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RESUMEN

CONDE MEDINA CLAUDIA ELIZABETH. Determinacion de Hidroxiprolina por HPLC
como biomarcador del coldgeno en once musculos del cuarto delantero bovino en tres
grupos genéticos de México (bajo la asesoria de: Dra. Maria Salud Rubio Lozano y MVZ.

Ms C. René Rosiles Martinez.

Debido a la necesidad de conocer acerca de la calidad de la carne bovina mexicana, se
implementd una metodologia cientifica nueva para medir la cantidad de hidroxiprolina
como bioindicador del coldgeno intramuscular. Esta se basé en la hidrélisis del musculo en
medio 4cido y usando energia electromagnética. La medicion de la hidroxiprolina se realizd
por cromatografia de liquidos de alta resolucion (HPLC). Para esto se derivo a la
hidroxiprolina con el uso del cromégeno NBD-CI (7-cloro-4-nitrobenzofurazan),
facilitando su identificacion en el cromatografo con un de sistema de intercambio de fases,
en columna de fase reversa y detector de luz ultravioleta. El colageno se calculd
multiplicando la cantidad de hidroxiprolina por el factor de conversion 7.52. De esta
manera se calculo la concentracion de coldgeno total en once musculos del cuarto delantero
bovino en tres grupos genéticos de México, Bos indicus (Bi1), razas: Brahman, Nelore y
Gyr. Bos taurus (Bt); Charolais, Limousin y Simmental y cruza comercial (CC)
cruzamientos entre Bos taurus (Hereford, Angus, Charolais) con ganado cebt1; los musculos
analizados fueron Biceps, Braquial, Complexo, Esplenio, Infraespinoso, Redondo mayor,
Romboides, Subescapular, Supraespinoso, Triceps porcion larga y Triceps porcion lateral.
La cantidad de coldgeno fue mayor en Bos indicus (64.69 mg/g), seguido de la cruza
comercial con valores intermedios y, por ultimo, el grupo Bos taurus, con la menor
concentracion (5.33 mg/g). Ademas, destacaron los musculos Redondo mayor e
Infraespinoso, lo cuales mostraron gran diferencia significativa respecto a los demas

musculos analizados, sobre todo entre Bi y Bt.



1. INTRODUCCION

La cantidad de colageno de la carne es un factor decisivo para definir su calidad'. El
estudio de Chavez et al.® investigo la calidad de musculos del cuarto delantero de tres
grupos genéticos producidos en México a través de la determinacién de grasa, humedad y
fuerza de corte. El estudio que aqui se presenta busca completar la informacion sobre

calidad de los once musculos del cuarto delantero determinando la cantidad de colageno.

Con este estudio se propone la identificacion del contenido de colageno por medio
de la cuantificacion de hidroxiprolina como biomarcador especifico’ lo cual, aunado a la

fuerza de corte, apoya la determinacion de la suavidad de la carne.

Por lo tanto, en el presente trabajo se implemento la identificacion de hidroxiprolina
muscular mediante con el uso de HPLC por sus siglas en inglés (High Performance Liquid
Chromatography, Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucion)*, para la determinacioén

de la cantidad de coldgeno en muestras de carne mexicana.

1.1 ANTECEDENTES

1.1.1 Ganaderia de carne en México

La ganaderia bovina para carne en el pais se desarrolla en muy distintas condiciones
agroecoldgicas, influida principalmente por factores climaticos, existiendo desde
producciones tradicionales hasta las mds vanguardistas. En términos generales, las
condiciones bajo las que desarrolla la ganaderia mexicana son extensivas, aunque existe la
finalizacion en corral de engorda, proviniendo aproximadamente 35% de la produccion
nacional de este tipo de instalaciones’. La mayoria del ganado se finaliza en pastoreo.
Aproximadamente 60% de la carne producida en el pais se comercializa en forma de canal

caliente, lo que afecta la calidad y la inocuidad para el consumidor™°.

El pais se divide en cuatro regiones ganaderas, de acuerdo con sus condiciones
climatologicas y por sus sistemas de produccion: 1) arida y semiarida, 2) templada, 3)

tropical seca y 4) tropical humeda.



Region arida y semiarida. Se encuentran los estados de Baja California, Baja California
Sur, Sonora, Chihuahua, Coahuila, Nuevo Le6n, Durango, Zacatecas y San Luis Potosi,
aportando 33.9% de la produccion de carne en pie y en canal’. Se considera a esta region
como la de mayor desarrollo tecnolégico para la ganaderia de carne. Las razas
aprovechadas son principalmente las europeas (Bos taurus) y las cruzas entre ellas. La
cantidad de precipitacion es baja durante el afio y su distribucion es minima con la
tendencia de concentrarse en los meses de julio a septiembre. El uso de esquilmos agricolas
es bajo y la suplementacién con vitaminas y minerales en animales en pastoreo es
relativamente comun. El uso de promotores de crecimiento y de modificadores de la

fermentacién ruminal en los corrales de engorda es ordinario’.

Region templada. Incluye los estados de Aguascalientes, Distrito Federal, Guanajuato,
Hidalgo, Jalisco, México, Puebla, Querétaro y Tlaxcala, con una produccién nacional de
29.3% en pie y en canal. Los genotipos existentes en esta region son razas europeas (Bos
taurus) y sus cruzas; los sistemas de produccion predominantes son vaca-becerro, pastoreo
extensivo, basado en el uso de potreros con especies nativas de la época lluviosa y el
suministro de esquilmos agricolas en la época seca’. Los sistemas de alimentacion se basan
en el uso de ingredientes de baja calidad nutricional y raciones no muy bien balanceadas lo

. . .. 6
que se traduce en bajas ganancias de peso diarias’.

Region trépico seco. Se encuentran los estados de Colima, Guerrero, Michoacan, Nayarit,
Oaxaca, Sinaloa y Tamaulipas. Desde el punto de vista productivo es la regién mas
ineficiente junto con la region del tropico humedo, aportando 36.9% de la produccion de
carne en pie y en canal. El sistema vaca-becerro con ordefia durante época de lluvias,
constituye el sistema de doble proposito. Los genotipos utilizados son cruzas de origen
cebt (Bos indicus) con razas europeas puras (Suizo pardo, Angus); la adaptacion al tropico.
Se inseminan natural o artificialmente, por lo que la produccién se dedica al abasto regional

y nacional’.

