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Resumen

La calidad de la carne y en concreto la terneza, que es el parametro mas importante para el
consumidor, puede verse afectada por numerosos factores, por lo que conseguir un mayor grado
de homogeneidad en los productos, es una de las mayores preocupaciones de la industria carnica.
Esto requiere un estudio de las caracteristicas de cada producto y de los procesos que afectan a la

calidad y a la tenderizacion de la carne.

Asturias es una regién que se distingue por la produccién de carne de calidad, amparada
por la Indicacion Geografica Protegida (IGP) “Ternera Asturiana”, que engloba distintos
productos de las razas autoctonas “Asturiana de los Valles” (AV) y “Asturiana de la Montana”
(AM) y sus cruces. La raza AV presenta diferentes genotipos dependiendo de la presencia de una
mutacion en el gen de la miostatina que produce hipertrofia muscular, generando diferencias en

los parametros productivos y en la calidad de los distintos productos amparados por la IGP.

La presente Tesis Doctoral tiene como objetivos estudiar la evolucion post-morters de
parametros indicativos de calidad en la carne de vacuno de machos anojos de las razas AV y AM,
asf como desarrollar herramientas analiticas que permitan una prediccion “on-line” de la calidad

de los productos.

Como la terneza final depende del grado de alteracién de la estructura muscular, se
estudiaron los principales sistemas proteoliticos del musculo, encontrandose un papel relevante
de las catepsinas y las calpainas en el proceso de tenderizacion de la carne. Ademas, la evolucion
post-mortemr de estos sistemas enzimaticos mostrd paralelismo con las diferencias de dureza
instrumental observadas, y con la evolucién de los perfiles electroforéticos de las proteinas
miofibrilares y sarcoplasmicas, siendo significativamente mas rapidos todos estos procesos en la
carne de los biotipos con presencia de la mutacién en el gen de la miostatina (mh/mh y mh/+).
Parece por tanto que la hipertrofia muscular adelanta en el tiempo el proceso de tenderizacion,

probablemente debido a que promueve un metabolismo mas glicolitico, que a su vez parece ir



ligado a un agotamiento mas temprano de los sistemas proteoliticos, de modo que estos procesos
también terminan antes, ya que el aumento del tiempo de maduracién reduce las diferencias entre

genotipos.

Otros parametros de calidad de la carne tales como el pH, la capacidad de retenciéon de
agua, la composiciéon quimica o el color mostraron diferencias entre los distintos biotipos
estudiados, haciendo que la percepcion de los principales atributos sensoriales permita distinguir
dos tipos de productos. Por un lado, carne que muestra valores altos de aceptabilidad a tiempos
de maduracion intermedios (entre los 7 y los 14 dias post-morten), caracterizada por altas pérdidas
de jugo, mayor luminosidad y menor engrasamiento intramuscular y que coincide con la carne de
los biotipos con hipertrofia muscular (wh/mhy mh/+) de la raza AV, y por otro lado carne de los
biotipos sin presencia de hipertrofia muscular (+/+) de las razas AV y AM y su cruce (AVXAM)
que muestra mayor contenido graso, mayor nivel de pigmentos heminicos y procesos de
tenderizacion mas lentos, requiriendo tiempos de maduracion mas largos para alcanzar su éptimo

de maduracion.

También se analiz6 la evolucion del perfil electroforético de la fraccion miofibrilar y
sarcoplasmica del musculo, con el fin de identificar cambios relacionados con el proceso de
maduracion post-morten de la carne y poder determinar la presencia de biomarcadores de calidad.
Se encontraron correlaciones significativas entre fragmentos miofibrilares de troponina T vy
troponina I con algunos enzimas metabodlicos, como la creatina kinasa y la gliceraldehido-3-
fosfato deshidrogenasa, observandose que dichos cambios ocurren paralelos a la actividad de las
micro-calpainas y se correlacionan significativamente con la dureza instrumental. La
determinaciéon de estos biomarcadores parece servir para indicar el estadio de maduracion e

incluso permitir clasificar los productos segun la tasa de tenderizacion.

Debido a las desventajas (complejidad, alto coste...) de los métodos analiticos precisos
para determinar los parametros de calidad indicados, se hace necesario desarrollar herramientas
que permitan un analisis rapido y fiable de la calidad de la carne, asi como la caracterizacién “on-
line” de los productos. Por ese motivo, se analiz6 la capacidad de la espectroscopia en el
infrarrojo cercano (NIRS) para la prediccion de parametros de calidad en los productos, tales
como la composiciéon quimica y el perfil de dcidos grasos en la carne, consiguiéndose
predicciones adecuadas para la determinaciéon del contenido en humedad, grasa, proteina,

mioglobina y la proporcién de acidos grasos saturados, ramificados y monoinsaturados. Por todo



ello se propone este método como herramienta facil y rapida para determinar la calidad de los

productos en la industria.

Por dltimo, a partir de la informaciéon obtenida y como linea de investigacion a desarrollar
en el futuro, se proponen nuevas estrategias para la comprension del proceso de conversion del
musculo en carne, a través del estudio de los procesos de muerte celular que tienen lugar en las
primeras horas tras el sacrificio del animal (periodo pre-rigor) y cuyos mecanismos biologicos
pueden tener gran influencia sobre la evolucion de la tenderizacion de la carne y sobre la calidad

tinal del producto, pudiendo proporcionar marcadores tempranos de calidad.






Sumary

Meat quality, in special meat tenderness, which is the most important trait for consumers, is
affected by a wide range of factors; therefore increasing meat quality homogeneity is one of the
major concerns for meat industry. This requires a deep study of every product and processes

affecting meat quality and tenderization.

Beef production in Asturias is distinguised by a quality labell, the Protected Geographical
Indication (PGI) “Ternera Asturiana”, which includes meat from two local breeds “Asturiana de
los Valles” (AV) and “Asturiana de la Montafia” (AM), as well as their crossbreed. AV breed
shows three different genotypes depending on the presence of the mutation in the myostatin
gene which produces muscular hipertrophy and generates quality differences between the

different meat products protected by the PGI.

The aim of the present Doctoral Thesis was to study the post-mortens evolution of different
quality traits in beef from yearling bulls from AV and AM breeds and also to develop analytical

tools that allow “on-line” prediction of meat quality parameters.

Due to the fact that final meat tenderness mainly depends on the degree of destructuration
of the muscle structure, the main proteolytic systems in muscle were studied, finding a relevant
role of cathepsins and calpains in the meat tenderization process. Moreover, their post-norten:
evolution paralelled meat instrumental toughness and the occurrence of changes in the
electrophoretic pattern of miofibrillar and sarcoplasmic proteins, occurring all those changes
faster in meat from biotypes with presence of myostatine mutation (#h/mh and mh/+). It seems
therefore, that muscle hypertrophy brings forward in time the tenderization process, probably
due to the more glycolitic metabolism of muscle in mh-biotypes, but promotes an earlier

exhaustion of the proteolytic systems, so that the differences among biotypes diminished along

ageing.

Other meat quality traits such as pH, water holding capacity, chemical composition or

colour showed differences between the different biotypes studied, thus influencing meat quality



perception and discriminating two main types of products. On the one hand, meat from mh-
biotypes (mh/mh y mh/+) from AV breed, showing high acceptability scores at intermediate
maduration times (7 to 14 days post-morters) characterized by higher drip loss, higher lightness and
lower intramuscular fat content, and on the other hand, meat from biotypes without muscular
hypettrophy (+/+) from AV and AM breeds and their cross-breed (AVxAM) showing higher
intramuscular fat and heminic pigments content and slower tenderization process, thus requiring

longer ageing times to reach their optimum quality.

The evolution of the electrophoretic pattern of miofibrillar and sarcoplasmic proteins was
also analyzed in order to identify changes related with meat ageing processes that could be usefull
as quality biomarkers. Positive significant correlations were found between miofribrillar
fragments of troponin T and troponin I with some metabolic enzymes such as creatine kinase
and glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase, showing parallelisms with the activity of p-
calpains and significant correlations with meat instrumental toughness. Determination of these
biomarkers in cellular extracts could be usefull to indicate the meat maturation state and also to

discriminate meat products according to the tenderization rate.

Due to disadvantages (complexity, high cost...) of conventional analytical methods to
determine meat quality parameters, it is necessary to develop sensitive, fast and non destructive
tecniques that allow “on-line” characterization of meat products. The potential of Near Infrared
Spectroscopy (NIRS) to predict meat quality traits, such as the chemical composition and the
fatty acid profile, was analysed, obtaining good calibration equations for the quantitative
prediction of moisture, fat, protein, myoglobin and the proportion of saturated, branched and
monounsaturated fatty acids. Thus, this method is proposed as an easy, fast and promising tool

for “on-line” control of meat quality in the industry.

Finally, from the information here obtained and as future research trends, new research
strategies are proposed in order to understand the process of conversion of muscle into meat
through the study of Cell Death Processes that occur in the first hours after animal slaughter
(pre-rigor phase) and whose biological mechanisms may greately influence meat tenderization and

final meat quality acquisition and could provide to meat scientist early meat quality markers.
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Introduccién

1. Antecedentes generales.

El sector ganadero representa el 40% del producto interior bruto (PIB) agricola mundial,
genera empleo para 1.300 millones de personas, medios de subsistencia para 1.000 millones de
pobres en todo el mundo y utiliza el 70% de la superficie agricola mundial, es decir, el 30% de la
superficie terrestre (Steinfeld y cols., 2006). Ademas, atendiendo a su ritmo de crecimiento, en las
proximas décadas se convertira en el sector agricola mas importante a nivel mundial en términos

de valor afiadido y uso de tierras.

Desde comienzos de los afnos 80, la produccién, el consumo y el comercio mundiales de
carne han aumentado considerablemente. Estos cambios se relacionan con el crecimiento de la
poblaciéon mundial, la urbanizacién y el incremento de los ingresos internos en los paises en
desarrollo, asi como con los cambios en los patrones de consumo, detonantes de un incremento
global de la demanda de alimentos de origen animal (Delgado y cols., 1999). Por todo esto, se
estima que el consumo mundial de carne seguird aumentando a un ritmo del 2 % al afio hasta
2015. La mayor parte de este aumento se producira en el mundo en vias de desarrollo, donde se
prevé que el consumo crecera un 2,7 por ciento al afio, frente a un incremento del 0,6 por ciento

al afio en el mundo desarrollado (FAO, 2002).

La sucesion, en los dltimos afios, de crisis en los mercados de la carne debidas a la aparicion
de enfermedades y alertas sanitarias como las dioxinas, la peste porcina, la encefalopatia
espongiforme bovina o la fiebre aftosa, han generado situaciones de alarma entre los
consumidores y grandes alteraciones en la evolucion normal de los precios y de la produccion del
sector ganadero, con consecuencias muy graves para sus productores. Al contrario de lo que
ocurre a nivel mundial, en Europa el consumo de carne de vacuno ha ido disminuyendo, y las
previsiones no son mejores, puesto que se prevé una disminuciéon ain mayor a medio plazo de la
produccion (descenso del 4,8%) y del consumo (0,8%) de vacuno como consecuencia de la crisis
economica, en favor de la produccién de carne de porcino y aves de corral (Direccion General de
Agricultura y Desarrollo Rural, Comision Europea, 2009). Ante esta situacion, y la creciente
dependencia de carne de vacuno de importacidn, el desafio para la Unién Europea es el
mantenimiento del tejido productivo en el medio rural y la producciéon de carne de calidad

diferenciada que pueda hacer frente a la importacion de carne de menor coste.
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En los paises desarrollados, los requerimientos de los consumidores se centran, cada vez mas,
en la confianza y seguridad que les reporta el producto que compran, ademas de exigir mejores
cualidades organolépticas y una mayor garantfa sanitaria. Una de las herramientas disponibles para
cubrir esta demanda son las marcas de calidad. El Comité Econémico y Social Europeo (2008)
destaca una tendencia generalizada por parte de los consumidores a conceder importancia al
origen de los productos, una caracteristica que influye en la elecciéon de compra. Del mismo
modo, los consumidores parecen dispuestos a pagar mas por la certificacion de los productos con
denominacién de origen, considerados, por lo general, mas seguros y de calidad superior, que
tienen un sabor, textura y apariencia propios, lo que les hace diferenciarse de otros productos

similares.

En nuestro pais, la actividad ganadera aporta en torno a un 40% de la produccién final
agraria. El sector vacuno espafiol es, dentro de las producciones ganaderas, el tercero en
importancia econémica por detras del porcino y ovino, representando a finales de 2008
aproximadamente el 10,6% de la produccién final ganadera. En relacion con la Unién Europea,
ocupamos el quinto lugar en cuanto a censo y producciéon de vacuno de carne, por detras de
paises con amplia tradiciéon en este sector, como Francia o Alemania, aportando el 7,3% del
censo total europeo. Por Comunidades Autéonomas, el primer lugar en nimero de cabezas de
ganado, lo ocupa Castilla y Le6n (20%), seguido de Galicia (14%), Extremadura (13%), Andalucia
y Catalufia (ambas con un 10%), ocupando Asturias el quinto lugar (7%) (MARM, 2008). Sin
embargo, también en nuestro pais, la tendencia de consumo de carne de vacuno ha registrado, en
los dltimos tres afios, descensos paulatinos como consecuencia de multiples factores como son
los cambios en los habitos de consumo, cambios sociologicos y demograficos, el incremento de

su precio y la competencia con otras carnes (MARM, 2008).

1.1 Situacion actual del sector carnico en Asturias.

En la Cornisa Cantabrica, las condiciones edafo-climaticas y la tradiciéon socio-econémica
hacen que la ganaderia sea la actividad dominante en el sector primario. En el caso particular del
Principado de Asturias, la actividad ganadera, fundamentalmente de vacuno de leche y de carne,
tiene una trascendencia significativa, tanto a nivel econémico, como por su incidencia sobre la
ordenacion territorial, el mantenimiento de poblacién en las zonas rurales, la conservacion de los
recursos naturales y la biodiversidad e incluso sobre el control del cambio climatico. Sin embargo,

el sector ganadero ha sufrido importantes reestructuraciones tanto a nivel nacional como regional
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en los ultimos afos, derivadas principalmente de los cambios econémicos y sociales, asi como de
las directrices promovidas por la Politica Agraria Comunitaria (PAC). Desde los anos 80, la
orientacion hacia la producciéon carnica de las explotaciones asturianas ha ido ganando
protagonismo, debido a una disminucién paulatina de la produccién lechera. Sin embargo, las
politicas de abandono de la actividad ganadera, el aumento de los costes de producciéon y la
extension de enfermedades, como la lengua azul, estan produciendo nuevamente un retroceso
productivo en algunas zonas, que tiene visos de irse agravando debido al envejecimiento de los
titulares de las explotaciones ganaderas y la escasa incorporacién de la poblacion joven a estas
actividades. La cabafia ganadera asturiana que en la actualidad se compone de mas de 500.000
ejemplares, estando altamente especializada en ganado bovino, ha mostrado una disminucién
paulatina en los dltimos diez afios. Entre los pequefios rumiantes, los censos ovinos y caprinos se
han visto reducidos en un 40% y un 37 %, respectivamente segun las estadisticas publicadas por
la Sociedad Asturiana de Estudios Econémicos e Industriales (SADEI) en 2009. En cuanto a la
cabana bovina, ha tenido un descenso de mas de 63.000 cabezas y mas de 11.000 explotaciones
segun los informes de la Consejeria de Medio Rural y Pesca (SADEI 2009). Estos descensos
reflejan en gran medida las politicas de abandono de actividad y la reduccién estructural de la

cabana lechera.

En Asturias coexisten distintas razas de ganado bovino: la Frisona y la Pardo Alpina (razas
europeas introducidas en Espafia) y las razas autéctonas Asturiana de los Valles “AV”
(considerada raza “De Fomento”, es decir, que por su censo y organizacién se encuentran en
expansion) y Asturiana de la Montafia “AM” (considerada en “Peligro de Extincién”, es decir,
que se encuentra en grave regresion o en trance de desaparicion, de acuerdo con los criterios
establecidos a nivel nacional o internacional) (Real Decreto 2129/2008). El mayor descenso de
efectivos en los ultimos afos se dio entre las vacas mestizas (cruces de las razas carnicas,
incluyendo la raza Pardo Alpina), cuyo censo se redujo un 45%, y las de raza Frisona (reduccion
del 30%), mientras que el nimero de vacas de las razas carnicas AV y AM se increment un 8% y
un 31%, respectivamente. Esta evolucidn, incentivada en gran medida por las subvenciones
recibidas en los dltimos afos a las vacas nodrizas, refleja ademas la excelente adaptacion de estas
dos razas autéctonas asturianas a los sistemas productivos propios de la region, existiendo sin

embargo entre ellas notables diferencias productivas y de implantacion.

La raza AV es la dominante en cuanto a numero de efectivos (mas de 90.000 hembras

reproductoras en 2000). Es una raza de maduraciéon tardia, gran desarrollo muscular y bajo
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contenido en grasa (Franco, 1997; Piedrafita y cols., 2003; Aldai y cols., 2006, 2007) que esta muy
bien valorada en el sector por su excelente aptitud carnica debido, principalmente, a la elevada

incidencia en la poblacién del fenémeno de 1a hipertrofia muscular (Figura 1).

VACA "ASTURIANA DE LOS VALLES™

Figura 1. Ejemplar de la raza “Asturiana de los Valles”.

Dicho fenémeno esta causado por una mutacion inactivante del gen de la miostatina (Grobet
y cols., 1997), que produce terneros culones, con hiperplasia (aumento del nimero) e hipertrofia
(aumento del tamafio) de fibras musculares, lo que redunda en un elevado rendimiento carnicero
de la canal, produciendo estos genotipos canales de mayor conformacién (Figura 2) y menor

engrasamiento (Piedrafita y cols., 2003; Alberti y cols., 2005; Alzén y cols., 2007).

Figura 2. Canales de animales de la raza “Asturiana de los Valles” con distinto genotipo
respecto al gen de la miostatina, siendo la canal izquierda de un individuo normal y la derecha de
un individuo homocigototo recesivo para la mutacién (culén).
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Ademis, la carne procedente de los animales homocigotos culones (wh/mh) tiene menor
contenido de grasa intramuscular, carne mas clara y menor capacidad de retencion de agua que la
de los terneros de genotipo normal (+/+) de la misma raza, presentando los terneros
heterocigotos (mh/+) caracteristicas intermedias (Olivan y cols., 2004a; Aldai y cols., 2000).
También se han observado diferencias en el perfil lipidico de las grasas, mostrando la carne de los
animales culones AV (wh/mh) menor proporcion de édcidos grasos saturados (SFA) vy
monoinsaturados (MUFA) y mayor proporcion de acidos grasos poliinsaturados (PUFA) que la
de los otros genotipos (Aldai y cols., 2006). Ademas, estos individuos presentan diferencias en
cuanto a las caracteristicas metabolicas de las fibras musculares de la carne, observandose que la
carne de los terneros culones AV (mh/mh) tiene mayor actividad glicolitica que la de los animales

heterocigotos AV (mh/+), asi como menor contenido de coliageno (Olivan y cols., 2004a).

