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Resumen

En este trabajo se determiné el estado oxidative de la carne procedente de terneros afiojos de genoti-
po culén {(mh/mh) y normal (+/+) de la raza Asturiana de los Valles (AV) asl como terneros normales
(+/+) de la raza Asturiana de |la Montafia (AM) durante su periodo de maduracién a 4°C, mediante el
estudio de |a actividad de los principales enzimas antioxidantes: Superéxido dismutasa (SOD), Catala-
sa {CAT) y Glutatién reductasa (GR). Se midio también el nivel de peroxidacion lipidica (LPO) a lo largo
de la maduracién a 4°C de carne procedente de ambas razas (AV y AM) por ser los lipidos y las protei-
nas las biomoléculas que mas limitan la vida media de la carne durante este periodo. Los resultados
reflejaron una clara estabilidad de los enzimas durante el periodo de maduracion de la carne, siendo
el enzima GR el que mostré menor actividad, mientras que SOD y CAT presentaron actividad a lo largo
de todo el periodo de maduracién estudiado con un patrén de actividad que se repitid en la carne de
terneros (mhimh) y (+/+) de raza AV, siendo mas adelantado en los primeros gue en fos sequndos. La
peroxidacion lipidica no mostré variacion alguna a lo largo de la maduracién tanto en animales (+/+)
de la raza AV como en animales {(+/+) de la raza AM. Sin embargo, los animales (mh/mh) de la raza AV
mostraron un incremento significative del dafo lipidico en el muscule tras 7 dias de maduracion.

Palabras clave: Maduracion, Asturiana de los Valles, Asturiana de la Montafia, “culén”, lipoperoxi-
dacién, vacuno

Summary

Antioxidant enzymes throughout ageing from two [ocal cattle breeds

In this study, meat from double-muscled (“culones”, mh/mh) and normal {+/+) young bulls of the
breed Asturiana de los Valles (AV) as well as normal (+/4) animals from Asturiana de la Mcntafia (AM)
was analysed during ageing at 4°C with regard to its oxidative status. Activities of the following main
antioxidant enzymes were determined: Superoxide dismutase (SOD), Catalase (CAT) and Glutathione
reductase (GR}. In both breeds (AV and AM), lipid peroxidation {LPO) was also measured throughout
the ageing period, because meat shelf life is mainly limited by lipids and proteins. All enzymes were
apparently stable during meat ageing. While GR exhibited the lowest activity among antioxidant
enzymes, SOD and CAT showed activity along the ageing period studied, with similar activity pattern
seen in both double-muscled and normal animals, although, being advanced in the formers. In normal
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animals of both the AV and AM breeds, lipid peroxidation did not vary during ageing. However, dou-
ble-muscled meat showed a significant increase after 7 days of maturation,

Key words: ageing, Asturiana de los Valles, Asturiana de la Montafia, double muscled, lipid peroxi-

dation, beef

Introduccion

La maduraciéon es uno de los pasos més
importantes gque debe seguir la carne de
vacuno para obtener un satisfactorio grado
de terneza, la cual es decisiva a la hora de ser
seleccionada y aceptada por el consumidor,

El procesc de maduracion estd fundamen-
talmente basado en la degradacién enzima-
tica de las proteinas miofibrilares y del cito-
esqueleto que, durante la vida del animal,
mantienen la integridad estructural de las
miofibrillas (Jiang, 1998). Este desarrollo es
multifactorial, ya que esta influido por muy
diversos factores, tanto intrinsecos (raza,
edad y sexo del animal) como extrinsecos
(alimentacién, manejo antes y durante el
sacrificio, conservacion), todos los cuales
afectardn negativa o positivamente a la
evolucion de [a maduracion dando como
resultado la obtencidn de una carne de una
calidad determinada.

La calidad se define como la capacidad de
un producto para satisfacer las hecesidades
0 expectativas del consumidor. En el caso de
fa carne de vacune, la calidad a nivel orga-
noléptico, viene determinada principalmen-
te por el nivel de terneza, jugosidad y sabor
de la carne y son varios los factores bioldgi-
cos que la determinan como la caida del pH,
el tipo de fibras musculares, la cantidad y
solubilidad del col&geno, la cantidad y com-
posicion de la grasa, e incluso el desarrollo
del tejido. Sin embargo, no todos los proce-
sos de transformacion post-mortem que
sufre el musculo son positivos desde el
punto de vista de la calidad sensorial. Este

es el caso de la oxidacion de los lipidos, una
de las principales causas del deterioro de los
alimentos que contienen grasa animal,
donde el oxigeno molecular puede atacar a
los Acidos grasos insaturados por un meca-
nismo de radicales libres, rindiendo produc-
tos complejos responsables del aroma y
sabor tipo rancio,

