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Abstract

Peptides have been characterized by be molecules with biological activity, many of
them are obtained from enzymatic hydrolysis induced, however food systems such as
the meat has an endogenous proteolytic systems which can generate peptides with
biological importance, however of this food are not many reports. The objective of this
work was to study the activity of the endogenous enzymes of the meat pork, to obtain
peptides from the myofibrillar proteins and to evaluate their biological activity. The
enzyme activity it was determined according to the pH of action of the endogenous
enzymes, we found 3 values of pH with high activity. On the other hand, the
myofibrillar proteins and peptides were 1solated molecular of weight minor than or
equal to 10 kDa. We guantified the antioxidant activity equivalent to trolox and the
percentage of inhibition of oxidation. The results obtained showed that the peptides of
myofibrillar proteins had antioxidant activity

31 Introduccion

En el proceso bioguimico de conversion del misculo a carne se ven involucradas
diversas reacciones, siendo las mas importantes las que son realizadas por enzimas
proteoliticas, principalmente las encontradas en los lisosomas v en el citosol, va que se
han enumerado diversos reportes en los cuales estos dos sistemas proteoliticos son
fundamentalmente para obtener una carne con una calidad de textura agradable al
consumidor. ( Lawne, 2006)

Existen diferentes teorias las cuales sugieren el tipo de sistema proteolitico que
estd involucrado en el ablandamiento de la carne, unos autores referencian y dirigen sus
investigaciones hacia las enzimas encontradas en los lisosomas y reportan que son las
mds importantes en este proceso, sin embargo otra corriente de autores sugiere que las
enzimas citosdlicas son las que tienen la prioridad. Por otro lado una tercera teoria
sugiere que es necesario la accion de los dos tipos de enzimas, ya que su accidon se
origina en dos etapas bioguimicas en la conversion del madsculo a came (Cheret,

Delbarre-Ladrat, Lamballerie-Anton & Verrez-Bagnis, 2007, Mcalee et al 2010).

La cuarta teoria sugiere que el grupo catalitico conformado por el sistema
llamado proteosoma también se ve involucrado en el ablandamiento de la carne (Toldrd,
2012). Sin embargo el presente trabajo se basard principalmente en el estudio de los dos
primeros sistemas proteoliticos. Un sistema proteolitico es un grupo de proteasas las
cuales son moléculas de origen proteico v que tiene como finalidad romper enlaces de
una proteina, y reducir asi su tamano, a cadenas polipeptidicas o incluso péptidos.

En la carne se encuentran sistemas proteoliticos que actuan sobre ella, dando
como resultado una calidad textural adecuada que sea reconocida por el consumidor. El
primer sistema proteolitico, involucra a las enzimas gque se encuentran en los lisosomas,
encontrando en éstas a las denominadas catepsinas.
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Estas enzimas son liberadas de los lisosomas debido al rompimiento de la
membrana lipoproteinica y,como consecuencia de los valores bajos de pH alcanzados
después de la muerte del animal. Las catepsinas tienen un pH dptimo dcido (Lawrie,
2006), solo 8 se han demostrado existentes en los lisosomas de la célula del miasculo: A,
B, C, D, H, L vyl siendo las catepsinas B, D, H v L las mejor caracterizadas. El otro
sistema catalitico es el conformado por las calpainas, también llamadas enzimas
activadas por calcio, proteasas neutras activadas por calcio o proteasas dependientes de
calcio, ya que para que éstas sean activadas se necesitan valores especilicos de calkio,
estdn se encuentran en el citosol de la célula muscular y dispone de la concentracion de
calcio encontrado en el reticulo endoplismico. Tanto las catepsinas como las calpainas,
degradan proteinas las cuales se encuentran aproximadamente en un 70% de peso seco
de la carne, es decir son el componente mayoritario en cualquier sistema carmico.

Las proteinas encontradas en la carne se encuentran clasificadas de acuerdo a
su  solubilidad, siendo  éstas, sarcoplismicas (solubles en agua), las miofibrilares
(solubles en soluciones de mediana fuerza 16nica) y las conectivas (insolubles), de estos
tres grupos el mas importante son las miofibrilares ya que ellas ocupan el componente
mayoritario del contenido total de proteina. 51 estas proteinas miolibrilares son
degradadas para poder ofrecer un ablandamiento en la carne, debido a su degradacion,
podemos decir que la accion de estas lavoreceria la produccion de péptidos, los cuales
son uniones de aminodcidos, que a su vez son la unidad fundamental de una proteina.

El estudio de los péptidos derivados de alimentos han tenido un gran interés en
la altima década, debido a que se ha observado que algunos pueden presentar actividad
biologica. es decir que tienen la capacidad de aportar un beneficio en la salud, en
algunos casos se ha observado que contrarrestan v evitan algunas enfermedades (Roy,
Boye & Simpson 2010). Los péptidos se caracterizan por tener actividad antioxidante,
antimicrobiana, antinflamatoria,  antihipertensiva,  antifingica, anticancerigena,
hipercolesterolémica entre otras. Los péptidos mas estudiados son los denvados de la
sova, leche y del huevo (Gibss, Zougman., Masse & Mulligan 2004, Roy et al 2010}, v

los de la carne han sido poco estudiados.

El presente trabajo tuvo como objetivo, estudiar la protedlisis enddgena de la
carne y evaluar la actividad antioxidante que presentan los péptidos derivados de las
proteinas miofibrilares.

