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“Si buscas resultados distintos, no hagas siempre lo mismo”

(Albert Einstein)

“El amor de la familia y la admiracion de los amigos es mucho mas importante que la riqueza vy el

privilegio”
(Charles Kuralt)
“‘Encuentra un trabajo que te guste y no volveras a trabajar ni un solo dia de tu vida”

(Confucio)

“El ayer es historia, el mafana un misterio y el dia de hoy es un regalo, por eso se le llama

presente”

(Eleanor Roosevelt)

“No progresas mejorando lo que ya esta hecho, sino esforzandote por lograr lo que aun queda por

hacer”
(Khalil Gibran)
“No es arrogancia si puedes sostenerlo”
(Muhammad Ali)

“‘Nuestra mayor gloria no estd en no haber caido nunca, sino en levantarnos cada vez que

caemos’

(Oliver Goldsmith)

“El éxito no se logra solo con las cualidades especiales. Es sobre todo un trabajo de constancia,

de método y de organizacién”

(Thomas John Sargent)
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Resumen

La carne forma parte de una dieta equilibrada y esta presente en muchos paises en el mundo
incluido México. La carne y los productos carnicos contienen importantes niveles de proteinas,
vitaminas, minerales y micronutrientes esenciales para el crecimiento y desarrollo que impactan en
la salud de los seres humanos.

La relevancia e importancia de este alimento ha llevado al ser humano a sobre explotar al ganado
bovino alterando su fisiologia con B-adrenérgicos (BAA) que aumentan la sintesis de proteina y por
ende la masa muscular.

Diferentes estudios han reportado el uso BAA en diferentes especies de animales usados en el
ganado (aves, bovinos, equinos, ovinos, etc.), los estudios se han encaminado principalmente en
los efectos fisioldgicos en los animales y toxicidad de BAA presentes en carne. Con respecto a la
actividad enzimatica endégena de la carne existen algunos reportes con diferentes especies
animales que incluyen la carne de bovino, pero no se ha reportado la cuantificacion de la actividad
enzimatica cuando es sometida a maduracion siendo esta investigacion pionera en este rubro.

El objetivo es evaluar el uso de un B-adrenérgico (clorhidrato de Zilpaterol comercializado por
Zilmax®) y como afecta la actividad enzimatica endégena de la carne a los diferentes dias de
maduracion, combinado también con diferentes condiciones de maduracion (humeda y seca) y
contrastarlos con un control (animales sin suministro de zilpaterol). Los parametros que se
tomaron en cuenta son: el pH, solubilidad de proteinas y cuantificacion de proteinas tanto
miofibrilares y sarcoplasmicas; complementado un perfil de proteinas mediante una electroforesis
en condiciones desnaturalizantes SDS-PAGE, zimografia, actividad enzimatica (reaccién de
Anson y de Kunitz) y actividad gelanolitica para la interpretacion conjunta de resultados.

Para el presente estudio se seleccionaron 12 bovinos machos jovenes, linea F1 de una cruza
comercial con caracteristicas fenotipicas similares, los cuales fueron sometidos a periodo de
engorda de 80 a 100 dias. El estudio se realizd con Longissimus dorsi el cual posee una gran
cantidad de receptores B que aumenta el volumen por la sintesis de proteina en el musculo del
animal. La mitad de este grupo se les suministro una dieta con zilpaterol y a la otra mitad con una
dieta control. La maduracion se llevd a cabo durante 21 dias.

Los resultados obtenidos en la medicion de pH indican que conforme pasa el tiempo el pH
disminuye, principalmente en las muestras en seco y con zilpaterol debido a la pérdida de agua y
de acuerdo a un analisis de Duncan con intervalo de confianza del 95% establece que no hay
diferencia entre los tratamientos y tipo de maduracion.

En la actividad de proteasas neutras se observa una tendencia de una disminucién de la actividad
conforme pasa el tiempo y la mayor actividad se presenta en la maduracion humeda y con
Zilpaterol. Mediante el analisis de Duncan indica que si existe una diferencia entre tratamientos y
maduracion a excepcion de dos interacciones, la primera es muestras con Zlpaterol a los dos
diferentes tipos de maduracién y muestra seca con zilpaterol contra hiumeda sin zilpaterol.

Para la actividad de proteasas acidas se observa la tendencia de disminucion de actividad, pero
para el dia 3 ocurre un ligero aumento debido a la liberacion de proteasas acidas de la membrana
lisosomal, en el andlisis de Duncan establece que si existe diferencia entre tratamientos y tipo de
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maduracion a excepcidon de la muestra seca con Zilpaterol contra muestra humeda sin zilpaterol.
Esto ocurre también en la actividad total (actividad gelanolitica).

En la zimografia tanto en sustrato gelatina y caseina se observd una banda de actividad a
consecuencia de la actividad de las proteasas neutras y acidas (por las proteasas antes ya
mencionadas) Yy para poder identificarlas se requiere mandar a secuenciar las bandas que
generaron esta banda de actividad.

En conjunto se puede establecer que los valores de pH tienden a disminuir con un ligero aumento
en el dia 3, la actividad de las proteasas neutras disminuye debido a que actuan y se degradan
(autolisis), en el caso de las proteasas acidas ocurren ligeros aumentos de actividad debido a la
liberacion de mas proteasas acidas provocadas por la degradacion de la membrana lisosomal. La
actividad enzimatica aumenta cuando las muestras son tratadas con zilpaterol y en maduracion en
huimedo ya que favorece la actividad cataltica lo cual repercute en sus propiedades
organolépticas y sensoriales de la carne como terneza, jugosidad, aroma, sabor, textura y color
(Garriz, 2011).
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Simbolos y abreviaturas

B1, B2y

B3 receptores beta adrenérgicos mL mililitro
BAA alfa beta adrenérgico mM mili molar
% porcentaje mU mili unidad enzimatica
°C grados Celsius NA no aplica
Mg microgramo NADA New Animal Drug Application
ML micro litro nm nanometro
® marca registrada NOM Norma Oficial Mexicana
AC adenilciclasa NPN nitrogenados no proteicos
ADP adenosin difosfato P probabilidad
AMP adenosin monofosfato plv peso/ volumen
AMPc |adenosin monofosfato ciclico PDC proteasas dependientes del calcio
ANOVA |analisis de varianza pH potencial hidrégeno
ARN acido ribonucleico Pl potencial de ionizacion
ATGL I||c_)as_a’a.d iposa de PKA proteincinasa
triglicéridos
ATP adenosintrifosfato PM peso molecular
aw actividad acuosa PNAC proteasas neutras activadas por calcio
CE Consejo Europeo ppb partes por billén
cm’ centimetro cuadrado ppm partes por millén
Cz clorhidrato de zilpaterol Pr promedio
DE desviacion estandar PSE palida, suave y exudativa
DFD oscura, firme y secas r? coeficiente de correlacion
DLsg dosis letal, 50% REDOX |reduccion-oxidacion
EPOC enferme_d e Pu Imonar rom revoluciones por minuto
obstructiva cronica
F valor de Fischer de tablas S maduraciéon en seco
FAC factor activado por calcio SAS Statistical Analysis Software
Food and Dru electroforesis en gel de poliacrilamida
FDA Administrationg SDS-PAGE con dodecilsulfatog sédicI:)
FOIA | A Freedom of Information T tripsina
g gramo TIF Tipo Inspeccion Federal
h hora TNBS acido sulfénico trinitrobenceno
H maduracion en humedo trat-h maduracion humeda sin zilpaterol
HSL hormona sensible a lipasa trat-hz maduraciéon humeda con zilpaterol
kDa kilo Dalton trat-s maduracion seca sin zilpaterol
kg kilogramo trat-sz maduracion seca con zilpaterol
M molaridad Vv Volt
m/s metro/segundo viv volumen/ volumen
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l. Introduccion

1.1 Generalidades

Caracteristicas de los bovinos

Los bovinos son mamiferos que pertenecen a la familia de los bévidos. Son animales rumiantes,
que se caracterizan por la alimentacién y sistema digestivo complejo ya que son estrictamente

herbivoros. Son capaces de digerir hierbas, forrajes (pastos), entre otros (Figura 1).

Figura 1 Ganado bovino (Enciclopedia alfabética del campo).

Razas para produccion de carne

Aunque casi todas las razas existentes al final de su etapa productiva son destinadas al sacrificio y
aprovechamiento de su carne, existen algunas razas mas especializadas en este aspecto por sus
altas ganancias de peso, por desarrollar una gran masa muscular, por tener un crecimiento mas
rapido o por la calidad de su carne. El tipo carne pueden dividirse segun su calidad en primera,
segunda y tercera, clasificacién realizada segun la suavidad, la jugosidad y el sabor de la
carne.Las razas que producen carne de primera son en general las razas de origen europeo que
pertenecen al grupo Bos taurus y son: Aberdeen Angus, Charolais, Hereford y Shorthorn. Las
razas que producen carne de segunda son el producto de cruces entre razas europeas
anteriormente mencionadas con la raza Cebu (perteneciente al grupo Bos indicus) y son: Santa
Gertrudis, Brangus y Charbray. Las razas que producen carne de tercera son: cebu y criolla. Las

principales razas cebuinas que existen en el mundo son: Brahman, Guzerat, Nerole, Sahiwal, Gyr
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e Indobrasil (Figura 2). La raza criolla no tiene caracteristicas muy definidas; sin embargo, 80% del

consumo de carne en América Latina proviene de ésta y del cebu.

Figura 2 Razas especializadas en camne; (1) Angus, (2) Charolais, (3) Blanco azulbelga, (4) Hereford
hembra, (5) Hereford macho, (6) Santa Gertrudis, (7) Gyr, (8) Cebu Brahman, (9) Guzserat, (10) Nerole

(Enciclopedia alfabética del campo).

Razas de doble propédsito

Las razas de doble propdsito se crearon con el fin de obtener animales que, ademas de tener una
gran capacidad de producir leche, produjeran la mayor cantidad de carne. Las principales razas de

doble propdsito son: Pardo Suizo, Simmental, Shorthorn lechera y Red Poll (Figura 3).

Figura 3 Razas de doble propésito; (lzquierda) Pardo suizo, (centro) Shorthorn, (derecha) Red Poll

(Enciclopedia alfabética del campo).

1.2 Composicién de la carne

La composicion quimica promedio del tejido muscular del bovino, libre de grasa subcutanea,
consiste en agua (65-80%), proteina (16-22%), lipidos (1.5%-13%), hidratos de carbono (0.5-
1.5%) y cenizas (1%), pero son muchos los factores que afectan esta composicion,

particularmente la alimentacion y la genética de los animales (Fennema, 1996; Serra et al., 2004).



El agua es el componente principal de los liquidos extracelulares y en ella se encuentran disueltos
0 suspendidos numerosos componentes quimicos; por ello sirve como medio de transporte de
nutrientes entre el lecho vascular y las fibras musculares. La composicion lipidica de la carne se
puede dividir en lipidos del tejido muscular y los propios del tejido adiposo, los primeros se
depositan en dos compartimientos diferentes y algunos lipidos lo hacen dentro de la fibra muscular
(intracelulares), pero la mayoria se localiza en el tejido adiposo asociado a los septos de tejido
conectivo laxo que se encuentra entre los fasciculos musculares; este ultimo tipo de depdsito
graso se le conoce como veteado, marmoleado o “marbling”. ElI conjunto de ambos
compartimientos constituye la grasa intramuscular. En general se considera que los lipidos del
musculo (grasa intramuscular) tiene un grado superior de instauracion que los del tejido adiposos
(Piironen et al., 2002). Por otra parte la oxidacion de los acidos grasos altamente insaturados que
se encuentran en la membrana de la fibra muscular puede ser muy importante en algunas de las
reacciones de deterioro de la carne (Fennema, 1996; Morrisey et al., 1998) afirman que al
incrementarse el grado de insaturacion de estos lipidos musculares se reduce su estabilidad

oxidativa.

Se ha reportado que el contenido elevado de acidos grasos saturados del musculo de mamfferos
ha sido fuente de controversia acerca de su papel en la produccién de ciertas formas de
arteriosclerosis. Sin embargo, hasta la fecha no existe evidencia cientifica que demuestre que las
grasas del tejido muscular son perjudiciales para la salud cuando se consumen en cantidades
razonables. El colesterol es el esterol mas abundante en los tejidos animales y se sintetiza a partir
del acetil-coenzima A, siendo el higado el principal lugar de sintesis. Asi como sucede con la
totalidad de los lipidos del plasma sanguineo, el colesterol se encuentra asociado con proteinas
formando complejos lipoproteicos que aseguran su transporte. Su metabolismo incluye la
produccion de acidos biliares y de hormonas esteroideas, tales como progesterona, testosterona,
estradiol y cortisol o es su precursor de vitamina D. Su excrecion se realiza principalmente como
esteroles en la bilis (Aranda et al., 2002). El contenido promedio de colesterol de la carne fluctua
entre 70 y 75 mg/100g de carne por debajo del limite en el cual afecta la salud (Fennema, 1996).
Se requieren ingerir 400 g de carne bovina al dia para alcanzar el limite maximo de 300 mg

recomendado (Jiménez, 2000).

El contenido de hidratos de carbono de la carne es muy bajo y el glucégeno, que es el hidrato de

carbono del musculo mas importante, fluctua entre 0.5 y 1.3%. Los hidratos de carbono restantes
3



son mucopolisacaridos asociados al tejido conectivo, glucosa, otros mono y disacaridos

intermediarios del metabolismo glucolitico (Aberle etal., 2001).

La carne también es una importante fuente de vitaminas del complejo B particularmente tiamina,
niacina, riboflavina, pirodoxina y cianocobalamina. También es una fuente de vitamina A cuyo
contenido es mayor que las de las otras vitaminas liposolubles. La carne es rica en hierro, cobre,
zinc y selenio. El hierro en la carne tiene alta biodisponibilidad y se encuentra asociado a la
proteina mioglobina. Esta proteina es la que provee oxigeno y le da color al tejido muscular rojo.
Por lo tanto, la carne se considera una fuente inestimable de este mineral en la dieta humana
(Pearson y Gillet, 1999). La carne es relativamente pobre en calcio (con aproximadamente 100
mg/100g de carne) y contiene generalmente 60 a 90 mg de sodio y 300 mg de potasio/100 g de
carne fresca. Como los minerales y vitaminas solubles del complejo B estan presentes en la
porcion magra de la carne, su concentracion varia dependiendo de la cantidad de tejido graso y

hueso de cada pieza de carne asi como del proceso de coccién (Fennema, 1996).

Las proteinas son el componente principal de la carne. Generalmente se clasifican por su
solubilidad en: sarcoplasmicas (mioglobina, hemoglobina y enzimas asociadas a la glucdlisis, al
ciclo del acido citrico y a la cadena transportadora de electrones), miofibrilares (entre otras, actina,
miosina, troponina, tropomiosina, actinina a y [, proteina C y proteina M) y del estroma
(constituyentes del tejido conectivo y proteinas fibrilares asociadas, que son comparativamente
insolubles). En el musculo se encuentran ademas de proteinas, otros componentes nitrogenados
no proteicos (NPN) tales como aminoacidos, péptidos sencillos, creatina, fosfato de creatina,
creatinina, algunas vitaminas, nucledsidos y nucleétidos, incluido el adenosintrifosfato (ATP)
(Rodriguez, 2012).

Proteinasdela carne

Las proteinas miofibrilares constituyen del 55% al 60% del total de la proteina del musculo.
Basadas en sus funciones fisiolégicas dentro del musculo, las proteinas miofibrilares pueden

clasificarse en proteinas contractiles y proteinas reguladoras (Gonzalez, 2003).



Proteinas contractiles

En este grupo se encuentran la miosina y la actina, las cuales estan directamente relacionadas
con el ciclo contraccidn-relajacion del musculo. La miosina es la proteina miofibrilar mas
abundante y constituye mas de una tercera parte de la proteina del musculo, esta proteina tiene
un peso molecular de 500 kDa y contiene cuatro cadenas pesadas idénticas de aproximadamente
220 kDa cada una y dos cadenas ligeras de aproximadamente 14 a 20 kDa dependiendo de la
especie y tipo de musculo. La actina es la segunda proteina miofibrilar mas abundante
comprendiendo un 20% del total, su peso molecular es aproximadamente 42 kDa tiene una
estructura globular (G-actina) con menos de un 30% de a-hélice que se polimeriza formando los

filamentos de F-actina del filamento delgado. (Tehver y Thirumalai, 2010).

Proteinas reguladoras

Estas proteinas juegan un papel muy importante en el ciclo de la contraccidén-relajacién. Se
dividen en dos grupos: las proteinas reguladoras mayores y reguladoras menores (Andujar et al.,
2003).

Proteinas reguladoras mayores

En este grupo se incluye a la tropomiosina y el complejo troponina (Tabla 1). La tropomiosina es la
segunda proteina mas abundante del filamento delgado y constituye aproximadamente el 7% de la
proteina total de la miofibrilla, tiene un peso molecular aproximado de 68 kDa (kilo Dalton). La
troponina es una proteina globular con un contenido alto de prolina, constituye del 8 al 10% de la
proteina miofibrilar. Los tres componentes del complejo de la troponina son: troponina | (PM 22
kDa) la cual por si misma inhibe la actomiosina ATP-asa en presencia o ausencia de Ca*?; la
troponina C (PM 18 kDa) que se fija reversiblemente a los iones Ca*? y la troponina T (PM 37 kDa)
que se une a la tropomiosina y fija los otros dos componentes al filamento delgado (Gonzalez,
2003).



Tabla 1 Proteinas miofibrilares del musculo esquelético de vertebrados (Gonzalez, 2003).