Las modificaciones que se van produciendo
a lo largo de la maduracién en [as biomolé-
culas y la destruccion que algunas de ellas
sufren debido a las modificaciones oxidati-
vas son procesos conocidos desde hace afios
y a los que, sin embargo, ne se les ha dado
la importancia que merecen en relacién
con la calidad final del producto. Estos pro-
cesos oxidatives deben contribuir, como los
demas factores anteriormente menciona-
dos, a la degradacién y descompaosicion del
material con consecuencias obligadas sobre
la calidad y textura de la carne (Coto-Mon-
tes et al, 2004). Aungue los cambios ocurri-
dos en la carne motivados por mecanismaos
precisos mediados por radicales libres han
sido pobremente explicados, se sabe que los
radicales libres son los responsables de la
oxidacién de aquellos componentes de la
carne que van a dar lugar a parametros de
calidad de la carne de tal importancia como
son el color, el sabor, el aroma y/oc los valo-
res nutricionales de los productos alimenti-
cios {Donnelly y Robinson, 1995). Existen
una serie de enzimas que actian como
antioxidantes gracias a su capacidad para
absorber la energia de las especies reactivas
de oxigenc {gue se producirdn durante el
almacenamiento de las canales y que son
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responsables de los procesos de oxidacion
de los componentes alimenticios gue van en
detrimento de la calidad), metabolizando
los radicales libres o sus intermediarios reac-
tivos, transformandolos en productos sin
efectos nocivos para los tejidos. Asi la Supe-
roxido Dismutasa (SOD) destruira radicales
superéxido dando lugar a H,0,, que por la
reaccion de Fenton produciria radicales
hidroxilo, mucho mas téxicos que el prime-
ro; para evitar esos efectos nocivos entrara
en accién la Catalasa (CAT) que elimina el
agua oxigenada produciendo O, y 2 molé-
culas de agua. Por ultimo, como sistema
antioxidante, contamos con el tandem glu-
tation peroxidasa/reductasa {GSH-Px/GSH)
que comparte su sustrato con fa catalasa
utilizando el glutation reducido {GSH) como
donador especifico de H+ para reducir el
H,0, a agua, perc con una afinidad por su
sustrato mucho mas alta que la CAT,

Por otro lado, se conoce la existencia de
sinergias entre los principales sistemas enzi-
maticos (proteoliticos, oxidativos) durante la
maduracién de la carne. Experimentos lleva-
dos a cabo con anterioridad en nuestro
laboratorio han mostrado a lo largo del
periodo de oreo variaciones significativas en
los principales enzimas antioxidantes que se
correlacionaban perfectamentie con los
dafios de proteinas obtenidos en las canales
estudiadas (Coto-Montes et al,, 2004), lo que
evidenciaba que estos enzimas jugaban
algun papel en el proceso de maduracién
carnica (Hernandez et af., 2002).

Los animales denominados (mh/mh) se carac-
terizan por un excepcional desarrollo muscu-
lar (Arthur, 1995) que les lleva a incrementar
su masa muscular en alrededor de un 20%
debido a hiperplasia del musculo esquelético
que lieva consigo un incremento en el nume-
ro de fibras musculares. Este hecho ha recibi-
do una considerable atencién por parte de
los productores de carne que han descubier-
to que los {mh/mA) presentan carne mas tier-

B. Caballero et al. ITEA (2006), Vol 102 (3), 288-303

na {Boccard, 1982; Bouton et al., 1982), con
un menor contenido en grasa (Uytterhaegen
et al, 1994; QOlivéan et al., 2004a) que anima-
les con conformacién muscular normal. Este
rasgo culén en la cabaia es el resultado de
una mutacién inactivante del gen de la mios-
tatina {Grobet et al, 1997), el cual es un
regutador negativo de la masa muscular
{Thomas et al, 2000; Taylor et af, 2001},
Exactamente, en bovino, una deleccién de 11
pares de bases en la secuencia que codifica la
rmiostatina, es la causante del excesivo credi-
miento muscular {(Grobet et a/,, 1997)

La frecuencia del caracter culdén estd cre-
ciendo en varias cabafias europeas como
Piamontesa y Charolais, asi como en una de
las mds importantes razas del norte de Espa-
fia como es Asturiana de los Valles (AV),
Asturias por su tradicion socio-econdmica,
por su clima y su suelo ha favorecido el de-
sarrollo de dos importantes cabafias de
ganado vacuno autéctono, comeo son: AV y
Asturiana de la Montafia {AM). El alma de
este trabajo ha sido el estudio de la evolu-
cion y conservacion de la proteccién antioxi-
dante a lo largo de la maduracién de la
carne, estudiando su posible correlacién con
el dafio a biomoléculas y con la vista puesta
en el papel que estos enzimas pueden jugar
en el complejo proceso de obtencidon de
carne mas tierna y de calidad. Para este pro-
posito hemos seleccionado canales proce-
dentes de terneros normales (+/+) de las dos
razas citadas anteriormente: AM y AV, asi
como de terneros culones (mh/mh) proce-
dentes de ésta ultima (AV) por su importan-
cia econémica en nuestra comunidad.

Material y métodos
Animales

Los estudios se llevaron a cabo en canales
procedentes de dos categorias genéticas
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distintas dentro de la raza AV: animales
"normales”, es decir, carentes de la muta-
cion en el gen de la miostatina (+/+) y ani-
males “culones”, homocigotos recesivos
para esta mutacién {mh/mh), asi como ani-
males normales (+/+) procedentes de AM,
tomando muestras de 5 animales para cada
categoria genética (n=15).

