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Glutation peroxidasa gastrointestinal
Grasa intramuscular

Glicina

Glutation peroxidasa

Glutation peroxidasa citosolica
Fosfolipido hidroperdxido glutatidon peroxidasa
Glutation reductasa

Glutation reducido

Glutation peroxidasa

Glucdgeno sintasa quinasa 3

Glutation oxidado

Histidina



HSL
IDR
IMCT
IRS
L*

LD
LOOH
LPL
LW
Lys

Lipasa sensible a hormonas

Cantidades diarias recomendadas

Tejido conjuntivo asociado intramuscular
Proteinas receptoras de la insulina
Luminosidad

Landrace

Peréxidos

Lipoproteinlipasa

Large White

Lisina

MALDI-TOF MS Desorcidn/ionizacidn laser asistida por matriz masas

MDA
Met
MFI
MLC2
MP
MRF4
mTOR
Myf-5
MyoD
NAD+
NADH
NADPH+H+
NO

NOR
NOS
PCC
PDK1
PGs

PHE
PH-GSH-Px
PI3K
P14.5-P2
PIB

PKA
PRO
Proteina SRC
PSE
PTD-3,4,5-P3
PTP1B
PVf

PVo
RFN
RMN
ROS

RSE
RSNOs
SeMet
SeO

SeP

Ser

SeY

X

Malonaldehido

Metionina

indice de fragmentacién miofibrilar

Cadena ligera de la miosina 2

Protein quinasa

Factor de regulacién miogénica 4

Diana de rapamicina en células de mamifero
Factor de miogénesis 5

Proteina de diferenciacion miogénica
Nicotinamida adenina dinucleédtido forma oxidada
Nicotinamida adenina dinucleétido forma reducida
Nicotinamida adenina dinucledtido fosfato forma reducida
Oxido nitroso

Radicales sin oxigeno

Oxido nitroso sintasa

Peso canal caliente

Kinasa dependiente de fosfoinositidos-1
Proteoglicanos

Fenilalanina

Fosfolipido hidroperdxido glutatidon peroxidasa
Fosfatidilinositol 3-kinasa

Fosfatidil inositol 4-5 bifosfato

Producto interior bruto

Adenil ciclasa A

Prolina

Proteina tirosin quinasa

Carnes palidas blandas y exudativas
Fosfatidil inositol trifosfato

La proteina fosfatasa de tirosina

Peso vivo final

Peso vivo inicial

Carnes rojas firmes y normales

Resonancia Magnética Nuclear

Sustancias reactivas de oxigeno

Carnes rojas blandas y exudativas
Nitrosotioles

Selenometionina

Selenio organico

Selenoproteina P

Serina

Selenio orgdnico en base levadura



SeY-H Selenio organico en base levadura dosis alta

SeY-L Selenio organico en base levadura dosis baja
SOD Superdxido dismutasa

SREBP-1c Factor de transcripcion de esteroles
SS Selenito sédico

SS-H Selenito sédico dosis alta

SS-L Selenito sédico dosis baja

sTn-T Isoforma lenta troponina T

TAU Taurina

D Tocino dorsal

Thr Treonina

TLPU Porcentaje magro total

Tn-I Troponina |

Tn-T Troponina T

TOe Radical tocoferoxil

TPx Tiorredoxina peroxidasa

TR Tiorredoxina reductasa

tRNA ARN de transferencia

TRP Triptdfano

TRX Tiorredoxina

UGA Uracilo Guanina Adenina

VLDL Lipoproteina de muy baja densidad
WBSF Fuerza al corte en texturémetro con célula de corte Warner Bratzler

WHC Capacidad de retencén de agua (water holding capacit)y






1. Resumen

Esta tesis se centra principalmente en el estudio de la carne de cerdo. Uno de los pardmetros
principales de calidad que la definen, y el que actualmente genera mayor numero de
reclamaciones en la venta en fresco es su capacidad de retencién de agua y los exudados que
genera. Pese a contener un alto contenido en humedad (alrededor del 75%) la carne tiene una
apariencia sélida debido en gran medida a una alta capacidad para retener liquido en sus
estructuras. No obstante, la apariencia externa brillante y jugosa se debe al agua superficial,
por lo que es esencial que el agua no se encuentre integramente retenida en su interior, lo que
proporcionaria una apariencia oscura y seca. Por tanto existe un delicado equilibrio en el que
cualquier desviacion en uno u otro sentido provocan consecuencias indeseables.

La capacidad de retencidén de agua (CRA) puede definirse como la habilidad de la carne de
retener el agua tras el corte y/o la aplicacién de fuerza (1), mientras que la pérdida de agua o
exudado es la cantidad de fluido expelida de un trozo de carne sin la accidn de otra fuerza que
la gravedad (2). Se estima que mas del 50% de la carne producida presenta merma excesiva
(superior al 3%) (3, 4).

Actualmente en Espafia se crian y sacrifican mas de 40 millones de cerdos/afio, lo que supone
unos 275 millones de kg de cinta que con un precio de mercado en torno a 6 €/kg, puede
estimarse una merma econdémica solo en esta pieza de 25 millones de €. En términos
nutricionales, dado el contenido proteico del exudado (aproximadamente 112 mg/ml) (5) ésta
merma supone el desperdicio de 500.000 kg de proteinas sarcoplasmicas.

