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RESUMEN

En este trabajo se han medido las actividades de tres de los principales enzimas
antioxidantes: la superdxido dismutasa, la catalasa y glutatién reductasa, asi como el
daiio oxidativo de lipidos y proteinas a lo largo del periodo de oreo, mediante medidas
efectuadas cada seis horas en el Longissimus dorsi de animales pertenecientes a la raza
de ganado vacuno Asturiana de los Valles. Al mismo tiempo, se relacionaron los resul-
tados obtenidos con mediciones a las mismas horas de los valores de pH y temperatura
de las canales almacenadas. Los resultados obtenidos mostraron que la actividad de la
glutation reductasa permanecia estable a lo largo de las 24 horas de almacenamiento.
La superdxido dismutasa y la catalasa por el contrario, mostraron un incremento de
actividad durante las primeras 12 horas inmediatas al sacrificio, mientras que el pH
decrecia hasta valores de 6,0 y la temperatura de las canales |legaba hasta valores pré-
ximos a 15° C. Los cambios observados en los enzimas antioxidantes se correlaciona-
ron perfectamente con los encontrados en dafio de lipidos y proteinas. Un descenso en
la actividad de los enzimas la superéxido dismutasa y Ja catalasa después de las prime-
ras 12 horas de almacenamiento trajo consigo un incremento significativo a las 18
horas del dafio en las protefnas. Sin embargo, el dafio de lipidos no se vio alterado
durante estas primeras 24 horas, por lo que. este proceso debe tener lugar en estadios
mas tardios de maduracién de las canales. Procedimientos futuros encaminados a mejo-
rar la calidad de Ja carne y su terneza deberian tener en cuenta estos datos sobre des-
truccion oxidativa de macromoléculas ya que este trabajo muestra que los enzimas
antioxidantes estdn involucrados en la evolucidn de las proteinas post-mortem.

Palabras clave: Post-mortem temprano, Radicales libres. Dafio de proteinas, Lipope-
roxidacién, Vacuno.

f. Autora a la que debe dirigirse la correspondencia (acoto@correo.uniovi.es).



44 Actividad de los principales enzimas antioxidantes durante el periodo de Oreo de culones de la ...

SUMMARY
MAIN ANTIOXIDANT ENZYMES ALONG EARLY POST-MORTEM IN
ASTURIANA DE LOS VALLES CATTLE BREED

Three enzymes of the antioxidant system [superoxide dismutase (SOD), catalase
(CAT) and glutathione reductase (GR)] as well as oxidative damage of proteins and
lipids were measured every 6 hours in post-mortem Longissimus dorsi from Asturiana de
los Valles, Spanish cattle breed, during a 24-hour period of storage at 4°C. Concomitant-
ly, we followed changes in meat temperature and pH. Glutation reductase activity
remained stable for 24 h of storage. Superoxide dismutase and catalase activities rose
within the first 12 hours post- mortem, while the pH was decreasing to 6,0 and tempera-
ture to somewhat above 15° C. The changes in antioxidant enzymes were reflected by
the oxidative damage of proteins and lipids. Oxidative modification of proteins
increased after 18 hours, when superoxide dismutase and catalase dropped. No rise in
lipid peroxidation was observed within 24 h. Therefore, this process should mainly take
place during later stages of ageing. Future procedures for improving meat quality and
tenderness should consider these informations on oxidative destruction of biomolecules.

Key words: Early post-mortem, Free radicals, Protein damage, Lipid peroxidation, Beef.

Introduccion

Asturias por su tradicién socio-econdémica,
por su clima y su suelo ha favorecido el desa-
rrollo de una cabaiia de ganado vacuno autéc-
tona “‘Asturiana de los Valles”. Las directrices
de Ja Unién Europea han inspirado el que esta
cabafia habitualmente dedicada a leche se
haya transferido a la obtencién de carne de
calidad. Sin embargo, la Unién Europea exige
cada vez mds rigurosos controles, no sélo
referidos a la alimentacion del animal sino
también al tratamiento de las canales. La
legislacion espaiiola sefiala la necesidad de
que las canales sean mantenidas a 4° C duran-
te las 24 horas posteriores al sacrifico.