Proteinas Peso Molecular Contenido % Localizacion
Contractiles
Miosina 200 kDa 43 Banda A
Actina 43 kDa 22 Banda |
Reguladoras Mayores
Troponina 70 kDa 5 Banda |
Tropomiosina (33 kDa) x 2 5 Banda |
Reguladoras Menores
Proteina M 165 kDa 2 Banda A
Proteina C 135 kDa 2 Banda A
Proteina H 69 kDa <1 Banda A
Proteina F 121 kDa Banda A
Proteina 1 50 kDa Banda A
Proteina X 152 kDa Banda A
a-Actinina 35 kDa + 32 kDa Fin de la banda |
Actinina 35 kDa Fin de la banda |
Filamentos Intermedios
Desmina 53 kDa 1 Periferia de miofibrillas entre discos Z
Vimentina 55 kDa 1 Periferia de miofibrillas entre discos Z
Conectina 2x106 kDa 10 Unién A-l
Discos Z
a-actinina (95kDa) x 2 2 Discos Z
Proteina Z 50 kDa <1 Discos Z
Eu-actinina 43 kDa <1 Discos Z
Proteina 34 K 34 kDa <1 Discos Z
ABP (filamina) (250 kDa) x 2 <1 Discos Z
Otras Proteinas
Vinculina 130 kDa <1 Sarcolema
Nebulina 800 kDa 3 Bandall

Proteinas reguladoras menores

Cuantitativamente la mayor parte de ellas no son importantes, pero se cree que tienen conexion

con la estructura de los filamentos miofibrilares (Tabla 1). La a actina es el mayor componente de

la linea Z y esta estimado que esta proteina constituye menos del 20% del total de la proteina de

la linea Z en el musculo esquelético. Una de las posibles funciones de la a-actina es regular el

ancho de los filamentos al igual de la titina y la nebulina (Vigoreaux, 1994).

Proteinas sarcoplasmicas

Las proteinas sarcoplasmicas son endocelulares e hidrosolubles, constituyen la masa fluida que

bafia a las miofibrillas proporcionando energia y capacidad de sintetizar proteina y haciendo

posible la eliminacion de ciertos desechos metabdlicos. Se encuentran en el fluido que se

desprende de la carne (sarcoplasma) durante el proceso de descongelacion. Tiene pocas

propiedades funcionales pero son importantes por su actividad enzimatica, de transporte y
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almacenamiento de oxigeno; desde el punto de vista de calidad de carne como alimento, las mas

importante es la mioglobina ya que esta relacionada con el color de la misma (Gonzalez, 2003).

Catepsinas

Zeece et al., (1992) reportaron que existen en todas las células, organelos celulares denominadas
lisosomas que contienen enzimas con actividad proteolitica, entre ellas se encuentran las

catepsinas que son reconocidas por su participacion en el ablandamiento postmortem (Tabla 2).

Los lisosomas tienen membranas lipoproteicas intactas a los niveles in vivo de pH, pero que se
rompen al descender el pH postmortem o cuando el tejido sufre una lesién grave, liberando
enzimas proteoliticas. Las enzimas de los lisosomas intervienen en la degradacion de proteinas,
polisacaridos y lipidos, ademas de otros compuestos, ya que los lisosomas estan relacionados con
la digestidon intracelular. Cuando los lisosomas se rompen se destruye la célula, debido a que las
enzimas contenidas son capaces de degradar los componentes principales de esta (Andujar et al.,
2003)

Estudios histoquimicos han reportado la localizacién de las catepsinas y han explicado su
participacion en el ablandamiento de la carne. Se ha encontrado que al cuarto dia de maduracion,
las catepsinas estdn mas difundidas en la fibra muscular lo que permite deducir que una vez
degradada la membrana de los lisosomas durante el descenso de pH postmortem la accién de las
enzimas se incrementa con el tiempo de almacenamiento. Se ha reportado que a temperaturas de
almacenamiento aumenta el rompimiento de las membranas lisosomales (Sancho et al., 1997),
causando una degradacion extensiva de las proteinas miofibrilares. Las catepsinas tienen un pH
optimo acido. De las 8 enzimas reportadas como existentes en los lisosomas de la célula del

musculo, solo cuatro han sido caracterizadas (Koohmaraie et al., 1990).

Tabla 2 Propiedades funcionales de las catepsinas in Vitro (Carballo y Lopez de Torre, 1991).

Catepsinas Accién PM (kDa) Pl pH Sustrato*
B Exo Endo 25 5-5.2 4.6 A M, C
D Endo 42 5.5-6.5 3-5 A M TT, T, LZ
H Exo ENdo 28 7.1 5.5-6.5 A, M
L Endo 24 5.8-6.1 4-6.5 A M TT, T, C

* A: actina, M: miosina, TT: troponina, Tl: troponina |, LZ: linea Z, C: colageno.



Calpaina

El sistema proteolitico de las calpainas (Tabla 3) ha sido nombrado como factor activado por
calcio (FAC), proteasas neutras activadas por calcio (PNAC) y proteasas dependientes del calcio
(PDC).

Las calpainas son proteasas con dos sub-unidades, 80 y 30 kDa. El sistema proteolitico de las
calpainas consta de dos tipos: de acuerdo a la concentracidn de calcio que requieren para
activarse, la ll-calpaina (1-5mM) y la m-calpaina (80-120 mM) también han sido llamadas calpaina
'yl (Gonzalez, 2003).

Tabla 3 Propiedades funcionales de las calpainas in vitro (Carballo y Lopez de Torre, 1991).

Calpainas Accioén PM kDa pH Sustrato*
lyll Endo 80 y 30 (dos subunidades) 6.5-8 D, TT, TI, T, C
* D: desmina, TT: troponina T, Tl: tropomiosina, C: conectina.

Las condiciones Optimas para la activacién de las calpainas es a 25°C y pH 7.5, sin embargo el
requerimiento minimo de calcio para la activacién de calpainas parece ser independiente de la

temperatura (Cottin et al., 1991).

Tejido conectivo

Las proteinas del tejido conectivo son: colageno, elastina y reticulina (Tabla 4). Estas juegan un
papel importante en la dureza de la carne. El tejido conectivo tiene tres funciones principales:
proporcionar fuerza mecanica a los 6rganos, mejorar la estructura del movimiento y promover el
crecimiento y proliferacién celular, sus propiedades fisicas estan determinadas principalmente por
sSu composicion y organizacion macromolecular. La principal propiedad funcional de esta
macromolécula es la de formar fibras, filamentos y redes con propiedades mecanicas

indispensables en la estructura organizacional de un organismo (Gonzalez, 2003).

Tabla 4 Composicion colageno y elastina en diferentes tejidos bovinos (Gonzalez, 2003).

Tejido Colageno (%) Elastina (%)
Tendon 95 1
Piel 50 5
Sistema vascular 40 50
Hueso 25 -
Pulmén 15 20
Rifon 4 -
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Higado 2 -
Musculo 2 0.1

Se ha comprobado que la unidad fundamental del colageno, el tropocolageno, esta formado por
tres cadenas polipeptidicas en hélice, unidas por enlaces que se entre cruzan cuando aumenta la
edad del animal, por lo que es una proteina dificil de atacar por enzimas digestivas. Al calentarse
se transforma en gelatina de bajo valor biolégico. El colageno contiene un 30% de glicina y un
25% de prolina e hidroxiprolina. Cuando mas abunden estos aminoacidos, mas rigido y resistente
es el colageno. La edad no influye en el contenido pero si en la calidad debido a que aumenta el
numero de enlaces. El colageno es la proteina mas abundante de los mamiferos. Solo en los

musculos forma el epimisio, endomisio y perimisio (Carballo y Lépez de Torre, 1991).

Es necesario hacer una marcada distincion entre los musculos de soporte y de los de locomocion,
aquellos musculos que se utilizan para mover el peso de la canal no solo estaran mas ejercitados,
sino que son el punto de convergencia de todas las capas de tejido conectivo (epimisio y
endomisio). Los musculos que estan cerca de la espina dorsal poseen funciones de soporte y por
tanto son mas suaves (Velazco, 1999). Se sabe ademas que la dureza de corte es siempre mayor
cuando éste se hace transversalmente al eje de las fibras. Por tanto, las oportunidades de

encontrar cortes duros son mayores en el cuarto delantero.

1.3 Conversion de musculo en carne

Los hechos que deberan producirse para la conversion 6ptima de los musculos en carne son
bastante complejos. El pH debera descender como consecuencia de la formacion de lactato por
glucdlisis anaerobia. Una baja produccion de lactato puede traducirse en la obtencion de carnes
oscuras, firmes y secas (DFD), que son carnes con un pH final elevado de mas de 6.0. Por otro
lado, un exceso de lactato formado con rapidez mientras los musculos se encuentran aun
calientes, genera un descenso muy rapido del pH y puede originar carnes palidas, blandas y
exudativas (PSE) (Onega, 2003). Tras el sacrificio, debido al fendbmeno conocido como rigor mortis
los musculos pareceran consistentes como resultado de la formacion de enlaces cruzados entre
sus filamentos gruesos y delgados (Gonzalez, 2003). Sin embargo, la formacion de un exceso de
enlaces cruzados puede provocar dureza en la carne. El largo periodo que trascurre durante la

converséon de los musculos en carne es llamado acondicionamiento o maduracion, y durante el
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mismo se liberan las propias enzimas de la carne (Swatland, 1991). Asi, por ejemplo, las
proteinasas comienzan la digestion de las proteinas de la carne fragmentandolas lo que se

traduce en un ablandamiento lento (Andujar et al., 2003).

Rigor mortis

El proceso bioquimico hasta el comienzo de la rigidez cadavérica o rigor mortis puede dividirse en

dos fases (Figura 4): Una primera fase en la que la flexibilidad y la elasticidad del musculo

permanecen inalteradas.

Animal

Falla de la regulacion Falla de la circulacion
nerviosa y hormonal sanguinea

Falla de la contraccion Falla del aporte de
muscular controlada O y nutrimentos

| Falla de la cadena respiratoria REDOX

Inicia la
aliecdlisis

y temperatura

POST-RIGOR H RIGOR MORTIS I

Figura 4 Principales cambios postmortem (Ponce, 2006).

| Consumo total del ATP Descenso de pH |

Esta fase tiene una duracion variable, de 1 a 20 h, dependiendo de la reserva de glucégeno y
creatinfosfato, asi como de la temperatura del musculo. La hidrdlisis del ATP aumenta como

consecuencia de la disminucion progresiva del pH, pero permanece compensada por la capacidad
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de resintesis del ATP. Una segunda fase en la que la extensibilidad y elasticidad disminuyen
rapidamente en unas 2 o 3 h. Esto se debe a la desaparicion del ATP y al incremento de la
concentracion de calcio que conduce a la union irreversible de actina y miosina, dando lugar a la

instauracion de la rigidez cadavérica (Onega, 2003).

Post-rigor

El almacenamiento de la carne a temperaturas por arriba de la congelacion (0-5°C) por periodos
cortos (dias) a varias semanas, ha sido ampliamente usado para mejorar la palatabilidad de la
carne. Sin embargo, este largo tiempo de almacenamiento de la carne, incrementa la merma de la

canal (Tehver y Thirumalai, 2010).

La dureza aumenta a medida que el musculo entra en rigor y alcanza un maximo a las 24 h
postmortem. A medida que transcurre el estado postmortem la dureza disminuye gradualmente,
esta reduccion es rapida durante los primeros dias de conservacion y a continuacién su velocidad
desciende. Después de 10 dias de almacenamiento a 1°C se alcanza aproximadamente un 80%
de la reduccioén total de la dureza inicial (Dransfield, 1994). Este comportamiento puede verse
alterado cuando las canales de vacuno se enfrian muy rapido. Inmediatamente después del
sacrificio se puede alcanzar en la musculatura superficial una temperatura de 15°C o menor,
cuando todavia el musculo contiene un 25% del total de ATP. En estas circunstancias, el musculo
se contrae y los sarcomeros experimentan un encogimiento de hasta 40% de su longitud en
reposo, este fendbmeno denominado acortamiento por frio, se acompafa de un endurecimiento

considerable de la carne (Penny, 1984).

La blandura de la carne ocurre en dos pasos, una fase rapida y después una lenta, el rapido
incremento en la blandura es debido principalmente al debilitamiento de las miofibrillas y el
proceso lento, sobre todo es causado por el debilitamiento del endomisio y perimisio (Takahashi,
1996).

Se han estudiado algunos métodos de ablandamiento de la carne: la estimulacion eléctrica en la
canal después del sacrificio (Moribo et al., 1999; Morton et al., 1999), el acondicionamiento a altas
temperaturas (Hildrum et al., 1999), la suspensién pélvica de la canal (Thompson, 2002) y

diversos métodos mecanicos de tenderizacion y la inyeccion de proteasas exdgenas.

11



La primera prueba positiva de que la estructura miofibrilar se altera durante la maduracion, se
observa en las miofibrillas, estas son mas cortas y tienen menos sarcémeros integros que las que
se obtienen a partir de musculos sin madurar. Cuando se observan bajo microscopio, estos

fragmentos miofibrilares cortos y los discos Z se observan palidos (Penny, 1984).

Los musculos al entrar en estado de rigor no se pueden estirar debido a la unidén de la actina con
la miosina, sin embargo, después de mantenerlos durante unos dias a 0 — 4°C, los musculos
pueden de nuevo estirarse aproximadamente la misma longitud que tenia cuando estaban en pre-
rigor, pero ahora el estiramiento ya no es reversible. Mediante un examen de microscopio
electronico se puede observar que el estiramiento del musculo separa los filamentos | de sus
uniones con los discos Z y como consecuencia del debilitamiento de los discos Z, la carne
madurada rinde al homogeneizarla una cantidad mayor de fragmentos mas pequefios que la carne

sin madurar.

El grado de fragmentacion ha sido utilizado por diversos investigadores para medir la magnitud de
la maduracion, se ha observado que el numero de las miofibrillas aumenta de 1-4 sarcomeros con
el periodo de maduracion, sin embargo, otros investigadores utilizaron el cambio de turbidez a 540
nm para medir el grado de fragmentacion, observando que la turbidez aumenta durante la
maduracion. El cambio del grado de fragmentacion, si bien es una medida de la modificacién
estructural de las miofibrillas, corresponde significativamente con el aumento de la blandura de la
carne cocinada después de la maduracién. Asi, el grado de debilitamiento de discos Z es un factor

importante en la reduccién de la dureza durante el periodo de maduracién (Penny, 1984).

1.4 Tipos de maduracion en la carne

Maduracion hiimeda

Es la maduracion de la carne en bolsas al vacio bajo condiciones de refrigeracion de 0-1°C
Obviamente, la humedad y la velocidad del aire no son requerimientos necesarios para la

maduracion en humedo. Porque la mayor parte de la carne es envasada al vacio en el sitio de la
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fabricacion de la canal (corte), la maduracion en humedo es el método predominante de

postmortem actualmente (Figura 5).

El proceso de maduracion continia cuando un corte principal o sub-principal ha sido colocado en
la empacadora al vacio. En el momento en el que el corte llega a la tienda “al por menor”, al
menos 7-10 dias normalmente transcurridos después del sacrificio, debido a la participacion de la
plantas empacadoras de canales en frio y fabricacion, inventario de almacenamiento, el envio al
almacén del minorista, y subsecuentemente el envio al siguiente minorista. Por lo tanto, el tiempo
asociado con la rapida tenderizado (7-10 dias) y que es asociado con el movimiento del producto
al minorista son similares. Sin embargo, el tiempo de maduracién adicional es generalmente

benéfico.

La maduracién seca y humeda, ambas resulta en un grado similar de palatabilidad de la costilla y
el filete de lomo; no obstante, se puede distinguir una diferencia de sabor. La carne que se madura
en humedo libera mas sangre, suero y tiene sabores metalicos, mientras, que la carne madurada

en seco tiene un sabor “brown-roasted beefy’ (Parrish, 2008).

Figura 5 Carne en condiciones de maduracion humeda (izquierda) y maduracién seca (derecha) (U.S.
Meat).

Maduracion seca

Es el proceso tradicional de colocar una canal entera o cortes grandes (sin cubierta o embalaje) en
un cuarto de refrigeracion durante 21 a 28 dias, a una temperatura de 0-1°C y una humedad
relativa de 80-85%, con una velocidad de ventilacién de aire de 0.5 a 2.5 m/s (Figura 5). Estas tres
condiciones, aunque varia ampliamente en las practicas comerciales, son extremadamente
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importantes en la adecuada maduracién postmortem de las canales, asi como costillas de ternera
y lomo. Demasiada humedad permitiria un excesivo crecimiento de microorganismos, mientas que
poca humedad podria encoger desmesuradamente la carne. El 85% de humedad relativa es la
condicion ideal para que haya un crecimiento lento de microorganismos y haya poca pérdida de
humedad. El desarrollo de la terneza podria ser acelerada por la maduracion a altas temperaturas,
pero acelera el crecimiento microbiano que se convertiria en un serio problema en este tipo de

condicion.

La velocidad del aire es esencial porque actia como un medio para remover la humedad del area
refrigerada. Una velocidad de aire insuficiente permitiria un exceso de humedad que se
condensaria en el producto y daria como resultado un mal sabor a la carne y aromas, asi como
favorecer el deterioro. Una alta velocidad del aire, por otra parte, resultaria en un secado excesivo
en la superficie con pérdidas de peso y en el momento del deshuesado y corte, generaria piezas

de carne considerablemente pequefias (Parrish, 2008).

1.5 B-adrenérgicos. (B-agonistas en canal de bovinos y ovinos)

El grupo de farmacos recientemente incorporados que se utilizan en la produccion animal para
mejorar la retencion de nitrégeno, son llamados “repartidores de energia” o [-agonista
adrenérgicos (BAA). Son agentes quimicos que actuan a nivel de los receptores adrenérgicos,
derivando la energia de los alimentos y de la lipdlisis hacia la sintesis proteica muscular
(Mersmann, 1998). En teoria, la utilizacion de estas sustancias presenta una serie de ventajas
relacionadas no solo con la mejora de la produccion, sino también con la calidad, pues la carne de

animales tratados con BAA tiene mayor tejido magro (Dominguez-Vara et al., 2010).

Estructura quimica de los B-agonistas adrenérgicos

Las propiedades que hace diferente la respuesta intrinseca de los BAA radican en las
caracteristicas de sus grupos constituyentes que propician una distinta farmacocinética, la cual
determina la magnitud del efecto y la persistencia de residuos en los tejidos animales. Por
ejemplo, el clembuterol para presentar actividad, requiere de un anillo aromatico con un grupo

hidroxilo en la posicién 8 del grupo alifatico (Figura 6).
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Figura 6 Estructura quimica de algunos B-agonistas.

Al mismo tiempo, la presencia del cloro en clembuterol lo hace mas liposoluble en sus analogos y
por consecuencia tiende a difundirse profundamente en los tejidos, minimizando su excrecidn; sin
embargo, todos los BAA serian mas liposolubles de no ser porque la amina, que todos tienen y
estos se encuentran a un pH fisioldgico menor al del estdmago. Esta respuesta es determinada
por los tipos de receptores adrenérgicos encontrados en la membrana celular, a los cuales, el BAA

se unira para llevar a cabo su respuesta fisioloégica (Sumano et al., 2002).