El objetivo concreto de esta tesis doctoral es el estudio del uso de antioxidantes y mas
especificamente selenio organico como medio para optimizar la retencién de agua en la carne,
minimizando pérdidas y manteniendo los atributos de apariencia y calidad. Se considera que
esta optimizacién debe permitir tanto la obtencidn de una apariencia atractiva en la que se
minimicen pérdidas excesivas de importancia econémica como la mejora de la calidad y las
propiedades tecnoldgicas de la carne.

Se han desarrollado tres experimentos en los que se ha ensayado el efecto del aporte de 0.2 6
0.4 mg Se/kg de pienso de una forma mineral (selenito sddico) u organico durante el periodo
final de cebo (9-10 semanas y 4 semanas antes del sacrificio). Se ha observado que la forma
organica mejora el estatus oxidativo de la carne, generando cambios en el color y una mayor
concentracion de este mineral en la carne. Asimismo se observa un efecto sobre la
concentracién de acidos grasos, con un aumento de los monoinsaturados frente a los
saturados, lo que puede ser debido a una mayor actividad de la enzima A9-desaturasa. El
resultado mas destacado se centra en el efecto que tiene el selenio organico sobre la actividad
proteolitica post-mortem y su relacién con la capacidad de retencién de agua de la carne. Se
propone que puede tener un mecanismo de accion similar al de la vitamina E, protegiendo a
las calpainas del deterioro oxidativo durante los primeros momentos tras el sacrificio.






2. Summary

This thesis focuses on pig meat. Among the quality characteristics that define it, the one
generating more issues while sold as fresh meat or processed products is its water holding
capacity and concomitant drip loss. Despite its high moisture content (estimated circa 75%)
meat has a solid appearance, among others due to the high water holding capacity of its
structure. Nevertheless, its juicy shiny aspect is due to the superficial water so it is essential
that the water is not fully restrained inside the meat as it would render it dry and dark.
Therefore, there is a delicate balance where any dissadjustment in any direction might render
undesired consequences.

The Water Holding Capacity (WHC) can be defined as the ability of meat to retain water after
cutting and/or the application of some force (1) while the drip loss is the fluid which can be
expelled from a piece of meat without mechanical force other than gravity (2). It is estimated
that over 50% of the pig meat produced has unacceptable high drip (over 3%) (3, 4). Nowadays
Spain produces and slaughters about 40 million pigs per year. This provides about 275 million
boneless loin which cost about 6 €/kg, estimating a loss of 25 million € a year as weight loss,
limiting the drip to the loin. Giving that drip contains approx 112 mg of protein per ml (5). This
also means the waste of 500.000 kg of valuable sarcoplasmic proteins.

The purpose of the thesis is to evaluate the use of antioxidants and specifically organic
selenium as a mean to optimize the WHC of the meat reducing drip loss, while maintaining its
organoleptic attibutes. This should enable us to obtain an attractive appearance minimizing
excessive losses while improving the technical properties of meat.

Three experiments have been carried out to study the effect of supplementing pig diets with
either 0.2 or 0.4 mg Se/kg in a mineral (sodium selenite) or organic form in late fattening
(either 9-10 or 4 weeks prior to slaughter. It has been observed that the organic form improves
the oxidative status of meat, including the color, and increases the concentration of this
mineral in muscle tissue. Moreover, an effect on fatty acid composition was also observed,
with a higher concentration of monounsaturated and a concomintant decrease in the
concentration of saturated fatty acids. This may be due to a regulatory effect of the enzyme
A9-desaturase. Probably the most relevant result is that the organic form of selenium
increases proteolytic activity post-mortem, which is probably responsible of the higher water
holding capacity of pork. It is proposed that a possible mechanism may be the protective effect
of oxidative deterioration of calpains, which play a critical role in initial steps of proteolysis
soon after harvesting.






3. Revision bibliografica
3.1. La carne en la dieta

La dieta es el principal factor no genético que afecta a la salud (6). Entre los ingredientes
nutricionales de mayor interés para el ser humano destaca la carne. En Espafia por ejemplo, el
23% el gasto familiar en alimentacion se destina a carne y productos carnicos (7). El alto valor
nutricional de la carne, ha permitido a la especie humana aumentar la masa encefalica y el
desarrollo de la inteligencia pese al elevado gasto metabdlico que conllevaba (8). La carne
ademads ha definido nuestra anatomia actual, a través del desarrollo del bipedalismo y la
posicion erguida propiciando el uso de instrumentos de caza con las manos (9, 10). Su
consumo también ha definido la estructura de nuestra boca (con molares pequefios y dientes
frontales afilados) y el tracto gastro intestinal intermedio entre herbivoros (ciego y colon bien
desarrollados) y carnivoros (estdmago acido) (11). Se estima que durante aproximadamente
los dos millones de afios anteriores al surgimiento del Homo sapiens el consumo de alimentos
de origen animal (especialmente carne) era el mayoritario en la dieta. Esta adaptacion ha ido
tan lejos que la adopcion de una dieta vegetariana debe vigilar la inclusion de nutrientes
especificos para evitar el desarrollo de carencias.

