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Factores que afectan la actividad de las proteasas dependientes del
calcio y su relacion con el proceso de ablandamiento de la carne
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Factors affecting activity of the calcium-dependent proteases and their
participation in the process of meat tenderization

ABSTRACT. The endogenous calpain system plays a major role in regulating proteolysis of muscle
proteins under postmortem conditions. Substrates of calpains, such as desmin, synemin, talin and vinculin,
form part of the citoskeletal framework of the muscle cell. The calpain system is composed of several
isoforms of calcium-dependent cysteine proteases and their specific competitive inhibitor, calpastatin. The
two best-characterized isoforms of calpains are -calpain and m-calpain, which both degrade the same
specific set of myofibrillar and cytoskeletal proteins as muscle is converted into meat. Alterations in pH
and/or ionic strength may cause conformational changes that allow an increase in the hydrophobicity and
aggregation of the enzyme. Likewise, pH/ionic strength may alter conformation of the substrate and make
them less susceptible to cleavage by -calpain. The pH optimal of the calpainas is 7.0, although, at lower pH,
the enzymes show some catalytic activity. Research on this topic is abundant but results are very
controversial. Temperatures of refrigeration also play a key rol in the autolysis of the calpains and
calpastatin. Recent experimental evidence shows that proteolysis of key cytoskeletal proteins, such as the
intermediate filament protein, desmin, may be related also to drip loss or water holding capacity of the
carcass.
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RESUMEN. El sistema enddgeno de las calpainas juega un importante rol en la regulacion de la protedlisis
de las proteinas musculares en condiciones postmortales. Los sustratos de estas proteasas, desmina,
sinemina, talina y vinculina, forman parte del cito esqueleto de las células musculares. El sistema de las
calpainas estd compuesto por varias isoformas de proteasas cisteina, dependientes de calcio y su inhibidor
competitivo especifico la calpastatina. Las dos isoformas de calpainas bien caracterizadas y asociadas con el
desarrollo de la terneza en la carne son la -calpaina y la m-calpaina. Los cambios de pH y concentraciéon
iénica pueden alterar la conformacion de los sustratos haciéndolos menos susceptibles a la accién de estas
enzimas. La relacion pH terneza de la carne ha sido ampliamente debatida y contradictoria en sus
resultados. Las temperaturas de refrigeracién también son determinantes en la actividad de las calpainas y
de la calpastatina. Existen evidencias experimentales que apoyan la idea de que la reduccién de la
degradacién de la desmina estd asociada con el incremento de pérdida de agua o capacidad de retencion de
agua de la canal.
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Introduccion

La calidad organoléptica de la carne es
percibida principalmente por atributos sensoriales
como terneza, jugosidad, sabor, y color muscular.
La terneza ha sido calificada por los consumidores
como el atributo organoléptico mdas importante de
la carne fresca. Segtin Koohmaraie et al. (1992a), la
falta de uniformidad, el exceso de grasa, la varia-
bilidad de la terneza y la inconsistencia en la
predicciéon de la misma, han sido identificados
como los problemas mas relevantes de la industria
de la carne en paises desarrollados. En Venezuela
tradicionalmente no se le habia prestado mayor
atencién a este tema, sin embargo, en los tltimos
afios ha surgido interés por satisfacer un mercado
interno que demanda carne de calidad dispuesto a
pagar mejor por ella.

Se han identificado diversos sistemas enzi-
maticos involucrados en los cambios estructurales
asociados con el ablandamiento de la carne. El sis-
tema de las calpainas representado por la -calpaina
y la mcalpaina, es el mayormente asociado con este
proceso (Koohmaraie, 1992b). Ambas calpainas
muestran actividades cataliticas diferentes; mien-
tras que, la actividad de la -calpaina disminuye
rapidamente, la m-calpaina decrece lentamente
postmortem (Koohmaraie, 1988).

Durante el rigor mortis, el pH muscular y la
temperatura interactian continuamente impac-
tando la actividad de las enzimas encargadas de la
protedlisis postmortal. Esta revisién bibliografica
pretende indagar sobre los factores mas influyen-
tes en la actividad de las proteasas dependientes
del Ca?*, tales como el efecto del pH, la tempera-
tura, la capacidad de retenciéon de agua, y su
relacion con el proceso de ablandamiento de la
carne.

