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Resumen

Diversas publicaciones muestran que la carne de res comercializada en México tiene
elevados valores de fuerza de corte (FCWB). Un estudio realizado madurando la carne en
himedo (envasada al vacio en refrigeracion durante 7, 14 o 21 dias) mostré que la carne no
se hizo mas suave después del dia 7 de maduracion. Por lo que se disefio la presente
investigacion para evaluar desde un punto de vista morfolégico y bioquimico lo que ocurre
en la carne durante el proceso de maduracion. El estudio se realizo con 12 bovinos jovenes
machos, sin castrar, cruzas de Bos indicus y a los que a la mitad se les administrd
Clorhidrato de Zilpaterol (ClZi) los ultimos 30 dias de la engorda y a la otra mitad no.
Después de la matanza, la carne de cada grupo fue sometida a maduraciéon himeda y seca
durante 21 dias. A los 0, 1, 3, 7, 14 y 21 dias se realizd el analisis de FCWB, actividad y
concentracion de calpainas con un kit comercial, determinaciéon de titina, nebulina y
miosina. Los resultados obtenidos indican que el uso de ClZi no fue un factor determinante
que afectara las caracteristicas fisicas de la carne. El método de maduracion seco o himedo
tampoco afectd significativamente las variables medidas. Sin embargo, los dias de
maduracion si afectaron (P<0.05) el color, pH, FCWB y la concentracion y actividad de
calpainas. En conclusion, la carne del ganado comercial en México madura a lo largo del
tiempo debido a la destruccion de las proteinas que integran el sarcomero, como son la

nebulina, titina y miosina.

Palabras Clave: Maduracion, Zilpaterol, Calpainas, WBSF, Carne Mexicana
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Abstract

Published research showed beef in Mexico has high values of shear force (SF).. A study
carried out aging meat under we conditions aging (vacuum packed meat under refrigeration
for 7, 14 or 21 days) showed that meat did not age after 7 days. Therefore, this study was
designed to evaluate the process of meat aging from a morphological and biochemical point
of view. The study was conducted using 12 young bulls crosses (Bos indicus) under two
treatments during the last 30 days of life, half received zilpaterol hydrochloride (CIZi) and
the other half did not receive it. After slaughter, meat was wet and dry aged for 21 days. At
0,1, 3,7, 14 and 21 days WBSF, activity and concentration of calpains and determination
of titin, myosin and nebulin was measured. Results showed that CIZi did not affect meat
quality. Aging method (wet and dry) did not affect significantly the measured variables.
However, aging days affected color, pH, FCWB and calpain concentration and activity. In
conclusion, meat produced from commercial cattle in Mexico aged through time due to the
damaged done to the proteins that make up the sarcomere, such as nebulin, titin and

myosin.

Key Words: Aging, Zilpaterol, Calpains, WBSF, Mexican beef
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1. INTRODUCCION

El concepto de calidad de carne engloba entre otros al color, la suavidad, la jugosidad y el
sabor (Troy et al., 2010; Pérez-Juan et al., 2011). En México y gran parte de América
Latina, la frescura de la carne es otro de los factores determinantes en el momento de la
compra ya que el consumidor considera que la carne de animales recién faenados es de
mejor calidad (Vilaboa-Arroniz et al., 2009; SNIIM-SE, 2013), costumbre arraigada a las
tradicionales condiciones de la cadena de comercializacion de la carne en estos paises,
donde la falta de cadena fria desde el sitio de matanza al de comercializacion (Guarin,
2008), ha hecho que el consumidor prefiera la carne recién obtenida, antes de exponerse a
la descomposicion de la misma. Sin embargo, hoy en dia, las condiciones han mejorado
significativamente, debido a que en una gran parte de la industria carnica la cadena de frio
es una prioridad para la calidad de su producto, manteniéndose a lo largo de todo el
proceso; con el beneficio de poder consumir carne madurada durante 7, 15 6 21 dias, con
la misma confianza que la carne fresca. Se ha demostrado que en condiciones sanitarias y
controladas de temperatura y humedad que procuren la inocuidad del producto, la
maduracion en periodos de hasta 30 dias mejora significativamente las propiedades
sensoriales de suavidad, aroma y sabor (Oliete et al., 2006; Troy et al., 2010). Un estudio
previo de maduracion en México, revelo que la carne de res producida en el pais no
muestra cambios significativos en la suavidad después del dia 7 de madurado (Rubio et al.,
2014) en contraste con los resultados de estudios en otros paises, donde han encontrado
cambios desde los 7 hasta los 35 dias de maduracion (Laster et al., 2008; Polati, 2012). La
utilizacion de modificadores del metabolismo tales como el ClZi, ademas de aumentar el
rendimiento de la canal, afectan principalmente la suavidad de la carne, lo cual podria ser
una causa de la diferencia en la suavidad que tiene la carne producida en México
proveniente principalmente de ganado cebu cruzado con europeo, en comparacion con la de
otros paises, por lo que se considera importante desde el punto de vista cientifico, evaluar
los procesos que ocurren durante la maduracién en seco o en himedo, de carne de res
producida en México, tales como la actividad de las principales enzimas enddgenas

proteoliticas y el posible efecto que ejerce sobre la maduracion el uso o no de ClZi.



2. ANTECEDENTES

2.1. Estructura y composicion proteica de la carne

El tejido muscular tiene diversas funciones mecanicas, encargandose del movimiento del
cuerpo, del mantenimiento del equilibrio y la coordinacion, pero ademas el metabolismo de
las células musculares estd implicado en el mantenimiento del calor corporal y la
movilizacion de sangre y linfa. Pocas células han de generar tanta fuerza y estan sometidas
a cambios tan dramaticos en su metabolismo como las células musculares. Por todo esto, la
organizacion, estructura y metabolismo del musculo es clave para mantener su funcién e

integridad.

El musculo esquelético estd compuesto por multiples fasciculos, estando a su vez cada
fasciculo formado por un conjunto de fibras musculares (células musculares) que son
mantenidas cohesionadas por tejido conjuntivo. El tejido conjuntivo rodea tanto a las fibras
individuales (endomisio), como a los fasciculos (perimisio) y a los conjuntos de fasciculos

que forman el musculo (epimisio) y es indispensable para la transduccion de fuerzas.

Asi pues, cada musculo esquelético se integra por largas células multinucleadas rodeadas
de tejido conectivo que las separa y envuelve. La complejidad de esta estructura se
relaciona con el grado de suavidad que tendra la carne (Price y Schweigert, 1976).

El musculo contiene tres grupos de proteinas, las cuales se pueden clasificar en

funcién de su solubilidad y locacion en el tejido muscular:

a. Proteinas sarcoplasmicas constituyen el 30-35% del total del tejido muscular;
son parte del citoplasma, solubles en agua y comprenden todas las enzimas
involucradas en el metabolismo.

b. Proteinas miofibrilares constituyen el 55 a 60% del tejido muscular, son
insolubles en agua y solubles en solucion salina. La miosina y actina son las dos
principales proteinas que forman la estructura contractil del musculo.

c. Proteinas del estroma o Conectinas, son el 10 a 15% del tejido muscular, son
insolubles en agua y soluciones salinas, son extracelulares y el colageno es una

de las principales (Goll et al., 2008).



El aspecto estriado de la fibra muscular lo determina la disposicion estructural y la
alternancia de los miofilamentos delgados y gruesos, en la figura 1 se observan
microscopicamente como bandas obscuras, que son zonas proteicas densas (bandas A) y
bandas més claras que son zonas menos densas (bandas I) en las miofibrillas. Tanto las
bandas A como las I estan divididas en dos mitades por regiones estrechas de densidad
diferente. Las bandas I estan divididas por una linea oscura conocida como linea o disco Z
y las bandas A por una menos densa o clara llamada banda o zona H. Ademads, a mitad de la
zona H hay una fina linea densa llamada linea M. El sarcémero es la unidad estructural y

funcional de la miofibrilla, es la estructura comprendida entre 2 lineas Z.

Figura 1. Estructura del sarcomero. (A) Micrografia electronica de un sarcomero.
(B) Diagrama mostrando la organizacién de un filamento de actina (delgados) y
miosina (gruesos) en las regiones indicadas (Tomado de A. Frank y A. Pepe/

Biological Photo Service).

El principal componente proteico de los filamentos delgados es la actina, principalmente
alfa-actina, la cual se halla asociada con la nebulina y con complejos formados por
tropomiosina y las tres subunidades de troponina (T, I y C). Los filamentos gruesos estan

formados principalmente por miosina (Figura 2).
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Figura 2. Esquema de la estructura miofibrilar (Tomado de Wordpress, 2007).

Ademas de la nebulina, cuyos filamentos estan asociados con la actina, los cuales se cree,
regulan el ensamblaje de los filamentos de actina actuando como reglas que determinan su
longitud, otra proteina que contribuye a la estructura y estabilidad del sarcémero, es la
titina, una proteina extremadamente grande (3.000kDa), que conecta a la miosina desde la
linea M con el disco Z en la banda I, estas moléculas actian como muelles que mantienen
los filamentos de miosina centrados en el sarcoémero y mantienen la tension de reposo que
permite al musculo retraerse si se extiende en exceso (Figura 3). La titina es una proteina
importante del citoesqueleto y posee varios sitios de unién para proteinas musculares (o-

actinina, actina, miosina, proteina M, miomesina y otras).
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Figura 3. Localizacion de la titina y la nebulina en la miofibrilla (Tomado de Mestre, 2002).
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La linea N, es una zona entre Z e I, que corresponde con una zona de la molécula de titina
que es rica en prolina, glutamina, lisina y valina (region PEVK) la cual le confiere
elasticidad a la misma. Otra proteina relevante es la desmina, que forma los filamentos
intermediarios que unen miofibrillas adyacentes a nivel del disco Z y las liga con el
sarcolema, esto a través de los costdmeros (ankyrina, desmina, dystropina, -espectrina, y-
actina, talina, vinculina) los cuales son proteinas del subsarcolema alineados en la
circunferencia de los discos Z de las miofibrillas de la periferia, manteniéndolos alineados,
estas proteinas mantienen unidos los sarcémeros al sarcolema (Figura 4). La miomesina se
entrecruza con los filamentos gruesos en la parte central de los mismos a nivel de la linea
M, donde se extienden filamentos que unen miofibrillas adyacentes entre ellas y a éstas con

el sarcolema (Bennett et al., 1997; Clark et al., 2002).
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Figura 4. Proteinas estructurales del musculo. Esquema de las principales proteinas
estructurales del musculo (izquierda). A) Esquema de la union de la miofibrilla con el
sarcolema, a través de los costamero. B) Miofibrilla con detalle en costameros con técnica

de inmunofluorescencia (Tomado de Goll et al., 2014).



2.2. Maduracion de la carne

El musculo se define como el tejido muscular del animal in vivo, mientras que la carne es el
resultado de una serie de transformaciones estructurales y de reacciones bioquimicas que
tienen lugar en el muasculo tras la muerte del animal, que produce cambios que afectan a su
calidad tecnologica y sensorial. Los cambios post mortem inician con el descenso de pH y
la presentacion del rigor hasta la resolucién del mismo, dando inicio a la maduracion de la
carne. Posteriormente, los cambios estan ligados principalmente a la accion de las enzimas
enddgenas proteoliticas, que provocan la destruccion y solubilizacion de la estructura
miofibrilar, dando como resultado el ablandamiento de la carne (Bergh et al., 2008). La
principal causa del aumento de la suavidad de la carne estd dado por la fragmentacion de
las miofibrillas, como resultado de los cambios post mortem que ocurren a nivel de linea Z

(linea N,), linea M y de los filamentos intermedios (Mestre, 2002).

2.2.1. Mecanismos moleculares y bioquimicos que participan en la transformacion del

musculo en carne

El proceso de conversion del musculo en carne estd compuesto por tres fases: la fase pre-
rigor durante la cual el musculo permanece excitable; el rigor, en la que los componentes
energéticos (adenosin trifosfato (ATP), fosfocreatinina, glucosa) se agotan; y por tltimo la
fase post rigor de maduracion. En la que se produce una pérdida de la arquitectura muscular

(Sentandreu, 2002).

Una vez realizada la faena y derivado del desangrado del animal, se interrumpe el aporte de
oxigeno y nutrientes al musculo, lo que produce un descenso gradual y progresivo de la
energia disponible. En estas circunstancias, el musculo se ve obligado a utilizar las reservas
de glucdgeno para sintetizar ATP a partir de glucosa, con el fin de mantener su temperatura
e integridad estructural, produciéndose gradualmente un cambio del metabolismo aerobio al
anaerobio. A medida que se van reduciendo los niveles de ATP, se genera fosfato
inorganico que estimula la degradacion de glucosa a piruvato. Esta ruta en ausencia de

oxigeno continla hasta la formaciéon de acido lactico, cuyo incremento provoca un



descenso gradual del pH muscular, que continuard hasta que se agoten las reservas de

glucdgeno o se inactiven los enzimas que rigen el metabolismo muscular.

Cuando se agotan las reservas musculares de energia, se provoca una lenta despolarizacion
de las membranas. Se produce entonces un incremento en la fuerza idnica, en parte debido
a la incapacidad de funcionamiento de las bombas de Ca®", Na®"y K*" ATP-dependientes,
lo que ocasiona la salida de Ca®" del reticulo sarcoplasmico al espacio miofibrilar, ademés

de disminuir la capacidad celular de mantener las condiciones reductoras.