El CODEX define la carne como la parte comestible de los musculos de los bdvidos, évidos,
stidos, capridos, équidos y camélidos sanos, sacrificados en condiciones higiénicas. Por
extension, se aplica también a la de los animales de corral, caza de pelo y pluma y mamiferos
marinos. Incluira los musculos del esqueleto y los de la lengua, diafragma y esdfago, con o sin
grasa, porciones de hueso, piel, tendones, aponeurosis, nervios y vasos sanguineos que
normalmente acompanan al tejido muscular y que no se separan de éste en el proceso de
preparacion (12).

El concepto de carne va mas alld del musculo, ya que incluye una serie de cambios
experimentados desde el momento del sacrificio. La carne estd compuesta principalmente de
tres componentes mayoritarios, agua, proteinas y grasa, que pueden considerarse cercanos al
99%. El 1% restante estd constituido mayoritariamente por minerales, pero también por
vitaminas.

Desde un punto de vista nutricional la carne es una de las principales fuentes de proteina de
alta calidad con un aporte importante y equilibrado de todos los aminoacidos esenciales (13).
Como puede verse en la Figura 1, el consumo de 100 g de lomo proporciona mas del 60% de
las necesidades proteicas de una nifia de 5 afios.

m Nifios 4-5 afios
m Nifnos 6-9 afos
W Nifios 10-13 afios

Nifias 10-13 afios

Hombre adulto
I Mujer adulta

LOMO DE CERDO JAMON COCIDO  JAMON SERRANO SALCHICHAS FRESCAS

Figura 1. Contribucién de la carne de cerdo a los requerimientos de proteinas de distintas
edades (14).



La carne es también una excelente fuente de minerales como el hierro, zinc, selenio y fésforo
(Figura 2). La deficiencia en hierro (anemia ferropénica) es una de las deficiencias nutricionales
mas comunes en la especie humana (15) y este se encuentra en la carne principalmente en
estado hemo (38-60%) con alta biodisponibilidad (16), lo que puede suponer un 18% de las
necesidades nutricionales diarias (17). Los contenidos en zinc, fésforo y potasio son también
elevados, pudiendo alcanzar los 100 g de lomo del ejemplo el 30, 20 y 13 % de las respectivas
cantidades diarias recomendadas (IDR).

m Potasio
m Fésforo
W Zinc
Hierro
Tiamina (Vit. B1)
‘ Niacina (Vit. B3)
H I ‘: Piridoxina (Vit B6)
I:‘ i i Cobalamina (Vit. B12)

LOMO DE CERDO JAMON COCIDO JAMON SERRANO SALCHICHAS FRESCAS

Figura 2. Contribucién de la carne de cerdo a los requerimientos de minerales y
vitaminas de la poblacién adulta (14).

La carne también es una de las principales fuentes de Selenio de la dieta. La riqueza de la
misma depende en gran medida de la alimentacién recibida por el animal y varia desde 40 - 50
pg/100 g de carne hasta 1.42 pg/g (3 veces superior) en carne de cerdo suplementado con
selenio organico (18).

La carne tiene un alto valor nutricional como fuente de ciertas vitaminas entre las que
destacan: la Bi,, Bg, tiamina, riboflavina y niacina, con aportes superiores al 20% de la IDR para
todos ellos. La deficiencia en vitamina By, es frecuente en la poblacion vegetariana (13). Su
carencia también puede deberse a mala absorcidn generada por atrofias digestivas, sindromes
derivados de cirugia como el intestino corto o avanzada edad (19).

El alto consumo de carne actual también ha sido marcado como uno de los principales factores
de riesgo para numerosas patologias como distintas formas de cancer, enfermedades
cardiovasculares y metabdlicas (13, 20). Esto se ha relacionado principalmente con el
contenido graso vy la alta proporcidn de acidos grasos saturados, contenido en hierro (21) y la
formacidn de nitrosaminas y compuestos potencialmente cancerigenos durante el procesado.
El contenido graso de la carne es muy variable, dependiendo de la especie, genética, sexo,
corte, tipo de fibra, peso de sacrificio, alimentacién, edad o ejercicio (22, 23).

La Tabla 1 muestra las diferencias entre el cabecero de lomo tras eliminar la grasa, la parte
central del lomo y el efecto del cocinado.

El contenido en grasa de la carne de cerdo presenta fuertes variaciones (Tabla 1), desde
niveles inferiores al 2 % a superiores al 10-30 % (13, 24). El perfil de acidos grasos del cerdo
refleja tanto su nutricién como su bagaje genético. Los acidos grasos provienen de dos fuentes
principales, el aporte exdgeno y la sintesis enddgena a partir de componentes no grasos,
existiendo ademas una fuerte regulacién metabdlica en el tipo de acidos graso formado y en
su ubicacidn en glicéridos (22, 23). La grasa de cerdo esta principalmente compuesta de acidos
grasos monoinsaturados (principalmente oleico), seguido de dcidos grasos saturados
(estedrico, palmitico) y poliinsaturados (principalmente linoleico).

El consumo actual de carne en los paises desarrollados es elevado (sobre 80 kg por personay
afio — 220 g/dia) manteniéndose estable durante los Ultimos afios. Los paises en via de
desarrollo presentan un consumo inferior (superior a 30 kg persona y afio — 82 g/dia) con un



crecimiento paulatino durante las ultimas décadas principalmente por un incremento en el
consumo de carne de aves (25).

