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RESUMEN

La maduracién de la carne es causada
por reacciones metabdlicas que producen
cambios en su calidad, mejorando las ca-
racteristicas organolépticas como la ter-
neza, la jugosidad y el color. El presente
estudio tuvo como objetivo encontrar
los cambios producidos en las proteinas
sarcoplasmaticas y miofibrilares duran-
te la instauracion del rigor mortis y la
maduracién en carne de cordero semies-
tabulado (AS) y cordero alimentado por
pastoreo (AP). Para tal fin se tomaron
muestras del musculo Longissimus dorsi
de corderos de raza Dorper x criollo %
de diez semanas de edad. Las proteinas
sarcoplasmaticas se extrajeron con agua
y solucion salina diluida, y las proteinas
miofibrilares con solucion salina concen-

trada. La cuantificaciéon se hizo por el
método de Bradford y la separacién por
electroforesis SDS-PAGE.

En las proteinas sarcoplasmaticas se
observd la aparicion de una banda de
146 kDa a los cinco y trece dias para
los corderos AS y AP, respectivamente.
En las proteinas miofibrilares se encon-
tré evidencia del rigor mortis a las 16
h y una intensificacion dréstica de una
banda de 28 kDa a las 16 h en el corde-
ro AS. Esta banda también se observo
en el cordero AP a las 14 h. En todo
el proceso se pudo ver la degradacion
gradual de la DESMINA, ACTINA Y
TROPONINA T.

Palabras clave: carne, maduracion,
electroforesis, corderos.
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ABSTRACT

The ageing of meat is caused by meta-
bolic reactions than result in changes in
its quality, improving its organoleptics
characteristics such as the tenderness,
the juiciness and the color. This study
had the aim to find changes in sarco-
plasmic and myofibrillar proteins during
the establishment of rigor mortis and the
ageing in lamb meat: semi feedloot (SF)
and lamb feeding for pasture (FP). For
this purpose, were sampled Longissi-
mus dorsi muscle of lambs bred Dorper
x Criollo % and 10 weeks old. Sarco-
plasmic proteins were extracted with
water or saline solution diluted and the
myofibrillar protein with saline solution
concentrate. The Quantification was
done by the Bradford method and the se-
paration by SDS-PAGE electrophoresis.
In the sarcoplasmic proteins observed
the appearance of a band of 146 kDa in
the samples of five and thirteen days for
lamb SB and AP, respectively. In the
myofibrillar proteins found evidence of
the establishment of rigor mortis at 16
hours and a drastic intensification of a
band of 27 kDa to 16 hours in the lamb
SB. This band was also observed in the
lamb FP at 14 hours. In the whole pro-
cess could see the gradual degradation of
Desmin, Actin and Troponin T.

Key words: Meat, ageing, electro-
phoresis, lamb.

RESUMO

A maturacdo da carne é causada por
reagdes metabdlicas que resultam em
alteracdes na qualidade, melhorando as
caracteristicas organolépticas, tais como
a suculéncia, ternura e cor. Este estudo
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teve como objetivo encontrar alteracoes
nas proteinas miofibrilares sarcoplasma-
tico e durante o inicio do rigor mortis
e maturacdo na carne: cordeiro Semies-
tabulado (AS) e pastagem-fed cordeiro
(AP). Para o efeito, amostras do muscu-
lo Longissimus dorsi de cordeiros Dor-
per x criollo % de 10 semanas de ida-
de. As proteinas sarcoplasmatico foram
extraidas com agua ou soro fisiologico
e diluido com concentrado de protei-
na miofibrilar salina. Quantificacdo foi
feita pelo método de Bradford e sepa-
racdo por electroforese SDS-PAGE.
Nas proteinas sarcoplasmatico observado
o0 aparecimento de uma banda de 146 kDa
cinco e 13 dias de cordeiro AS e AP, res-
pectivamente. As proteinas miofibrilares
encontraram evidéncias de rigor mortis
em 16 horas e uma intensificacio dras-
tica de uma banda de 28 kDa a 16 horas
no cordeiro AS. Esta banda também foi
observada na AP cordeiro em 14 horas.
Durante todo o processo podia ver a de-
gradacio gradual da Desmina, Actina e
Troponina T.

Palavras-chave: carne, maturacao,
electroforese, cordeiro.

INTRODUCCION

La maduracién de la carne produce cam-
bios fisicoquimicos y sensoriales donde
se ven modificadas la terneza, la jugosi-
dad, el color y el olor, principalmente,
las cuales se encuentran influenciadas
por la especie, la raza, la edad, el sexo
(1), el manejo de los animales, la alimen-
tacion (2), el tipo de musculo y el sentido
de corte.

La terneza es uno de los atributos de la
carne mas importantes y se ha encontrado
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que la dureza sensorial es, en la mayoria
de casos, la causa de inaceptabilidad de la
carne por los consumidores (3).

Después de la muerte del animal, fa-
lla el sistema circulatorio y respiratorio,
lo que causa que no haya més aporte de
O, y nutrientes a las c€lulas, las cuales
contindan demandando energia, inician-
do los procesos metabdlicos de glucoge-
ndlisis y glicdlisis anaerobia; este tltimo
produce acido lactico, responsable del
descenso del pH. Una vez acabadas las
reservas de glucogeno la glucogendlisis
y la glicdlisis anaerobia terminan, dando
como resultado que no se produzca mas
ATP, y es el punto conocido como rigor
mortis (4). En este Gltimo hay una unién
irreversible entre las moléculas de actina
y miosina, que forman el complejo ac-
tomiosina, responsable del encogimiento
del musculo y de la rigidez cadavérica.
El rigor mortis puede coincidir con el pH
minimo alcanzado en el misculo, que en
los ovinos se encuentra entre las 12 h a
24 h post mortem (4).