Con respecto a la dureza de la carne, existen resultados contradictorios obtenidos en
diferentes estudios. Asi, Olivan y cols. (2003a) encontraron valores mas altos de dureza
instrumental de la carne en animales AV culones que en heterocigotos y normales a los 7 dias
post-mortem. Sin embargo, experimentos posteriores no mostraron diferencias (Olivan y cols.,
2003b) o incluso mostraron valores de dureza instrumental mas bajos en culones (Olivan y cols.,

2004a,b).

Por otro lado, la raza AM cuenta con menor numero de efectivos, aunque muestra en los
ultimos afios una importante recuperacion de censos, habiendo superado el techo de 10.000

hembras reproductoras.

VACA "ASTURIANA DE LA MONTARA"

Figura 3. Ejemplar de la raza “Asturiana de la Montafia”.

Esta raza (Figura 3), mas rustica, de maduracién temprana y de menor formato que la
anterior, produce terneros de peor conformacién y menor rendimiento carnicero, mayor
contenido graso y carne mas oscura y oxidativa, con mayor contenido en mioglobina, como

corresponde a las razas mas rusticas (Gil y cols., 2001; Piedrafita y cols., 2003; Aldai y cols.,
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2000), pero esta muy bien valorada por su calidad sensorial, por lo que tiene gran reconocimiento
en la restauracion. Hsta raza se explota en régimen extensivo para produccién de carne,
principalmente en la zona oriental del Principado de Asturias (Figura 4), donde cumple un papel
fundamental en el mantenimiento del medio rural, estando muy adaptada a zonas desfavorecidas

de alta montafa.

Figura 4. Distribucién geografica por concejos de las razas bovinas asturianas AV y AM.

Los productos de ambas razas, asi como de los cruces entre ellas, se encuentran amparados
por la Indicacién Geografica Protegida (IGP) “Ternera Asturiana”, distintivo de calidad que
desde su aprobacién en el afio 2001 muestra un crecimiento continuado, ocupando el segundo
puesto en el mercado nacional de carnes frescas de ternera amparadas por una IGP de calidad,
tanto por su nivel de produccién (18.980 animales sacrificados en 2009), como por el valor
econémico total (19,40 millones de euros), siendo superada a nivel nacional sélo por la IGP

“Ternera Gallega”.

De los distintos productos que comercializa la IGP “Ternera Asturiana”, que segun la edad
pertenecen a la categorfa “ternera” (menor de 12 meses, 60% de la produccién) o “afojo” (de 12
a 18 meses, 40% de productos), las estadisticas muestran que el tipo de producto mayoritario que
se sacrifica es un animal de la raza AV (88%), macho (70%) y de caracter culén (74%). Por lo
tanto, la hipertrofia muscular juega un papel fundamental en la calidad de la carne de la IGP

“Ternera Asturiana”.

1.2 Calidad de la carne: parametros indicativos.

La calidad es un término complejo de definir. El concepto de calidad mas extendido es el que
la define como “la adecuacion al uso”, es decir, la capacidad de un producto para satisfacer las

expectativas de los consumidores.

En el caso de un alimento, la calidad engloba diferentes conceptos:
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Calidad higiénico-sanitaria: que no presente contaminacién microbiana ni sustancias

toxicas.

Calidad nutritiva: que aporte los nutrientes necesarios para satisfacer las necesidades del

organismo.

Calidad organoléptica: que ofrezca durante su consumo cierta cantidad de sensaciones

satisfactorias de caracter sensorial.

Calidad tecnoldgica: que mantenga las caracteristicas necesarias para el desarrollo de

determinados procesos de transformacion en la industria y de manejo y conservacion.

Calidad de servicio: que tenga ciertas cualidades culinarias o cierto formato de

presentacioén que permita que sea facil de preparar y/o consumit.

Calidad simbolica: que posea ciertas caracteristicas que el consumidor asocie con una
mayor calidad como por ejemplo, crianza en campo frente a cebadero, producto fresco

frente a congelado, imagen de una determinada marca, etc.

Atendiendo a las distintas definiciones de calidad, existen diversos parametros y atributos

indicativos de la calidad de la carne, como son, el pH, el color, el contenido en pigmentos, la flora

bacteriana, la capacidad de retencién de agua, la composiciéon quimica y energética, los niveles de

oxidacion lipidica, propiedades de textura, atributos sensoriales como olor, gusto, aromas

percibidos durante la masticacién, etc. Dichos atributos de calidad no pueden considerarse

independientes, ya que estan muy relacionados entre si y su interaccién proporciona las

caracteristicas globales de calidad de carne.

De todos ellos, los principales indicadores de la calidad tecnolégica y organoléptica de la

carne que vamos a considerar en esta Tesis son:

El pH, que se define como el logaritmo negativo de la concentraciéon de protones de una
disoluciéon. Su valor se expresa en una escala de O (dcido) a 14 (basico). Es un atributo
determinante de la calidad de la carne, ya que afecta a los procesos bioquimicos que
tienen lugar durante la transformaciéon del musculo en carne, influyendo directamente
sobre la estabilidad y propiedades de las proteinas y sobre las caracteristicas fisico-

quimicas de la carne. Tras la muerte del animal, una vez que se corta el flujo sanguineo, se
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genera ATP mediante la glucolisis anaerébica a partir de la glucosa almacenada en el
musculo en forma de glucégeno. La acumulaciéon de metabolitos intermedios de esta via,
en particular acido lactico y otros acidos organicos, provoca un descenso del pH
muscular, que en vacuno oscila desde los valores fisiolégicos cercanos a 7 hasta valores
ultimos entre 5,5 — 5,7 que se alcanzan a las 24h o 48h post-mortem. 1La evoluciéon del pH
tras el sacrificio puede tener un profundo efecto sobre las propiedades sensoriales y
tecnologicas de la carne, afectando al color, la textura y el grado de exudacion, asi como a

la degradacion proteolitica de la carne.

El Colot, es una de las cualidades mas importantes de la carne, ya que es el primer
atributo que el consumidor puede apreciar y por lo tanto motivara su aceptacion y opcion
de compra. El color de la carne dependera de la estructura y tipo de musculo, de la
concentraciéon de pigmentos heminicos (principalmente mioglobina) que contenga el
musculo y del estado de oxidacién de los mismos. El contenido de mioglobina en el
musculo depende de diversos factores productivos, tales como especie, raza, edad,
musculo, tipo de alimentacién, etc, mientras que su estado de oxidacién o
desnaturalizacién dependera de procesos post-morte que se ven afectados por la
disminucién de la temperatura y la tasa de descenso de pH, asi como de los tiempos de
almacenamiento y las condiciones de comercializaciéon. Dependiendo del estado de
oxidacién del atomo de hierro del grupo hemo podemos diferenciar tres formas

diferentes del pigmento que proporcionaran distinta tonalidad a la carne (Figura 5).

Deoximioglobina (Mb)

Fe+2
oxigenaci 6n deoxigenaci 6n oxidaci 6n
reducci 6n
Oximioglobina (MbO ) oxidaci 6n . Metamioglobina (MMb)
Fet2 Fe+3

Figura 5. Interconversion redox de los pigmentos de la carne.

Asi, en ausencia de oxigeno, el pigmento estara en la forma deoximioglobina o

mioglobina reducida (Mb) que tiene un color rojo-purpura. En contacto con el aire el
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pigmento se oxigena y se transforma en oximioglobina (MbQO,), que confiere al musculo
una coloracién rojo brillante mas atractiva para los consumidores. Tanto la
deoximioglobina como la oximioglobina pueden reaccionar con el oxigeno, de modo que
se produce la forma oxidada del pigmento, llamada metamioglobina (MMb), que tiene un
color parduzco apagado que los consumidores asocian con una pérdida de calidad del

producto (Mancini y Hunt, 2005).

Técnicamente, el color percibido se define como “el atributo visual que se compone de
una combinacién cualquiera de contenidos cromaticos y acromaticos” (CIE, 1978). Asi,
para determinar el color de una forma objetiva, los colores se transforman en valores
triestimulo del espectro visible: rojo(x), verde (y) y azul (z) que, a su vez, son
transformados matematicamente en coordenadas que definen el color. Las coordenadas
que mas se conocen son las caracteristicas del espacio de color CIE, representadas con las
letras L*, a* y b*, donde la coordenada L* es el indice de luminosidad, representado en
una escala de 0 (toda la luz es absorbida: negro) a 100 (toda la luz es reflejada: blanco), la
coordenada a* representa el indice de rojo que oscila de +60 (rojo) a —60 (verde) y, por
ultimo, la coordenada b* representa el indice de amarillo y tiene un rango de variacién

entre +60 (amarillo) y -60 (azul) (CIE, 1978).

La Capacidad de retencion de agua (CRA), se define como la habilidad de la carne
para retener su contenido acuoso durante la aplicacion de fuerzas externas como pueden
ser gravedad, corte, calentamiento, picado o presiéon (Zhang y cols., 2005). La parte
muscular de los mamiferos contiene alrededor de un 75% de agua, que disminuye como
consecuencia de fenémenos de evaporacion, pérdidas por gravedad, presion, cocinado,
descongelado, etc. Offer y Tricnick (1983) presentaron evidencias de que la mayor parte
del agua en el musculo es retenida por fuerzas capilares entre los filamentos finos y
gruesos de las miofibrillas. La CRA en carne esta en su minimo cuando se alcanza el
punto isoeléctrico de las proteinas (pH entre 5,0-5,5), que es el pH ultimo de la carne tras
sufrir el 7igor mortis. Hamm (1986) propuso cuatro maneras diferentes de medir este
atributo: pérdidas por goteo, determinadas por la formacién de exudado sobre la carne
sin aplicacion de fuerzas externas, pérdidas por descongelacion, pérdidas por cocinado y
jugo exprimible, resultante de la aplicacion de fuerzas externas como pueden ser la

compresion, centrifugacion o succién. Posteriormente, Honikel (1998) describi6é los

11
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métodos de referencia para determinar las pérdidas por goteo (drip loss) en carne cruda y

las pérdidas de agua en carne cocinada.

La Composicion quimica, tiene gran relevancia sobre la calidad, ya que la carne es un
componente importante de la dieta humana, que aporta un amplio rango de nutrientes:
proteinas, grasas, agua, minerales y vitaminas. Ademas la composicion de la carne afecta a
su calidad tecnoldgica, higiénica, sensorial y de servicio. En general, se puede decir que la
carne contiene entre 71 y 75% de agua, de un 20 a un 23% de proteinas, de 1 a 6% de
grasa, un 1% de sustancias minerales y menos de un 1% de hidratos de carbono. Sin
embargo, hay muchos factores que influyen sobre la composicion quimica de la carne,
sobre todo en el contenido graso, como la especie, raza, genotipo, estado fisiologico,
dieta, sistema de manejo, tipo de musculo, etc. Estos factores no soélo afectan al
contenido total de grasa intramuscular, sino también al perfil lipidico de la misma, que
tiene gran interés desde el punto de vista de la salud humana, y ademas, puede tener
efectos sobre determinados atributos sensoriales como el flavor, la textura y el color, y
afectard a la estabilidad oxidativa de la carne durante la maduracion post-mortem (Farmer,

1994; Wood y cols., 2003).

La Terneza, es uno de los parametros indicativos de calidad mas importantes,
especialmente en la carne de vacuno. Szczenesniak (1963) la defini6 como “la
manifestacién sensorial de la estructura del alimento y la forma de reaccionar de esta
frente a la aplicacion de fuerzas”. La terneza de la carne puede ser evaluada por diferentes
métodos mecanicos (corte, compresion, penetracioén), estructurales o quimicos, ademas
del andlisis sensorial. Uno de los métodos mas utilizados para medir la dureza
instrumental es el método mecanico de corte o cizalla mediante la célula de Warner-
Bratzler, que mide la fuerza necesaria para cortar un pedazo de carne con una cuchilla de
borde romo. Existen numerosas fuentes de variacion en la terneza que pueden deberse
no sélo a diferencias en raza, sexo, alimentacion, peso vivo y estrés ante-mortem, sino
que también la terneza de la carne dependera desde un punto de vista fisico de cambios
post-mortem en la arquitectura e integridad de la célula muscular esquelética, de cambios
en la longitud sarcomérica, de la cantidad de tejido conectivo y enlaces cruzados de las
fibras de colageno, del tamafio y cantidad de depdsitos de grasa intramuscular y también

de la actividad de enzimas proteoliticos sobre proteinas miofibrilares, que podrian
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explicar la mayor parte de la variacién de calidad en la carne madurada (Smith, 2001;

Koohmaraie y cols., 2002; McCormick, 2009).

Calidad Sensorial. El analisis sensorial se basa en un conjunto de técnicas que permiten
valorar las propiedades sensoriales de un alimento, es decir, los atributos de ese alimento
que se pueden detectar por medio de los sentidos. A pesar de que existen numerosos
métodos analiticos de laboratorio que permiten medir con precision diversos parametros
que definen la calidad de los alimentos, cada vez se tiene mas en cuenta que sélo los
jueces humanos pueden integrar todas las sensaciones sensoriales que va a percibir el
consumidor, de modo que el andlisis sensorial es una herramienta util, necesaria y
complementaria de otros analisis instrumentales o quimicos. En todo estudio de analisis
sensorial, al ser los instrumentos de medida los seres humanos, es necesario cumplir
escrupulosamente determinadas pautas de actuacién, evitando al maximo las fuentes de
variacién o error, por lo que la obtencién de medidas objetivas que aporten una
informacién precisa y reproducible exige un control riguroso de los métodos vy
condiciones de las pruebas y la aplicacion de un disefio experimental correcto (Guerrero y
Guardia, 1998). Los principales componentes de la palatabilidad de la carne que se suelen
evaluar son terneza, jugosidad, calidad e intensidad de olor y flavor, masticabilidad y
apreciacion global (Monsén y cols., 2005; Serra y cols., 2008). En los estudios de
consumidotres se realizan valoraciones hedonicas de atributos basicos como son flavor,
jugosidad, terneza y aceptabilidad global (Monsén y cols., 2005; Font i Furnols y cols.,
2009).

El Estado oxidativo. Las modificaciones que se van produciendo a lo largo de la
maduracion  post-morters en las biomoléculas musculares incluyen un descenso de la
defensa antioxidante y un incremento del grado de oxidacién de lipidos y proteinas por la
accion de radicales libres (Renerre, 1999), con consecuencias sobre la calidad sensorial y la
textura final de la carne. En el musculo, la oxidacion lipidica se inicia a nivel de las
fracciones de fosfolipidos de membrana, debido principalmente a sistemas autocataliticos
de radicales libres en cadena. Se sabe, ademas, que la oxidacién de las proteinas altera su
estructura secundaria y terciaria y puede conducir a la formacién de agregados (Grune y
cols., 2004) y en ocasiones inactivaciéon de enzimas, lo que puede afectar negativamente a
la tenderizacion de la carne (Rowe y cols., 2004a,b). Para tratar de contrarrestar los

efectos de la oxidacion, existen en las células una serie de enzimas antioxidantes como

13



Introducciéon

son la Superéxido Dismutasa (SOD), la Catalasa (CAT) y el taindem glutation
peroxidasa/reductasa (GSH-Px/GSH), que son capaces de neutralizar la energia de las
especies reactivas de oxigeno metabolizando los radicales libres o sus intermediarios
reactivos, transformandolos en productos sin efectos nocivos para los tejidos. El método
mas utilizado en alimentos, y en particular en la carne, para medir el estado oxidativo, es
el indice TBARS, que mide la cantidad de malonaldehido que se produce como resultado
de la peroxidacion de las grasas y que generalmente esta altamente correlacionado con la

calidad sensorial.

1.3  Factores que afectan a la calidad de la carne.

La calidad de la carne depende de diversos factores intrinsecos propios del animal (raza,
genotipo, sexo y edad) y extrinsecos o ligados al proceso productivo (alimentacién, castracion),
ademas de otros relacionados con el manejo del animal y la canal en los momentos previos y
posteriores al sacrificio (transporte, tiempo de espera, ayuno, estrés, método de aturdimiento,
sangrado, enfriamiento de la canal, tiempo de maduracion, envasado, etc...). Dichos factores

pueden dividirse en funcién del espacio temporal en el que actian.

1.3.1 Factores ante-mortem: raza, hipertrofia muscular, sexo, edad,

alimentacion.

1.3.1.1 Efecto de la raza.

La raza es un factor muy importante que afecta a muchas caracteristicas productivas de los
animales y también a la calidad final de la carne. Se han realizado diversas clasificaciones de
distintas razas de ganado vacuno atendiendo a criterios productivos (razas carnicas us razas
lecheras), a la velocidad con la que alcanzan la madurez, lo que determinara su edad 6ptima de
sacrificio (maduracion rapida o lenta), al tamafio corporal, etc. Un estudio reciente de Alberti y
cols. (2008), que incluye varias razas locales europeas, establece la siguiente clasificacién

atendiendo a parametros productivos:

- Razas especializadas en producciéon de carne: comprende razas caracterizadas por una
gran musculatura, maduracioén tardia y bajo o moderado contenido graso, como la Piamontesa,

Asturiana de los Valles, Pirenaica, Limousin, South Devon, Charolais y Aberdeen Angus.
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- Razas lecheras y autéctonas: con poca musculatura y compacidad y niveles elevados o
medios de grasa. Entre ellas estarfan razas del tipo Jersey, Asturiana de la Montafia, Morucha,

Highland, Holstein y Roja Belga.

- Grupo intermedio: de razas caracterizadas por una conformacién muscular y contenido

graso intermedio, que comprenderfa a las razas Avilefia, Marchigiana y Simmental, entre otras.

La raza afecta a la composiciéon quimica de la carne, sobre todo, cuando se comparan razas
de madurez precoz y tardia, ya que a la misma edad las primeras presentan una proporcion mas
baja de musculo y mas alta de grasa. También existen diferencias en la composicion grasa
dependiendo de la raza (Insausti y cols., 2004, Aldai y cols., 2006), como por ejemplo en la
proporcion de SFA y PUFA como hemos apuntado en las razas autdctonas asturianas AV
(aptitud carnica) y AM (raza rastica). Ademas, las razas rasticas presentan mayor contenido en
fibras rojas (de contraccion lenta y metabolismo oxidativo), las cuales se caracterizan por poseer
mayor cantidad de mioglobina, mayor nimero de mitocondrias y concentraciones de glucégeno

mas bajas (Hocquette y cols., 2005; Lefaucheur y cols., 2010).