Region tropico hiimedo. Incluye a los estados de Campeche, Chiapas, Quintana Roo,
Veracruz, Tabasco y Yucatan. Esta region se caracteriza por tener abundante produccion de
forraje, aunque de menor calidad nutricional que los forrajes templados. Las razas que se

aprovechan en la region son Bos indicus, asi como cruzas, ademas, de sementales de raza



Bos taurus. Los becerros producidos en esta region se engordan en corral en la zona
templada del pais o en pastoreo en la misma region. La engorda en pastoreo se realiza en
potreros con abundantes forrajes, aunque con limitaciones de algunos nutrientes (proteina,
minerales y energia); como consecuencia, existen practicas de suplementacion alimenticia,

especialmente en época de escasez de forraje y hacia el final de la engorda’.
1.2 Principales razas de ganado bovino de carne en México

Existen dos grupos raciales en el pais, que son: Bos taurus o ganado europeo, y Bos
. . .7 . . ’5
indicus, o también llamado Indopaquistano, pero se le conoce mejor como cebtr’. Entre las

razas europeas se encuentran:

Aberdeen Angus: entre sus caracteristicas funcionales destacan el rapido
crecimiento, a pesar de que nacen con bajo peso. Son resistentes, dociles y buenos para el
pastoreo. Los productores han aprovechado a esta raza para comercializar su carne de
primera calidad teniendo un elevado rendimiento entre el peso de la canal y el peso vivo

con un bajo porcentaje de hueso en las piezas’.

Belga azul: tiene gran capacidad de engorda, y su carne es extraordinariamente
magra. En México, no ha tenido muy buena aceptacion debido a su gran volumen de masa
muscular, lo que provocaria partos distocicos, ademas de que en el pais se aprovechan razas

ligeras a medianas’.

Charolais: tiene un excelente crecimiento y ganancia de peso, superior
conformacién de carne y es una buena opcidn para llegar a peso alto durante la engorda. Se
encuentra distribuido en los estados de Chihuahua, Nuevo Leoén, Coahuila y Tamaulipas,

ademas de que ya hay criadores en el altiplano’.

Hereford: generalmente son de caracter docil, proporcionando carne de muy buena
calidad. Esta raza ha demostrado tener excelente tamano, crecimiento, notable conversion
de pasto a carne y desarrollo de masa muscular, logrando carnes de alta calidad a bajo
costo. Los toros son utilizados frecuentemente para obtener mestizos destinados a la
industria carnica. Se encuentra mayormente distribuido en los estados de Sonora,

Chihuahua y Durango’.



Limousin: son muy musculosos y tienen la cabeza relativamente pequena. Se
pueden obtener altas producciones de carne, incluso se le llega a considerar de primera
categoria, sin embargo, pueden ser muy temperamentales. Se desempefian mejor en clima
templado, ya sea en pastoreo o engorda intensiva. Desafortunadamente, no ha sido una raza

aprovechada, aunque en los estados de Zacatecas, Jalisco y Durango existen criadores’®.

Pardo suizo: se utiliza principalmente para doble propdsito en clima tropical,
siendo de moderada productividad. En México se realizan cruzas con ganado criollo y

cebu. Abundan en los estados de Veracruz, Chiapas y Tabasco, e incluso Centroamérica’.

Salers: es de reciente introduccion, por lo tanto su presencia en minima, posee
cualidades de cebamiento y produccidon cédrnica. Algunos ejemplares se localizan en el

estado de Chihuahua” %,

Santa Gertrudis: es muy resistente al calor, insectos y plagas, tiene gran rusticidad

y engorda con facilidad. Se ubica en la zona del golfo con pocos criadores®.

Simmental: es una de las razas mas doéciles, manejables, con gran adaptacion a
climas extremos; tiene una excelente conversion alimenticia y se utiliza tanto para leche
como para carne, por lo que es muy atractiva y comercial. También se ha cruzado con

ganado Brahman, obteniendo excelente vigor hibrido, para crear la raza Simbrah’.
Entre las razas cebuinas mas distribuidas en México se encuentran:

Brahman: es la més popular en el tropico mexicano. Su desarrollo es superior
comparado con razas europeas en regiones con este tipo de clima. Es de rapido crecimiento
y tiende a ser docil al manejarlo de manera adecuada. Se encuentra distribuida

generalmente en las zonas cercanas a los litorales™°.

Guzerat: actualmente se utilizan como animales de triple proposito. En México se
esta reactivando el interés por esta raza, es muy buena como productora de carne, tanto en
pureza racial como con cruzamientos con Bos taurus, ya sean de origen lechero o carnico.
Tiene buen comportamiento en condiciones adversas; también responde en forma excelente
en condiciones de suplementacion o alimentacién en corrales. Su carne es de excelente

calidad con poca grasa. Se localiza en los estados de Jalisco y Yucatan'’.



Beefmaster: tiene una composicion de 50% cebu, 25% Hereford y 25% Shorthorn.
Es un animal de tamafio mediano, de excelente conformacion cérnica, que se aprecia
enormemente en corrales de engorda por la excelente calidad de su carne y su ganancia
diaria de peso. Entre sus ventajas destacan la adaptacion en agostaderos, buen rendimiento
de la canal, cierta resistencia a garrapatas; pero tiene la desventaja de no presentar buen

marmoleo y la carne no es muy suave”.

Braford: raza sintética, resultante de la cruza entre Brahman y Hereford. Tiene
desarrollo precoz, excelente comportamiento de engorda, buen rendimiento de canal, gran
adaptabilidad ante climas adversos. Su presencia es escasa en México, aunque existen

criadores en el estado de Coahuila''.

Brangus: raza sintética, resultante de la cruza entre Brahman americano y
Aberdeen Angus. Es altamente resistente al calor y a los ectopardsitos, aumenta
rapidamente de peso, posee excelente conformacion muscular, aunque tiene temperamento

muy nervioso. Existen algunos criadores en Chihuahua®.

Indubrasil: creada a partir de cruzamientos entre Gyr, Guzerat y, en menor grado,
Nelore; se caracteriza por su rapido crecimiento, posee gran volumen corporal, asi como
produccion carnica. Abunda cerca del litoral del Golfo, especialmente en Veracruz y

Yucatan®.

Nelore: tienen grandes cualidades, rusticidad, resistencia, fertilidad, rendimiento,
calidad de carne. Se ha probado que ha tenido excelentes aumentos de peso a partir de
pastos y engorda en corral, comparables con ganado europeo, incluso llegando a superarlo.
Tiene alta eficiencia, por lo que disminuye costos. Esta raza se cria principalmente en

Yucatan en menor grado en Tabasco, Chiapas, Veracruz, Tamaulipas, Jalisco y Colima®.

Tropicarne: raza sintética, resultado de los cruzamientos entre ganado cebu y europeo,
creada en el tropico mexicano. Su presencia es aun escasa, pero se concentra en el estado de

Tamaulipasg.



1.3 Bioquimica del colageno

El colageno es una molécula que forma gran parte del tejido conjuntivo de mamiferos,
representando 25% de la proteina total y proporcionando un sistema estructural de sostén
extracelular. Existen por lo menos 25 tipos de coldgeno, constituidos por casi 30 cadenas
polipeptidicas diferentes entre si'*'*. Los rasgos mas caracteristicos de las moléculas de
colageno son su longitud, rigidez y estructura helicoidal de tres hebras. Tres cadenas
polipeptidicas de colageno, denominadas cadenas alfa (o), se enrollan sobre si mismas
formando una superhélice. Esto se considera considerandose su unidad fundamental'* '> !>
' (Figura 1). Es una proteina larga (300 nm) y fina (1.5 nm didmetro), que consiste de tres
subunidades helicoidales: dos cadenas al(I) y una o2 (I). Cada cadena contiene
exactamente 1050 aminoécidos, algunos rodeando a los otros, formando una triple hélice
dextrogira'> '°. El colageno es muy rico en glicina, que se encuentra en cada tercer residuo
de aminoécido a lo largo de la region central de las cadenas o y la prolina e hidroxiprolina
pliegan y estabilizan la conformacién helicoidal de cada una de las cadenas. La glicina
favorece el denso empaquetamiento de las tres cadenas debido a su pequefio tamafio, ya que

tiene un solo 4tomo de hidrogeno como cadena lateral'> .