El aumento en la concentracién intracelular de iones Ca**, va a provocar una reaccion con
la troponina que, como respuesta, modifica su configuracién, desbloqueando los sitios
activos de la actina a los que se unia. Al quedar éstos libres, las cabezas de miosina se unen
a la actina, dando lugar a una unidn irreversible entre ambas, justo en los puntos ocupados
antes por la troponina (Paniagua, 1996). Sobreponiendo los filamentos finos sobre los
gruesos, produciéndose un acortamiento muscular (acortamiento del sarcomero), sin que
haya acortamiento de los filamentos finos sino s6lo desplazamiento. La formacion de
actimiosina da lugar a una tension y rigidez muscular que conduce a la instauracion del
rigor mortis o rigidez cadavérica. Tras el rigor comienza la etapa de ablandamiento, que
produce la mejora gradual de la terneza de la carne. Este ablandamiento, es consecuencia
fundamentalmente de la ruptura de la estructura miofibrilar por parte de sistemas
proteoliticos enzimaticos enddgenos (Huff Lonergan et al., 2010; Ouali, 1992; Sentandreu,

2002; Weaver et al., 2009).

Sin embargo, a pesar del conocimiento acumulado a lo largo de los afios sobre los procesos
que conducen a la instauracion del rigor mortis y los que ocurren durante el periodo de
maduracion post rigor, no se ha conseguido explicar claramente la variabilidad en el
ablandamiento de la carne, razon por la que recientemente contintian surgiendo hipoétesis
que abren la puerta a nuevos campos de investigacion, a través de una reconsideracion del
proceso de conversion de musculo en carne, ya que todo parece apuntar a que los cambios
en la estructura celular y proteica que se observan en el musculo tras la muerte del animal y
que aun no han sido explicados, podrian serlo por procesos de muerte celular programada
(MCP) (Ouali et al., 2006). Estos procesos se observan en tejidos sujetos por ejemplo, a
condiciones de isquemia o a diferentes sefializaciones intercelulares, que desembocan en
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procesos metabolicos intracelulares que inducen el “suicidio” o muerte programada de
algunas células, con el objetivo Ultimo de asegurar la supervivencia del tejido y evitar

dafios mayores.

Se han descrito diferentes tipos de MCP (MCP tipo I y MCP tipo II) o no programada
(necrosis) (Goll et al, 2014; Kemp et al., 2014). Su prevalencia en el tejido muscular
dependera de las condiciones pre y post sacrificio y puede afectar en gran medida al
proceso de conversion del musculo en carne y por tanto, a la adquisicion final de un grado
de suavidad y calidad optimo. Este paso es de crucial importancia, puesto que las
modificaciones posteriores que contribuyen a la transformacion de musculo en carne
dependen de estos eventos tempranos. Se estima que tras la muerte del animal y hasta que
ocurren los primeros cambios mitocondriales que conducirdn a la activacion del sistema
enzimatico de las caspasas (principal sistema proteolitico efector de apoptosis) solo
transcurren 10 minutos, aunque el proceso completo hasta la total destruccion celular puede
durar horas o incluso dias, pero una vez que ésta ha comenzado, la muerte celular es

inevitable (Green, 2005).

2.3. Mecanismos de accion de las enzimas proteoliticas

Como parte del proceso de maduracion, el debilitamiento estructural de las fibras

musculares post mortem no depende Unicamente de un sistema enzimadtico, sino de la

accion coordinada de varios. Hasta el momento, la mayor parte de los estudios se han
centrado en analizar la contribucion relativa de cuatro sistemas proteoliticos celulares:

1) Las calpainas (dependientes de calcio) y sus inhibidores endogenos las calpastatinas,
consideradas por muchos como el sistema proteolitico de mayor influencia en el
proceso, especialmente en el post mortem temprano, ya que su actividad declina con la
acidificacion sucesiva del pH del musculo (Koohmaraie y Geesink, 2006).

2) Las catepsinas (enzimas lisosomales) activas a pH’s mas acidos que las anteriores y por
tanto mas importantes en fases mas tardias de la maduracioén post mortem, asi como sus

inhibidores enddgenos, las cistatinas (Sentandreu et al., 2002; Goll et al., 2008).



3) El sistema ubiquitina-proteosoma (dependiente de ATP). Donde el proteosoma necesita
de la union previa de la ubiquitina con la proteina a degradar (ubiquitinacion) proceso
en el cual se necesita energia (Goll et al., 2014).

4) Caspasas y metaloproteinasas tanto por su capacidad proteolitica sobre el musculo
esquelético, como por sus implicaciones en los procesos de muerte celular (Sentandreu,

2002; Goll et al., 2014; Kemp et al., 2014).

2.3.1. Calpainas

La familia de las calpainas (Figura 5) estd compuesta por 14 miembros de cistein- proteasas
no lisosomales activadas por calcio (Goll et al, 2003), ademas de por los inhibidores
endogenos de las mismas, las calpastatinas. Las dos isoformas mejor caracterizadas de las
calpainas son p- y m- calpainas, cuyos nombres hacen referencia a los niveles de calcio que

las modulan.

A 10.5A apart

n

’ "
» » \, -5 rotated

1\ 258 i i
f@"‘ u'u\" f —a.d‘

-

>

o e
b INACTIVE

CTIVE”

Figura 5. Esquema de la calpaina inactiva y después de la unién con Ca*"
(Tomado de Moldoveanu, 2002).



En la célula, el sistema de calpainas cubre un amplio rango de funciones fisiologicas, que
incluyen protedlisis de proteinas involucradas en el ciclo celular (diferenciacion y muerte
celular), apoptosis, organizacion del citoesqueleto y sefiales de transduccion (Goll et al.,
2003). Asi, las calpainas estan activas en todos los estadios que se suceden como respuesta
al estrés celular, conduciendo a resultados diferentes dependiendo del momento especifico,

del compartimento donde la enzima es activada y las funciones especificas de las células.

En condiciones in vitro, los niveles de calcio necesarios para que la p-calpaina se active son
de entre 5-107 y 6.5-10 mM, mientras que para la m-calpaina se necesitan entre 0.25 y 1
mM de calcio (Goll et al, 1992) Estas calpainas son hetero-dimeros formados por dos
subunidades, una subunidad catalitica de 80 kDa, responsable de su actividad proteolitica, y
una subunidad reguladora de 28 kDa. La subunidad pequena es idéntica en ambas, mientras
que la catalitica es similar pero estd codificada por distintos genes (Suzuki et al., 1981). Las
calpainas estan estrechamente reguladas y se suponen inactivas la mayor parte del tiempo
(Goll et al., 2003). En ausencia de calcio, los residuos que forman la unidad catalitica estan
muy apartados entre si para evitar la formacion del sitio activo, debido a la presencia de
puentes salinos con otras partes de la molécula. Cuando el calcio se une, estos puentes
salinos se rompen permitiendo la union de los residuos que forman el centro activo.
Posteriores uniones de calcio a ambos lados de la hendidura catalitica, completan el
proceso, apareciendo un centro activo completo (Moldoveanu et al, 2002). Aunque
requieren calcio para activarse, las calpainas se auto regulan en presencia de éste, ya que en

determinado momento sufren autolisis (Goll ez al., 2003).

En el tejido muscular se expresan fundamentalmente tres tipos distintos de calpainas: las
ubicuas (u- y m- calpaina) y la calpaina 3/p94 que estd activamente expresada en este
tejido. Con respecto a la suavidad de la carne, durante décadas, las calpainas han sido del
interés de la mayoria de las investigaciones, debido a que estas enzimas citosolicas tienen
acceso a las miofibrillas, no requieren ATP para su activacion y reproducen in vitro los
cambios observados en las miofibrillas, siendo capaces de alterar la densidad de la linea-Z,
proceso que se observa normalmente durante la desestructuracion post mortem del musculo
(Koohmaraie et al., 1987); (Huff-Lonergan, 1996; Koohmaraie, 1988). Ademas, el hecho

de que en musculo bovino y ovino se produzca un descenso significativo de la actividad de
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p-calpaina post mortem, permaneciendo la m-calpaina més o menos estable, llevo a
Koohmaraie et al. (1987) a concluir que es la p-calpaina y no la m-calpaina la principal
responsable de la tenderizacion. Dicha asuncion ha sido apoyada por estudios posteriores
(Geesink et al., 2006) realizados con ratones knock-out para p-calpaina, donde apenas se

encontrd proteolisis post mortem.

Debido a su especificidad, las calpainas no degradan proteinas hasta sus aminoacidos
constituyentes y tampoco degradan las proteinas miofibrilares mayoritarias (actina y
miosina). Sin embargo, se ha hipotetizado que su papel en el musculo es iniciar la
proteolisis especifica de determinadas proteinas miofibrilares como titina y nebulina y
también de los filamentos intermedios de desmina durante las primeras 24 h post-mortem
(Koohmaraie, 1992). Incluso algunos autores apuntan que €stas contribuyen al 95% de la
tenderizacion post mortem inducida por proteasas (Delgado ef al., 2001). Uno de los
modelos propuestos (Neti et al., 2009; Goll et al., 2014) sugiere que las calpainas catalizan
la liberacion de los miofilamentos de las miofibrillas y los hacen disponibles al proteosoma
y a los enzimas lisosomales para la completa degradacion hasta sus aminoacidos
constituyentes (figura 6) De hecho, existen algunos trabajos que muestran evidencias de
que, en el tejido muscular vivo, las calpainas actiian en colaboracién con el proteosoma y
las proteasas lisosomales en la degradacion de proteinas miofibrilares y del citoesqueleto

(Purintrapiban et al., 2003).
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Figura 6. Esquema de la liberacion de los miofilamentos previo a su total

degradacion (Tomado de Goll et al. 2008).

11



La calpastatina es una proteina inhibidora que regula la actividad de las calpainas, tiene un
peso molecular de aproximadamente 66 kDa (Kendall et al., 1993) y aunque su actividad
desciende hasta un 70% durante el rigor mortis, es responsable del 44 % de la variacion en
suavidad de la carne madurada (Kendall et al., 1993; Veiseth-Kent et al., 2010). Se
continua evaluando la posibilidad de medir este inhibidor en el animal vivo para

seleccionar animales de carne suave antes de la faena (Casas et al., 2006).

2.3.2. Catepsinas

Las catepsinas son una familia de endo y exo-peptidasas localizadas en los lisosomas y
activas a pH acidos (desde 3,5 hasta 6,5) que comprenden cistein- (catepsinas B, H, L, X,
etc.), aspartil- (castepsina D y E) y serin- (catepsina G) peptidasas. Estas son sintetizadas
como pro- enzimas que mediante una serie de cortes especificos en sus extremos amino,
bien por autoprotedlisis o bien por la acciéon de otras proteasas, son transformadas en
enzimas activas (Turk er al., 2000). Su actividad es controlada principalmente por su
localizacion, ademas de otros factores tales como el pH, el potencial redox, la activacion de
determinados precursores o la concentracion de sus inhibidores enddgenos, las cistatinas.
Durante mucho tiempo se pensd que eran responsables Unicamente de la degradacion
inespecifica intra-lisosomal, debido a su bajo pH 6ptimo y a que estan confinadas en dicho
compartimento. Sin embargo, a diferencia de las lisozimas, su capacidad para actuar fuera
de los lisosomas, las implican en numerosas funciones celulares en la mayoria de tejidos y
tipos celulares, tales como la iniciacion de procesos de MCP, activacion y procesamiento
de hormonas, como la prorenina a renina por la catepsina b (Tamargo et al., 2009), las
tiroideas por accion de la catepsina d (Dun, 2001), ademés de ser un marcador en la
deteccion de cancer mamario (Poblete, 2001) y otras enzimas como el tripsindgeno a
tripsina, también por la catepsina b (Tamargo et al., 2009), la catepsina k como marcador
en la remodelacion del hueso e indicador de la actividad osteoclastica (Seibel, 2006). Su
desregulacion bajo condiciones anormales para la célula, conduce a la aparicion de muchas
enfermedades como cancer, aterosclerosis, Alzheimer, esclerosis multiple o desérdenes
musculares (Kirschke et al.,1995) de un modo directo, por la degradacion de la matriz
extracelular, o de un modo indirecto, activando a otras proteasas (Kos y Lah, 1998).
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También estan implicadas en miopatias inflamatorias donde, junto con la acciéon de otras
peptidasas, constituyen un importante mecanismo de degeneracion de fibras musculares

(Kumamoto et al.,1997).

En el musculo, se expresan distintas catepsinas: seis cistein peptidasas (catepsina B, L, H,
S, F y K) y una aspartil proteasa (catepsina D). Existe una gran controversia sobre la
posible implicacion de ellas en los procesos de ablandamiento post mortem. Debido a las
teorias de que son enzimas confinadas en los lisosomas, y por tanto, no tienen acceso a las
miofibrillas (Hopkins y Thompson, 2002); otra, que durante la maduracién post mortem no
se observa degradacion de actina y miosina, sus principales sustratos (Koohmaraie et al.,
1991) y por ultimo (Whipple et al, 1990) no observd relacion entre la actividad de
catepsinas y la variabilidad en la suavidad de la carne. Sin embargo, diversos estudios las
han implicado en el proceso de tenderizacion post-mortem (Caballero et al.,2007; Goll et
al., 2014). Asi, se encontré que la actividad de catepsinas, especialmente de B, H, y L se
correlaciona con la terneza desde las 24 horas post mortem hasta el final del periodo de
maduracion de la carne (Johnson et al.,1990; O'Halloran et al., 1997; Thomas et al., 2004).
Por otro lado, estudios histoquimicos han demostrado que con la maduracion post mortem
se produce una ruptura lisosomal, que es casi completa a los 14 dias (Zeece, 1992), una
posible explicacion de esta ruptura lisosomal puede ser el descenso de pH cuando la
temperatura de la canal es todavia alta o como consecuencia de la alteracion de las bombas
ionicas de la membrana lisosomal durante el rigor (Sentandreu, 2002), observandose
ademas, un aumento en la actividad de estas enzimas de la fraccion lisosomal a la fraccidon

citosolica (O'Halloran et al.,1997).