Las cualidades organolépticas de la carne,
de gran interés para el consumidor, estidn
seriamente afectadas por los procesos que
ocurren inmediatamente antes y después de
la muerte del animal: unos fisiolégicos que
tienen lugar durante los ultimos dias de vida
del animal y otros ya en las canales durante
las primeras horas post-mortem. El efecto de

estos procesos ha sido estudiado fundamen-
talmente en relacién con la glucolisis anae-
robia, en particular, el catabolismo de trans-
formacion de la glucosa en dcido lactico
(MARSH, 1993). La tasa de consumo de ATP
determina el indice de glucolisis post-mor-
tem y, asi, la fosfofructokinasa y, en menor
grado, la fosforilasa juegan los principales
papeles en el control del nivel de los metabo-
litos glucoliticos (POTTHAST et al., 1977).

Se han observado importantes variacio-
nes en la glucolisis entre diferentes anima-
les e incluso entre diferentes Jocalizaciones
en canales de ganado vacuno (O’HALLORAN
et al., 1997). De acuerdo con KAUFFMAN y
MARSH (1987), la tasa de glucolisis dentro
de las primeras horas después del sacrificio
parece ser determinante para la calidad final
de la carne, sin embargo esta tasa varia den-
tro de un amplio rango de forma inexplica-
ble. La mayor o menor extensién de la glu-
colisis es uno de los factores determinantes
de la terneza final del producto debido al
efecto que sobre este proceso tiene la tem-
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peratura y el pH. Es conocido ademds, que
la glucdlisis influye sobre las actividades de
los enzimas proteoliticos (MARSH, 1993). A
su vez, la glucolisis y los cambios asociados
a la glucolisis se ven afectados por la veloci-
dad de enfriamiento de las canales y sus
consecuencias sobre el inicio del rigor.

El periodo inmediato al sacrificio, por lo
anteriormente expuesto, parece ser de critica
importancia para la obtencién de la terneza
de la carne. Més tarde, el periodo de madu-
racion se encargara de ultimar el grado de
terneza, siendo éste un periodo determinado
por la extension de la proteolisis, en la cual,
las calpainas juegan un papel principal
(UYTTERHAEGEN ef al., 1994; WHEELER y
KOOHMARAIE, 1994; RONCALES ¢t al., 1995).

A pesar de su indiscutida importancia,
los procesos anteriormente mencionados no
son capaces de explicar, por si solos, todos
los cambios que se producen en las fibras
hasta llegar a la obtencién de una carne de
calidad con la terneza deseada. Las modifi-
caciones que se van produciendo en las bio-
moléculas y la destruccién que algunas de
ellas sufren debido a modificaciones oxida-
tivas, son procesos conocidos desde hace
afios y a los que sin embargo no se les ha
dado la importancia que merecen en este
campo. Estos procesos oxidativos deben
contribuir a la degradacion y descomposi-
ci6én del material con consecuencias obliga-
das sobre la calidad y textura de la carne.

Las reacciones de radicales libres implica-
das en los procesos oxidativos que se produ-
cen durante la rotura celular en la carne o
durante el periodo de refrigeracion que sopor-
tan las canales en oreo, son similares a aque-
llos que padecen en tejidos enfermos, dafiados
o envejecidos (DONNELLY y ROBINSON, 1995).

Al mismo tiempo, aunque los cambios
post-mortem ocurridos en la carne motivados
por mecanismos precisos mediados por radi-
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cales han sido pobremente explicados, se sabe
que los radicales libres son los responsables
de la oxidacién de aquellos componentes de
la carne que van a dar lugar a pardmetros de
calidad de la carne de tal importancia como
son el color, el sabor, el aroma y/o los valores
nutricionales de los productos alimenticios
(DONNELLY y ROBINSON, 1995).

Estos datos unidos al hecho de que se sabe
que muchos enzimas mantienen su actividad
durante el periodo temprano de refrigeracion
post-mortem (primeras 24 horas después del
sacrificio) han dado lugar al presente trabajo.
Nuestra intencion ha sido estudiar la duracién
y conservacion de la proteccidn antioxidante
con la que cuenta la carne a lo largo de este
periodo y la relacién que existe entre ésta,
determinada mediante el estudio de la activi-
dad de los principales enzimas antioxidantes, y
Ja temperatura y el pH de la canal a lo largo de
estas 24 horas. Para este propdsito se ha selec-
cionado carne procedente de una cabafia de
vacuno espafiol para conocer mas en profundi-
dad las variaciones bioquimicas y fisico-qui-
micas a lo largo del periodo post mortem en
que son mantenidas las canales y, en particular,
el papel que juegan los enzimas antioxidantes,
con vistas a mejorar la calidad final de |a carne.