El pH durante el comienzo del rigor
influencia directamente la terneza de la
carne, la capacidad de retencion de agua
y el color de la carne a través de sus efec-
tos sobre la proteolisis, la desnaturaliza-
cién de proteinas y el encogimiento de
las miofibrillas (5, 6, 7, 8).

En la etapa post mortem hay un mejo-
ramiento en la tenderizacion de la carne,
que resulta del rompimiento de las es-
tructuras miofibrilares por peptidasas en-
dogenas (9). Existen varias teorias acerca
del ablandamiento y la tenderizacion de
la carne, relacionadas con sistemas enzi-
maticos: catepsinas (10), calpainas (11),
proteosomas (12) y caspasas (13); estos
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dos udltimos sistemas estan incluidos en
una teoria mas reciente de tenderizaci6n
de la carne, segun la apoptosis o muerte
celular programada. De estos sistemas se
ha demostrado que el sistema de calpai-
nas p-calpaina, m-calpaina y calpaina 3 o
p 94 contribuye ampliamente a la tende-
rizacion (14). De las catepsinas, por otra
parte, se han encontrado evidencias que
no tienen relacion con la tenderizacién
(15); sin embargo, la actividad de las ca-
tepsinas B y L se han relacionado con la
tenderizacion de carne de res (16).

Por otra parte, el proteosoma es un
complejo multicatalitico de proteasas in-
volucrado en procesos celulares basicos
como apoptosis. La acciéon combinada de
calpainas y los cambios fisicoquimicos
en el musculo desestabilizan las estruc-
turas miofibrilares, conduciendo a una
lenta desnaturalizacion de las proteinas,
las cuales llegan a ser accesibles al pro-
teosoma, siendo asi hidrolizadas.

Por ultimo, el sistema de las cas-
pasas, que son proteasas, es el sistema
enzimatico que estd estrechamente rela-
cionado con la teoria de la tenderizacién
de la carne por apoptosis. La apoptosis
es un mecanismo de los seres vivos que
elimina el exceso de células dafiadas po-
tencialmente dafiinas para el organismo.
El proceso tiene una fase de iniciacion,
que implica caspasas iniciadoras (caspa-
sas 8, 9 y 10) y dependiendo de la natu-
raleza del estimulo y el tipo de célula,
sigue un paso de ejecucion via caspasas
efectoras (caspasas 3, 6 y 7). La regula-
cion del proceso de apoptosis depende de
la naturaleza del estimulo inicial. Uno de
los tres caminos de desarrollo de muerte
celular es el estrés, en el que se induce
la sintesis de proteinas protectoras llama-
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das proteinas de choque térmico (HSP),
entre las que se encuentra la Hsp 27 (27
kDa). Se podria esperar que las protei-
nas de estrés desempeflaran, al mismo
tiempo de la apoptosis, un papel antia-
poptético interviniendo la accién de las
caspasas. La apoptosis entra como una
de las teorias de tenderizacion de la car-
ne, porque tras el sacrificio las células
quedan en una situacion de estrés al cesar
el aporte de oxigeno y nutrientes a las
células, situacion en la que no tendrian
maés opcidén que la muerte celular progra-
mada (13).

En cualquier sistema se ha visto que
los sustratos para estas enzimas son pro-
teinas miofibrilares: las p-calpainas de-
gradan nebulina, titina, troponina-T y
desmina (17); las catepsinas degradan
troponina T, I y C, nebulina, titina y tro-
pomiosina, asi como la actina y la miosi-
na. Se ha encontrado que el proteosoma
20S es capaz de degradar proteinas mio-
fibrilares estructurales, con especificidad
sobre la actina, la miosina y la desmina.

El objetivo de este trabajo consistié
en evidenciar el cambio electroforético
del musculo durante su conversion a
carne durante la maduraciéon en mues-
tras de corderos alimentados en sistema
de cria de pastoreo y semiestabulado y
con ayuno.

METODOLOGIA

Preparacion de las muestras

Las muestras se tomaron del miisculo
Longissimus dorsi de corderos de 10 + 2
semanas de edad, machos enteros, de una
raza colombiana Dorper X criollo % de
un sistema de produccion estandarizado
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y con registros diarios por parte de los
productores en cuanto a alimentacién y
rotacion en las praderas y establos; los
animales fueron seleccionados al azar se-
gun un disefio experimental por bloques
con numero limitado de muestras. El
transporte hacia la planta de sacrificio fue
homogéneo en el mismo vehiculo, por el
mismo conductor y la misma distancia re-
corrida, evitando situaciones estresantes
adicionales por este factor. Las muestras
provinieron de dos grupos de individuos:
uno alimentado por pastoreo (AP) y otro
semiestabulado (AS). Las muestras se
tomaron durante las primeras 24 h des-
pués del sacrificio, cada 2 h, para tener
una distribucion homogénea y sesgos de
los resultados. A partir del dia cero se
tomaron muestras a los 0, 7, 10, 13 y
15 dias para el animal AP y de 0, 4, 5
y 7 dias para el animal AS, teniendo en
cuenta los dias limites de aceptacion sen-
sorial recogidos por estudios previos para
animales AP y AS. Las condiciones de la
cadmara de maduracién correspondieron
a una temperatura de 2 °C en la cdmara
frigorifica para asegurar 4 °C en el cen-
tro térmico de las muestra. Las muestras
se encontraban empacadas al vacio y ale-
jadas de la luz natural, para prevenir su
deshidratacion y reacciones de oxidacion.