En cuanto al efecto de la raza sobre la textura, Smith (2001) afirmé que el ganado vacuno
criado y seleccionado durante siglos para la traccion tiene mas tejido conectivo y colageno con
mayor grado de cruzamiento de enlaces, que el ganado que ha sido criado y seleccionado para
producir carne. Analogamente, Failla y cols. (2004) indicaron que la carne de razas rusticas,
concretamente de las razas espafiolas Asturiana de la Montafia y Avilefia, era mas dura que la de
razas con elevada aptitud carnica como la Piamontesa. Asi mismo, Vieira y cols. (2002),
comparando Morucha (rastica) con el cruce mejorado de aptitud carnica (Morucha x Charolés)
encontraron que la carne de vacuno proveniente de la raza rdstica necesita un periodo de
maduracion mas largo para alcanzar el mismo grado de terneza. De igual manera, Safiudo y cols.
(2004), observaron en animales de edades similares (machos enteros afiojos) que el musculo
Longissimus thoracis de razas rusticas y de doble aptitud presentaba una mayor dureza a tiempos

cortos de maduracion (7 dias) que en las razas de aptitud carnica.

En cuanto al efecto de la raza sobre la calidad sensorial, existen resultados muy dispares,
posiblemente porque el efecto de la raza interacciona con otros como son el sexo y la edad del
animal, el manejo y el tipo de alimentacién. Asi, Wheeler y cols. (2005) apenas encontraron
diferencias en la calidad sensorial comparando siete razas carnicas europeas, mientras que Ikeman

y cols. (2005), en un estudio realizado con catorce razas, concluyeron que existen importantes
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efectos genéticos sobre los atributos sensoriales. También Campo y cols. (1999) encontraron
diferencias al comparar siete razas espafiolas en muchos de los parametros sensoriales estudiados,
si bien apuntaban que el efecto del tiempo de maduracién resulté mas importante que el de la
raza, coincidiendo ésto con los resultados obtenidos por Monsén y cols. (2005). Parte de las
diferencias encontradas entre razas radican, posiblemente, en diferencias genéticas en la actividad
enzimatica del musculo y su composicion, especialmente en relaciéon a los niveles de grasa o tipo
de fibra (Mandell y cols., 1997; Safiudo y cols., 2004). Diferentes razas requeriran de diferentes
sistemas de produccién, por lo que una adecuada combinaciéon de ambos permitirfa generar

productos de calidad diferenciada (Alberti y cols., 2008).
1.3.1.2 Efecto de la hipertrofia muscular.

El alto grado de desarrollo muscular observado en algunas razas europeas como la Azul
Belga, Piamontesa, South Devon o Asturiana de los Valles, esta asociado con un sindrome
genético producido por una mutaciéon en el gen regulador de la miostatina. L.a miostatina es un
factor de crecimiento secretado por las células musculares que actia inhibiendo su crecimiento
(McPherron y Lee, 1997, Thomas y cols.,, 2000). La presencia de esta mutaciéon produce
miostatina no funcional, lo que ocasiona un incremento en la masa muscular debido a un
incremento del tamafio (hipertrofia) asi como del numero (hiperplasia) de las fibras musculares
(Swatland y Kieffer, 1974; Ansay, 1976) produciendo fenotipos hipermusculados conocidos
como “double-muscled”, “doble grupa” o “culones” (Arthur, 1995; Joulia-Ekaza y Cabello,
20006). Aunque existen distintos tipos de mutaciones en este gen, la mas comun consiste en una
deleccion de 11 pares de bases que es la que presenta la raza Asturiana de los Valles (Grobet y
cols., 1997; Warner y cols., 2010). La herencia del caracter se ajusta a un modelo de un tnico gen
autosomico parcialmente recesivo con penetrancia incompleta (Ménissier, 1982), de tal manera
que no todos los animales homocigotos para una mutaciéon del gen expresan el caracter. En
general, los animales pueden clasificarse como homocigotos positivos para la mutacion (wh/ mh),
que suelen exhibir musculatura extrema (culones), heterocigotos para la mutacién (mh/+),
expresando una musculatura intermedia entre los homocigotos positivos y los normales (+/+),
que son aquellos animales sin mutaciéon. Este sindrome afecta a muchas otras caracteristicas
fisiologicas e histologicas y su grado de expresion dependera de sus antecedentes genéticos (raza,

haplotipo de la mutacién) y otros factores como dieta, sexo, etc.
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La hipertrofia muscular produce una serie de efectos negativos para la producciéon animal,
como son problemas de fertilidad, mayor susceptibilidad al estrés, menor viabilidad de las

camadas y retraso en la madurez sexual (Ménissier, 1982; Arthur, 1995).

En lo que respecta a la produccion carnica, la presencia de la hipertrofia muscular produce
canales con mayor proporcion de musculo, menor proporciéon de hueso, menor cantidad de
tejido conectivo y mucha menor proporcion de grasa (subcutanea, inter e intramuscular) que las
canales convencionales (Arthur, 1995; Fiems y cols., 2000). Ademas de menor proporciéon de
grasa, esta grasa presenta diferente composiciéon de modo que diversos estudios encontraron en
animales culones de distintas razas (Asturiana de los Valles, Azul Belga, South Devon) menor
proporcién de acidos grasos saturados con respecto a los poliinsaturados que en los individuos
normales (Raes y cols., 2001; Aldai y cols., 2006; Wiener y cols., 2009). Ademads, muchas otras
caracteristicas de la carne se ven también afectadas por la mutacién, por ejemplo el color, de
modo que la carne procedente de los animales homocigotos para la mutacién es mas clara que la
de los normales (Clinquart y cols., 1994; Fiems y cols., 1995; Aldai y cols., 2000), lo que podria
deberse tanto a la mayor proporcion de fibras blancas en el muisculo (Fiems y cols., 1995) como
al menor contenido en pigmentos heminicos (Morita y cols., 1970; Arthur, 1995; Fiems y cols.,
2000). También se ha observado que la carne de terneros culones presenta una menor capacidad
de retencién de agua (Boccard, 1981; Uyterhaegen, 1994; Aldai y cols., 2006). En cuanto a la
dureza de la carne, es preciso destacar la alta variabilidad encontrada en los terneros afectados por
hipertrofia muscular. En general, se ha descrito que la carne de los terneros culones es mas tierna
que la de los terneros de genotipo normal, en parte debido a su menor contenido de colageno en
el musculo y la menor cantidad de enlaces cruzados no reducibles, es decir, mayor solubilidad y
por tanto menor dureza residual (Boccard, 1981; De Smet y cols., 1998; Olivan y cols., 2004a).
Sin embargo, en la bibliografia existente hay numerosos estudios que han descrito valores altos de
dureza en carne de terneros culones, de distintas razas, comparados con animales de genotipo
normal (Clinquart y cols, 1994, Uytterhaegen y cols., 1994; Fiems y cols., 2000). Estas diferencias
entre estudios pueden atribuirse a la utilizacién de animales de diferente raza, edad, peso, dieta,
nivel de alimentacion o a la realizacién de los andlisis sobre distintos musculos y/o en distintas

condiciones de maduracién y cocinado.

Con respecto a las caracteristicas sensoriales, Wiener y cols. (2009), en un estudio realizado
en la raza South Devon, encontraron que la presencia de la hipertrofia muscular se asociaba con

una peor valoracién del flavor y en general con peor aceptabilidad de la carne, coincidiendo con
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Wheeler y cols. (2001), que demostraron una reduccion en la intensidad del flavor y la jugosidad
de la carne de terneros cruzados (Hereford o Angus con Piamontesa), homocigotos para la

mutacion.
1.3.1.3 Efecto del sexo o del estado fisioldgico.

Los estudios enfocados a comparar la calidad de la carne y de los productos carnicos
atendiendo al sexo (machos »s hembras) o estado fisiolégico (castrados »s enteros) han generado
resultados variables, tal y como apuntan las revisiones realizadas por Field (1971) y Seideman y
cols., (1982), lo cual podria deberse a la utilizacién en los diversos estudios de animales de
diferentes razas, pesos, dietas y sistemas de manejo. Existen diferencias musculares entre sexos
que se muestran de forma notable tras la pubertad del animal y que pueden deberse a la
producciéon de hormonas sexuales, en concreto la testosterona (Schreurs y cols., 2008). Estas
diferencias hormonales afectan a la composicién del muisculo, de modo que en los machos la
testosterona favorece una rapida formacién de musculo en contra de la deposicién de grasa,
haciendo que la carne de machos presente un menor contenido graso que la de hembras o
machos castrados, lo que afectara a las caracteristicas fisico-quimicas y sensoriales de la carne. Las
hembras presentan ademas un menor diametro de las fibras musculares (Church y Wood, 1992),
lo cual influye sobre la textura de la carne. Por otro lado, la carne de los animales machos tiene
mayor tendencia a incrementar su dureza con la edad en comparacion con las hembras, lo que
podria deberse en parte al posible efecto estimulador de la testosterona sobre el contenido de
colageno (Seideman y cols., 1982; Gerrard y cols., 1987). Por todo esto, generalmente la carne de
las hembras es de mejor calidad sensorial que la de los machos (Riggs y cols., 1967; Purchas y
cols., 2002; Fiems y cols., 2003), sin embargo en el mercado predomina la carne de animales

machos, ya que gran parte de las hembras se reservan como nodrizas en las explotaciones.

En cuanto al efecto del estado fisiol6gico o castracion, Purchas y cols. (2002) encontraron
en animales de raza Angus de distintos rangos de edad (16-18 meses y 24-28 meses) y distintos
niveles de crecimiento (rapido, restringido y lento), que la carne de los terneros castrados
presentaba mayor engrasamiento intramuscular, resultando mas tierna y jugosa que la de los
machos enteros. Ademas, en este estudio, los machos enteros mostraron mayores tasas de
crecimiento, dando lugar a una carne con menor capacidad de retenciéon de agua, pH mas alto y
menor actividad proteolitica, lo que también podria explicar la mayor dureza encontrada. Page y

cols. (2001) también describieron pHs mas altos en machos enteros que en castrados y hembras,
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ademas de valores mas bajos de L* y de b*. La menor actividad proteolitica de los animales
enteros en comparaciéon con los castrados fue también descrita por Huff-Lonergan y cols. (1995),
que observaron una degradacion mas lenta de las proteinas titina y nebulina en la carne de

machos enteros.

En las razas bovinas asturianas, los estudios sobtre el efecto de la castracién en la calidad del
producto han mostrado un incremento significativo del engrasamiento intramuscular y de la
valoracion sensorial por el consumidor en animales castrados, tanto cebados en intensivo (Osoro
y cols., 2001, Olivan y cols., 2001a, b, 2003a) como en extensivo (Olivan y cols., 2001a, 2002). En
general, se ha observado que los factores de manejo que producen aumento en el engrasamiento
intramuscular tienen un efecto muy beneficioso sobre la valoracién sensorial de la carne de
vacuno de las razas asturianas, especialmente en la raza AV caracterizada por bajos niveles de
grasa intramuscular, existiendo una correlacion positiva entre el engrasamiento intramuscular y la
calidad global de la carne percibida por el consumidor (Olivan y cols., 2001b). Esta observacion
coincide con resultados obtenidos en la raza Piamontesa, también afectada por la hipertrofia
muscular, en la que la castraciéon, que incrementa la deposiciéon de grasa, mejora también la

aceptacion sensorial de la carne (Lazzaroni y Biangini, 2008).
1.3.1.4 Efecto de la edad.

El efecto de la edad del animal sobre la calidad de la carne atn no esta claro debido a que,
en muchas ocasiones, el estudio del efecto edad interacciona con otros factores como la
velocidad de crecimiento del animal y el nivel de alimentacién (Purchas y cols. 2002), por tanto,
es preciso diferenciar entre la edad cronoldgica (dias desde el nacimiento) y la edad fisiologica
(porcentaje de peso vivo adulto alcanzado) que determina el estado de desarrollo del individuo, ya
que esta ultima influye en la diferencia entre razas, determinando su precocidad y su peso al

sacrificio (Santolaria, 1993).

En general, el contenido lipidico se incrementa con la edad cronoldgica y el peso del
animal; asf a medida que se produce el engrasamiento global de los animales, aumenta también el
contenido de grasa intramuscular. Con la edad también cambia el perfil lipidico de la carne,
produciéndose un descenso de la proporcion PUFA/SFA (Watren y cols., 2008) y ademas
aumenta el contenido de pigmentos heminicos (Gil y cols., 2001; Varela y cols., 2003). Ademas,
en animales de edad mas avanzada la estabilidad del color de la carne es mas baja, posiblemente

por la mayor proporcién de fibras rojas oxidativas (Jurie y cols., 2005), favoreciendo que la
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oxidacion de oximioglobina a metamioglobina sea mas rapida (paso del color rojo brillante al
color marrén), lo que explica que la carne de ganado bovino de edad mas avanzada presente un

color mas oscuro e intenso frente a la de animales jovenes.

Algunos autores han descrito una disminucion en la terneza de la carne al aumentar la edad
del animal, en especial cuando se han estudiado rangos de edad muy amplios que abarcan de
pocos meses a varios afios (Hiner y Hankins, 1950; Tuma y cols., 1962; Shorthose y Harris,
1990). Este efecto es mas acusado cuando se analizan musculos con alto contenido en tejido
conectivo, posiblemente debido a un incremento en el entrecruzamiento del entramado de
colageno con la edad. En rangos de edad mas reducidos, hay estudios que han encontrado
incrementos, descensos o ningun cambio notable en la medida de la terneza al aumentar la edad
del animal (Dikeman y cols., 1986; Gullet y cols., 1996; Purchas y cols., 2002). Asi por ejemplo,
estudios de Safiudo y cols. (2004) sobre el efecto del peso al sacrificio (terneros de 300-350 kg y
530-560 kg) en distintas razas espafiolas obtuvieron resultados sorprendentes en parametros
como la dureza de la carne, con valores mas altos en la carne de los terneros pequefios.
Recientemente se ha postulado que puede haber variaciones entre animales de distinta edad en
cuanto a las actividades enzimaticas proteoliticas y oxidativas en el musculo (Kolzac y cols., 2003;
Xiong y cols., 2007; Warren y cols., 2008), lo cual explicaria en parte, la necesidad de un periodo

de maduracién de la carne mas largo a medida que va aumentando la edad del animal.
1.3.1.5 Efecto de la alimentacion.

La alimentaciéon es uno de los factores que mas influyen en la calidad final de la carne,
sobre todo debido a que la nutricién puede tener un efecto regulador sobre los procesos
biologicos que tienen lugar en el musculo y que finalmente determinaran la calidad del producto
(Andersen y cols., 2005; Descalzo, 2007). Se ha demostrado que la dieta afecta a la composicion
quimica de la carne de vacuno de modo que dietas ricas en piensos concentrados producen una
mayor proporcion de grasa en comparacion con la carne procedente de animales alimentados con
forrajes (O’Sullivan y cols., 2003). Asi mismo, la dieta afecta a la composiciéon de la grasa,
produciendo la ingestion de forrajes cambios en el perfil lipidico de la carne, que presentara
mayor proporcion de acidos grasos poliinsaturados n-3 y en particular de 4cido linolénico

(Descalzo y cols., 2005; Descalzo, 2007).

Con respecto al colageno, existen resultados contradictorios en cuanto al efecto de la dieta;

asi, mientras algunos estudios no han encontrado diferencias producidas por la dieta en la
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solubilidad del colageno (Mandell y cols., 1998; French, y cols., 2001), otros sugieren que dietas
energéticamente mas ricas aumentan la cantidad de coldgeno soluble y aceleran la tasa de
transformacion del tejido conectivo, lo que afectarfa positivamente a la terneza de la carne (Miller

y cols., 1987; Archile y cols., 2010).

La dieta también afecta al color de la carne y de los tejidos adiposos (Priolo y cols., 2001;
Dunne y cols., 2006). Asi, la ingestion de forrajes produce grasa mas amarilla, debido a la
acumulacién de pigmentos carotenoides. En cuanto al color de la carne, la mayorfa de los autores
afirman que la carne de ganado bovino cuya alimentacién esta basada en el consumo de forraje,
es mas oscura que la de aquellos animales alimentados con piensos (Bennet y cols., 1995, Priolo y
cols., 2001; Olivan y cols., 2002), sin embargo, esto dependera en gran medida de la duracién del
periodo de tiempo durante el cual se ha suministrado el forraje y de la introduccién o no de un

periodo de acabado con pienso (Olivan y cols., 2005).

Por otro lado, la dieta influye sobre la calidad sensorial de la carne, sobre todo en
parametros como el flavor (Warren y cols., 2008). Numerosos estudios han mostrado que una
dieta a base de concentrados genera una mayor calidad sensorial de los productos (Schroeder y
cols., 1980; Medeiros y cols., 1987; Warren y cols., 2008). Sin embargo, se ha podido comprobar
que la inclusion de forrajes en la dieta de los rumiantes puede ocasionar un incremento de
determinados compuestos con actividad antioxidante, como la vitamina E, que incrementan la
estabilidad oxidativa del producto (Descalzo y cols., 2005; Descalzo, 2007; Olivan y cols., 2009),
evitando los efectos negativos de la oxidaciéon sobre el color y el flavor (Campo y cols., 2006) y
previniendo por tanto el deterioro de la calidad sensorial de la carne durante su almacenaje y

procesado (Yang y cols., 2002; Realini y cols., 2004; Warren y cols., 2008).
1.3.2 Factores peri-mortem: transporte, manejo y estrés al sacrificio.

Todos los animales destinados a la produccion de carne van a sufrir ciertos niveles de estrés
al sacrificio, y esto puede tener efectos negativos sobre la calidad del producto. Desde que los
animales salen de la granja hasta que son sacrificados estan expuestos a numerosos estimulos que
perturban su homeostasis y generan respuestas adaptativas para restaurar el equilibrio. Dicha
respuesta es muy variable entre individuos, que no sélo no perciben el estrés de igual modo, sino
que coordinan de diferente modo su respuesta al mismo (Moberg, 2001). Esto estara modulado

por distintos factores intrinsecos del animal (genética, sexo, edad, estado fisiol6gico) ademas de

21



Introducciéon

por experiencias anteriores y aprendizaje adquirido (Boissy, 1995; Hemsworth y Barnett, 2001;

Moberg, 2001).

El estrés que sufren los animales antes del sacrificio provoca cambios en la composicion de
metabolitos (fosfocreatina, glucégeno), cambios en la temperatura y pH al sacrificio (Warner y
cols., 2000; Warner y cols., 2005) y también cambios en la actividad del reticulo sarcoplasmico
afectando especialmente al transporte de calcio, lo que puede alterar la glucolisis produciendo un
consumo excesivo de glucégeno muscular (Ferguson y cols., 2008; Mach y cols., 2008). El nivel
de deplecién de glucdgeno puede depender de infinidad de factores de manejo, tales como el
cansancio fisico y el estrés al que se someta el animal (Nockels y cols., 1996; Immonen y
Puolanne, 2000), el tiempo que dure el transporte, el manejo aplicado durante el transporte de los
animales desde la granja al matadero (Schaefer y cols., 1997; Arthington y cols., 2003), las
condiciones de carga y descarga de los animales, el tiempo de espera en el matadero (Warris,
2003), las temperaturas extremas (Kreikemeier y cols., 1998; Silva y cols., 1999), la ruptura de
grupos sociales establecidos o reagrupacion de animales de distinta procedencia (Apple y cols.,
1995), la exposicion a un ambiente nuevo (Hambrecht y cols., 2005; Mounier y cols., 2000) y la
privacion de agua y alimento (Ferguson y cols., 2008). La concentraciéon de glucégeno también
varfa notablemente en el momento del sacrificio, dependiendo de la tasa de alimentacion
(Schaefer y cols., 1997; Gardner y Thompson, 2003; Bee y cols., 2006), peso vivo (Smith y
Dobson, 1990), estado nutricional (Geay y cols., 2001), tipo de musculo y fibras musculares
(Hambrecht y cols., 2005), capacidad tamponadora del musculo (Silva y cols., 1999; Immonen y
Puolanne, 2000), sexo (Shackelford y cols., 1994; Hoffman y cols., 1998), raza (Gardner y
Thompson, 2003) y temperamento propio de los animales (Gardner y Thompson, 2003; King y
cols., 2000).