Los principales tipos de colageno encontrados en tejido conjuntivo son los tipos I, I, III, V
y IX, X, XI y XII. Donde el tipo I se encuentra principalmente en piel y huesos, y poseen
gran resistencia a la tension, es decir, que puede ser extendido sin romperse. Estos tipos
moleculares se organizan en fibrillas de colageno delgadas (de 10 y 300 nandmetros de
didmetro) y de cientos de micrometros de longitud en tejidos maduros. Estas fibrillas se van
formando en palizada. Los tipos IX y XII son conocidos como coldgenos asociados a
fibrillas, formando parte de la superficie de la fibrillas. Se cree que unen a las fibrillas entre
si como a otros componentes de la matriz extracelular. Los tipos IV y III son las
formadoras de redes: las primeras se unen en una especie de lamina o red que constituye la
mayor parte de la ldmina basal madura, mientras que las de tipo VII forman dimeros que se
ensamblan formando fibras de anclaje por lo que ayudan a unir la ldmina basal del epitelio
al tejido conjuntivo subyacente'. Cabe destacar que el colageno tipo I purificado a partir de
tejidos animales maduros es insoluble en soluciones acuosas, debido en gran parte a los

enlaces covalentes que unen entre si moléculas adyacentes. En animales jovenes, muchos



de estos enlaces no se han formado atn. La estructura tridimensional de la triple hélice es
estabilizada principalmente por muchas interacciones débiles, incluyendo puentes de

hidrégeno entre las tres cadenas.

Si una solucion de colageno tipo I de un animal joven se calienta por encima de los
40°C, la hélice en forma de varilla se desnaturaliza y las tres hebras se separan'”> '; la
reaccion es irreversible debido a que la hélice es una estructura repetitiva, muy regular,
donde los polipéptidos pueden comenzar a unirse a distintos lugares en los extremos,
formando triples hélices alineadas, con segmentos de cadena Unica al final de cada cadena

terminal '*1°.

Durante la biosintesis, el alineamiento ordenado de los tres polipéptidos se debe a
secuencias especificas en cada extremo. Las cadenas de coldgeno son sintetizadas como
precursores mas largos, denominados procoldgenos; por ejemplo, en el colageno tipo I su
triple hélice contiene 150 aminoacidos adicionales en el extremo nitrogeno-terminal y 250
en el carbono-terminal de ambos tipos de cadenas. Los aminodcidos adicionales forman
parte de los propéptidos, con excepcion de una cadena corta en la region helicoidal
semejante al colageno en el propéptido N, los cuales tienen composiciones aminoacidicas

que forman dominios globulares'.

Existen varios puentes disulfuro intracatenarios y cinco importantes puentes
disulfuro intercatenarios conectando los propéptidos C- terminales de las tres cadenas de
procolageno. Los puentes disulfuro se forman en el reticulo endoplasmico rugoso (RER),
de igual forma que las triples hélices, por lo que son importantes para estabilizar la

asociacion de las tres hebras antes de la formacion de la triple hélice'%.



Figura 1. Estructura helicoidal de la molécula de colageno. Fuente:
http://www.steve.gb.com/science/extracellular matrix-html

1.3.1 Biosintesis del colageno

El ensamblaje de las fibras de coldgeno comienza en el RER, contintia en el
complejo de Golgi y se completa en el espacio extracelular, ademas de la separacion de las
cadenas proteoliticas para eliminar los propéptidos N y C terminales, aunque existen
modificaciones del colageno recién formado antes de la formacion de la triple hélice en el
RER. Residuos especificos de la prolina y lisina son destinados a formar parte de la triple
hélice, siendo hidroxilados por enzimas de membrana prolil 4-hidroxilasa y prolil 3-
hidroxilasa, para formar hidroxilisina e hidroxiprolina; esta ltima puede ser glucosilada.
En el espacio extracelular, las moléculas de colageno son polimerizadas para formar
fibrillas de colageno mediante la liberacion de propéptidos. Los residuos de ambos

aminoacidos hidroxilados raramente se encuentran en otras proteinas estructurales'”.

Los propéptidos ya secretados son degradados mediante enzimas proteoliticas
especificas en el espacio extracelular, por lo que las moléculas de procolageno se asocian
formando fibrillas de colageno mucho mayores. Los propéptidos tienen al menos dos
funciones muy importantes: dirigir la formacion intracelular de la triple hebra de las

moléculas de coldgeno y, debido a que s6lo son eliminados después de su secrecion,
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previenen la formacion intracelular de la grandes fibrillas de coldgeno, lo cual seria

catastrofico para la célula. (Figura 2)".

Espacio extracelular

@ Sintesis de las cadenas alfa
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Figura 2. Biosintesis de la molécula de colageno. Fuente: http://webs.uvigo.es/mmegias/5-
celulas/2-componentes_proteinas.php.

1.3.2 Deteccion del colageno

Inicialmente las metodologias utilizadas para detectar la cantidad de colageno,
comenzaron con la identificaciéon de hidroxiprolina, ya que es un aminodcido que se
encuentra Unicamente en el tejido conjuntivo de los seres vivos; por lo que el fundamento
de la técnica utilizado es que la molécula de hidroxiprolina se conjuga con un compuesto
fluorescente como el nitrobenzofurazan (NBD-CI) el cual reacciona y hace visible al
iminodcido (cualquier molécula que contenga en su estructura tanto un grupo imino R-
C=NH como un carboxilo R-C (=0)-OH)'®. Dentro de las ventajas de esta metodologia se
destaca la rapidez, reproducibilidad, confirmacion y alta especificidad* '’. Es importante
destacar el principio que establecieron Neuman y Logan'®, los cuales identificaron a partir

de hidrolizados proteinicos a la hidroxiprolina utilizando perdxido de hidrogeno, sulfato de
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cobre, dimetilaminobenzaldehido (reactivo Ehrlich’s) para eliminar el exceso de oxidante y
calor, produciéndose una reaccion de oxidacion en la que se hidroxila la prolina formando
un compuesto pirrdlico rojo, que se mide por espectrofotometria y que constituye una

medida de la cantidad de hidroxiprolina de la muestra.