2.3.3. Complejo Ubiquitina-Proteosoma

El proteosoma (26S) es un complejo proteico catalitico que se encarga de destruir ciertas
proteinas y controlar la concentracion de otras. Es dependiente de energia por lo que
mientras haya ATP disponible serd de gran importancia para la destruccion de las proteinas
seleccionadas, las cuales deben ser previamente marcadas con una cadena de ubiquitina que

permite al proteosoma identificarlas, (Taillandier et al., 2004). Una vez que una molécula
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de ubiquitina se pega a una proteina, gracias a la enzima ubiquitina ligasa, se empiezan a
agregar mas ubiquitinas, dando como resultado la formaciéon de una cadena poliubiquitinica

que permite al proteosoma identificar y degradar dicha proteina.

Estructuralmente, un proteosoma es un complejo que graficamente se representa con forma
de barril; las paredes del barril conforman un "nucleo" compuesto de cuatro anillos apilados
alrededor de un poro central que es la estructura catalitica (20S). Cada uno de estos anillos
estd compuesto por siete proteinas individuales. Los dos anillos internos contienen
subunidades proteicas P, conformando los sitios activos de las proteasas (Figura7). Estos
sitios se encuentran en las caras internas de los anillos, de manera que la proteina a
degradar tenga que entrar por el poro antes de ser procesada. Los dos anillos exteriores
contienen subunidades a, cuya funcién es mantener una "puerta" por la cual las proteinas
puedan entrar al barril. Las subunidades a (19S), son proteinas con funcioén reguladora a
veces descritas como "pestafias", que reconocen a las cadenas de ubiquitina adheridas a las
proteinas e inician el proceso de degradacion. El proceso de ubiquitinaciéon mas el proceso

de degradacion proteosdmica recibe el nombre de sistema ubiquitin-proteosoma.
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Figura 7. Sistema de degradacion proteica ubiquitina-proteosoma. A)
Representacion de la estructura basica del proteosoma de 26S. B) La estructura
catalitica de 20S se localiza entre dos estructuras reguladoras de 19S (Tomado de

Ohsumi, 2001).
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El sistema ubiquitina- proteosoma degrada la mayor parte de las proteinas celulares de vida
media corta, las cuales tienen funciones celulares clave, asi como aquellas disfuncionales
por ejemplo a consecuencia de un mal plegamiento, o a una modificacién anormal en su
estructura o dafio de forma. La ubiquitina (Ub) es afiadida a las proteinas diana por un
mecanismo de tres pasos que implica la accidon secuencial de las enzimas E1, E2 y E3 (Goll

et al., 2008).

2.3.4. Sistema de Caspasas

Las caspasas son responsables de la degradacion de proteinas durante la apoptosis. Son
proteinas pertenecientes a ¢l conjunto de las cistein-proteasas, caracterizadas por presentar
un residuo de cisteina que media la ruptura de otras proteinas. En el caso de las caspasas, el
corte se produce al nivel de un residuo de aspartato de lo que deriva su nombre (cisteinil-
aspartato proteasas). A pesar de pertenecer al grupo de las cistein-proteasas, estas no
requieren Ca”" para su activacion.

La caspasa-1 fue la primera en descubrirse, es la enzima convertidora de interleucina 1-b
(ICE), responsable de la maduracion de la pro-interleucina 1-b a su forma pro-inflamatoria
y bioldgicamente activa. Las caspasa-4, 5, 11 y 13 también pertenecen al grupo del sistema
de respuesta inflamatoria de las caspasas. Ademas existen las caspasas-3, 6, 7, 8,9, 10y 12
que tienen que ver con procesos de apoptosis, las cuales se dividen en caspasas iniciadoras,
caspasa-8, 9, 10, 12 y caspasas efectoras, caspasa-3, 6,y 7 (Kemp, 2012).

La iniciacion de las reacciones provocadas por éstas, estdn reguladas por inhibidores de
caspasas. No se sabe realmente si las caspasas pueden degradar miofibrillas de manera
eficiente. Debido a que las caspasas se activan por los eventos que inician la apoptosis,
parece poco probable que tengan actividad en las células musculares normales, aunque
estan activas durante los periodos de pérdida de masa muscular. Du et al. (2004, 2005)
demostraron que la caspasa-3 puede degradar actina a una fraccion de 14 kDa, por lo que
han sugerido que esta caspasa-3 actia junto con el proteosoma en la ruptura de proteinas

miofibrilares (Goll et al., 2008).
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2.4. Proceso de Maduracion

Se conoce como maduracion al proceso de degradacion que ocurre en la carne almacenada
en condiciones de temperatura y humedad controladas, durante varios dias con el fin de
mejorar su textura y aroma (Hui, 2006; Li et al., 2013).

En el ablandamiento post mortem durante la maduracion se distinguen tres grandes eventos
principalmente:

A) El incremento de la rigidez o acortamiento de los sarcomeros.

B) El rompimiento y separacion de conexiones entre los filamentos delgados y la linea Z.
C) La degradacion de costameros y los eslabones intermiofibrilares, de titina y nebulina
(Taylor et al., 1995). Esto se produce principalmente por la actividad de las proteasas
enddgenas que ademas del ablandamiento de la carne, forman compuestos nitrogenados
solubles en agua, mismos que actian como precursores en la reaccion de Maillard, lo que le
confiere durante la maduracion, un aroma dulce y ligeramente tostado. Mandell et al.,
(2001) evaluaron el efecto del tiempo de la maduracion en las propiedades de carne de
ternera, resultando que al aumentar el tiempo de maduracion, se mejoran las propiedades

sensoriales de textura, aroma y sabor.

2.4.1. Tipos de Maduracion
De manera comercial, se utilizan principalmente tres métodos de maduracion. Los cuales
dan como resultado una carne suave, aunque con algunas diferencias:

a) Maduracion seca: consiste en poner la carne en condiciones de temperatura entre 2-
4°C y a una humedad de 50-60% sin ningun tipo de cubierta, para que de esta forma
se obtenga una mayor concentracion del sabor y aroma, debido en parte a la
deshidratacion parcial de la carne, lo cual hace mas costoso este método (por la
pérdida de peso de la pieza) y por ende, el menos utilizado a nivel comercial
(DeGeer et al., 2009). Sin embargo, algunos consumidores la prefieren por que se
obtiene un producto de mayor valor organoléptico (Stenstrom et al., 2014)

b) La maduracion seca en bolsa: se realiza bajo las mismas condiciones que la anterior,
pero cubierta con una bolsa permeable al oxigeno, lo que ademaés de resaltar las
caracteristicas organolépticas del producto, disminuye el deterioro de la carne y con

esto, el costo que implica este tipo de maduracion (Ahnstrom et al.,2006).
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¢) Maduracion humeda (al vacio): consiste en envasar la carne al vacio y mantenerla

en condiciones de temperatura entre 2-4°C. Lo que permite un control del desarrollo
de microorganismos, principalmente aerobios, ademas de que facilita su manejo y
evita el contacto con el oxigeno, limitando las reacciones de oxidacion, lo que lo
hace el procedimiento mas utilizado en la industria por su menor merma (Laster et

al., 2008).

2.4.2. Factores que afectan la maduracion de la carne

El grado de suavidad que se logre con la maduracion, estard influenciado tanto por factores

propios de la carne como por otros externos de los propios animales o que afectan a éstos

de alguna forma (Soria y Corva, 2004). La consideracion y grado de control de estos

factores, explica en parte la calidad del producto final.

Los factores que afectan la maduracion son:

a) Extrinsecos: todos aquellos ajenos a la carne, que afectan de manera directa o indirecta

a la suavidad de la misma resultado de la maduracion de esta. Algunos determinantes

son:

Especie. Esta afecta el tiempo de maduracion, debido en parte a las diferencias
en el metabolismo de cada especie, asi como al grado de tolerancia al estrés al
que se someten antes de la matanza (Oddy et al., 2001), el tamafio (volumen de
la fibra muscular) es otro factor que influye por especie, por ejemplo, el bovino
necesita mayor tiempo para madurar su carne en comparacion con el cerdo o las
aves. Los bovinos necesitan minimo 10 dias para alcanzar un 80 % de la
suavidad maxima esperada, mientras que los cerdos cinco y las aves uno
(Koohmaraie, 1996).

Raza. La carne procedente de bovinos de razas indicas es menos suave que la de
razas europeas, debido a que contiene una mayor concentracion de calpastatinas,
las cuales inhiben la accién de las calpainas, disminuyendo asi la suavidad
obtenida durante la maduracion, ademds de que genéticamente, la carne de
ganado Bos indicus contiene menos grasa intramuscular, lo que da como
resultado cortes mas magros en comparacion con los obtenidos de Bos Taurus

(Plascencia et al., 1999).
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Edad. En animales jovenes hay una menor protedlisis post mortem debido a una
mayor concentracion de calpastatinas, las cuales disminuyen la actividad de las
calpainas; esta relacion se debe a la concentracién inicial de proteinas
inhibitorias en el musculo durante el desarrollo muscular, por lo que variara
conforme mejore la eficiencia en el crecimiento de la masa muscular (Goll ef al.,
2007).

Sexo. Aqui, la suavidad de la carne estd determinada principalmente por la
relacion de tejido magro y graso de ésta, siendo menos suave la proveniente de
toros que de machos castrados y menos aun en comparacioén con la de hembras;
lo anterior por la relacion de tejido magro y graso, presente en cada una de las
condiciones. Mientras que la suavidad provocada durante la maduracion, por la
degradacion proteolitica del musculo, corresponde a que mientras mas desarrollo
muscular haya, habrd mayor degradacion y por ende suavidad, motivo por el cual
obtienen mejores resultados de la maduracion en carne proveniente de toros que
en machos castrados y mds aun en comparacion con hembras (Huff-Lonergan et
al., 1995).

Dieta. El tipo de alimentacion influye en la composicion de la carne y los niveles
de glucogeno en musculo, alterando la fermentacion anaerdbica del mismo,
aumentando o disminuyendo la producciéon de acido lactico que afecta la caida
normal de pH, provocando cambios en la suavidad de la carne, debido a que
mientras mas rapida sea la caida de pH, disminuye la accion de las calpainas
durante la maduracion, asi, con un pH de 6.5 hay mayor actividad de éstas
durante la maduracion (Wu et al, 2014). También influye en el nivel de calcio
muscular post-mortem, con la administraciéon de vitamina D a los animales
durante el periodo de engorda (Montgomery et al, 2002), aumenta la
disponibilidad de calcio y favorece la protedlisis post mortem presente en la
maduracion. (Koohmaraie et al., 2002; Muir et al., 1998) .

Ambientales (manejo ante y post mortem). Todos aquellos procedimientos
realizados en los animales , incluidos los métodos fisicos y quimicos que se
realizan tanto en los animales como en la canal, para favorecer la suavidad de la

carne, tales como:
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» Factores ante mortem. Manejo, transporte y tiempo de espera de los
animales antes de la faena influyen en las reservas de glucogeno del
musculo, relacionado con el descenso del pH del mismo, afectando la
suavidad de la carne (Koohmaraie et al., 2002).

» Factores post mortem. La estimulacion eléctrica se utiliza para provocar una
exanguinacion mas efectiva y para evitar o disminuir el acortamiento de los
sarcomeros durante la refrigeracion de la canal posterior a la faena, lo que se
conoce como acortamiento por frio que afecta directamente la suavidad de la
carne (Koohmaraie et al., 1998) y la inyeccion de Cl,Ca (Warris, 2000) se
utilizan para promover y acelerar la protedlisis post-mortem al aumentar la
disponibilidad de calcio durante la maduracién. La temperatura y velocidad
de enfriamiento de la canal influyen en la integridad y estiramiento del
sarcomero, lo cual esta relacionado con la suavidad final (Weaver et al.,
2009). El método de colgado de las reses durante las primeras horas de
refrigeracion influye en la tension que se ejerce sobre diferentes musculos y
en el grado final de suavidad que tendrdn los mismos una vez efectuada la

maduracion (Weaver et al., 2009; Ferguson et al., 2001).

b) Intrinsecos: aquellos propios de la carne, que afectan de manera directa o indirecta la

suavidad de la misma resultado de la maduracion de ésta, los cuales son afectados o

beneficiados por los factores extrinsecos, entre los cuales resaltan:

La actividad de los principales sistemas proteoliticos celulares descritos
anteriormente.

