros y Vinatea (2009) donde obtuvieron un rendimiento del 51.37% en un
cultivo semi-intensivo utilizando la misma dieta de harina de soya. Este porcentaje se
calcul6 con los datos proporcionados por el mismo articulo y tomando en cuenta que
en 1 g hay 204 000 quistes de Artemia, dato promedio de los resultados obtenidos por
C. Mallo et al. (2004).

7.2. Fraccionamiento de proteinas
La Figura 1 muestra las proteinas extraidas en peso seco, donde cada una se
diferencia por los pigmentos que se extrajeron junto con ellas.

Figura 1. Proteinas concentradas de Artemia Salina.

Las albuminas se distinguen por el color amarillo, las globulinas por el salmén claro,
las gluteninas por el salmén oscuro y las prolaminas por el color naranja.




7.3. Caracterizacion electroforética.
En la Figura 2, se puede mostrar el gel resultante de la electroforesis tipo SDS-PAGE.

Figura 2. Gel de electroforesis de los aislados proteicos de Artemia salina.

Cabe sefalar las albuminas tienen un peso molecular en un rango de 100 y 150 KDa,
al igual que las glutelinas, mientras que, en las globulinas, se observa una mayor
concentracion de proteinas cuyos pesos moleculares se encuentran entre 15 a 25 KDa
y entre 100 y 150 KDa. Finalmente, en las prolaminas se encuentran pesos
moleculares de 25 KDa y entre el intervalo de 100 a 150 KDa.

7.4. Evaluacion de las propiedades funcionales
7.4.1. Capacidad espumante (CE).
No se evaluaron las propiedades funcionales de las prolaminas debido a que la
cantidad extraida sélo alcanz6 para realizar la caracterizacion electroforética. Sin
embargo, en la Figura 3 se muestran los resultados del resto de las proteinas, en
donde se puede observar un %CE muy alto para cada una, siendo las albiminas las
mas destacables con un 6150 %CE.
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Figura 3. Capacidad espumante en los aislados proteicos de Artemia salina.

El que estas proteinas presentaran capacidad para formar espuma habla de que
presentan flexibilidad y una rapida adsorcion en la interfase (Fennema et al., 1993).
Cabe mencionar que las burbujas de las espumas formadas eran grandes debido al
mecanismo de espumado por aireacion (Fennema et al., 1993) y, salvo por las
albuminas que mantuvieron un volumen de 4 mL de espuma por alrededor de 40 min,
el resto de las espumas no se mantuvieron por mucho tiempo después de haber
realizado el experimento. El grado de despliegue de las proteinas y la concentracion
de estas pudieron influir en estos resultados, ya que un despliegue parcial y una alta
concentracion proteica aseguran una estructura mas firme, en tanto que un despliegue
total y una concentracion proteica baja resultan en la formacion de una estructura mas
débil (Fennema et al.,1993).

7.4.2. Propiedades emulsificantes
Ninguno de los aislados proteicos demostré tener un %AE, pero dos de ellos:
albuminas y glutelinas, si presentaron %EE. Esta informacion se puede visualizar en
el Figura 4.
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Figura 4. Estabilidad emulsificante en los aislados proteicos de Artemia salina.

En un intervalo de 40°C a 80°C ocurre una desnaturalizacién en las proteinas y, si se
desnaturalizan parcialmente sin llegar a la insolubilizacion, se lograra una mejora de
las propiedades emulsificantes pues se incrementan la flexibilidad molecular y la
hidrofobicidad superficial lo que favorece la formacion de peliculas altamente
viscoelasticas en la interfase aceite-agua (Fennema et al.,1993). Esto explica el por
qué las albuminas y las glutelinas de Artemia Salina presentaron un incremento en las
propiedades emulsificantes luego de haber sido sometidas al calor.

Por otro lado, las globulinas no presentaron propiedades emulsificantes de ningun tipo
porque estas fueron extraidas con NaCl. La sal puede afectar las propiedades
emulsificantes por dos mecanismos: 1. ElI NaCl puede reducir la repulsidon
electrostatica entre las gotas de la emulsién y 2. La concentracion de electrolitos en
altas concentraciones pueden alterar la organizacion estructural de las moléculas de
agua, lo que perturba la resistencia de las interacciones hidrofébicas entre los grupos
no polares (McClements, 1999). Ademas, el resto de las fracciones también contenian
cierto grado de sales debido a que la Artemia fue cultivada en agua marina artificial y
no se hizo un lavado previo al fraccionamiento, lo que puede explicar el por qué en
general estas proteinas no mostraron tener propiedades emulsificantes significativas.

8. CONCLUSIONES
El cultivo en el biorreactor permitié obtener un rendimiento de biomasa seca respecto
a la cantidad de quistes sembrados del 26.65%.

Artemia salina contiene, a simple vista, una mayor cantidad de globulinas que de otras
proteinas.




Cada fraccion proteica demostré tener diferentes pigmentos.

Las globulinas y las glutelinas tienen una mayor variedad de proteinas con pesos
moleculares diferentes, ya que las primeras tienen fracciones con pesos moleculares
de intervalos entre 100 a 150 KDa y de 15 a 25 KDa, mientras que las prolaminas
presentaron pesos moleculares entre los 100 a 150 KDa y 25 KDa.