Todos estos factores pueden tener un gran efecto sobre diferentes atributos de calidad
como son cambios en pH, (Warner y cols., 2005), en terneza, color, capacidad de retenciéon de
agua y también sobre la maduracién de la carne (Gregory, 2003) y pueden determinar la aparicion
de carnes oscuras, duras y secas conocidas como DFD (“Dark, Firm, Dry”), con un pH elevado y
unas caracteristicas como color, capacidad de retenciéon de agua o textura que no son las

deseables (Beriain y Lizaso, 1998; Viljoen y cols., 2002; Wulf y cols., 2002).
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1.3.3 Factores post-mortem: enfriamiento, envasado, tiempo de maduracién.

La temperatura del musculo durante las fases pre y post-rigor tendra un gran efecto en el
metabolismo muscular post-morter (Marsh, 1954). La temperatura modula la velocidad de la
glucolisis y afecta, a su vez, a la tasa de descenso de pH y a la velocidad de aparicién del rigor
mortis y del acortamiento sarcomérico. Se ha descrito que cuando el rigor tiene lugar a
temperaturas entre 15-20°C, se produce menor grado de acortamiento sarcomérico, si bien
mantener a estas temperaturas las canales no es factible debido a los peligros microbiolégicos.
Ademas, otra consideracién importante es que la tasa de descenso de temperatura puede variar en
los distintos musculos, asi en canales grandes con gran cobertura grasa, se producira un gradiente

de temperatura entre los musculos mas externos y los internos.

Los procesos metabdlicos que se suceden en el musculo después de la muerte, pueden
considerarse concluidos con la aparicion del rigor mortis o rigidez cadavérica. Sin embargo, la carne
lista para el consumo se obtiene después de un cierto tiempo de almacenamiento en refrigeracion
(0-5°C) conocido como maduracién, tras el cual la carne resulta mas tierna y jugosa (Carballo y
Lopez de Torre, 1991). La maduracion habitual de la carne se realiza por almacenamiento en frio
de los medios o cuartos de canal durante 10 6 14 dias. Sin embargo, su vida util esta limitada
principalmente por dos factores: el efecto del oxigeno atmosférico y el crecimiento de
microorganismos aerobios productores de alteraciones. Estos factores, de forma individual o
asociados con otros, producen cambios de olor, sabor, color y textura, que van produciendo un
deterioro general de la calidad. El almacenamiento refrigerado retrasa estos cambios indeseables,
pero no incrementa la vida util lo suficiente para las exigencias de la distribucién al por menor.
Existen diversos tipos de envasado en atmosferas protectoras para incrementar la vida atil de los
alimentos. El método de referencia en la mayorfa de las investigaciones es el envasado al vacio,
que permite estudiar periodos largos de maduracion post-morters y se emplea ampliamente para
productos como primeros cortes de carnes rojas frescas (Lopez Vazquez y Vanaclocha, 2004). En
estas condiciones se inhibe la proliferaciéon de patégenos y alterantes aerobios y la oxidacion

lipidica. Ademas, este sistema facilita la manipulacién y transporte de la carne.

Como se ha dicho anteriormente, el tiempo de maduracién de la carne es fundamental para
la adquisicion de un grado de terneza adecuado debido al ablandamiento de la carne, que se
atribuye a una degradacion progresiva y selectiva de la estructura de las miofibrillas a causa de la

acciéon de enzimas proteoliticos enddgenos. Ademas, a lo largo de la maduracién ocurren
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fenémenos oxidativos que afectan a lipidos y proteinas y provocan cambios en el color de la
carne y contribuyen de forma positiva en el desarrollo adecuado de su flavor caracteristico. Por
un lado, los procesos post-mortem acontecidos hasta la instauraciéon de la rigidez cadavérica
conducen a la degradacion de ATP a inosin-monofosfato (IMP), que al degradarse da lugar a
ribosa, fosfato e hipoxantina y a esta tltima molécula se le atribuye un efecto favorable sobre las
caracteristicas sensoriales de la carne (Prandl y cols., 1994). Por otro lado, también se producen
durante la maduracién compuestos que contribuyen al aroma de la carne por degradacion de
proteinas y grasas (Touraille y Girard, 1985). Marino (2006) comprobd que una extension del
tiempo de maduracion de 15 a 21 dias post-mortem incrementaba el flavor de la carne,
coincidiendo con resultados de Campo y cols. (1999) y Napolitano y cols. (2001) que encontraron
que la intensidad del flavor se incrementaba con el tiempo de maduracién, probablemente debido
a fenémenos de proteolisis y lipolisis que dan lugar a la formacién de precursores del sabor.
Ademas, muchos péptidos que son producidos durante la maduracién podrian reaccionar con
otras moléculas produciendo nuevos componentes del flavor, razén por la que Campo y cols.
(1999) apuntaban la necesidad de un tiempo de maduracién adecuado para el desarrollo de
componentes del flavor y la adquisiciéon de ciertas propiedades sensoriales de la carne tras el

sactificio.

1.4 Transformaciéon del misculo en carne.

El concepto de musculo define al tejido muscular del animal 7z vivo, mientras que la carne es
el resultado de una serie de transformaciones estructurales y de reacciones bioquimicas que tienen
lugar en el musculo tras la muerte del animal, durante el proceso de maduracion post-morten, que

produce cambios que afectan a su calidad tecnolégica y sensorial.

El tejido muscular tiene diversas funciones mecanicas, encargandose del movimiento del
cuerpo, de mantener el equilibrio y la coordinaciéon, pero ademas el metabolismo de las células
musculares esta implicado en el mantenimiento del calor corporal y la movilizacién 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 organizacién, estructura y

metabolismo del musculo es clave para mantener su funcién e integridad.

El musculo esquelético estd compuesto por conjuntos de fasciculos, estando a su vez cada
fasciculo formado por un conjunto de fibras musculares (células musculares) que son mantenidas

juntas por tejido conjuntivo. El tejido conjuntivo rodea tanto a las fibras individuales
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(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.

Sarcolema
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Figura 5. Esquema de la estructura miofibrilar.

La fibra muscular es un sincitio multinucleado rodeado de membrana plasmatica, también
llamada sarcolema, a la que se adhiere el tejido conjuntivo del exterior. Las fibras musculares
(Figura 5) estan ocupdas en casi su totalidad por agrupaciones de unidades longitudinales, las
miofibrillas, que constituyen la “maquinaria” contractil de la célula muscular y estin compuestas a
su vez por haces de miofilamentos, que son polimeros filamentosos individuales de miosina II
(filamentos gruesos) y de actina y sus proteinas asociadas (filamentos finos) y son los verdaderos

elementos contractiles del musculo estriado.

La unidad funcional de la miofibrilla es el sarcomero y contenidos en el mismo estan todos
los elementos estructurales necesatios para desarrollar fisicamente la contraccion. El alineamiento
de los sarcomeros es lo que confiere la apariencia estriada a la célula muscular. Las estriaciones
aparecen por la alternancia de zonas proteicas densas (bandas A) y 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 contrastante, asi las bandas I estaran 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
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H. Ademas, a mitad de la zona H hay una fina linea densa llamada linea M. La estructura
comprendida entre dos lineas Z es un sarcomero. Las bandas I estin compuestas principalmente
de filamentos finos mientras que las A estan compuestas por filamentos gruesos y algunos finos
superpuestos. La actina, la troponina y la tropomiosina de los filamentos finos y la miosina II de
los gruesos son las proteinas primarias del aparato contractil muscular. Ademas, existen también
una serie de proteinas accesorias que mantienen la alineacién precisa de los filamentos finos y

gruesos como son la desmina, filamina, etc (Ross y Pawlina, 2007).

141 Mecanismos moleculares y bioquimicos que participan en Ila
transformacion del miisculo en carne.

El proceso de conversion del musculo en carne esta compuesto por tres fases (Sentandreu
y cols., 2002): la fase pre-rigor durante la cual el musculo permanece excitable y se corresponderia
con la fase de supervivencia del sistema nervioso (Chrystall y Devine, 1985); ¢/ rigor, en la que los
componentes energéticos (ATP, fosfocreatinina, glucosa) se agotan; y por ultimo la fase post-rigor
de maduracién o tenderizaciéon de la carne en la que se produce una desestructuraciéon de la
arquitectura muscular. Tras el sacrificio del animal, como consecuencia del desangrado, se
produce un descenso abrupto del aporte de oxigeno y nutrientes al musculo, lo que producira un
descenso gradual y progresivo de la energfa disponible. En estas circunstancias, el musculo se ve
obligado a utilizar las reservas de glucogeno para sintetizar ATP a partir de glucosa, con el fin de
mantener su temperatura ¢ integridad estructural, produciéndose 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
continua hasta la formacién de acido lactico, cuyo incremento provoca un descenso gradual del
pH muscular, que continuara hasta que se agotan las reservas de glucdgeno o se inactivan los
enzimas que rigen el metabolismo muscular. Cuando se agotan las reservas musculares, la
desaparicion del ATP que mantiene la integridad estructural del musculo 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,
ademas de disminuir la capacidad celular de mantener las condiciones reductoras. Estos iones
Ca"? reaccionan con la troponina que, como respuesta, modifica su configuracién, desbloqueando
los sitios activos de la actina a los que se unfa. Al quedar éstos libres, las cabezas de miosina se

unen a la actina, dando lugar a una unioén irreversible entre ambas, justo en los puntos ocupados
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antes por la troponina (Paniagua y cols., 1996). De esta forma, los filamentos finos son
trasladados sobre los gruesos, produciéndose un acortamiento muscular (acortamiento del
sarcémero), sin que haya acortamiento de los filamentos finos sino sélo desplazamiento. La
formacion de actomiosina da lugar a una tensién y rigidez muscular que conduce a la instauracion
del rzgor mortis o rigidez cadavérica. Tras el 7igor comienza la etapa de tenderizacion, que produce la
mejora de la terneza de la carne como consecuencia fundamentalmente de la rotura de la
estructura miofibrilar por parte de sistemas proteoliticos enddgenos que juegan un papel
determinante (Ouali 1992; Sentandreu y cols., 2002; Weaver y cols., 2009, Huff-Lonergan y cols.,
2010). Sin embargo, a pesar del conocimiento acumulado a lo largo de los afios sobre los
procesos que conducen a la instauracion del 7igor mortis y los que ocurren durante el periodo de
maduracioén post-rigor, no se ha conseguido explicar de forma definitiva la variabilidad en la
tenderizacion de la carne, de forma que en los dltimos afios estan surgiendo hipotesis que abren
la puerta a nuevos campos de investigacion, a través de una reconsideracion del proceso de
conversiéon de musculo en carne. La informacién obtenida en estudios relacionados con diversas
patologias como cancer, Alzheimer, enfermedades neuromusculares, etc (Majino y Jons, 1995;
Hengartner 2000; Tews, 2005), que transcurren en condiciones similares de estrés e isquemia a las
que se producen en las primeras horas tras la muerte y desangrado del animal, parece apuntar que
en los cambios en la estructura celular y proteica que se observan en el musculo tras la muerte del
animal y que no han sido todavia explicados, podrian participar procesos de muerte celular
programada (MCP) (Ouali y cols., 2006). Estos procesos se han observado en tejidos vivos
sujetos a condiciones de isquemia y se trata de estrategias que inducen el “suicidio” o muerte de
algunas de sus células, con el objetivo ultimo de asegurar la supervivencia del tejido y evitar dafios

mayores.

Se han descrito diferentes tipos de muerte celular, programada (apoptosis, autofagia) o no
programada (necrosis). Su prevalencia en el tejido muscular dependera de las condiciones pre- y
post-sacrificio y puede afectar enormemente al proceso de conversiéon del musculo en carne y por
tanto, a la adquisicion final de un grado de terneza y calidad 6ptimo. Se desconoce el mecanismo
de sefializaciéon que lleva a esos procesos de muerte celular programada tras el desangrado del
animal, pero este primer paso puede ser de crucial importancia, puesto que todas las
modificaciones posteriores que contribuyen a la transformacion de musculo en carne dependeran
de estos eventos tempranos. Por tanto, se hace muy importante el estudio del pre-rigor y, mas

concretamente, de los Procesos que ocurren en momentos muy tempranos tras la muerte, ya que
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por ejemplo en apoptosis desde que ocurren los primeros cambios mitocondriales hasta la
activaciéon de las caspasas (principal sistema proteolitico efector de apoptosis) sélo transcurren
aproximadamente 10 minutos, aunque el proceso completo hasta la total destruccién celular
puede durar horas o incluso dias, pero una vez que ésta ha comenzado, la muerte celular es

inevitable (Green, 2005).

1.4.2 Principales sistemas proteoliticos implicados en la tenderizacién.

A pesar de conocerse que la degradacién proteolitica es responsable de la mejora de la
terneza o tenderizacion de la carne a lo largo de la maduracion, existe sin embargo, un importante
debate sobre el papel y la relevancia de los principales sistemas proteoliticos implicados en este
proceso. Hasta el momento, la mayor parte de los estudios se han centrado en analizar la
contribucién relativa de tres sistemas proteoliticos celulares: 1) las calpainas (dependientes de
calcio) y sus inhibidores enddgenos 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 acidificaciéon sucesiva del pH del musculo; 2) las catepsinas (enzimas
lisosomales) activas a pHs mas acidos que las anteriores y por tanto mas importantes en fases mas
tardfas de la maduracion post-mortem, asi como sus inhibidores enddgenos, las cistatinas; y 3) el
sistema ubiquitina-proteosoma (dependiente de ATP). Recientemente, se han propuesto otros
sistemas proteoliticos como caspasas y metaloproteinasas (Sentandreu y cols., 2002) tanto por su
capacidad proteolitica sobre el musculo esquelético, como por sus posibles implicaciones en los
procesos de muerte celular. Lo mas probable es que, al igual que la integridad y funcionalidad de
las células musculares no depende de una tnica proteina, sino de una interaccién coordinada de
varias, el debilitamiento estructural de las células musculares durante la maduracién post-mortem
no va a depender unicamente de un sistema enzimatico sino de la interaccién de varios

(Sentandreu y cols., 2002).
14.2.1 Calpainas.

La familia de las calpainas estd compuesta por 14 miembros de cistein-proteasas no
lisosomales activadas por calcio (Goll y cols., 2003), ademas de por los inhibidores endégenos de
las mismas, las calpastatinas. Las dos isoformas mejor caracterizadas de las calpainas son p- y m-
calpainas, cuyos nombres hacen referencia a los requerimientos de calcio que tienen para
activarse. En general, en condiciones “/# vitro”, la p-calpaina requiere concentraciones de entre 5y

65uM de Ca'” mientras que la m-calpaina requiere entre 250 y 1000 uM de Ca™ (Goll y cols.,
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1992). Estas calpainas son heterodimeros formados por dos subunidades, una subunidad
catalitica de 80kDa, responsable de su actividad proteolitica, y una subunidad reguladora de
28kDa. La subunidad pequefia es idéntica en ambas, mientras que la catalitica es similar pero esta
codificada por distintos genes (Suzuki, 1990). Como sus actividades proteoliticas son
potencialmente deletéreas para la célula, las calpainas estan estrechamente reguladas y se suponen
inactivas la mayor parte del tiempo (Goll y cols., 2003). En ausencia de calcio, los residuos que
forman la unidad catalitica estan muy apartados entre si para formar el 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 unién 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 y cols., 2002). Aunque requieren calcio para
activarse, las calpainas sufren auto-proteolisis en presencia de éste (Cong y cols., 1989). La forma
autolisada de la subunidad grande (de 76kDa, que se forma a través de un intermediario de
78kDa) es activa y muestra requerimientos de calcio menores que la forma nativa, aunque la
autolisis también hace que el enzima sea menos estable y finalmente produce una pérdida de

actividad (Goll y cols., 2003).

En la célula, el sistema calpainico cubre un amplio rango de funciones fisiolégicas, que
incluyen proteolisis de proteinas envueltas en el ciclo celular, apoptosis, organizaciéon de
citoesqueleto y senales de transduccion. Ademas, estan envueltas en numerosos procesos durante
la diferenciacion, vida y muerte celular (Goll y cols., 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 el enzima es activado

y las funciones especificas de las células.

En el tejido muscular se expresan fundamentalmente tres tipos distintos de calpainas: las
ubicuas (u- y m- calpaina) y la calpaina 3/p94 que es activamente expresada en este tejido. Con
respecto a la tenderizacién de la carne, durante décadas las calpainas han centrado el interés de la
mayoria de las investigaciones, debido a que estos enzimas citosélicos tienen acceso a las
miofibrillas, no requieren ATP para su activaciéon y reproducen “7# 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-mortens del muasculo (Koohmaraie, 1988; Huff-
Lonergan y cols., 1996). Ademas, el hecho de que en musculo bovino y ovino se produce un

descenso significativo de la actividad de p-calpaina en el post-mortens, mientras que la m-calpaina
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permanece mas o menos estable, llevé a Koohmaraie y cols. (1987) a concluir que es la p-calpaina
y no la m-calpaina la principal responsable de la tenderizacion. Dicha asuncién ha sido apoyada
por estudios posteriores (Geesink y cols., 2000) realizados con ratones knock-out para p-calpaina,

donde apenas se encontrd proteolisis post-mortens.

Debido a su baja 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 muisculo es iniciar la proteolisis especifica de
determinadas protefnas miofibrilares como titina y nebulina y también de los filamentos
intermedios (desmina) durante las primeras 24h post-morterr (IKKoohmaraie, 1992; Huff-Lonergan y
Lonergan., 1999). Incluso algunos autores apuntan que estas contribuyen al 95% de la
tenderizacion post-morterz inducida por proteasas (Delgado y cols., 2001). Uno de los modelos
propuestos (Goll y cols., 2003; Neti y cols., 2009) 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 degradaciéon hasta sus aminoacidos constituyentes. De hecho,
existen algunos trabajos que muestran evidencias de que en el tejido muscular vivo las calpainas
actian en conjunto con el proteosoma y las proteasas lisosomales en la degradacion de proteinas

sarcoméricas y del citoesqueleto (Purintrapiban y cols., 2003).

La calpaina 3/p94 se expresa casi exclusivamente en tejido muscular (Sotimachi y cols.,
1989) y su papel en la tenderizacién atn no esta claro. Parr y cols. (1999) no encontraron ninguna
asociacion entre la expresion de calpaina 3/p94 y la dureza instrumental en carne de cerdo tras 8
dfas de maduracién. Sin embargo, Ilian y cols. (2001) encontraron correlaciones significativas

entre el ARN mensajero y la expresion de calpaina 3 con la terneza de la carne en ovino.