La longitud de sarcomero, determinada principalmente por 2 factores de manejo
de la canal después de la faena, el acortamiento por frio principalmente por
excesos en la temperatura de pre-enfriamiento de la canal y la técnica de colgado
de la canal durante su refrigeracion. Dicho acortamiento serd influenciado por el
grado de estrés del animal en el momento de la faena, debido a la concentracion
de glucégeno disponible al momento de la muerte, siendo un estrés agudo el
causante de una mayor liberacion de glucdgeno, lo que favorecerd una fuerte
contraccion del sarcomero que afectara de manera importante el grado de

ablandamiento durante la maduracion (Weaver et al., 2008, 2009).
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* Tipo de fibra muscular, esto relacionado con la velocidad de degradacion
ocurrida durante la maduracion, que es mas rapida en las fibras blancas ya que
poseen discos Z mas estrechos al tener un sarcémero de menor tamafio, que las
fibras rojas que poseen un tamafio de sarcomero mayor, lo que influye en la
textura y la suavidad; también se relaciona con la proporcion de tejido conectivo
y sus diferentes tipos (McCormick, 1999), ademas del pH, niveles de calcio y
glucogeno musculares de los que se habl6 anteriormente.

* Niveles de calcio, la fuerza idnica y la presion osmética, no involucra procesos
enzimaticos, sino por efecto del incremento en la concentracion de iones de
calcio sarcopldsmico durante el proceso de maduracién post mortem, se va
degradando la estructura de los discos Z, especificamente, debilitando los enlaces
actina-miosina, ademds de dividir los filamentos de titina y romper los

filamentos de nebulina (Mestre, 2002; Goll et al., 2008).

2.5. Modificadores del metabolismo y su impacto en la calidad de carne
En la busqueda de nuevas y mejores formas de produccidon, en el caso particular de
produccion de carne, se hace uso de algunos fairmacos de uso veterinario como aditivos en
la dieta de los animales, tales como los compuestos adrenérgicos -agonistas (BAA). Estos
son agentes quimicos reparticionadores o modificadores del metabolismo (NRC 1994), que
actian a nivel de los receptores adrenérgicos, que mejoran la retencion de nitrogeno,
derivando la energia de los alimentos y de la lipodlisis hacia la sintesis proteica muscular
(Mersmann, 2002).
Al ser la carne de res un producto para un grupo de consumidores muy diverso en sus
gustos y costumbres, el uso de algunos de estos compuestos mejora la productividad
aunque también pueden afectar la calidad, dependiendo el nicho de mercado al que se dirija
la produccion, debido a que la carne de animales tratados con BAA tiene mayor tejido
magro y menor proporcion de grasa intramuscular. Existen varios productos pertenecientes
a este grupo de quimicos, los cuales son:

* Clorhidrato de Ractopamina: compuesto [-agonista tipo 1. Utilizado en la

actualidad porque aumenta la ganancia diaria de peso, la eficiencia alimenticia y el
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rendimiento de cortes magros sin afectar la calidad de la carne y sin presentar riesgo

para la salud publica (Sumano et al., 2002; Dunshea, 2014).

* Clorhidrato de Zilpaterol: compuesto B-agonista tipo 2. Con acciones similares al

producto anterior pero con mayor magnitud sobre el comportamiento productivo,

afectando la textura de la carne, principalmente al aumentar la fuerza de corte. Si

bien este producto requiere 3 dias de retiro previo al sacrificio, no constituye riesgo

para la salud publica (Sumano et al., 2002; Dunshea, 2014).

2.5.1. Mecanismos de accion de los BAA en el metabolismo

Los BAA actian sobre receptores especificos, pertenecientes a la familia de receptores

GPCR (receptores de union de Guanina a proteina G); existen varios subtipos al, a2, B1,

B2y B3. Estos tltimos relacionados con los adipocitos y con el efecto lipolitico de los PAA.

Dependiendo en que 6rgano estén ubicados y el subtipo de receptor, serd su funcion

(Cuadro 1). En los bovinos los B1 y 2 son los involucrados en el metabolismo proteico, que

a pesar de que estan presentes en mayor concentracion en musculos de movimiento lento, la

mayor respuesta anabdlica se presenta en musculos de rapido movimiento.

Cuadro 1. Receptores adrenérgicos, localizacion, tipo y funcion (Tomado de Botana,

L. Farmacologia y Terapéutica Veterinaria, 2002)

ORGANO

RECEPTOR ALFA

RECEPTOR BETA

Endotelio (vasos sanguineos)

Vasoconstriccion

Musculo cardiaco

Inotropismo positivo (1)

Cronotropismo positivo (B1)
Dromotropismo positivo (1)
Batmotropismo positivo (1)

Muasculo del iris

Midriasis(a1)

Bronquios

Broncodilatacion (B2)

Esfinter del Piloro

Contraccion (a1)

Esfinter de la Vejiga

Contraccion (a1)

Musculo liso intestinal

Relajacion (B2)

Misculo liso uterino

Relajacion (B2)

Higado Glucogendlisis (a1) -
Musculo estriado B Glucogendlisis (B2)
Plaquetas Agregacion (a2) -

En higado y tejido adiposo, los BAA favorecen la concentracion de AMPc inhibiendo la

sintesis de acidos grasos y el aumento de la lip6lisis (Figura 8).
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Figura 8. Posible mecanismo de accion de la hipertrofia muscular inducida

por BAA (Tomado de Yang y McElligott, 1989).

Los PBAA influyen activamente en el anabolismo y catabolismo de las proteinas,
aumentando la disponibilidad de sustrato (aa) y energia, favoreciendo el anabolismo y
disminuyendo la tasa de degradacion, retardando el catabolismo proteico. En el tejido
adiposo, los BAA aumentan la lipolisis y disminuyen la lipogénesis, lo que resulta en un
menor deposito de grasa en la canal (Mersmann, 2002). La activacion de los receptores
BAA, causa un aumento en el AMPc, que activa a la proteinkinasa 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). En el tejido muscular, los BAA aumentan la irrigacion
sanguinea del musculo, incrementando la disponibilidad de energia y aminodacidos, lo cual
favorece la sintesis y retencion de proteina que deriva en una hipertrofia muscular,
principalmente del cuarto trasero del animal (Ricks et al., 1984). En ganado bovino se ha
observado que con la administracion de ClZi se aumenta el area del ojo de la chuleta
(Ricks, 1984; Avendano et al., 2006; Castellanos et al., 2006).

La investigacion realizada del efecto de estas sustancias sobre el rendimiento en canal de

ganado bovino, se ha llevado a cabo primordialmente con ganado de tipo Bos taurus o sus
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cruzas, esto por tener una mayor deposicion de tejido graso respecto al Bos indicus
haciendo mas notorio su efecto en el rendimiento en canal (Plascencia et al., 1999).

En el musculo, ademdas de la hipertrofia, ocurren cambios en el tipo de fibra muscular,
como los del ARN de transcripcion que modifican la proporcion de miosina y actina (Miller
et al., 1988). 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).

El efecto negativo que produce el CIZi sobre la suavidad de la carne se ha logrado conocer
mas a detalle, gracias a su similitud con el efecto inhibitorio de las calpastatinas sobre la
actividad de las calpainas durante la maduracion, que responde a que cuanto mayor sea la

concentracion de las primeras, tienen menor actividad las segundas (Garces et al., 1998).

2.5.2. Efectos de los BAA sobre la calidad de la carne

En la actualidad, estos efectos han tenido un impacto importante, debido a la creciente
demanda de carne magra por parte del consumidor (Kemp et al., 2009). Las caracteristicas
deseables o indeseables en cuanto a calidad de carne se refieren, dependeran del destino y
nicho de mercado al que se dirija el producto. Esto derivado del efecto de los BAA de
aumentar la retencion de nitrégeno proteico favoreciendo la hipertrofia muscular, teniendo
un impacto importante en la actualidad, debido a la creciente demanda de carne magra, con
especial interés en obtener canales con menos grasa, tanto de cobertura e intramuscular a la
vez de una mayor masa muscular (Vilaboa-Arroniz et al., 2009).

En varios paises, el uso de B-adrenérgicos es comuin en animales productores de carne,
principalmente por la mejora de rendimiento carnico de la canal (Moron-Fuenmayor et al.,
2002; Mondragén et al., 2010). Como resultado de varios estudios, se ha relacionado la
disminucion de suavidad en la carne con la administracion de CIZi como modificador del
metabolismo de crecimiento, al tener un efecto similar al de las calpastatinas inhibiendo a
las calpainas durante la maduracién (Koohmaraie et al., 1995, 1996, 2002; Avendafio ef al.,
2006), afectando esto la textura y jugosidad de la carne (Koohmaraie y Geesink, 2006); en
bovinos tratados sin y con CIZi (Avendaio et al, 2006), indicaron valores mayores de

fuerza de corte 4.39 vs. 5.11 kg por cm®. En ovinos con y sin CIZi obtuvieron una FCWB
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de 10.9 vs 8.2 kg por cm® (Koohmaraie e al., 1996) obteniendo en los dos estudios
diferencia significativa entre tratamientos, lo que refuerza la teoria de la disminucion de

suavidad por el uso de CIZi.

2.5.3. Efectos adversos de la utilizacion de BAA en la salud publica

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 y bovinos, se reportan niveles de residuos
variables, sin representar un problema, al no rebasar los limites permitidos que afecten la
inocuidad del producto. Sin embargo, los resultados obtenidos pueden diferir de acuerdo
con el BAA empleado, dosis, unidad de produccion y caracteristicas de los animales
empleados. Segin el Comité para Productos Medicinales Veterinarios de la Agencia
Europea de Evaluacion del Medicamento, los limites méximos de residuos recomendados
de clorhidrato de zilpaterol, para los diferentes tejidos comestibles son (ppb): higado y
rifidn 30, tejido adiposo 20 y musculo 1 (Sagarpa, 2012; Intervet, 2014). Por lo que los
BAA, ClZiy el clorhidrato de ractopamina, siempre y cuando se utilicen adecuadamente en
la produccién animal y se respeten sus tiempos de retiro, no representaran riesgo a la
poblacion que consume productos de dichos animales. Queda claro que el uso de estos
modificadores del metabolismo, tiene efectos sobre la producciéon de carne, que
dependiendo del enfoque comercial que tenga el producto puede o no, ir en detrimento del

valor del producto.

3. HIPOTESIS

Las caracteristicas fisicas medidas en la carne y la actividad y concentracion de proteinas
estructurales del sarcomero relacionadas con la maduracién (titina, nebulina y miosina) se
pueden modificar en funcién tanto del uso de compuestos B-agonistas tipo 2, como por el

tiempo y método de maduracion empleado, en seco o humedo.
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4. OBJETIVO GENERAL

Evaluar los procesos que ocurren durante la maduracion en seco o en humedo, de carne de
res producida en México, tales como la actividad de las principales enzimas enddgenas
proteoliticas y la relacion del posible efecto que ejerce sobre la maduracion, el uso o no de

compuestos -2 Adrenérgicos.

4.1. Objetivos Especificos
* Comparar el efecto del uso o no de ClZi sobre las caracteristicas fisicas de la carne
de res.
e Evaluar la interaccion del uso o no del ClIZi con los dias y el método de maduracioén
empleado en esta misma carne sobre las mediciones de calidad establecidas.
* Relacionar los cambios en actividad enzimatica y degradacion de proteinas durante

la maduracidén con las caracteristicas fisicas de la misma.

5. MATERIAL Y METODOS
5.1. Tratamiento de animales y canales

Se trabaj6 con 24 canales de bovino procedentes de 12 machos enteros jovenes (20-22
meses de edad), cruzas comerciales de cebt con pardo suizo y de caracteristicas fenotipicas
similares. El musculo utilizado para evaluar el experimento fue el Longissimus dorsi
lumborum. Los animales, pertenecientes a un rancho en el municipio de Ezequiel Montes,
fueron sometidos a un periodo de engorda de 120 dias, durante los cuales se les aplicaron
implantes de acetato de trembolona con estradiol en dos ocasiones, uno al inicio de la
engorda y otro al dia 80 de la misma, los ultimos 30 dias previos a la matanza, las
caracteristicas del ganado, el manejo y actividades descritas anteriormente son las comunes
en una produccion de engorda de bovinos en México, para ¢l experimento, los animales
(n=12) fueron separados en dos corrales, donde a 6 de ellos se les administro ClZi y los
otros 6 se trataron como control sin adiciéon de ClZi en la dieta. Los animales se trasladaron
del rancho al rastro TIF-338 “Distribuidora de Carnes del Bajio S.A. de C.V.” donde se
realizo la matanza. Una vez en el rastro previo a la matanza, se identificaron los animales

en pie para darle seguimiento hasta la obtencion de la canal.
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Las canales se identificaron con cinchos plésticos anclados en la region costal y se realizéd
el primer muestreo, que consistio cortar un trozo de chuleta de 100 g obtenido del onceavo
espacio intercostal correspondiente al M. Longissimus dorsi, de éste se obtuvieron muestras
para analisis de ultraestructura, consistentes en 6 pequefios fragmentos cuboides de tejido
de no mas de 1 mm de grosor, obtenidos con hoja de bisturi limpia y nueva, inmersos en
buffer de fosfatos y glutaraldehido al 2.5% para fijar la muestra hasta su procesamiento en
el laboratorio; lo restante se envaso al vacio y se transporté en contenedores isotérmicos
con geles refrigerantes, manteniendo la cadena fria durante todo el trayecto hasta el
laboratorio donde primero se midi6 el color y pH, después se reservé un trozo de 15 g para
obtener el extracto enzimdtico para determinaciéon y concentracion de proteina por el
método de biuret, electroforesis y actividad de calpainas, el resto de la muestra se
identifico, envaso al vacio y se guardé como reserva en congelacion a -80°C.