Material y metodos

Animales

Animales de entre 14 y 18 meses de edad
(n = 9) pertenecientes a la raza “Asturiana
de los Valles” con un peso por encima de
250 kg, alimentados durante los cinco pri-
meros meses de vida con leche materna y,
posteriormente, en alimentacién intensiva
con pienso hasta e] momento del sacrificio,
fueron sacrificados en el Matadero de Avilés
(Asturias, Espafa). Las canales fueron
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transferidas a camaras refrigeradas a 4° C a
lo largo de las primeras horas después del
sacrificio. Los datos de temperatura y pH
fueron obtenidos del Longissimus dorsi
(LD) mediante una incisién con escalpelo
en la cual se insertd un electrodo aproxima-
damente 10 cm en el interior del muisculo
usando un pHmetro y termémetro digital
(HL 8424 Hanna Instruments), las medidas
se obtuvieron cada seis horas durante las
primeras 24 horas post-mortem.

Las muestras utilizadas para los ensayos
enzimaticos y el estudio del dafio en protei-
nas y lipidos fueron obtenidas, también a su
vez del LD cada seis horas mediante una
profunda incisién en el musculo con un
cuchillo de doble hoja.

Ensayos enzimaticos

Las muestras extraidas de Longissimus
dorsi fueron inmediatamente congeladas en
nitrégeno liquido y almacenadas a —70° C.
En el momento de iniciar los andlisis, el teji-
do fue descongelado y homogeneizado en
50 mM de tampén fosfato a pH 7,5 (1:10
peso/volumen) utilizando un homogeneiza-
dor de cristal Potter-Elvehjem con vastago
automatizado y recubierto de Teflén. A con-
tinuacién las muestras se centrifugaron
durante 10 minutos a 3000 x g. Los sobrena-
dantes recogidos se utilizaron para realizar
los siguientes ensayos enzimaticos:

e La catalasa (CAT, EC 1.11.1.6). La acti-
vidad enzimdtica fue medida de acuerdo a
LUBINSKY y BEWLEY (1979). La mezcla de
incubacién contenfa H,O, como sustrato
mas el tejido homogeneizado. Se midié la
destrucci6én de H,0, durante 4 minutos a
230 nm de longitud de onda. Los resultados
se expresaron como imoles de H,O, consu-
midos / (mg de prot * min).

* La superoxido dismutasa (SOD, EC
1.15.1.1) fue realizado siguiendo el método
de MARTIN ef al. (1987); la mezcla de reac-
ci6n se componia de hematoxilina como sus-
trato y tejido homogeneizado; la oxidacién
de la hematoxilina se siguié durante 10
minutos a 560 nm. El resultado se expresé
como unidades de SOD/ mg de prot.

* La glutation reductasa (GR, EC
1.6.4.2) fue determinada siguiendo el proto-
colo de KuM-TATT et al. (1975), la oxida-
cién de NADPH + H* fue seguida durante 5
minutos a una longitud de onda de 340 nm.
Los resultados se expresaron como nano-
moles de NADPH consumidos/(mg de prot
* min).

La concentracién de proteinas, en todos
los casos, fue calculada siguiendo el proto-
colo descrito por BRADFORD (1976).

Daiio de lipidos y proteinas

* La lipoperoxidacién (LPO) fue medida
por determinacion de la cantidad de malon-
dialdehido (MDA) y 4-hidroxialquenal
(4HDA). Cada muestra fue homogeneizada
mediante un homogeneizador igual al des-
crito anteriormente (Potter-Elvehjem) en
una dilucién 1:10 en tampén Tris-HCI frio,
pH 7.,4. Las particulas pesadas se elimina-
ron del homogeneizado por centrifugacion
durante 10 minutos a 3000 x g. La cantidad
de MDA y 4HDA formada fue determinada
en los sobrenadantes utilizando un kit para
ensayos de Lipoperoxidacién de Calbio-
chem (No 437634) basado en la reaccion de
condensacién del cromégeno 1-metil-2-
fenilindol con MDA y/o 4HDA. Los cromé-
foros estables fueron determinados a 586
nm. Los resultados se expresaron como
nanomoles (MDA + 4HDA)/mg prot.
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* Las proteinas carboniladas (PD) fueron
determinadas a partir del método desarrolla-
do por LENZ et al. (1989), modificado poste-
riormente por FAGAN ef al. (1999).

