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RESUMEN

En el marco de un experimento de mejora genética porcina para el reparto de la grasa, se
ha planteado estudiar el efecto del tipo genético, de un ciclo de seleccidon por espesor de
grasa subcutdnea a grasa intramuscular constante y de la localizacion anatomica del
tejido, sobre un perfil de aminoacidos que incluye la hidroxiprolina (HYP). El andlisis
de los aminoécidos se hace de forma simultanea mediante un sistema UPLC acoplado a
un espectrometro de masas. En general se observa un patron de comportamiento distinto
entre la HYP y el resto de los aminoacidos estudiados. Los tipos genéticos de la raza
Duroc han presentado unos valores mas altos en HYP que los cruces de cerdo blanco
(LWXLD) o de ibérico (IBxD1). No se han detectado efectos de la seleccion sobre el
contenido de HYP, en ninguno de los musculos estudiados. En cambio, los animales
seleccionados presentan un mayor contenido de algunos aminodcidos esenciales
(leucina, isoleucina y fenilalanina). La diferencias encontradas en el contenido de HYP
y en otros aminoacidos (prolina, leucina y metionina), entre los mtsculos m. glutaeous
medius y. m. longissimus dorsi, indican que la situacion del tejido es un factor relevante
en la composicion. Se ha encontrado una correlacion entre la proporcion de HYP y el
acido araquidonico (-0.18; p<0,05) que sugiere una relacion inversa entre las proteinas y
los lipidos estructurales.
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Introduccion

La dureza de la carne es una caracteristica que tiene diversas facetas y no puede ser
abordada en términos generales. En primer lugar hay que concretar si se trata del
producto en crudo o se trata de carne cocinada. La coccion modifica los valores de la
dureza de la carne y lo hace de forma selectiva, segiin sean sus causas (Lepetit et al
2005). La dureza de la carne cruda, por tanto, puede no ser un buen predictor de la
dureza de la carne cocinada. En la carne cruda, existen amplias evidencias de que el
tejido conectivo contribuye de forma relevante a su dureza. Especialmente el perimisio
muscular y en concreto su grosor. En m.semitendineus de cerdo se ha determinado una
correlacion de 0,98 entre el grosor del perimisio y la fuerza de resistencia al corte del
musculo (Fang et al.1999). La determinacion del grosor del perimisio, es una medida de
la estructura del musculo, que se realiza mediante técnicas histologicas y puede ser un
factor limitante para ser utilizado en condiciones de producciéon. Como alternativa,
teniendo en cuenta que el contenido de colageno del perimisio es muy alto 95,3% frente
al 22,2% y 42,4% del epimisio y del endomisio respectivamente (Light and Champion,
1984), el contenido en hidroxiprolina (HYP) se revela como una buena medida indirecta



del mismo. Aunque el aminoacido méas ampliamente estudiado respecto a la textura de
la carne es la HYP, también se han descrito correlaciones de la misma con otros
aminoacidos. Usborne (1968) encuentra una relacion positiva de los contenidos de acido
glutamico, leucina, serina y fenilalanina con la terneza de la carne cruda (r=0.44, 0.56,
0.50 y 0.51 respectivamente). Por otro lado, es conocido que la textura de la carne
también puede verse afectada por las caracteristicas de la grasa. Suzuki et al. (2006)
encuentra una correlacion positiva entre la terneza de la carne de cerdo de la raza Duroc
y el contenido de 4cido linoleico de la grasa intramuscular. Y ademas, existen indicios
de que la grasa intramuscular y el perfil de aminoacidos libres de la carne, pueden no
ser totalmente independiente. En este sentido Usborne (1968) encuentra, en carne de
cerdo, una correlacion negativa (r=- 0.46) entre el contenido de lisina y el veteado de la
carne.

Por estas razones, en el marco de un experimento de mejora genética porcina del reparto
de la grasa, se ha planteado estudiar el efecto del tipo genético, de un ciclo de seleccion
y de la localizacién anatémica del tejido, sobre un perfil de aminoacidos que incluya la
HYP. El objetivo es comprobar si tipos genéticos distintos, con caracteristicas de la
grasa distintas, tienen también perfiles de aminoacidos de la carne distintos y detectar
asi posibles efectos inesperados de la mejora en el reparto del tejido adiposo sobre las
caracteristicas de la carne.