Stegemann'® us6 4cido perclérico en lugar de acido sulfarico para eliminar el color
de la tirosina con la cloramina T y asi mantuvo la estabilidad de la hidroxiprolina. Bergman
y Loxley? publicaron dos metodologias mejoradas a partir del trabajo de Stegemann. En
estas metodologias en lugar de agregar acido antes de la oxidacion y esperar la disolucion
de la cloramina, combinaron el acido con aldehido para reducir el tiempo de reaccion, o
bien incrementaron el disolvente organico para que la oxidacion fuera independiente del
tiempo; también establecieron el tiempo y la temperatura de calentamiento en 80 min a

60°C.

Goll et.al encontraron que hay una asociacion entre edades diferentes de animales y
el cambio en la estructura del coldgeno, en donde confirmé que la actividad de la
colagenasa disminuye mientras la edad cronologica aumenta, ademas de que la cantidad de
hidroxiprolina liberada disminuye al someterla a diferentes temperaturas, considerando que
existen cambios en la solubilidad intramuscular del colageno en carne de animales a

distintas edades>'.

Hill realizd6 un estudio acerca de la solubilidad del colageno intramuscular en
animales de distintas edades, en el que utilizé el musculo sternomandibularis entre otros.
Deshidrat6 y moli6 cantidades conocidas del musculo y fueron colocadas en tubos plésticos
con 12 ml de solucién Ringer’'s 1/4%, la cual tiene la funcién de debilitar los enlaces
intermoleculares del coldgeno, posteriormente los tubos fueron colocados en bafio maria a
77°C durante 63 min, moviéndolos a intervalos iguales de tiempo. Centrifugd y separ6 el
sobrenadante del residuo, y éste ultimo fue lavado con 8 ml de solucién Ringer’s y
nuevamente fue centrifugado. El sobrenadante y el residuo fueron colectados e hidrolizados
con HCI 6 M durante 7 h por separado. La hidroxiprolina fue obtenida mediante la técnica
de hidrolisis de Mohler ef. al **y con el método de Neuman y Logan'®. En conclusion, este
trabajo report6 el grado de solubilidad y la cantidad total, pero hace hincapié en que se

consideren las caracteristicas bioquimicas de la carne; ya que su método esta sujeto a la
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influencia de la tirosina asi como a la inhibicion incompleta del color, por lo que seria util
para evaluar canales de distintas razas o cruzas entre ellas, esta metodologia fue una de las
pioneras para la identificacion de hidroxiprolina. El método podria ser més sensible y
preciso mediante la modificacion de Woessner™, que consistié en aumentar la estabilidad e
intensidad del color del compuesto pirrdlico, incrementando la presencia de otros
aminoacidos para medir la hidroxiprolina, en lugar de usar peroxido para destruir el

cromoégeno final.

Cross et al. tuvieron como objetivos en su investigacion medir los efectos de la
elastina y el coldgeno en determinar la suavidad del tejido muscular bovino, ademas de
relacionar los cambios del tejido conjuntivo con la edad y el musculo, determinando las
concentraciones relativas de colageno y elastina. Estas midieron el contenido de
hidroxiprolina o colageno total con tres métodos: a) multiplicando el contenido de
hidroxiprolina con el sobrenadante y residuos por 7.25*', b) restando el contenido de
hidroxiprolina de la elastina, ¢) multiplicando el contenido de hidroxiprolina del residuo
por 7.25 y la del sobrenadante por 7.52, para medir la cantidad de colageno soluble y de
hidroxiprolina de la muestra; donde encontraron que las cantidades de tejido conjuntivo
estin mas asociadas a la edad del animal que a las medidas de suavidad en la fibra
muscular. Ademads, los ajustes en los valores de colageno total y el porcentaje de colageno
soluble resultaron ligeramente superiores en la correlaciones de suavidad, incluso se

observo una pequefia ventaja al ajustar el contenido de elastina en el residuo?.
1.3.3 Efecto del colageno en la calidad de la carne

Segin Boccard er al %', la concentracién de colageno afecta la suavidad del
musculo. Esta caracteristica varia de un musculo a otro, dependiendo de la actividad fisica a
la que est¢ sometido, ya que cuando existe mayor actividad del musculo éste tiene que
soportar mayor tension y demandara mas energia, por lo tanto, aumenta la cantidad de las
fibras de coldgeno. Se puede contrarrestar este efecto con tratamientos como: estimulacion
eléctrica después del sacrificio, lo que provoca una reduccion en el estrechamiento de las
fibras de colageno, favoreciendo la suavidad®®. El coligeno estd formado por dos
fracciones: soluble e insoluble; la primera puede estar afectada por la edad del animal,

condiciones de almacenamiento y la diferencia entre mésculos', lo cual determina la
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cantidad de la segunda fraccion. Cuando el colageno insoluble se encuentra en mayor
cantidad en la carne, disminuye la suavidad de ésta, lo que se traduce en una caracteristica

indeseable para el consumidor.

Ngapo et al., mencionan que la raza es un factor importante que influye en la
cantidad de coldgeno, lo que indica que dependiendo de la genética, la cantidad de colageno

puede variar en mayor o menor grado®.

Wheeler et al., sefialan que la longitud del sarcomero, el contenido de tejido
conectivo (colageno, elastina, proteinas estructurales) y la proteolisis miofibrilar en
asociacion con las proteinas no explican totalmente la terneza en el almacenamiento post-

mortem, pero la degradacion de la proteina muscular si afecta la suavidad de la carne™.
2. JUSTIFICACION

Debido a la necesidad de conocer la cantidad de hidroxiprolina como pardmetro
bioquimico del contenido de colageno total en la carne y para la determinacion de su
calidad, se implement6, una metodologia nueva, especifica y sensible. Donde para su
identificacion y medicion se utilizd cromatografia de liquidos de alta resolucion, con

detector de fluorescencia que ha demostrado ser altamente precisa y confiable.
3. HIPOTESIS

La cantidad de hidroxiprolina (coldgeno total) que se libera por la hidrolisis del
musculo en medio acido con energia electromagnética sera mayor en los musculos de Bos
indicus y menor en Bos taurus, y un efecto intermedio en las cruzas comerciales, ademas de
diferencias entre los musculos infraespinoso y redondo mayor en la cantidad de colageno

total.
4. OBJETIVO

Determinar la cantidad de hidroxiprolina a partir del musculo hidrolizado, en medio
acido y con energia electromagnética por cromatografia de liquidos, posterior a su

derivacion, para calcular la cantidad de coldgeno total en muestras de carne bovina
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provenientes de tres grupos genéticos mexicanos con el objetivo de relacionar dichos

resultados con la calidad y su posible comercializacion.