Zilpaterol

El Zilpaterol es comercializado por Zimax® (Figura 7) y del cual el compuesto activo es el
clorhidrato de Zilpaterol este tiene un peso molecular de 297.8 g/mol, su férmula molecular es

C13H19N3O2HCI. Dentro de sus caracteristicas quimicas y fisicas es un polvo blanco, soluble en
agua sin importar su pH, es poco soluble en metanol y practicamente insoluble en otros solventes
organicos y es estable a temperatura ambiente. El producto tiene 4.58% de Zzilpaterol y 95.42%

olote de maiz y se recomienda una dosis de 0.15 mg de clorhidrato de Zilpaterol por kg de peso
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vivo por dia. El clorhidrato de zilpaterol se absorbe mas rapido por via oral, aproximadamente 12 h
después del consumo y su eliminacidén se presenta de modo bifasico con una primera fase de

disminucion rapida (12.5 h de vida media), seguida de una remanencia todavia medible al octavo
dia.

v WYY
{

i Qe
'
I k

S

Figura 7 Clorhidrato de zilpaterol comercializado por ZILMAX® que es producido por Interet®.

El clorhidrato de Zilpaterol se excreta rapidamente; 60% de la dosis administrada en 24 h 'y 90%
en 48 h mediante la orina que es la via principal de excrecién, ya que a través de ella se elimina el

86% del compuesto y a través de las heces se excreta el resto (14% del compuesto) (MSD Animal
Health).

Clembuterol

El clembuterol o (RS)-1-(4-amino-3,5-diclorofenil)-2-(ter-butilamino) etanol, es un compuesto que
tiene un peso molecular de 277.19 g/mol, su férmula molecular es C12H1gN2Cl,O. Este BAA se
caracteriza por ser un polvo sintético, de color blanco, anhidrido, soluble en agua y alcohol; con un
punto de fusion de 75°C. Es sintetizado por VENTIPULMIN® (Figura 8). De acuerdo a su
farmacocinética, tanto en el humano como en otras especies estudiadas, la absorcion del
clembuterol se da entre 15 y 45 min, los niveles plasmaticos maximos se alcanza en 2 h y se

distribuye en la mayoria de los tejidos incluyendo la placenta.

Se elimina predominantemente por via renal y tiene una vida media de tres a 6 h. Se elimina
preferentemente como farmaco no metabolizado. El clembuterol tiene una toxicidad aguda de

moderada a alta.
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La DL50 es de 80-180 mg/kg. La administracion de dosis mayores de 40 ug desencadena la

sintomatologia (Direccion General de Epidemiologia).

4
g
4
7
2
Z
%

AN

Figura 8 Clorhidrato de Clembuterol comercializado por VENTIPULMIN®.

Ractopamina

El clorhidrato de ractopamina es un derivado de la familia de los B-adrenérgicos que actua
incrementando el fluo sanguineo, dando consigo una hipertrofia de las fibras musculares
esqueléticas, un aumento de la sintesis proteica y una disminucion en la degradacion de la
proteina muscular. Ademas, la ractopamina ejerce una activacién directa para promover la
hidrélisis de los triglicéridos y disminuir la sintesis de acidos grasos vy triglicéridos, lo que provoca
una menor acumulacién de grasa (Figura 9). Se usa principalmente en cerdos pero también se
usa en el ganado bovino, no se tiene muchos estudios acerca de esta sustancia, pero en cerdos
se recomienda una dosis de 5 a 10 ppm para aumentar la tasa de ganancia de peso y mejorar la
eficiencia alimenticia, ademas de que aumenta el porcentaje de rendimiento de la canal e

incrementa la carne magra (LAPISA).

.

Figura 9 Clorhidrato de ractopamina comercializado por LAPISA®.
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Receptores B-adrenérgicos

Los receptores B-adrenérgicos son proteinas conformadas por 450 a 600 aminoacidos y tienen un
peso molecular de 40 a 50 kDa (Soria y Arias, 1997). Se conocen tres subtipos de receptores B-
adrenérgicos, los cuales son B1, B2 y B3. Drennan (1994) describié a los receptores B1 en el
miocardio y los receptores B2 en el sistema nervioso central y en el conducto bronquial; Ganong
(2001) indic6 que ambos subtipos de receptores (3 incrementan el adenosin monofosfato ciclico
(AMPc); estos receptores consisten en una proteina que atraviesa la membrana celular siete
veces, formando tres asas intracelulares y tres extracelulares a los que se unen la adrenalina y la
noradrenalina. En la mayor parte de las células de los mamiferos se han encontrado receptores -
adrenérgicos; sin embargo, su distribucion y proporcién varian de un tejido a otro, en cada especie
animal (Mersmann, 1998). Por ejemplo, en ovinos los receptores 1 y 2 coexisten en el biceps

posterior del animal y en el area del musculo Longissimus dorsi (Ekpe et al., 2000).

Un ejemplo de cdmo actua un receptor de la membrana celular, es la formacién del complejo
agonista-receptor B-adrenérgico (Figura 10), con la intervencion de la proteina G (reguladora de
nucledtidos de guanina) que activan la enzima adenilciclasa (AC) y en consecuencia incrementa
un segundo mensajero intracelular, el AMPc. Este actia sobre un efector secundario llamado
proteincinasa (PKA), el cual modifica el funcionamiento celular para generar otros efectos
(Mersmann, 1998; Ferguson, 2001).

Epinephrine —,
or Glucagon

RARAARANAAAAAR
A ﬁ nann,
SN R L

B-adrenergic \\1‘ _7 adenylate CAMP
or glucagon S— cyclase L

receptors S
ATR
@ 2 ) g

glycerol -——— monoglycerides diglycerides

T i i @R

fatty acid fatty acid fatty acid

ATP

triglycerides

Figura 10 Activacion de los receptores BAA mediante hormonas (Medical Biochemistry Page).
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Mecanismosde accidénde los BAA en el metabolismo

Tejido adiposo. Los BAA aumentan marcadamente el metabolismo degradativo de los lipidos en
el adipocito, por lo tanto, impiden y reducen la deposicion de grasa (Mersmann, 1998; 2002; Van
Hoof et al., 2005). La activacion de los receptores BAA causa un aumento en el AMPc que activa a
la proteincinasa A, la cual a su vez fosforila a la hormona sensible a la lipasa. La lipasa fosforilada

es la forma activa que inicia la lipdlisis (Mersmann, 2002).

Los acidos grasos son producidos y exportados del adipocito para ser usados como fuentes
oxidativas por otros tejidos. La sintesis de acidos grasos y la esterificaciéon de acidos grasos
dentro del triacilglicerol, que es la primera molécula energética almacenada en el adipocito, ambos
procesos son inhibidas por los BAA. Por lo tanto, un aumento en el catabolismo (lipdlisis) y una
reduccién en el anabolismo (lipogénesis) de los lipidos en el adipocito, conducira a una hipertrofia
reducida del adipocito y en consecuencia a una reduccion del depdsito de grasa en la canal
(Smith, 1998; Mersmann, 1998). Sin embargo, se han indicado que algunos BAA en adipocitos en

determinados animales no han tenido efecto alguno (Mills y Mersmann, 1995).

Tejido muscular. Los BAA aumentan la perfusion sanguinea hacia el musculo, asi como una
mayor disponibilidad de energia y aminoacidos, en consecuencia aumenta la sintesis y retencion
de proteina que favorece la hipertrofia muscular, principalmente de los musculos del cuarto trasero
del animal (Li et al., 2000; Ekpe et al., 2000; Castellanos et al., 2006).

En el musculo, ademas de la hipertrofia (Figura 11), ocurren cambios en el tipo de fibra muscular,
también hay cambios en la proporcion del ARN de trascripcidn para proteinas musculares como la

miosina y actina (Gonzalez, 2003)

Figura 11 Hipertrofia muscular.
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En ovinos y bovinos se ha observado que aumenta el peso de los musculos en 40%, y que la
magnitud de la respuesta varia dependiendo del BAA suministrado, asi como de la influencia de

factores como la especie, la raza, la edad, el sexo y la dieta (Mersmann, 1998).

Efectos de los BAA en el ganado (comportamiento productivo)

En estudios realizados con ovinos alimentados con el BAA clorhidrato de Zilpaterol (CZ) (Lopez et
al.,, 2003; Anaya et al., 2005; Salinas et al., 2006; Mondragén, 2008), o con el protoplasma
(Koohmaraie et al., 1996) no se mejord la respuesta productiva. En contraste, en un estudio en
ovinos que recibieron CZ (Salinas et al., 2004) se mejoro la ganancia de peso en 60%. También
en bovinos se han observado efectos significativos sobre la ganancia de peso atribuible al CZ
(Garza et al., 1997; Garcés et al., 1998; 1999; Castellanos et al., 2006; Avendano-Reyes et al.,
2006). En los anos 60°s se demostré que podia aumentarse la tasa de crecimiento animal al darle
sustancias que promueven mayores concentraciones de AMPc en la célula, por ejemplo, cafeina,

teofilina, nicotina y epinefrina.

Posteriormente, Dominguez-Vara et al (2010) indicaron que podia manipularse el crecimiento
animal con el uso de clembuterol en la dieta. Mersmann (1998) sefald que determinados BAA no
inducen el mismo efecto en todas las especies, debido posiblemente a que los receptores B-
adrenérgicos del tejido “blanco” no se activan adecuadamente, o bien, porque los mismos
receptores se inactivan rapido; o tal vez porque algunas especies tienen un numero limitado de
estos receptores, lo cual disminuye la respuesta. Debido a estas variaciones, los efectos
producidos en el metabolismo de los nutrientes por el suministro de un BAA son dificiles de
comprender, pero se han aprovechado con fines practicos en la produccion animal (Dominguez-
Vara et al., 2010).

Caracteristicas de la canal

Los BAA disminuyen el contenido de grasa en la canal de ovinos y bovinos (Castellanos et al.,
2006). También se ha observado que aumenta el area del Longissimus dorsi en ovinos (Salinas et
al., 2004; Shackelford et al., 1992; Mondragdn, 2008) y bovinos (Garcés et al., 1998; Avendano-
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Reyes et al.,, 2006; Castellanos et al., 2006); ademas, en bovinos y ovinos (Li et al., 2000;
Mondragon, 2008), aumenta la retencion de proteina muscular. En la actualidad, estos efectos han
tenido un impacto importante debido a la creciente demanda de carne magra por parte del
consumidor, enfatizando en la composicion de la canal con menos grasa, tanto intramuscular
como de cobertura y mayor masa muscular (Nourozi et al., 2005; Mohammadi et al., 2006). Esto
también se traduce en mayor beneficio econdmico (Cafeque y Safudo, 2000). Sin embargo, en
otros estudios, no se ha encontrado efecto alguno sobre la disminucion de grasa en la canal de
ovinos (Koohmaraie et al., 1996) y en bovinos (Garza et al., 1997; Zorrilla et al., 1998); asi como
en el area del Longissimus dorsi y la retencion de proteina muscular en ovinos (Salinas et al.,
2006).

Calidad de la carne

Las caracteristicas deseables o indeseables dependeran segun el destino de la carne (Lopez et
al., 2000). La carne requiere canales con determinado contenido de grasa, lo que no sucede con
los cortes finos, por la preferencia de carne marmoleada o con determinado contenido de grasa
intramuscular que le permita mantener buena textura, jugosidad y sabor; por lo que la calidad de la
carne que se obtiene en términos de sus propiedades fisicas y quimicas al utilizar BAA, puede
representar una oportunidad de mercado. Otra caracteristica de la carne, es que le confiere buena
aceptacion por parte del consumidor, es su terneza (medida como la fuerza necesaria para
cortarla). La terneza es considerada internacionalmente un parametro fundamental de calidad
porque incide directamente en el precio de venta de los diferentes cortes de una canal, de tal
manera que aquellos cortes de mayor valor suelen ser los mas tiernos y por ende la coccion es
rapida (Bianchi et al., 2004).

En ovinos, los BAA modifican la terneza de 10.9 a 8.2 kg por cm? (Koohmaraie et al., 1996),
posiblemente porque en musculo hay mayor degradacion proteica en los primeros 20 dias
postmortem; esto se debe a la actividad de las enzimas calpastatinas que inhiben a las proteasas,
lo que a su vez impide la degradacion de las proteinas musculares, dando como resultado una
carne menos suave. Mondragon (2008) indicé que el zlpaterol aumentd el contenido de agua,
proteina y la dureza del musculo Longissimus dorsi en la carne de ovinos con alimentacion
intensiva. En carne de bovinos tratados sin y con Zzlpaterol, (Avendafo-Reyes et al., 2006)
indicaron valores mayores (P < 0.05) de fuerza de corte (4.39 de 5.11 kg por cm?), atribuible a que
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probablemente se presenta poca actividad enzimatica durante la congelacién, con cierta actividad
proteolitica y por lo tanto, mejor suavidad de la carne (Chacdén, 2004). La terneza establecida por
la industria carnica ovina de Estados Unidos y Nueva Zelanda indica que para retener o acceder a
nuevos mercados debe ser menor o igual a una fuerza de corte de 5 kg por cm? (Bickerstaffe,
1996). Referente a estudios sensoriales en la carne de rumiantes tratados con BAA hay poca
informacién en México. Mondragon (2008) indicd que la barbacoa de ovinos en engorda tratados
con Zzlpaterol no presentd diferencias en el estudio sensorial. En carne de cerdos tratados con
ractopamina, tampoco se modificd la palatabilidad del musculo Longissimus dorsi (Stoller et al.,
2003).

Intoxicacion por BAA

Informacién sobre efectos daninos a la salud publica por el uso indebido de clembuterol en
Estados Unidos y la Union Europea (Mitchell y Dunnavan, 1998), originaron su prohibicion en casi
todo el mundo. En México, en el periodo de 2002 a 2006 se registraron 192 brotes de intoxicacion
por clembuterol, con un total de 1,300 casos; sin que hasta el momento se informen defunciones;
los casos por estado fueron: Jalisco (625 casos), Ciudad de México (326 casos), Guanajuato (144
casos), Nayarit (45 casos), Hidalgo (43 casos). El alimento consumido por las personas estuvo
implicado en la mayoria de los brotes en el 70% de los casos fue el consumo de higado de res,
dentro de un periodo de tiempo de 30 min a seis h posterior a la ingesta, presentaron dos o0 mas
de las siguientes manifestaciones: taquicardia, cefalea, palpitaciones, nauseas, ansiedad, angustia
y malestar general (Vallejos et al., 2007), con duracion de 40 h en promedio (Serrano et al., 2002).
Para evitar intoxicaciones, los residuos de clembuterol en productos animales no deben superar
concentraciones de 0.5 pg por kg en higado vy rifidn, 0.1 ug por kg en musculo y 0.05 pg por L de
leche, los cuales son los limites maximos de residuos recomendados por el Comité para
Productos Medicinales Veterinarios de la Agencia Europea de Evaluacion del Medicamento
(Serrano et al., 2002). En el caso del clorhidrato de zilpaterol, los limites maximos de residuos

para los diferentes tejidos comestibles son: higado vy rifidon 30, tejido adiposo 20 y musculo 1 ppb.

En el afio 2000, la SAGARPA en el Estado de Jalisco, identificO reses cuya corpulencia no
correspondia con el fenotipo de la raza equivalente; la misma dependencia en Querétaro, detectd

la produccién clandestina de clembuterol. En el afio 2001, se notificd un brote de intoxicacién que
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resulté positivo por esta sustancia en humanos asociado al consumo de higado de res y otras

visceras.

En el caso de clorhidrato de Zzilpaterol y ractopamina, cuando se usan adecuadamente en la
produccién animal, no deben representar riesgo a la poblacion que consume productos carnicos
de animales alimentados previamente con estos BAA; debido a sus propiedades quimicas, estos
compuestos se consideran de baja magnitud de riesgo asociado con el consumo de tejidos de
animales tratados (Smith, 1998). No obstante, en diferentes trabajos realizados en ovinos vy
bovinos se reportan niveles de residuos variables. Sin embargo, los resultados obtenidos pueden
diferir de acuerdo con el BAA empleado, dosis, unidad de produccion y caracteristicas de los
animales empleados; por lo tanto, es necesario desarrollar mas investigaciones para conocer los
factores que originan esta variacién, de tal manera que nos permitan fundamentar el uso de los

BAA o su definitiva eliminacion en la alimentacion del ganado.

Legislacidon de los BAA

En México existe una legislacion sobre el uso de BAA en productos alimenticios para consumo
animal, esta bajo la NOM-061-ZO0O-1999. Especificaciones Zoosanitarias de los Productos

Alimenticios para Consumo Animal.

Prohibe el uso de ingredientes activos y/o aditivos alimenticios que comprobadamente puedan ser
nocivos para la salud publica o represente riesgo zoosanitario, el unico BAA prohibido es el
clembuterol (Tabla 5).

En Estados Unidos, la FDA (Food and Drug Administration) establece mediante la FOIA (A
Freedom of Information) un coédigo NADA (New Animal Drug Application) para cada sustancia
aplicada en veterinaria y animales destinados para consumo humano, asi como el uso legal en

ciertas especies, tratamientos y dosis recomendadas como seguras.

En tanto en la Unién Europea, la Directiva 96/22/CE del Consejo prohibe de manera absoluta el
uso de sustancias de efecto hormonal y tireostatico y sustancias B-agonistas (con excepciones

terapéuticas).

23



Tabla 5 Comparacién normativa en diferentes paises sobre el uso de BAA en animales.

Pais Legislacién

Status

México NOM-061-ZO0-1999

Food and Drug
Administration
Caodigo FOIA (A Freedom of

EE.UU.

Information)

Directiva 96/22/CE del

Unién Europea
Consejo

No permite uso de clembuterol y exime el uso de clorhidrato
de zilpaterol y clorhidrato de ractopamina.
Clembuterol (140-973): Uso aprobado sdélo para tratamiento
de EPOC (Enfermedad Pulmonar Obstructiva Croénica) en

caballos.

Ractopamina (140-863): Uso aprobado en aumento de tasa
de peso y generacion de carne magra.