El resto de la canal se mantuvo en refrigeracion entre 2 y 4°C durante 24 h, después de lo
cual, se evaluaron las caracteristicas de las mismas y se extrajeron los lomos (de la doceava
vertebra toracica a la séptima lumbar) de ambas mitades de la canal. Posteriormente, se
envasaron al vacio, identificaron y se transportaron en contenedores isotérmicos con geles
refrigerantes, manteniendo la cadena fria durante todo el trayecto hasta el laboratorio de

calidad de carne de la FMVZ-UNAM.

5.2. Evaluacion de canales

Para la evaluacion de las canales se procedidé conforme a la NMX-FF-078-SCFI-2002
(conformacion, distribucion grasa, color subjetivo, textura, firmeza). El color de la carne se
determind de manera subjetiva por apreciacion visual y se califico con la escala 1: Rojo

oscuro — 3: Rojo palido (Figura 9).

1: Rojo oscuro 2: Rojo cereza brillante 3: Rojo palido

Figura 9. Escala de color subjetivo de la carne.
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La firmeza se determind por presion digital en el musculo Longissimus dorsi y se aprecio
por la marca de la penetracion al ejercer la presion sobre las fibras musculares de acuerdo
con lo estipulado en la NMX-FF-078-SCFI-2002, utilizando la escala alli descrita (1: Firme
+, 6: Suave +). La determinacion de textura se realizo por friccion digital sobre el musculo
Longissimus dorsi en el area de la chuleta de acuerdo con lo estipulado en la NMX-FF-078-
SCFI-2002 utilizando la escala alli descrita (1: Tosca +, 6: Fina +). La distribucion grasa se
llevé a cabo observando la vista lateral de la media canal derecha determinando la
uniformidad de la capa de grasa subcutanea que la cubre usando la escala 1: No uniforme —

3: Uniforme (Figura 10).

1: No uniforme 2: Casi uniforme 3: Uniforme

—~
i
S
e e

Figura 10. Evaluacion y escala de la distribucion de la grasa en la canal.

La evaluacion de la conformacion se realizd observando la vista lateral de la media canal
derecha y en donde se identifico la curvatura del perfil de la pierna haciendo referencia al
desarrollo de las masas musculares de acuerdo a lo estipulado en la NMX-FF-078-SCFI-

2002 (Figura 11) utilizando la escala alli descrita (1: Perfil concavo — 3: Perfil convexo).
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1: Perfil coéncavo 2: Perfil recto 3: Perfil convexo

Ay

Figura 11. Evaluacién de la conformacion de la canal

Utilizando el sistema de clasificacion del Departamento de Agricultura de los Estados
Unidos (USDA) se obtuvo grado de marmoleo, porcentaje de grasa de rifionada, madurez
fisiologica, grosor de la grasa y area del ojo de la chuleta. Se utilizé la ecuacion de USDA
(2005) para determinar el % cortes deshuesados, sin grasa = 49.15 — 2.11 (grasa ajustada,

cm) - 0.98 (% grasa rifionada) - 0.005 (peso canal, kg) + 0.19 (4rea 12 costilla, cm?).

5.3. Preparacion de muestras

Una vez en el laboratorio, los lomos de la media canal izquierda de cada tratamiento (con y
sin ClZi) se maduraron en seco y los de la media canal derecha en maduracion humeda.

El tratamiento de maduracion en seco consistié en colocar la carne sin envasar sobre rejillas
dentro de un madurador con un 50-55% de humedad y una temperatura de entre 2 y 4°C
durante 21 dias. Para el madurado humedo, cada uno de los lomos se envas6 al vacio y se
mantuvo sobre rejillas dentro del mismo madurador bajo las mismas condiciones,
modificando solo la humedad dentro del envase al 100%; En este tipo de maduracion, cada
dia de muestreo, se retir6 el envase del lomo para obtener la muestra correspondiente,
envasando posteriormente el lomo sobrante.

Los lomos fueron identificados por tipo de maduracion y tratamiento, se pesaron,
identificaron y marcaron con los cortes (chuletas de 2.5 cm grosor) a realizar en cada dia de
maduracion para la obtencion de la muestra. Se realizaron 6 muestreos de cada tratamiento,
en los dias O (este en rastro a las 3 h post mortem), 1, 3, 7, 14 y 21 de maduracion. Las
muestras se sometieron a un analisis fisicoquimico el mismo dia de cada muestreo ademas

para determinar la actividad proteolitica y el perfil electroforético de las proteinas de alto

28



peso molecular, se obtuvo el dia de cada muestreo, el extracto enzimdtico para proteinas
miofibrilares y sarcoplasmicas, los cuales se conservaron a una temperatura de -80°C hasta
su utilizacion, lo mismo con las muestras para microscopia electronica de transmision, todo

esto en conjunto para evaluar los cambios en la carne durante la maduracion.

5.4. Analisis Fisicoquimicos

5.4.1. pH

Se realiz6 la medicion de cada muestra por duplicado conforme a la técnica recomendada
por la Asociacion Oficial de Quimica Analitica (AOAC) (2007), utilizando un
potenciometro (HANNA) con electrodo de penetracion directamente en la carne, ajustando

el potencidmetro cada 10 mediciones con amortiguadores pH 4.0 y pH 7.0 (Guerrero et al.,

2000).
5.4.2. Color (L*a*b¥)

El color se midi6 acorde con la técnica recomendada por la Asociacion Americana de
Ciencia de la Carne (AMSA) (2012), empleando un colorimetro Hunter-Lab MiniScan
(HunterLab Associates, Reston, VA, USA, con una apertura de 2.54cm, iluminante A,
angulo de 10°). Cada determinacion se reporté como el promedio de tres lecturas tomadas
en la superficie de las muestras, mismas que permanecieron durante 20 minutos a
temperatura ambiente, hasta alcanzar un temperatura de entre 8 a 10°C en su centro
geométrico, permitiendo a su vez que se oxigenara la muestra lo suficiente para después

obtener los valores L* (luminosidad) a* (componente rojo) y b* (componente amarillo).

5.4.3. Pérdida de Peso por Coccion (PPC)

Se realizé por diferencia del peso de la muestra antes y después de cocinarla y una vez que
esta se enfrio. El cocinado se hizo segun las recomendaciones del AMSA (2012),
colocando la carne en una parrilla precalentada a una temperatura de 200°C, se monitoreo
la temperatura de la muestra hasta alcanzar los 35°C con un termémetro con sonda de

penetracion (HANNA) y una vez alcanzada esta temperatura, se volted la muestra para
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llevarla hasta 70°C; después de lo cual, se retird de la parrilla dejandola enfriar durante 20

minutos a temperatura ambiente y registrando el peso.

5.4.4. Fuerza de Corte Warner Bratzler (FCWB)

El procedimiento para evaluar la FCWB se realizé con el aparato de Warner-Bratzler, el
cual indica la fuerza requerida para cortar un pedazo de carne expresado en kg. Después del
cocinado (explicado anteriormente) se us6 un sacabocados con el que se obtuvieron de 6 a
8 cilindros de 1.7 cm de didmetro, cortados en forma paralela a la direccion de las fibras
musculares, segin indica AMSA (2012). Se colocaron los cilindros en el aparato de
Warner-Bratzler y se registraron las mediciones resultantes de cada corte de los cilindros; el

resultado indica el grado de suavidad o dureza de la carne.

5.4.5. Analisis Quimico Proximal

Se obtuvieron los porcentajes de humedad, grasa intramuscular, cenizas y Kcal de las
muestras. Para la determinacion de humedad en carne, se utilizé el método de la AOAC
(950.46). Para determinar grasa se aplicd la técnica de extraccion tipo Soxhlet (AOAC

991.36) y para la determinacion de cenizas se utilizé la metodologia AOAC (900.02).

5.5. Actividad proteolitica (calpainas)

5.5.1. Obtencion de extracto enzimatico para calpainas

Primero, se tom6 una muestra de 3g de carne y se homogeniz6é con un homogeneizador
Biospec M1281-0 (Bartlesville, EUA) durante 1 min con 6 mL de la solucidon de extraccion
(sacarosa 0.25M, Tris 0.01M pH 7), se centrifugd durante 30 min a 2000 x g a 4°C en una
centrifuga Beckman modelo J2-MI (Palo Alto, California) con un rotor JA-20, se recuperd
el sobrenadante y se almacend a 4 °C para la posterior determinaciéon de su actividad

proteolitica.
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5.5.2. Concentracion y determinacion de actividad de calpainas

Se utiliz6 un kit comercial (Calbiochem, EMD Millipore Corp., San Diego, CA 92121
USA) con el que se determind concentracion y actividad de calpainas, a partir de extracto

enzimatico obtenido previamente de las muestras en fresco.

5.6. Determinacion de proteinas miofibrilares de alto peso molecular

Para la determinacion de las proteinas miofibrilares en primer lugar se obtuvo el extracto
enzimatico, para ello se pesaron 5 g de carne y se homogeneiz6 durante un minuto con 6 ml
de la solucion de extraccion (sacarosa 0.25M, Tris 0.01M pH 7), se centrifugd durante 30
min a 2000 x g a 40C en una centrifuga Beckman modelo J2-MI (Palo Alto, California) con
un rotor JA-20, se recuperd el sobrenadante y se almacend a 4 °C para la posterior

determinacion de su actividad proteolitica.

Las proteinas miofibrilares se extrajeron de acuerdo con la metodologia reportada por
Ngapo modificada por Garcia-Barrientos (2007) en la cual, las muestras se homogeneizaron
durante 2 minutos con hielo y agua desionizada en proporciones 1:1:1 (p/p/v). La mezcla
anterior se mantuvo en agitacion constante en bafio con hielo durante 10 minutos,
posteriormente se filtrd6 dos veces utilizando gasa para eliminar el tejido conectivo
insoluble. Al filtrado obtenido se le adicion6 agua desionizada en proporcion 1:1.5 (v/v),
previamente enfriada a 4 °C. Posteriormente se sometio a agitacion durante 15 minutos, las
muestras fueron centrifugadas a 4000 rpm durante 15 minutos en una centrifuga Eppendorf
(22331, Hamburgo, Alemania) a 4°C. El sobrenadante que corresponde a la fraccion de
proteinas sarcoplasmicas se desechd y el precipitado se re-suspendid en un buffer de
fosfatos de sodio 50 mM pH 7, NaCl 0.6 M para la extraccion de proteinas miofibrilares y

posterior analisis por electroforesis.
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5.6.1. Electroforesis en gel de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes

El perfil de proteinas miofibrilares de alto peso molecular se obtuvo mediante electroforesis
desnaturalizante (SDS-PAGE) por el método de Watanabe & Devine (1995) modificado
para electroforesis en gel de poliacrilamida, utilizando solo gel de separacion al 5% acorde
con Huff-lonergan et al. (1995). Cargando 24 pg de proteina total por linea, se utilizd6 como
estandar un Kit de calibracion para proteinas de alto peso molecular para electroforesis, GE
Healthcare UK Limited. Amersham Place, Little Chalfont, Buckinghamshire, HP7 9NA,
UK.

Se empled una camara de electroforesis Mini Protean III (Bio Rad, Richarmond, California,
EUA) con un voltaje constante de 150 V y una temperatura de 18°C. Los geles se fijaron y
se tifleron durante 1 h en una solucion de azul de Coomasie al 0.2%, metanol al 40 % y
acido acético glacial al 10%. Posteriormente, los geles se destifieron durante toda la noche
con una solucion de metanol al 40% de y acido acético glacial al 10%. Finalmente, los
geles se lavaron con agua desionizada hasta retirar la mezcla anterior y se capturaron en un
foto-documentador Gel-Doc RT Biorad, (California, EUA), como se observa en la Figura

12.

Figura 12. Proteinas miofibrilares. T1y T2: Titina; N: Nebulina

M: Miosina (Tomado de Huff-lonergan et al. 1995).
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5.7. Analisis ultraestructural por Microscopia Electronica de Transmision (MET)

Para observar el efecto de la maduracion sobre la ultraestructura del musculo de bovino, se
utiliz6 la técnica de microscopia electronica de transmision. Las muestras fijadas en
solucion de glutaraldehido al 2.5% y buffer de cacodilatos pH 7.4, se procesaron de
acuerdo con la metodologia descrita por Vazquez y Echeverria (2000). Para la preparacion
de las muestras se cortaron trozos pequefios de musculo, los cortes se realizaron
longitudinalmente a las fibras musculares, con el fin de poder observarlas mejor, tratando
que el corte fuera firme y de un solo paso, usando navajas de afeitar nuevas. A continuacion
se prepararon las muestras para observacion y evaluacion en microscopio electronico de

transmision de la siguiente manera:

* Fijacion primaria. Los cortes se sumergieron en glutaraldehido disuelto al 2.5% en
buffer de cacodilatos pH 7.4, en viales de 2.5 ml que contenian la disolucion de
glutaraldehido durante 24 h. a 4 °C. Después se realizaron lavados de los cortes con

un amortiguador de fosfatos 25 mM pH 7.4, hasta eliminar el olor a glutaraldehido.

* Fijacion secundaria. Después de los lavados, los cortes se colocaron en una
disolucion de tetradxido de osmio (Os504) durante 2 h; y posteriormente se
realizaron lavados utilizando etanol a las siguientes concentraciones 30, 40, 50, 70,

80, 90% y etanol absoluto, durante 20 min cada vez.