Medidas de pH

Se midi6 el pH de las muestras de los dos
individuos durante las 24 h post mortem
con un pH metro de puncién marca Han-
na sobre el Longissimus dorsi.

Extraccion de proteinas

La extracciéon de las proteinas solubles
en agua (PA), solubles en solucién de
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baja fuerza i6nica (PBFI) y solubles en
solucion alta fuerza i6nica (PAFI) se
hizo de manera general como lo descri-
ben Martinez y colaboradores (18). La
relacion entre la cantidad de carne y el
volumen de la solucion extractante fue de
0,4 g de carne/ml de solucién extractan-
te: la extraccion se inicié pesando cerca
de 1 g de carne, que se cortd en trozos
pequetios, se pasd a un tubo Falcon y se
le adicionaron 2,5 ml de agua destilada.
Los contenidos se agitaron durante 10
min en un shaker con hielo y seguida-
mente se centrifugaron a 4 °C a 6000
rpm durante 15 min. El sobrenadante se
transfiri6 a nuevos tubos y se le adiciond
un volumen igual de glicerol frio, mez-
cla que fue homogenizada. Siguiendo el
mismo procedimiento de extraccion de
PA, se extrajeron las PBFI y las PAFI.
Para la extraccion de las PBFI se tomd
el pellet que quedé después de la extrac-
cién con agua y para la extraccion de las
PAFI se tom6 el pellet después de la ex-
traccién con la solucién de baja fuerza
iénica. Solucién de baja fuerza idnica
(SBFI): 20 mM NaCl, 1 mM EDTA,
15 mM MgCl,, 5 mM ditiotreitol, y 3,4
mM NaH,PO, y 1,6 mM Na,HPO, a
pH 6.,5. Solucién de alta fuerza idnica
(SAFI): 20 mM NaCl, 5 mM EDTA, 15
mM MgCl,, 5 mM ditiotreitol y 100 mM
Na,P,O_apH 8,5. Todos los extractos se
almacenaron a -20 °C.

Cuantificacion de proteinas

El contenido de proteina en cada extracto
se cuantific6 por el método de Bradford
modificado (19). Para cada serie de me-
didas se hizo una curva de calibracion,
para las cuales se utilizd como patrén
de proteina una solucién de caseina de
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1,00 mg de proteina/ml. Con una previa
puesta a punto del método, se tom6 un
volumen de cada extracto, se le adiciond
NaCl al 1 % para completar 1 mly 1 ml
del reactivo de Bradford. Se dej6 desa-
rrollar el color por 10 min y se leyd la
relacion de absorbancias a 450/590 nm.
Cada extracto se analiz6 por triplicado.

Electroforesis SDS-PAGE

Para la electroforesis SDS-PAGE los
extractos se diluyeron con una modifica-
cion al Buffer de Laemmli (20), en la que
se cambi6 la concentraciéon de glicerol
22,2 % (v/v) de glicerol, 4,4 % (v/v) de
B-mercaptoetanol, 1,7 % (p/v) de SDS
y 0,055 M de buffer Tris-HCI1 pH 6,8.
Para poner a punto este variables se estu-
dian concentraciones desde 0,5 a 5,5 mg/
ml y se corren en geles del 12 %. A cada
extracto se le adicion6 azul de bromofe-
nol y sacarosa.

La electroforesis se hizo de acuerdo
a Laemmli (20), en un equipo minipro-
tean BIO-RAD. EI gel de concentracion
contenia 5 % de acrilamida, 0,064 M de
Tris-HC1 pH 6,8, 0,10 % (p/v) de SDS
y 0,30 % (v/v) de TEMED. Los geles
de separacién contenian 12 % y 15 %
de acrilamida, 0,37 M de Tris pH 8,8,
0,10 % SDS (p/v) y 0,15 % (v/v) de TE-
MED. En cada tanque del gel se sembr6
10 pl de cada extracto y se corrié a un
voltaje constante de 150 V (18).

Se utiliz6 una mezcla de patrones de
peso molecular Sigma-Aldrich® Wide
Range de 6,5 a 200 kDa (St. Louis, MO,
USA) que contenia miosina de corazén
de porcino (200 kDa), [B-galactosidasa
de E. coli (116 kDa), fosforlilasa-b de
musculo de conejo (97 kDa), BSA (66
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kDa), glutdmico deshidrogenada de hi-
gado de bovino (55 kDa), ovoalbimina
de huevo de pollo (45 kDa), gliceraldehi-
do-3 fosfato deshidrogenada de musculo
de conejo (36 kDa) y anhidrido carbo-
nico de eritrocitos de bovino (29 kDa).
La tincidén se realizé con una solucién al
1 % de azul de Coomasie R 250, 10 %
de 4cido acético y 40 % de metanol por
12 h. El anélisis de los geles se hizo por
medida de la movilidad electroforética y
se observo el cambio en intensidad de las
bandas.