Material y métodos

Disefio experimental y animales. Los animales utilizados provienen de dos
experimentos. En el primer ensayo se utilizaron 116 cerdos castrados de cuatro
genotipos distintos: un cruce de Landrace por Large White (LD xLW), una linea pura
Duroc (D1), un cruce de dos lineas puras Duroc (D1xD2) y un cruce de Duroc por
Ibérico (D1xIB). Estos animales fueron criados en condiciones comerciales hasta los
200 dias de vida. En el segundo ensayo se utilizaron 50 animales del genotipo DI,
procedentes de un experimento de seleccion, distribuidos en un grupo seleccionado (S)
y un grupo control (C). Los animales del grupo S fueron seleccionados contra espesor
de grasa dorsal a contenido de grasa intramuscular constante. El grupo control fue
tomado aleatoriamente entre los animales de la poblacion. Las diferencias en espesor de
grasa dorsal a los 210 dias de vida (S-C) fueron de 1,3 mm sin diferencias en el
contenido de GIM (Reixach et al., 2009). Todos los procedimientos experimentales de
los experimentos fueron aprobados por el Comité de Experimentacion Animal de la
Universitat de Lleida.

Metodologia analitica. El sacrificio de los animales se realizo en un matadero
comercial. A las 24 horas post-mortem se procedi6 al despiece comercial de las canales,
tomandose en ese momento las muestras de los musculos glutaeous medius y m.
longissimus dorsi, que se conservaron congeladas hasta el momento de su procesado.
Una vez liofilizadas las muestras se desgrasaron mediante un sistema de extraccion
soxhlet con éter de petréleo, se pulverizaron y se homogeneizaron. Se realiz6é la
hidrolisis de una alicuota de 50 mg en SmL de 4cido clorhidrico 6M durante 12 horas a
110°C. Posteriormente se centrifugd el hidrolizado a 3000 xg durante 30°. A partir de
este paso, se realizaron los andlisis por duplicado. Se evapord6 1 mL de la muestra
hidrolizada mediante un sistema de centrifugacion y vacio Speed-Vac (Thermo,
Waltham, USA). La muestra se rediluy6 en 1mL de fase (acetonitrilo/agua 90/10 v/v;
0,5mM acetato amonico a pH 5,5), utilizando como patron interno Trans-4-Hydroxy-L-



proline-2,5,5-d3 (CDN Isotopes, Sainte Foy La Grande, France) a una concentracion de
6,5 ng/mL. El andlisis cromatografico se realizo mediante un equipo UPLC Aquity, con
bomba binaria, acoplado a un espectrémetro de masas triple cuadrupolo TDQ (Waters,
Millford, MA, USA) y equipado con una columna Acquity UPLC BEH Amide 1,7um
de 2.1x150mm. Como fase moévil se utilizé un gradiente simultaneo de ACN/agua y de
acetato amodnico a pH 5,5. Las condiciones del espectrometro de masas fueron; voltaje
del capilar: 1,5kV; Voltaje de cono20V; Voltaje del extractor: 3V; Temperatura de la
fuente: 150°C; Temperatura de desolvatacion: 35°C; Flujo de gas de desolvatacion:
800L/h; Flujo de gas de cono 10L/h. Las transiciones MRM (Q1/Q3) utilizadas para la
cuantificacion fueron: ILE, 132/69,1; LEU 132,1/30,0; MET 150,3/104,1; VAL
118,2/72,2; PRO 116/70; PHE 116/120; HPRO132/86; HPRO® 135/89. La
cuantificacion de cada aminoacido se realizé mediante sendas rectas patrén de 4 a 40
ug/mL. Las diferencias estadisticas de las medias entre genotipos se determinaron
mediante el test de Tukey. Las diferencias de las medias entre grupos de seleccion y
musculos ser determind mediante un test t. Todos los andlisis se realizaron mediante el
programa JMP Version 8.0.2 (SAS Inst. Inc., Cary, NC).