5. MATERIAL Y METODOS

5.1 Obtencion de muestras

Se recolectaron 165 muestras de once musculos, los cuales fueron: Biceps brachii
(biceps), Brachialis (braquial), Complexus (complexo), Splenius (esplenio), Infraespinatus
(infraespinoso), Teres major (redondo mayor), Rhomboideus (romboides o romboideo),
Subescapularis (subescapular), Supraespinatus (supraespinoso), Triceps brachii (triceps
braquial: cabeza lateral y cabeza larga). Los musculos provinieron de 15 canales de tres
grupos genéticos (5 canales de cada grupo) bovinos en México: Grupo 1: Cruza comercial
proveniente del Estado de Querétaro, se consideraron en esta categoria a los animales que
no presentaban caracteristicas indicativas de ganado europeo y/o cebu; para este grupo en
particular la mayoria eran cruzas con ganado cebt. Grupo 2: Bos indicus o Cebti (Brahman,
Gyr, Nelore), provenientes del Estado de Veracruz; Grupo 3: Bos taurus (Charolais,
Simmental y Limousin), provenientes del Estado de Nuevo Leon. Todos los animales se
encontraban entre 18 y 24 meses de edad y habian sido alimentados con dietas similares,
adicionadas con clorhidrato de zilpaterol, con un periodo de engorda de 80 a 110 dias. Los
animales tuvieron un periodo de descanso menor a 12 horas antes del sacrificio; después
del degiiello Bos indicus y Bos taurus recibieron estimulacion eléctrica de 110 volts durante
10 a 15; segundos, solo el grupo de cruza comercial no la recibi6 por razones de costumbre
del lugar. Se obtuvieron los musculos mediante la diseccion de cuartos delanteros, después
de 24 horas de refrigeracion de las canales. Posteriormente, fueron identificados,
empacados al vacio en envases isotérmicos con gel refrigerante y congelados para su
transporte aéreo y terrestre a la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia-UNAM,
Departamento de Nutricion Animal y Bioquimica, Laboratorio de Toxicologia. Se
descongelaron en un periodo de 24 a 30 h entre los 2 y 4°C. Se obtuvieron cortes de cada
musculo de 2.5 cm de grosor y las muestras fueron adecuadas mediante la metodologia
descrita por la AOAC para eliminar la humedad y la grasa (extracto etéreo) >'. Véase en el

Anexo 1 las ilustraciones de los musculos del cuarto delantero bovino.
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5.2 Determinacion de hidroxiprolina como biomarcador bioquimico del
colageno total mediante HPLC (Cromatografia de Liquidos de Alta

Resolucion)

La metodologia utilizada en este trabajo esta basada en la investigacion de Vazquez-
Ortiz et al.'’, a la que se le realizaron modificaciones para adaptarla al Laboratorio de

Toxicologia de la FMVZ, las cuales se mencionaran mas adelante.

Una vez obtenidas las muestras deshidratadas y desengrasadas, se pesaron 3 (+ 0.4) mg de
cada muestra (con su duplicado) y se colocaron dentro de ampolletas de borosilicato de 3

ml de capacidad donde cada una fue identificada.
5.2.1 Preparacion de reactivos y soluciones

e Solucion de acido clorhidrico 6 Molar (HCI 6M).

Todas las soluciones se prepararon en moles (M) y normalidad (N). La molaridad es el
numero en gramos del peso molecular de la substancia disueltos en un litro de agua
destilada. La normalidad es el nimero en gramos del peso molecular disuelto en un litro y

dividido entre el numero de hidrégenos sustituibles.

Se realiza el célculo a partir de HCl 12M del fabricante de la siguiente manera:

ml de HCI concentrado a diluir en 1 L = 219/ {(pHCI* % de pureza HC1)* 100}
Donde:

219= masa molar de HCI g/mol

p= Densidad 1.18

% de pureza (frasco)= 37

Sustitucién:

1 L HC1 6M=219/{1.18*37}*100= 501.6 ml HCI a diluir en 1L de agua destilada.

Afadir a cada ampolleta 2 ml de esta solucion para realizar la hidrolisis.
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e Preparacion de buffer de citrato de sodio (C¢HsO7Nas 2H,0) concentracion 0.2 N
pH2.2

Para obtener 1 L del buffer de citrato de sodio se consideraron las siguientes caracteristicas:
Peso molecular del citrato de sodio: 294.1g/mol o bien 1 N

El citrato de sodio utilizado fue dihidratado por lo que se considera el peso molecular del

agua para realizar el calculo:

2H,0= 0,=16 + 2H=2 = 18(2)= 36

294.1 +36 =330.1g/L/ IN

330.1/100=3.30 g/0.1 N pero se requiere 0.2 N por lo que s6lo se multiplica por 2
3.30 (2)= 6.60g/ L/0.2 N

Se diluye en 1L de agua destilada y por ultimo se ajusta el pH con potenciometro

afiadiendo pequefias cantidades de acido acético absoluto hasta llegar a pH 2.2
e Solucion de borato de sodio (Na;B4O7) concentracion 0.4M pH10.4

Para preparar 100 ml 32,

Peso molecular 201.42g/ mol

201.42*0.1L/1L=20.14/ 100 ml 1 M

20.14*0.4M/1M= 8.05g/ 100m1/0.4M
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e Solucion de HCI IM.
Para preparar 100 ml:
12M-1L
IM - X
X=1/12=0.083*100= 8.33 ml HCI a diluir en 91.7 ml de agua destilada.
e Fase movil (A) para HPLC: acetato de sodio (CH;COONa 3H,0).
Para 1 L de buffer acetato de sodio 0.1M pH 7.2".
Peso molecular de acetato de sodio trihidratado (CH;COONa 3H,0) g/mol:
P. mol = 136.08 g/mol
P. mol = 3H,0 (18*3)=54 g/mol
Donde: 136.08 + 54 =190.08 g/mol 0 1 M
Se requiere 0.1 M 190.08 / 10 =19.08 g para 1 L de agua destilada
Ajustar pH con potenciémetro,

Para terminar la preparacion de la fase movil se agregaron 95 ml de metanol grado HPLC y

5 ml de tetrahidrofurano a los 900 ml de buffer.
5.2.2 Hidrélisis

Se define como el desdoblamiento de sustancias organicas o inorgénicas complejas

a compuestos mas sencillos con energia y en medio acido acuoso.

Para su hidrolisis, la muestra se depositdé en ampolletas de borosilicato dentro de una
bomba de teflon. La hidrolisis se realizé en un horno de microondas en medio 4cido y en
sistema cerrado, mediante el uso de energia electromagnética. Las especificaciones para el

funcionamiento del horno fueron las usadas para la hidrolisis de aminoacidos durante 25
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min en tres etapas: 100% de potencia durante 10 min a 50 psi, 50% de potencia durante 10

min a 75 psiy 30% de potencia durante 5 min a 75 psi.

Las ampolletas se colocaron en vasos de teflon a los cuales se les agregé HCl 6 M para
mantener la atmodsfera dcida dentro de los vasos y se cerraron para mantener la presion

constante.

Después de la hidrolisis se retiraron los tubos del horno y se termind el enfriamiento en
refrigeracion para evitar la fuga de los acidos (de las muestras) y quemaduras por su

liberacion.

Las muestras hidrolizadas en los tubos se evaporaron a sequedad en bafio maria a 65(+1)

°C, con un flujo constante de gas nitrogeno para mantener ambiente neutro.
5.2.3 Derivacion del bioindicador hidroxiprolina

El término derivacion es de origen inglés (derivatization); se define como la
modificacion quimica de un compuesto para obtener otro con propiedades diferentes,
ademas de que resulta ser una herramienta analitica que puede usarse para confirmar,

seleccionar e incrementar la sensibilidad de ciertos compuestos™>.