Analisis estadistico

Los datos de cuantificacion de proteina
se analizaron empleando un analisis de
varianza ANOVA y las medias se com-
pararon mediante una prueba de rango
multiple a un nivel de confianza del 0,05
empleando el paquete estadistico Statgra-
phics Centurion XV®.

RESULTADOS Y DISCUSION
Medidas de pH

El comportamiento de los valores de pH
se muestra en la Figura 1. En esta se ob-
serva que el pH a las cero horas fue simi-
lar para los dos animales, mientras que a
las 24 h post mortem el pH es diferente
para los dos animales: en el animal AP
es 6,05 y en el animal AS es 5,65; esto
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muestra que las diferencias entre los dos
animales no afecta el pH inicial pero si el
pH dltimo. La variacién muestra que el
animal AP tiene un descenso de pH me-
nor al animal semiestabulado y, en este
ultimo, la velocidad de descenso del pH
es mayor. Lo anterior se explica gracias
a que el cordero AP no esti acostumbra-
do a la presencia de humanos, teniendo
un episodio de estrés alto al momento del
sacrificio, lo que ocasiona que agote las
reservas de glucégeno antes de la muerte
y que no se tenga sustrato para la glic6-
lisis anaerobia que produce el acido lac-
tico responsable del descenso del pH. Al
episodio de estrés se suma el ayuno que
tiene este cordero. Para este animal el
pH minimo es de 6,01 y se registra a las
20 h, que podria corresponder a la ins-
tauracion de rigor mortis, que por el pH
seria un rigor mortis alcalino. Los datos
también muestran que las muestras del
animal semiestabulado tuvieron un pH
minimo de 5,71 a las 16 h, que podria
corresponder al tiempo de instauracién
del rigor mortis.

Al comparar los datos obtenidos con
los encontrados por Bond y Warner (21)
para una raza resultado de un cruce en-
tre Border Leicester y Poll Dorset con
18 horas de ayuno, se observa que hay
similitud respecto al pH inicial y diferen-
cia en el pH ultimo, que reportan igual
a5,61.

03/07/2013 10:07:51



REVISTA COLOMBIANA DE QUIMICA, VOLUMEN 41, nro. 2 DE 2012

7.25
7,00 1—%

6,75 ‘v\‘k\
6,50 —s

[
6,25

6,00

5,75

N N

5,50 \
0 2 4 6 8 10

12 14 16 18 20 22 24

Tiempo después del sacrificio (horas)

—e— alimentacion por pastoreo —=— semiestabulado

Figura 1. Comparacion entre los valores de pH de las muestras de Longissimus dorsi desde el sacrificio
hasta las 24 h post mortem de los animales: alimentados por pastoreo y semiestabulado.

Cuantificacion de proteinas

Puesta a punto del método
de cuantificacion

Para la puesta a punto del método de
Bradford modificado, primero se deter-
mino el intervalo en el que la relacién de
absorbancias a 450/590 nm varia lineal-
mente con la concentracion de proteina.
Este intervalo fue de 0,0000 a 0,0400 mg
de proteina/ml. Cada curva se ajustd a
una tendencia lineal con al menos 7 pun-
tos, se determino el error estadistico del
método utilizando la herramienta andlisis
de datos de Excel, método en el que se
asume que todos los errores estan en las
ordenadas. Posteriormente se calculd el
limite de deteccion (LD) y el limite de
cuantificacion (LQ).

El LD se expresa por recta como a
+ 38

El LQ por recta se expresa como a
+ 10§
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Donde a es el intercepto de la recta y
S es el error estadistico del modelo.

Una vez calculados los LD y los LQ,
se expresaron en concentracion de pro-
teina. En la Tabla 1 se presentan los re-
sultados de LD y LQ promedio junto con
su desviacion.

Tabla 1. Resultados de limite de cuantifica-
cién y limite de cuantificacién promedio

Parametro Promedio Desviacién

LD (mg de proteina/ml)  0,0023

LQ (mg de proteina/ml)  0,0079

Resultados de la cuantificacion
de proteina

Los resultados de la cuantificacién ex-
presados como mg de proteina/g de car-
ne de las PA para AP y AS se muestran
en la Tabla 2. En general, se observa
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que hay mayor extraccioén de proteina en
el animal AP respecto al animal AS. En
el AP los resultados muestran que hay
una tendencia creciente durante 24 h post
mortem. Se encuentra que la mayor ex-
traccion de proteinas se da a las 20 h este
valor tiene diferencia significativa con el
valoraOQ hy alos 15 dias.

Para el AS se observa una tendencia
creciente hasta los 7 dias; se observa que
una de las menores cantidades de protei-
na extraida se da a las 16 h, tiempo que
coincide con el pH minimo de 5,71 lo
que explica la menor cantidad de protei-
na debido a que en este pH se desnatura-
lizan muchas proteinas sarcoplasmaticas,
que podrian precipitar y de esta forma no
quedar en la fraccion soluble.