Resultados

En la Tabla 1 se describen las diferencias entre los cuatro tipos genéticos en el perfil de
aminoacidos estudiado. Los valores obtenidos, entran dentro del rango normal de
variabilidad que presenta la bibliografia. Quizas sea especialmente destacable, por un
lado, la similitud de de los niveles de valina con la descrita en otros trabajos (Usborne et
al, 1968; Jiang et. al; 2011) y por otro, los bajos niveles de leucina, especialmente si se
comparan con este Ultimo. En cuanto a las diferencias entre los tipos genéticos,
unicamente se han encontrado para la HYP. Los tipos genéticos de la raza Duroc
presentan los valores mas altos y el cruce de cerdo blanco LWXLD los valores mas
bajos. Es de destacar que los niveles de HYP del cruce IBxD1 no difieran de los de
cerdo blanco. Este resultado sugiere que, el patron de comportamiento similar de las
razas Duroc e Ibérico, en cuanto al contenido y composicion de la grasa intramuscular
(ambas tienen mas grasa intramuscular y mas insaturada que el cerdo blanco; Reixach et
al 2008), no se repite con la proteina que forma parte del tejido conectivo. Tanto el
contenido de HYP como su ratio con el resto de aminodcidos, sugieren que la raza
Duroc tiene mas cantidad de coladgeno, tanto en términos absolutos como en términos
relativos. Sin embargo serd necesario comprobar el impacto que esto tiene sobre las
caracteristicas de la carne, tanto en crudo como curada o cocinada, puesto que la terneza
no solo depende de la cantidad de colageno sino de su estructura y de las
modificaciones post-mortem. En cuanto al efecto de un ciclo de selecciéon para
modificar el reparto de la grasa (Tabla 2), no hay efectos sobre el contenido de HYP, en
ninguno de los dos musculos estudiados. Se han detectado en cambio, en el musculo
glutaeous medius, diferencias en los aminoacidos PRO, LEU, ILE y PHE entre los
grupos S y control. Todos en el mismo sentido, lo que sugiere un mayor contenido de
proteina muscular en el grupo S.



Tabla 1. Comparacion del contenido de aminoacidos en el musculo glutaeous medius
entre tipos genéticos (n = 29 por tipo genético).
Tipo genético'

Dl DIxD2 IBxDI1 SEM

Aminoaci LWXL
do? D
HYP 2.73° 340 331" 284 (.14
PRO 19.17 17.24 18.25 17.30 0.53
LEU 3473 3328  33.71 33.81 0.65
ILE 2642 2489  25.69 25.46 0.60
MET 24.05 2344 2382 24.04 0.62
VAL 3690 3439  35.19 35.43 0.84
PHE 22.17 20.64 21.14 21.26 0.51
HYP/AL 0.0167 0.0222 O.Oglla 0.0183°  0.0009
HYP/PR  0.1457 0.1992 0.1843* 0.1665" 0.0083
HYP/LE 0.0786 0.1032 0.0991° 0.0850° 0.0043
HYP/ME 0.1125 0.1455 0.1398" 0.1204° 00053
% ¢ [ as medias con superindice distinto presentan diferencias significativas (P <
0.05).
! LV2/><LD: cruce Large White x Landrace; D1: Duroc linea pura 1; D1xD2: cruce
Duroc; IBxD1: cruce Ibérico x Duroc. La linea Duroc D1 es la misma en los tres
tipos genéticos.
2 ug/mg de carne desgrasada y liofilizada.

Analizando el perfil de aminoécidos segin la localizaciéon anatomica del tejido, m.
glutaeous medius vs. m. longissimus dorsi, se llega a la conclusion que la situacion del
tejido es relevante, tanto para la HYP como para algunos aminoécidos esenciales (PRO,
LEU y MET). El musculo glutaeous medius tiene un mayor contenido de HYP, en
términos absolutos y también respecto al total de aminodcidos analizados,
probablemente reflejo de una mayor presencia de tejido conectivo.