Analisis estadisticos

Los datos se presentaron como media +
desviacion estandar media calculada a partir
de tres réplicas de cada experimento, en cada
punto de maduracién y para cada animal;
cada experimento, a su vez, se llevé a cabo
con tres muestras procedentes de cada ani-
mal. Las comparaciones estadisticas se reali-
zaron mediante un andlisis de ]a varianza de
un factor (ANOVA), debido a la distribucién
normal de los grupos establecidos, seguido,
en los casos en los que se detectaron diferen-
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cias significativas, de un test T de Student
para detectar entre qué elementos se presen-
taban estas diferencias significativas.

Resultados

Los datos muestran un esperable descen-
so en la temperatura de las canales desde el
momento del sacrificio (38,8 + 0,6 °C) hasta
24 horas mas tarde (5,23 = 0,21 °C) (figura 1;
arriba) con diferencias significativas entre
cada uno de los puntos (*). Un descenso
concomitante fue observado al medir el pH
desde valores de 6,52 + 0,01 hasta 5,54 +
0,06 (figura 1; abajo), con diferencias signi-
ficativas encontradas entre el punto 0 y
todos los demds valores (*¥).

Temperatura

Unidades de pH
(=]

12 18 24

Periodo (horas)

pH

\f\f\,x.

0 6

12 18 24

Periodo (horas)

Figura I. Cambios en la Temperatura (arriba) y el pH (abajo) en el masculo Longissimus dorsi de la raza
“Asturiana de los Valles” a lo largo de las primeras 24 horas de almacenamiento a 4 °C. Lineas verticales:
desviacion estdndar media. Diferencias significativas (*) en 24 h respecto al resto de periodos.
Figure 1. Changes in temperature (top) and pH (bottom) of Asturiana de los Valles breed Longissimus
dorsi along first 24 h with storage at 4°C. Bars: s.e.m. (¥) Statistical differences of period 24 h vs the
other periods.
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Actividades de enzimas antioxidantes

Después del sacrificio, la actividad de los
enzimas superoxido dismutasa y catalasa fue
aumentando continuamente hasta las 12
horas post-mortem. Sin embargo, las graficas
de ascenso de actividad fueron remarcable-
mente diferentes en ambos enzimas; asi, en
la superéxido dismutasa se observé un lento
pero continuo incremento hasta alcanzar un
maximo a las 12 horas (**) (figura 2; arriba).
La catalasa mostrd un incremento retrasado
en el tiempo con respecto a la superéxido
dismutasa que, sin embargo, termind en un
pico sorprendentemente acentuado a las 12
horas (***) (figura 2; medio). A partir de este
punto, ambas actividades comenzaron a des-
cender hasta volver a valores iniciales al
cabo de las siguientes |2 horas.

Con respecto a la actividad de la glutation
reductasa no se observaron diferencias signi-
ficativas (NS) a lo largo de todo el periodo
de evaluacion, aunque se observé un ligero
incremento en actividad entre las horas Oy 6
h después del sacrificio (figura 2; abajo)

Dano en proteinas y lipidos

El dafio oxidativo de proteinas (PD) (figu-
ra 3; arriba), expresado como proteinas car-
boniladas), mostré una tendencia, no signifi-
cativa, de incremento del dafio durante las 6
primeras horas, que se mantuvo estable hasta
las 18 h, a partir de las cuales el incremento
fue mas notable. Al cabo de 24 horas de
almacenamiento refrigerado, sin embargo, si
se observo un aumento significativo del dafo
(**) en comparacion con el resto de grupos.

EL dafio de lipidos (LPO) decreci6 a lo
largo de las primeras 12 horas post-mortem
con un descenso significativo a las 6 horas
(** vs. 12, 18 y 24), que no alcanzé nueva-

mente los valores iniciales a lo largo de las
restantes 18 horas que durd el experimento
(figura 3; abajo).