En los extractos PBFI se observd
igualmente que hay mayor extraccién de
proteina para el animal AP en compara-
cion con el animal AS, y a la vez que la
cantidad de PBFI es menor a la PA. Para
el animal AP se observa una tendencia
creciente hasta las 12 h, extraccion mini-
ma de las 14 h a las 22 h, que incluye la
extraccion a las 20 h, un incremento a las
24 h y de nuevo una tendencia decrecien-
te en la maduracién. Para el animal AS
se observé un comportamiento similar,
pero con un descenso de las 10 h a las 16
h. El hecho de que la cantidad de PBFI
sea menor a la cantidad de PA se expli-
ca debido a que la mayoria de proteinas
sarcoplasmaticas son solubles en los dos
extractantes, por lo cual la mayor can-
tidad de proteinas sarcoplasmaticas son
extraidas en la primera extraccién con
agua y las remanentes con la extraccion
con SBFI. Para el AS la disminucion a
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las 16 h vuelve a coincidir con el pH mi-
nimo para esta muestra.

En los extractos de PAFI se observo
que para el AP hubo un comportamiento
sin variaciones drésticas de proteina/g de
carne. Sin embargo, se puede observar
que se extrae la menor cantidad de pro-
teina durante las primeras 24 h post mor-
tem a las 20 h y que hay, exceptuando el
valor a los trece dias, valores relativa-
mente altos en las medidas posteriores a
las 20 h post mortem; estos valores altos
respecto a los iniciales y a los de 20 h
se debe a que a medida en que avanza
la maduracién hay un rompimiento en
las fibras musculares, en proteinas como
la vinculina, que unen las miofibrillas
al sarcoplasma. Este rompimiento hace
que estas proteinas se degraden y per-
mite extraer las proteinas miofibrilares
con mayor facilidad. Para AS la mayor
cantidad de proteina extraida fue de 44,2
mg de proteina/g de carne a las 16 h. Es
posible que en esta fraccion las proteinas
que habian precipitado en las otras dos
extracciones se hayan solubilizado y se
hayan extraido con la SAFI.

Respecto al contenido total de protei-
na, este no se determind en las muestras
trabajadas. Sin embargo, se puede saber
el porcentaje de proteina que fue extrai-
do sumando los porcentajes de proteina
de cada extracto. En promedio esta suma
es del 8 %. Este valor es bajo respecto
al contenido total de proteina reportado
para la carne de cordero como del 18 %
(42). Una de las razones por las cuales
el valor es mas bajo al contenido total
de proteina es que la extraccion que se
hizo fue de proteinas sarcoplasmaticas
y miofibrilares, pero no de las proteinas
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Tabla 2. Comparacion entre los promedios de la concentracién de los extractos de proteinas del

animal alimentado por pastoreo (AP) y semiestabulado (AS)

Solubles en agua (SA)

Solubles en baja fuerza
ionica (PBFI)

Solubles en alta fuerza
ionica (PAFI)

Aplicada y Analitica

Tiempo post AP AS AP AS AP AS
mortem
27,6 + 21+ 37.0 + 34,6 + 0,9
0 horas 15¢ 243 +05e 10,9 +09d 0.7b 0.9¢ be
438 + 51+13 413+ 254 0,7
2 horas 3.0b 324 +14d 13,0+09¢ ab 0.1b de
30,9 + 47 10,6 304+ 33,7 +
4 horas 0.9 ¢ 28,1 +1,5e 10,2 +0,3d ab 48d 19¢
378 + 3.8 309+ 1,6 341 298 + 284 +
6 horas be de 1 £0Te o6y 46d 11d
38,6 + 3.6 9,0 + 379 + 259 +
8 horas o 191 £22f 165+ 04b 32 00 c Che
2.8+ 72 + 437+13 191 +
10 horas 34¢ 28,6 +29e 192+ 13a 0.9a ab 17f
12 horas 300+ 2,1 426+21 17,6+21 48+06 33.8+1,6 369+
be ab ab ab cd 0,4b
£27+04 437110 55+ 36,7 + 27,4 + 0,4
14 horas be ab 10,6 + 0.4 d 0.9a 20¢ de
40,7 + 1.8 31+ 415+ 1.4 442 +
16 horas be 244+ 14e 78+ 1,5e 2.0b be 122
18 horas LA 501 L 06c 824056 OB 41,8 £2,0 278+09
bc 1,1a bc de
20 horas 3,5 & 360+21c 108+08d >2>Et18 242% 358 £2,7
1,8a ab 1,8 ¢ bc
468 + 2.7 74+ 453 +24 219+
22 horas o 04+03F 163 +04b 77 o Lid
45,1 + 1,9 8,7 + 47,7 + 251432
24 horas ab 40,2 +4,6b 17,7 +0,3b 1.6a 43a de
) 40 + 248+ 1,4
4 dias / 474+ 10a |/ i / ”
5 dias / 280 £23e / L1195, 24,5 £3.9
ab de
) 507 + 462 + 3,7 341 307 +58 43,1+
7 dias 0,9a ab 99+ 08de "0 be 152
) 475 + 392 + 1.2
10 dias 31 / 94 +09de / et /
13 dias B30, 13 +1,7d / 281 /
ab 1,8 ¢
) 35,8 + 413 + 42
15 dias 0.8 ¢ / 8,9+ 08e / be /

* Media + desviacion estandar (mg de proteina/g de carne). En una misma columna letras diferentes son diferencias sig-
nificativas AP = animal alimentado por pastoreo, AS = animal semiestabulado.
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del tejido conectivo, que incluyen pro-
teinas insolubles, coldgeno, elastina y
reticulina.