Las muestras se resuspendieron con 2 ml de citrato de sodio, de ahi se tomaron
250 pl para aforar a 1 ml en buffer de borato de sodio 0.4 M a pH 10.4 a lo que se afiadid
750 ul de buffer borato; se mezcld y se tomd alicuota de 250 pl para afiadirle el compuesto
derivador NBD-CI1 (7-cloro-4-nitrobenzofurazan, Sigma-Aldrich 163260-5G) a razon de 2
mg NBD-CI1 / ml metanol.

La mezcla se mantuvo a 60 (+ 1) °C en bafio maria durante 5 min y en un vial
cerrado; por ultimo, se retird del calor, se detuvo la reaccion con 50 ul de HCI y enseguida

la muestra derivada se enfrid a 0°C durante 30 min.
5.2.4 Caracteristicas cromatograficas

Para la medicion de hidroxiprolina se usé el sistema HPLC con bomba binaria

(Mod. Perkin-Elmer serie 200), con inyector manual (Rheodyne) y asa de 20 ul. La
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separacion del compuesto se realizd con columna CI18, con una longitud de 80 mm,
conectada a un detector de fluorescencia de longitud de onda variable (Mod.Waters 470)
con flujo de 1 ml/s y un gradiente de elucion con las siguientes etapas: fase movil (A) 100
% en 0 min; 80 % A de 0.5 — 6.5 min; 0 % A de 8.0 — 10 min para limpieza del sistema;
100 % A de 12 — 15 min de reacondicionamiento para la siguiente muestra. El detector de
fluorescencia se programé a 465 nm de longitud de onda de emisién y 535 nm de

excitacion.

Los cromatogramas fueron registrados e integrados a un sistema informatico PC a través de

interfase analogo - digital, para ver las respectivas sefiales de cada muestra.

Para el célculo de la concentracion de hidroxiprolina en la muestra, se considerd el tamafio
de la muestra, los factores de dilucion multiplicados por la transformacion del porcentaje de
area en concertacion, una vez estimada la concertacion en la curva de regresion de los

estandares de hidroxiprolina (trans-4-Hidroxi-L-prolina Sigma-Aldrich H54409-10G).

5.2.5 Implementacion y validacion del método para la medicion de la

hidroxiprolina como indicador bioquimico del colageno total.

Con el objetivo de medir la concentracion de hidroxiprolina, se realizé la hidrolisis
del musculo en medio 4acido con el uso de energia electromagnética (microondas)
controlada. El hidrozilado del musculo se amortigué con buffer a pH controlado. El
derivado de la hidroxiprolina se obtuvo con el uso de NBD-Cl. La cuantificacion del
derivado de la hidroxiprolina se obtuvo por andlisis de HPLC, en una mezcla de buffer y
metanol para la fase mdvil en sistema binario de gradiente. La validacion del método se

obtuvo con la identificacion de los coeficientes de:

1. Reproducibilidad: se realizd al inyectar varias veces la misma concentracion estandar

de hidroxiprolina y se obtuvo un coeficiente de variacion no mayor de 1.95%.

2. Linealidad: los valores de linealidad se obtuvieron al inyectar tres concentraciones del

, 2
estandar al buscar la curva con un valor mayor de r'= 0.99.

3. Especificidad: se identificd cuando el tiempo de retencion se obtuvo igual en todas las

inyecciones, con una variabilidad no mayor de 2 centésimas de minuto.
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4. Sensibilidad: se calculd al conocer la minima respuesta de la superficie del estandar

correspondiente a una concentracion de 0.4 ng/g de muestra.

Para el calculo de colageno total se midi6 la hidroxiprolina en la muestra. La
concentracion de hidroxiprolina se obtuvo al identificar la sefial en el cromatografo. Esta
senal fue convertida a la concentracion mediante regresion lineal, usdndose cantidades
conocidas del estandar. En la regresion lineal, la formula matematica fue la siguiente: y=a
+ b (x) donde y= estimado de la concentracion de la hidroxiprolina, a= interseccion, b=
pendiente y x= tamafo de la respuesta del cromatdgrafo de liquidos (superficie de area).
Para el calculo de la concentracion final de hidroxiprolina se considerd el tamafio de
respuesta en el equipo, la alicuota inyectada (30 ul), el volumen de aforo (2 ml), el tamafio

de muestra (3 mg) y el porcentaje de recuperacion (33.7%) del cromatografo.

Por tultimo, para obtener la concentraciéon de coldgeno total (mg/g) se multiplicd el
contenido de hidroxiprolina por el factor de conversion de 7.52, utilizado para la suma de

ambas fracciones del colageno (soluble e insoluble) resultando el total'’.
5.2.6 Analisis estadistico

Los datos fueron evaluados estadisticamente mediante analisis de varianza donde la
variable dependiente fue el coldgeno y las independientes el grupo genético y el musculo.
Para un diseno completamente al azar en arreglo factorial, se utilizo el paquete estadistico
SAS™ y la comparacién de medias se realizo por el método de Tukey’. El modelo
estadistico usado fue: Yiu= p+oitPit+ (af)iteix, donde Yiu= cantidad de hidroxiprolina, p=
media general, o= efecto de la i-ésima raza, 1=1..,3, Bj= efecto del j-ésimo musculo,

j=L,...11, af;= efecto de la interaccion raza x musculo y &= error aleatorio.

6. RESULTADOS

Los cromatogramas de cada musculo se muestran en el Anexo 2. En cada figura se

indica con una flecha el pico de la hidroxiprolina.

6.1 Cantidad de coliageno total en los once musculos, combinando los tres

grupos genéticos bovinos.
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En el Cuadro 1 se muestran las medias de minimos cuadrados de la cantidad de colageno de
los once musculos. El musculo con la mayor (P<0.05) cantidad de colageno fue el redondo
mayor (29.14 mg/g). Los musculos con una cantidad intermedia de coladgeno fueron el
triceps largo e infraespinoso (21.26, 24.83 mg/g). El contenido de colageno del musculo
triceps lateral fue de 11.27 mg/g semejante al resto de los musculos y muy por debajo del

triceps largo e infraespinoso (Cuadro 1).

Cuadro 1. Medias de minimos cuadrados y error estandar para la cantidad de colageno de

los once musculos combinados con los tres grupos genéticos de bovinos.

Musculo Colageno total mg/g Error estandar
Biceps 14.72%¢ 1.59
Braquial 14.91*4 1.59
Complexo 12.36™ 1.59
Esplenio 16.40*¢ 1.59
Infraespinoso 24.83° 1.59
Redondo mayor 29.14° 1.59
Romboide 12.88%¢ 1.59
Subescapular 14.67*¢ 1.59
Supraespinoso 18.02*¢ 1.59
Triceps lateral 11.27° 1.59
Triceps largo 21.26° 1.59

a,b,c

Literales diferentes indican diferencia significativa (P<0.05).
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6.2 Cantidad de colageno total de cada grupo genético bovino

La mayor cantidad de coldgeno total la tienen los musculos de origen B. indicus y la menor
los de origen B. taurus, quedando en una posicion intermedia el grupo de musculos de las

cruzas comerciales (Cuadro 2).