Estos animales estuvieron sometidos a
unas condiciones alimenticias bien defini-
das y determinadas, superando los riguro-
sos controles del Consejo Regulador “Ter-
nera Asturiana”, de forma que los terneros
se mantuvieron junto a sus madres desde
el nacimiento (invierno) hasta el destete
{otofio), etapa de lactacidn, durante la cual
los terneros recibhieron como alimento
basico leche materna y hierba del pasto.
Después del destete, realizado a los 7-8
meses de edad en la raza AV y 9 meses en
la raza AM, se inicia la etapa de crecimien-
to y engorde en la que los terneros fueron
alimentados con concentrado (84% ceba-
da, 10% soja, 3% grasa, 3% minerales,
vitaminas y oligoelementos) y paja de cere-
al ad limitum, que finaliza con el sacrificio
del animal, obteniéndose animales de
categoria aficjo, de aproximadamente 520
kg de peso vivo en laraza AVy 460 kg en la
raza AM, teniendo una edad entre 15y 16
meses los terneros AV y 18 meses los AM.
En este estudio sélo se ufilizaron afiojos
machos.

Preparaciéon de las muestras

Los animales fuercn sacrificados en el mata-
dero de Pravia (Asturias) por electrocucién y
posterior excisién yugular. Una vez sacrifica-
dos y durante las 24 horas posteriores al
sacrificio las canales se mantuvieron suspen-
didas en oreo a 4 °C.

Tras las primeras 24 horas de oreo post-mor-
tem, se cuarted la media canal izquierda
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entre la 5% y 6° vertebras toracicas con una
sierra circular y se extrajo la porcién del
musculo Longissimus dorsi (LD} comprendi-
da entre la 6 y 13° costillas. El musculo se
transportd al laboratorio y se dividié en file-
tes de 2,5 cm de grosor destinados a distin-
tos procedimientos analiticos. El filete obte-
nido a nivel de la 132 costilla se dividio en
tres partes, de aproximadamente 80 g de
peso, con el fin de someter cada una de
ellas a tiempos progresivos de maduracién
(corto-medio-largo) para cada musculo y
animal. Cada porcidn se envasé en bolsas
permeables al oxigeno y se almacend a 4 °C
durante 7, 14 y 21 dias de maduracion en el
caso de |los animales normales (+/+) AV y AM
o durante 3, 7 y 14 dias de maduracién en el
caso de los animales (mh/mh) de la raza AV,
debido a su conocida mayor rapidez en la
maduracion,

Una vez conduido el periodo de madura-
cion seleccionado, fas muestras se congela-
ron con nitrégeno liquido y se almacenaron
a -20 °C hasta su utilizacién,

Ensayos enzimaticos

Para cada musculo y punte de maduracién
se tomaron 3 muestras de 0,1 g. En el
momente de iniciar los anélisis, el tejido fue
descongelado y homogeneizado en tampén
fosfato 50 mM a pH 7,5 (1:10 peso/volumen)
utilizando un homogeneizador de cristal
Potter-Elvehjem con vastago automatizado
y recubierto de Teflon. A continuacion las
muestras se centrifugaron durante 10 minu-
tos a 3000 x g. Los sobrenadantes recogidos
se utilizaron para realizar, por triplicado, los
siguientes ensayos enzimaticos:

¢ La CATALASA (CAT, EC 1.11.1.6). La activi-
dad enzimatica fue medida de acuerdo a
Lubinsky y Bewley (1979} La mezcla de
incubaciéon contenia H,O, como sustrato
mas el tejido homogeneizado. Se midio la
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destrucciéon de H,0, durante 4 minutos a
230 nm de longitud de onda. Los resultados
se expresaron como pmotes de H,0, consu-
midos / (mg de prot * min).

¢ La SUPEROXIDO DISMUTASA (SOD, EC
1.15.1.1) fue realizado siguiendo el método
de Martin et al. (1987); la mezcla de reac-
cién se componia de hematoxilina como
sustrato y tejido homogeneizado; la oxida-
cion de la hematoxilina se siguid durante 10
minutos a 560 nm. El resultado se expresé
como unidades de SOD/ mg de prot.

e La GLUTATION REDUCTASA (GR, EC
1.6.4.2} fue determinada siguiendc el pro-
tocolo de Kum-Tatt et al. (1975}, la oxida-
cién de NADPH + H* fue seguida durante 5
minutos a una iocngitud de onda de 340 nm.
Los resultados se expresaron como nanomo-
les de NADPH consumidos/ (mg de prot *
min),

La concentracién de proteinas, en todos los
casos, fue calculada siguiendo el protocolo
descrito por Bradford (1976).