Electroforesis SDS-PAGE

En la puesta a punto de la separacion de
proteinas por electroforesis SDS-PAGE
se encontr6 que una concentraciéon de
extractos de 5,5 mg/ml (PA y PAFI en
APy AS), 1,5 g/ml (PBFI en AP) y 0,4
mg/ml (PBFI en AS) presentd una me-
jor separacion en los geles del 12 % de
acrilamida (PA y PBFI) y del 15 % de
acrilamida (PAFI).

Las figuras 2 y 3 muestran la electro-
foresis en un gel del 12 % de acrilamida
de los extractos de PA y PBFI, respec-
tivamente, para el animal AP. Al com-
parar las dos figuras, los perfiles de los
dos extractos son muy similares, excepto
por la disminucioén en la intensidad de las
bandas de los extractos de PBFI. Para la
identificacién de las bandas de proteina
se tomaron los pesos moleculares y se
compararon con los reportados en otras
investigaciones (22, 23, 24). Los pesos
moleculares coinciden para la fosforila-
sa (PH) y creatinina quinasa (CK), junto
con sus perfiles, con los reportados por
Joo y colaboradores (22); de igual forma
la hexoquinasa y la p-calpainas coinciden
con lo reportado en (23) y (24). Para la
identificacion también se tuvo en cuenta
que las proteinas sarcoplasmaticas son
solubles en agua y en soluciones de baja
fuerza idnica, y que estas corresponden a
proteasas, enzimas de la glicOlisis y del
ciclo de Krebs, incluyendo la creatinina,
la quinasa y la mioglobina (25).

Un analisis més detallado de los geles
de los extractos de PA muestran para el
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AP una disminucién en la intensidad de
la fosforilasa (PH) entre las 16 h y 22 h,
pérdida de una banda de 85 kDa a las 14
h, intensificacion de bandas de 81 y 78
kDa y aparicién de una banda a 152 kDa
a los 10 dias. Por otra parte, las muestras
de PBFI mostraron intensificacién de la
banda de 79 kDa a las 24 h, disminucién
de la banda de 70 kDa y de la fosfoglu-
comutasa a las 20 h; también se observo
disminucioén a las 12 h de la fosfoglicera-
to quinasa y disminucién de la hexoqui-
nasa durante las primeras 14 h.

En los geles de las PA la pérdida de
la banda de una proteina de 85 kDa a
las 14 h probablemente corresponde a la
u-calpaina, que sufre autoprotedlisis y se
evidencia en la posterior intensificacion
de bandas de 81 y 78 kDa a los 10 dias;
esta autolisis de la p-calpaina puede ser
tomada como ensayo de activacion pero
no de actividad de esta enzima (26). La
aparicién de la banda de 152 kDa a los
10 dias podria corresponder a la sarca-
lumenina (160 kDa), que hace parte del
reticulo sarcoplasmatico. El hecho de
que no aparezca en tiempos menores esta
relacionado con que esta proteina se hace
maés extraible por la desorganizacion del
sistema membranoso del reticulo sarco-
plasmatico (26).

Los geles de los extractos PA y PBFI
para el AS presentan un perfil electrofo-
rético muy similar a las del animal AP
(figuras 2 y 3). En estos perfiles se pue-
den resaltar las siguientes observacio-
nes: en los extractos solubles en agua, la
desaparicion de la banda de p-calpaina
entre las 12 h 'y 22 h; a las 16 h se ob-
servo un incremento en la intensidad de
las bandas y la apariciéon de una banda
de 172 kDa, y adicionalmente se inten-
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— Hexokinasa

Fosfoglucomutasa

Aplicada y Analitica

Fosfoglicerato Kinasa

-Fosfoglicerato mutasa

Figura 2. Electroforesis SDS-PAGE en gel del 12 % de acrilamida de extractos de agua (SA) del muisculo
Longissimus dorsi del animal alimentado por pastoreo (AP). Las lineas A, B, C, D, G, H, I corresponden
a las muestras de 2, 12, 24 hy 7, 10, 13 y 15 dias, respectivamente, mientras las E y F corresponden a
patrones de albimina sérica de bovino (BSA) y a los patrones moleculares Sigma Marker®.

0 kDa
116 kDa
el
o 97 kDa

66 kDa/
Fosfogluco

Fosfoglicerato

Kinasa 36 kDa
Fosfoglicerato
‘mutasa

Figura 3. Electroforesis SDS-PAGE en gel del 12 % de acrilamida de extractos de baja fuerza i6nica
(PBFI) del musculo Longissimus dorsi del animal alimentado por pastoreo (AP). Las lineas A, B, C, D, G,
H, I corresponden a las muestras de 2, 12, 24 hy 7, 10, 13 y 15 dias, respectivamente, mientras las E y F
corresponden a patrones de albiimina sérica de bovino (BSA) y a los patrones moleculares Sigma Marker®.

273

Revista Colombiana de Quimica 41-2.indb 273 03/07/2013 10:07:51



REVISTA COLOMBIANA DE QUIMICA, VOLUMEN 41, nro. 2 DE 2012

sificaron las bandas correspondientes
a la fosforilasa (PH) y a la fosfogluco-
mutasa, entre otras bandas. Se observd
también la disminucién en la intensidad
de las bandas de 79 y 75 kDa y de la
fosfoglicerato mutasa. A los cinco dias
aparecié una banda de 139 kDa y se in-
tensificaron las bandas de 79 y 75 kDa.
En los extractos solubles en baja fuerza
ibnica se observo principalmente la apa-
ricion de una banda de 206 kDa e inten-
sificacion de la p-calpaina y hexoquinasa
alas 16 h. Después de las 24 h post mor-
tem no se observd cambio significativo
en las bandas.