Conversion de musculo a carne

En la conversiéon de musculo a carne ocurren
cambios dramaticos en el microambiente de la
célula muscular, que incluyen modificaciones
estructurales de las proteinas que integran a las
fibras musculares (Winger y Pope, 1981). Se
conoce que todos los mediadores que participan en
el mecanismo de la apoptosis estdn lo suficien-
temente integrados con el ablandamiento de la
carne. Herrera-Mendez et al. (2006) han reconsi-
derado que en el proceso de ablandamiento de la
carne también participan las peptidasas (caspases)
que se activan durante el proceso de muerte
celular. La participacion de las caspases no ha sido
completamente explicada, sin embargo es probable
que ellas sean un elemento esencialmente

facilitador para la accién de otros sistemas
proteoliticos intracelulares como por ejemplo las
catepsinas, calpainas y proteosomas. Al momento
de la muerte del animal, el musculo es flacido y
altamente extensible. Luego de pocas h postmor-
tem se vuelve inextensible y rigido, originando el
fenémeno que se conoce como rigor mortis. La
rigidez observada durante esta condicién es
debido a la formaciéon de puentes cruzados entre
filamentos de actina y miosina los cuales, en
ausencia de energia (ATP), son irreversibles
(Pearson y Young, 1989). En la busqueda por
mantener la homeostasis, comienza la deplecion de
glucdgeno, como reserva de energia en el musculo
que conlleva a la acumulacién de lactato, produ-
ciéndose un descenso del pH desde la neutralidad
hasta valores que oscilan entre 5.4-5.8 (Maddock, et
al., 2005). Multiples factores afectan este proceso
entre los que destacan el manejo ante-mortem, la
temperatura, concentraciéon de Ca?*, fuerza idnica,
y la concentracion de calpastatina.

La resolucién de rigor mortis ocurre gracias a
la presencia de las enzimas proteoliticas, que
permiten la aparicién de la blandura o terneza de
la carne. Kamtra y Saffle (1959) describieron la
terneza como una caracteristica engafiosa ya que
no solamente son muchos los factores que contri-
buyen a la blandura de la carne, sino que estos
estan en continuo estado de cambio. Durante los
altimos 10 afios muchos investigadores (Kooh-
maraie, 1992a; Purchas y Aungsupakorn, 1993;
Morton et al., 1999) se han dedicado a estudiar los
numerosos factores que estan relacionados con la
terneza, tales como edad, condicién sexual, raza,
acabado de grasa, tratamientos previos al
sacrificio, enfriamiento y técnicas de coccién, entre
otros. La relacién entre los cambios ocurridos
antes del rigor y la terneza también ha sido
extensivamente estudiada. Segin Hamm (1982)
los cambios postmortem afectan considerable-
mente las caracteristicas de calidad como terneza,
color y capacidad de retenciéon de agua.

Sistemas enzimaticos endégenos

Uno de los factores que juega un rol
importante en el ablandamiento de la carne es la
degradacién especifica de proteinas musculares
provocada por sistemas enzimaéticos endégenos.
Cerca de las 24 h después de la faena, hay una
disrupcién de las proteinas ligadas al sarcolema de
cada miofibrilla (Taylor et al., 1995). La ruptura de
las miofibrillas conduce a un incremento de la
fragilidad y fragmentacién de las protefnas cito-
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esqueléticas, tales como titina, nebulina, desmina y
troponina-T (Geesink y Koohmaraie, 1999).

Existen tres sistemas protedliticos presentes en
el musculo que han sido asociados como los
posibles encargados de la protedlisis post mortem
y por ende con el desarrollo de la terneza de la
carne, las catepsinas lisosomales, el complejo de las
proteinasas multicataliticas (CPM) y el sistema de
las proteasas dependientes del calcio o calpainas,
(Koohmaraie y Geesink, 2006). Las catepsinas
fueron las primeras enzimas lisosomales consi-
deradas en los estudios del mecanismo de ablanda-
miento de la carne. Ellas poseen mayor actividad
en el pH postrigor que oscila entre 5.4-5.8. Estas
enzimas se encargan de la degradacion de la
miosina y la actina, proteinas que no muestran una
apreciable degradacién durante el almacenamiento
en refrigeracién de la carne (Bandman y Zdanis,
1988; Prigge et al, 1998; Taylor y Koohmaraie,
1998), puesto que su méaxima actividad es a
temperaturas cercanas a 20°C, por lo que en teoria
no habran de ser un factor de peso durante la
maduracién de la carne en refrigeracién. Estas
observaciones, indican que las catepsinas no
participan en el ablandamiento postmortem.