Discusion

Hasta el momento, el tinico sistema para
poder verificar si realmente las canales han
cumplido la normativa de refrigeracién a
4°C es la medicion de pH, la cual es a todas
vistas insuficiente, al verse influido por
muchos otros factores como por ejemplo el
estrés que soportase el animal al sacrificio.
En el momento de despiece del animal, el
tejido muscular se ve sometido a una situa-
cién de estrés oxidativo al quedar el tejido
en contacto mds directo con el oxigeno
ambiental aumentando asi la produccién de
radicales libres en las canales. De esta
forma, la sefal de activacion de los enzimas
antioxidantes debe comenzar a producirse al
despedazar el animal. Debido a ello, se han
estudiado los enzimas antioxidantes a lo
largo de las primeras 24 horas para observar
la variacién de sus niveles durante el mante-
nimiento de la canal refrigerada.

Resolver el problema de la inconsistencia
de la calidad de la carne es una prioridad de
Ja industria cdrnica. La obtencién de terneza
se encuentra influenciada por gran nimero
de pardmetros entre los que se incluye, el
peso, el estrés del animal, la época del sacri-
ficio, asi como, el periodo de oreo y la
maduracién. Campo (1999) llevé a cabo un
estudio en siete razas espafiolas de ganado
vacuno observando las variaciones de terne-
za en funcién de la raza y el tiempo de
maduracién. Después de tres dias post-mor-
tem, los mejores valores obtenidos corres-
pondieron a la raza “Asturiana de los
Valles”, aunque, al cabo de 14 dias, fue esta
misma raza la que presentd la peor puntua-
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Figura 2. Variacién temporal de los principales enzimas antioxidantes: la superéxido dismutasa (SOD)
(**) Periodo 12 h presenta diferencias significativas respecto a los periodos 0 y 24 h (arriba); la catalasa
(CAT) (***) Periodo 12 h presenta diferencias significativas respecto a los otros periodos (medio); la
glutatién reductasa (GR) (abajo) en el musculo Longissimus dorsi de la raza “Asturiana de los Valles”
durante las primeras 24 horas post-mortem a 4 °C (NS). Lineas verticales: desviacién estandar media.
Figure 2. Temporal variation in the activities of main antioxidant enzymes: Superoxide dismutase (SOD)
(**) Period 12 h is statistically different from periods 0 and 24 h (1op); Catalase (CAT) (***) Period 12 h is
statistically different from the other periods (middle); Glutathione reductase (GR) (bottom) in Longissimus
dorsi of Asturiana de los Valles breed during first 24 hours post-mortem at 4°C (NS). Bars: s.e.m.
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Figura 3. El Dano de proteinas (arriba) expresado como nmol de proteinas carboniladas. (**) El
periodo 24 h presenta diferencias significativas respecto al periodo 0 h.

La Lipoperoxidaciéon (LPO) (abajo) expresada como nmol de productos de peroxidacion

(malonaldehidos + 4-hidroxialquenos). (**) Diferencias estadisticas del periodo 6 h vs 12, 18 and 24

horas a 4°C en el Longissimus dorsi de la raza “Asturiana de los Valles”. Lineas verticales: desviacién

estandar media.

Figure 3. Protein damage (PD) (top) with ordinates as nmol of carbonyl proteins. (#*) Period 24 h is
statisticaly different from period 0 h. Lipid peroxidation (LPO) (bottom) ordinates as nmol of
peroxidation products (malonealdehyde + 4-hydroxvalkenal). (**) Statistical differences of period 6
hvs 12, 18 and 24 hours at 4°C in Longissimus dorsi of Asturiana de los Valles. Bars: s.e.m.
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cién con respecto al mismo pardmetro; esto
implica que el periodo de almacenamiento
refrigerado de las canales resulta crucial
para la mejora o disminucién de la terneza
de la carne. Por ello, establecer el tiempo
minimo adecuado de maduracién para cada
raza con respecto a una serie de parametros
que deben seleccionarse, es imprescindible
para poder predecir la terneza de la carne
antes de que ésta llegue al consumidor.