En los extractos de PA la banda que
apareci6 de 139 kDa de nuevo puede co-
rresponder a la sarcalumenina o a alguna
otra proteina que puede estar contenida
dentro de estructuras celulares, que no
se desintegran tempranamente en el post
mortem. Sobre esta banda también se
puede decir que, aunque su peso mole-
cular corresponde al peso molecular de
la calpastatina (27), esta banda no puede
corresponder a esta proteina porque se
encuentra presente durante todo el pro-
ceso de maduracion y en vez de intensi-
ficarse se degrada, ya que la calpastatina
sufre una lisis por accion de la p-calpaina
(4), por lo cual no puede aparecer o in-
tensificarse a los cinco dias. La intensi-
ficacion de las bandas de 79 y 75 kDa
puede corresponder a la autoproteodlisis
de la p-calpaina.

Los cambios mas importantes duran-
te todo el proceso de rigor mortis y de
maduracion se registran en los extractos
de proteina soluble en solucion de alta
fuerza ionica (PAFI) en los dos indivi-
duos. Los cambios que sufren las pro-
teinas durante el proceso de instauracion
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del rigor mortis y la maduracién para el
animal AP se presentan en la Figura 4.
Para la identificacién de las proteinas se
compararon los pesos moleculares y los
perfiles electroforéticos reportados por
otros autores (21, 22, 28-32). Se com-
pararon los pesos moleculares reportados
por Hwnag (28), la desmina y la vinculi-
na reportadas por Bond (21), la miosina
de cadena pesada (MHC) reportadas por
Bond y por Ojeda (22, 31), o actinina
y la actina reportadas por Bond y por
Ojeda (22, 31), la tropinina T (TnT),
la tropomiosina (Tm), Tn I, proteinas
de 30 kD reportadas por Ojeda (21, 22,
28-32). Adicionalmente, se compararon
estos reportes con la intensidad esperada,
con base en la composicién porcentual
reportada por Kauffman (24).

En la Figura 4 se puede observar que
la miosina, la a-actinina y la actina se
degradaron a las 16 h. Igualmente en
este tiempo se observa que las bandas de
87 a 51 kDa y la desmina se empiezan
a degradar; esta ultima disminuye maés a
partir de los 7 dias, siendo impercepti-
ble a los 15 dias. La troponina T, por su
parte, se empieza a degradar a las 20 h
y desaparece a los 7 dias. La tropomio-
sina tiene una disminucion a las 16 h y
disminuye dréasticamente en los extractos
correspondientes a una maduracién de 10
dias. A las 14 h aparece una banda de 27
kDa, se intensifica la banda de miosina
de cadena liviana (MLC) y aparece la
troponina I. A los 10 dias post mortem se
observo la aparicion de tres bandas entre
los 33 y 30 kDa.

Si bien se ha reportado que proteinas
como la actina y la miosina no sufren
cambios significativos en tiempos tem-
pranos post mortem (33, 34, 35), recien-
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Desmina = <%
Actina

TnT_

Tropomiosina

30 kDa

Figura 4. Electroforesis SDS-PAGE en gel del 15 % de acrilamida de extractos de alta fuerza i6nica (PAFI)
del musculo Longissimus dorsi del animal alimentado por pastoreo (AP). Las lineas A, B, C, F, G, H, I
corresponden a las muestras de 2, 12, 24 h'y 7, 10, 13 y 15 dias, respectivamente, mientras las E y D
corresponden a patrones de albiimina sérica de bovino (BSA) y a los patrones moleculares Sigma Marker®.

tes estudios (26, 36, 37) han mostrado
la degradacion de estas proteinas, parti-
cularmente de la actina, y aunque no se
haya encontrado relacién entre la tende-
rizacién y la degradacion de esta, no hay
que desconocer que por ser una de las
proteinas miofibrilares mas importantes,
pequeiios cambios si pueden influenciar
la tenderizacion de la carne.

La degradacion de la desmina es pa-
ralela a la tenderizacion de la carne (29),
por lo que se puede esperar que a los 7
dias de maduracion, la carne del AP ten-
ga un alto grado de tenderizacion. Esta
degradacion observada coincide con lo
reportado por Ilian y colaboradores (38).
La degradacion de la troponina T es de
los cambios més reportados durante el
post mortem (29); esta proteina también
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es un sustrato para las calpainas, que son
las responsables de su degradacion. La
degradacion de la troponina T también
se ha relacionado con la tenderizacion.
La banda de 27 kDa, que no se conserva
en los demds extractos, se ha reportado
como una proteina de estrés térmico (28,
39). Morzel (40) encontré una relacion
muy importante entre la HSP 27 (protei-
na de estrés térmico) y la tenderizacién
de la carne, lo que hace de esta proteina
una posible candidata para ser un marca-
dor de tenderizacion. Esta proteina esta
normalmente en las células, pero aumen-
ta su concentracion en situaciones estre-
santes. Asimismo, es conocido que esta
proteina esta asociada al proceso de con-
traccion, facilitado la polimerizacién de
la G-actina a F-actina (41). El hecho de
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que esta proteina haya salido en un solo
extracto podria estar relacionado con el
rigor mortis. Si esta se encontraba en los
sarcomeros en el momento de darse el
rigor mortis, pudo quedar atrapada por
el encogimiento de los sarcomeros, apa-
reciendo en las fracciones de proteinas
miofibrilares. Es posible que esta pro-
teina pueda verse en las separaciones de
proteinas sarcoplasmaticas de pesos mo-
leculares inferiores a 33 kDa.