El segundo grupo de enzimas esta repre-
sentado por el complejo de las proteasas multi-
cataliticas (CPM), que también han sido propuestas
(Orlowski, 1990) como responsables del ablanda-
miento de la carne; sin embargo, existe poca
informaciéon que implique fuertemente a las CPM
como responsables de la proteolisis postmortem
(Robert et al., 1999).

El tercer y dltimo grupo corresponde al
sistema de las proteasas dependientes del Ca?*, que
consiste en tres componentes: la -calpaina, la m-
calpaina y la calpastatina, inhibidor competitivo de
la actividad de estas enzimas (Goll et al., 2003). Se
han caracterizado once isoformas de las calpainas,
de las cuales s6lo estas tres se han asociadas con el
proceso de ablandamiento de la carne. Las
calpainas presentes en los tejidos de los
vertebrados se han denominado segtn la cantidad
de Ca?* que necesitan para su maxima actividad en
-calpaina (3-50 pM), la m-calpaina (40-800 pM)
(Goll et al., 1992) y la calpastatina que inhibe la
actividad de todas las calpainas s6lo en presencia
del Ca?. Estas concentraciones de Ca?* son
mayores a las requeridas para la activacién de
estas enzimas, ya que se ha comprobado que las
calpainas pueden ser activadas in vivo, siendo las
concentraciones de Ca?* que las mismas requieren
in vitro mucho mas elevadas que las que se
pudieran esperar se presenten en la célula en

reposo (0.05-0.5 uM) (Goll et al, 1992). Un
mecanismo importante para regular la actividad de
las calpainas que se ha estudiado en profundidad
es la adicién exdgena de iones Ca? (Wulf et al.,
1996a; Koohmaraie et al,, 1990; Lee et al., 2000)
como método de ablandamiento postmortem. Se
han realizado muchas pruebas que han demos-
trado exitosamente un incremento apreciable de la
actividad de las calpainas cuando éstas se exponen
al efecto del CaCl,, agregado intencionalmente a la
carne (Wheeler, 1998; Koohmaraie, 1992). Desde
hace algtin tiempo se ha propuesto un modelo de
cascada, en el cual primero se activa la -calpaina,
que requiere bajas concentraciones de Ca?,
disminuyendo la necesidad de Ca?* de la m-
calpaina, permitiendo de esta manera la activaciéon
de esta ultima en el &mbito celular (Sorimachi et al.,
1997). En base a esta propuesta, las calpainas son
consideradas como proenzimas inactivas hasta el
momento en que el Ca?* se liga a los dominios IV y
IV de las subunidades, provocando cambios
conformacionales que conducen a la autélisis de
las subunidades largas y cortas; esta subunidad
larga liberada esta lista para ejercer su actividad
proteolitica (Goll et al., 1992; Kinbara et al., 1998).
Por otra parte, las calpainas no sélo degradan
importantes proteinas estructurales, sino que
también pueden degradar a su inhibidor
(calpastatina) (Taylor et al., 1995).

Por otra parte, la calpastatina, inhibidor
especifico de las calpainas, se une a los dominios
IV y IV' de las subunidades cortas y largas
evitando que el Ca? se una a estas regiones. De
esta manera se reduce tanto la velocidad como la
actividad proteolitica de las calpainas (Geesink et
al., 1999).