* Desecacion. Terminados los lavados, las muestras se colocaron en microcapsulas de
tipo poroso, se etiquetaron y se pusieron en contacto con etanol absoluto. Las
muestras secas se almacenaron en un desecador para evitar su rehidratacion por la

humedad del medio ambiente.

* Inclusion Los cortes se pre-incluyeron en resina epoxica/etanol al 50/50 durante

una semana a temperatura ambiente, para después ponerlos en viales de 1 mL con
resina al 100% y mantenerlos 24 h a 60°C en un horno hasta tener las muestras

solidificadas.
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* Cortes semifinos y finos Una vez so6lida la resina con la muestra, se realizaron los

cortes semifinos para su visto bueno al microscopio Optico y posteriormente

obtener los cortes finos.

* Contraste final. Se realizo el contraste con acetato de uranilo, sobre las microrejillas

previo a la observacion en el microscopio electronico de transmision.

5.8. Analisis estadisticos

Se calcularon los estadisticos descriptivos (medias, desviaciones estdndar y coeficientes de
variacion generales) para cada variable de respuesta. Los datos de pH, color, FCWB, PCCy
concentracion y actividad de calpainas se procesaron mediante andlisis de varianza
multiple, teniendo en el modelo los efectos principales del modificador metabdlico, el tipo
y periodo de maduracidon y sus respectivas interacciones. Cuando se detectaron efectos
significativos, las medias se separaron usando la prueba de diferencia minima significativa

(LSD) de Fisher (Lentner y Bishop, 1986).

6. Resultados

6.1. Efecto del Clorhidrato de Zilpaterol (CIZi) sobre la ganancia de peso durante la
finalizacion

Los datos siguientes se obtuvieron solo para confirmar el uso y adecuada administracion
del ClZi durante la etapa de finalizacioén en los dos grupos de animales del estudio, por lo
cual no se hace ninguna otra evaluacion respecto a la ganancia de peso, el uso o no de ClZi
u otro parametro productivo. Como resultado de la administracion de ClZi durante los
ultimos 30 dias (NOM-EM-015-Z00-2002), en la alimentacion de los animales, se obtuvo
una ganancia diaria de peso de 300 gramos, diferencia no significativa (P<0.05) con 2.41
kg (£0.59) vs 2.11 kg (£0.59), en los grupos con y sin ClZi respectivamente, coincidente
con los estudios realizados por Garces (1988), Claus (2010) e Intervet (2014).
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6.1.1. Efecto del CIZi sobre las canales y la carne a las 24 h post mortem

En el Cuadro 2 se muestran las medias y errores estandar de las caracteristicas medidas en

las canales a las 24 h después de la matanza, utilizando tanto la evaluacion de USDA como

la Mexicana. Se encontrd que ninguna de las caracteristicas evaluadas fue diferente entre

los animales con y sin CIZi. Utilizando la evaluacion de USDA, las canales tuvieron un

Grado de calidad Standard, acorde con la calidad observada en la mayoria de las canales

producidas en México principalmente por el tipo racial y las condiciones de manejo de los

animales; ademas se obtuvo un Grado de Rendimiento de 1. Es decir, se obtuvieron canales

con alto rendimiento carnico. Ademas con la evaluacidon mexicana, se describen las canales

con una conformacion media, de poca cobertura grasa y un tono oscuro de carne.

Cuadro 2. Caracteristicas de las canales, medias y error estandar (EE).

Variables Sin ClIZi Con Cl1Zi1 Error Estandar
Alto de giba 15.67 14.70 1.60
Grado Calidad USDA Standard Standard NA
Madurez A A NA
Marmoleo Nada Casi Nada NA
Grado Rendimiento USDA 1 1 NA

Porcentaje real de carne (59.83%) (61.17%)

Peso canal caliente, kg 314.67 314.10 7.69
Grasa rifionada, GC % 1.58 1.75 0.16
Area de la chuleta, cm® 77.21 85.59 4.11
Grosor Grasa, cm 0.38 0.37 0.11
Grosor grasa ajustada, cm 0.43 0.42 0.07
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Variables Sin ClZi Con ClZi1 Error Estandar

Evaluacion NOM-(078

Perfil de la pierna 2.66 2.16 0.4714

Distribucion grasa 2.66 2.33 0.4714

Color carne 1.33 1.50 0.4714
Textura 3.50 3.80 0.5

Firmeza 3.30 3.30 0.9428

No se encontraron diferencias significativas entre medias.

6.2. Composicion y caracteristicas de la carne a las 24 h post mortem

La carne obtenida de los animales experimentales fue analizada 24 h post mortem. Los
Cuadros 3 y 4 presentan los resultados de los analisis realizados. La composicion de la
carne no fue alterada por la utilizacién del ClZi, ni siquiera para el porcentaje de grasa
intramuscular. Igualmente, el C1Zi no tuvo efecto en la fuerza de corte de la carne, ni en la
perdida por coccion, pH o parametros de color de la misma, razén por la cual no se le

realizo ninglin otro analisis estadistico a dichos datos.

Cuadro 3. Medias aritméticas y EE por tratamiento de las variables de composicion quimica

de la carne.
Proteinas Humedad Grasa Cenizas Energia
% % Intramuscular % (Mcal)
%

ConClZi  21.46+0.59 67.96+1.02 2.50+0.46 1.01+0.04 6.96+0.19

Sin ClZi 22.67+£0.59 67.45+1.0 2.67+0.46 1.05+0.04 6.51+0.19

No se encontraron diferencias significativas entre medias.
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Cuadro 4. Medias aritméticas y EE por tratamiento de FCWB, pérdida por cocinado, pH y

color de la carne a las 24 horas post mortem.

Fuerzade Pérdida por pH Color

corte, kg  coccidn, % L* a* b*

ConClZi 7.00+0.22 31.93+£1.36 5.49+0.02 42.57£0.93 17.844+0.59 16.56+0.38

SinClZi  7.29+0.22 28.26+£1.36 5.52+0.02 41.20+1.36 17.32+0.59 16.17+0.38

No se encontraron diferencias significativas entre medias.

6.3. Efecto de la maduracion sobre caracteristicas fisicoquimicas de la carne

Al no presentar ninguna diferencia significativa entre las variables uso o no de CIZi y tipo
de maduracion, solo se tomaron en cuenta los dias de maduracion para compararlos con los
anteriores, debido a que presentaron interaccion entre ellos; asi mismo, no hubo diferencia

entre tratamientos por tipo de maduracion y uso o no de ClZi.

6.3.1. Fuerza de corte (FCWB)
La carne tuvo un descenso de la FCWB de 2.94 kg a lo largo de la maduracién (Figura 13).
Se observé que del dia 1 al 3 hay un descenso significativo, que luego se mantiene hasta el

dia 21 donde se aprecia otra disminucion significativa.

FCWB (kg)
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2 a

b
6 b b
c
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Dia 1 Dia3 Dia7 Dia 14 Dia 21

Figura 13. Fuerza de corte de la carne segun el dia de maduracion.

+b¢] jterales distintos denotan diferencia estadistica significativa (P<0.05).
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La Figura 13 muestra que del dia 1 al 3 la FCWB disminuy¢ 1.21 kg, lo que representa un
41.2 % de la suavidad resultante de la maduracion; del dia 3 al 14 solo 18 % (0.53 kg) y
del dia 14 al 21 otro descenso de 41 % (1.2 kg), teniendo la carne madurada una fuerza de
corte final de 4.21 kg. La diferencia significativa obtenida corresponde al aumento en la
suavidad del dia 1 al 3 y del 14 al 21, mostrando la misma tendencia y diferencia
indistintamente en tratamiento sin y con ClZi (Figuras 14 y 15) y en maduracién seca y

htimeda (Figuras 16 y 17).

FCWRB sin CIZi (kg) FCWB con CIZi(kg)
8 a 8 .
7 7
b
b
5 C 5
c

4 4

3 3

2 2

1 1

O O T T T T

Dial Dia3 Dia7 Dial4 Dia 21 Dial Dia3 Dia7 Dia 14 Dia 21

Figuras 14 y 15. Fuerza de corte por dia de maduracién sin y con modificador del
metabolismo respectivamente. “"“Literales distintos denotan diferencia estadistica

significativa (P<0.05).

Analizando las muestras sin y con ClZi y su comportamiento a lo largo de la maduracion
(Figuras 14 y 15) se puede observar que las muestras sin ClZi tienen el mismo
comportamiento al mostrado en la Figura 13, sin embargo, con CIZi mostré la FCWB del
dia 1 al 3, un descenso de 40.6 % pero después del dia 7 la FCWB aumenta
significativamente hasta estar en el mismo nivel que el dia 3, para después presentar otra

disminucion significativa al dia 21.
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FCWB FCWB

Maduracion en Seco (kg) Maduracion Himeda (kg)
8 a 8 .
7 b b b 7 b
6 = 6 b b
5 € 5 €
4 4
3 3
2 2
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Dial Dia3 Dia7 Dia 14 Dia 21 Dial Dia3 Dia7 Dia 14 Dia 21

Figuras 16 y 17. Fuerza de corte de la carne por dia y tipo de maduracién. “*° Literales

distintos denotan diferencia estadistica significativa (P<0.05).

El analisis de la FCWB segun el dia y el tipo de maduracion se presenta en las Figuras 16 y
17, respectivamente. Las maduraciones en seco y en humedo provocaron similares
comportamientos en la bajada de la fuerza de corte, con disminuciones de alrededor del 40
% del dia 1 al 3, para luego tener pequenas disminuciones hasta el dia 21, dejando la fuerza
de corte al final alrededor de 4.2 kg (Figuras 15 y 16). Lo que representa una disminucioén
de mas del 40% en la FCWB, una vez finalizada la maduracion por 21 dias,

independientemente del sistema de madurado y del uso o no de un modificador metabdlico.

6.3.2. Pérdida por coccion

La pérdida por coccion de las muestras de carne con diferente tiempo de la maduracion
experimentd pocos cambios (Figura 18) a excepcion de la disminucion observada entre el
dia 1 y 3 que fue del 68%, siendo esté cambio el unico significativo, ya que a pesar de que
el dia 7 disminuy6 un 32% mas, al dia 21 presentd6 un aumento de 14.3%, por lo que no

tiene significancia.
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Pérdida por Coccion (%)
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Dia 1l Dia3 Dia7 Dial4 Dia2l

Figura 18. Pérdida de peso durante el cocinado en carne con diferentes dias
de maduracion. *’Literales distintos denotan diferencia estadistica significativa
(P<0.05).

La unica diferencia significativa se presento entre el dia 1 y el 3, manteniendo una dinamica

normal durante toda la maduracion.

6.3.3. pH
Se observa un descenso normal dentro de los primeros tres dias post mortem, para mantener

una dindmica estable con tendencia a disminuir hasta llegado el dia 21 de maduracion

(Figura 19).

pH

a

Dia0 Dial Dia 3 Dia7 Dial4 Dia?2l

wW A L N

Figura 19. Comportamiento del pH en carne con diferentes periodos de
maduracion. **“*“Literales distintos denotan diferencia estadistica

significativa (P<0.05).
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La diferencia estadistica resultante esta dentro de lo esperado, al mantener una tendencia a
la baja durante todo el proceso de madurado de la carne, sin exceder los parametros

normales para el tipo de carne y el tiempo de conservacion.

6.3.4. Color de la carne (Lab*)

En el Cuadro 5 se presentan los datos de color de la carne, agrupados segtn el uso o no del
modificador metabolico, el tipo y tiempo de maduracion. Se observa que la carne con ClZi
es mas luminosa y tiene valores de amarillo mas altos que la carne sin CIZi. Por otro lado,
el tipo de maduracion solo afecto al valor b*, siendo mas alto en las muestras sometidas a

maduracion humeda.

Cuadro 5. Medias aritméticas y EE de las mediciones espectrofotocolorimétricas del color
de la carne producida con el uso o0 no de un modificador metabolico y madurada en un

sistema seco o humedo.

Valores de L* a¥* b*
Modificador Con ClZi 44.28+0.47 18.4040.21 17.47+0.18
metabolico
Sin CIZi 42.10+0.47° 18.05+0.21° 16.670.18°
Tipo Seca 43.51+0.48 18.18+0.23 17.10+0.16
Maduracion
Humeda 44.02+0.48° 18.58+0.23" 17.6440.16"

Los valores que se presentan (media y EE) corresponden al promedio de seis mediciones
realizadas entre 0 y 21 dias. “"Literales dentro cada una de los factores (modificador

metabolico y tipo de maduracion) denotan diferencia estadistica significativa.
En cuanto a la medicion del color, se obtuvo una diferencia entre uso y no uso de

modificador metabolico para el valor de L* y b*, observandose una mayor luminosidad y

un tono amarillo mas intenso en las muestras con ClZi. Por tltimo, los dias de maduracion
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provocaron que las muestras de carne incrementaran su luminosidad (L*) y el color rojo

(a*) (Figuras 19 a 21).

L*
48
46 L
44
42 t}
a

40 L
38
36
34

Dia 0 Dia 1l Dia 3 Dia 7 Dia 14 Dia 21

Figura 20. Valores de L* a través de los dias de maduracion. **“Literales distintos denotan

diferencia estadistica significativa (P<0.05).
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19
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Dia 0 Dia 1l Dia 3 Dia 7 Dia 14 Dia 21

Figura 21. Valores de a* a través de los dias de maduracion. “"Literales distintos denotan

diferencia estadistica significativa (P<0.05).