En la Unidn Europea, el consumo de carne esta en uno de los puntos mads bajos de los ultimos
afios, con valores medios de 64.7 kg/persona y afio (177 g/dia), siendo Unicamente de 52.65 en
Espafia (26). Es importante destacar que estos datos son anteriores al informe de la agencia
internacional para la investigacion en cancer de la OMS en el que se asocid directamente el
consumo de carne y productos cdrnicos con un incremento en el riesgo de determinados
canceres (27). Parece existir un umbral de saturacidon en paises con alto PIB. Este nivel
presenta fuertes variaciones regionales, siendo cercano a los 120 kg en EEUU frente a los 60 kg
de paises como Suecia (28).

Tabla 1. Valor nutricional del cabecero, centro del lomo y cabecero cocinado. Porcentaje de IDC para mujeres
adolescentes y entre 30 y 50 afios calculados sobre los valores de cabecero cocinado (29-31).

Nutriente Unidades Cabecero  Centro Cabecero  Porcentaje Porcentaje
lomo (100 del lomo cocinado ingesta ingesta
g) (100 g) (100 g) recomendada recomendada

para mujer para  mujer
adolescente  30-50 afos

Agua g 73.28 71.98 65.6 3.0% 3.1%
Energia kcal 132 152 173 6.8% 7.0%
Proteina g 22.39 21.8 27.23 60.5% 59.2%
Grasa g 4,06 6.48 6.28

Minerales

Calcio mg 5 5 6 0.5% 0.6%
Hierro mg 0.54 0.77 0.64 4.3% 3.6%
Magnesio mg 26 22 26 10.8% 8.1%
Fésforo mg 225 207 227 18.2% 22.7%
Potasio mg 374 421 357 13.7% 12.8%
Sodio mg 49 45 47 11.8% 10.2%
Zinc mg 1.8 1.69 2.16 30.9% 27.0%
Vitaminas

Tiamina mg 0.443 0.856 0.561 62.3% 21.0%
Riboflavina  mg 0.187 0.268 0.237 26.3% 21.5%
Niacina mg 5.75 5.04 7.28 60.6% 52.0%
Vit. Bs mg 0.755 0.47 0.713 71.3% 54.8%
Vit. B12 ug 0.51 0.53 0.55 22.9% 22.9%
Vit. E mg 0.13 0.18 0.1 1.3% 1.4%
Vit. D Mg 04 0.6 0.4 8.0% 8.0%
(D2+Ds)

Vit. D U 16 25 18

Lipidos

SFA g 1 2 2

MUFA g 2 3 2

PUFA g 0.409 0.7 0.631

Colesterol  mg 63 55 79

Como balance global de los prejuicios y beneficios de la carne, parece claro que el consumo de
la carne, como la mayoria de los productos tradicionales, debe incluirse en una dieta
equilibrada, especialmente en periodos de especial sensibilidad en los que es considerada
esencial para la consecucion de un crecimiento y desarrollo dptimo (32).



3.2. Claves del cerdo y sus productos en el area Mediterranea

La produccién y consumo de cerdo ha sido siempre parte de la cultura mediterranea. Los
primeros usos datados del cerdo provienen de los registros tempranos de la cultura egipcia, en
la que se usaba para agricultura, alimentacidon y en ceremonias, existiendo indicios de su
empleo también como producto salado y/o seco. Otras culturas como la griega también
presentan un consumo importante del cerdo en el que se reconoce su calidad nutricional
siendo ya mencionado en la Iliada y la Odisea. También en la peninsula ibérica hay evidencias
antiguas de la cultura celta, con amplia documentacién de monolitos. El primer dato sobre la
produccién de cerdo en la peninsula ibérica data de Estrabon (gedgrafo griego) en el siglo | a.
C. Estos consumos tempranos del cerdo fueron evolucionando y eclosionaron durante el
Imperio Romano. En este periodo tenemos menciones a zonas geograficas especificas con
especial reputacion y el comercio de productos como jamones salados/secos. Ya en esta época
se diferenciaban dos tipos de cerdos (blanco y negro) y diferencias en la calidad del producto
final basadas en su alimentacion (bellotas y castafias), asi como los sabores que pueden ser
obtenidos de él, refiriendo a esta carne un precio superior al de otras especies. Esta
comercializacién queda patente en referencias escritas por los clasicos como Marcial, Plinio,
Columela y Horacio, asi como con la existencia de monedas con la forma y representacion de
jamones salados. El principal centro de distribucidn estaba localizado en Nimes, desde donde
se recibian y distribuian piezas para todo el imperio (33).

Los cerdos y la carne de cerdo también presentan su importancia en otros episodios histéricos
como los viajes de Coldn en los que se incluyd para la realizacidon de nuevos asentamientos y la
alimentacién durante los viajes (33).

En este periodo de tiempo los procesos y la cultura gastrondmica de estos productos han
evolucionado, pese a que procesos como la salazén pueden ser similares a los empleados en
tiempo de los romanos. Es patente que los productos del cerdo se han desarrollado tomando
elementos de las distintas culturas del area mediterrdnea convirtiéndose claramente en parte
de nuestra identidad cultural y patrimonio.

Tabla 2. Consumo y gasto en carne de cerdo y derivados en los hogares espafioles en 2013 (10).