Las albuminas obtuvieron una mayor capacidad espumante (6150%) con respecto a
las globulinas (1300%) y las glutelinas (4700%), teniendo estas un peso molecular de
100 a 150 KDa segun los resultados de electroforesis. Esto, aunado a que la espuma
se mantuvo por 40 minutos, la convierte en una proteina apta para ser aplicada en
algun producto alimenticio, como en malteadas, por ejemplo.

En cuanto a las glutelinas, estas presentaron una mejor estabilidad emulsificante (3%)
que las albuminas (2.9%) y las globulinas, donde estas ultimas no presentaron esta
propiedad que puede ser debido a que tenian presencia de sal.

Se demostré que el calor suministrado para determinar la estabilidad emulsificante
aumento las propiedades de emulsificacion en las albuminas y las glutelinas debido a
la desnaturalizacion de estas.

9. RECOMENDACIONES Y PROSPECTIVAS

e Realizar el cultivo en biorreactor durante al menos 14 dias para que los
crustaceos lleguen a la edad adulta y se pueda obtener un mayor rendimiento
de la biomasa.

e Evaluar el rendimiento de cada fraccion proteica extraida respecto a la cantidad
de biomasa obtenida.

e Los pigmentos extraidos junto con las proteinas pueden ser otro caso de estudio
para ser aplicados dentro de la industria de los alimentos.

e Dializar cada uno de los aislados proteicos, sobre todo el de las globulinas,
antes de evaluar sus propiedades de emulsificacion para que la sal (proveniente
del agua marina artificial y del fraccionamiento de las globulinas) no interfiera
con estas.

e Evaluar la propiedad de espumado con una concentracion mas alta de proteinas
para ver si asi presentan una mejor estabilidad espumante a través del tiempo.

e Si el gel de electroforesis no gelifica al poco tiempo de haber sido preparado,
utilizar una solucion nueva de PSA al 10%.
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APENDICE

Apéndice 1. Formulacion de agua marina artificial.
Tabla 1. Agua de mar artificial usada en la eclosion y cultivo de Artemia.

Medio de
eclosion2
Sal marina de
evaporacion 5.0
(NaCl)
MgSOs2 1.3
MgClz 1.0
CaCl2 0.3
KClk 0.2
NaHCO3k 2.0

@ en gramos de sal (calidad técnica) por litro de agua dulce.
b disolver ello separadamente en agua dulce caliente antes de anadir a la
solucion otras sales.
La FAO establece que este es el contenido idéneo de sales que favorecen la eclosiéon
de los quistes de Artemia salina.

Apéndice 2. Fraccionamiento de proteinas de Osborne (1924)
Tabla 2. Soluciones utilizadas para el fraccionamiento de proteinas de Artemia salina.
Proteina Solucién

1. Albuminas H20 destilada
2. Globulinas NaCl 5%

3. Glutelinas NaOH 0.02 N
4. Prolaminas C2HsOH 70%
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Apéndice 3. Ensamblaje de la camara electroforética.

Figura 5. Colocacion de geles de poliacrilamida en las placas de electroforesis.
Tomada de:
https://www.researchgate.net/publication/261136098 MANUAL_DE_PROCEDIMIEN
TOS _DE_ELECTROFORESIS_PARA PROTEINAS_Y_ADN

La Figura 1 muestra el procedimiento a seguir para la colocacion de los geles en las
placas de electroforesis.

Apéndice 4. Geles de poliacrilamida
Tabla 3. Composicion de los geles de electroforesis

Concentrador Separador

1% T 10% T

3% C 3% C
Poliacrilamida 0.7 mL 2 mL
Reg del gel 1.55 mL 3.3mL
Glicerol - 13¢g
Agua 4 mL 3.3 mL
PSA (10%) 32 uL 50 pL
TEMED 8 pL 8 pL
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Apéndice 5. Soluciones para electroforesis

Tabla 4. Composicion del regulador de muestra

mL
Tris-HCI IM pH 6.8 0.6
Glicerol 50% 5
SDS 10% 2
Azul de bromofenol
1% 1
Agua 14

Tabla 5. Composicién del regulador del anodo (Tris 0.2 M)

Cantidad
Tris 24.228 g
Agua 1L

*Ajustar pH a 8.9 con HCI concentrado

Tabla 6. Composicion del regulador del catodo
Cantidad

Tricina0.1 M17.9¢

Tris0.1M 1211¢g

SDS 1% 19

Agua 1L

Tabla 7. Composicién del regulador del gel
Cantidad

Tris3M 90.85¢g

SDS 0.3% 0.75g

Agua 250 mL

*Ajustar pH a 8.45 con HCI concentrado
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Tabla 8. Composicion de la solucién tefidora
Cantidad

Acido acético al

10% 25 mL

Azul de comassie 0.25 g

Metanol al 40% 90 mL

Agua 135 mL

Tabla 9. Composicion de la solucion destefiidora

Cantidad
Acido  acético
10% 100 mL
Metanol al 40% 400 mL
Agua 500 mL
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