Peroxidacion lipidica

* LIPOPEROXIDACION (LPQ) fue medida por
determinacién de la cantidad de malondial-
dehido {MDA) y 4-hidroxialquenal (4HDA).
Cada muestra fue homogeneizada median-
te un homogeneizador igual at descrito
anteriormente (Potter-Elvehjem) en una
dilucion 1:10 en tampdn Tris-HC! frio, pH
7,4. Las particulas pesadas se eliminaron del
homogeneizado por centrifugacién duran-
te 10 minutos a 3000 x g. La cantidad de
MDA y 4HDA formado fue determinado en
ios sobrenadantes utilizande un kit para
ensayocs de Lipoperoxidacion de Calbiochem
(No 437634) basado en la reaccién de con-
densacion del cromégeno 1-metil-2-fenilin-
dol con MDA yio 4HDA. Los cromdforos
estables fueron determinados a 586 nm. Los
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resultados se expresaron como nanomoles
(MDA + 4HDA)/mg prot.

Analisis estadisticos

Los datos se presentan como media = error
estadndar calculada a partir de las tres répli-
cas de carne obtenidas de cada musculo y
tiempo de maduracién, analizadas cada una
por tripticado. Se realizd un andlisis de los
mismos utilizando el programa estadistico
SPSS version 11,5,

Para comprobar la normalidad de las varia-
bles se realizé el test de Kolmogorov-Smir-
nov, aceptandose como significativo una p>
0,05.

Las comparacionhes entre categorias por
punto de maduracién en las actividades
enzimaticas se analizaron aplicando un
ANGVA de una via, siendo el genotipo el
factor fijo. El efecto del periodo de madu-
racion (3, 7, 14 y 21 dias) en cada genotipo
sobre la actividad de cada enzima antioxi-
dante, asi como la evolucidén del dafio oxi-
dativo en lipidos, se analiz6 mediante un
ANGCVA siendo el tiempo y el animal los
factores fijos estudiados. Cuando hubo
efecto significativo, las diferencias entre
medias se analizaron mediante el test de
comparaciones multiples DMS {diferencias
minimas significativas). El efecto animal no
fue significativo en ninguna de las varia-
bles estudiadas.

Resultados

Tanto en la actividad de los principales enzi-
mas antioxidantes como en la formacion de
peréxidos lipidicos se ha estudiado el
patron de evolucién a lo largo de tres pun-
tos crecientes (corto-medio-largo) en el
tiempo de maduracién, habiéndose aplica-
do tiempos mas corfos en la carne proce-
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dente de los terneros (mh/mh) (3, 7, 14 dias)
gue para los terneros {+/+) procedentes
tanto de AV como de AM (7, 14 y 21 dias)
debido a gue la bibliografia existente sobre
ef tema (Campo et a/, 1999 y 2000; Olivan
et al, 2003 y 2004a) indicaba de forma rei-
terada la mas rapida tenderizacion de la
carne en terneros (mh/mh} que en el resto
de genotipos estudiados.

Superéxido dismutasa

El estudio de evolucién de la actividad de
SOD a lo fargo del tiempo de maduracion
muestra dos patrones distintos de actuacion:
por un lado, tanto en la carne (mh/mh)
como en la (+/+) de la raza AV hubo un
incremento paulatino de actividad a lo largo
de la maduracidn, mientras que en los ani-
males procedentes de la raza AM no hubo
diferencias de actuacién a lo largo del perio-
do estudiado. También destaca el alto nivel
de actividad de SOD en la carne de los terne-
ros (mh/mh) en tiempos cortos de madura-
cion {valor medio de 11,7+ 4,4 unidades de
SOD/mg de proteina a los 3 dias), alcanzan-
do valores maximos (22,8 + 2,32 a |os 14 dias
de maduracién} muy superiores a los detec-
tados en el resto de genotipos incluso en
tiempos mas largos de maduracién {17,5-17
uds SOD/mg proteina en (+/+) AV a los 14y
21 dias, respectivamente, tabla 1). Al presen-
tar la carne de los terneros (mh/imh) altos
niveles de SOD a los 3 dias, se observa un
escaso incremento entre los 3 y los 7 dias,
seguido por un crecimiento rapido y signifi-
cativo de actividad entre los 7 y 14 dias de
maduracién (p<0,05, fig 1A). Este incremen-
to de actividad también es significativo en
individuos normaies de raza AV entre los
dias 7 y 14 (p<0,05, fig 1B), en cambio, en
animales normales (+/+) AM no se observan
variaciones significativas en la actividad SOD
a lo largo del tiempo de maduracién anali-
zado (fig 1C), manteniéndose a lo largo de
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los tres puntos de maduracion estudiados los
valores de actividad, entre los méas bajos
obtenidos para este enzima,

Las comparaciones entre categorias por
punto de maduracién en la actividad SOD
muestran un efecto significativo del genoti-
po en todos los tiempos comunes estudiados
(p<0,001), observdndose que la actividad
SOD fue superior en la carne de los (mh/mh)
AV frente a los (+/+) AV, siendo las diferen-
cias significativas tanto a los 7 (p<0,05) como
a los 14 dias de maduracién {p<0,05). Asi
mismo, los animales {(+/+) AV mostraron una
actividad significativamente superior a los
(+/+) de AM para todos los puntos estudia-
dos (p<0,05 alos 7 y 14 dias, p<0,001 alos 21
dias, tabla 1).