Zilpaterol (141-284): Uso aprobado para aumentar la tasa de
peso, mejorar la eficiencia de la alimentacion del ganado y
supresion del estro o calor (en etapa de celo) antes de los 20 a

40 dias del sacrificio y en la alimentacion

Todos los B-agonistas son de uso ilegal
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Il. Antecedentes

La carne es el producto mas valioso que se puede extraer del ganado y se compone de proteinas
y aminoacidos, minerales, grasas y acidos grasos, vitaminas y de pequenas cantidades de
hidratos de carbono. Desde el punto de vista nutricional, la importancia de la carne se deriva de su
contenido de proteina de alta calidad, que contienen todos los aminoacidos indispensables y
minerales y vitaminas altamente biodisponibles. EI consumo anual per capita de carne se ha
duplicado desde el afio 1980 en los paises en desarrollo debido al crecimiento de la poblaciéon y
de los ingresos econdmicos, junto con el cambio de las preferencias de alimentos, estan
aumentando la demanda de productos pecuarios. La FAO (Food and Agriculture Organization)
estima que la produccién mundial de carne se duplicara para el afio 2050, la mayor parte de lo que
se espera en los paises en desarrollo. EI mercado de la carne en crecimiento ofrece una
importante oportunidad para los ganaderos y procesadores de carne en estos paises, sin
embargo, el aumento de la produccion ganadera y el procesamiento seguro y la comercializacion
de la carne y sus productos con higiene representa un gran reto. En México, para poder satisfacer
la demanda de carne de bovino permiten el uso de BAA en su legislacion vigente para animales de
ganaderia destinados para el consumo humano (NOM-EM 015-Z0O0-2002).

Las investigaciones sobre los BAA aplicados a los animales de ganaderia, se han enfocado desde
la perspectiva de la medicina veterinaria a partir de 1948 por el investigador Ahlquist, afio en el
que se iniciaron los estudios sobre la eficiencia y mecanismos de accion de los BAA vy la
clasificacion de los receptores adrenérgicos a y . Desde 1980 se descubrié que el uso de BAA
son promotores de crecimiento muscular, mejora el rendimiento de crecimiento en bovinos, mejora
la eficiencia de la alimentacién y el peso corporal final en el animal vivo (Montgomery et al., 2009 a
y b). En la década de los 90’s se encontr6 que también incrementan el peso de la canal en
bovinos y se genera carne magra, debido a que reduce la deposicion de grasa en el musculo
(Hilton et al., 2009).

En Sudafrica en el 2009, en el Animal Nutrion and Animal Products Institute, se llevd a cabo un
estudio con bovinos de la raza Bonsmara y arroj6 como resultados que la carne tratada con
Zilpaterol se obtiene con un menor contenido de grasa (magra) y se establece por primera vez que
la terneza de la carne con Zilpaterol y el envejecimiento esta relacionado con la actividad de la

calpastatina y fragmentacion miofibrilar (Strydom et al., 2009).
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A partir del afio 2006, en México, comienzan las investigaciones de los BAA en carne destinada
para consumo humano. En la Universidad Nacional de Tamaulipas se realizd un estudio con peli
buey (oveja domeéstica) en el que se encontré que la carne que se produce, tienen un menor
contenido de grasa en comparacion a los animales que no se les suministro zlpaterol (Salinas-
Chavira et al., 2006). En este mismo afo en la Universidad Autonoma de Baja California,
trabajaron con bovinos de la raza Brangus y Charolais, en el cual no se encontré diferencia en el
color de la carne de los animales que fueron suministrados con y sin Zilpaterol y la suavidad se
clasific6 como “media” en los animales que se trataron con este BAA (Avendano-Reyes et al.,
2006).

En el afio 2010, en la Facultad de Veterinaria de la UNAM, se demostré que el uso de Zilpaterol y
ractopamina inducen cambios en el metabolismo de las fibras tipo | (contraccion lenta) y las fibras
tipo lla y llb (contraccion rapida) (Pérez, 2010). En la Universidad del Estado de Colorado en el
2014, se demostr6 en ganado bovino Continental Steers, ademas de generar un aumento
muscular en la zona de las costillas (Longissimus dorsi), también se observé un aumento muscular

en la zona de piernas traseras y el lomo (Arp et al., 2014).

Hasta el momento no existen precedentes internacionales y tampoco en México de como el uso
de BAA como el zlpaterol afecta la actividad enzimatica enddgena bajo condiciones de
maduracion humeda y seca. Por todo lo anterior, en el presente trabajo pretende comparar si el
uso de clorhidrato de zilpaterol y el tipo de maduracién afecta al pH de la carne, y disminuye o

aumenta la actividad proteolitica enddgena.
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lll. Hipbtesis

Las muestras de carne con Zlpaterol y maduradas en humedo, tendran una mayor actividad

enzimatica debido a que aumentan las proteinas musculares y aumentan la cantidad de enzimas

enddgenas.

IV Objetivos

4.1 Objetivo general

e Evaluar la actividad enzimatica endégena de proteasas acidas y alcalinas de muestras de
carne con Yy sin zilpaterol bajo diferentes tipos y tiempos de maduracion.

4.2 Objetivos particulares

Evaluar el efecto de la presencia y ausencia del zilpaterol en el pH de la carne.

e Determinar la actividad enzimatica de proteasas que participan en el proceso de maduracién

para los diferentes tipos y tiempos de maduracion y tratamientos con vy sin zilpaterol.
e Comparar el perfil de proteinas miofibrilares y sarcoplasmicas para los diferentes tipos y
tiempos de maduracion mediante electroforesis en gel de poliacrilamida en condiciones

desnaturalizante (SDS-PAGE).

e Encontrar las condiciones adecuadas para observar la presencia de actividad de proteasas

neutras y acidas en zimogramas en sustrato caseina y gelatina.
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V. Metodologia

Bovinos machos jovenes linea F1 (cruza
comercial)

Dieta

sin

zilpaterol

Obtencién de lomos (M. Longissimus

Figura 12 Obtencion de la muestras de bovino
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5.1 Obtencion de las muestras de carne

Se trabajé con la zona M. Longissimus dorsi de canales de bovino procedentes de machos
enteros jovenes, linea F1 (cruza comercial) de caracteristicas fenotipicas similares, con un periodo

de engorda de 80 a 100 dias y a los cuales se les suministré una dieta con y sin zilpaterol.

Los animales fueron plenamente identificados con sistema de marcado y fotografia individual.
Ademas los animales con y sin Zilpaterol fueron separados por tratamientos en diferentes corrales
antes de iniciar el experimento. El sacrificio se llevd en un rastro Tipo Inspecciéon Federal (TIF),
una vez que se obtuvieron las canales identificadas se mantuvieron en refrigeracién entre 2 y 4°C
durante 24 h, transcurrido este tiempo se obtuvieron 6 lomos (de la doceava vertebra toracica a la
séptima lumbar) de la media canal derecha y 6 de la media canal izquierda, tanto del grupo de
animales con el tratamiento con Zilpaterol y del grupo de animales sin zlpaterol para obtener un

total 12 lomos de cada tratamiento.

5.2 Tratamiento de maduracion

La maduracion en seco, se realizd colocando los cortes sin ningun tipo de cobertura sobre rejillas
dentro de un madurador, con un 50-55% de humedad y una temperatura de entre 2-4°C durante
21 dias.

En tanto, la maduracion en humedo se realiz6 empacando los cortes al vacio y manteniendo sobre
rejillas dentro de un madurador con un 50-55% de humedad y una temperatura de entre 2 y 4°C

durante 21 dias.

Los dias de muestreo fueron: dia 0 (dia que se obtuvo en el sacrificio), dia 1 (se considera que no
hay efecto en la maduracién) y dia 3, 7, 14 y 21 (los cuales se considera que hay efecto en las

proteasas para las condiciones de maduracion).

Las muestras de carne llegaron al laboratorio S-132 del Departamento de Biotecnologia de la
Universidad Autonoma Metropolitana Unidad lztapalapa, en envases isotérmicos y empacados al

vacio, en hieleras con geles refrigerantes para realizar diferentes determinaciones.
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5.3 Medicionde pH

Se analiz6 mediante la insercion de un electrodo de penetracion (Orion®, Thermoscientific), la
determinacion se realizd por triplicado en diferentes zonas de la carne. Con los datos obtenidos se
realizd un analisis de varianza (ANOVA) y un analisis de diferencias (Duncan) en SAS® (Statistical

Analysis System).

5.4 Extraccion de proteinas miofibrilares

Las muestras se homogenizaron durante 2 min con hielo y agua desionizada en proporciones 10 g
carmne/10 g hielo/10 mL agua. La mezcla anterior se homogenizé (Ultra-Turrax T18 Basic®)
durante 10 min, posteriormente se filtrd6 2 veces con gasa y al filtrado se le adicionaron 30 mL de
agua desionizada a 4°C y se agité durante 10 min. Las muestras se centrifugaron a 4,000 rpm
durante 15 min a 4°C (Eppendorf 5810R). El sobrenadante se desechd y el precipitado se
resuspendio en una solucién amortiguadora que contenia: fosfato de sodio 50 mM pH 7 y NaCl 0.6
M. El extracto de proteinas miofibrilares se colocé en un tubos de plastico (para cada una de las
muestras, a diferentes tiempos y condiciones de maduracion) y se almacendé a -20°C (Garcia-
Barrientos, 2007).

5.5 Extraccion de proteinas sarcoplasmicas

Se tomd6 una muestra de 4 g de carne, se homogenizé con 8 mL de amortiguador de fosfatos 20
mM, pH 7 y 0.9% NaCl. Enseguida se centrifugé durante 30 min a 4,000 rom (Eppendorf 5410R),

se recuperd el sobrenadante en un tubo de plastico y se almacené a -80°C (Rodriguez, 2012).

5.6 Determinacion de la concentracion de proteina

Se determindé la concentracién de proteina de cada fraccion mediante la técnica de Bradford
(Hyung-Keun et al., 2012) para el extracto de proteinas miofibrilares y sarcoplasmicas. En una
microplaca se colocaron 10 pL del extracto de proteina, 150 pL de cada uno de los
amortiguadores en los que se encontraban resuspendidas las proteinas (fosfatos 50 mM para

proteinas miofibrilares y fosfatos 20 mM para sarcoplasmicas) y 40 pyL de reactivo de Bradford.
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Para el blanco, se colocaron 10 yL de cada uno de los amortiguadores en lugar de muestra de
proteina y posteriormente se homogeniz6 cada reaccion y se dejé reposar durante 5 min. La
absorbancia se midié6 a 595 nm (biofotémetro Synergy™ HT®). Se realizaron por triplicado las
determinaciones. Con los datos obtenidos se realizé un andlisis de varianza (ANOVA) y Analisis
de diferencias (Duncan) en SAS®. Se utilizd albumina sérica bovina para la realizacion de la curva

estandar.

5.7 Perfil de proteinas: electroforesis en condiciones desnaturalizantes (SDS -
PAGE)

Esta técnica se realizd en condiciones desnaturalizantes usando SDS al 10% en un gel
concentrador y un gel separador de poliacrilamida al 10% de concentracion. Para la realizacion de

los geles se siguio las instrucciones descritas por el proveedor (Bio-Rad).

La muestra se preparo de la siguiente manera: en un tubo de plastico de 0.6 mL, se mezclaron 10
ML de amortiguador de carga (SDS 10%, 49.5% de glicerol, 25.2% de una solucién buffer Tris-HCI
0.5 M pH 6.8, 11.7% agua desionizada, 3.6% de azul de bromofenol y 10% de B-mercaptoetanol)
con 25 pL de cada una de las muestras se tomaron 30 pL de esta mezcla y se colocaron en el gel
de poliacrilamida. Para cada gel se colocaron 5 yL de marcador de alto peso molecular (Bio-Rad).
La electroforesis se llevé a cabo en una camara electroforética Mini-Protean™ (Bio-Rad) en una
solucion 1X (Tris-HCI 25 mM, glicina 192 mM y SDS 1%) durante 30 min a 80 V y posteriormente a
120 V durante 1 h.

Terminada la electroforesis se enjuagd el gel en agua desionizada, se tifié durante 12 h en una
solucion de azul de Coomassie (azul de Coomassie G-250 1.17 mM, 45% viv de metanol, 45% viv
agua y 10% v/v acido acético glacial) y se destiid en una solucion que contenia 10% metanol,
10% acido acético y 80% agua, durante un dia (Gonzalez, 2003). Finalmente el gel se analiz6 en

el equipo Molecular Imager Gel Doc™ (Bio-Rad).

5.8 Zimogramas

Esta técnica se llevd a cabo en condiciones no desnaturalizantes, en un gel concentrador y

separador de poliacrilamida al 10% de concentracion, con 1% caseina y 1% gelatina. Se siguieron
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las mismas condiciones de la electroforesis desnaturalizante, solo que se utiliz6 un amortiguador
de carga sin B-mercaptoetanol. Al terminar la electroforesis se lavo el gel con agua desionizada,
se coloco durante 30 min en solucion Tritdn X-100 2.5%, y se incub6 durante 12 h a 37°C en una
solucién de renaturalizacion (50 mM Tris-HCI, CaCl, 50 mM, NaCl 200 mM, pH 7.6). Finalmente el
gel se enjuagd con agua desionizada, se tifid con azul de Coomassie durante 12 h, se destifio y se

analizoé en el documentador de geles (Casales, 2012).

5.9 Determinacion de proteasas acidas y neutras

Para proteasas acidas (reaccion de Anson) se tomaron 600 uL del sustrato hemoglobina 1% p/v
en un amortiguador universal a pH 5 (0.025 M acido bdrico, 0.025 M acido fosférico y 0.025 M
acido acético) y se colocaron en tubos de plastico el cual se incubé durante 10 min a 37°C,
posteriormente se adicionaron 150 pL del extracto de proteinas sarcoplasmicas y se incubaron por
15 min a 37°C. La reaccion se detuvo con 150 L acido tricloroacético al 50% p/v. La mezcla se
incub6 durante 10 min a 4°C en hielo, posteriormente se centrifugd a 14,000 rpm a temperatura
ambiente por 15 min. Se tomaron 200 uL del sobrenadante y se colocaron en una microplaca de
96 pozos. Se midid la absorbancia en un lector de placas a 280 nm. El blanco de la reaccion
consistiéo en sustituir el extracto de proteina sarcoplasmica por amortiguador de fosfatos 20 mM,
pH 6 y 0.9% NaCl. Para cada una de las muestras se realizd un blanco de muestra, en el cual al
sustrato se le adicioné acido tricloroacético, posteriormente se incub6é a 37°C por 10 min, se

afiadi6 el extracto de proteina sarcoplasmica y se centrifugd a 14,000 rpom (Ruiz, 2013).

Para las proteasas neutras (Reaccion de Kunitz) se realiz6 la metodologia descrita anteriormente;
sin embargo, se us6 caseina al 1% p/v como sustrato en un amortiguador de fosfato de sodio a pH
7 (Rodriguez, 2012).Todas las determinaciones se realizaron por triplicado y se realiz6 un analisis

de varianza (ANOVA) y andlisis de diferencias (Duncan) en SAS®.

5.10 Actividad gelanolitica

La actividad sobre la gelatina se determind con la gelatina succinilada (con anhidrido succinico) en
una concentracion de 200 upg/mL. La gelatina succinilada se preparé de acuerdo a la técnica
descrita por Cruz, (2011). En 10 mL de buffer de borato de sodio 50 mM pH 8.5 se disolvieron 200
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mg de gelatina, a la cual se le adiciona poco a poco la misma cantidad de anhidrido succinico,
manteniendo el pH entre 8.0-8.5 con solucion de NaOH.

La solucion anterior se colocd en una membrana de dialisis Spectra/Por7® de 1 kDa y se colocé
en una solucion de borato de sodio 50 mM pH 8.5, en con agitacién constante durante 12 h a
temperatura ambiente. Posteriormente a la dialisis, la gelatina succinilada se colocé en un tubo de
plastico para su mantenimiento a una temperatura de 4°C. Por ultimo se realizé una cuantificacion
de la concentracion de proteina de la gelatina succinilada mediante la técnica descrita por
Bradford. Para la determinacion de la actividad, en una microplaca se mezclaron 100 uL de buffer
de boratos 50 mM a pH 8.5, después se colocaron 30 pL la muestra de extracto de proteinas
sarcoplasmicas y por ultimo 20 uL de gelatina succinilada. Inmediatamente se mezcla con un
agitador y se incub6 durante 10 min a 37°C. Una vez transcurrido dicho tiempo se agregaron 50
ML de una solucion de TNBS (acido 2, 4, 6- trinitrobenzen sulfénico) al 0.03% se incubd a
temperatura ambiente por 20 min (Baragi et al., 2000). Se colocé un blanco de reaccién con 130
ML de buffer de boratos 50 mM a pH 8.53 y 20 uL de gelatina succinilada. La absorbancias de
cada reaccion se midio en un lector de placas a 450 nm. Se realizo triplicado de cada medicién. La
determinacion se llevd a cabo en el orden indicado para evitar que la reaccidn inicie antes de la
incubacion a 37°C. Se realizd un andlisis de varianza (ANOVA) y analisis de diferencias (Duncan)
en SAS®.
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VI. Resultados y discusién

6.1 Toma de muestra y recepciéon

El musculo M. Longissimus dorsi se utilizd ya que posee una mayor cantidad de receptores (1
adrenérgicos y 32 adrenérgicos, responsables de la lipolisis del tejido adiposo y aumento de la

masa del musculo estriado respectivamente.

Las muestras se recibieron selladas al vacio en un envase isotérmico a una temperatura de 4°C y

no tuvieron contacto con el medio ambiente.

6.2 pH

La medicion de pH se realizd mediante un electrodo de penetracion, el cual se introdujo en zonas
diferentes de la muestra de carne para obtener una media de esta variable y promediar con las 6
muestras de carne por tratamiento y maduracion. Los valores los podemos observar en el
“‘Apéndice” al final del presente trabajo en la Tabla | la cual nos permite hacer una correlacion de
la actividad proteolitica en funcion del pH, conforme a los dias de maduracién y al tipo de

tratamiento (con vy sin zilpaterol).

Podemos observar que los valores mas altos registrados se encontraron para el dia 0 tanto para
las muestras con zilpaterol (6.33) y sin zlpaterol (6.28), mientras que los valores mas bajos se

presentaron para el dia 21 tanto para los dos tratamientos y tipos de maduracion.

