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INTRODUCCION

La terneza esta considerada una de las caracteristicas organolépticas de la carne mas
valoradas por el consumidor (Shackelford et al., 2001). Por ello es importante estudiar el
proceso de maduracion después del sacrificio, que es responsable de los cambios
estructurales y bioquimicos que tiene como resultado la tenderizaciéon o ablandamiento de la
carne (Ouali et al., 2013). El detallado conocimiento del proceso puede contribuir a un mejor
rendimiento en la produccion por parte de la industria carnica y a una mayor satisfaccién del
consumidor. Junto con otros factores tanto extrinsecos (agentes estresantes, transporte)
como intrinsecos (raza, edad, caracteristicas de la fibra muscular, cantidad y solubilidad de
colageno), la hidrdlisis de las proteinas miofibrilares es fundamental en el desarrollo de la
terneza (Koohmaraie y Geesink, 2006). El objetivo del presente trabajo es estudiar la
evolucion de la fraccion proteica miofibrilar en el musculo de ternera durante el proceso de
maduracion a diferentes tiempos post mortem, tratando de identificar las proteinas y
momentos clave de variacién en el perfil proteico.

MATERIAL Y METODOS

Se tomaron muestras por triplicado del musculo Longissimus thoracis (LT) de un ternero
macho de la raza Charolaise inmediatamente después del sacrificio. Dichas muestras se
conservaron a 4°C, extrayéndose porciones de 100 g de las mismas a 7 tiempos distintos de
maduraciéon (2 h, 8 h, 24 h, 3d, 7 d, 14 d, y 21 d) y congelandolas a -80°C hasta posterior
analisis. Con objeto de extraer la fracciébn miofibrilar, cada muestra de musculo fue
homogeneizada en 5 ml de tampén Tris 50 mM, pH 8.0 empleando un politrén, y
centrifugada a 10000 g durante 20 minutos a 4 °C. El precipitado se redisolvié en 5 ml del
mismo tampon y se volvid a centrifugar en las condiciones anteriormente citadas. El
precipitado obtenido se redisolvio en 5 ml de tampdén Tris 50 mM, pH 8.0 que contenia urea
6 My tiourea 1 M, y se volvié a centrifugar en las mismas condiciones. El sobrenadante
obtenido fue filtrado con lana de vidrio y almacenado a -80 °C. Con las fracciones obtenidas
se realizd una electroforesis SDS-PAGE en geles del 15 y 8 % de poliacrilamida con el
objetivo de estudiar el intervalo de masas moleculares de 10 a 250 kDa. Los geles obtenidos
fueron tefiidos con Coomassie coloidal (Candiano et al., 2004). La intensidad de las bandas
se analizd por densitometria empleando el software Un Scan It v6.1. Se seleccionaron y
recortaron aquellas bandas que variaban significativamente en intensidad en funcion del
tiempo de maduracién (P<0.01), para posteriormente digerirlas con tripsina y caracterizarlas
mediante cromatografia liquida acoplada a la espectrometria de masas en tandem (LC-ESI-
MS/MS). Para la interpretacion de los espectros de fragmentacion (MS/MS) se empled el
motor de busqueda MASCOT vy las bases de datos Uniprot KB y NCBInr.

RESULTADOS Y DISCUSION
Lo mas destacado de los geles que se muestra en la Figura 1a es la desaparicién o
disminucién significativa de la intensidad de las proteinas identificadas (Tabla 1). Entre las
proteinas implicadas en la contraccion muscular, la actina, constituyente de los filamentos
delgados, muestra una degradacién que segun nuestros resultados comienza a las 24 h
post mortem y es significativa a partir del tercer dia (bandas A5 y AB). Tradicionalmente sin
embargo, la evolucion de la actina post mortem ha sido considerada menor, aunque otros
estudios han documentado un patron de degradacién (Lametsch et al., 2002), y han
subrayado la importancia de estudiar mas a fondo la protedlisis de la actina miofibrilar
porque incluso una minima protedlisis de la misma podria alterar la unién actina-miosina
(Huff Lonengal et al. 2010). Ademas, el fragmento identificado de actina de 31 kDa (Tabla 1)
es de gran interés, ya que ha sido sugerido como marcador apoptético (Yang et al., 1998).
Dicho fragmento, ha sido detectado en estudios llevados a cabo en bovino a partir del dia 5
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post mortem, incrementando su presencia significativamente hasta el dia 21 (Laville et al.,
2009). En nuestro caso, es identificado a partir del dia 7 (Figura 1b, bandas B1 y B2).