Catalasa

Al igual que se habia observado en SOD, la
actividad de CAT alo largo de la maduracién
mostré dos patrones de actuacién, uno en
los terneros de la raza AV (mh/mhy +/+) y
otro en los terneros AM {+/+). Por un lado,
en {mh/mh)y en (+/+} de la raza AV, se obser-
vo un incremento de actividad entre los
puntos primero y segundo de estudio que
desciende en el tercero, siendo el patrén de
evoluciéon similar en ambos genotipos, aun-
gue mas adelantado (en tiempos més cortos
de maduracidén} en el genotipo (mh/mh)
(figs. 2A y B). Por otro lado, los animales pro-
cedentes de AM {fig 2C), mostraron, como
habia sucedido para SOD, otro patrén de
actuacion, en este caso con un incremento
continuo de actividad, aungue no significati-
vo, ¥ desmarcandose claramente de los ani-
males normales procedentes de AV,

La actividad CAT se observa mas elevada en
los animales {+/+) de la raza AV respecto a
las otras dos categorias, siendo esta diferen-
cia significativa a los 7 (p<0,05) y 14 (p<0,05)
dias de maduracién (tabla 1).
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Figura 1. Actividad del enzima Superdxido dismutasa (SOD) expresada como unidades de SOD/mg de

proteina, a lo largo del periodo de m
y 14 dias para los animales mh/mh de

aduracion a 4 °C. Notar que los puntos de maduracidn son: 3, 7
Asturiana de los Valles (AV) y 7, 14y 21 dias para el resto de las

categorias, siendo; A) mhimh, B)+/+ de AV y O)+/+ de Asturfana de la Montafia (AM). Lineas
verticales: desviacién estdndar media. En cada genotipo, las medias marcadas con distinta letra son
significativamente diferentes para p<0,05
Figure 1. Superoxide dismutase activity ordinates as units of S0D/mg protein along maturation
period at 4°C. Note that ageing times are, for mh/mh from Asturiana de los Valles (AV) breed . 3, 7,

and 14 days and for normal animals .
animals from Asturiana de la Monta

7, 14 and 21 days, being. Aldouble-muscled AV; Bl+/+ AV, O+/+
fia (AM) breed. Vertical lines. s.e.m. For each genotype, means

denoted by different letters are significantly different at the level of p<0.05.
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Figura 2. Actividad del enzima Catalasa (CAT) expresada como pmoles H,0,/mg proteina*min, a lo
largo del periodo de maduracion a 4 °C, medida en los mismos tiempos de maduracion que fos
utilizados para la figura 1, siendo: Aymhimh, B)+/+ de AV y C) +/+ de Asturiana de la Montafia (AM).
Detalles como en figura 1.

Figure 2 Catalase activity ordinates as pmols H,0,/mg proteina*min along maturation period (CAT)
at 4°C measured at the same ageing points as explained in figure 1, being: A) double-muscled AV,
Bl+/+ AV, Cl+f+ animals from Asturiana de la Montafia (AM) breed Details as figure 1.

Glutation reductasa

Esta actividad antioxidante es muy haja res-
pecto al resto de los enzimas antioxidantes
estudiados y, se muestra mantenida a lo
largo de los tiempos de maduracion selec-

cionados en todas las categorias estudiadas
(fig. 3A,By Q).

Dicha actividad es significativamente mas
elevada a los 7 dias de maduracién en los
animales {+/+) AV (tabla 1) versus (mh/mh)
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(p<0,05) y {(+/+) AM (p<0,05). En cambio, a
los 14 dias de maduracidn, la carne de los
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mantenide a lo largo de los 21 dias de
maduracién en los animales normales (+/+)
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terneros (+/+) de las dos razas, AV y AM, de laraza AV (fig. 4B) y present6 en gene- Actint de o8 Vallos (ot AEEEiZnAan:iSR\FﬁiC(Eﬁ)SA
presentan valores significativamente mas  ral los valores mas altos en la raza AM, con o N
altos {p<0,05) que los terneros (mh/mh). una disminucién significativa (p<0,05)
entre los 14 y los 21 dias post mortem (fig. £ 6l £ L
Peroxidacion lipidica 40). E 5
En cuanto a la comparacion entre catego- . £ 4
Animales (mh/mh)} de la raza AV muestran  rias, hubo diferencias significativas a los 7 E £
un aumento significativo (p<0,05) de la  (p<0,001), 14 (p<0,5) y 21 (p<0,001) dias de 21 5
peroxidacién lipidica a partir de los 7 dias  maduracidn, siendo en general menores los
de maduracién (fig. 4A). Sin embargo, el  valores de LPO en los terneros (+/+} AV : 0 "
dafo observado en los lipidos se muestra (tabla 1) 3 dfas 7 dias 14 dras 7 dias 14 dias 21 dias
A B

Tabla 1. Efecto del genctipo sobre la actividad de los enzimas antioxidantes (SOD, CAT, GR} y el dafio
oxidativo en lipidos (LPO) y su evolucidn a lo largo de la maduracion. Siendo (*) p<0,5; (**) p<0,05;
(***) p<0,001
Table 1. Effect of genotype on the activity of antioxidant enzymes (SOD, CAT, GR) and lipid
peroxidation (LPO) and the evolution along ageing. Being (¥) p<0.5; {**) p<0,05; (***) p<0,001