También podemos contemplar que para los dos tratamientos y en las dos condiciones de
maduracion existen ligeras variaciones de pH entre los dias 3 al 21. Para las muestras sin
Zilpaterol y maduracién en huimedo hay un aumento de 5.57 a 5.64 y en la maduracién en seca el
aumento ocurre de 5.46 a 5.52 hasta el dia 7 con respecto al dia 3. En las muestras con zlpaterol
y maduracién en humedo ocurre un aumento en el pH del dia 1 al 3 de 5.46 a 5.57; y las muestras
en maduracion en seco el aumento ocurre del dia 7 al 14 de un pH de 547 a 5.51, este

comportamiento lo podemos observar en la Figura 13.
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Figura 13 Promedio de pH (X) contra tiempo de muestreo. (A) Condiciones de maduracion humeda y (B)
condiciones de maduracion seca.

De manera general podemos observar en la Figura 14, que independientemente del tratamiento y
del tipo de maduracion se registra una tendencia de una disminucion de los valores de pH
conforme pasa el tiempo de maduracién, generando un ligero aumento de pH debido a las
reacciones acido-base entre carbonatos, fosfatos y proteinas intramusculares y que generan un
sistema de amortiguamiento, en la cual a partir del dia 7 es sobrepasado por la generacion de

iones H' provenientes del acido lactico.

6.35

6.15

5.55 e

5.35

5.15

0 1 3 7 14 21
Tiempo de maduracion (dias)

Figura 14 Promedio general de pH contra tiempo de maduracién. * Para los dias 0 y 1 promedio de 12 muestras
de carne y para los dias 3, 7, 14 y 21 promedio de 24 muestras de carne (con zilpaterol y sin zilpaterol).
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De manera mas detalla observamos en la Figura 15, la tendencia de pH es la misma que
anteriormente se describio, pero en la maduracion humeda el descenso de pH es mas lento
conforme al tiempo en comparacién de las muestras en maduracion en seco debido a que esta

muestras pierden agua por lo que concentran los iones H™.

6.45

6.25 I —— Maduracion humeda sin zilpaterol

—— Maduracion humeda c¢on zilpaterol
—— Maduracion seca sin zilpaterol
5.85 —+ Maduracion seca con zilpaterol

6.05

T 565 ¢

5.45 ¢
5.25
5.05 ¢

4.85

o 1 3 7 1w 21
Tiempo de maduracion (dias)

Figura 15 Valores promedio de pH (x) contra tiempo de maduracién para cada tratamiento.

En cuanto a los tratamientos en la Figura 16, las medias nos indican de manera mas clara que los
tratamientos en maduracion en seco disminuyen el pH de manera rapida debido a esa
concentracion de iones H* a comparacion de las muestras en himedo, esto solo para las muestras

de los dias 3, 7,14 y 21.
5.70
5.68

5.66 |
5.64 || \
562 \
I 560 {
5.58 |
5.56 |
554 |
5.52 |
5.50

trat-h trat-hz trat-s trat-sz
Tratamientos
Figura 16 Promedio total de la suma de promedios de pH (x) de los dias 3, 7, 14 y 21 contra

tratamientos. * trat-h: maduracion humeda sin zilpaterol; trat-hz: maduracién humeda con zilpaterol;
trat-s: maduracion seca sin zilpaterol; trat-sz: maduracion seca con zilpaterol.
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Por otro lado como se vera mas adelante, las muestras con Zilpaterol tienen un mayor contenido
de proteina y como lo establece Lean et., 2014, en el cual demostré que el volumen de musculo
permite una mayor cantidad de produccion de acido lactico y por consecuencia que el pH

disminuya.

Por dltimo, la Figura 17 nos detalla a los diferentes tiempos como disminuye el pH para cada uno
de los diferentes tratamientos y condiciones de maduracion, pero se observa que para el dia 3 al

21 el pH oscila entre 5.4-5.65, excluyendo los dias 0 y 1 por no estar en condiciones de

maduracion.
5.85
575
5.65
5.55 | \
T 545 | : - )g_é:
5.35 1 —— Dia3
5.25 & —— DiaT
515 —+ Dia21
5.05
trat-h trat-hz trat-= trat-sz

Tratamientos

Figura 17 Valores promedio de pH de 6 muestras de carne contra tratamientos para los diferentes
tiempos de maduracién. * trat-h: maduracion humeda sin zilpaterol; trat-hz: maduracion hiumeda con
zilpaterol; trat-s: maduracién seca sin zilpaterol; trat-sz: maduracion seca con zilpaterol.

De acuerdo a la literatura (con respecto a todo tipo de carne de bovinos), después del sacrificio del
animal durante las primeras 10-12 h del faenado, la canal se encuentra en la etapa de rigor mortis.
Esta etapa se caracteriza por la falta de regulacién nerviosa y hormonal, también por la falta de
nutrientes, la alteracién del equilibrio osmético y la falta de aporte de oxigeno la cual se ve
reflejada en la baja disponibilidad de ATP y al mismo tiempo que descienda el pH debido a la
acumulacion del acido lactico que proviene de las reservas de glucogeno del animal (Gigena,
2008).

El pH del tejido es de 7.0-7.2 y en la etapa del rigor desciende hasta 6.1-6.4 (Boles y Pegg, 2011),
este descenso no es tan drastico debido a la permeabilidad de la membrana celular que mantiene

en equilibrio de los iones H”, este procesos se conoce como osmorregulacion y esta activo en esta
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etapa. Posteriormente los tejidos entran a la etapa de post rigor, la cual tienen una duracion de 24
h y donde se alcanza un pH final de 5.4-5.5 debido a la transformacién del musculo a carne a
consecuencia del proceso de maduracion que realizan enzimas proteoliticas (proteasas neutras y
proteasas acidas) que generan ruptura de las proteinas estructurales (miofibrilares) y generan
procesos oxidativos, la cinética de estas reacciones enzimaticas se ven favorecidas debido a
colapso de la osmorregulacion, a la poca resistencia que presenta la membrana celular (nula

permeabilidad) lo que genera un incremento de estas reacciones que liberan iones H* al medio.

Para el dia 1 pasaron aproximadamente 24 h después del sacrificio, el pH descendié a 5.57 por lo
que las muestras se encontraban en el inicio de la etapa post rigor. Este descenso de pH se debe
a que la membrana celular pierde resistencia a la permeabilidad de los iones H, por lo que ya no
es capaz de mantener el proceso de osmorregulacion debido a la conversion del glucogeno a

acido lactico

En la maduracion humeda para las muestras sin zlpaterol, se observa en el dia 3 ocurre un
aumento de pH a 5.64, se debe probablemente varios fendbmenos uno es cuando el acido lactico
esta a nivel intracelular ocurre una neutralizacion principalmente por bicarbonato, fosfatos y

proteinas intramusculares con residuos de glutamina.

Por otro lado, en la maduracion en seco (tratamiento sin Zzilpaterol) para el dia 3, ocurre una
disminucion de pH a 5.46, para el dia 7 hay un aumento a 5.52 y se mantiene para el dia 14 y en
el dia 21 disminuye a 5.47. Aqui también se puede interpretar que la reserva de glucégeno se
transformd a acido lactico hasta agotarse en el dia 3, para el dia 7 y 14 ocurrieron reacciones
acido-base y de trans y desaminacidn que incrementaron ligeramente el pH en la carne y por

ultimo el descenso en el dia 21 ocurre por los procesos oxidativos que acidifican el medio.

Existe una diferencia tanto en los valores obtenidos de pH, asi como el comportamiento de estos a

través de los 21 dias y esto se debe a la maduracion.

Como ya se habia mencionado las condiciones de maduracion son diferentes, en el caso de la
maduracion en humedo las muestras se colocan en envases lo que permite que no haya pérdida
de agua en la carne y mantenga las condiciones idoneas para llevarse a cabo todas las
reacciones anteriormente descritas (transformacion de glucogeno, protedlisis, reacciones acido-
base, reacciones de trans y desaminacién y procesos oxidativos) a diferencia de la maduracion en

seco que la pierde gradualmente con el paso del tiempo.
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En contraste, la maduracion en seco al tener una pérdida gradual de agua en la carne, las
reacciones enzimaticas y quimicas son menos favorecidas, por lo que las variaciones de pH son
minimas. Esto se puede observar que para el dia 3 en la maduracién en humedo hay un ligero
aumento de pH mientras que en la seca el aumento es hasta el dia 7 y permanece hasta el dia 14.
El descenso de pH en la humeda ocurre en el dia 7 a diferencia de la maduracion en seco que se
presenta hasta el dia 21, debido a estas diferentes condiciones que afectan la cinética de las

reacciones quimicas Yy biolégicas.

Una mayor cantidad de agua (Aw) en la maduracion en humedo favorece la cinética de la
transformacion del glucogeno a acido lactico, asi como las reacciones de protedlisis que degradan
las proteinas miofibrilares de la carne, las reacciones de trans y desaminacion, por lo que la
maduracion es mas rapida en humedo que en seco por la disponibilidad constante de agua. Por lo

que las reacciones ocurren mas rapido en la maduracién en humedo que en la seca.

Debido a esto, no es valido hacer un analisis en forma directa (es decir dia con dia) ya que las
condiciones de maduracién son diferentes y por ende las cinéticas de las reacciones se llevan a

diferentes tiempos.

Se puede realizar una comparacion de valores de pH a las diferentes condiciones de maduracion,
ya que en la maduracidn en humedo se registran valores altos en comparacion a la maduracion en
seco. Se esperaria que los valores en humedo fueran mas bajos por las condiciones ideales para
las reacciones, pero se observa lo contrario. La pérdida gradual de agua en las muestras de carne
genera un efecto de concentracion de iones H* y al tener una menor cantidad de agua se

presentan condiciones ligeramente acidas en la carne en seco.

Entre los diferentes tratamientos de la carne, en el dia 0 con zlpaterol presenta un valor mayor
que las muestras sin zlpaterol debido a que estas muestras contienen una mayor proporcién de
masa muscular y esto se ve reflejado en una mayor cantidad de proteina, asi como mayor

volumen de reserva de glucogeno que se transforma a acido lactico y disminuye el pH mas rapido.

Mediante un analisis de varianza elaborado en el software SAS® (Tabla VIlI) y excluyendo valores
del dia 0 y 1 debido a que se busca evidencia estadistica entre la interaccién de tratamiento,
maduracion y tiempo de la misma, ya que la muestra O no se considera carne sino musculo y para
la muestra del dia se considera que esta en la etapa de rigor mortis y esto es para todo los analisis

estadisticos mostrado en el presente trabajo.
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Este andlisis de varianza indica que se obtuvo una r?> de 0.812 lo cual no es muy lineal debido a
esas variaciones de aumento y disminucion de pH desde el dia 3 al 21 en ambos tratamientos y
tipo de maduracion. Y mediante el analisis de Duncan (Tabla VIII) establece que no hay diferencia
en los valores de pH entre tratamientos y tipo de maduracion, lo cual indica que estos cambios no

son significativos.

6.3 Extraccién de proteinas

Las proteinas miofibrilares tienen una estructura fibrosa, debido a su configuracién de cadenas
laterales que son hidrofébicas y por ende son insolubles en agua. Por lo que para mantener su
estabilidad para las posteriores determinaciones, las proteinas miofibrilares se colocaron en una
solucion amortiguadora de fosfato de sodio 50 mM pH 7 y NaCl 0.6 M. El amortiguador tiene la
funcion de mantener el pH aproximadamente a 7 y no alterar la estructura de las proteinas y para
no favorecer la desnaturalizacién. El adicionar cloruro de sodio favorece en la solubilidad de las
proteinas miofibrilares, la solubilidad no es total sino parcial debido a la cadena hidrofébicas que
presentan este tipo de proteinas. Las proteinas sarcoplasmicas al ser endocelulares e
hidrosolubles, constituyen una masa fluida que rodea a las proteinas miofibrilares (Gonzalez,
2003). Se utiliz6 una solucion amortiguadora de fosfatos 20 mM, pH 7 y 0.9% NaCl con el

proposito de estabilizar y evitar que exista una variacién de pH que afecte su estructura nativa.

6.4 Proteinas miofibrilares

6.4.1 Cuantificacién de proteinas

La cuantificacion de proteina miofibrilar se realiz6 mediante el ensayo de Bradford. En la Tabla Il
se puede observar los valores obtenidos desde el dia 0 hasta el dia 21 para los tratamientos con

Zilpaterol y sin zilpaterol.

En la Figura 18 podemos observar que también se presenta este mismo efecto de aumento y
disminucion de concentracién de proteina miofibrilar como los valores obtenidos de pH. Ademas
de notar que los valores de concentracion del tratamiento sin zilpaterol son mayores que las

fueron tratadas con Zilpaterol.
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Figura 18 Promedio (x) de concentracion de proteinas miofibrilares (mg/mL) contra tiempos de muestreo.

(A) Condiciones de maduracion humeda y (B) condiciones de maduraciéon seca.
Este aumento de concentracion de proteina se origina de la protedlisis enddégena de la carne,
particularmente proteasa neutras (calpaina) y proteasas acidas (catepsina) y que mas adelante se
detallaran. Para las muestras en maduracion en humedo la concentracion es mayor debido a las
condiciones de maduracioén, ya que las muestras se colocaron en bolsas selladas al vacio por lo
que no hay perdida de agua y las enzimas tienen un medio favorable para realizar su catalisis en
el sustrato (proteinas miofibrilares) ya que la temperatura es de 0-1°C y el agua esta disponible
para llevar reacciones de todo tipo, en cambio la maduracion en seca no se sellan al vacio, se
mantiene a la misma temperatura que la humeda pero hay una ligera pérdida de agua lo cual

limita que la actividad enzimatica sea mas lenta (Parrish, 2008).

6.4.2 Perfil de proteinas por SDS-PAGE

El perfil proteico se realiz6 con una electroforesis en condiciones desnaturalizantes con SDS
(dodecilsulfato sodico) para dar una carga negativas a las proteinas y separar solo por tamafio y

peso molecular.

La Figura 19 muestra las bandas que de acuerdo al trabajo de Rodriguez (2012) son: cadena de
miosina (220 kDa), péptidos de conectina (106 kDa), péptidos de o-actina (95 kDa), troponina (70

kDa), actina (43 kDa) y péptidos de tropomiosina (33 kDa).

41



y— Cadena de miosina

116 kDa ‘ A .
97 kDa S ngt!dos de conef:tn.na
"~ Péptidos de a-actinina
66 kDa ‘ Troponina
45 kDa Actina

Péptidos de tropomiosina

Figura 19 Perfil de proteinas miofibrilares, SDS al 10%. M; marcador de peso molecular Bio-Rad®; Los
numeros en la parte superior (1-6) indican las muestras sin zilpaterol del dia 0.

Para las siguientes figuras del perfil de proteinas miofibrilares y sarcoplasmicas asi como los
zimogramas con caseina y gelatina como sustratos, se tomaron los carriles de una de las

muestras para comparar el perfil de proteinas conforme a los dias de muestreo, el tipo de
maduracion y por tipo de tratamiento (con o sin Zilpaterol).

Podemos observar en la Figura 20 el perfil de proteinas de las muestras de carne sin zilpaterol

sometidas a maduracién humeda y seca, en la cual, la banda de la cadena de miosina se ve una
mayor intensidad conforme pasan los dias para la actina y conectina.

M 0 1 3 7 14 21 3 7 14 21
kDa kDa R
200 m ‘:N'.-:‘V
116 116
97 97
66 66 =1
45 45 =

Maduracion himeda Maduracion seca

N

Figura 20 Perfil de proteinas miofibrilares. Los nimeros en la parte superior indican los diferentes dias de

maduraciéon para las muestras de carne sin zilpaterol, (izquierda) maduracion himeda, (derecha) maduracion
seca. SDS-PAGE al 10%. M: Marcador alto peso molecular Bio-Rad®.
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Por otro lado, en la Figura 21 se observa el perfil de proteinas miofibrilares para las muestras de
carnes tratadas con una dieta con zlpaterol para los dos tipos de maduracién. En la figura

apreciamos el mismo aumento de intensidad en las bandas de la miosina, actina y conectina.

M 0 1 3 7 14 21 3 7 14 21
kDa — kDa '
T
200 200
116 ; 116
97 i 97
66 M 66
ool
45 s | 45
=
Maduracion himeda Maduracidn seca

Figura 21 Perfil de proteinas miofibrilares. Los numeros en la parte superior indican los diferentes dias de
maduracién para las muestras de carne con zilpaterol, (izquierda) maduracion himeda, (derecha) maduracion
seca. SDS-PAGE al 10%. M: Marcador alto peso molecular Bio-Rad®.
En el caso de la degradacion de la actina que es menor en la maduracion humeda, esto
posiblemente se deba a la sobre exposicion de bandas que hay cerca de los 43 kDa y que
basicamente a partir de este peso molecular se encuentran proteinas de menor peso molecular
como la a-actinina y polipéptidos que son el resultado de la degradacidén de las proteinas de mayor
peso molecular como nebulina, la miosina y actina y que no permite que este definidas

correctamente (Rodriguez, 2012).

El perfil de las proteinas miofibrilares con Zilpaterol también mediante el software, se obtuvo como
intensidad para la miosina un valor de 496,090 para el dia 0, para la actina 159,320 y para la
conectina de 146,860. Para el dia 21 para maduracién humeda respectivamente fueron de
1,922,613, 341,110 y 349,013 y para la maduracion seca 1,031,198, 396,901 y 341,110 en ese
mismo orden. Aqui la intensidad es mayor a la que presentan las muestras en maduracion seca,
que combinadas con un pH ligeramente acido por la concentracion de iones H”, favorece la

protedlisis y la desnaturalizacion al mismo tiempo.
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Estos valores nos revelan que la intensidad de las bandas es mucho mayor en las muestras de
carne sin Zzlpaterol, con excepcion de la miosina, que es mayor en el tratamiento con zlpaterol y

que posiblemente se deba a un menor contenido de proteina.

6.5 Proteinas sarcoplasmicas

6.5.1 Cuantificacién de proteinas

La determinacion de proteinas sarcoplasmicas se realizd también mediante la técnica de Bradford,
al conocer la concentracion la podemos relacionar con la actividad de proteasas neutras, acidas y
actividad gelanolitica. En la Tabla Ill se pueden apreciar los valores para los dos tratamientos del
dia 0 y 1 que comienzan en 3.63 y 3.60 mg/mL (sin zlpaterol) y en 3.70 y 3.72 mg/mL (con
Zilpaterol) hasta el dia 21 el cual presenta una menor concentracion de proteinas sarcoplasmicas.