Se han estudiado las correlaciones entre los aminoacidos, en los dos musculos que se
consideran en el estudio. Se observa un patron claro de correlaciones altas y
significativas entre ellos (r entre 0,5 y 0,9), exceptuando el caso de la HYP cuyo
coeficiente de correlaciéon con PRO, LEU, ILE, MET, VAL y PHE es de 0.14%*, 0.15%,
0.24**%*0.40%*** 0.29%** y 0.20** respectivamente ( P > 0.1; *: P <0.1; **: P <0.05;
4% P < 0.01). Esto sugiere que el contenido de proteina total del musculo es
relativamente independiente del contenido de HYP y por tanto de tejido conectivo. Se
han estudiado también las correlaciones de los aminodcidos con el contenido y
composicion de la grasa.



Tabla 2. Comparacion del contenido en aminoacidos en los musculos glutaeous medius
y longissimus dorsi entre los grupos seleccionado (S) y control (C).

m. glutaeous medius m. longissimus dorsi
Grupo' Grupo'
Amino- S C > C
feido? (=2 (n=23 SEM (125 (=25 SEM
7) ) ) )
HYP 327 292 0.17 2.64 2.75 0.11
PRO 23;44 21.60°  0.57 19.57 19.72  0.81
LEU 38;18 36.00° 0.56 34.70 35.15 0.67
ILE 28;48 26.82°  0.53 2639 2670 0.65

MET 23.10 2244 089 2401 2539 0.73
VAL 3734 3543 1.00 36.55 38.10 1.12

PHE 2429 r 630 049 2208 2246 058
HYP/AL 0018 0017 0000 0016 0016 0.000
L 6 8 9 3 5 7
HYP/PR 0140 0.137 0007 0.137 0.143 0.006
0 0 2 7 8 9 8
HYP/LE 0085 0081 0004 0076 0078 0.003
U 3 3 3 3 5 1
HYP/ME 0.142 0132 0006 0.111 0109 0.004
T 0 0 4 4 3 5

“® Las medias con superindice distinto presentan diferencias significativas (P <
0.05).

' Los cerdos del grupo S fueron seleccionados contra grasa dorsal a grasa
intramuscular constante. > pg/mg de carne desgrasada y liofilizada.

Es de sefialar que no se ha encontrado correlacion significativa, entre el tejido
subcutaneo o la grasa intramuscular medido en la canal con la HYP. Este hecho
explicaria que después de un ciclo de seleccion, el contenido de HYP no se haya
modificado. De manera que si existe un efecto de la grasa intramuscular sobre la textura
de la carne (Suzuki 2006), la hipotesis mas plausible es que sea debida a la propia
presencia de la grasa o a cambios asociados en la composicion de la misma. Por el
contrario si se ha encontrado una correlacion entre la ratio HYP/ALL y el acido
araquidonico (-0.18; p<0,05), consistente en cada musculo y que sugiere una relacion
inversa entre las proteinas y los lipidos estructurales.



Tabla 3. Comparacion del contenido en aminoacidos en los musculos glutaeous medius
y longissimus dorsi (n = 50 por musculo), y coeficiente de correlacion de Pearson (r)
entre medidas en ambos musculos.

Musculo’

. , . 3
ﬁ;zmmoamd GM LD SEM r
HYP 3.11° 2.70° 0.10 0.19™

a b -
PRO 22.50 19.71 0.59 035+
LEU 37.12°  34.96° 0.48 -0.12™
ILE 27.64 26.55 0.45 0.11™
MET 22.78°  24.62° 0.59 -0.02"
VAL 36.36 37.32 0.81 -0.11"
PHE 23.46 2227 0.42 -0.14"

HYP/ALL 0.0182* 0.0164°  0.0005 0.19™
HYP/PRO  0.1387  0.1409  0.0050 0.06™
HYP/LEU 0.0835  0.0774  0.0025 0.19™
HYP/MET 0.1374°  0.1104°  0.0038 0.27*

“® Las medias con superindice distinto presentan diferencias significativas (P <
0.05). ' GM: m. glutaeous medius; LD: m. longissimus dorsi. > pg/mg de carne
desgrasada y liofilizada. Sns: P>0.1; % P<0.1; **: P <0.05; ***: P<0.01.
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