Producto Volumen Valor Precio Consumo Gasto per

(miles kg) (miles €) medio per capita capita (€)
(€/ kg) (kg)

Total carne 2.389.383 15.179.940 6.35 52.71 334.87

Carne cerdo 484.157 2.799.163 5.78 10.68 61.75

Salchichas frescas 28.431 186.592 6.56 0.63 4,12

Jamén curado vy

paleta 103.288 1.399.014 13.54 2.28 30.86

Lomo

embuchado

(normal e

ibérico) 10.794 184.404 17.08 0.24 4.07

Chorizos 53.011 43,581 0.82 1.17 0.96

Salchichon salami 21.972 190.133 8.65 0.48 4.19

Fuet/longanizas 27.859 251.843 9.04 0.61 5.56

Salchichas 62.684 218.831 3.49 1.38 4.83

Jamén cocido 68.881 505.677 7.34 1.52 11.16

El consumo anual de carne de cerdo fresca en Espafia es altamente variable segun las
comunidades, con un promedio en torno a los 10.57 kg/habitante afio, superando los 14 en
Castilla Ledn y bajando en torno a 6 kg/habitante y afio en Canarias (26). Este consumo ha



experimentado un descenso en el periodo 2006-2015, que puede ser debido a la reduccidn de
la poblacidn nacional, asi como cambios en las costumbres alimentarias (34).

El consumo de productos derivados del cerdo (Tabla 2) también es muy importante,
destacando el jamdn serrano y paleta con un consumo superior a los 2,28 kg habitante y afio,
seguido del jamén cocido 1.52 kg, 1.2 kg salchichas y embutidos curados (2 kg afio). El
sumatorio de estos productos supone 8.31 kg que considerando una merma promedio
estimada del 30 % suponen cerca de 12 kg extra de carne fresca siendo cercano al 43% de la
carne consumida. El consumo nacional de transformados se ha incrementado de manera
significativa en el periodo 2006-2015. Este incremento del 11.9 % ha permitido a los
transformados ser ya la principal forma de consumo de carne de cerdo a nivel nacional (34).
Dado el aumento de la poblacién mundial y el mayor consumo de carne que implica una
transformacidn extra de los productos agrarios y una mayor ineficiencia energética y proteica
al producirse el paso del sector agricola al ganadero, se estima que el precio del cerdo va a
mantener un crecimiento durante los préoximos afos (Figura 3). Esto probablemente va a
ocasionar un desplazamiento a producciones mas eficientes y consumos mds responsables con
una mayor presencia en la dieta de las aves y sus derivados. Asi en las estimaciones de la UE,
se espera que la carne de cerdo vaya a seguir representando el consumo principal de carne en
la UE en el préximo decenio, manteniendo su consumo pero decayendo respecto a la carne de
ave que va a seguir experimentando un crecimiento (35).
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Figura 3. Consumo estimado en la UE en 2023 y comparacidn con el promedio del
periodo 2010-12 (%).

3.3. La conversion del misculo en carne: factores que afectan su
calidad

3.3.1. Sacrificio y conversion del misculo en carne

Finalizado el proceso de produccién y una vez que el animal ha sido transportado, reposado,
aturdido y desangrado, el paro de la circulacion origina varias consecuencias como el cese del
aporte de oxigeno, vitaminas y antioxidantes y la disminucién del control por los sistemas
nerviosos (sensible al bajo nivel de oxigeno) y hormonal (que no presenta transporte de
sefiales). Esto es, los tejidos son “abandonados” sin aporte de oxigeno o nutrientes y sin mayor
actividad que los gastos fijos de energia (actividad no contractil ATPasa de la miosina y de la
actomiosina) (Figura 4). Debido a la ausencia de oxigeno, el ciclo de Krebs es inviable dejando
el aporte energético a los depdsitos existentes de fosfocreatina (CP) y glucégeno. La
fosfocreatina es empleada rapidamente por la creatina fosfoquinasa (CPK), dejando como
Unica fuente de energia el glucdégeno, que genera acido lactico a través de la glucdlisis. Este



acido lactico se comienza a acumular, superando la capacidad tampdn del tejido y finalmente
inhibiendo las enzimas glucoliticas (36). La curva de bajada del pH con el tiempo puede
modificarse por el tipo y cantidad de depdsitos de glucdgeno (37), la temperatura (38), tipo de
fibra, niveles y formas de CPK y cambios en la capacidad tampdn de la fibra como resultado de
la apoptosis (36). Este ultimo efecto se produce al reemplazarse compuestos acidicos
(fosfatidilserina) por basicos (fostatidilcolina y fosfatidiletanolamina) en una alteracion de
membrana que puede iniciarse con la apoptosis (36). Este Ultimo efecto se observa en una
gran cantidad de musculos como zonas de estabilidad en la curva de bajada del pH.

El glucdgeno presenta dos formas, el macroglucégeno que presenta una ratio elevado de
hidratos de carbono/proteina es una molécula relativamente grande 10* kDa cuyo contenido
aumenta en musculos con frecuentes contracciones (39) o a través de manipulacién
nutricional (40). Y el proglucégeno, que es insoluble en acido y se degrada en los ejercicios
anaerdbicos (41) siendo también el primer depdsito en degradarse post-mortem (40). La
regulaciéon del glucégeno no esta plenamente comprendida (42) pero la reciente identificacion
de glucogenina y el renovado interés en las formas de glucégeno puede suponer un mayor
entendimiento de estos procesos (43).