Los resultados de varios estudios (Koohmaraie
et al, 1988, Koohmaraie, 1996; Koohmaraie y
Geesink, 2006) sustentan que la p-calpaina es la
responsable de la protedlisis y por ende el
ablandamiento de la carne. Koohmaraie et al. (1987)
reportaron que las m-calpainas expuestas a sufi-
cientes cantidades de Ca?* incorporadas en forma
ex6gena al miusculo por inyeccién o infusién
podrian resultar en autolisis y por ende en su
inactivaciéon. Por su parte, Pringle et al. (1997)
sostienen que las m-calpainas no participan en la
proteolisis ya que la concentracién de Ca?* es
insuficiente para activarlas. Adn cuando los
mecanismos de ablandamiento postmortem no
estan totalmente esclarecidos, la idea de mas
consenso es que el acortamiento de la fibra (o
endurecimiento) y el posterior ablandamiento
postmortem estin ambos regulados por Ia
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concentraciéon de Ca?* disponible en el espacio
intracelular de la fibra muscular. Recientemente,
Kookmaraie y Geesink (2006), reforzando teorias
propuestas afios anteriores, explican que las
calpainas tienden a autolisarse una vez finalizada
su activacién, disminuyendo su actividad catali-
tica. Adicionalmente, Wheeler et al. (2000), han
indicado que en los mdusculos postmortales de
bovinos y ovinos la actividad de la -calpaina
declina mientras que, la m-calpaina se mantiene
notablemente estable. Esta observacién fue la que
condujo a Koohmaraie et al. (1987) a concluir que la
-calpaina es la responsable del ablandamiento
postmortal de la carne. Esta conclusion de
Koohmaraie et al. (1987), fue confirmada reciente-
mente por Geesink ef al. (2006) quienes utilizaron
ratones transgénicos, a los cuales se inhibi6 la
expresion del gen de la p-calpaina, para verificar
su participacién en la protedlisis postmortal. Los
resultados de este estudio mostraron una limitada
actividad de la m-calpaina en los ratones trans-
génicos, resultando en una reducida proteolisis
postmortem, indicando que la p-calpaina es alta-
mente responsable de la proteolisis muscular. Sin
embargo, es conveniente resaltar que en algunas
especies como los bovinos, la actividad de la m-
calpaina es mas restringida debido a su acelerada
autolisis (Kent et al., 2004; Geesink et al., 2006).

Ademas de la cantidad de Ca?*, la actividad de
las calpainas esta influenciada por factores como el
ambiente intracelular, pH, fuerza i6nica, concen-
tracion de la calpastatina y la temperatura
(Maddock, et al., 2005). Ademas, se conoce que la
interaccion de estos factores entre si, provocan un
descenso significativo de la actividad catalitica de
estas enzimas (Huff-Lonergan y Lonergan, 1999;
Geesink y Koohmaraie, 1999).
Influencia del pH sobre la actividad de las
calpainas

Durante la conversiéon de musculo a carne, la
actividad de las calpainas encargadas de la
degradaciéon de las proteinas citoesqueléticas y
miofibrilares, se ve afectada por los cambios de
pH, que incrementan la fuerza iénica (Winger y
Pope, 1981). Estas variaciones de pH pueden
causar cambios en la conformacion de las calpainas
incrementando la hidrofobicidad y agregacién de
las mismas. Igualmente, pueden alterar la estruc-
tura de sus sustratos: troponina-l, troponina-T,
desmina, vinculina, metavinculina, distrifina,
nebulina y titina (Robson et al., 1997), haciéndolos
menos susceptibles a la degradacién provocada
por dichas enzimas (Maddock, et al., 2005). En la
literatura existen evidencias cientificas que corro-

boran la asociacién de la terneza con el pH (Harrell
et al., 1978; Pike et al., 1993; Watanabe et al., 1996;
Beltran et al., 1997).

Se estima que el pH 6ptimo de las calpainas in
vivo oscila entre 7.2 y 8.2 (Goll et al., 1992), de
manera que pHs elevados podrian estar asociados
con una mejora de la blandura debido a un
incremento en la actividad de estas enzimas (Yu y
Lee, 1986; Edmunds et al, 1991, Wang y Jiang,
1991). Sin embargo, la regulacién de la actividad in
vivo de estas proteasas ha sido muy debatida (Goll
et al., 1992). En teoria, un descenso rapido del pH
limita la protedlisis de las proteinas musculares
involucradas en el ablandamiento de la carne
(Warner et al., 1997; Huff-Lonergan et al., 1999). El
pH postmortem no es el ideal para que estas
enzimas expresen su mayor actividad.

Maddock et al. (2005), compararon la actividad
de las calpainas a pH 7.5 y 6.5, y observaron que
tanto la - como la m-calpaina muestran mayor
actividad catalitica a pH 7.5, coincidiendo con los
reportes realizados por Edmundo et al. (1991) y
Wang y Jiang (1991). Sin embargo, los mismos
autores (Maddock et al., 2005), no detectaron
actividad de la m-calpaina a pH 6.0.