La miosina es, junto a la actina, la principal proteina integrante de las miofibrillas, siendo la
mas abundante en las mismas, por lo que su contribucion a la estructura del musculo no se
puede obviar. En las bandas A7 y A8 identificamos la cadena ligera de miosina 1, sobre la
que otros estudios han identificado una diferencia de tendencia (aumento o disminucién) en
el proceso de maduracion dependiendo de la raza (Marino et al., 2014). En la literatura, han
sido citados diversos resultados en cuanto a la relacion de la cadena ligera de miosina 1y la
terneza, puesto que se han descrito correlaciones positivas (Anderson et al., 2012) y
negativas (Bjarnadottir et al., 2012) entre la terneza y su abundancia. De aqui se confirma
que se trata de una proteina cuyo comportamiento es dependiente de la raza y/o musculo
analizado, y en nuestro caso observamos degradacion a partir de las 24 h. En las bandas
A11 y A12 identificamos la cadena ligera de miosina 2, donde se observa un descenso
significativo en abundancia a partir del tercer dia. En otros estudios se ha descrito un
descenso en su abundancia entre el dia 10 y 17 del proceso, a la vez que la aparicioén y
aumento de agregados supramoleculares por causa de especies reactivas de oxigeno (Lana
et al., 2016; Longo et al., 2015), que en nuestro estudio no se han identificado. Por ultimo, la
cadena ligera de miosina 3 es identificada en las bandas A15 y A16 y su descenso
significativo en abundacia ocurre a partir de las 24 h. Las cadenas ligeras de miosina, por
tanto, servirian de marcador para evaluar el proceso de ablandamiento de la carne, ya que
numerosos estudios han establecido relaciones entre su abundancia y la terneza, aunque
habria que profundizar en su comportamiento dependiendo de la raza.

Figura 1. Gel SDS-PAGE del extracto miofibrilar de proteinas de bovino en dferentes
momentos de la maduracién (2 h, 8h, 24 h, 3d, 7d, 14 d, 22 d) en geles del a) 15 %, y b) 8
% de acrilamida. Std: Estandar de peso molecular.

La desmina, identificada en las bandas A1 y A2, presenta una disminucién de intensidad que
se pronuncia al llegar al dia 3 post mortem aunque sin llegar a desaparecer por completo.
Esta proteina es una subunidad del filamento intermedio, y su protedlisis tiene un impacto
directo en la terneza (Chen et al., 2014). Varios trabajos han descrito que la degradacién de
la desmina en el LT es evidente a los 3 d post mortem, hasta su casi completa degradacion
a los 7 d, existiendo ligeras diferencias entre razas y musculos estudiados (Muroya et al.,
2010). Nuestros resultados confirman esta tendencia, sin haberse identificado productos de
su degradacion.

La troponina (TNN), complejo heterotrimérico compuesto por las subunidades TNN |, Ty C,
forma parte del complejo de regulaciéon de actina, y ha sido empleada como marcador de
proteolisis en toro y cerdo (lwanoska et al., 2010), ya que existe una gran correlaciéon entre
su degradacién y el proceso de tenderizacion. Especialmente, la TNN T, (bandas A3 y A4),
ha sido estudiada en otras razas bovinas, y su degradacion ha sido descrita a partir del dia 5
post mortem, junto con la aparicion de un fragmento de degradaciéon de 30 kDa (Muroya et
al., 2004) que en nuestro estudio ha sido identificado en las bandas B1 y B2 (Figura 1b).

- 706 —



Segun nuestros resultados sin embargo, la degradacién de la troponina T se evidencia a las
24 h, aunque la aparicion del fragmento coincide con lo descrito en la literatura alrededor del
dia 7 post mortem. La degradacion de la TNN | se puede observar en las bandas A9 y A10,
acentuada a partir del dia 7 post mortem, confirmando resultados obtenidos en otros
estudios de bovino (Sierra et al., 2011). La tropomiosina, que junto a la troponina regula el
complejo de actomiosina, ha sido identificada junto a la TNN T en las bandas A3 y A4.

Tabla 1. Identificacién de las proteinas miofibrilares seleccionadas en los geles (Figura 1) de
SDS-PAGE por LC-ESI-MS/MS.

PROTEINA(s PUNTO
BANDAS IDENTIFICA[%A(S) TENDENCIA g GNIFICATIVO
Aly A2 Desmina (¥) Disminuye 3 d p.m.
A3y A4 Cadena alfa 1 de tropomiosina 'y () Disminuye 24 h p.m.
troponina T
A5y A6 Actina (¥) Disminuye 3 d p.m.
A7y A8 Cadena ligera de miosina 1 (¥) Disminuye 24 h p.m.
A9y A10 Troponina | (¥) Disminuye 7 d p.m.
A11y A12 Cadena ligera reguladora de ({)Disminuye 3dp.m.
miosina 2
A13y A14 Mioglobina (¥) Disminuye 24 h p.m.
A15y A16  Cadena ligera de miosina 3 (¥) Disminuye 24 h p.m.
B1yB2 Actina (fragmento) y Troponina T (1) Aumenta 7dp.m.
(fragmento)

p.m.: post mortem.
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STUDY OF POST MORTEM BEEF AGING BY THE ANALYSIS OF THE MIOFIBRILLAR
PROTEOME FRACTION

ABSTRACT: This study was designed to evaluate the changes of the myofibrillar proteome
of Longissimus thoracis muscle from Charolaise breed over 7 different time points during
meat aging up to 22 days post mortem. Protein extraction, SDS-PAGE electrophoresis and
LC-ESI-MS/MS identification of the most significant bands was performed. 18 bands were
analyzed and the results obtained were compared with published studies performed in other
muscles and/or breeds, revealing some differences in the aging process. Actin and troponin
T degradation was reported, together with the appearance of their corresponding 30 kDa
degradation products. The hydrolysis of desmin, tropomyosin alpha 1 chain, myosin light
chain 1, 2 and 3, troponin |, and myoglobin was also observed.

Keywords: aging, proteolysis, tenderness, Longissimus thoracis
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