La CPK se encuentra principalmente en las miofibrillas, especialmente en la linea M (44). Esta
enzima es responsable de la conversion de la CP en creatina y ATP. La actividad de esta enzima
tiene un efecto en la velocidad de contraccidon del musculo post mortem, el periodo tras el
sacrificio hasta la instauracidn de la contraccién y la velocidad de degradacién de la CP. Los
niveles de CPK son mayores en musculos con alto exudado (baja CRA), esto acorta el tiempo
hasta la instauracidn del rigor y acelera la produccidn de acido lactico con su correspondiente
bajada de pH (45).

En general podemos esperar encontrar un pH estable a las 20-24 horas (en carne de cerdo)
tras el sacrificio. Esta suele presentar un pH en el rango de 5.4-6.0 siendo 6ptimo en el rango
de 5.5-5.8 (46), pero existiendo grandes variaciones en la curva de bajada del pH, el nivel final
y la velocidad de descenso (47).

Cuando los niveles de ATP bajan, la célula comienza a no poder mantener su homeostasis. Hay
una despolarizacién de la membrana y los iones como el calcio, sodio y potasio se liberan al
sarcoplasma contribuyendo a aumentar la actividad de enzimas dependientes del calcio como
la ATP-asa y las calpainas entre otras. Una vez alcanzado el nivel critico de ATP se forma la
actomiosina desarrolldandose el rigor mortis.

La desnaturalizacion de las proteinas es resultado de la bajada de pH, los cambios en la fuerza
idnica y la temperatura. Conforme baja el pH, se aproxima al punto isoeléctrico de las
proteinas de la carne (pH 5.4-5.5), dejandolas sin carga neta, alterando su estructura vy
reduciendo su capacidad de retener el agua (48).
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Figura 4. Las consecuencias del cese de la circulacion en el tejido muscular (49).

La temperatura es un factor determinante en el proceso, ya que un valor superior permite a las
reacciones tener lugar con una velocidad mayor, dando lugar a un incremento en la
glucogenolisis, una reducciéon mas rapida del ATP y un descenso brusco del pH que conllevan
una mayor desnaturalizacion de las proteinas y acortamiento de los sarcémeros (2, 43, 50). En
el momento del sacrificio la temperatura de la carne es proxima a 37°C. La inactivacion del
sistema circulatorio impide la liberacion de calor por esta via, lo que hace que en el interior de
las masas musculares la temperatura tras el sacrificio aumente en varios grados. La llegada del
frio debe ser necesariamente desde el exterior por induccién lo cual puede verse
marcadamente ralentizado por el paniculo adiposo subcutdneo que actia como termoaislante.
La coincidencia de un pH bajo y el hecho de que la carne esté todavia a una temperatura
elevada es un factor determinante de la desnaturalizacién proteica. Una de las consecuencias
directas de esta desnaturalizacién de las proteinas es una pérdida de solubilidad y por tanto de
su capacidad de retener moléculas de agua por atraccién electrostdtica. La desnaturalizacién
es especialmente marcada en el caso de las proteinas sarcopldsmicas. Entre ellas se encuentra
la mioglobina, responsable en buena medida del color de la carne. Un descenso brusco del pH
con temperaturas elevadas provoca la desnaturalizacidon de este hemopigmento produciendo
carnes muy palidas. Tras el rigor, la temperatura de la carne se mantiene como uno de los
principales factores que controlan la calidad microbiolégica, tecnolégica y organoléptica de la
carne (2, 50).

La muerte celular puede tener lugar de diferentes maneras. La necrosis esta considerada como
la muerte celular desordenada, en la que las células se hinchan hasta el momento de la lisis
liberando entonces el contenido celular al medio cercano (51). La apoptosis es considerada
casi opuesta, ya que se trata de una forma de muerte celular rdpida y ordenada en la que la
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célula comienza perdiendo el contacto con las células de su entorno, reduciendo el tamafiio
como consecuencia de la condensacién del nucleo y citoplasma. Las mitocondrias liberan el
citocromo C y existen cambios en la permeabilidad de la membrana y la capacidad tampdn
como los mencionados anteriormente (52, 53).

Otras dos consecuencias del sacrificio es la pérdida de la capacidad de mantener las
condiciones reductoras (54) y la protedlisis que comienza rapidamente tras el sacrificio. En
estos puntos se profundiza en secciones especificas de la introduccién de esta tesis.

3.3.2. Variacion en la capacidad de retencion de agua y exudacion

Estos acronimos se emplean para identificar las cuatro posibles calidades de carne fresca que
encontramos (Figura 5). Estas son carnes palidas blandas y exudativas (pale soft and exudative
PSE), rojas blandas exudativas (red soft exudative RSE), rojas firmes y no exudativas (RFN) y
oscuras firmes y secas (DFD). Estos nombres provienen de la comparacion de lo que
consideramos carne normal (RFN) frente a las otras. La comparacion visual sencilla puede
verse en la Figura 5.

La definicién de cada grupo y los limites entre grupos varian en funcidon de la poblacion
examinada y el autor (2, 55). Estan generalmente basados en la curva de bajada del pH y el pH
ultimo, pero también pueden basarse en la luminosidad (L*), conductividad y combinaciones
de ellas. Las variaciones en la curva del pH influencian caracteristicas de la carne como el color,
vida util, CRA y capacidades tecnoldgicas de las mismas (56).