Cuadro 2. Medias de minimos cuadrados y error estandar para la cantidad de coldgeno total

en cada grupo genético de bovino.

Grupo genético Promedio Error estandar
Bos indicus 25.62° 0.83
Bos taurus 9.56 0.83
Cruza comercial 16.76° 0.83

“b¢1 iterales diferentes indican diferencias significativas (P<0.05)

6.3 Cantidad de colageno total por la interaccion de cada musculo por

cada grupo genético bovino

La cantidad de coldgeno del musculo Biceps fue mayor para el grupo Bos indicus (27.43
mg/g), y la menor para el grupo de musculos de origen Bos taurus (0.64 mg/g), por otro
lado los musculos de la cruza comercial tuvieron una concentracion intermedia (16.09

mg/g), aunque los tres grupos fueron diferentes entre si significativamente (P<0.05).

La cantidad de colageno en el musculo Braquial del grupo cruza comercial mostrd
significativamente mayor cantidad de coldgeno (24.87 mg/g), comparado con los dos

grupos genéticos restantes que fueron similares entre si.
El musculo Complexo fue similar entre los tres origenes genéticos (P<0.05).

La cantidad de coldgeno para el musculo Esplenio fue muy similar entre los grupos Bos
taurus y cruza comercial por lo que no hay diferencia significativa, pero en Bos indicus fue

elevada (37.01 mg/g).
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El musculo Infraespinoso de Bos indicus tuvo la mayor cantidad de coldgeno (50.26 mg/g)
y diferente significativamente (P<0.05). Los grupos restantes fueron similares entre si

significativamente.

Para el musculo Redondo mayor la cantidad de coldgeno fue menor (6.15 mg/g) en el grupo
cruza comercial, mientras que el origen Bos indicus tuvo la mayor cantidad de colageno

64.69mg/g (P<0.05).

El muasculo Romboide del grupo Bos indicus tuvo mayor cantidad de colageno (19.15
mg/g) y diferente significativamente, aunque los origenes restantes fueron muy similares en

concentracion de colageno (9.65 mg/g, 9.84 mg/g) y no hubo diferencia significativa.

El musculo Subescapular tuvo la mayor cantidad de colageno (29.68 mg/g) del grupo cruza
comercial ademés de ser diferente significativamente (P<0.05) del resto de los grupos

genéticos.

El musculo Supraespinoso, fue diferente significativamente entre los tres grupos genéticos
(P<0.05), donde para Bos indicus la cantidad fue de 29.29 mg/g, cruza comercial tuvo

concentracion intermedia de 18.31 mg/g, y en Bos taurus 6.47 mg/g.

En el musculo Triceps lateral la cantidad de colageno fue menor en Bos taurus (15.18
mg/g) respecto a los origenes genéticos restantes (P<0.05). Por otro lado Bos indicus y

cruza comercial fueron semejantes cantidades (26.57 mg/g, 22.04 mg/g).

Por ultimo, los musculos Triceps largo de B. taurus y cruza comercial tienen similar

cantidad de colageno 15.01mg/g y 15.94 mg/g respectivamente (P>0.05).
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Cuadro 3. Medias de minimos cuadrados y error estandar para la cantidad de colageno para

cada musculo y por grupo genético de bovino.

Muasculo Bos indicus Bos taurus Cruza Error
comercial estandar

Biceps 27.43° 0.64° 16.09° 2.76
Braquial 9.89° 9.98° 24.87° 2.76
Complexo 12.73 8.48" 15.85° 2.76
Esplenio 37.01° 5.50° 6.70° 2.76
Infraespinoso 50.26" 5.33° 18.92° 2.76
Redondo 64.69* 16.58° 6.15¢ 2.76
Romboide 19.15° 9.65° 9.84° 2.76
Subescapular 1.95° 12.37° 29.68° 2.76
Supraespinoso 29.29° 6.47° 18.31° 2.76
Triceps lateral 26.57 15.18° 22.04*¢ 2.76
Triceps largo 2.82° 15.01° 15.94° 2.76

¢ [ jterales diferentes en la misma fila indican diferencias significativas (P<0.05).
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7. DISCUSION

Segun Boccard et al.’’, la cantidad de coldgeno afecta la suavidad del musculo.
Esta varia de un musculo a otro, dependiendo de la actividad fisica a la que esté sometido,
ya que cuando existe mayor actividad del musculo tiene que soportar mayor tension y
demandara mas energia; por lo tanto aumenta la cantidad de las fibras de colageno. Para
comprender mejor los resultados es importante destacar la anatomia de cada uno de los

musculos analizados.

El musculo Biceps braquial (biceps brachii) realiza una gran actividad porque
flexiona la articulacion del codo, fijando al hombro y al codo a la vez cuando el animal esta
parado, ademas de tensar la fascia antebraquial’® *’. El grupo (Bi) tuvo la mayor cantidad
de colageno total en este misculo, Dikeman® y citado por O’Connor’’, concluyé que el
decremento de la suavidad es un problema cuando el ganado esta compuesto por 50% o

mas de Bos indicus.

El musculo Braquial (brachialis) también realiza actividad semejante al biceps
braquial aunque este ocupa el surco lateral del hiimero®. Tiene gran cantidad de tejido
conjuntivo debido a su funcidon. Destaco por tener la mayor cantidad de coldgeno en el
grupo CC. Stolowski et al.*’, encontré que la suavidad de los musculos de animales
provenientes de cruzas entre ganado europeo y cebu era menor que en animales con mayor
encaste europeo. En el estudio de Chavez et al., se sefialo que el braquial es un musculo
duro para CC, ya que tuvo 6.41+ 0.24 Kg en fuerza de corte. Lopez y Casp®', mencionan
que la estimulacion eléctrica (EE) tiene efecto sobre las caracteristicas sensoriales de la
carne, entre ellas la suavidad, lo que estd relacionado con la concentracion de coldgeno.

Hay que recordar que el grupo CC no recibid estimulacion eléctrica.

El musculo Complexo (complexus) tiene la accion de extender la cabeza y el
cuello’”. Koch et al.** y Crouse et al.*® observaron que la carne procedente de animales
como lo encontrado en este estudio, mostraron que Bos taurus era mas suave que la de
animales de origen y cruzas de Bos indicus, Wheeler et al.*’, en su estudio sefialaron que la
suavidad de los musculos de animales de raza europea posiblemente se deba a la gran

actividad de la proteasa dependiente de calcio I (CDP-I por sus siglas en inglés), mientras
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que la actividad inhibidora es baja, lo que indica una etapa temprana de protedlisis. Johnson
et al. *°, mencionaron que la actividad inhibitoria de la proteasa calcio dependiente (CDP-i,
por sus siglas en inglés) fue muy alta en los animales con encaste Brahman, lo que indica
una etapa tardia de protedlisis. Esto puede explicar las diferencias de concentracion de

colageno que existen entre cada grupo genético, sobre todo entre Bi y Bt.