Por otro lado, varias investigaciones han
informado resultados discrepantes en cuanto a la
relaciéon terneza-pH muscular (Dransfield, 1981;
Shackelford et al., 1994). La complejidad de esta
relaciéon ha llevado a extender el estudio del pH
final alcanzado a las 24 h postmortem, a considerar
ademas, la tasa de descenso del mismo.

Se considera como pH postmortem normal
valores entre 5.6 y 5.8 (Maddock et al, 2005),
dependiendo del tipo de fibra muscular predo-
minante en el musculo. Cuando el pH final es
superior al normal (aproximadamente entre 6.0-
6.2), se producen carnes oscuras, firmes y secas
(DFD), debido al bajo contenido de glucégeno en el
musculo a la hora del sacrificio de los animales.
Existen evidencias que indican que valores de pH
por encima de 6.2 inducen rapidamente al ablanda-
miento, produciendo carnes més tiernas que las de
pH "normal" (Huff-Lonergan et al.,, 2000). Esto le
da ciertas ventajas de terneza a carnes con pH
elevado, debido a varias razones: En primer lugar,
cuando el tejido muscular presenta bajas concen-
traciones de glucégeno a la hora del sacrificio, la
glucodlisis y la producciéon de ATP cesan mas
rapidamente. En segundo lugar, producto de la
rapida deplecion del ATP la carne es menos
susceptible a la dureza inducida por el
acortamiento en el rigor mortis y por los sistemas
de enfriamiento (Watanabe ef al., 1996). Segun
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Beltran et al. (1996), a los 7 d postmortem la m-
calpaina presenta su mayor actividad en carnes
DFD con pH 6.3, resultando las mismas
significativamente mas tiernas. En el mismo
trabajo no se detectaron modificaciéon de la
actividad de la-calpaina y de la calpastatina debida
a cambios del pH. En contraste, un trabajo
realizado por Wulf et al. (1996b), indica que bajos
pHs (5.6) estan asociados con baja fuerza al corte y
alta terneza, debido a que estas proteasas también
pueden degradar a sus sustratos a pHs acidos.
Estos investigadores sostienen que miusculos de
carne DFD con un pH elevado, resultan en carnes
menos tiernas ya que la actividad de las
calpastatina (inhibidor de las calpainas) es mayor
en éstos, que en musculos con pH y color normal.
La actividad de la calpastatina medida en este
trabajo fue de 3.51, 3.05 y 1.80 para la carne oscura,
normal y palida, respectivamente. Estos resul-
tados indican el efecto del pH sobre la calpastatina.
Sin embargo, Kendall et al. (1993) sélo encontraron
un minimo efecto de la pH sobre la habilidad de la
calpastatina en inhibir a la m-calpina in vitro.

En contraste, Aalhus et al. (1995) reportaron que
la carne pélida, suave y exudativa (PSE) es mas
tierna que la carne normal. Varias investigaciones
han mostrado que la terneza de la carne decrece
cuando el pH final incrementa de 5.4 a 6.1 (Purcha
1990; Barnier et al., 1992). La controversia encon-
trada en estos estudios indica que la relacién entre el
pH dltimo, el color de la carne y la terneza no est4
completamente esclarecida, sin embargo, las evi-
dencias sugieren que en un cuerpo en crecimiento,
las variaciones de terneza estan relacionadas con la
extension de la proteolisis postmortem, y especifica-
mente en las diferencias en el sistema de las
calpainas/calpastatina (Wulf et al., 1996).

Purchas (1990) indica que valores de pH
intermedios estdn asociados con carnes duras,
posiblemente debido al acortamiento de la fibra
muscular; de igual manera Yu y Lee (1986)
coinciden en mostrar que pHs intermedios, limitan
la degradacién de la linea Z y de los filamentos
gruesos y finos, ya que este pH no es el éptimo
para la actividad de las enzimas catepsinas y
calpainas, encargadas de la protedlisis postmortal.

A diferencia de Purchas (1990) otros estudios
comprobaron esta relaciéon curvilinea entre pH
temprano y la terneza (Unruh et al., 1986; Yu y Lee
1986; Marsh et al., 1987; Watanabe et al., 1996). En
estos estudios se observé que si el pH incrementa
de 5.5 a 6.0, la terneza disminuye; pero si el pH se
eleva por encima de 6.0 se detecta un aumento de
la terneza. La razén de esta relacién curvilinea fue

bien explicada por Yu y Lee (1986), quienes
sugieren que existe una disminucién en la
actividad proteolitica de las enzimas a pH
intermedios (5.5-6.0).