En la Figura 22 se observa que para la maduracion en humedo hay una tendencia cuando pasan
los dias disminuye el pH y hay un incremento pequefio en la concentracion de proteinas en las
muestras con Zilpaterol. Este mismo fenédmeno ocurre en la maduracién en seco pero ocurre un
aumento en el dia 7 y posteriormente ocurre un descenso.

A Maduracién humeda B Maduracion seca

[Isinzilpaterol DSin zilpaterol
[ZZ con zilpaterol g 370 | B2 con zilpaterol
-g 3.60+ z
?? z ‘;Ej 3.50
°
% g @ 3404
T '
2 330
% |3
é g g 3.204
/ |
% % O 3.10
el - A, 3.00
3 7

tiempo (dias) tiempo (dias)
Figura 22 Promedio (x) de concentracion de proteinas sarcoplasmicas (mg/mL) contra tiempos de
muestreo. (A) Condiciones de maduracién himeda y (B) condiciones de maduracién en seco.
Cuando las proteasas llevan a cabo su actividad proteolitica endogena, principalmente las
calpainas, estas se degradan mediante un proceso de autolisis (Kinbara et al., 1998; Sorimachi et

al,. 1997; Sorimachi, 1999; Suzuki, 1999). En el caso de la proteasas acidas ocurre una



degradacién mas lenta que las de las calpainas pero la catepsina D es inhibida por la presencia de

NaCl mientras que la catepsinas B, L y H estan activas actuan y se degradan (Lépez, 2015).

Con este tipo de proteinas sarcoplasmica ocurre lo contrario (con respecto a la concentracion de
proteina miofibrilar) debido a que estas se encuentran rodeando a las proteinas miofibrilares que
son estructurales y constituyen una masa fluida que esta formada por enzimas de esta naturaleza,
hormonas, anticuerpos, glicoproteinas, fosfoproteinas. Por lo que estas proteasas realizan su
actividad y se degradan, como toda enzima es susceptible a la desnaturalizacidén por temperatura
y pH. En este caso el descenso de pH afectara la estructura terciaria de las proteasa neutras que
ademas, una vez llevado a cabo su catalisis, como podemos observar para el dia 3 se degrada o
se desnaturaliza, mientras que las proteasas acidas se activan conforme disminuye el pH en la
cual pueden reorganizar su estructura y llevar su actividad catalitica y degradarse de la misma
manera. Esto pasa en el dia 3 en el cual hay un aumento de concentracion excepto en la muestra
humeda con Zzilpaterol, en la cual posiblemente se degradaron por tiempo las proteasas neutras y

se cuantifico menos (Zhang, 2009).

6.5.2 Perfil de proteinas por SDS-PAGE

Se realizd un perfil de proteinas sarcoplasmicas para poder hacer una comparacion entre las
bandas de proteinas sarcoplasmicas reportadas en la literatura y que son responsables de la
maduracion en la carne. En la Figura 23 nos muestra una representacion del perfil de proteinas

sarcoplasmicas conforme a lo reportado en la literatura (Gonzalez, 2003).

Las bandas a 110 kDa son el complejo de calpaina (I y ll), calpaina | a 80 kDa, la catepsina D a
42kDay las catepsinas L, By H a 24, 28 y 25 kDa.
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CatepsinaB
Catepsinal

Figura 23 Perfil de proteinas sarcoplasmicas (bandas). SDS-PAGE al 10 %. Los ndmeros en la parte superior
(1-6) indican las muestras sin zilpaterol para el dia 0. M; Marcador alto peso molecular Bio-Rad®.

En el caso del perfil de las proteinas sarcoplasmicas en la mayoria de los geles, se observan que
no estan definidas las bandas debido a la interferencia de iones y compuestos con carga eléctrica

que altera el campo eléctrico de la electroforesis.

El perfil de proteinas sarcoplasmicas para las muestras de carne sin zlpaterol para ambos
tratamientos (Figura 24) se muestras una similitud en la bandas del dia 0 al 21 aumenta la
degradacién de las proteasas sarcoplasmicas.

M 0 1 3 7 14 21 M 0 1 3 7 14 21
kDa : —~— kDa i I
200 - HJ 200 o
116 ' | 116
97 97
66 66
45 45
Maduracion hiimeda Maduracién seca

Figura 24 Perfil de proteinas sarcoplasmicas. Los numeros en la parte superior indican los diferentes dias de
maduraciéon para muestras de carne sin zilpaterol, (izquierda) maduracion humeda, (derecha) maduracién seca.
SDS-PAGE al 10 %. M: Marcador alto peso molecular Bio-Rad®.
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Mientras en el perfil de proteinas sarcoplasmicas para las muestras de carne con zilpaterol (Figura
25) hay una mayor cantidad de proteinas para el dia 14 y 21 por debajo de los 45 kDa.

0 1 3 7 14 21 0 1 3 7 14 21
kDa S R kDa R R
R .
200 i ” 200 S .
' P . ) = «)‘ B i .
2 1)
116 ' 116
97 o
66
45 45
Maduraciéon humeda Maduracién seca

Figura 25 Perfil de proteinas sarcoplasmicas. Los nimeros en la parte superior indican los diferentes dias de
maduraciéon para muestras de carne con zilpaterol, (izquierda) maduraciéon humeda, (derecha) maduracion seca.
SDS-PAGE al 10 %. M: Marcador alto peso molecular Bio-Rad®.

En todos lo geles se presenta un cambio y la mayoria de estos la bandas tiene una irregularidad
debido a que en el modo de extraccion de esta proteinas sarcoplasmicas hay iones como potasio,
bicarbonato y algunas proteinas cargadas que tienen efecto sobre el campo eléctrico de la

electroforesis.

Los perfiles responden al mismo comportamiento que la concentracion de las proteinas
sarcoplasmicas, cabe mencionar que posiblemente existan bandas que corresponda a
glicoproteinas como hormonas y anticuerpos de un peso molecular aproximado a 53 kDa,
fosfoproteinas y calcecuestrina de 60 kDa y hemoglobina de 64 kDa, de acuerdo a lo reportado en

la literatura (Campbell y McLennan, 1981).

De acuerdo con el software Image Lab™ 3.0, la intensidad de la calpaina | es de 1,719,630, para
la catepsina D es de 3,624,660 y para la calpaina ll, catepsina H, B y L es de 2,154,510. Para las
muestras del dia 21 sin zilpaterol sometidas en maduracién humeda los valores de intensidad son

para la calpaina | es de 1,351,698, para catepsina D es de 4,616,886 y las calpaina Il, catepsina
H, B yL es de 9,095,832.
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Los valores de intensidad para la maduracién seca de las muestras sin Zzilpaterol en el mismo
orden que el anterior son 790,258, 3,991,660 y 3,390,110, respectivamente. Estos valores indican
que las calpaina | disminuyen su intensidad debido a que tiene un proceso de autolisis, el cual al
realizar su actividad catalitica se degrada. Debido a la gran cantidad de otras proteinas
sarcoplasmicas es dificil identificar las bandas especialmente las calpaina Il y catepsinas H, B y L
debido a que su peso molecular oscila entre los 24-30 kDa. La intensidad de la zona de las
calpainas H, B y L aumenta el valor de densidad o6ptica debido a que estas se liberan de la
membrana lisosomal cuando el pH desciende a 5.5, ademas esta banda puede contener péptidos

de la degradacion de la calpaina |, la calpaina Il y otras proteasas presentes en el citoplasma.

En el caso de las muestra con zlpaterol, los valores para el dia 0; calpaina 2,407,410, catepsina D
3,576,600 y para la calpaina I, catepsinas H, B y L es de 3,270,510. Para el dia 21para las
muestras de maduracién humeda existe una disminucion de 453,560, 3,026,085 y 4,300,695,
respectivamente. Y finalmente, los valores para las muestras de este mismo dia pero sometidas

en condiciones de maduracién seca los valores son 2,172,564, 702,612y 4,571,720.

Podemos establecer que las tanto para las muestras con y sin Zilpaterol los valores indican que
hay una disminucién de la intensidad de la calpaina I. La mayor degradacion se presenta en las
muestras en maduracion humeda y sin Zlpaterol debido a la cantidad de agua que permite su

actividad.

6.5.3 Reaccion de Kunitz

La determinacion de la actividad de proteasas neutras (calpaina | y Il) se realizé para poder
cuantificar la actividad enzimatica endogena como lo podemos observar en la Tabla IV y para
poder hacer un contraste con los resultados de pH y como varia estos valores a los diferentes

dias, tipo de maduracion y tratamiento de la muestra.

En los resultados podemos contemplar que la mayor actividad se presentd tanto para las muestras
sin y con zlpaterol en el dia 0 y la variacion de estos valores concuerda de manera directa con los
valores de pH, es decir hay una tendencia de la disminucion de la actividad enzimatica. En lo

general en las muestras humedas y con zilpaterol presentan mayor actividad (Figura 26).
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Figura 26 Promedio (x) de actividad proteolitica de proteasas neutras (U/mg de proteina) contra tiempos de
muestreo. (A) Actividad enzimatica en sustrato caseina para las muestras en maduracién hiumeda, (B) actividad
enzimatica en sustrato caseina para las muestras en maduracion seca.

En la Figura 27 se observa de manera general que la actividad de las proteasas
independientemente del tipo de tratamiento y de maduracién disminuye conforme a los dias, en el

cual hay un ligero aumento para el dia 3 y puede estar relacionado con la renaturalizacién de
proteinas y su actividad.
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Figura 27 Promedio general de actividad proteolitica de proteasas neutras (U/mg de proteina) contra tiempo de

maduracion. * Para los dias 0 y 1 promedio de 12 muestras de carne y para los dias 3, 7, 14 y 21 promedio de 24
muestras de carne (con zilpaterol y sin zilpaterol).

En la Figura 28 se observa una disminucion de la actividad de proteasas neutras, pero en la

mayoria de los dias las muestras que tienen mayor actividad fueron las que se sometieron a

maduracion en humedo y con Zzilpaterol, posteriormente las muestras en maduracion humeda sin
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Zilpaterol, luego las muestras en maduracion en seco con Zlpaterol y finalmente las muestras

secas sin zilpaterol.
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Figura 28 Promedio (x) de actividad proteolitica de proteasas neutras (U/mg de proteina) contra tiempo de
maduracion para cada tratamientos.

En la Figura 29 se observa que los tratamientos con zilpaterol presentan mayor actividad que las

muestras que no contiene Zilpaterol, de manera analoga este esquema nos muestra que los

tratamientos en maduracion en humedo tienen mayor actividad que las muestras que estan en

maduracion en seco. Los valores oscilan entre 0.62 y 0.65 mU/ mg de proteina.
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Figura 29 Promedio total de la suma de promedios de actividad proteolitica de proteasas neutras (x) de los dias
3, 7, 14 y 21 contra tratamientos. * trat-h: maduracion humeda sin zilpaterol; trat-hz: maduracion humeda con
zilpaterol; trat-s: maduracion seca sin zilpaterol; trat-sz: maduracion seca con zilpaterol.
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Y por ultimo, en la Figura 30 se presentan los valores promedios para cada uno de los
tratamientos y tipo de maduracién conforme a los diferentes dias, para los dias 3 y 7 se presenta
la mayor actividad, también se distingue las variaciones de aumento y disminuciéon de las

actividades de las proteasas neutras y para el dia 14 y 21 hay una disminucién progresiva.
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Figura 30 Valores promedio de actividad proteolitica de proteasas neutras (U/mg de proteina) de 6
muestras de carne contra tratamientos para los diferentes tiempos de maduracién. * trat-h: maduracion
himeda sin zilpaterol; trat-hz: maduracion humeda con zilpaterol; trat-s: maduraciéon seca sin zilpaterol;
trat-sz: maduracion seca con zilpaterol.

En el tratamiento de la carne sin zilpaterol podemos observar que para el dia 0 al 1 existe una
disminucion de pH de 6.28 a 5.57, el dia O presenta la mayor actividad enzimatica de las
proteasas neutras (durante todo el muestreo en este tratamiento) debido a que las proteasas
neutras se activan después de la muerte del animal y el pH favorece su actividad catalitica. Para el

dia 1 existe una disminucion debido a ese descenso de pH.

En la maduracion en humedo (sin zilpaterol) para el dia 3 ocurre un aumento de la actividad
enzimatica con respecto al dia 1, ocasionado por el aumento de pH y por una ligera activacion de
las proteasas neutras. En el dia 7 hasta el dia 21 hay una caida de la actividad enzimatica
inducida por la presencia de acido lactico, el cual altera su sitio catalitico y también afecta la

estructura y provoca una degradacion de las proteasas.

Para la maduracién en seco ocurre el mismo fendmeno pero en diferentes tiempo, por causa de
las condiciones de poca humedad y que afecta la actividad enzimatica. Para el dia 3 ocurre una

disminucion de la actividad a la par que el pH, en el dia 7 ocurre un aumento de pH por lo que
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activa de nuevo a la proteasas neutras y hay un ligero aumento de la actividad y para el dia 14 y

21, hay una disminucion de la actividad provocada por el pH acido.

Entre las diferentes condiciones de maduracion y como se ha explicado en otras determinaciones
(pH y concentracion de proteina), en la maduracion en humedo presenta una mayor actividad con
respecto a la maduracion en seco, debido a esas condiciones de humedad constante que le

permite a las proteasas neutras actuar sobre las proteinas miofibrilares.

En el tratamiento con zlpaterol para los dias 0 y 1 se observa una disminucién de la actividad
enzimatica con respecto a la muestras sin Zilpaterol, en el tratamiento con maduracién humeda en
el dia 3, al haber un aumento ligero de pH también hay un ligero aumento de la actividad
enzimatica de las proteasas y para el dia 7 hasta 21 hay una disminucion de la actividad

enzimatica.

Finalmente en la maduracién en seco, en el dia 3 ocurre un aumento de la actividad enzimatica y
el pH se mantiene igual que en el dia 1, y la actividad disminuye en el dia 7 y 14, aun cuando hay

un aumento de pH, y para el dia 21 sigui6é ocurriendo una disminucion de pH y de la actividad.

Las muestras en maduraciéon en humedo presentan una mayor actividad de las proteasas a

diferencia de las muestras en maduracién en seco.

Las muestras de bovinos que fueron tratadas con zlpaterol al tener una mayor cantidad de
proteinas miofibrilares en el musculo, son las muestras que presentan mayor actividad de las

proteasas neutras.

De acuerdo al analisis estadistico de varianza (Tabla 1X), para los valores de actividad de
proteasas neutras se obtuvo una r? de 0.899 lo que indican que existe una cierta tendencia lineal
ya que practicamente la actividad descendié conforme pasaron los dias. En el analisis de Duncan
(Tabla X) que si hay diferencia estadistica entre tratamientos y tipo de maduracién a excepcién de
dos interacciones la primera de ellas son las muestras con Zzilpaterol contra las dos diferentes
condiciones de maduracion y la segunda, en las muestras con zlpaterol en maduracion en seco
contra las muestras sin zilpaterol en maduracién en humedo esto debido a las condiciones de

maduracion por lo que no existe diferencia estadistica.
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6.5.4 Reaccionde Anson

La reacciéon de Anson se efectud para determinar la actividad de las proteasas acidas (catepsinas
B, D, Hy L)y para poder cuantificar la actividad enzimatica endégena (Tabla V) y relacionarlos

con pH, tiempo de maduracion y los dos tipos de tratamientos.

Podemos observar en la Figura 31 que la mayor actividad se presenta en el dia 0 de ambos
tratamientos. Para el dia 3 de maduracién ocurre un ligero aumento, después la tendencia hasta el

dia 21 es una disminucion de la actividad de las proteasas.

También nos detalla que las muestras con zlpaterol tienen una mayor actividad que las muestras

sin zilpaterol y se observa la tendencia que se ha mencionado anteriormente.
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Figura 31 Promedio (x) de actividad proteolitica de proteasas acidas (U/mg de proteina) contra tiempos de
muestreo. (A) Actividad enzimatica en sustrato hemoglobina para las muestras en maduracién humeda, (B)
actividad enzimatica en sustrato hemoglobina para las muestras en maduracion seca.

De manera general podemos ver en la Figura 32 que los valores promedio tanto de la maduracién
humeda y seca existe un comportamiento de disminucidon de la actividad con un ligero aumento en
el dia 3.
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Figura 32 Promedio general de actividad proteolitica de proteasas acidas (U/mg de proteina) contra tiempo de
maduracion. * Para los dias 0 y 1 promedio de 12 muestras de carne y para los dias 3, 7, 14 y 21 promedio de 24
muestras de carne (con zilpaterol y sin zilpaterol).

Conforme a los tratamientos la Figura 33 nos muestra que la maduracién humeda tiene mayor

actividad a diferencia de las muestras en seco y que las muestras con zlpaterol presentan mas

actividad que la que no contiene este BAA.
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Figura 33 Promedio (x) de actividad proteolitica de proteasas acidas (U/mg de proteina) contra tiempo de
maduracion para cada tratamientos.

En la Figura 34 nos muestra los promedios de la actividad de las proteasas acidas con respecto a

los tratamientos y en ella se corrobora que las muestras en humedo presentan mas actividad
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enddgena que las muestras en seco y que las muestras que contienen zilpaterol tienen mayor

actividad que las que no contienen zlpaterol.
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Figura 34 Promedio total de la suma de promedios de actividad proteolitica de proteasas acidas (x) de los dias
3, 7, 14 y 21 contra tratamientos. * trat-h: maduracion hiumeda sin zilpaterol; trat-hz: maduracién humeda con
zilpaterol; trat-s: maduracion seca sin zilpaterol; trat-sz: maduracion seca con zilpaterol.

Por ultimo, la Figura 35 nos precisa conforme a los dias pasan cdmo se comporta la actividad en
los diferentes tratamientos y maduracién. Se observa que en el dia 0 hay mayor actividad y la de
menor se presenta en el dia 21.
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Figura 35 Valores promedio de actividad proteolitica de proteasas acidas (U/mg de proteina) de 6 muestras de

carne contra tratamientos para los diferentes tiempos de maduracién. * trat-h: maduracion hiumeda sin zilpaterol; trat-
hz: maduracién humeda con zilpaterol; trat-s: maduracion seca sin zilpaterol; trat-sz: maduracion seca con zilpaterol.
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El método de hidrélisis de hemoglobina para la determinacion de proteasas se fundamenta en la
desnaturalizacion de la hemoglobina que se digiere en condiciones estandar, la hemoglobina no
digerida se precipita con el acido ftricloroacético y los productos de degradacién que no
sedimentan son una medida de la cantidad de proteinasas presente. Se realizé una modificaciéon

la cual se usé hemoglobina al 1%, pH 5 y acido tricloroacético al 50% p/v (Rodriguez, 2012).