Con respecto al estrés oxidativo que exis-
te en cada canal, nosotros hemos encontrado
una gran correlacion entre las actividades de
SOD y CAT, mostrando ambas un pico de
actividad méximo 12 horas después del
sacrificio y un subsecuente declive de la
actividad hasta alcanzar los valores iniciales
a las 24 horas. CAT es un enzima antioxi-
dante con baja afinidad por su sustrato y
que, por lo tanto, a altas concentraciones de
perdxido de hidrégeno realiza un papel més
importante que la glutatién peroxidasa
(COSTARIDES et al., 1991). Por lo tanto, esta
interrelacién observada con SOD, debe
implicar la formacién, principalmente via
actuacién de SOD, de altas cantidades de
HZO2 en el tejido, la cual, via actuacién de
CAT, se va compensando en el tiempo por
destruccioén de este peroxido de hidrégeno.
Ya que la actividad de CAT esta limitada a
una estrecha ventana temporal de actuacién,
la prevencion de la formacién de radicales
derivados del H,0, es también limitada.
Esta interpretacion estd apoyada por otros
datos que muestran el drdstico incremento
de radicales libres producido durante el
periodo de oreo de la carne (DONNELLY y
ROBINSON, 1995). Esta abundancia en la for-
macion de radicales libres a partir del sacri-
ficio del animal se explica parcialmente por
la incompleta reduccidn del oxigeno, provo-
cada a su vez por las irregularidades que se
producen en el metabolismo redox, una
situacion que se asemeja a la que se produce
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en condiciones de isquemia, en la cual, los
radicales libres liberados producen efectos
devastadores (MoskowiTz y KUKIN, 1999).

Después de 12 horas, las actividades tanto
de SOD como de CAT disminuyen. Este
descenso en la actividad de los dos enzimas
puede ser motivado por la caida del pH que
produce una progresiva desnaturalizacién de
las proteinas y, por ende, inactivacién enzi-
matica. Al mismo tiempo, debe tenerse en
cuenta que la maxima actividad de SOD se
consigue en un rango de pH entre 6,8 y 7.8.
Ya que el pH después de las 12 primeras
horas fue siempre inferior a 6,8 (pH< 5,8 =
0,19), 1a actividad de SOD en ese periodo
debemos suponer que se ha reducido por no
ser las condiciones idéneas de actuacion del
enzima y no debido a un descenso del estrés
oxidativo del tejido. Un efecto similar puede
ser supuesto para el caso de CAT. En experi-
mentos llevados a cabo a lo largo de perio-
dos de tiempo mas largos, incluso tres
meses, en los que se estudiaba tejido almace-
nado en refrigeracién y congelacién (PrRaD-
HAN et al., 2000), se ha comprobado que
CAT es capaz de mantener una actividad
basal tanto en Longissimus dorsi de vacuno
como en otros masculos y animales (LEE ef
al., 1996 y RENERRE ef al., 1996), lo cual
indica que la caida gradual observada en
nuestro estudio para este enzima a partir de
las 12 primeras horas no va a dar lugar a una
desaparicion de la actividad del enzima, sino
que éste mantendra constante su actividad.
Esta es la primera vez que se ha observado
una variacion de la actividad de este enzima
antioxidante durante el periodo post-mortem
antes de alcanzar su estabilidad probable-
mente debido a que el estudio se ha realiza-
do desde el momento del sacrificio y con
intervalos de estudio muy cortos (cada seis
horas) que ha permitido la obtencién del
pico de actividad que de otra forma pasaria
desapercibido ya que la actividad a las O
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horas resulta muy similar a la que vuelve a
presentar a las 24 horas.

Por su parte, GR mostré sélo una ligera
tendencia, no significativa, a aumentar su
actividad durante las primeras 6 horas. Des-
pués de ese tiempo la actividad se mantuvo
constante a lo largo de las siguientes 18
horas que durd el estudio y no se detectd nin-
giin descenso significativo de actividad equi-
parable al resto de enzimas estudiados. HER-
NANDEZ et al. (2002) demostraron que la
actividad del enzima glutation peroxidasa
(GSH-Px), el cual actiia en combinacién con
el enzima GR, decrece en el Longissimus
dorsi durante los tres primeros dias de alma-
cenamiento refrigerado. En la misma linea,
LEE et al. (1996) han senalado un decreci-
miento de la actividad de este enzima en
misculo porcino al cabo de 10 semanas de
almacenamiento a —15° C. Estos resultados
parecen corroborar el mantenimiento de
actividad por nosotros observado para GR,
ya que el descenso de actividad se produce
mas tarde en el almacenamiento refrigerado.