Figura 5. Tipos de calidad de carne en cerdo (57).

La carne PSE se define normalmente como aquella que alcanza un pH inferior a 6 antes de los
45 minutos post-sacrificio. Esta bajada combinada con las temperaturas elevadas del musculo
dan lugar a una desnaturalizacidon de las proteinas y a lesiones en las membranas (58). La
desnaturalizacion de la miosina y las proteinas sarcopldsmicas ocasiona una reduccidn severa
de la cantidad de agua ligada que implica una bajada de la CRA (59). Los miofilamentos
acortados expelen el sarcoplasma fuera al espacio extracelular. La mayor reflexién de la luz se
origina por la diferencia entre los indices de refraccion del sarcoplasma y las miofibrillas. Esta
diferencia origina una mayor reflexién que genera una apariencia mas palida. Este pH acido
también promueve la oxidacién de la mioglobina durante el almacenamiento de la carne
generando metamioglobina, de aspecto parduzco (55). Este defecto presenta una fuerte
prevalencia en determinadas genéticas con presencia del gen Halotano + en homocigosis dado
el elevado rendimiento magro obtenido. En genéticas libres de este gen mayor y color
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adecuado se ha seguido encontrando un alto exudado cuando la caida del pH coincide con
temperaturas todavia elevadas. Esto ha llevado al acufiado del término RSE.

Las carnes RSE o acidas se producen por un descenso mayor del pH (incluso hasta 5.3) que no
genera desnaturalizacién pero reduce la CRA en la medida que las proteinas se aproximan a su
punto isoeléctrico (60).

La carne DFD es la que presenta un pH final elevado, superior a 6-6.2 segun la referencia
consultada. Este pH elevado provoca una escasa desnaturalizacion proteica manteniendo una
repulsidn electrostatica elevada en las miofibrillas que aumenta el espacio entre las mismas. Al
aumentar éste, se reduce la diferencia en la difraccidn lo que origina un color oscuro (55).

La prevalencia de estos defectos estad relacionada con diversos factores como la genética,
nutricion, manejo, estacion del afo, estrés y sistema de aturdido (61, 62). Entre ellas, en
cerdos seleccionados para obtener una carne de elevada calidad (eliminando el principal
componente genético) los factores ante-mortem resultan especialmente relevantes para
reducir la presencia de estos defectos (63-65). En general la mayor parte de los autores
aceptan que los depdsitos de glucdgeno y el potencial glucolitico son claves (66), pese a que
publicaciones recientes les otorgan un papel mas indirecto (60).

Un estrés prolongado da lugar al agotamiento de los depdsitos de glucégeno, que reduce la
cantidad de 4acido lactico que se puede formar dando lugar a un pH mas elevado e
incrementando el riesgo de carnes DFD (67, 68). En cambio, condiciones de estrés agudo
cercanas al sacrificio generan una acumulacién rapida de acido lactico. Estos razonamientos
pueden aplicarse a otros factores tales como la época del aio. Asi cuando el tiempo es frio los
animales emplean energia en mantener la temperatura y se reducen los depdsitos de
glucdgeno incrementando la proporcién de carnes DFD. En cambio con temperaturas elevadas,
al no disponer los cerdos de un eficiente procedimiento para liberar calor mediante el sudor,
se incrementa la proporciéon de carnes PSE (69, 70). Otros factores como el sexo también
afectan al estrés ante-mortem al generar comportamientos como la monta o cambios en
jerarquia que implican estrés y cambios en la concentracion de glucégeno (69). El sistema de
aturdido genera grandes diferencias. La electronarcosis aumenta la glicolisis debida a la
actividad muscular y el elevado nivel de catecolaminas en sangre (71).

Los musculos estan formados por distintos tipos de fibras. Estos tipos pueden clasificarse
segun su capacidad contractil y metabdlica en pequefias lentas y oxidativas (tipo 1), rapidas
glicoliticas y grandes (lIb) e intermedias (lla) (72). Las proporciones de estas fibras varian en
funcion de la genética, musculo, estado de desarrollo, ejercicio y patologias (diabetes),
estando vinculadas también a los defectos descritos (73). Asi las fibras oxidativas con una
capacidad glicolitica menor (74) son menos proclives a producir carnes PSE, sin embargo con
una intensidad de ejercicio leve pueden reducir el glucégeno dando lugar a carnes DFD (66).

La curva de bajada de la temperatura es importante ya que genera un obstaculo al desarrollo
de carnes PSE bajando la cinética de las reacciones y favoreciendo el desarrollo normal de la
carne (49).

3.4. Metabolismo muscular

Dentro del ambito de esta tesis revisamos los mecanismos de control del metabolismo
energético y proteico ante-mortem, su relaciéon con el empleo de antioxidantes y sus efectos
post-mortem. El metabolismo estd fuertemente influido por las necesidades fisioldgicas en
cada fase del desarrollo (crecimiento en animales de produccién carnica) y la nutricion.

Las hormonas principales que controlan el metabolismo energético en los animales son la
insulina y el glucagdn, existiendo entre ambas un equilibrio que permite al organismo
mantener unos niveles de glucosa en sangre estrechos (75). La insulina se libera de manera
postprandial cuando la glucosa en sangre alcanza un nivel elevado (76). Esta liberacién genera
una cascada de reacciones a nivel fisiolégico que conlleva una absorcién incrementada por
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parte de los adipocitos, las células musculares e higado de la glucosa sanguinea. Esto se
complementa con un incremento de la lipogénesis y el almacenaje de glucégeno, reduciéndose
también el consumo de proteinas por parte de las células musculares (75).