En el dia 0 donde no hay efecto de la maduracién y el pH oscila entre 6.28-6.33 en los dos
tratamientos con y sin Zzlpaterol, las muestras presentan la mayor actividad por tener mayor

concentracion de proteasas que se encuentran libres en el liquido sarcoplasmico.

Para el dia 1 el pH disminuye en los dos tratamientos debido a que las catepsinas apenas se

comienzan a liberar y las que ya estan presentes disminuyen su actividad.

Los valores de la protedlisis aumentan para el dia 3 en la maduracion en humedo, ya que bajo las
condiciones de pH 5 la membrana citoplasmatica se degrada liberando mas catepsinas por lo que
se refleja ese aumento. Caso contrario en la maduracion en seco para este mismo dia, que
practicamente los valores de pH son mas acidos pero esta limitado por que hay pérdida de agua

disponible para su catalisis.

Para el dia 7 y de acuerdo a la literatura (Parrish, 2008) todavia hay actividad para las muestras
en maduracién en humedo y se establece que dentro de 7 a 10 dias de maduracién la carne
obtiene su blandura ideal para consumo humano. En caso de la maduracién en seco disminuye su

actividad por la condicién de que pierde agua y es fundamental para su catalisis.

Para los dias 14 y 21 en los dos tipos de maduracion y los dos tipos de tratamiento, la actividad
disminuye. Para la maduracién en seco el proceso de maduracion termina de 21 a 28 dias pero

practicamente la catalisis de las proteasas es mas lenta.

En general la actividad es mayor en la muestras con zilpaterol y en maduracion en humedo ya que
al haber mas musculo hay mas espacio para contener proteina sarcoplasmica en el musculo y la

condicion de humedad favorece la protedlisis.

El andlisis de varianza (Tabla XI) para estos valores de actividad enzimatica de proteasas acidas
se obtuvo una r* de 0.740 debido a esos aumentos de actividad provocados por la liberacién de

las proteasas acidas de la membrana lisosomal por lo que no hay una linealidad.
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De acuerdo al analisis de Duncan (Tabla XllI) si hay diferencias entre tratamientos y maduracion a
excepcion de una sola interaccion y que también se presentd en el analisis de pH, la interaccion
entre las muestras en maduracion seca con zilpaterol contra la maduracién humeda sin Zilpaterol,
ya que estos valores son parecido o difieren por una centésima, lo que indica que existe una
compensacion, es decir, mientras que en las muestras secas se ve alterado su actividad por el
agua disponible para su actividad esta se compensa con un exceso en la cantidad de proteasas
acidas, en cambio en la maduracion humeda hay condiciones favorables para actividad enzimatica

aun si tener una gran concentracion de proteasas acidas.

6.5.5 Actividad gelanolitica

La actividad gelanolitica se realizé con la finalidad de obtener la actividad enzimatica total, es decir
cuantificar la actividad de las proteasas neutras y acidas a un pH 8.5. Los resultados obtenidos se

muestran en la Tabla VI.

De acuerdo a lo mostrado en la Figura 36 se muestra la tendencia de la disminucion de la
actividad total de las proteasas como ya se habia visto de manera particular, en el dia 3 se
observa ese ligero aumento de actividad y en el dia 7 maduracién seca ocurre el aumento, aunque

es similar a la del dia 3.

A Maduracion humeda B Maduracién seca
3.00 4 3.00

DSin zilpaterol D Sin zilpaterol

Con zilpaterol Con zilpaterol

2,50 - 2,50

2.00 2.004

%

1.50 4 1.504

T

1.00 1.00

0.50 0.50

Unidad enzimatica (mU/mg proteina)
Unidad enzimatica {(mU/mg proteina}

0.00 T 0.00

T
3 7
tiempo (dias) tiempo (dias)

Figura 36 Promedio (x) de actividad proteolitica total de proteasas (U/mg de proteina) contra tiempos de
muestreo. (A) Actividad enzimatica en sustrato gelatina succinilada para las muestras en maduracién hiumeda, (B)
actividad enzimatica en sustrato gelatina succinilada para las muestras en maduracion seca.
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Como se ha estado presentado en las anteriores actividades enzimaticas, para el dia 0 en los dos
tratamientos (sin y con zilpaterol) es el dia donde se presenta mayor actividad enzimatica y
posteriormente para los consecuentes dias de maduracion ocurre una disminucion.

Tomando los valores promedio de la actividad gelanolitica en la Figura 37 se muestra la tendencia
de una disminucion de la actividad enzimatica conforme pasa el tiempo de maduracion.

3.00

2.50

2.00

1.50

1.00

0.50

Actividad enzimatica total de
proteasas (mU/mg de proteina)

0.00

0 1 3 7 14 21
Tiempo de maduracidn (dias)

Figura 37 Promedio general de actividad proteolitica total de proteasas (U/mg de proteina) contra tiempo de
maduracion. * Para los dias 0 y 1 promedio de 12 muestras de carne y para los dias 3, 7, 14 y 21 promedio de 24
muestras de carne (con zilpaterol y sin zilpaterol).

En la Figura 38 ocurre la misma tendencia de mayor actividad en las muestras en maduracion
humeda y a su vez en las muestras que contiene el clorhidrato de zilpaterol.

3.00

—— Maduracion humeda sin zilpaterol

2.50 —— Maduracion humeda con zilpaterol

—— Maduracion seca sin zilpaterol

2.00 —+ Maduracion seca con zilpaterol

1.50
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0.50

Actividad enzimatica total de
proteasas (mU/mg de proteina)

0.00 : : : : ;
0 1 3 7 14 21
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Figura 38 Promedio (x) de actividad proteolitica total de proteasas (U/mg de proteina) contra tiempo de
maduracion para cada tratamientos.
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Relacionado a lo anterior, en la Figura 39 nos presenta de manera mas sencilla que los valores de
actividad son mayores en la maduracion humeda en comparacion de la maduracion seca y
confirma que las muestras con zilpaterol presentan mayor actividad endogena.

1.80

Actividad enzimatica total de
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trat-h trat-hz trat-s trat-sz
Tratamientos

Figura 39 Promedio total de la suma de promedios de actividad proteolitica total de proteasas (x) de los dias 3,
7, 14 y 21 contra tratamientos. * trat-h: maduracién humeda sin zilpaterol; trat-hz: maduracion hiumeda con
zilpaterol; trat-s: maduracion seca sin zilpaterol; trat-sz: maduracion seca con zilpaterol.

En la Figura 40 muestra que la actividad total de las proteasas disminuye conforme pasa el tiempo

en los tratamientos y enlos dia 3 y 7 se nota el aumento de esta actividad catalitica.
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Figura 40 Valores promedio de actividad proteolitica total de proteasas (U/mg de proteina) de 6 muestras de
carne contra tratamientos para los diferentes tiempos de maduracion. * trat-h: maduracion himeda sin zilpaterol; trat-
hz: maduracién humeda con zilpaterol; trat-s: maduraciéon seca sin zilpaterol; trat-sz: maduracion seca con zilpaterol.
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El método de cuantificacion de actividad enzimatica mediante el uso de gelatina succinilada se
realizd con la finalidad de evaluar la actividad enddgena total es decir tanto calpainas y
catepsinas. La gelatina succinilada bloquea a los grupos amino libres en la gelatina que de otro
modo han reaccionado con el TNBS para dar una mayor lectura en la medicion (Baragi et al.,
2000).

La metodologia anteriormente descrita utiliza una soluciéon de borato de sodio a un pH de 8.5, en
este caso tenemos que contemplar que esta medida esta por encima de las condiciones

anteriormente ensayadas

Se vuelve a presentar que para el dia 0 la actividad es mucho mayor debido a que actuan las
proteasas neutras, mientras que en el dia 1 ocurre un descenso de actividad total y como ya se
menciono la actividad de las calpainas es un poco mas rapida y por ende la degradacion es mas
rapida por lo que esto se ve reflejado en las mediciones. Para el dia 3 y 7 se muestra ese
comportamiento que se observd en las actividades de proteasas neutras y acidas, en las cuales
hubo un aumento de la actividad, para las muestras en humedo del dia 3 y para las muestras en

seco se efectua en el dia 7.

Finalmente para los dias 14 y 21 ocurre la disminucién de la actividad de las proteasas total, y en
todos los dias de maduracion las muestras con Zlpaterol presentaron mas actividad que las
muestras sin el clorhidrato de zlpaterol debido a ese aumento de volumen en la masa muscular y

mayor espacio para las proteinas sarcoplasmicas en general.

Con un valor de r? de 0.959 en el analisis de varianza (Tabla XlIl) para los valores de actividad
gelanolitica, indican una linealidad debido a la evaluacion de las proteasas neutras y acidas en el
mismo ensayo. De igual manera que en la reaccion de Anson, el analisis de Duncan (Tabla XIV)
indica que si hay diferencia entre los tratamientos y tipo de maduracion a excepcion de esa misma
interaccion entre muestras con zlpaterol en maduracion seca contra muestras sin zilpaterol en

maduracion humeda.
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6.5.6 Zimogramas

Se utilizd una técnica de zimografia para obtener resultados visibles y como un método cualitativo
para complementar las otras técnicas cuantitativas. Esta técnica nos permite mediante una
electroforesis en geles de acrilamida copolimerizada (PAGE), con un sustrato embebido (caseina

y gelatina) y posterior a una tincidn, observar zonas claras en gel donde se llevd la protedlisis.

Todos los zimogramas mostrados mas adelante contienen diferentes muestras corridas en
diferentes dias y con el objetivo facilitar la visibilidad de las bandas donde ocurrio la protedlisis, en

los siguientes zimogramas se muestras las bandas de actividad indicadas con lineas punteadas.

En la Figura 41 nos muestra zimogramas en sustrato gelatina para las muestras sin zilpaterol para
la maduracion humeda (derecha) y maduracion seca (izquierda). Se observan dos zonas de
protedlisis, una cerca de los 97 kDa provocada por las proteasas neutras y la segunda cerca de

los 43 kDa por las proteasas acidas.

M T 0 1 3 7 14 21 M T 0 1 3 7 14 21
kDa - kDa
200 . ; 200
116 116
97 97
66 66
a5 a5
Maduraciéon himeda sin zilpaterol Maduracion seca sin zilpaterol

Figura 41 Zimogramas al 10 % con gelatina como sustrato. Los numeros en la parte superior indican los
diferentes dias de maduracién para muestras de carne sin zilpaterol, (izquierda) maduracién seca, (derecha)
maduracion humeda. SDS-PAGE al 10 %. T; Control positivo de tripsina.

La Figura 42 nos muestra los zimogramas de las muestras de carne que fueron tratadas con
Zilpaterol en sustrato gelatina para la maduracién humeda (derecha) y maduracién seca
(izquierda), en ellas se puede observar el mismo perfil de bandas, con una ligero incremento en la

intensidad en la protedlisis con respecto a los zimogramas que contienen muestras sin zilpaterol.
61



M T 0 1 3 7 14 21
kDa kDa
200 200
116 116
97 97
66 66
45 45

Maduracién himeda con zilpaterol Maduracidn seca con zilpaterol

Figura 42 Zimogramas al 10 % con gelatina como sustrato. Los numeros en la parte superior indican los

diferentes dias de maduracion para muestras de carne con zilpaterol, (izquierda) maduracién seca, (derecha)
maduracion humeda. SDS-PAGE al 10 %. T; Control positivo de tripsina.

Se realizd otras corridas de zimogramas con las muestras sin y con zlpaterol, utilizando caseina

como sustrato. En la Figura 43 se observa las muestras de carne tratadas sin zilpaterol para cada
uno de los diferentes dias de maduracion.

M T 0 1 3 7 14 21 M T 0 1 3 7 14 21

kDa kDa
-

E - 200
116 | 116 |
97 97
66 66
45 45

Maduracion humeda sin zilpaterol Maduracidn seca sin zilpaterol

Figura 43 Zimogramas al 10 % con caseina como sustrato. Los numeros en la parte superior indican los

diferentes dias de maduracién para muestras de carne sin zilpaterol, (izquierda) maduracién seca, (derecha)
maduraciéon humeda. SDS-PAGE al 10 %. T; Control positivo de tripsina.

62



Por ultimo, en la Figura 44 se muestra los zimogramas en sustrato de caseina para las muestras

de carne tratadas con zilpaterol para los diferentes dias de maduracion.

M T 0 1 3 7 14 21 M T 0 1 3 7 14
kDa kDa
200 - 200
116 116
97 97
66 66
45 45
Maduracién humeda con zilpaterol Maduracidn seca con zilpaterol

Figura 44 Zmogramas al 10 % con caseina como sustrato. Los numeros en la parte superior indican los
diferentes dias de maduracién para muestras de carne con zilpaterol, (izquierda) maduracién seca, (derecha)
maduracion himeda. SDS-PAGE al 10 %. T; Control positivo de tripsina.

Los sustratos utilizados en los zimogramas en este trabajo son proteinas que contienen,
principalmente, residuos de aminoacidos lisina y arginina lo que los hace mas susceptible a la
hidrélisis por proteasas y ademas son sustratos muy econdmicos y se encuentran en la
naturaleza. Ademas los zimogramas en sustrato gelatina se observa mayor intensidad en las
bandas de actividad, debido a que la gelatina presentan mayor cantidad de arginina y lisina (9.0
g/100 g y 4.4 g/ 100 g gelatina) que en comparacion en los zimogramas en sustrato caseina el
cual contiene respectivamente 3.16 y 6.04/ 100 g caseina, lo cual al haber mayor cantidad de

sustrato permite un mayor actividad y una banda de mayor intensidad (Kupai, 2010).

Sdlo se utilizaron 2 muestras de carne para cada tipo de tratamiento, es decir para las muestras
sin Zzilpaterol se ocuparon la muestra 1 y 4 y para las muestras con Zilpaterol se ocuparon la
muestra 7 y 10. Esto con la finalidad de observar las bandas de actividad de dos muestras
aleatorias ya que es un método cualitativo y en los anteriores métodos de cuantificacion de
actividad de proteasas revelaron que hay actividad en las 6 muestras sin zlpaterol y 6 con

Zilpaterol.
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La condicion de pH 7.6 se hizo para aproximarse al pH cuando el animal esta vivo, las calpainas
son las que presentan mayor actividad (banda visible) y en el caso de las catepsinas las cuales no
estan en su pH optimo, la actividad es baja, la catepsina D se inactiva por altas concentraciones
de sal y las catepsinas se liberan cuando se degrada la membrana de los lisosomas durante el

descenso de pH (Chambers et al, 1994).

Las zonas de las bandas de actividad son muy parecidas visualmente y hasta llegan a confundirse
debido al contraste de la luz, pero las zonas mas visibles aparentemente son de acuerdo a lo
reportado en la literatura (Figura 23) son las de la calpaina |, Il y el complejo debido a que estas
proteasas estan en sus condiciones adecuadas para realizar su actividad. Por debajo de los 48
kDa se aprecia una banda de menor intensidad debido al efecto de las catepsinas Hy L. En el
caso de la catepsinas B que son proteasas con un valor de actividad de pH 5.5, estas presentarian
un actividad muy baja y como ya se ha mencionado la catepsina D se inactiva por la presencia de

NaCl y no hay bandas de protedlisis.

Las bandas presente aproximadamente a 80 kDa son intensos en el dia 0, 1 y 3 debido a que el
pH desciende de 6.8 hasta 5.5 y las proteasas neutras entran a un proceso de autolisis, por lo que
del dia 7 al 21 son poco visibles. Por debajo de los 45 kDa para los dias 0 y 1 se observan ligeras
bandas de actividad provocadas por catepsinas H, que al pasar los dias 3, 7, 14 y 21 entran las
demas proteasas acidas que tiene una cinética mas lenta que las calpainas y ademas no se
degradan al actuar por lo que las bandas de actividad prevalecen en los zimogramas con los dos

sustratos.



VIl. Conclusiones

La hipdtesis planteada se cumplio, ademas de los criterios contemplados que permiten mayor
actividad. Ademas se observo que el agua y el empaque al vacio son fundamentales para obtener

una mayor actividad de proteasas neutras y acidas.

La actividad de proteasas neutras y acidas disminuye con el tiempo al que son expuestas en
maduracion y como se tenia previsto en la hipotesis las muestras de carne con mayor actividad

son las que se maduran en condiciones en humedas y con zilpaterol.

El andlisis estadistico de Duncan establece que no hay diferencia entre los valores de actividad
en ambos tipos de maduracion (humeda y seca) y tratamientos (con y sin zilpaterol), solo existe
una excepcion en la interaccion de la maduracion seca con zilpaterol y himeda sin zlpaterol en la

que si hay diferencia estadistica.

El perfil de bandas de proteinas miofibrilares y sarcoplasmicas son similares a los pesos
moleculares reportados en el trabajo de Gonzalez en el 2003, la identidad de las bandas tendran

que corroborarse por secuenciacion de péptidos.

Se encontrd las condiciones necesarias para llevar acabo la actividad enzimatica de proteasas
neutras y acidas en zimogramas en sustrato caseina y gelatina, en el cual el cloruro de calcio

juega un papel importante para la activacién de las proteasas.

VIIl. Perspectivas futuras

A partir de este trabajo de tesis de licenciatura las perspectivas se orientan a las siguientes

direcciones.

Lo primero que se tendra que trabajar es con la repetibilidad y reproducibilidad de los resultados y

metodologias empleadas (pH, extraccion de proteinas, cuantificacion de proteinas, actividad

proteolitica, perfil de proteinas y zimogramas) para hacer futuras comparaciones. También se

podria disminuir la cantidad de muestras de carne de 12 a 6 (3 con Zilpaterol y 3 sin Zilpaterol)

para optimizar tiempos, costos y tener mas replicas en las mediciones, ya que la parte critica del
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ensayo es el descongelamiento de las muestras de carne asi como las extracciones de proteina

por lo que tener muchas muestras se pueden tener descuidos en este proceso.