42
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Dia 0 Dia 1l Dia3 Dia 7 Dia 14 Dia 21

Figura 22. Valores de b* a través de los dias de maduracion. **Literales distintos denotan

diferencia estadistica significativa (P<0.05).

6.4. Efecto del tratamiento con CIZi, los dias y el tipo de maduracion sobre la
concentracion y la actividad de calpainas en la carne.

6.4.1. Concentracion de calpainas

El Cuadro 6 muestra que la administracion de ClZi en los animales experimentales y el tipo

de maduracidon no provocaron cambios en la concentracion de calpainas.

Cuadro 6. Medias aritméticas y EE de la concentracion de calpainas durante la maduracion,

en carne de animales tratados o no con ClZi y expuesta a maduracion seca o humeda

Concentracion de

calpainas (ng/ml)

Sin Cl1Zi (30) 1.98+0.35

Modificador metabdlico
Con ClZi (31) 2.04+0.35
Tipo Maduracién Seca (20) 1.48+0.18
(dias 0 y 1 no se evaltan) Htmeda (20) 1.3940.18

No se encontraron diferencias significativas entre medias.
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Los dias de maduraciéon fueron los unicos que influyeron sobre la concentracion de
calpainas, registrandose la mayor cantidad de estas y la tnica diferencia significativa,
durante las primeras 48 h post mortem siguiendo sin cambios importantes entre el dia 3 y
14 para luego presentar un ligero aumento hacia el dia 21 (Figura 23), lo cual coincide con

el comportamiento de la suavidad representada por la FCWB observada en la Figura 13.

Concentracion Calpainas (ug/ml)

o

3.5

2.5

1.5 -

0.5 -

0 1 3 7 14 21

Figura 23. Medias y EE de la concentracion de calpainas segun dias de maduracion.

“P[ jterales distintos denotan diferencia estadistica significativa (P<0.05).

6.4.2. Actividad de calpainas

Al igual que los datos de concentracion presentados anteriormente, en los resultados de
actividad de calpainas no hubo diferencia significativa tanto por la administracion de CIZi
en los animales experimentales, ni por el método de maduracion empleado.

En el Cuadro 7 se presentan los valores de actividad de calpainas obtenidos en la carne,

durante la maduracion seca y himeda y con administracion o no de CIZi.
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Cuadro 7. Medias aritméticas y EE de la actividad de calpainas durante la maduracién de la

carne segun el modificador metabdlico y el tipo de maduracion.

Actividad de calpainas

RFU/mg/min
Sin ClZi 13.2542.28
Modificador metabolico
Con ClZi 13.84+2.25
Seca 10.50+1.2
Tipo Maduracion
Htmeda 9.54+1.27

No se encontraron diferencias significativas entre medias.

La Figura 24 muestra como durante de las primeras 36 h post mortem existe una mayor
actividad de calpainas, para después disminuir y mantenerse estable hasta aumentar

ligeramente hacia el dia 21 de maduracion.

Actividad Calpainas (RFU/mg/min)
25 a
a
20 1
15 ¢
b b b
10 T T T
5 I I I
0
Dia 0 Dia 1 Dia 3 Dia 7 Dia 14 Dia 21

Figura 24. Medias y EE de la actividad de calpainas segin dias de maduracion.

b<] jterales distintos denotan diferencia estadistica significativa (P<0.05).
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En lo que respecta a los dias de maduracion, la actividad varia de la misma manera que la
concentracion y que la FCWB. Se muestra una actividad elevada durante las primeras 48 h
post mortem, solo diminuida entre los dias 3 a 14, incrementdndose una vez mas hacia el
dia 21 de maduracion, lo que contribuye a explicar la variacion en la suavidad observada

durante toda la maduracion hasta el dia 21.

6.5. Cambios en la ultraestructura del misculo durante el proceso de la maduracién.

A continuacién se presentan microfotografias tomadas a la carne con y sin CIZi durante los
diversos tiempos de maduraciéon. Las microfotografias han sido seleccionadas para mostrar
el tejido muscular y sus cambios a lo largo de la maduracion. Las Figuras 24 a 27 muestran
imagenes de carne obtenida a las 3 horas (Dia 0) de muerto el animal. En las imagenes se
observan los discos Z (flechas) radiopacos integros y alineados, se detalla la presencia de
una mitocondria intacta (Mt), entre las fibras musculares (derecha), también se observan
granulos electrodensos que corresponden a glucogeno (*). Hay que destacar, que la carne
sin ClZi presenta unos discos Z un tanto mdas radiolucidos (flechas), siendo la misma
tincion para todas las muestras. Para la interpretacion de las imagenes de microscopia se

utilizo de referencia el trabajo de Taylor et al. (1995).

Figuras 25 y 26. Muestra dia 0 (3 h post mortem) con administracion de CIZi.
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Muestra dia 0 (3 h post

g - -

Figurs 31y 32. Muestra dia 3 sin administracién de CIZi.

A los tres dias de maduracion (Figuras 29 a 32) se observan los discos Z aun intactos, pero
con una ligera separacion lateral de los sarcomeros, lo que podria indicar el inicio de la
degradacion de costdmeros.
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A los siete dias de maduracion (Figuras 33-36), en las muestras con zilpaterol se observan
los discos Z radiopacos y aparentemente alineados (Figura 33), con mas detalle (Figura 34)
se comienza a observar un ligero desarreglo en la alineacion de los discos Z (flechas

negras), asi como también se distinguen remanentes de estructuras radiodensas a los

costados de algunos sarcomeros (flecha blanca) correspondientes a los costdmeros (Taylor

et al., 1995).

- BN \ A BRSNS
Figuras 35 y 36. Muestra dia 7 sin administracién de CIZi.
A los sietes dias de maduracion en muestras sin zilpaterol (Figuras 35 y 36) se comienza a
notar una ligera alteraciéon en los discos Z (derecha), la flecha (derecha) senala el
deslizamiento de los discos Z comenzando con la degradacion de la estructura de la fibra

muscular, aqui también se observan restos de costameros (flechas blancas).
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Figuras 39 y 40. Muestra dia 14 sin administracion de CIZi.
A los 14 dias de maduracion (Figuras 37-40) es notoria la pérdida de la estructura del

sarcomero y el desarreglo de los discos Z, con el deslizamiento y ruptura estos (flecha).

Por ultimo, al 21 dia se observa la clara pérdida de alineamiento de los discos Z (Figuras

41-44), se observa la ruptura y fragmentacion de los sarcomeros (flechas) en la linea N,.

21 con adm11stra01on de ClZl

Pk~
)

nguras 41 y42. Muestra d
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l?i‘gl;ras 43 y 44. Muestra dia 21 sin administracién de CIZi.

6.6. Determinacion de proteinas miofibrilares de alto peso molecular

La Figura 45 muestra un gel de poliacrilamida en donde se corrieron las muestras de carne
con CIZi en los diferentes dias de maduracion. Se puede observar que en la primera
columna (Dia 0 o 3h post mortem) las bandas correspondientes a Titina (T1 y T2),
Nebulina y Miosina respectivamente, aparecen con claridad. En las columnas siguientes se
destaca la desaparicion gradual de T1 y nebulina, perdiéndose en gran parte a partir del dia
7, quedando solo T2 y miosina hasta el dia 21 variando solo en la intensidad de las bandas,

lo que se corresponde con la degradacion proteica ocurrida durante la maduracion.

Dias de Maduracion

0 1 3 7 14 21 Std

o

" T1
T -
itina > T2

4

Nebulina

o

Miosina “

Figura 45. SDS-PAGE de carne con ClZi a distintos dias de maduracion.
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Al cotejar los datos de FCWB y la intensidad de las bandas en los geles (Cuadro 8), se
puede notar una relacion entre la disminucion de intensidad de las bandas y el aumento de
la suavidad representada por los valores de FCWB obtenidos durante el periodo que se
madurd la carne, cotejando esto con los resultados obtenidos de concentracion y actividad
de calpainas y los cambios en la ultraestructura, sugieren ain mas la relacion entre el

proceso de maduracion y el aumento de la suavidad de la carne.

Cuadro 8. Medias y EE de valores de FCWB en carne utilizada también para determinacion

de proteinas miofibrilares mediante Electroforesis en Gel de Poliacrilamida

Numero de 1 2 3 4 5 6
linea

Valor de FCWB

k) 7.33+0.22% 7.15£022% 5.94+0.22° 5.43+022° 5.41+0.22° 4.21+0.22°

-5C jterales distintos denotan diferencia estadistica significativa (P<0.05).

La Figura 46 muestra un gel de poliacrilamida de muestras de carne sin zilpaterol durante
los dias de maduracion. En este caso se observan las bandas de las mismas proteinas de la
figura anterior, con un patron similar de desvanecimiento de éstas conforme aumentan los

dias de maduracion, sin notarse una separacion clara de las dos fracciones de la Titina.

Dias de Maduracion
a 0 1 3 7 14 21 Std
Titina »

Nebulina

=]

Miosina

£ * 669kDa

7’

< - 440kDa

Figura 46. SDS-PAGE de carne sin ClZi a distintos dias de maduracion.
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7. DISCUSION

El proceso de maduracion de la carne es de los més utilizados e importantes para mejorar la
suavidad de la carne de res, ademas de intensificar ciertas caracteristicas organolépticas
como aroma y sabor. Muchos investigadores como Belew, 2003; Molina, 2005; Rhee,
Wheeler, Shackelford, Koohmaraie, 2004; Von Seggern, Calkins, Johnson, Brickler,
Gwartney, 2005; Yadata, Werner, Tibbo, Wollny, Wicke, 2009, han estudiado el proceso
de aumento de la suavidad en diversos musculos de bovino a diferentes periodos de
maduracién post-mortem. Sin embargo, la mayoria de los estudios se han hecho sobre
animales Bos Taurus, ya sean machos castrados o hembras mientras muy pocos estudios se
han hecho en México con cruzas Bos indicus en machos jovenes sin castrar, los cuales son
la principal fuente de carne bovina en México (Méndez, 2009). Los estudios realizados
sobre cruzas comerciales con diferentes porcentajes de Bos indicus en machos jovenes sin
castrar (Huerta-Leidenz, 2007; Hildrum et al., 2009; Méndez et al., 2009; Chavez et al.,
2012 y Rubio et al., 2014) han mostrado que la carne de estos animales es dura (valores de
FCWB > 4.6kg).

Los animales seleccionados para el estudio fueron machos jovenes sin castrar cruzas de B.
taurus 'y B. indicus, tipicos animales de abasto comercial en México, tal como los
describieron Méndez et al. (2009). Ellos encontraron que el 87.2% de las canales
mexicanas tienen alturas de giba superiores a 7 cm, lo cual significa un alto porcentaje de
B. indicus en la cruza. Boleman ef al. (1998) categorizan a los animales con genotipo Bos
indicus a aquellos que tienen una giba igual o mayor a 10 cm. Jiménez (2014) mostr6 que
alturas de gibas > 14 cm permiten considerar que los animales son cebuinos puros. Un
estudio previo con este tipo de carne (Rubio et al., 2014) mostrd que la carne mexicana no
se suaviza después de los 7 dias de maduracion.

Una causa de esto, podria ser que en México, los animales destinados para abasto de carne
son principalmente machos enteros, aunado a la muy difundida utilizacion de
modificadores metabolicos B adrenérgicos tipo 2 en la dieta de los animales, de hecho, la
mayoria del ganado en corral que se destina para rastro TIF, es finalizado con ClZi, debido
en gran parte a la demanda de carne magra y a la bisqueda de un mayor rendimiento
carnico, aunque esto vaya en detrimento muchas veces de la calidad, en este caso

principalmente de la suavidad, debido al efecto andlogo de estos modificadores con las
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calpastinas sobre el musculo (Koohmaraie et al, 1991). Por lo anterior, se decidid
investigar si dicho modificador metabdlico podria ser el causante de la dificultad que la
carne mexicana tiene para suavizarse durante la maduracion, razon por la cual se trabajo
carne con y sin CIZi. Para comenzar, ademés de la GDP, no se mididé ninguna otra variable
de comportamiento productivo de los animales durante la engorda y no se encontraron
diferencias significativas entre alguna de las caracteristicas evaluadas en la canal de los
animales con y sin CIZi. La evaluacion de las canales indico que tienen alto rendimiento
carnico, clasificdndolos como los tipicos animales de abasto comercial en México (Méndez
et al., 2009). Rubio et al. (2007) reportaron la madurez de las canales mexicanas al valor
equivalente a USDA A’ que se aproxima a los 24 meses de edad. Este hecho es atribuido a
la demanda de carne baja en grasa en la poblacion de las regiones sureste y centro del pais
principalmente (Nunez ef al., 2005) ya que los animales depositan mas grasa conforme la
edad aumenta y son alimentados con granos (Maltin et al., 1998). Por otro lado, el area de
ojo de chuleta, aunque sin diferencia significativa entre tratamientos, de los animales a los
que se les suministro el C1Zi fue en promedio de casi 10 cm” mayor que el de chuleta de los
que no tomaron el modificador. Al respecto Méndez et al., (2009) en un muestreo realizado
en México, reportaron una media de 74.6+11.0 cm” mientras que afios después, Jiménez
(2013) comprobo como el promedio del area de la chuleta habia aumentado a 84.99+10.23
cm®. El marmoleo de la carne se encontré entre los rangos de trazas a ligero (valores entre 1
y 2), en un estudio Méndez et al. (2009) encontraron que el 93.6% de las canales mexicanas
poseen valores de marmoleo de ligero y trazas.