Jones y Tatum (1994) reportaron una relacion
linear, positiva entre el pH y la relacién de fuerza
al corte en canales procesadas comercialmente. En
ese estudio, las carnes con valores de fuerza al
corte mas bajos (mayor terneza) fueron derivadas
de canales con valores de pH menores a 6.0. En
otro estudio, donde se usaron canales procesadas
comercialmente y bajo condiciones de laboratorio,
Shackelford et al. (1994) no detectaron relaciones
significativas entre pH y terneza. En contraste,
Pike et al. (1993) reportaron una relaciéon cuadratica
usando el pH que explic6 mas del 30% de la
variacién en fuerza al corte.

Relaciéon pH y temperatura en el proceso de
ablandamiento postmortem

En el entendido de que el pH no es totalmente
responsable de la mejora de terneza, varios
investigadores han estudiado el pH medido a 3 h
postmortem para determinar si la variacién de la
terneza puede ser predecible con el pH. Los
resultados han sido inconsistentes.

Varios investigadores (Uytterhaegen et al.,
1992; Dransfield, 1994; Hwang y Thomson, 2001)
han sefialado que la interaccién entre glucdlisis
rapida y lento descenso de la temperatura reducen
la actividad de la -calpaina a las 3 h postmortem.
En contraste, O’'Halloran et al. (1997) indican que a
las 3 h postmortem, una glucolisis rdpida induce a
una mayor actividad de la calpastatina y de la -
calpaina. Dransfield (1994), por su parte sugiere
que la calpastatina es menos susceptible a los
cambios de pH y temperatura.

La tasa de descenso del pH afecta la terneza de
la carne. Cuando los musculos experimentan un
lento e intermedio descenso del pH y de tempera-
tura, previniendo el acortamiento de la fibra en
fri6, se producen carnes tiernas (Bruce y Ball,
1990). Esto indica que valores de pH postmortem
temprano estan asociados con carnes tiernas,
siempre y cuando el descenso de la temperatura no
sea rapido. En efecto, la actividad de las calpainas
se ve favorecida al incrementar el tiempo post-
mortem a valores elevados de pH. Por lo tanto, un
incremento de la actividad de las calpainas con
ausencia de acortamiento de la fibra aumenta la
blandura de la carne (Pike et al., 1993).

Koohmaraie (1992a), realizando estudios in
vitro para estudiar el efecto del pH y temperatura
sobre la inhibicién de la autdlisis de la - y m-
calpaina, detecté que la -calpaina se desestabiliza
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en el pH final postmortem, promoviendo
rapidamente su autélisis y su subsiguiente
inactivaciéon. Es decir, que a medida que dis-
minuye el pH incrementa la tasa de autélisis de la -
calpaina. Ademas, pudo demostrar, que cuando la
temperatura desciende de 25 a 5°C, disminuye la
degradacién de la subunidad 80Dka de la -calpaina
(encargada de la actividad catalitica), mientras que,
el descenso de la temperatura no afecté la
degradacion de la subunidad 30Dka.  Bajas
temperaturas ayudan a disminuir la autélisis de
esta enzima.

Simmons et al. (1996), detectaron que la
actividad de las calpainas permanece constante
durante todo el proceso del rigor mortis, hasta que
se alcanza el pH 6.2, donde la misma decrece.
Estas condiciones de alta temperatura y bajo pH se
desnaturalizan las proteinas contréictiles haciendo
mas estable el rigor mortis (Offer y Knight, 1989).
Adicionalmente a estas condiciones, en altas
temperaturas las calpainas se autolisan (Dransfield
et al, 1992) disminuyendo su efectividad como
enzimas encargadas de la maduracién de la carne,
trayendo como consecuencia un incremento de la
fuerza de corte mientras se reduce el potencial de
maduracién.

Finalmente se puede concluir que las calpainas
muestran actividad catalitica en el punto final de
pH postmortal, sin embargo, su actividad se ve
favorecida por pHs cercanos a la neutralidad, por
lo tanto, pH elevados podrian estar asociados con
carnes mds tiernas.