GLUTATION REDUCTASA
Asturiana de la Montafia

E
GENOTIPO g
Enzima Tiempo {dias) AV (mhimh) AV (+/+) AM(+/+} Sign £ )
[=}

SOD 3
3d 11,69 .
7d 13,73 a 4700 843 ¢ FEE
14d 22,78 a 17,49 b 893 ¢ FRE
21d 16,98 7,49 *rE 0-

Sign *k -k NS 7 dias 14 dias 21 dias

CAT
3d 1,69 ¢
7d 3,49 a 4,05 a 1,54 b ikl
14 d 2,06 a 5,20 b 2.20a ki Figura 3. Actividad del enzima Glutation Reductasa (GR) expresada como nmol/mg proteina*min a lo
21d 3,67 2,89 NS largo del periodo de maduracién a 4 °C, medida en los mismos tiempos de maduracion que los
Sign. dowH NS NS utilizados para la figura 1, siendo: Aymh/imh, B}+/+ de AV y C) +/+ de Asturiana de la Montafia (AM)

GR Detalles como en figura 1.
3d 0,67 Figure 3. Glutathione reductase activity (GR)} ordinates as nmolimg prot *min along maturation
7d 0,54 a 1,35b 0,76 a *% period at 4°C measured at the same ageing points as explained in figure 1, being: A) double-muscled
14d 0,72 a 1,28 b 1,32b * AV, B)+/+ AV, C) +/+ animals from Asturiana de la Montafia (AM) breed. Details as figure 1.
21d 1,27 0,96 NS
Sign. NS NS *

LPO Discusion lecular sobre los 4cidos grasos insaturados;
3d 1,57 de forma que, por un mecanismo de radica-
7d 4894 241b 493 a il Los procesos oxidativos que tienen lugar en  les libres y rindiendo productos complejos
14d 4,41 ab 321a 5.63b * la carne desde su sacrificioyalo largodela  que influyen notablemente sobre la calidad
2td 3,06 4,66 e maduracién se han estudiado fundamental-  del aroma y el flavor se puede llegar a afec-
Sign. FEE N5 * mente en base a la accidén del oxigeno mo-  tar incluso la vida Gtil del producto. Pero los
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20 4
PEROXIDACION LIPIDICA
Asturiana de los Vakles (mh/mh)

nmol/myg prot.min

3 dias 7 dias 14 dias

20 1

nmol/mg prot.min

7 dias

C.
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20 -
PEROXIDACION LIPIDICA

Asturiana de los Valles {+/+}

nmol/mg prot.min

7 dias 14 dias 21 dias

PEROXIDACION LIPIDICA

Asturiana de la Montafa

14 dias 21 dias

Figura 4. Lipoperoxidacién (LPO) expresada coma nmol de productos de peroxidacion
{malonaldehidos + 4-hidroxialquenos) a lo largo del periodo de maduracién a 4 °C medida en los
mismos tiempos de maduracidn que los utilizados para la figura 1, siendo: Aymhimh, B)+/+ de AV y

Q) +/+ de Asturiana de fa Montaria (AM). Detalles como en figura 1.

Figure 4. Lipid peroxidation {LPO) along maturation period at 4 °C measured at the same ageing
points as explained in the figure 1, being. A) double-muscled AV: B)+/+ AV: C) +/+ animals from
Asturiana de la Montaha {AM) breed Ordinates as nmol of peroxidation products (malonealdehyde
+ 4-hydroxyalkenal). Details as figure 1.

efectos deletéreos de los radicales libres
pueden ir mucho mas alla, dafiando por la
accion de los radicales libres también pro-
teinas, entre las que se pueden encontrar
los enzimas proteoliticos. Desde este punto
de vista, la proteccién que los enzimas

antioxidantes realizan sobre el tejido, impi-
diendo el dafio de los radicales libres a gran
numero de biomoléculas, tanto lipidos
como proteinas, desempefia un papel esen-
cial en el proceso de maduracién, en tanto
en cuanto, su proteccidén de los enzimas

B Caballero et al ITEA (2008), Vol 102 (3), 288-303

proteoliticos permite que éstos sigan
actuando a lo largo de la maduracion y la
terneza final del producto se alcance en el
tlempo deseado. De ahi que, en definitiva,
se admita que los enzimas antioxidantes
realizan una labor sinérgica con los enzimas
proteoliticos en la evolucién del proceso de
tenderizacién y en el nivel de tenderizacion
final.