Varios datos indirectos corroboran los
resultados obtenidos: por un lado, el tindem
GSH-Px y GR es responsable de la detoxifi-
cacion de H,0, a bajas concentraciones,
debido a la alta afinidad que GSH-Px pre-
senta por este sustrato (COSTARIDES et al.,
1991). GR cataliza la conversion de gluta-
tién oxidado (GSSG) a glutatién reducido
(GSH) en presencia de NADPH. El metabo-
lismo anaerobio que se inicia rdpidamente
después del sacrificio del animal, provoca un
incremento en la concentracién de NAPDH
+ H* ya que en ausencia de metabolismo
aerébico el NAD* no se recicla. Aunque un
exceso de NADPH podria empujar la ruta
hacia Ja formacién de GSH, este proceso iria
progresivamente antagonizado por la caida
de pH que favorece al GSSG; el contenido
de GSSG intracelular se incrementa en un
37% a pH< 6 (*#*) en comparacién con su

contenido a pH 7,4 (IKEBUCHI et al., 1993).
Ademas el H,0, decrece la concentracion de
GSH tanto por oxidacidn directa de la molé-
cula como por inactivacién irreversible de
GSH-Px , ya sea directamente por peroxido
de hidrégeno como por radicales hidroxilo
derivados de H,O,. Todo ello parece apoyar
la necesidad del mantenimiento de la activi-
dad de GR observada.

El significado preciso de los cambios
observados en la actividad de los enzimas
ensayados permanece desconocido pero
puede ser explicado si se estudia el dano
provocado en las principales biomoléculas
por el estrés oxidativo. Debido a ello, en este
trabajo se han determinado tanto el dano de
proteinas como de lipidos del musculo. El
estudio a lo largo del tiempo realizado de
estos pardmetros mostrd claramente que la
reducida capacidad de actuacién del tejido
post-mortem, es ain suficiente para que los
enzimas actien a lo largo del periodo de
oreo estudiado. Estos datos unidos a nues-
tros resultados enzimdticos nos permiten
concluir que en Longissimus dorsi de nues-
tra raza de estudio el sistema de defensa
antioxidante no sélo es capaz de actuar sino
incluso de incrementar sus actividades en
respuesta al aumento del estrés oxidativo, al
menos durante las |2 primeras horas. Por
otra parte, RENERRE et al. (1996) han mos-
trado que la actividad de los enzimas antio-
xidantes en vacuno resulta mds alta en mas-
culos més rojos e inestables, como el
diafragma, que en estables como el Longis-
simus dorsi. Debido a estos datos, es posi-
ble, que bajo nuestras condiciones, otros
musculos en el animal mostrasen activida-
des en sus enzimas antioxidantes incluso
mads altas que las detectadas por nosotros en
Longissimus dorsi.

En nuestro estudio, hemos obtenido una
estrecha correlacion entre las actividades de
los enzimas antioxidantes y el dafio a biomo-
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léculas. La lipoperoxidacion mostré un des-
censo hacia las 12 horas, cuando los antioxi-
dantes mostraron maximos de actividad,
mientras que la oxidacién de proteinas fue
aumentando débilmente durante las seis pri-
meras horas que se mantuvo hasta las 18
horas, para seguir aumentando desde esa
hora hasta la finalizacién del estudio. Este
aumento final se corresponde con una caida
en la actividad de los enzimas antioxidantes.
Esta correlacion de datos indudablemente
muestra que durante el periodo de oreo el sis-
tema de defensa antioxidante sigue actuando
protegiendo a proteinas y lipidos. Resulta
indudable que en periodos mds avanzados de
almacenamiento refrigerado van a producirse
los procesos determinantes de desnaturaliza-
cién de proteinas que van a llevar a la obten-
cién de terneza en la carne y que determina-
rdn una carne de calidad. Sin embargo, la
cuestion que permanece sin dilucidar es,
cémo pueden afectar estos cambios tempra-
nos a los procesos posteriores y si van a afec-
tar a la obtencion de esta calidad deseada. Es
un hecho conocido que la modificacién oxi-
dativa de proteinas puede influir en su poste-
rior degradacién por proteasas, ya que los
cambios ocasionados en consecuencia, como
es la carbonilacion, pueden facilitar la prote-
olisis. En nuestro estudio, el dafio de protei-
nas muestra un patrén dependiente de la acti-
vidad de los enzimas antioxidantes. Resulta
esperable que este proceso continde después
del periodo de observacion. INSAUSTI ef al.
(2001) han estudiado seis razas espariolas de
ganado vacuno entre las que se encontraba la
raza “Asturiana de los Valles” que ocupa
nuestro estudio, observando los procesos oxi-
dativos que tenian lugar en los lipidos des-
pués de las primeras 24 horas post-mortem.
En ese estudio ellos demostraban, mediante
evaluacion sensorial, la gran variabilidad en
cuanto al periodo de tiempo en el que la
carne se conserva en buenas condiciones,
encontrandose entre los dias 5 y 10 en una
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raza y entre los dias 10 y 15 de las demas
razas. El dafio oxidativo de las biomoléculas
puede ser el factor limitante de esta variabili-
dad observada.