El masculo Esplenio (splenius) tiene la funcién de elevar la cabeza y el cuello®®; es
totalmente carnoso, con cantidades moderadas de tejido conjuntivo’’, y el musculo
Romboides (rhomboideus) se divide en dos porciones, aunque no estan anatomicamente
definidas. La porcion tordcica llega a la escapula dorsal y hacia medial contribuye a
sostener el miembro cuando esta en movimiento; la porcidon cervical ayuda al movimiento
de la escapula dorsal y hacia craneal al cuello cuando esta fijo; cuando act@ia un solo
musculo el cuello se inclina lateralmente; el cuello se eleva cuando actia con el musculo
contralateral®®. Chavez et al.?, consideraron que la fuerza de corte para el grupo Bos indicus
en ambos musculos fue elevada. Ello se puede relacionar a la concentracion de colageno
elevada para el musculo Esplenio, pero en el musculo romboides, Chavez et al?,
encontraron un alto porcentaje de grasa intramuscular (mayor al 8%), lo que influy6 en la
suavidad del musculo. En este estudio la cantidad de colageno fue superior respecto a los

grupos restantes debido al efecto genético.

El musculo Infraespinoso (infraespinatus) es potente y esta extraordinariamente
infiltrado de tendones ocupando la fosa infraespinosa en su totalidad. Funciona como
ligamento colateral lateral del hombro®®; puede contribuir a la flexién y extension, asi como
abducir el brazo. La cantidad de colageno fue la mas baja en Bt (5.33mg/g). McKeith et
al.*” y Torrescano et al.** encontraron bajas cantidades de colageno total en este masculo;

sin embargo Bi fue superior al resto (50.26 mg/g), debido al efecto genético en este estudio.

El musculo Redondo mayor (feres major) tiene forma aplanada, extendiéndose
desde el borde caudal de la escapula a la tuberosidad mayor del himero, asentdndose sobre
la superficie medial del triceps braquial. Su funcion es flexionar la articulacion del
hombro®. Tuvo la mayor cantidad de colageno de todos los musculos, siguiéndole en orden
decreciente el musculo infraespinoso del grupo Bi; hubo gran diferencia por efecto genético

respecto a los demas grupos. Belew et al.*’; Von Seggern et al.’’; Calkins y Sullivan®', lo
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clasificaron como uno de los musculos mas suaves no solo del cuarto delantero bovino sino
de toda la canal, aunque hay que sefalar que estos investigadores dejaron un periodo de

maduracion, lo cual influye en la suavidad

El musculo Subescapular (subscapularis) tiene como principal funcion la aduccion,
aunque puede servir como extensor de la articulacion del hombro y en ocasiones como
flexor, cuando la articulacidn estd contraida™. Las cantidades de colageno en el grupo Bi
fueron muy bajas (1.95 mg/g). Locker ef al.”, en su estudi6 considera que al someter el
tejido muscular al calor, existe una reduccion en la cantidad de fibras de colageno tanto del
perimisio como del endomisio incluso al coladgeno intramuscular, lo que puede explicar la
baja cantidad de colageno en el musculo. Nishimura et al.>*, menciona que el tiempo
postmortem modifica las propiedades del tejido intramuscular asi como del tejido
conjuntivo promoviendo cambios en las moléculas, lo cual influye en el coldgeno y sus

propiedades.

El musculo Supraespinoso (supraspinatus), es muy poderoso en los bovinos, su
funcidn consiste en extender la articulacién del hombro, lo que indica que realiza mucha
actividad y la cantidad de tejido conjuntivo es mayor’’. Pero en el grupo Bt tuvo las
menores cantidades de coldgeno y en el Bi tuvo la mayor concentracion de colageno.
Stolowsky ez al.** y O’Connor et al.*® reportaron que las cruzas con mayor encaste cebuino
influyen en la cantidad de coldgeno; ademas, la actividad de la calpastatina es mas lenta en
animales de origen cebu que en animales de origen europeo, lo que explica las grandes
concentraciones de colageno en Bi, asi como en otras caracteristicas de carne. Sin embargo,

en CC la concentracion de coldgeno fue menor que en Bi.

El musculo Triceps braquial (triceps brachii) tiene la funcion de flexionar y
extender la articulacion del codo™. Esta dividido en tres porciones: cabeza larga, lateral y
medial. Para fines del estudio, so6lo se analizaron la cabeza larga y lateral por ser un
musculo muy grande, ya que la porcion medial es muy pequeiia. La porcion lateral en Bt
tuvo la menor cantidad de coldgeno, mientras que los grupos restantes fueron similares
entre si. McKeith et al.*’ y Torrescano et al.*® encontraron bajas cantidades de colageno

total para el Triceps.
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En cambio, la porcidn larga de Bi, mostrd que la cantidad de colageno fue muy baja
del resto, Locker et al.” y Lepetit™, mencionan que la molécula de coligeno al ser
sometida al calor modifica su estructura alterando los enlaces moleculares (fraccion
soluble), por lo que probablemente el colageno haya disminuido su concentracioén en este

musculo, para efectos de este estudio s6lo se midi6 la concentracion total.
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8. CONCLUSIONES

Se obtuvieron datos esperados acerca de la cantidad de hidroxiprolina (coldgeno total) en
musculos del grupo Bos indicus, ya que tuvieron la mayor concentracion, asi como en Bos
taurus donde sus valores fueron inferiores, el estudio se realizd6 de la manera mas real
posible, ya que son las condiciones en las que se encuentra el ganado bovino de carne en
nuestro pais. Los musculos de las cruzas comerciales mostraron algunas diferencias
significativas respecto al esplenio, redondo y supraespinoso, lo que podria sugerir su
posible comercializacion en el mercado. La metodologia utilizada fue modificada,
implementada y validada para la determinacién de hidroxiprolina, la cual se podra utilizar
para investigaciones posteriores, ademas de aportar informacion acerca de musculos que no

son comercializados o bien subutilizados en México.
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ANEXO 1.

1. Biceps.
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2. Braquial.

3. Complexo.
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4. Esplenio.

5. Infraespinoso.
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6. Redondo mayor.

7. Romboides.
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8. Subescapular.

9. Supraespinoso.
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10. Triceps lateral.

11. Triceps largo.
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ANEXO 2.

El tiempo de retencion de la hidroxiprolina fue idéntico en los once musculos de cada
grupo genético. Se observo una pequefia variacion asociada a la habilidad del manejador, al
realizar las actividades idénticas durante el analisis, ya que se realizo en forma manual. Esta

sefial se expresa en las siguientes once graficas correspondientes a cada musculo.
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Figura 1. Braquial.
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Figura 10. Triceps largo.
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Figura 11. Triceps lateral.
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