Trabajos llevados a cabo recientemente
por nuestro grupo de investigacion sobre
el estado de los enzimas antioxidantes
durante las primeras 24 horas post-mortem
del periodo de oreo {cada seis horas)
(Coto-Montes et al., 2004), mostraron gue
la SOD y la CAT eran los principales enzi-
mas antioxidantes activos en la carne en
las primeras horas después de sacrificado el
animal, con una alta correlacién en sus
patrones de actuacion. Los resultados
obtenidos en este estudio se complemen-
tan perfectamente con ellos. Asi, CAT refle-
j6 una clara estabilidad, principalmente en
la raza AV, incrementandose paulatina-
mente su actividad desde los 3 a los 14 dias
de maduracién a 4 °C. Dicha actividad sin
embarge, tuvo un incremento mas tardio
en la raza AM. En el caso de la SOD, tam-
bién hubo un incremento significativo de
actividad en animales de la raza AV (mh/imh
y +/+) durante la maduracién y un incre-
mento méas tardio en la raza AM, con valo-
res todavia bajos a los 21 dias. Sin embargo,
caracteristicamente los niveles de actividad
de este enzima fueron mas elevados en los
animales {mh/mh) incluso tras los tres pri-
meros dias de maduracion. S6lo la GR mos-
tré una minima actividad sin variaciones
importantes entre los distintos puntos de
maduracion, lo cual coincide nuevamente
con lo observado en canales durante el
periodo de oreo (Coto-Montes et al, 2004),
por lo que parece que el tandem SOD-CAT
es el principal después del sacrificio del ani-
mal.
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CAT es un enzima antioxidante que se
caracteriza por su baja afinidad por sustra-
to, lo que motiva que su actuacion se limite
a altas concentraciones de perdxido de
hidrégeno, en presencia de las cuales su
papel detoxificante es muy superior que el
de la glutatién peroxidasa (Costarides et al.,
1991). En una situacién como la estudiada,
en fa que la oxidacién de la oximioglobina
(Fe?*) a metamioglobina (Fe?*) es un proce-
so continuo que se ve incrementado por la
concentracion de sales (Satoh y Shikama,
1981), la oxidacién de pigmentos es un pro-
ceso inevitable durante ia maduracion de la
carne siendo ademaés, una fuente adicional
de peréxido de hidrégeno (H,0,} (Rosset y
Roussel-Ciquard, 1978), lo cual apoya la
activacion de la CAT en contra de la GR, el
cual es un enzima muy susceptibie a la oxi-
dacién ante un alto nivel de estrés oxidativo
(Pigeolet et al., 1990},

En otros tipos de musculos se ha cbservado
también elevada la actividad 50D (Renerre
et al, 1996), lo que parece indicar que este
enzima se mantiene estable durante perio-
dos largos en estado post mortem. En expe-
rimentos llevados a cabo a lo largo de pe-
riodos de tiempo mas largos, incluso tres
meses, en los que se estudiaba tejido alma-
cenado en refrigeraciéon y congelacion, CAT
mostré un efecto similar al descrito para
SOD (Pradhan et af,, 2000}, comprobandose
que este enzima es capaz de mantener una
actividad basal tanto en Longissimus dorsi
de vacuno como en otros musculos y ani-
males.

La estabilidad de los enzimas antioxidantes
durante la maduracién y bajo condiciones
de refrigeracion ya ha sido descrita anterior-
mente en cerdo y pollo (Renerre et af, 1996;
Pradhan et al, 2000). Esta estabilidad, en los
animales estudiados, se ha manifestado
siguiendo patrones distintos. Asi, mientras
gue tanto {mh/mh) como (+/+) pertenecien-
tes a la raza AV siguen patrones similares de
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actuacién para todos los enzimas estudia-
dos, animales {+/+) de la raza AM siguen un
patréon totalmente distinto. Ademas, el
patron gque muestra la carne de terneros
{mh/mh) tanto en SOD, como en CATy GR es
el mismo que el de los terneros (+/4) aunque
presentando evoluciones méas tempranas en
las actividades enziméaticas.

Estos datos se correlacionan perfectamente
con los obtenidos previamente en nuestro
laboratorio (Olivan et af, 2004b) en el estu-
dio de la actividad de catepsinas, en anima-
les pertenecientes a las mismas categorias,
gue mostraron como el patrén de actuacion
de estas enzimas lisosomales se encontraba
avanzado en el tiempo en la carne de los
terneros {(mh/mh) con respecto a los (+/+}.
En este estudio se observéd que el patron de
actuacién se mantenia en todos los anima-
les aungue se ralentizaba en el tiempo
dependiendo de la categoria que se tratase,
siendo los mas rapidos los {mh/imh) y los mas
retrasados los animales {+/+) procedentes
de la raza AM. Basandonas en estos resulta-
dos previos y teniende en cuenta los resul-
tados obtenidos para antioxidantes, puede
ser que la ausencia de patrdn de actuacion
de los enzimas SOD y GR junto con |la baja
actividad obtenida para todos en AM, sea
debido a que los puntos tomados no fueron
lo suficientemente avanzados en el tiempo
y no debido a una pérdida de estabilidad
enzimatica.