Diversos investigadores han demostrado que la cantidad de calpainas en musculo y, mas
aun, la relacioén entre la concentracién de calpainas y su inhibidor endégeno, la calpastatina, son
buenos indicadores de la terneza final de la carne (Ouali y Talmat 1990; Delgado 2001; Huff-
Lonergan y cols., 2010). Las calpastatinas son el inhibidor endégeno de las calpainas y estan
presentes en todos los tejidos donde hay calpainas. Existe un dnico gen de calpastatina que
contiene diversos promotores y genera por splicing alternativo distintos ARN mensajeros que
dan lugar a las distintas isoformas de calpastatina (Meyers y Beever, 2008). Curiosamente éstas
también requieren de calcio para unirse a las calpainas, siendo sus requerimientos de calcio

menores que los que necesitan para activarse la p- y m-calpaina. La unién de la calpastatina a la
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calpaina es reversible puesto que hay agentes quelantes de calcio que pueden causar la disociacion
de éstas y por tanto se cree que las calpastatinas actuarfan como tamponadoras de la actividad de
calpainas (Otsuka y Goll, 1987). La calpastatina es degradada en el musculo post-mortem (Lonergan
y cols., 2001) existiendo evidencias de que esa degradacion es llevada a cabo por las calpainas
(Doumit y Koohmaraie, 1999). La tasa de inactivaciéon de las calpainas esta relacionada con la
proteolisis y tenderizacion post-mortenr (Geesink y Koohmaraie, 1999; Lonergan y cols., 2001), de
forma que niveles altos de calpastatinas reducen el nivel de protedlisis necesario para alcanzar un

grado de terneza adecuado (Kemp y cols., 2010).
1.4.2.2 Catepsinas.

Las catepsinas son una familia de endo y exo-peptidasas localizadas en los lisosomas y
activas a pHs 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-terminales, bien por
autoproteolisis o bien por la acciéon de otras proteasas, son transformadas en enzimas activos
(Turk y cols., 2000). Estas poseen un alto poder hidrolitico, pudiendo alcanzar concentraciones
celulares de mas de 1mM (Lloyd y Mason, 1996). Su actividad es controlada por numerosos
factores tales como pH, potencial redox, por la activacion de determinados precursores, y
también por la concentracién de sus inhibidores enddégenos, 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, su
alto potencial hidrolitico, junto con su capacidad para actuar fuera de los lisosomas, las implican
en numerosas funciones celulares en la mayorfa de tejidos y tipos celulares, tales como la
iniciacién de procesos de muerte celular programada, activacioén y procesamiento de hormonas y
otros enzimas, la remodelacion del hueso, etc... (Brix y cols., 2008). Su desregulaciéon bajo
condiciones anormales para la célula, conduce a la aparicion de muchas enfermedades como
cancer, aterosclerosis, Alzheimer, esclerosis multiple o desérdenes musculares (Kirschke y cols.,
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). También estin implicadas en miopatias
inflamatorias donde, junto con la accién de otras peptidasas, constituyen un importante

mecanismo de degeneracion de fibras musculares (Kumamoto y cols., 1997).
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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 su posible
implicacién en los procesos de tenderizacion post-mortem, siendo las principales objeciones que
son enzimas confinados en los lisosomas, y por tanto, no tienen acceso a las miofibrillas
(Hopkins y Thompson, 2002), que durante la maduracion post-mortens no se observa degradacion
de actina y miosina, siendo éstos sus principales sustratos (Koohmaraie y cols., 1991) y también
que no se han observado relaciones entre la actividad de catepsinas y la variabilidad en la terneza
de la carne en algunos casos (Whipple y cols., 1990). Sin embargo, diversos estudios las han
implicado en el proceso de tenderizacion post-mortens; 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 maduracién de la carne (Jhonson y cols., 1990; O’Halloran y
cols., 1997; Thomas y cols., 2004). Por otro lado, estudios histoquimicos han demostrado que
con la maduracion post-mortem se produce una rotura lisosomal, que es casi completa a los 14 dfas
(Zeece y cols., 1992) observandose ademas un cambio considerable en la actividad de estos
enzimas de la fraccion lisosomal a la fraccion citosolica (O’Halloran y cols., 1997). Una posible
explicacion de la rotura 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 i6nicas de la membrana
lisosomal durante el rigor (Hopkins, 2000; Sentandreu y cols., 2002). Ademas, recientemente, se
ha demostrado que en los procesos de muerte celular programada se puede producir una
translocacion temprana de las catepsinas desde el lisosoma al citosol, manteniendo éstas su
actividad, a pesar de que el pH citosolico es mas elevado, gracias al efecto estabilizador que
determinados fluidos fisiologicos tienen sobre las catepsinas (Broker y cols., 2005). Tampoco la
asuncion de que no existe degradacion post-mortens de actina y miosina es del todo cierta, puesto
que la aplicacién de la proteémica en los dltimos afios ha permitido detectar fragmentos
procedentes de la degradacion de ambas proteinas durante la maduracion de la carne (Lametch y
cols., 2002). Ademas, las catepsinas podrian degradar otras proteinas implicadas en la estructura
muscular, asf se ha visto que la catepsina L puede hidrolizar varias proteinas miofibrilares como
troponina T, I y C, nebulina, titina y tropomiosina, ademas de actina y miosina, en distintos tipos
de carne de vacuno, conejo y pollo (Mikami y cols., 1987), aunque existen muchos otros cambios

post-mortenz que no se pueden explicar sélo por la accion de este sistema proteolitico.

Las cistatinas son un grupo de inhibidores endégenos de cistein peptidasas que inhiben a la

papaina y a las catepsinas mayoritarias B, L, H, etc. Las cistatinas, en condiciones “zz vivo”, estan

32



Introduccién

localizadas en el citoplasma, de modo que impiden la accién de las catepsinas fuera del lisosoma.
Sin embargo, durante el post-mortern y debido a la desestabilizaciéon lisosomal, el balance
catepsinas/cistatinas es lo que determinara el nivel de efectividad de la actividad de las catepsinas.
Las diferencias en la calidad de la carne parecen estar mas estrechamente relacionadas con este
balance enzima/inhibidor que con los niveles de enzima en si mismos. Asi, los niveles de
cistatinas resultaron importantes marcadores de la tenderizacion de la carne en algunos estudios
(Shackleford y cols., 1991). Sin embargo, aun se conoce poco de estos inhibidores y se requiere
encontrar métodos de deteccién mas especificos para entender su papel en los procesos de

tenderizacién (Sentandreu y cols., 2002).
1.4.2.3 Proteosoma.

El proteosoma (26S) es un complejo proteico multicatalitico que se encarga de destruir
proteinas dafiadas y controlar la concentraciéon de determinadas proteinas necesarias para los
procesos celulares. Dichas proteinas deben ser previamente marcadas con una cadena de
ubiquitina que permite al proteosoma identificatlas, requiriendo este paso ATP (Taillandier y
cols., 2004). Una vez que una molécula de ubiquitina se afiade a una proteina a eliminar, gracias a
la enzima ubiquitina ligasa, se empiezan a agregar mas protefnas ubiquitina, dando como
resultado la formacién de una cadena poliubiquitinica que permite al protesoma identificar y

degradar dicha proteina.

é%gigi

Oligopéptidos

Proteina

Proteina
poliubiquitinizada

%‘{? aDP

Proteosoma
Figura 6: Esquema del mecanismo de degradacion del sistema ubiquitin-proteosoma.

Estructuralmente, un proteosoma es un complejo con forma de barril (Figura 6) que
contiene un "nucleo" compuesto de cuatro anillos apilados alrededor de un poro central que es la

estructura catalitica (20S). Cada uno de estos anillos esta compuesto por siete proteinas
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individuales. Los dos anillos internos contienen subunidades proteicas 3, conformando los sitios
activos de las proteasas. 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 «, cuya funcién es mantener una "puerta" por la cual las
proteinas puedan entrar al barril. Las subunidades a son controladas por particulas reguladoras
(19S), a veces llamadas "pestafias", que reconocen los compuestos poliubiquitinicos en los
sustratos de las proteinas e inician el proceso de degradacion. El proceso de ubiquitinacién mas el

proceso de degradacion proteosomica recibe el nombre de sistema ubiquitin-proteosoma.

En las células eucariotas, este sistema juega un papel determinante en la proteolisis no
lisosomal (Coux y cols., 1996; Attaix y cols.,, 2001). La degradacién proteosémica es un
mecanismo esencial para varios procesos celulares como el procesamiento antigénico (Stolze y
cols., 2000), la diferenciacion celular (Baz y cols., 1997) y la apoptosis (Anderson y cols., 2000;
Pasquini y cols., 2000). También estan implicadas en la degradaciéon muscular acelerada asociada a
ciertas enfermedades (Attaix y Taillandier, 1998; Lecker y cols., 1999). Se sabe que el proteosoma
tiene un papel muy importante “in vivo” en la degradacién del tejido muscular (Goll y cols.,
2008), aunque no esta aun muy claro su papel en la proteolisis post-morten, si bien es cierto que el
proteosoma tiene la capacidad de mantenerse activo en condiciones de pH, temperatura y fuerza
i6nica similares a las condiciones de la carne. Sekikawa y cols. (2001) mostraron que, en musculo
bovino, inmediatamente tras el sacrificio hay ubiquitina y complejos ubiquitin-proteina que son
degradados por el proteosoma. Ademas, una vez que se produce la deplecion de ATP se produce
la disociacién reversible del complejo proteosoma 26S en los dominios de 20S y de 19S. La
subunidad 20S no requiere ni ATP ni ubiquitina (Peters y cols., 1994), ésto junto con sus altos
niveles de expresion en el musculo esquelético han llevado a varios grupos a pensar que podria
contribuir a la proteolisis post-morters postulando que al igual que las calpainas, podria estar

implicado en la degradacion de las lineas Z y M de las miofibrillas (Taylor y cols., 1995).

En condiciones “/ vitro”, se ha visto que las proteinas miofibrilares y las miofibrillas en si
mismas son degradadas tras tratarlas con proteosoma 20S purificado (Mickles, 1995). Ademas
otros autores (Taylor y cols., 1995; Robert y cols., 1999) encontraron que los proteosomas
bovinos podian degradar proteinas miofibrilares como nebulina, miosina, actina y tropomiosina.
Un estudio realizado en carne de avestruz (Thomas y cols., 2004) demostré una actividad
importante del proteosoma en el tejido después de 12 dias de maduracién, asi como de las

catepsinas D, B, L y H. Otros estudios en carne de bovino encontraron alta actividad del
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proteosoma 20S a pHs por debajo de 6 a los 7 dias post-mortem (Lamare y cols., 2002). Sin
embargo Jia y cols. (2006) encontraron que, a las 24 horas post-mortems, ya habfa comenzado la
degradacion de varias de las subunidades del proteosoma. Houback y cols. (2008) demostraron,
utilizando un inhibidor del proteosoma, que en ausencia de éste no se observaba degradacion
post-mortemr de troponina T o nebulina, aunque Kohhmaraie y Geesink (2000) afirmaron que el
patrén de degradacion de las proteinas miofibrilares incubadas con proteosoma 20S no es el
mismo que el que se observa en el muasculo. Por tanto, la capacidad de este sistema de degradar
las mismas proteinas y del mismo modo que la degradacion post-mortem atn esta en duda, al igual

que la relacién de esos cambios con la calidad final de la carne.
1.4.2.4 Caspasas.

Las caspasas son una familia de cistein proteasas que no requieren calcio y que se
caracterizan por su capacidad para degradar proteinas a nivel de residuos especificos de acido
aspartico tras su propia activacion, que requiere autolisis y dimerizacion de las mismas (Alnemri y
cols., 1996; Barret y cols., 1998). Hasta hoy se han identificado 14 miembros de esta familia, que
pueden dividirse segin su papel en procesos de apoptosis o inflamacion, clasificindose en
caspasas iniciadoras (caspasas 8, 9, 10 y 12) o efectoras (caspasas 3, 6 y 7) dependiendo de su
localizacién en las rutas de muerte celular programada (Kos y Lah, 1998; Earnshaw y cols., 1999;
Fuentes-Prior y Salvensen, 2004). Se han propuesto un amplio nimero de rutas que conducen a
la apoptosis (Earnshaw y cols., 1999) siendo el paso comun en casi todas ellas la activacién de las
caspasas (Hengartner, 2000) y su acciéon a nivel de membrana y citoesqueleto disminuyendo su
integridad, lo que produce un incremento de los niveles intracelulares de calcio, degradacion de
calpastatinas y activacion de calpainas. Ademas, las caspasas pueden tener otras muchas funciones
en diversos procesos celulares (Beere, 2001). Estudios preios han mostrado que estan envueltas
en el desarrollo del musculo esquelético, y su remodelacién, siendo su expresion esencial para la
diferenciacion muscular durante la miogénesis (Fernando y cols., 2002). También estan reguladas
al alza en condiciones como sarcopenia (Dupont-Versteegden, 2005) y distrofias musculares
(Sandri y cols., 2001) y son rapidamente activadas en condiciones patologicas asociadas con
hipoxia/isquemia (Gustafsson y Gottlieb, 2003), situaciones éstas semejantes a las condiciones

post-mortem del musculo.

Sentandreu y cols. (2002) y Ouali y cols. (2006) apuntaron a la apoptosis como uno de los

procesos de muerte celular que podria suceder de forma mayoritaria en el muasculo post-morten v,
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por tanto, las caspasas, que son las enzimas efectoras de la apoptosis, serfan las primeras
peptidasas activas que podrian contribuir a la proteolisis temprana y a la tenderizaciéon. Es cierto
que las caspasas estarfan en condiciones mas favorables que otras peptidasas para alterar
estructuras celulares, puesto que éste es su papel fundamental en condiciones “zz vivo” (Creagh y
Martin, 2001) junto con la formacién del apoptosoma (Tews, 2005). Se sabe que su activacion “z
vivo” ocurre rapidamente, aproximadamente 10 minutos tras el estimulo apoptotico. Esta rapida
activacion, junto a su capacidad para degradar proteinas asociadas al citoesqueleto como
vimentina, desmina y espectrina, que tiene un importante papel estructural (Wang 2000), las

convierte en marcadores potenciales de tenderizacion de la carne.

Teniendo en cuenta esto, se ha estudiado el efecto de las caspasas en la maduracién de la
carne. Kemp y cols. (2006) comprobaron en carne de cerdo que éstas se expresaban y eran
activas en distinta proporcion en los distintos musculos estudiados. Estos autores describieron
una disminucién post-mortem, a lo largo de 8 dias de maduracién, en la concentracién de las
caspasas 3, 7y 9 y encontraron productos de degradacion de proteinas sustrato de caspasas tales
como PARP y Alpha II espectrina, que evidenciaban su actividad. En un estudio posterior, estos
autores (Kemp y Parr., 2008) demostraron con caspasa 3 recombinante humana, la capacidad de
estos enzimas para reproducir “/z vitro” los mismos patrones de degradacion miofibrilar que se
producen en la maduracion post-morten del tejido muscular, causando la degradacion de troponina
Iy desmina. Coincidiendo con ésto, otros autores encontraron correlaciones significativas entre
la expresion de determinados factores relacionados con apoptosis y la calidad de la carne
(Bernard y cols., 2007). Sin embargo, Underwood y cols. (2008) examinaron la actividad de la
caspasa 3 durante la maduracion post-morterz en muasculo de bovinos y, aunque ésta estaba activa,
no observaron ningin cambio significativo en un periodo comprendido entre 0 y 240 h post-

mortens , Nl tampoco encontraron ninguna asociacion entre ésta y la terneza final de la carne.
1.4.2.5 Metaloproteinasas.

Las metaloproteinasas de matriz (MMP) son una gran familia de metaloendopeptidasas
zinc-dependientes que se encargan del remodelado de la matriz extracelular y que, en conjunto,
pueden degradar todos los constituyentes de la misma. Las MMPs y sus inhibidores tisulares
endégenos (TIMPS) son sintetizadas y secretados por varios tipos celulares entre los que se
encuentran las células musculares y su expresiéon parece ser dependiente del tipo de fibra

(Balcerzak y cols., 2001). El musculo esquelético bovino muestra muchas actividades de MMPs y

36



Introduccién

RNA mensajero distintos: MMP-1, -2, -9, -14, -16, sus inhibidores endégenos (TIMP)-1, -2, -3, el
activador plasminégeno y su receptor. La sintesis de algunas de estas MMPs aumenta
drasticamente tras una serie de condiciones patologicas tales como heridas musculares,

denervacion, anoxia, y tienen un papel fundamental en embriogénesis (Sentandreu y cols., 2002).

Los cambios que transforman el musculo durante la maduracidon post-mortems, no sélo
afectan al componente miofibrilar, principal responsable de la dureza inicial de la carne, sino que
también ocurren a nivel del tejido conectivo, que a su vez puede tener un importante papel sobre
la dureza de la carne, dependiendo de su densidad y solubilidad. Esto ha despertado el interés por
esta familia de peptidasas, que ademas de degradar los distintos tipos de colageno, son capaces de
degradar proteinas que conectan el sarcolema con la matriz extracelular, los ditroglicanos

asociados a membrana y las placas neuromusclulares (Frisdal y cols., 2000; Yamada y cols., 2001).

El colageno juega un papel muy importante en la textura de la carne y se piensa que
contribuye a la dureza residual de la misma (Bailey, 1985). Sin embargo no existen evidencias
claras de que ocurra degradacion del colageno durante la maduracion, aunque algunos estudios
apuntan a un debilitamiento del perimisio y del endomisio durante el almacenamiento prolongado
de la carne (Nishimura y cols., 1998). La actividad de las MMPs durante la maduracién ha sido
estudiada por Sylvestre y cols. (2002) en corderos, encontrando degradacion post-mortens de
colageno y una pequefia actividad de MMPs que podrian estar implicadas en ese catabolismo y,
por tanto, en los cambios que ocurren en el musculo. Estos resultados hacen necesario un
estudio mas profundo de la regulacion ante- y post-mortem de estos sistemas proteoliticos, de los
sitios de ataque a las distintas isoformas de colageno y de su posible relaciéon con la calidad final

de la carne.

1.4.3 Principales cambios post-mortem en la arquitectura del masculo.

Los principales cambios que se producen en la arquitectura del mdusculo son el
acortamiento sarcomérico y posteriormente, durante la maduracién de la carne, cambios
proteoliticos en la arquitectura de las miofibrillas y sus proteinas asociadas.

Estudios proteémicos recientes estiman que la estructura sarcomérica esta compuesta de al
menos 65 proteinas, sin contar las distintas isoformas que se coordinan estrechamente entre si
(Fraterman y cols., 2007). Hay muchas proteinas clave localizadas en distintas regiones de la

célula muscular (Figura 7), como por ejemplo en o cerca de la linea Z o de la banda I, que estan
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implicadas de algiin modo en el mantenimiento de la estructura y funcién de la célula muscular y

que son degradadas durante el proceso de tenderizacion post-mortens.