A las mismas 14 h se intensifico la
banda de miosina de cadena liviana
(MLC) y aparecieron tres bandas entre
los 33 y 30 kDa a los 10 dias, posible-
mente debido a la actividad proteolitica
de catepsinas B y L que hidrolizan tropo-
nina T, I, C, nebulina, titina, tropomio-
sina, miosina y actina. Aunque en prin-
cipio no se podria responsabilizar a las
catepsinas por esta aparicién, ya que no
tienen contacto con las proteinas miofi-
brilares por situarse en los lisosomas, se
ha encontrado evidencia de que después
de varios dias post mortem las membra-
nas lisosomales se rompen, “liberando”
asi las catepsinas (15).

Se pudo observar que los cambios se
empiezan a dar a las 16 h, lo que puede
indicar que el rigor mortis pudo haberse
instaurado en un tiempo menor, ya que
los cambios observados son propios del
proceso de maduracién posterior al rigor
mortis. Lo anterior tendria sentido si se
tiene en cuenta el tiempo de ayuno de 18
h que sufrié el animal AP y el evento
estresante previo al sacrificio.

Debido a que la degradacién de la
troponina T se relaciona con la terneza
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de la carne, se puede inferir que a los
10 dias la carne del AP puede haber su-
frido ablandamiento debido a la marca-
da proteodlisis que sufre esta proteina en
este tiempo. Se puede responsabilizar a
las catepsinas por la degradacién a los
10 dias, debido a que no hubo cambios
significativos a los 7 y a los 10 dias
que indicarfan mayor actividad de las
u-calpainas.

El cambio que sufrieron las proteinas
durante el proceso de instauraciéon del
rigor mortis y la maduracion para el ani-
mal AS se presenta en la Figura 5. A las
16 h se observé la disminuciéon momen-
tanea de la desmina y la actina, aparicién
de una banda de 27 kDa y una dismi-
nucién en las demds bandas. Se observa
también que empieza la degradacion de
la miosina y la a-actinina a las 24 h. Adi-
cionalmente, se observo que la troponina
T desapareci6 a las 24 h, que hubo una
intensificacion de dos bandas de 29 y 28
kDa a las 22 h y que a los 5 y 7 dias
disminuy6 la intensidad de la actina y la
miosina.

La disminucion de la intensidad de
las bandas a las 16 h coincide con el pH
minimo alcanzado en este individuo, lo
que puede relacionarse de nuevo con la
aparicion del rigor mortis. La aparicion
de la banda de 27 kDa puede ser atri-
buida igualmente a la HSP 27. Por todo
lo anterior, se evidencia la instauracion
del rigor mortis a las 16 h con una de-
gradacion temprana de la troponina T,
la miosina y la actina. Esta degradacion
pudo ser ayudada por los pH maés bajos
observados para esta carne, que influye
la activacion de algunas proteasas.
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Tropomiosina

Figura 5. Electroforesis SDS-PAGE en gel del 15 % de acrilamida de extractos de alta fuerza iénica (SAFI)
del musculo Longissimus dorsi del animal semiestabulado (AS). Las lineas A, B, C, F, G, H corresponden
a las muestras de 12, 14, 16,18, 20 y 22 h respectivamente, mientras las D y E corresponden a patrones de
albimina sérica de bovino (BSA) y a los patrones moleculares Sigma Marker®.

CONCLUSIONES

En las proteinas sarcoplasméticas la
principal observacién fue los cambios
en la p-calpaina y en sus productos de
autolisis. Los principales cambios vistos
se dieron en las proteinas miofibrilares,
encontrandose una disminucion en la in-
tensidad de proteinas como la actina, la
miosina, la desmina y la a-actinina; la
desaparicion de proteinas como la tropo-
nina T y la tropomiosina; apariciéon de
péptidos entre 30 y 33 kDa para el AP a
los 10 dias e intensificacion de péptidos
de 28 y 29 kDa a las 22 h para el AS.

La disminucién y posterior desapari-
cién mas temprana de la troponina T a
las 16 h y a los 5 dias para el AS, res-
pecto a las 20 h y 7 dias del AP, sugiere
que las condiciones del AS favorecerian
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una tenderizacion de la carne de ovino en
menos tiempo.

Uno de los resultados mis importan-
tes fue la aparicion de una proteina de 27
kDa a las 14 h y a las 16 h en los ani-
males AP y AS, respectivamente. Esta
proteina probablemente sea una proteina
de estrés térmico o HSP 27. La impor-
tancia radica en que dicha proteina se
ha relacionado con la tenderizacion de
la carne y a que estd involucrada con el
proceso de contraccion, lo que permitiria
relacionar la aparicion de esta banda con
la instauracion del rigor mortis y con la
tenderizacion de la carne.
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