Este trabajo abrid y concluyd un proyecto de tesis de licenciatura en la cual colabord la Q.A.
Jessica Josefina Hurtado R. cuyo titulo de tesis fue “Evaluacion de la actividad de calpaina,
calpastatina, elastina, colageno y bases volatiles en maduracién de carne de bovino, durante el
consumo de B-adrenérgicos”, en el cual se encontré que el zlpaterol tiene un efecto significativo
en comparacion de la carne sin zlpaterol en la protedlisis de elastina, colageno, catepsinas,

calpainas y calpastatinas.

Lo mas importante y que no se realiz6 en este trabajo es observar como repercute estas
condiciones de maduracion y tratamientos con y sin zilpaterol en la calidad de la carne hablando
en cuestiones de sus propiedades organolépticas que deben ser adecuadas para su consumo
humano como el color, aroma, sabor, terneza, caracteristicas sensoriales y estructura de fibras

musculares.

En el caso del color se realizaria prueba colorimétricas por espectrofotdmetro y se mediria la
mioglobina, oximioglobina y metmioglobina. También se ocuparia una escala Pantone® para
observar color de la muestra directamente. En el aroma se tendria que usar espectrometria de
masas para obtener un perfil de los compuestos y para el sabor se tendria que contemplar los
lipidos presentes en la carne separarlos y obtener un perfil por cromatografia liquida. Para medir
la terneza se usaria un texturometro que nos indicaria la fuerza que se requiere en las muestras
para su deformacién. Se conformaria un panel para la evaluacion de diversas caracteristicas como
color, forma, marmoleado, textura, etc. tanto para carne cruda como cocida o asada. Y para el
estudio de las estructuras fibrilares del musculo se usaria un microscopio electronico u optimo

para observa la estructuras fibrilares.
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Apéndice. Valores de pH, concentracién de proteina y

actividad de proteasas

Tabla | Promedios de 3 réplicas de medicion de pH a diferentes tiempos de maduracion.

Dia 0 1 14 21
Maduracion NA NA H S H S H S H S
1 6.46 5.82 5.63 5.45 5.58 5.50 5.42 5.53 5.39 5.50
S 2 6.36 5.55 5.49 5.45 5.50 5.77 5.52 5.54 5.52 5.46
5 3 6.16 5.25 5.44 5.56 5.56 5.24 5.39 5.54 5.47 5.39
g 4 6.21 5.59 5.78 5.50 5.43 5.52 5.52 5.44 5.49 5.49
N 5 6.33 5.94 5.91 5.52 5.58 5.60 5.51 5.53 5.44 5.45
o ug) 6 6.20 5.28 5.61 5.28 5.52 5.49 5.47 5.52 5.41 5.52
c
-g DE +0.12 | #0.28 | #0.18 | +0.10 #0.06 | +0.17 | +0.06 | +0.04 | #0.05 +0.05
S 7 6.15 5.58 5.58 5.58 5.40 5.27 5.42 5.55 5.51 5.43
E = 8 6.48 5.70 5.84 5.27 5.61 5.61 5.54 5.53 5.47 5.39
§ 9 6.42 5.14 5.57 5.55 5.46 5.58 5.46 5.48 5.49 5.42
S 10 6.33 5.28 5.46 5.60 5.55 5.45 5.43 5.48 5.37 5.45
S 11 6.41 5.86 5.49 5.37 5.52 5.42 5.39 5.49 5.47 5.38
= 12 6.19 5.21 5.47 5.39 5.58 5.48 5.50 5.51 5.46 5.47
(S}
DE +0.13 | #0.29 | #0.14 | +0.14 #0.08 | +0.12 | +0.06 | +0.03 | #0.05 +0.03

* Simbologia. x: Promedio; NA: No Aplica; H: Maduraciéon en Himedo y S: Maduracion en Seco

Tabla Il Promedios de 3 réplicas de la concentracion de proteina miofibrilar (mg/mL) a diferentes

dias de maduracion.

Dia 0 1 14 21
Maduracién NA NA H S H S H S H S
1 0.92 1.08 1.42 1.14 1.51 1.27 1.38 1.96 2.58 2.40
S 2 1.85 1.52 1.13 1.25 1.41 1.01 1.48 1.49 1.48 1.41
5 3 1.46 1.59 0.91 1.39 1.61 1.87 2.11 2.46 2.77 3.15
‘g 4 1.17 1.35 1.51 1.46 1.69 1.14 2.02 2.51 2.11 1.20
N 5 1.74 1.42 1.74 1.24 1.53 1.22 1.39 1.86 2.13 2.18
o ug) 6 1.72 1.08 1.28 1.66 1.01 1.08 1.47 1.11 1.19 1.54
c
2 DE +0.37 +0.22 +0.29 +0.19 +0.24 +0.31 +0.33 +0.54 +0.61 +0.74
g 7 0.90 1.28 1.20 1.25 1.11 1.35 1.56 1.79 1.54 1.17
E = 8 1.52 1.38 1.81 1.04 1.15 1.04 1.97 1.84 2.35 2.24
§ 9 1.21 1.29 1.59 0.99 1.12 1.24 1.55 1.70 1.42 2.09
s 10 1.58 1.09 1.20 1.23 1.54 1.46 1.37 1.77 1.74 2.08
N 1 1.96 1.45 1.33 1.32 1.04 0.84 1.24 1.52 1.34 1.48
= 12 1.63 1.42 1.76 1.15 1.05 1.27 1.56 1.32 1.22 1.32
O
DE +0.37 +0.13 +0.28 +0.13 #0.19 +0.22 +0.25 +0.20 +0.41 +0.46

* Simbologia. x: Promedio; NA: No Aplica; H: Maduracién en Himedo y S: Maduracion en Seco
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Tabla Il Promedios de 3 réplicas de la concentracion de proteina sarcoplasmica (mg/mL) a

diferentes dias de maduracion.

Dia 0 1 14 21
Maduracién NA NA H S H S H S H S
1 3.50 3.42 3.50 3.50 3.37 3.64 3.31 3.50 3.53 3.59
3 2 3.69 3.54 3.85 3.47 3.63 3.63 3.45 3.42 3.57 3.37
o 3 3.55 3.64 3.63 3.39 3.47 3.54 3.28 3.47 3.37 3.55
§ 4 3.70 3.61 3.62 3.23 3.55 3.73 3.36 3.32 3.50 3.38
~ 5 3.49 3.72 3.84 3.66 3.45 3.65 4.07 3.30 3.52 3.52
° uE> 6 3.83 3.66 3.79 3.86 3.40 3.68 3.40 3.40 3.60 3.50
c | 9.00 | S -er | B9 02 | - SO
-qé DE | +0.14 | #0.11 30.14 | +0.22 | 0.10 $0.06 | +0.30 | +0.08 30.08 | +0.09
s 7 3.67 3.65 3.59 3.52 3.53 3.73 3.38 3.41 3.58 3.41
l‘_E > 8 3.85 3.77 3.75 3.15 3.36 3.61 3.55 3.40 3.61 3.51
§ 9 3.71 3.75 3.25 3.63 3.41 3.73 3.50 3.49 3.53 3.35
s 10 3.68 3.62 3.68 3.74 3.80 3.74 3.40 3.58 3.54 3.21
N 11 3.53 3.77 3.51 3.64 3.49 3.38 3.33 3.43 3.54 3.34
S 12 3.76 3.77 4.28 3.03 3.47 3.62 3.44 3.60 3.58 3.39
(&)
DE | +0.11 +0.07 | £0.34 | +0.29 | #0.15 | #0.14 | 0.08 | +0.09 30.03 | #0.10

* Simbologia. x: Promedio; DE: Desviacion Estandar; NA: No Aplica; H: Maduraciéon en humedo y S: Maduracion en seco

Tabla IV Promedio de 3 réplicas de

proteina) reaccion de Kunitz.

la actividad especifica de proteasas neutras (mU/mg de

Dia 0 1 14 21
Maduracién NA NA H S H S H S H S
1 0.77 0.73 0.74 0.69 0.71 0.69 0.65 0.58 0.52 0.47
S 2 0.73 0.71 0.68 0.70 0.66 0.70 0.62 0.60 0.52 0.51
5 3 0.76 0.69 0.71 0.71 0.68 0.71 0.66 0.60 0.55 0.47
'g 4 0.72 0.69 0.72 0.74 0.67 0.68 0.64 0.62 0.53 0.50
N 5 0.77 0.67 0.68 0.66 0.69 0.70 0.53 0.62 0.53 0.49
o uEJ 6 0.71 0.68 0.69 0.63 0.71 0.69 0.63 0.60 0.52 0.49
c
-g DE +0.03 | #0.02 | £0.03 | +0.04 | +0.02 | +0.01 10.05 | +0.01 10.01 +0.02
8 7 0.77 0.72 0.74 0.70 0.68 0.68 0.65 0.62 0.53 0.52
E = 8 0.74 0.69 0.70 0.77 0.72 0.69 0.62 0.61 0.52 0.52
S 9 0.76 0.69 0.80 0.68 0.71 0.67 0.63 0.61 0.53 0.54
s 10 0.77 0.72 0.73 0.66 0.64 0.68 0.64 0.60 0.54 0.56
N 11 0.80 0.68 0.76 0.67 0.70 0.75 0.65 0.62 0.54 0.54
= 12 0.75 0.69 0.62 0.80 0.70 0.70 0.63 0.59 0.53 0.53
(&)
DE +0.02 | #0.02 | £0.06 | +0.06 | +0.03 | +0.03 | %0.01 +0.01 10.01 +0.02

* Simbologia. x: Promedio; DE: Desviacion Estandar; NA: No Aplica; H: Maduracion en humedo y S: Maduracion en seco
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Tabla V. Promedio de 3 réplicas de la actividad especifica de proteasas acidas (mU/mg de

proteina) reaccién de Anson.

Dia 0 1 3 7 14 21
Maduracién NA NA H S H S H S H S
1 0.68 0.64 0.66 0.60 0.64 0.59 0.61 0.55 0.53 0.50
5 2 0.64 0.62 0.60 0.61 0.60 0.59 0.59 0.56 0.53 0.53
5 3 0.67 0.60 0.64 0.62 0.62 0.60 0.62 0.55 0.56 0.51
g 4 0.64 0.61 0.64 0.65 0.61 0.57 0.61 0.57 0.54 0.54
N 5 0.68 0.59 0.60 0.58 0.63 0.59 0.50 0.58 0.54 0.52
o ‘;5’ 6 0.62 0.59 0.61 0.56 0.63 0.58 0.60 0.57 0.52 0.52
c
2 DE +0.03 | #0.02 | £0.02 | +0.03 | +0.02 | +0.01 0.04 | +0.01 10.01 +0.02
E 7 0.66 0.63 0.66 0.62 0.64 0.59 0.62 0.61 0.53 0.53
E = 8 0.63 0.60 0.63 0.69 0.68 0.61 0.59 0.61 0.53 0.52
g 9 0.65 0.61 0.73 0.60 0.67 0.59 0.60 0.60 0.54 0.55
s 10 0.67 0.63 0.64 0.58 0.60 0.59 0.62 0.58 0.54 0.56
N 11 0.70 0.61 0.67 0.60 0.65 0.65 0.63 0.60 0.54 0.54
= 12 0.65 0.60 0.55 0.71 0.66 0.61 0.61 0.57 0.53 0.54
(&)
DE £0.02 | £0.01 #0.06 | +0.05 | #0.03 | +0.03 | +0.02 | +0.02 | %0.00 | +0.01

* Simbologia. x: Promedio; DE: Desviacion Estandar; NA: No Aplica; H: Maduraciéon en humedo y S: Maduracion en seco

Tabla VI Promedio de 3 réplicas de la actividad especifica de proteasas acidas y neutras (mU/mg

de proteina) actividad gelanolitica.

Dia 0 1 3 7 14 21
Maduracién NA NA H S H S H S H S
1 2.30 1.76 1.92 1.21 0.92 1.10 0.80 0.99 0.38 0.20
S 2 2.43 1.68 1.85 1.38 1.14 1.44 0.88 0.81 0.71 0.30
5 3 2.46 1.84 1.63 1.20 0.91 1.40 0.75 1.09 0.52 0.54
g 4 2.68 1.68 1.71 1.33 1.30 1.40 1.07 0.90 0.47 0.34
N 5 2.63 1.56 1.78 1.15 1.43 1.40 0.92 1.12 0.52 0.20
o “g’ 6 2.58 1.63 1.93 1.03 1.30 1.28 1.05 0.77 0.57 0.39
c
-E DE 0.14 0.10 0.12 0.13 0.22 0.13 0.13 0.14 0.11 0.13
& 7 2.77 1.62 1.93 1.60 1.77 1.54 0.87 0.80 0.92 0.53
E = 8 3.01 1.94 2.02 1.81 1.82 1.59 1.00 0.66 0.60 0.38
g 9 2.67 1.63 1.69 1.39 1.59 1.34 1.13 0.80 0.73 0.62
s 10 2.43 1.83 1.81 1.52 1.45 1.80 0.87 0.67 0.83 0.53
N 11 2.71 1.87 1.98 1.35 1.80 1.34 1.00 0.88 0.69 0.48
5 12 2.70 1.94 1.93 1.30 1.84 1.42 1.09 0.97 0.69 0.53
(&)
DE 0.19 0.15 0.12 0.19 0.16 0.18 0.11 0.12 0.11 0.08

* Simbologia. x: Promedio; DE: Desviaciéon Estandar; NA: No Aplica; H: Maduraciéon en humedo y S: Maduraciéon en seco
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Analisis estadisticos

pH
Tabla VIl Analisis de Varianza para valores de pH.
Grados de Suma de los Media de los
Fuente Libertad Cuadrados Cuadrados F Pr>F
Modelo 23 26.736 1.162 49711 <0.0001
Error 264 6.173 0.023 - -
Total
Corregido 287 32.909 - - -
Valor R? 0.812

Tabla VIII Andlisis de las diferencias (Duncan) entre las categorias con un intervalo de confianza
de 95% para valores de pH.

. . Diferencias Valor . o T
Contraste | Diferencias Estandarizada | Critico Pr>Dif (Modificado) Significativo
hvs sz 0.051 1.984 2.133 0.194 0.143 No
hvs hz 0.025 0.975 2.064 0.592 0.098 No
hvss 0.022 0.861 1.960 0.389 0.050 No
svs hz 0.029 1.123 2.064 0.500 0.098 No
s vs hz 0.003 0.114 1.960 0.909 0.050 No
hz vs sz 0.026 1.008 1.960 0.313 0.050 No

* h: maduracién en humedo sin zilpaterol; hz: maduracién en himedo con zilpaterol; s: maduracién en seco

sin zilpaterol; sz: maduraciéon en seco con zilpaterol.

Reaccion de Kunitz (Proteasas neutras)

Tabla IX Analisis de Varianza para actividad de proteasas neutras (R. de Kunitz).

Fuente Grados de Suma de los Media de los F Pr>F
Libertad Cuadrados Cuadrados
Modelo 23 1.696 0.074 102.596 <0.0001
Error 264 0.190 0.001 - -
Total
Corregido 287 1.886 : : :
Valor R* 0.899
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Tabla X Andlisis de las diferencias (Duncan) entre las categorias con un intervalo de confianza de
95% para valores de actividad de caseina.

Contraste | Diferencias EsDt:ﬁ?anr(i:zIZiIa (yr?tli?::) Pr>Dif (Mo di:i(ca do) Significativo
hzvss 0.023 5.070 2.133 | <0.0001 0.143 Si
hz vs h 0.012 2.603 2.064 0.025 0.098 Si
hz vs sz 0.005 1.184 1.960 0.236 0.050 No
SZ Vs S 0.017 3.886 2.064 0.000 0.098 Si
szvsh 0.006 1.418 1.960 0.156 0.050 No
hvss 0.011 2.468 1.960 0.014 0.050 Si

* h: maduracion en humedo sin zilpaterol; hz: maduracion en himedo con zilpaterol; s: maduracion en seco

sin zilpaterol; sz: maduraciéon en seco con zilpaterol.

Reaccion de Anson (Proteasas acidas)

Tabla Xl Analisis de Varianza para actividad de proteasas acidas (R. de Anson).

Fuente Grados de Suma de los Media de los E Pr>E
Libertad Cuadrados Cuadrados
Modelo 23 0476 0.021 32.654 <0.0001
Error 264 0.167 0.001 - -
Total
Corregido 287 0.643 : : )
Valor R? 0.740

Tabla Xl Andlisis de las diferencias (Duncan) entre las categorias con un intervalo de confianza
de 95% para valores de actividad de hemoglobina.

Contraste | Diferencias Egt:ﬁ?anr(i:zifia (;lr?tli?:g Pr>Dif (Mo di:i(ca do) Significativo
hzvs s 0.029 6.915 2.133 | <0.0001 0.143 Si
hz vs h 0.014 3.247 2.064 0.003 0.098 Si
hz vs sz 0.011 2.718 1.960 0.007 0.050 Si
Szvss 0.018 4197 2.064 | <0.0001 0.098 Si
szvs h 0.002 0.529 1.960 0.597 0.050 No
hvss 0.015 3.668 1.960 0.000 0.050 Si

* h: maduracion en humedo sin zilpaterol; hz: maduracién en himedo con zilpaterol; s: maduracion en seco

sin zilpaterol; sz: maduracion en seco con zilpaterol.
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Actividad gelanolitica

Tabla Xl Analisis de Varianza para actividad gelanolitica.

Fuente Grados de Suma de los Media de los F Pr>F
Libertad Cuadrados Cuadrados
Modelo 23 132.337 5.754 267.447 <0.0001
Error 264 5.680 0.022 - -
Total
Corregido 287 138.016 - - -
Valor R? 0.959

Tabla XIV Analisis de las diferencias (Duncan) entre las categorias con un intervalo de confianza
de 95% para valores de actividad gelanolitica.

Contraste | Diferencias Esl?tlaf‘:l':anr(i:zlaa?ia (\:,r ?tli?::) Pr>Dif (Mo di:i(ca do) Significativo
hz vs s 0306 12.504 2.133 | <0.0001 0.143 Si
hz vs h 0.209 8.548 2.064 | <0.0001 0.098 Si
hz vs sz 0.172 7.044 1.960 | <0.0001 0.050 Si
SZ VS S 0.133 5.460 2.064 | <0.0001 0.098 Si
szvs h 0.037 1.505 1.960 0.132 0.050 No
hvss 0.097 3.956 1.960 | <0.0001 0.050 Si

* h: maduraciéon en humedo sin zilpaterol; hz: maduracion en humedo con zilpaterol; s: maduraciéon en seco
sin zilpaterol; sz: maduraciéon en seco con zilpaterol.
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