Moléculas de
Troponina Nebulina Tropomiosina Actina

Sarcémero b) Filamento fino [
| ; " Actinina Linea Z Titina
. . Banda H / /
Miofibrilla ,—‘ . e mgim
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c) Filamento grueso °

Linea M Cabeza

Cola
d) Molécula de miosina

Figura 7: Principales proteinas implicadas en la estructura miofibrilar.

La miosina y actina son las proteinas mas abundantes de las miofibras del musculo
esquelético y contribuyen notablemente a mantener la estructura y fuerza tensil del musculo. Se
pensaba que ninguna de ellas sufria degradacion post-mortem, sin embargo gracias a las nuevas
tecnologias de proteémica, Lametsch y cols. (2002) consiguieron separar en carne de cerdo hasta
11 fragmentos distintos de actina, que variaban en pesos de 4 a 26 kDa y pH de 4,52 a 5,5,
mostrando, claramente, que la actina es objeto de degradacion post-mortems. Mas tarde se demostro
también degradacion post-mortens de la miosina y parece ser que ésta puede ser llevada a cabo por
p-calpaina (Lametsch y cols., 2004). Esto tiene mucha importancia, ya que cualquier
modificacién, por pequefia que sea, a nivel de los complejos de actomiosina puede afectar a la
accesibilidad de las proteasas a sus sustratos (Weaver y cols., 2007) e influir notablemente en la
solubilidad de estas proteinas y en la oposicion al corte de las fibras y ha de ser tenido en cuenta

por su posible contribucion a la calidad de la carne.
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La troponina es una proteina globular presente a nivel de los filamentos finos del musculo,
y compuesta por tres subunidades globulares: troponina T, que proporciona un punto de unién
entre la tropomiosina y la troponina, troponina C, que es la responsable de la fijacion del calcio
necesario en el proceso de la contraccion muscular, y la troponina I que tiene una funcién
inhibidora de la ATPasa de los complejos de actomiosina. Existen suficientes evidencias de que la
degradacién de la troponina T con la maduraciéon (que parece ser llevada a cabo por la p-calpaina)
y la subsiguiente aparicion de fragmentos de aproximadamente 30kDa esta altamente
correlacionada con la terneza de la carne (Olson y Parrish., 1977, Rowe y cols., 2004a). Esta
degradacién puede conducir a una desestabilizacion de la estructura sarcomérica a nivel de los

filamentos finos.

Ademas, se ha descrito también degradaciéon de diversas proteinas accesorias que
mantienen la alineacién entre filamentos finos y gruesos. Entre ellas destacan la titina (la tercera
en abundancia en el musculo), una megaproteina de 3MDa cuya funcién es mantener el
alineamiento sarcomérico de la miofibrilla durante la contraccién, y la nebulina, también una
mega-proteina (600-900kDa) que se asocia con los filamentos finos de actina, constituyendo una
asociacion que puede anclar los filamentos finos a la linea Z del sarcémero. La degradacion de
ambas producirfa debilitamiento de la estructura sarcomérica y por tanto de la estructura
muscular. Degradacion de titina en carne se ha observado en numerosos estudios (Zeece y cols.,
1986; Melody y cols., 2004, Rowe y cols., 2004a) produciéndose un fragmento denominado T2,
de aproximadamente 2400kDa, y otro de aproximadamente 1200kDa. Este ultimo aparece mas
tempranamente en carne con menor dureza instrumental y mejores valores de terneza sensorial
(Huft- Lonergan y cols., 1995, 1996b). Igualmente, la degradacion de nebulina se correlaciona
con la tenderizacion post-morterz de la carne en diversos trabajos (Huff- Lonergan y cols., 1995;
Melody y cols., 2004), as{ como la de desmina, proteina de los filamentos intermedios localizada
en la periferia de la linea Z. Los filamentos intermedios conectan miofibrillas adyacentes al nivel
de la linea Z y también miofibrillas a otras estructuras celulares como el sarcolema, por lo que son
muy importantes manteniendo la integridad estructural de las células musculares (Robson y cols.,
1989, 1995). Se ha descrito que la desmina es mas rapidamente degradada en la carne de menor
dureza y mayor capacidad de retencion de agua (Huff-Lonergan y Lonergan., 1999; Zhang y cols.,
2000).

El interés econémico que despiertan estos procesos hace que numerosos investigadores

centren sus estudios en ellos, y en particular, en la busqueda de marcadores biolégicos que
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consigan detectar la calidad del producto, asi como su estado de maduracién. Durante los tltimos
afios, se han hecho grandes avances en el estudio de la proteémica, es decir, en el analisis del
contenido proteico celular o proteoma del musculo, y su evolucién a lo largo de la maduracion,
con el fin de analizar su relacién con la evolucion de la calidad de la carne, asi como identificar
fragmentos proteicos que puedan funcionar como marcadores de calidad (Lametsch y cols., 2004;
Bernard y cols., 2007; Hollung y cols., 2009). Siguiendo esta metodologia, Bouley y cols. (2004)
consiguieron identificar en el musculo de terneros afiojos de raza Charolais un amplio nimero de
proteinas, con funcién metabdlica (25,5%), estructural (17%), de defensa celular (16%) y del
aparato contractil (14,5%), ademas de identificar distintas isoformas de la troponina T y pudieron
diferenciar proteinas fosforiladas, lo que permite aplicar este método en el estudio de la fisiologfa
del musculo de animales con distinto manejo o genética. En este sentido, un afio mas tarde los
mismos autores (Bouley y cols., 2005) analizaron el proteoma de animales con el gen de la
hipertrofia muscular, encontrando diferencias como consecuencia de la mutacién en varias
proteinas del aparato contractil, entre ellas troponina T, y también en proteinas metabdlicas como

la fosfoglucomutasa (PGM) y la proteina de unién de acidos grasos cardiaca (H-FABP).

La identificacién de marcadores en la carne durante las primeras horas post-mortem es de
gran interés cientifico, pero ademas tiene una aplicacion directa en el sector, ya que podria
transferirse a las empresas para ser utilizados como herramienta para discriminar, desde los
primeros pasos de la cadena, la calidad de distintas canales y tomar decisiones sobre su destino o
incluso sobre el método de conservaciéon mas adecuado para cada una. No obstante, hay que ser
conscientes de que conlleva la utilizacién de técnicas analiticas de alto coste y que requieren un
tiempo de espera relativamente alto, por lo que es preciso orientar las investigaciones hacia el
desarrollo de métodos de prediccion rapidos y no destructivos que permitan controlar los

parametros de calidad citados.

1.4.4 Desarrollo de métodos on-line para el control y trazabilidad de los
productos: Aplicacion de la tecnologia NIRS.

La mayor parte de los métodos analiticos que se utilizan para analizar las caracteristicas y
calidad de la carne tienen una aplicaciéon practica muy limitada al ambito de la investigacion, ya
que en su mayoria se trata de métodos destructivos (requieren, como minimo, el despiece de la
canal y el picado de la carne), laboriosos (precisan varias horas o dfas para la obtencién del
resultado) y requieren la asistencia de personal técnico especializado y métodos analiticos

costosos. Para evitar estos problemas, en los dltimos afos se ha enfocado la investigacion
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cientifica hacia el desarrollo de técnicas analiticas rapidas y no destructivas que puedan utilizarse
en los primeros pasos de la cadena de procesado y permitan la prediccion de la calidad final del

producto.

La espectroscopia en el infrarrojo cercano (Near Infrared Spectroscopy: NIRS) es una
tecnologia basada en la absorciéon de radiacion en la region del espectro electromagnético situado
entre 700 y 2500 nm, que permite obtener informacién bastante completa de la composicion
quimica de la matriz analizada. Esta metodologia surgi6 en la década de los 60, como herramienta
de analisis de productos agroalimentarios, fundamentalmente piensos y forrajes. En la actualidad,
la espectroscopia en el infrarrojo cercano ha demostrado ser una técnica analitica de una gran
versatilidad, rapidez, eficacia, y con un bajo coste de mantenimiento (Prevolnik y cols., 2004), lo
cual ha contribuido a que durante la dltima década se haya extendido su aplicacion a campos de
indole tan diversa como el diagnéstico clinico (Quaresima y cols., 2003), la industria farmacéutica
(Reich, 2005), la industria bioquimica (Chen y cols., 2005), y la industria alimentaria, utilizandose
en este ultimo caso para el analisis de productos tan diversos como la leche (Sivakesava y
Irudayaraj, 2002), el pescado (Cozzolino y cols., 2005) o la carne (Alomar y cols., 2003; Liu y
cols., 2003; Prieto y cols., 2008a).

La técnica NIRS consiste esencialmente en la emision de un haz de luz sobre una muestra,
la cual, en funcién de su composicion, es decir, de la naturaleza de los enlaces presentes en sus
moléculas, absorbera una determinada cantidad de energia al ser irradiada. La absorcion de
energfa por la muestra hace que los enlaces entre C-H, O-H y N-H, componentes principales de
la estructura basica de las sustancias organicas, vibren de distintas formas. La manera mas usual
de cuantificar esta absorcién en el infrarrojo cercano es a través de la medida de la energfa
(radiacion electromagnética), bien sea la reflejada por la muestra a diferentes longitudes de onda
(reflectancia “R”), en cuyo caso se habla de espectroscopia NIR, o bien la transmitida a través de
la muestra (transmitancia ““I”’) o espectroscopia NIT. La aplicacion de la tecnologia NIRS para el
analisis cuantitativo se basa en el desarrollo de ecuaciones de calibracién que establezcan la
relacion entre los valores espectrales (log 1/R o log 1/T) y los del método analitico de referencia.
No obstante, debido a la complejidad de la informacion espectral, el analisis de los datos
espectroscopicos precisa la utilizaciéon de herramientas quimiométricas complejas, generalmente
métodos de analisis multivariante, que permitan estimar caracteristicas de la muestra a partir de
multiples variables espectrales simultaneamente. Para ello se utilizan programas informaticos

especificos, que permiten elaborar estos calculos complejos e incluso mejorar la selectividad de la
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informacién espectral, mediante la aplicaciéon de tratamientos matematicos, como la correccion
“scattering”, que permite corregir errores debidos a la dispersion de la radiaciéon por fendmenos
fisicos como la textura, el tamafio y la geometria de las particulas, o el tratamiento de derivadas,
aplicado para reducir problemas debidos a la superposiciéon de los picos de absorcion. Para
informacién mas detallada sobre el fundamento de la espectroscopia en el infrarrojo cercano, asi
como una descripcioén exhaustiva de los diferentes tratamientos matematicos y estadisticos que se
llevan a cabo para obtener ecuaciones de prediccion, referimos al lector a trabajos de Shenk y

Hoover (1976), Osborne y cols., (1993) y Williams y Norris (2001).

Desde que en 1968 Ben-Gera y Norris desarrollaron un espectrofotometro NIRS
computerizado para el analisis de la carne, se han realizado numerosas investigaciones para la
aplicacion de esta tecnologia en carne y productos carnicos. Sin embargo, hasta hace poco tiempo
su aplicacion estaba limitada al ambito del laboratorio, debido a los requisitos ambientales
(temperatura, limpieza, quietud, muestras patrén) que precisan los equipos NIRS de
investigacion. Ademas, en el caso particular de la carne, la obtencion de espectros NIRS requeria
un homogeneizado previo de la muestra, que debia presentarse picada, con lo que no podia
aplicarse en el estudio de piezas o musculos intactos. Actualmente esto esta cambiando, gracias al
desarrollo de equipamientos NIRS portables con tecnologia post-dispersiva, que pueden utilizarse
en cualquier lugar, junto con la fabricacién de sondas de superficie que permiten la obtenciéon de
espectros directamente sobre el musculo o la canal, lo que estda permitiendo el desarrollo de
ecuaciones NIRS de aplicacion “on-/ine’ real, que pueden ser utilizadas por las empresas carnicas
para el control de calidad de los productos en mataderos, salas de despiece, almacenes o lineales

de carnicerfa (Pérez-Marin y cols., 2009).

LLa metodologia NIRS permite predecir con precision la composicion quimica del producto,
es decir, su contenido de humedad, proteina, grasa y carbohidratos (Alomar y cols., 2003; Prieto y
cols., 2006; Ripoll y cols., 2008), ademas de otras caracteristicas fisico-quimicas y sensoriales de
gran interés como son el pH (Cozzolino y Murray, 2002; Andrés y cols., 2008), la capacidad de
retenciéon de agua (Brondum y cols. 2000; Geesink y cols., 2003), la dureza y aceptabilidad
(Hildrum, 1994; Venel y cols., 2001; Prieto y cols., 2009) y el contenido de pigmentos heminicos
y color (Olivan y cols., 2001c; Prieto y cols., 2006; Andrés y cols., 2008).

Por otro lado, la metodologfa NIRS también presenta muchas opciones para el desarrollo

de modelos de clasificacién o autentificaciéon de los productos segun distintas pautas de

42



Introduccién

producciéon o de manejo (raza de origen, sistema de alimentacién, tiempo de maduracion,
composicion, etc). Esto se consigue gracias a la obtenciéon de un modelo 6ptico caracteristico de
cada muestra estudiada, que puede funcionar como su “huella dactilar”, permitiendo identificar a
qué poblaciéon de muestras conocida pertenece una muestra desconocida. Este método abre
numerosas alternativas para el control de calidad de los productos, no sélo de cara al consumidor
sino también para el control de las materias primas en las empresas de elaboracién de productos
carnicos. Asi, se ha demostrado que la tecnologfa NIRS permite detectar si una carne es fresca o
ha sufrido congelaciéon y descongelacion (Downey y Beauchéne, 1997). También puede aplicarse
para identificar con qué especies animales se ha elaborado una hamburguesa (Ding y cols., 1999)

o para detectar adulteracion en la carne picada (Ding y Xu, 2000).

Aspectos tan de actualidad como la autenticacion de la carne en funcién de una raza, edad
o sistema productivo también pueden abarcarse con la técnica NIRS. Olivan y cols. (2003c) en un
estudio con carne de tres razas bovinas espafiolas (AV, AM y Pirenaica) demostraron que el
analisis quimiométrico del espectro NIT permite clasificar adecuadamente en su grupo racial un
85,9% de las muestras. Prieto y cols. (2008b) consiguieron discriminar el 100% de muestras de
carne bovina con respecto a la edad y estado fisiolégico (terneros jovenes enteros frente a adultos
castrados) amparados por la marca de calidad “Valles del Esla”. En cuanto a la discriminacién
segun el tipo o sistema de alimentacion, los espectros NIRS han permitido discriminar de forma
aceptable la carne proveniente de terneros alimentados con pasto o con silo de maiz (Cozzolino y
Murray, 2002), en el caso de pollos, discriminar los de producciéon industrial y los camperos
(Fumiere y cols., 2000), en corderos ha permitido una correcta discriminacién de animales
alimentados a base de pasto o a base de concentrados (Dian y cols., 2007) y diferenciar en
conejos entre produccidon organica y convencional (Pla y cols.,, 2007). En porcino, se ha
comprobado que la espectroscopia en el infrarrojo cercano resulta viable no sélo para predecir el
perfil de acidos grasos, sino también para clasificar las canales, pudiéndose utilizar incluso para
determinar el tipo de alimentacién (bellota, recebo, pienso) que ha recibido el animal (Garcia
Olmo y cols., 2001). Liu y cols. (2003) evaluaron la capacidad de clasificacién de la carne segun su
grado de terneza mediante tecnologfa VIS-NIRS (que utiliza no solo la region del infrarrojo sino
la del rango visible) consiguiendo clasificar correctamente muestras de filetes de novillos de las
razas Angus o Hereford como duras o tiernas. En un estudio posterior, Price y cols. (2008)
consiguieron una clasificacion correcta (92% aciertos) de muestras de carne en tres categorfas

(tierna, dura o intermedia) segun sus valores de dureza instrumental.
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En base a todo lo expuesto en esta introduccién, se propone la presente Tesis Doctoral,
que abordara el estudio del efecto de la raza y el gen de la hipertrofia muscular sobre la calidad de
la carne de vacuno de machos afojos de las razas bovinas asturianas cebados en intensivo, asi
como la evolucion post-mortenr de los parametros de calidad y las posibilidades de aplicacion dela
espectroscopia en el infrarrojo cercano (NIRS) para una deteccion rapida y precisa de la calidad

de los productos.
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1. Objetivos.

El objetivo general planteado en esta Tesis Doctoral es:

Estudiar la evolucion post-mortem de indicadores de calidad en la carne de vacuno de machos

afiojos cebados en intensivo procedentes de distintos biotipos de las razas autdctonas “Asturiana

de los Valles” y “Asturiana de la Montafia”, segun la raza y el gen de la hipertrofia muscular,

amparados por la IGP “Ternera Asturiana”, asi como desarrollar herramientas analiticas que

permitan una prediccion “on-/ine” de la calidad de los productos.

n

2)

3)

)

5)

Dicho Objetivo general se desglosé en los siguientes Objetivos parciales:

Analizar el efecto de la raza y el gen de la hipertrofia muscular sobre la actividad de
enzimas proteoliticos (catepsinas y calpainas) a lo largo de la maduracién de la carne y su

influencia en el proceso de tenderizaciéon y en la conversién del musculo en carne.

Identificar cambios en el perfil proteico de distintas fracciones celulares del tejido
muscular (sarcoplasmica, miofibrilar) y establecer posibles relaciones con el patrén de

tenderizacion del musculo en los distintos biotipos estudiados.

Analizar el efecto de la raza y el gen de la hipertrofia muscular sobre la calidad fisico-
quimica y sensorial de la carne y establecer el tiempo 6ptimo de maduraciéon de los

productos procedentes de los distintos biotipos.

Evaluar el potencial de la espectroscopia en el infrarrojo cercano, mas concretamente, la
espectroscopia por transmitancia (NIT) para predecir parametros indicativos de calidad

de la carne de los diferentes biotipos estudiados.

Proponer nuevas estrategias para el estudio de la tenderizacion de la carne, indagando en
el conocimiento de los distintos procesos de muerte celular y sus marcadores asociados

para explicar el proceso de conversion del musculo en carne.

47



Objetivos

2. Publicaciones Generadas.

Los resultados obtenidos en esta Tesis han dado lugar a la redacciéon de 5 articulos
cientificos que constituyen la presente Memoria de Tesis Doctoral. Dichos articulos recogen la
informacién obtenida a partir de los objetivos propuestos anteriormente, segin la siguiente

distribucion:

Obijetivos 1y 2:

Caballero B., Sierra V., Olivan M., Vega-Naredo 1., Tomas-Zapico C., Alvarez-Garcia O.,
Tolivia D., Hardeland R., Rodriguez-Colunga M.]., Coto-Montes A. (2007). Activity of
cathepsin isoforms along beef aging related with mutations in myostatin gene. Journal of the

Science of Food and Agriculture, 87, 192-199.