Al mismo tiempo corrobora los resultados
obtenidos por otros autores (Campo et al,
1999, 2000; Olivan et al,, 2003) que indica-
ban que la tenderizacién se producia mas
rapido en la carne de terneros {mh/mh) que
en animales {+/+), probablemente debido a
un descenso més rapido del pH gque se
observa en las canales de los primeros des-
pués del sacrificio, io cual acelera la actua-
cion de los enzimas acidicos lisosomales
{Olivan et al., 2004b).
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La alta estabilidad oxidativa de los musculos
glicoliticos, como es el Longissimus dorsi uti-
lizado en el presente trabajo, es debido a su
bajo contenido en grasa intramuscular (Alas-
nier et al,, 1996) tanto saturada (acumulada
en adipocitos) como insaturada (fosfolipidos
de membranas celulares). El LD presenta un
bajo contenido en acidos grasos poliinsatu-
rados (PUFA)} que son los mas susceptibles de
oxidacion (Wilson et al., 1976) presentando
al contrario un mayor porcentaje de acidos
grasos monoinsaturados (MUFA} y méas grasa
saturada (Muriel et a/, 2002) por lo tanto su
velocidad de oxidacidén es menor en compa-
racién con los musculos oxidativos que pre-
sentan una mayor cantidad de fosfolipidos,
los mas abundantes en PUFA (Gray y Pear-
son, 1987).

La oxidacién lipidica es uno de los factores
mas limitantes en la vida media de la carne
durante su maduracion, junto con la pérdida
de agua y la inestabilidad de la mioglobina
(Insausti et al,, 2001} por ello en este trabajo
se aborda el estudio de su evolucidn en los
tiempos de maduracion seleccionados, en
ambas razas bovinas (AV y AM). Los datos
obtenidos reflejan una estabilidad temporal
del nivel de dafio oxidativo en lipidos en la
carne de los terneros (+/+) AV, mientras que fa
de los animales (mh/mh) mostrd un incremen-
to significativo de la peroxidacion lipidica a
partir de los 7 dias de maduracién alcanzan-
do asi el mismo nivel de dafio encontrado en
la raza AM al mismo tiempo de maduracién.
Este incremento observado en los (mh/mh)
parece ser consecuencia de que los animales
de esta categoria aunque presentan un bajo
porcentaje de grasa intramuscular {1-2%), su
nivel de insaturacidon es mayor (Aldai et af,
2006}, probablemente debido a ello su velodi-
dad de oxidacion fue mayor a tiempos tem-
prancs de maduracion. Por el contrario, los
animales (+/+) de las razas AV y AM muestran
el menor nivel de dafio oxidativo a lipidos, lo
cual puede estar relacionado con un mayor
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porcentaje de grasa intramuscular y una
menor relacidon P/S (poliinsaturados/satura-
dos) (Aldai et al,, 2006} ademaés de un proceso
de tenderizacion mas lento (Olivan et al,
2004b).

El proceso de peroxidacién lipidica por su
propagacién de forma exponencial a lo
largo del tejido es unc de [os més dafiinos,
pues se forman radicales peréxidos lo sufi-
cientemente toxicos como para reaccionar
con los PUFA mas cercanos de forma espon-
tanea (Meneghini y Martins, 1993). Se ha
visto que el inicio de la peroxidacion lipidica
se ve favorecido antes del sacrificio del ani-
mal y durante las primeras fases de almace-
namiento del musculo, durante las cuales
tendra lugar su transformacién en carne
(Morrysey et al,1994) por ello el nivel de
dafio lipidico encontrado en trabajos ante-
riores, durante ¢} oreo en animales (mh/mh)
ha sido elevado (Coto-Montes et al.,, 2004},
La ultima fase de la peroxidacién lipidica y
parece ser que una de las mas importantes
tiene fugar durante la manipuiacion, proce-
samiento, almacenaje y cocinado de la car-
ne (Morrisey et al, 1994), por lo que se
esperaria, probablemente, un aumento de
lipidos oxidados durante este periodo con
respecto al que hemos observado durante
el proceso de maduracion a 4 °C.

En conclusién, el presente trabajo revela
gue la actividad de los enzimas antioxidan-
tes, fundamentalmente SOD y CAT en con-
dicicnes de refrigeracion (4 °C), se mantie-
nen a lo largo del tiempo con un patron de
actuacién estable gue se inicia prematura-
mente en la carne de los terneros (mh/mh)
de la raza AV, pero que no se pone de mani-
fiesto durante el tiempo que dura el estu-
dic en animales (+/+} de raza AM. Este dato
es uno mas gque apoya que los procesos
enzimaticos relacionados con la tenderiza-
cién se llevan a cabo més rapidamente en
animales (mh/mh) que en animales (+/+} y
nuestros datos indican que los enzimas
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antioxidantes colaboran en este proceso de
tenderizacién de forma activa. Respecio a
la peroxidacion lipidica, en el periodo estu-
diado, ésta aun no alcanza valores to sufi-
cientemente altos como para que influya
de forma determinante en las caracteristi-
cas organolépticas como el sabor y olor
sobre las cuales ejerce una presién impor-
tante a altos niveles. Sin embargo, es nece-
sario profundizar mas en el papel de los
enzimas antioxidantes sobre [a obtencién
de la terneza Optima de la carne, estudian-
do diferentes musculos y animales proce-
dentes de distintos sistemas de produccion.
Esto podria darnos informacion adicional
de la influencia de la defensa enzimatica
antioxidante sobre la actividad proteolitica
durante la tenderizacion.
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