La lipoperoxidacién no sigue el mismo
desarrollo temporal que la oxidacién de pro-
teinas. La lipoperoxidacion desciende duran-
te las primeras 18 horas post-mortem, pero
no vuelve a alcanzar, a lo largo del periodo de
estudio, los valores iniciales. Los enzimas
antioxidantes pueden ser, como ya se ha dis-
cutido, responsables total o parcialmente
durante las 18 primeras horas del descenso
en la oxidacion de proteinas, asi como, de su
ascenso posterior al descender la actividad de
los mismos. Por otro lado, la baja generacion
de radicales en el tejido, a lo largo de este
periodo podria ser la responsable de la ausen-
cia de un incremento en la lipoperoxidacién
que acompafase a la oxidacion de proteinas.
Estudios previos han demostrado el efecto
que la catalasa juega sobre la modulacién de
la lipoperoxidacién en carne no cocinada
(PRADHAN et al., 2000), al observar que la
lipoperoxidacién que se produce en miisculo
de vacuno refrigerado aumenta marcadamen-
te cuando se inhibe la catalasa. La oxidacion
de Ja oxihemoglobina puede dar lugar a
Hzoz’ como también sucede con la metamio-
globina (SATOH y SHIKAMA, 1981; Xu et al.,
1990); ésta una vez calentada parece mante-
ner la capacidad de ser activada por el H,O,.
El peréxido de hidrégeno en la carne produ-
cido, bien a través de la oxidacién de la oxo-
mioglobina o a través de otras vias, puede
también participar en la reaccién de Haber-
Weiss donde se producen radicales hidroxilo
altamente reactivos por la reaccién del H,O,
con anién superdxido (JOHNSON et al., 1992).
Por todos estos antecedentes parece 1égico
concluir que todos aquellos factores, agentes
y sucesos que pueden influir en los niveles de
H,0, afectardn indirectamente también a la
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lipoperoxidacién que se vaya produciendo en
la carne.

Por otro lado, el dafio de proteinas fue
medido utilizando un método especifico para
extractos de proteinas de tejidos crudos que
permite eliminar los cromoéforos (hemoglobi-
na, mioglobina, retinoides...) que se hallan en
cantidades significativas en las muestras de
carne, por lo que estos factores no han afecta-
do a nuestros resultados de dafio de proteinas
aunque indudablemente estan influyendo en
el dafio de lipidos observado.

Por dltimo, es conocido que una caida en
la defensa antioxidante tiene un efecto
negativo en la tenderizacién post-mortem,
ya que va a provocar finalmente un descen-
so en la retencién de agua (CHEFTEL y CHEF-
TEL, 1982), por lo tanto, el conocimiento de
sus actividades, como se ha estudiado en
este trabajo, deberia ser un buen indicador
de la terneza final de la carne que llega al
consumidor. Al mismo tiempo, nuestros
resultados podrian ser utilizados para detec-
tar el tiempo de almacenamiento refrigerado
en el que se ha mantenido a la canal.

Conclusiones

Con el presente trabajo, desarrollado en
Longissimus dorsi de la raza “Asturiana de
los Valles”, a lo largo de las primeras 24
horas inmediatas al sacrificio, de obligada
refrigeracién a 4 °C de las canales, hemos
podido establecer que todos los enzimas
antioxidantes estudiados, SOD, CAT y GR
son capaces de aumentar su actividad duran-
te las primeras doce horas post-mortem
hasta e] punto de disminuir el dafio oxidati-
vo de lipidos por debajo de los niveles exis-
tentes en el momento del sacrificio y mante-
nerlo sin diferencias significativas en el

caso de las proteinas. Las siguientes doce
horas de estudio mostraron un descenso de
la actividad enzimdtica que puede ser debi-
do a multiples factores (descenso de tempe-
ratura y de pH por debajo de los niveles id6-
neos asi como disminucién de la energia
celular) que se manifesté en un aumento del
dano de proteinas que, sin embargo, no
afectd de forma determinante a los lipidos.
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