Sierra V., Fernandez-Suarez V., Castro P., Osoro K., Rodriguez-Colunga M. J., Vega-Naredo
I., Garcfa-Macia M., Coto-Montes A., Olivan M. Post-mortem evolution of calpains and
proteolytic profile in meat from different biotypes included in the PGI “Ternera Asturiana”

showing distinct tenderization pattern. Meat Sczence. En Evaluacion. MEATSCI-D-10-00520.

Obijetivo 3:
Sierra V, Guerrero L., Fernandez-Suarez V., Martinez A., Castro P., Osoro K., Rodriguez-
Colunga M. J., Coto-Montes A., Olivan M. (2010). Eating quality of beef from biotypes
included in the PGI “Ternera de Asturias” showing distinct physicochemical characteristics

and tenderization pattern. Meat Science, 86, 343-351.

Objetivo 4:

Sierra V., Aldai N., Castro P., Osoro K., Coto-Montes A., Olivan M. (2008). Prediction of the
fatty acid composition of beef by near infrared transmitance spectroscopy. Meat Science, 78,

248-255.

Obijetivo 5:

Sierra V., Vega-Naredo 1., Coto-Montes A., Olivan M. Cell death processes and markers: a
novel approach to deal with meat quality. Journal of Food Science. En Evaluacion. JSF-2010-
0348.
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Asturias es una region que se distingue por la produccion de carne de calidad amparada por
la IGP “Ternera Asturiana”, que engloba distintos productos de las razas autoctonas “Asturiana
de los Valles”, “Asturiana de la Montafia” y sus cruces. Las marcas de calidad pretenden
garantizar el origen, el sistema productivo y las caracteristicas de los productos, de modo que su
éxito en el mercado dependera del grado en que puedan satisfacer las expectativas del
consumidor, siendo la falta de homogeneidad en la calidad de los productos uno de los

principales retos de la industria carnica para ganarse la confianza del consumidor.

De los distintos factores que pueden influir sobre la calidad de la carne, en esta Tesis
Doctoral nos hemos centrado en el estudio de los efectos de la raza y el gen de la hipertrofia
muscular sobre determinados parametros bioquimicos, fisico-quimicos y sensoriales y sus
cambios a lo largo de la maduracion post-mortem, con especial referencia a los procesos de
tenderizacion de la carne y la aplicacion predictiva de la tecnologia NIRS. Sin embargo, los
distintos proyectos que han dado lugar al desarrollo de esta Tesis han abordado objetivos mas
amplios, incluyendo el estudio de otras variables bioquimicas e histologicas, asi como las
relaciones existentes entre ellas, lo que ha permitido obtener una informacién multidisciplinar
sobre los procesos de transformacion que ocurren en el musculo tras el sacrificio y a lo largo de la
maduracion post-morterz de la carne, por lo que se cuenta con informacion adicional que sera
considerada en esta discusion, con el fin de tener una visiébn general que permita una

interpretacion global de los resultados.

Variables Fisico-quimicas

De las distintas variables fisico-quimicas estudiadas, conviene destacar, por su relevancia

sobre la calidad del producto, las siguientes:

La tasa de descenso del pH en las primeras 24 h post-mortem, que tiene gran influencia
sobre los procesos de maduracion de la carne, y que mostré diferencias significativas entre los
distintos biotipos estudiados. En general, la carne de los animales de raza AV con presencia de la
mutacion en el gen de la miostatina, presenté pHs mas bajos que la de biotipos normales de la
misma raza (AV) o de la raza rastica (AM) (Figura 8a), lo que puede deberse al efecto conocido
de la mutacién sobre la composicion de las fibras musculares, habiéndose asociado el gen con
una mayor proporcion de fibras de contraccién rapida y glicolitica, asi como con un metabolismo
mas glicolitico en general (Gagnicere y cols., 1997, Gil y cols., 2001; Olivan y cols., 2004a). Estas

diferencias se detectaron desde los primeros momentos tras el sacrificio del animal (2h post-
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mortent), cuando el pH ya era significativamente mas bajo en el musculo de los animales
homocigotos culones (#h/mh), lo que corrobora la existencia de un metabolismo mas glicolitico,
que puede influir sobre la actividad de determinados enzimas proteoliticos, como se comentara
mas adelante, y ademas tener influencia sobre parametros de calidad fundamentales como la
capacidad de retenciéon de agua de la carne, debido a una mayor desnaturalizaciéon de las proteinas

(Offer y Knight, 1988; Bertram y cols., 2003; Bee y cols., 2007).

La composicion de la carne se vid afectada por la raza y el gen de la hipertrofia
muscular, de modo que, en general, la carne de los animales de raza AM presenté6 mayor
contenido graso, menor contenido acuoso y proteico y mayor contenido de pigmentos heminicos
(mioglobina), coincidiendo estos resultados con los obtenidos en estudios previos realizados no
s6lo en la raza AM (Gil y cols., 2001; Olivan y cols., 2004a; Aldai y cols., 2000) sino también en
otras razas rusticas espafolas como Morucha, Avilefia o Retinta (Campo y cols., 1999; Gil y cols,
2001; Vieira y cols., 2009). Del mismo modo, el bajo contenido en grasa intramuscular de la carne
de los animales AV (wh/mh) ha sido referido en otras razas con presencia de hipertrofia muscular
como la Piamontesa o la Azul Belga (Clinquart y cols., 1997; Fiems y cols., 1998, De Smet y cols.,
2000).

También la capacidad de retencion de agua depende del biotipo, de modo que la
hipertrofia muscular se asocia con una menor capacidad de retencién de agua, tanto en la raza
AV, en la que se ha descrito que la carne de los animales culones (wh/75h) tiene una capacidad de
retenciéon de agua significativamente menor que la del resto de biotipos, incluso que la de los
animales heterocigotos (wh/+) (Olivan y cols., 2004a; Aldai y cols., 2006), como en otras razas
con hipertrofia muscular, como la Azul Belga (Uyterhaegen y cols., 1994; De Smet y cols., 2000).
Esto puede estar relacionado con el bajo grado de engrasamiento (hay que recordar que la grasa
tiene un efecto aislante), el metabolismo mas glicolitico asociado a la hipertrofia muscular, las
diferencias en la estructura de colageno, asi como con una mayor o mas rapida actividad
proteolitica en el musculo de este biotipo, que podria provocar una desestabilizaciéon de la

estructura miofibrilar y mayores pérdidas de agua.

La dureza instrumental de la carne de los distintos biotipos incluidos en este estudio
presentd variaciones a lo largo de los distintos afios estudiados. Es ampliamente conocida la gran
variabilidad, que permanece atn sin explicacién, ligada a los procesos de adquisicion de la terneza
de la carne, que es patente incluso en situaciones en las que se controlan minuciosamente las

condiciones de manejo animal pre y post-sacrificio (Johnston y cols., 2001; Purchas y cols., 2002;
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Purslow y cols., 2008), y que puede estar asociada con la variabilidad individual del animal, asi
como a parametros ligados al momento del sacrificio, en particular cuando se abarcan estudios

realizados a lo largo de distintos afios.

A pesar de estas variaciones, los datos mostrados en esta Tesis apuntan que, en general, la
carne de los terneros con hipertrofia muscular (wh/mh y mh/+) mostré tasas de tendetizacion
mas rapidas que la de los animales de genotipo normal (+/+) AV o AM y el cruce AVXAM, si
bien a tiempos mas largos de tenderizacion se igualaron los valores finales de dureza de la carne
entre biotipos, no encontrandose diferencias significativas entre ellos. Estos resultados coinciden
con los de Safiudo y cols. (2004) quienes apuntaban que el tiempo de maduracion tiende a reducir

las diferencias en textura de la carne, independientemente de la raza.

Actividad de los principales sistemas proteoliticos

Entre las distintas proteasas, la p-calpaina es el enzima al que se le atribuyen los mayores
efectos sobre la tenderizacion de la carne (Koohmaraie y Geesink, 2006). En nuestros estudios, si
consideramos de forma conjunta la actividad detectada de las dos formas (nativa y autolisada) de
u-calpaina, se observé una disminucion de la actividad enzimatica a lo largo del tiempo de
maduracion post-morterz de la carne (Figura 8b), ocurriendo este descenso mas tempranamente y
de forma mas acusada (entre las 24 y las 48 horas) en el musculo de los animales AV (wh/mh) que
en el resto de biotipos. Esto puede estar relacionado con el metabolismo mas glicolitico y el
descenso mas rapido de pH en el musculo de este biotipo, como se ha comentado anteriormente

(Figura 8a).

Otros autores han descrito que un descenso mas temprano del pH, acompafado por una
mayor concentracion de calcio citoplasmatico, debido a una desregulacién de los canales i6nicos,
puede provocar una activacion mas temprana del enzima (Rhee y cols., 2006), aunque también
puede acelerar la autolisis que sufre el enzima en presencia del calcio, lo que finalmente resultaria
en detrimento de su actividad (Melody y cols., 2004; Pomponio y cols., 2010). Esto podria
explicar los bajos niveles de actividad de p-calpaina encontrados en el musculo del biotipo AV

(mh/ mh) comparado con otros biotipos.

La carne del biotipo heterocigoto AV (mh/+) presentd niveles intermedios de actividad
de la p-calpaina, siendo la carne de los animales normales (+/+) de ambas razas (AV y AM) la
que mostré niveles mas elevados de actividad enzimatica y un descenso mas tardio, igualando sus

niveles con los de los biotipos (wh/mh 'y mh/~+) alos Ty 14 dias post-morten.
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Figura 8: Descenso del pH (a) y la actividad microcalpaina (nativa y autolisada) (b) a lo
largo de la maduracién post-mortem en los distintos biotipos estudiados.

En general, el patron de actividad de la p-calpaina con niveles mas altos en el post-mortem
temprano y reduciéndose con la maduracion fue similar en el musculo de los distintos biotipos
estudiados, aunque mostré una evoluciéon mas acelerada en la carne de los animales culones.
Estos resultados coinciden con los obtenidos en el estudio de la actividad de catepsinas, lo que
corrobora la relacion entre la tenderizacion de la carne y la hipertrofia muscular. Asi, en nuestro
estudio, las actividades de catepsinas B, B+L, H y D analizadas en dos extractos celulares
(lisosoma y citosol) fueron mas elevadas en tiempos tempranos de maduracion (3-7 dias) en la
carne procedente de animales con presencia del gen de la hipertrofia muscular (mh/mh y mh/+)
que en la de los normales de ambas razas, presentando diferencias significativas solo en el
extracto citosélico y ocurriendo un descenso de la actividad a los 14 dfas en el caso de terneros
AV (mb/mh) y 21 dias en la catne de AV(wh/+), manteniéndose la actividad en la carne de los
animales normales (+/+) de ambas razas hasta los 14 y 21 dias post-mortem. Estas diferencias
pudieron también estar relacionadas con el pH ultimo de la carne, que fue més bajo en los
terneros culones, lo que podria haber activado una ruptura mas temprana de la membrana
lisosomal, y por tanto, una liberacion mas temprana de las catepsinas lisosomales al citosol,
ademas de que éstos animales alcanzarfan antes un pH citosélico mas éptimo para estos sistemas

enzimaticos, que requieren ambientes acidicos.

El analisis multivariante de estos cambios, junto con las principales variables fisico-
quimicas relacionadas con los procesos de tenderizacion (pH, pérdidas de jugo, dureza
instrumental) permitié definir dos grupos de variables (Olivan y cols., 2004b) tal y como muestra

la Figura 9.
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Figura 9. Analisis de Componentes Principales de caracteristicas fisico-quimicas (e, letras en
rojo) y actividades enzimaticas (m: en lisosomas, A: en citosol) a los 7 y 14 dias post-mortem.

El primer grupo incluye pérdidas de jugo (drip loss y pérdidas de jugo por presiéon o
expressible juice “EJ”) y alta actividad de las catepsinas (H, D, B y B+L), tanto en el citosol como
en los lisosomas, a los 7 dias post-morten. Esto implica que la carne con alta actividad proteolitica a
los 7 dias de maduracién muestra mayores pérdidas de jugo. Este grupo de variables aparece
negativamente correlacionado con otro grupo compuesto por dureza instrumental (WB) a los 14
dias post-mortem y alta actividad enzimatica de catepsinas en los lisosomas (B, B+L, Hy D) y en el
citosol (B, B+L y D) a los 14 dias, es decir, con las variables que identifican las carnes de
tenderizacion mas lenta, que muestran mayores valores de dureza y mayor actividad de

catepsinas, tanto en el lisosoma, como en el citosol a tiempos largos de maduracion.

En general, los resultados obtenidos en esta Tesis Doctoral apoyan la idea de que las
calpainas serfan las responsables de los cambios que ocurren en el post-morters temprano, mientras
que las catepsinas cobrarfan mayor relevancia en tiempos mas avanzados de la maduracion de la
carne (Calkins y Seideman, 1988; Zeece y cols., 1992). Sin embargo, quizas no se deberia
subestimar el papel de las catepsinas en tiempos tempranos de maduracion, ya que se han
encontrado correlaciones significativas entre la actividad de catepsinas libres y la terneza de la
carne desde las 24h post-mortems hasta el final del periodo de maduraciéon (Calkins y Seideman,
1988; Johnson y cols., 1990; O’Halloran y cols., 1997). Ademas, diversos autores (Chambers y
cols., 1994; O’Halloran y cols., 1997) han encontrado mayor actividad de catepsinas B, L y D en
la fraccién soluble que en la lisosomal a tiempos muy tempranos de maduraciéon (0 y 3h post-
mortens). De forma analoga, en otros estudios realizados en nuestro laboratorio hemos encontrado

mayor actividad de catepsinas (B y D) en el extracto citosélico que en el lisosomal en el LD
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bovino en tiempos muy tempranos (2h) post-mortemr (Garcia-Macia, 2009). Esto podria ir ligado a
procesos de muerte celular programada, en los que se produce una traslocacion temprana de las
catepsinas B y D del lisosoma al citosol. En base a estos resultados se puede deducir que la
actividad de catepsinas puede ser determinante en el proceso de tenderizacion, no solo en el post-
morterr mas tardio, como se crefa hasta ahora (Sentandreu y cols., 2002), sino desde el inicio del

proceso de conversiéon de musculo en carne.

Cambios post-mortem en la arquitectura muscular:

Los principales cambios estructurales que se producen en el proceso de conversion del
musculo en carne son el acortamiento sarcomérico y la proteolisis y ambos tendran importantes
efectos en la tenderizacion (Weaver y cols., 2009). Wheeler y Koohmaraie (1994) mostraron que el
acortamiento sarcomérico es responsable de los valores de dureza en el post-mortens temprano (antes de
las 24h), mientras que variaciones en proteolisis (via calpainas u otros sistemas enzimaticos) son

responsables de las diferencias encontradas en terneza a lo largo de la maduracion.

Nuestros resultados al comparar la longitud de los sarcoémeros entre biotipos, medida a
las 24 h post-mortems, mostraron diferencias significativas, siendo mayor en el muasculo de terneros
culones AV (mh/mh) que en los terneros normales (+/+) de ambas razas, alcanzando los

individuos heterocigotos valores intermedios (Tabla 1, Sierra y cols., 2000).

Tabla 1. Longitud de los sarcomeros (pm) de las fibras musculares a las 24h post-mortem.

AV(mh/mh) AV(mh/+) AV(+/+) AM(+/+)
N 6 6 5 7
Minimo 1,58 1,31 1,1 1,13
Maximo 1,8 1,78 1,68 1,62
Rango 0,22 0,47 0,58 0,49
Media 1,72a 1,63a,b 1,5b 1,47b
C.V. 4,65 9,82 17,33 12,93

C.V.: coeficiente de variacion. Letras diferentes en cada linea indican diferencias significativas para (p<0.05).

En este estudio, ademas, el genotipo culén presenté un rango de medidas (diferencia
entre los valores maximos y minimos registrados) inferior a todos los demas y un menor
coeficiente de variacién, es decir, fue el grupo mas homogéneo, en contraposicion a los animales
normales de ambas razas, que presentaron mayor heterogeneidad entre individuos, con

coeficientes de variacion del 17% y 13%, respectivamente.
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Estos resultados muestran un menor acortamiento sarcomérico en los biotipos con
tenderizaciéon mas temprana de la carne. En principio, una disposiciéon mas relajada de los
filamentos finos y gruesos que coexisten en aquellos sarcomeros de mayor longitud, podria
favorecer la disponibilidad de las miofibrillas a la accién de las proteasas celulares, mientras que
en el caso del musculo de los biotipos normales (+/+4) de ambas razas, que presentan un mayor
grado de acortamiento sarcomérico, estas proteasas se verfan incapacitadas por problemas

estéricos para acceder a sus proteinas diana.

Por otro lado, las diferencias detectadas en las actividades proteoliticas entre biotipos
conllevan diferencias en la apariciéon de fragmentos proteoliticos derivados de proteinas
miofibrilares. Los resultados obtenidos en esta Tesis han mostrado una desaparicién progresiva
de troponina T y la subsiguiente apariciéon de un fragmento de degradacién de dicha proteina, de
30kDa, que ocurren a tiempos mds tempranos en el musculo de terneros culones AV (wh/mh)
que en heterocigotos AV (mh/+), y a su vez, en éstos antes que en los biotipos normales (+/+)
de ambas razas (AV y AM). De modo similar, se observaron cambios en las bandas
correspondientes a la troponina I, que también ocurren mas tempranamente en animales AV
(mh/mh). Ademis, los resultados muestran que estos cambios se correlacionan con la dureza
instrumental y con la actividad de las calpainas, corroborando teorias previas que asociaban la
mejora en la tenderizacion de la carne durante la maduracion post-mortem con la degradacion de
proteinas miofibrilares claves mediada por calpainas (Christensen y cols., 2004; Rhee y cols.,

20006; Xiong y cols., 2007).

Weaver y cols. (2008) demostraron, ademas, que la longitud de los sarcémeros contribuye
a las diferencias en el grado de proteolisis de la troponina T en el musculo sewitendinosus bovino,
hipotetizando que estas diferencias pueden ser el resultado de la diferente disponibilidad de
sustrato dependiendo de la longitud sarcomérica. De acuerdo con esta hipotesis, mas tarde estos
autores (Weaver y cols., 2009) sefialaron que la proteolisis de troponina-T mediada por p-
calpaina, ocurrfa en mayor grado en aquellas muestras de sarcomeros mas largos, apuntando que
la proteolisis podria estar dificultada cuando hay un mayor solapamiento entre los fragmentos
finos y gruesos, lo que impedirfa el acceso de las proteasas a sus sutratos intrasarcoméricos.
Nuestros resultados corroboran estos datos, mostrando que la carne procedente de categorias
genéticas (mh/mh 'y mh/+) de maduracién mas rapida (mas tiernas por tanto a tiempos cortos),
presentaron sarcomeros mas largos. Esto, junto con el hecho de que el musculo de terneros con

hipertrofia muscular tiene una acidificacién mas temprana y una desregulacién mas rapida del
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Ca'? parece indicar una mejor accesibilidad y condiciones més 6ptimas de actuacién de los
enzimas proteoliticos sobre las fibras musculares, que por lo tanto mostraron patrones de
activaciéon adelantados en el tiempo, produciendo alteraciones post-mortern mas tempranas en

determinadas proteinas estructurales (troponina T, troponina I).