Koohmaraie (1990) encontré que la actividad
de la - y m-calpaina de la carne son estables por
varias semanas cuando se almacenan a -70°C, pero
que la actividad de la calpastatina decrece durante
el almacenamiento. De acuerdo a Koohmaraie
(1990) solo el 45% de la actividad original de la
calpastatina puede ser medida después de 6
semanas de almacenamiento en refrigeraciéon. La
inestabilidad de la calpastatina durante el alma-
cenamiento en refrigeracion también ha sido
observada por Whipple y Koohmaraie (1992) en
muestras de musculos almacenados en refrigera-
cion por 4 semanas a -30°C. Por su parte,
Ingolfsson y Dransfield (1991) observaron un 50%
de reduccién de la actividad de la calpastatina en
carne de carnero después de 1 semana a -20°C.
Recientemente Kristensen et al. (2006), corrobora-
ron los resultados reportados por Koohmaraie
(1990), mostrando que la actividad de Ia
calpastatina se mantiene constante durante las
primeras semanas de almacenamiento, pero
después de 143 d decrece independientemente de

la temperatura de almacenamiento (-70°C). Por
otra parte, los mismos autores concluyen que tanto
la calpaina como la calpastatina son estables a
temperatura de refrigeracion durante un periodo
de 6 semanas.

Capacidad de retencién de agua y terneza de la
carne

La capacidad de retencién de agua (CRA) ha
sido definida como la habilidad del musculo de
unir agua a sus proteinas bajo condiciones
definidas (Offer y Knight, 1989). Inmediatamente
después del sacrificio, los mtsculos poseen una
elevada capacidad de retencién de agua que
disminuye hasta alcanzar un minimo cuando se
establece el rigor mortis; luego, durante el proceso
enzimatico de maduracién, la CRA tiende a
aumentar. En condiciones normales, el agua se
encuentra atrapada dentro de las estructuras de la
célula unidas a las proteinas, incluyendo el espacio
intra y extramiofibrilar; es por ello, que los cambios
en la arquitectura celular influyen sobre Ia
habilidad de la célula muscular en retener agua
(Huff-Lonergan y Lonergan, 2005). Durante el
proceso del rigor mortis se reduce el agua atrapada
dentro de la miofibrilla, ya que fluye forzosamente
hacia el espacio extramiofibrilar, situaciéon que
facilita la pérdida por goteo. Es decir, el
encogimiento lateral de las miofibrillas que ocurre
durante el rigor que es transmitido en toda la
célula, evita la degradacion de proteinas como la
desmina (proteina ligada a las miofibrillas). Esta
limitada degradacién de las proteinas citoesque-
léticas puede resultar en un incremento del
encogimiento de la célula muscular, observandose
la pérdida por goteo (Huff-Lonergan y Lonergan,
2005).

El pH del musculo es uno de los principales
factores que afectan la CRA. El pH al cual la CRA
es minima (pH 5) corresponde al punto isoeléctrico
de las proteinas musculares. Sin embargo, la CRA
de la carne no depende tinicamente del pH sino de
otros factores como el acortamiento de la fibra, la
velocidad de glucdlisis y la cantidad de ATP
degradado (Hamm, 1982).