Seglin la clasificacion mexicana, el color de la carne en este estudio tiende al rojo oscuro ya
que el valor promedio se acerca a 1, correspondiente a esta coloracion. La firmeza de la
carne cruda en la canal tiende a ser suave a la presion digital, mientras que la textura tiende
a ser fina. La distribucion de la grasa fue casi uniforme, con un valor promedio de 2.1 por
lo que el 82.71% de las canales tuvieron distribucion de la grasa clasificada como uniforme
y casi uniforme, mientras que el 17.3 % mostraron distribucion no uniforme de la grasa en
contraste con Méndez et al. (2009) quienes reportaron que el 43.2% de las canales de
bovino en México tuvieron una distribucion uniforme de la grasa y 55.9 % de las canales
tuvieron una distribuciéon no uniforme. El perfil de la pierna mostro una tendencia a ser

recto y tuvo un valor de 2.66+0.47 para la conformacion de la canal sin ClZi y de
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2.16+0.47 para la que se administro CIZi, al respecto Méndez ef al. (2009) encontraron que
el 82.4% de las canales mexicanas tuvieron valores menores a 3 para la clasificacion
europea (entre pobre y bueno) y solo el 0.8% tuvieron categoria de excelente. Comparando
los resultados encontrados en este trabajo con la clasificacion europea, el 100% de las
canales serian calificadas con valores por debajo de la categoria 3.

En lo que se refiere a los andlisis realizados a la carne a las 24 h, se observa que el pH
promedio 24 h post-mortem fue de 5.51. Gonzalez et al. (2010) encontraron un pH 24 h
post-mortem de 5.6 en el musculo Longissimus dorsi de las canales mexicanas lo que se
asemeja con lo encontrado en este trabajo. Por otro lado, el valor de la fuerza de corte fue
de 7.15+0.22kg, siendo clasificada como carne dura de acuerdo con los criterios de
Shackelford et al. (1995), cuya escala es: <3.2 kg, muy suave; de 3.2 a 3.89 kg, suave; de
3.89 a 4.59 kg, intermedio y >4.59 kg, dura. Al respecto, Torrescano et al. (2003)
encontraron valores de fuerza de corte de 2.29+0.91 kg en el musculo Longissimus dorsi y
lumborum y 2.24+0.90 kg/cm? en el Longissimus dorsi thoracis de canales provenientes del
norte del pais, estos valores son mas bajos a los encontrados en este trabajo; esta diferencia
se explica por el efecto del tipo racial ya que en el estudio de Torrescano et al. (2003) la
carne provenia de animales 100% Bos taurus; no obstante Gonzéalez et al. (2010)
encontraron valores de fuerza de corte de 5.62 kg para el Longissimus dorsi thoracis en la
carne mexicana que de acuerdo con la clasificacion de Shackelford (1995) también cae
sobre la categoria de carne dura. Cabe mencionar que no debe existir punto de confusion
cuando en el texto se refiere la firmeza de la carne ya que esta variable es medida sobre la
canal en la carne cruda y la fuerza de corte determina la suavidad o dureza de la carne
cocinada. Los valores altos de fuerza de corte encontrados en este trabajo, pese a los
cambios inherentes del proceso de maduracion de la carne, pueden deberse al uso del B-
adrenérgico (Claus et al., 2010; Hope-Jones et al., 2010), el tipo racial acebuado (Bidner et
al., 2002; Barendse et al., 2008; Café et al., 2010) y la edad > 18 meses (Goll et al., 2007).
No se encontraron efectos ni por el ClIZi, ni por el tipo de maduracion en la mayoria de las
variables medidas a lo largo de la maduracion. Sin embargo, los dias de maduracion, si
ejercieron un efecto significativo sobre las variables. Al respecto, Koohmaraie y Geesink
(2006) encontraron que con el uso de BAA tipo 2, no solo disminuye la suavidad, sino

también se afecta negativamente la textura y jugosidad de la carne. En estudios similares
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donde evaltian carne sin y con ClZi, se presentan valores de FCWB 4.39 vs 5.11 kg
respectivamente (Avendafio et al., 2006). Otros autores han observado un aumento de hasta
40% en el peso de los musculos en ovinos y bovinos tratados con ClZi, dependiendo la
respuesta, al BAA suministrado (Mersmann, 1998); incluso este ultimo autor y Miller ef al.,
(1998) han reportado ademés de la hipertrofia, cambios en los tipos de fibras y en la
proporcion de ARN de transcripcidn para proteinas como actina y miosina. Por otro lado,
Claus et al. (2010) han observado que al administrar ClZi durante menos de 20 dias en la
dieta, se obtienen considerables diferencias favorables en fuerza de corte durante la
maduracion, obteniendo valores menores de 4 kg, mientras que al administrarse durante 30
dias o mas, no se observan cambios significativos en lo que a suavidad de la carne respecta,
con resultados muy similares a los de este trabajo.

Garmyn (2015) reporta que a pesar de encontrar diferencias en la palatabilidad,
principalmente en la sensacion de suavidad de los consumidores en carne con y sin ClZi,
durante los primeros dias de maduracion, no hay diferencia significativa entre tratamientos
a los 21 dias de maduracién. Strydom et al. (2009) reporta cambios derivados de la
maduracion dependiendo solamente del BAA administrado en el alimento.

En este trabajo no se observaron cambios significativos por el tipo de maduracion utilizada,
a diferencia de Stenstrom et al. (2014), quienes encontraron que con la maduracion seca
(cubierta con una bolsa) se obtiene un producto de mejores caracteristicas organolépticas,
sin la merma que implica la perdida de peso por desecacion con este tipo de maduracion.
Sin embargo, Laster ef al. (2008) demostraron cambios en color y sabor, no asi en suavidad
entre un tipo de maduracion y otro, ya que dichos cambios son atribuidos, mas al grado de
marmoleo y cobertura grasa de la carne, que al tipo de maduracion utilizada.

En cuanto al pH de la carne durante este proceso, mostro una tendencia a descender
correspondiente con los pardmetros normales, donde la disminucion de este pardmetro en el
musculo se da en forma gradual desde valores aproximados a 7 que corresponde al que se
presenta en el animal vivo, hasta un intervalo de 5.4 a 5.8 (Warriss, 2000), todo esto en un
lapso de 15 a 36 h post mortem. Este pH final coincide con el punto isoeléctrico de algunas
proteinas, incluidas las miofibrilares (Alarcon, 1992). Al respecto, Wheeler (2000)

menciona que con un pH alrededor de 6, las calpainas tienen actividad suficiente para
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producir un mejoramiento en la suavidad de la carne, especialmente, si se permite un
periodo de maduracién apropiado.

La degradacion de las proteinas miofibrilares que comienza a las 12 h post mortem, es la
principal responsable de la suavidad, dicho proceso es dependiente de la concentracion de
Ca’" intracelular, el cual induce a la autolisis de la p-calpaina, suficiente para activar la m-
calpaina (Veiseth et al., 2001). Al respecto, del efecto de los dias de maduracion sobre la
suavidad de la carne, Mandell et al. (2001) evaluaron el efecto del tiempo de la maduracién
en las propiedades de carne de res y encontraron que al aumentar el tiempo de maduracion,
se mejoran las propiedades sensoriales de textura, aroma y sabor. Rubio et al. (2014)
determind que la suavidad atribuida a la maduraciéon en carne de res mexicana, no da
resultados significativos después de los primeros 7 dias post mortem, haciendo mencion
que en su trabajo se utilizo solo el cuarto delantero del animal, lo que podria marcar la
diferencia, con el presente trabajo, que muestra como la carne de res producida en México
puede mejorar sus caracteristicas fisicas, principalmente la suavidad, después de 21 dias de
maduracion.

Asi, la dinamica presentada en los valores de FCWB de este trabajo, se explica mejor con la
elevada concentracion y actividad inicial de calpainas durante los primeros tres dias post
mortem, en que la FCWB tuvo una disminucion importante (41%), siendo este periodo el
de mayor actividad antes de presentar una disminuciéon del 50% en la concentracion y
actividad de éstas, posteriormente las calpainas se mantienen sin cambios tanto en la
concentracion como en la actividad hasta pasado el dia 14, observandose un aumento
(P<0.05) del 33% en la actividad de calpainas al dia 21, acorde con la ligera disminucién de
FCWRB al dia 21 de maduracion. Cabe sefalar que estos porcentajes corresponden al efecto
total de la maduracion sobre la disminucion de FCWB presentada, que fue de 3.12 kg lo
que corresponde a 100%. Esto coincide con el estudio de Strydom et al. (2011) quienes
observaron la mayor actividad de calpainas durante los primeros 2 dias. Por otro lado,
Lindahl (2010) muestra similares resultados a los obtenidos, pues reporta la mayor
actividad durante las primeras 48 hrs, seguido de una disminucion considerable y constante
durante los siguientes dias hasta el dia 21 de maduracion en el que vuelve a aumentar la
actividad de éstas, disminuyendo a su vez la FCWB. Bratcher et al. (2005) afirman que la

fuerza de corte decrece con el tiempo, dando como resultado una reduccion del 46% en la
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fuerza de corte del dia uno (4.8 kg) al dia doce (2.58 kg). Respecto al ligero aumento en la
FCWB del dia 14 de maduracion en este estudio, concuerda con el estudio de Rubio et al.
(2014), en la que la FCWB también aumentaba ligeramente para este periodo de tiempo, en
algunos musculos del cuarto delantero de carne producida en México y para el dia 21,
presentaban un descenso mayor cuando se obtenia la maxima suavidad resultante de la
maduracion.

Los cambios observados a nivel de la ultraestructura de las miofibrillas durante el
almacenamiento de la carne corresponden a la degradacion de costameras, que comienza a
las 24 h y se completa a las 72 h post mortem, a la vez que se da la separacion de
miofibrillas adyacentes por la degradacion de los miofilamentos intermediarios de desmina.
En el estudio de Taylor et al. (1995) se observo que a nivel del disco Z no hubo alteracion
estructural antes de los 16 dias post mortem, en tanto que aparecen areas de degradacion en
la banda I, cerca del disco Z en una zona proxima a la linea N2; sin embargo, en este
trabajo se observo un patron similar a partir del dia 7 de maduracion. La fragmentacion de
las miofibrillas tiene lugar a nivel de la linea N2 o al menos su debilitamiento en la
maduracion, lo que determina una disminucion de su resistencia (Ouali, 1990). Como
consecuencia de las pérdidas de la alineacion transversal de los discos Z, lineas M y otros
elementos contractiles, se denota una desaparicion de la densidad de la linea M (Li et al,,
2012). Asi pues, se produce la protedlisis de ciertas proteinas miofibrilares de elevado peso
molecular con una funcién citoesquelética, como son la titina (Ilamada también conectina)
y la nebulina (Huff-Lonergan et al., 1995). Anderson y Parrish (1989) observaron en carne
de bovino que el ablandamiento puede deberse en parte a la degradacion de estas dos
proteinas. Los resultados de la determinacion de proteinas miofibrilares de este estudio y su
gradual degradacion, corresponden con la prote6lisis de titina y nebulina que se produce
durante las primeras 72 h post mortem (Taylor ef al., 1995). En el estudio de Taylor et al.,
(1995) en los musculos Biceps femoris y Semitendinosus se reporta proteolisis del 25% del
contenido de nebulina en las primeras 24 h post mortem, en tanto que de titina a partir de
las 24 h y hasta las 72 h; lo que explicaria el incremento de fragilidad de la banda I,
proximo a la linea N2, donde el efecto de las calpainas es mayor. Todo ello es responsable
del incremento de la fragilidad de las miofibrillas durante el almacenamiento (Koohmaraie,

1992).
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8. CONCLUSIONES

La adicion o no del BAA como modificador del metabolismo no es un factor determinante
sobre la calidad de carne, asi como tampoco lo es el tipo de maduracion, debido a que no se
presentaron diferencias significativas entre los distintos grupos. Sin embargo, el tiempo de
maduracion afecta significativamente la suavidad, dejando claro que mientras mas tiempo
se deje madurar una carne, mayor suavidad tendra esta. Respaldando esto ultimo con los
datos que corresponden a la concentracion y actividad de calpainas obtenidos durante todo
el periodo de maduracion, con evidencia grafica del deterioro de las miofibrillas conforme
transcurre la maduracion y la degradacion progresiva de las proteinas estructurales
conforme transcurren los dias de maduracion, observados en el perfil electroforético. Es
necesario mencionar que el tiempo maximo de maduracion estara determinado por la
higiene e inocuidad con la que se obtenga y se procese tanto la canal como los cortes
primarios hasta la obtencion del corte destinado al consumidor.

Con base a los resultados obtenidos del incremento de la suavidad atribuida a la
maduracion, la eleccion del metodo de madurado empleado lo determinara el tipo de
mercado o consumidor al que se destine el producto por las diferencias organolepticas y
economicas de cada metodo, mencionadas en este estudio.

Estos resultados son importantes como referencia, al momento de asesorar a un productor o
empresario, sobre el manejo a seguir para la obtencion de su producto final, que sera carne
con propiedades organolépticas mejoradas, indistintamente de la calidad de su ganado,
también representan una razon para decidir sobre el uso de modificadores del metabolismo
tipo B3 adrenérgico.

Después de conocer con mas detalle el proceso de la maduracion, se puede proponer esta
como una magnifica opciéon para obtener un producto de valor agregado que cubra la

inversion que este proceso representa y genere ganancia adicional al vendedor.
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