Ademas de las diferencias en las proteinas miofibrilares, que estarain mas estrechamente
ligadas a cambios en la estructura celular, se conocen cambios a nivel de las proteinas
sarcoplasmicas, que han sido relacionados con cambios en atributos indicativos de calidad como
el descenso del pH, el color o la capacidad de retencion de agua (Lametsch y cols., 2002; Sayd y
cols., 20006). Los resultados obtenidos en esta Tesis Doctoral han mostrado diferencias
significativas en algunas proteinas sarcoplasmicas entre la carne procedente de los biotipos con
presencia del gen de la hipertrofia muscular y los normales, principalmente en enzimas implicadas
en el metabolismo energético celular como creatinina kinasa, G3PDH o piruvato kinasa,
encontrando correlaciones significativas entre algunas de éstas y la dureza instrumental, la
actividad de calpainas o los cambios observados en el perfil miofibrilar, lo que parece indicar que

todos estos procesos son interdependientes.

Fenémenos de Oxidacién y Defensa Antioxidante:

Uno de los cambios a nivel celular que mas influye en la transformacién muscular post-
mortems, ademas del pH y el cambio en la fuerza idnica, son los procesos de oxidaciéon y
nitrosilaciéon de biomoléculas. La oxidacion lipidica va aumentando a lo largo del tiempo de
maduracién debido a la oxidacién de acidos grasos y pigmentos, lo cual va produciendo, lenta
pero continuamente, H,O, que dard lugar a OH/, el radical libre mas téxico y nocivo para

cualquier macromolécula biolégica.

El indice TBARS permite medir la formacién de productos secundarios en respuesta a la
degradacién de hidroperéxidos como consecuencia del dafio oxidativo. Dicha analitica mide la
cantidad de sustancias reactivas (principalmente malonaldehido) al acido tiobarbiturico, y puede
detectar los productos resultantes, tanto de dafios en lipidos como en proteinas, y presenta gran
correlacién con la calidad sensorial de la carne. En nuestro estudio, los indices de TBARS
obtenidos para cada biotipo mostraron que, al igual que en el caso de la proteolisis, la carne de los
genotipos con hipertrofia musculatr (wh/mh y mh/+) mosttd un patrén mas acelerado en los
indices de oxidacién que la carne de otros biotipos, lo cual pudo estar relacionado con su mayor

proporcién de acidos grasos poliinsaturados (Aldai y cols., 2006), que son mas susceptibles a los
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fenémenos oxidativos. Ademas, nuestros resultados apuntan a que los sistemas antioxidantes, en
particular la Superéxido Dismutasa (SOD) y la Catalasa (CAT), actian de modo mas temprano
en el muasculo de los animales de biotipo culén (#25/mh) (Caballero y cols., 2006), produciéndose
un agotamiento enzimatico mas temprano lo que puede explicar el mayor nivel oxidativo

encontrado en la carne de estos biotipos.

Por otro lado, numerosos estudios apuntan el hecho de que la maduracion post-mortem
incrementa la oxidacién de proteinas miofibrilares (Martinaud y cols., 1997; Rowe y cols., 2004a,
2004b). Las calpainas son enzimas que contienen residuos de histidina y residuos de cisterna con
grupos SH en su centro activo, los cuales son particularmente susceptibles a la inactivacién como
consecuencia de la oxidaciéon (Lametsch y cols., 2008). Huff-Lonergan y cols., en una revisiéon
publicada recientemente (2010) apuntaron la posibilidad de que existan diferencias genéticas en la
susceptibilidad a la oxidacién, por lo que hipotetizaron que diferencias en los sistemas de defensa
antioxidante entre animales y/o musculos, podtian influir en la actividad de calpainas en la
proteolisis y, por lo tanto, en la tenderizacion de la carne. Esto coincide con los patrones
proteoliticos obtenidos en esta Tesis, que muestran cambios mas tempranos en los biotipos con

hipertrofia muscular relacionados con una evolucién mas temprana de la.tenderizacién.

Estos datos parecen sostener la hipotesis de que los enzimas antioxidantes tienen una
accion sinérgica con los enzimas proteoliticos implicados en los procesos de tenderizacion de la
carne, al evitar que los radicales libres inactiven los enzimas proteoliticos, ya que ambos grupos
enzimaticos mostraron una evolucién similar a lo largo de la maduracién en todos los genotipos

estudiados.

(Como afectan estas diferencias a la percepcion de calidad por el
consumidor?

En general, los resultados obtenidos de calidad sensorial muestran que el biotipo afectd
significativamente a la mayorfa de los atributos sensoriales estudiados (jugosidad, terneza y
aceptabilidad global), principalmente en tiempos de maduraciéon largos (14 y 21 dias). Conviene
destacar que la carne procedente de los biotipos con hipertrofia muscular presentaron valores de
aceptabilidad a tiempos cortos (3 dfas) mas bajos que el resto, probablemente debido al efecto
negativo que tiene la baja composiciéon grasa en la calidad de la carne. Sin embargo, y
probablemente debido al proceso de tenderizaciéon mas temprano, la carne de estos biotipos

(mb/mhy mh/+) de la raza AV mostré las notas miés altas de flavor, terneza y aceptabilidad glogal
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a los 7-14 dias post-mortems, mientras que la de otros genotipos alcanzo6 los valores mas altos de
calidad sensorial a los 14 (AVXAM) y 21 dias (AV (+/4) y AM) de maduracion. Estos resultados
muestran que la carne de terneros con hipertrofia muscular requiere periodos mas cortos de
maduracién para obtener su maxima calidad sensorial, debido por un lado a un metabolismo
proteolitico mas rapido, que le confiere niveles de terneza adecuados, asi como fenémenos
oxidativos (TBARS) mas tempranos que mejoran la calidad sensorial a tiempos mas cortos post-
mortem, dado que cierto nivel oxidativo es necesario para un desarrollo apropiado del flavor en la

carne.

El estudio multivariante de los resultados ha permitido distinguir entre los distintos
biotipos incluidos en la IGP “Ternera Asturiana” (animales de las dos razas bovinas asturianas
AV y AM, con distinto grado de presencia de la hipertrofia muscular) dos grupos de calidad, en

base a las caracteristicas fisico-quimicas de la carne, asi como por su calidad sensorial:

a) Carne procedente de los biotipos con presencia de la mutacién en el gen de la
miostatina, que produce hipertrofia muscular, de la raza AV (mh/mh y mh/+),
caracterizada por mayores pérdidas de jugo, mayor luminosidad (L*) y menor
engrasamiento intramuscular que los otros biotipos, que alcanza una mayor
aceptabilidad sensorial en tiempos de maduracién intermedios (7 a 14 dias post-

mortens).

b) Carne de los biotipos libres de hipertrofia muscular (+/4), tanto de la raza AV como
de la rastica AM y su cruce (AV x AM), con mayor engrasamiento muscular, mayor
contenido de pigmentos heminicos y mayor dureza instrumental, que requiere
tiempos mas largos de maduracion post-mortens (21 dias) para alcanzar su 6ptimo de

calidad.

Por otro lado, este estudio permitié detectar dos grupos diferentes de consumidores. Por
un lado, gente muy joven (<25 afios), y con mayor frecuencia de consumo de carne de vacuno
(mas de dos veces a la semana), que prefirieron la carne que alcanzé un nivel apropiado de
tenderizacion a tiempos de maduracion intermedios (3-14 dias) independientemente del biotipo,
mientras que se encontr6 otro grupo de consumidores, de mayor edad (entre 26-45 afios) que
optaron por carne de maduracion mas tardia, con valoraciones altas de jugosidad y aceptabilidad
a los 21 dias post-mortem. Esta informacion puede ser muy util para el desarrollo de estrategias de

mercado apropiadas orientadas a segmentos especificos de la poblacion.

172



Discusion

Los resultados dejan también en evidencia que es preciso establecer una combinacion
adecuada de biotipo y tiempo de maduracién para obtener la maxima calidad de los distintos
productos estudiados. Esto permitirfa a la marca de calidad garantizar la maxima calidad sensorial
de cada producto distribuido en el mercado. No obstante, es preciso sefalar que en este estudio
la carne se madurd en camara refrigerada (4°C), una vez fileteada, envasada al vacio. Estas
condiciones facilitan el estudio pero difieren notablemente de las condiciones utilizadas en el
mercado. Probablemente, un procedimiento distinto de maduraciéon (en canal o en grandes
piezas) puede influir sobre la evolucion post-mortens de la temperatura y pH de la carne, asf como
sobre la actividad de los enzimas proteoliticos y oxidativos del musculo, con lo cual la evolucion
de la calidad sensorial de la carne a lo largo de la maduraciéon podria diferir de los resultados

obtenidos en este estudio.

Aplicacion de la tecnologia NIRS como método “on-line” de control de
calidad

Numerosos estudios han confirmado la capacidad de la espectroscopia NIRS para predecir
el contenido de los principales componentes quimicos de la carne de vacuno, tales como
proteina, grasa y humedad (Prieto y cols., 2009). El analisis de los espectros NIRS recogidos en
forma de transmitancia (NIT) en carne picada ha permitido demostrar que esta tecnologia puede
utilizarse para el analisis cuantitativo de parametros indicativos de la calidad de la carne a lo largo
de la maduracién post-mortem, obteniéndose ecuaciones de prediccion satisfactorias no sélo para
las variables de composicion habituales (humedad, grasa, proteina, pigmentos, todas ellas con un
coeficiente de determinacién R superior a 0,9) (Tabla 2), sino incluso para determinar el perfil
lipidico de la grasa intramuscular (SFA, Ry"=0,837; BFA, Ry"=0,704; MUFA, R"=0,852), en
particular el contenido de algunos de los acidos grasos individuales mas importantes como son
C14:0, C16:0, C16:1 cis9, C17:0, C18:1cis9, C18:1cis11 y también de algunos minoritarios como
C13:0, C15:0, C17:1cis9, C18:1cis13, mostrando para todos ellos coeficientes de determinacion

superiores a Ry">0.76 y RPD<2.

Tabla 2. Estadisticos de calibracion NIT para la composicion quimica de la carne.
2

2

ETC Rc ETVC Rvc
Humedad 0,297 0,912 0,308 0,904
Grasa 0,241 0,919 0,25 0,914
Proteina 0,192 0,888 0,22 0,852
Mioglobina 0,316 0,906 0,373 0,87
ETC y ETVC: error tipico de calibracién y validacion cruzada, Re? y Rve?: coeficiente de calibracion y validacion
cruzada.
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Ademas, se calcularon ecuaciones de prediccion NIT para otros parametros indicativos de
calidad, tales como pH, CRA, dureza instrumental, SOD, CAT, GR, TBARS y calidad sensorial
(sabor, jugosidad, terneza y aceptabilidad). De éstos, los que dieron mejores indices de calibracion
fueron la dureza instrumental (Ry"=0,449) y las pérdidas por goteo (drip loss) (Ry"=0,393), asf
como la aceptabilidad global (Ry.’=0,561) aunque en ningin caso se alcanzaron los
requerimientos necesarios para que estas ecuaciones pudiesen ser aplicadas con fines analiticos

(RPD<2).

Estos resultados coinciden con los de otros autores, que no obtuvieron ecuaciones de
prediccion satisfactorias para el pH y la capacidad de retencion de agua de la carne (Prieto y cols.,
2009). En cuanto a la dureza instrumental, a pesar de estar estrechamente ligada a la composicion
de las muestras, es uno de los parametros de calidad mas dificiles de predecir por espectroscopia
en el infrarrojo cercano (Venel y cols., 2001; Leoy y cols. 2003, Andrés y cols., 2008; Ripoll y
cols., 2008; Prieto y cols., 2008a), debido fundamentalmente al modo de presentaciéon de la
muestra, que requiere generalmente una preparacion distinta de la carne para el analisis de dureza
(fileteado, cocinado) y la obtencion del espectro NIRS (carne picada cruda). Ademas, conviene
recordar que la dureza de la carne no sélo depende de su composicién quimica sino también en
gran medida de la estructura muscular, la cual probablemente no es debidamente recogida en los
espectros NIRS. En este Trabajo, se ha podido comprobar que los espectros NIT pueden, en
cierta medida, utilizarse para el seguimiento del proceso de tenderizacion post-mortems de la carne,
ya que curiosamente permitieron predecir la actividad de algunos enzimas proteoliticos relevantes
en los procesos de tenderizacion. Asi, el analisis del espectro bruto NIT tomado a las 48h post-
mortem permitié una buena prediccion de la actividad citosdlica de las catepsinas B (Ry.’= 0,857) y
D (Ry.’= 0,898) a los 7 dias de maduracién (RPD>2,5), estando ambas actividades relacionadas
positivamente con la terneza final de la carne. Este resultado, en cierta medida sorprendente,
pudo deberse al distinto patréon de tenderizaciéon y de actividad enzimatica en los distintos
biotipos animales estudiados (terneros de las dos razas asturianas AV y AM, con distinta
presencia de hipertrofia muscular), ya que cuanta mas variabilidad exista en la poblacién de
calibracién, mejor resultara ésta. Ademas, los distintos patrones de tenderizacion estudiados se
encuentran correlacionados con diferencias en la composicién quimica de la carne, con lo que

diferencias de composicién pudieron influir indirectamente en las predicciones.

Una de las aplicaciones mas novedosas e interesantes de la espectroscopia en el infrarrojo

cercano es su aplicacion para la clasificacion de los productos en base a su informacion espectral.

174



Discusion

El analisis de los espectros NIT ha demostrado esta capacidad como herramienta para la
clasificaciéon y autenticacion de los distintos productos incluidos en este estudio. Nuestros
estudios han mostrado que los espectros NIT permiten clasificar adecuadamente un 75% de la

carne segun su tiempo de maduracion: 48 horas, 7 dias o 14 dias.

Tabla 3. Porcentaje de muestras clasificadas en cada tiempo de maduracion

48h 7d 14d

48h 93% 5% 3%
7d 7% 61% 26%
14d 0% 34% 71%
Total 100% 100% 100%

El grado de discriminacién de los grupos de carne, segun el espectro NIT, fue superior
(93%) para la carne recogida en el post-mortems temprano (48h), existiendo mayor solapamiento
entre las carnes tomadas a los 7 y 14 dfas de maduraciéon (Tabla 3), debido a que los cambios
significativos de composicion y textura de la carne ocurren entre las 48 horas y los 7 dias de

maduracion.

También se comprobo la capacidad de la tecnologia NIRS para discriminar la carne segun
el biotipo del animal. Dicho analisis permiti6 clasificar correctamente el 65,5 % de las muestras

en su genotipo correspondiente (Tabla 4).

Tabla 4. Porcentaje de muestras clasificadas en cada categoria genética a las 48h post-mortem.

AV(mh/mh)  AV(mh/+) AV(++) AM(+/+)

AV(mh/mh) 87% 27% 7,5% 0%
AV(mh/+) 6,5% 47% 31% 20%
AV(++) 6,5% 13% 54% 7%
AM(+/+) 0% 13% 7.5% 73%

Total 100% 100% 100% 100%

Estos resultados mostraron que los genotipos extremos, en cuanto a las caracteristicas de la
carne, no presentaban solapamiento, es decir, nunca hubo confusién entre los espectros de
muestras de carne pertenecientes al genotipo culén (wh/mh) de la raza AV (de menor
engrasamiento, menor contenido en pigmentos y procesos de tenderizacién y oxidacidon mas
acelerados) con los de la raza AM. Coincidiendo con estos resultados, Olivan y cols, (2003c)

consiguieron una categorizacion aceptable de distintos tipos de carne segin la raza.
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Los resultados derivados de esta Tesis Doctoral indican que la presencia de la mutacién del
gen de la miostatina en los biotipos de las razas autoctonas asturianas acorta los tiempos de
maduracién requeridos para alcanzar valores 6ptimos de calidad de la carne. Una correcta
combinacién “biotipo x tiempo de maduracion” resulta primordial para asegurar la
homogeneidad de cada tipo de producto amparado por la IGP “Ternera Asturiana”. Ademas, se
ha comprobado que la utilizaciéon de la tecnologia NIRS y la deteccion temprana de
biomarcadores (fragmentos peptidicos) pueden resultar de gran utilidad como herramientas “ozn-

lin¢’para el control de calidad de los productos.

Sin embargo, a pesar del conocimiento acumulado sobre los procesos de conversion del
musculo en carne, no se ha conseguido explicar de forma definitiva la variabilidad en la
tenderizacion y la adquisicion de la calidad final. Por ello, se propone el estudio de la muerte
celular programada y los procesos asociados como nuevo campo de investigacion aplicado a la

calidad de la carne.
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En esta Memoria de Tesis hemos estudiado la evolucion post-morterr de parametros
indicativos de calidad en la carne de terneros afojos procedentes de los distintos biotipos
incluidos en la IGP “Ternera Asturiana” y los efectos de la raza y el gen de la hipertrofia

muscular. De los resultados obtenidos y su discusion subsecuente hemos podido concluir que:

1. La carne obtenida de los distintos biotipos presentes en las razas bovinas autdctonas
asturianas, puede dividirse en dos grupos de calidad, en base a sus caracteristicas fisico-

quimicas y la aceptabilidad sensorial:

a. Carne de los biotipos con presencia de hipertrofia muscular (zh/mbhy mbh/+) de la
raza Asturiana de los Valles, caracterizada por altas pérdidas de jugo, mayor
luminosidad (L*) y menor engrasamiento intramuscular, con alta aceptabilidad

sensorial en tiempos de maduraciéon intermedios (7 a 14 dias post-mortem).

b. Carne de los biotipos libres de hipertrofia muscular (+/+), tanto de la raza
Asturiana de los Valles como de la rastica Asturiana de la Montafia y su cruce
(AV x AM), con mayor engrasamiento muscular, mayor contenido de pigmentos
heminicos y mayor dureza instrumental, que requiere tiempos mas largos de

maduracion post-mortens (21 dias) para alcanzar su 6ptimo de calidad.

2. Se precisa una combinaciéon adecuada “biotipo x tiempo de maduracion” para asegurar

una calidad sensorial 6ptima de la carne de las razas asturianas.

3. La presencia del gen de la hipertrofia muscular produce cambios significativos en la
evolucion post-mortenz de la calidad de la carne, al promover una actividad mas temprana
de enzimas proteoliticos (catepsinas, calpainas) y de los procesos de desestructuracion

muscular, mostrando un ritmo de tenderizacion mas temprano.

4. La evoluciéon de determinados fragmentos peptidicos del extracto miofibrilar (troponina
T vy troponina I) y sarcoplasmico (creatina kinasa y gliceraldehido-3-fosfato
dehidrogenasa) del musculo muestra paralelismo con la reduccion de la dureza de la carne

a lo largo de la maduracién, por lo que podrian servir como biomarcadores de calidad.

5. Las ecuaciones de prediccién desarrolladas mediante la tecnologfa NIRS muestran un alto

potencial predictor de la grasa intramuscular de la carne.
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