Existen evidencias que soportan la idea de que
la protedlisis de las proteinas citoesqueléticas, tales
como la desmina, proteina de los filamentos inter-
medios, puede estar relacionada con la produccién
de goteo, trayendo como consecuencia menor
pérdida de humedad durante la coccién de la carne
(Goll et al., 1992). Esta proteina es degradada a
partir de los 45 min hasta 6 h postmortem (Melody
et al, 2004). La degradaciéon postmortem tem-
prana, ciertamente pudiera permitir que el agua
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fuera expulsada desde el espacio intramiofibrilar,
permaneciendo en la célula por un largo periodo
de tiempo. En consecuencia se reduce la
degradacién de proteinas que estan vinculadas con
la membrana celular de la miofibrilla (semejante a
la desmina) resultando en un incremento en el
encogimiento de la célula muscular, que
finalmente se traduce en pérdida por goteo.
Kristensen et al. (2001) y Rowe et al. (2001) indican
que la variacién de la capacidad de retencion de
agua detectada entre distintos musculos puede ser
debida a las diferencias en la degradacion
postmortem de las proteinas de los filamentos
intermedios, similares a la desmina. Por su parte,
Melody et al. (2004) compararon la capacidad de
retenciéon de agua y terneza de tres tipos de
miusculos (PM = Psoas mayor, LD = longissimus
dorsi; y SM = semimembranoso), y encontraron que
el PM presentaba una répida degradaciéon de la
desmina. Estos autores indican que este incre-
mento en la degradacién puede ser compensado
por cierto encogimiento de las células musculares
debido a la caida del pH. Kristensen y Purslow
(2001), indican que las células musculares en
postmortem temprano pueden retener mayor
cantidad de agua debido a la rdpida degradacién de
los filamentos intermedios, ya que se forman maés
espacios para que el agua se deposite. Ciertamente,
la desmina no es la tnica proteina candidata
involucrada en este proceso. Otras proteinas
asociadas con los filamentos intermedios y con las
costdmeras han sido bien implicadas. Dentro de este
grupo de proteinas se incluyen a la talina y a la
vinculina (Bee et al., 2004). Las diferencias en la
pérdida por goteo asociadas con la disminucion de

la degradacién de la protedlisis pueden ser
detectadas entre las primeras 24 a 48 h postmortem
(Melody et al., 2004). Observaciones similares se
han realizado en lomo de cerdo donde la reduccion
de la degradaciéon de la desmina puede estar
asociada con un incremento de la pérdida por
goteo (Davies et al., 2004). Zhang et al. (2006)
evaluaron la relacién entre la degradaciéon de la
integrina, desmina, la p-calpaina y la capacidad de
retencion de agua de carne fresca de cerdos
empacada al vacio. Entre los hallazgos
encontrados se destacan que la integrina y desmina
juegan roles diferentes en la capacidad de
retencion de agua en carne de cerdo. La integrina
contribuye a la formacién de los canales entre la
membrana celular y el cuerpo de la célula,
incrementando la pérdida por goteo; mientras que,
la desmina intacta ayuda a la transferencia del
agua desde las miofibrillas contraidas hacia el
espacio extracelular. Por otra parte, detectaron que
la degradacién de la desmina explica el 24.1% de la
variacion de la pérdida por goteo del lomo el ler d
del postmortem. Los mismos autores (Zhang et al.,
2006) indicaron también que la autdlisis de la p-
calpaina estd asociada con la degradacion de la
desmina, y esta autdlisis a las 24 h es un potente
indicador que predice el grado de degradacién de
la desmina y pérdida por goteo postmortem. Goll
et al. (1992) indican que a tiempos prolongados de
maduracién, es cuando las calpainas degradan las
miofibrillas y las proteinas citoesqueléticas de la
carne debido a un incremento de la CRA, trayendo
como conse- cuencia menor pérdida de humedad
durante la coccién de la carne.

Conclusiones

La degradaciéon de las proteinas citoesque-
léticas es importante en la determinaciéon de la
terneza de la carne. De todos los sistemas
enzimdticos endégenos que participan en la
proteolisis postmortem, las calpainas juegan un rol
importante en el proceso de ablandamiento de la
carne.

El pH final, la tasa de descenso del pH y la
temperatura son los factores que producen el
mayor impacto sobre la terneza final de la carne;
pero a la vez el pH depende de factores
ambientales tales como las condiciones de estrés de
los animales antes y durante la faena.

Las calpainas muestran actividad catalitica en el
punto final de pH postmortal, sin embargo, su

actividad se ve favorecida a pH cercanos a la
neutralidad (6.1), lo que pareciera indicar una
mejora en la terneza de las carnes a pH alto. A pH
normal postmortem se desestabiliza la p-calpaina
promoviendo su autélisis y su subsiguiente
inactivacion.

La temperatura no afecta la actividad de las
calpainas y de la calpastatina, permaneciendo
intactas por varias semanas a temperatura de
refrigeracién, sin embargo luego de cuatro meses de
almacenamiento a temperaturas de congelaciéon se
disminuye la actividad de la calpastatina indepen-
dientemente de la temperatura.

Una reduccién de la degradaciéon de las
proteinas citoesqueléticas, tales como la desmina,
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proteina de los filamentos intermedios puede
estar relacionada con un mayor goteo, debido a

un incremento en el encogimiento de la célula
muscular.
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