31.1 Método

Se utilizaron muestras del miasculo Longissimus dorsi de cerdo, el cual se obtuvo de un
lugar cercano al laboratorio de trabajo, en el Estado de Tlaxcala: 24 hrs después del
sacrificio y fue transportado y almacenado a 4°C hasta su uso, no se tienen reportes de
sexo v edad del animal. Obtencion de extracto enzimitico enddégeno de la camme de
cerdo: El misculo se homogenizd con un amortiguador de fosfatos pH 7, se centrifugd a
baja temperatura para evitar la desnaturalizacion y pérdida de actividad de las enzimas;
el sobrenadante contenia las proteasas.
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Sustratos: Las proteasas endogenas se analizaron segin su pH de actividad:
dcida, neutra v basica. Los sustratos utilizados fueron la hemoglobina en el andlisis a pH
dcidos v la caseina a pH neutros y bdsicos, estos fueron preparados segin Ouali y Valin

(1980).

Evaluacion de la actividad enzimatica: Se determind mediante una reaccidn con
(0.25 mL de extracto y 1 mL del respectivo sustrato v se incubaron a 37°C, durante 10
minutos, (aproximadamente 1.37 mg de proteina). La reaccion se detuvo con 3 mL de
dcido tricloroacético al 5%, se centrifugd vy se midid la absorbancia de los sobrenadantes
a 280 nm en un espectrofotdmetro Cary 300 Bio UV-Visible.

Extraccion de péptidos de proteinas miofibrilares: Las proteinas miofibrilares
fueron extraidas de acuerdo a la metodologia propuesta por Ngapo (1999),
homogenizando la carne con agua, posteriormente se mantuvo en un bafo de hielo con
agitacion y posteriormente se centrifugd a 4,000 rpm a baja temperatura, para
evitar asi la desnaturalizacion de €stas. Las proteinas miofibrilares contenidas en el
precipitado se resuspendieron en un buffer de fosfatos a pH 7. Posteriormente
este  extracto  de proteinas miofibrilares fueron separadas por peso molecular por
ultrafiltracién por medio de uwna celda amicon de corte molecular de 10 kDa,
centrifugdndose a las mismas condiciones que las proteinas. El liguido encontrado en el
fondo de la celda contenia los péptidos de proteinas miofibrilares, vy se cuantificd el
contenido de residuos proteicos mediante el método de Biuret (Gornall, 1949).

Determinacién de la actividad antioxidante: La actividad antioxidante se
determind mediante el método del ABTS (Re, Pellegrini, Prottegente, Yang & Rice-
Evens, 1999), formando el radical libre, el cual es obtenido debido a la reaccion del
ABTS a una concentracion de 7TmM con persulfato de sodio a 2.45 mM, esta reaccion
tuvo una duracion de 16 hrs. Se realizd una curva patron con un antioxidante sintético
en este caso se utilizd el Trolox, los resultados fueron expresados en TEAC (actividad
antioxidante equivalente a Trolox), mientras que el porcentaje de inhibicion fue
determinado de acuerdo a Thapiong, Boonprakob, Crosby, Cisneros & Hawkins (2006).

Todos los andlisis  se realizaron por triplicado, y fueron analizados
estadisticamente mediante una t de Student mediante el software SAS.

31.2 Resultados

Al realizar la determinacion de la actividad enzimitica se encontraron diferencias entre
las acuvidades de las proteasas con actividad dcida y bdsica. En la figura 1, se observa
gue la actividad enzimitica con valores de pH dcido presenta la menor actividad (2-4)
gue a valores de pH de (6-10). Se observd que el valor de pH con mayor actividad acida
fue de 4, mientras los valores con mayor actividad bdsica neutra fue a los 6 v 7
(P<0.05). Lo anterior propone que la hidrohisis de las proteinas miofibrilares se ve
favorecida hacia las enzimas con actividad neutra-bdsica que hacia las que tienen

actividad dcida, siendo esto 83 v 95 UAP a pH de 6 v 7 (P<0.05) v 55 UAP para pH 4.
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Figura 31 Valores de pH d6ptimo de Actividad enzimadtica
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Cuando se aislaron las proteinas miofibrilares, y subsecuentemente los péptidos por peso
molecular, se determind la concentracion de materia de origen proteico y se observd que las
proteinas tenian una concentracion de 10.78 mg/ml mientras la concentracion de extracto de
peptidos fue de 1.53 mg/mL, lo que significa que el sistema miofibrilar contiene cerca del 14.23%
de péptidos, en esta muestra. Al extracto de péptidos se le determind la actividad antioxidante, por
el método del ABTS, encontrando valores de 5.4% de inhibicion de la oxidacion, mientras que la

actividad antioxidante en TEAC fue de 39.58 pmoles equivalentes a TROLOX.

31.3. Discusion

La carpe inicialmente tuvo un valor de pH de 6.5, encontrindose muy cercano a la neutralidad, lo
que sugiere que enzimas con actividad neutra-bdsica actuan en el sistema natural de la carne. Los
resultados muestran que los péptidos resultantes de la actividad enzimatica enddégena de la carne,
por accion de enzimas con actividad dcida y bdsica presentan una actividad inhibicién de la
oxidacion la cual fue de aproximadamente 40 pmoles de trolox.

31.4 Conclusiones

Los resultados mostraron evidencia de que los péptidos derivados de una protedhisis no inducida,
presentan  actividad antioxidante, debido a la accidn en conjunto de las enzimas enddégenas de la
carne con accion dcida-neutra-basica. Por lo que se sugiere

que los alimentos derivados de cirnicos podrian contribuir a beneficio a la salud por accidon de los
péptidos miofibrilares. El presente trabajo contribuyd a la investigacion bdsica del estudio de
bioactividad en sistemas cdrnicos ya que no existen muchos estudios en este alimento, la parte
complementaria de este trabajo es estudiar sobre productos cirnicos procesados.
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