El mecanismo de accidn de la insulina asi como la necesidad del balance antioxidante queda
reflejada en la revisidn realizada por Mueller y colaboradores en 2009 (77). El receptor de la
insulina en las células musculares esta compuesto por dos subunidades extracelulares (a) y dos
unidades transmembrana (B) unidos por puentes disulfuro (Figura 6). La unidn de la insulina a
la unidad a implica un cambio conformacional que genera la autofosforizacién de residuos
tirosina de la subunidad B (78). Esta activacion conlleva la fosforilacién de residuos de las
proteinas receptores de la insulina (IRS), algunas de las cuales son homdlogas al dominio 2 de
la proteina Src de la subunidad p85 de la fosfatidilinositol 3-kinasa (PI3K). La subunidad
catalitica de ésta (p110) fosforila el fosfatidil inositol 4-5 bifosfato (P14.5-P,) a fosfatidil inositol
trifosfato (PTD-3,4,5-P3) que recluta a la protein quinasa b (AKT) a la membrana plasmadtica
donde se fosforila por la quinasa dependiente de fosfoinositidos-1 (PDK1). El Akt activado
vuelve al citoplasma donde fosforila e inactiva a la glucdgeno sintasa quinasa 3 (GSK3) que
aumenta el depésito de glucosa en forma de glucégeno (79). Asi la insulina controla la
activacion de distintas enzimas mediante la fosforilacién/defosforilacion). La insulina también
activa la adquisicidn de glucosa por la célula mediante la translocacion del transportador de
glucosa GLUT4 de vesiculas intracelulares a la membrana plasmatica. Otros efectos de la
activacion de la Akt es la interaccidn con el receptor de la rapamicina mTOR que activa la
sintesis proteica (80).

La insulina promueve la incorporacién de acidos grasos y la sintesis de lipidos inhibiendo
ademas la lipolisis (77). La sintesis de lipidos requiere un aumento en el factor de transcripcion
de esteroles SREBP-1c desconociéndose los factores que generan estos cambios (77).

El estrés oxidativo asegura una funcién éptima de la insulina en tejidos sensibles a la misma.
Asi, la unién de la insulina con su receptor supone la generacién de H,0, que contribuye a la
inhibicidn del PTP1B. La proteina fosfatasa de tirosina que es parte del mecanismo de
terminacion de la sefial de la insulina defosforilando el receptor B y los IRS1. Una
sobreexposicion a glucosa genera estrés oxidativo por la produccion de H,0, generando
resistencia en la insulina. Queda patente por tanto la necesidad de un balance entre sustancias
antioxidantes y oxidantes para la actividad normal de la célula.
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Figura 6. Activacion de la via de la PI3K/Akt por la insulina. Esta via representa el principal mecanismo por el que la

insulina ejerce sus funciones en el metabolismo.

El IR activo y autofosforilado, activa a IRS la cual contiene varios lugares de fosforilacion en
residuos de Tyr (Y) que al ser fosforilados por el IR, se convierten en lugares de union y
activacion de proteinas que contienen dominios SH, como PI3K. La PI3K consta de una
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subunidad reguladora (p85) y de una subunidad catalitica (p110). La interaccion entre p85/IRS-
1 da por resultado la activacion de p110 y a consecuencia de ello, p110 tiene acceso a su
sustrato PI(4,5)P2, el cual es fosforilado en la posicion 3 del inositol, generando PI(3,4,5)P3, que
sirve como sitio de union para quinasas de Ser como PDK1 y Akt. El complejo proteico PDK2
activa a Akt, induciendo una primera fosforilacion en la Ser473 que es seguida por una
fosforilacion en la Thr308, esta ultima inducida por PDK1. Akt regula varios de los efectos
metabdlicos de la insulina a través de regular la activacion de diferentes sustratos que
propagan la respuesta, como mTor, FOXO, GSK3 y caspasa 9 (77, 81).

3.4.1. Proteinas

Los musculos realizan gran cantidad de funciones mecdnicas como la locomocién, el equilibrio,
la respiracion e incluso la reproduccion. Otras funciones menos directas del sistema muscular
son la termorregulacién y la ayuda a la circulacién linfatica y sanguinea. La contraccién
muscular es un proceso fisioldgico por el cual el musculo se acorta y transmite la tensién o
simplemente mantiene su tono. La adaptacién a esta multifuncién requiere una estructura
proteica con caracteristicas muy especiales (82).

3.4.1.1. Estructura de las proteinas

Las proteinas que estdn en el musculo se clasifican en base a su solubilidad en: sarcoplasmicas
(solubles en agua) miofibrilares (soluble en soluciones salinas) y estructurales (solubles en
acidos o soluciones salinas que forman parte del tejido conectivo) (83). Esta clasificacion por
solubilidad también responde a criterios de funcionalidad.

3.4.1.1.1 Tejido conectivo asociado

El tejido conjuntivo intramuscular (IMCT) debe garantizar la correcta transmisién de las fuerzas
realizadas por el musculo minimizando el gasto energético. El IMCT es un tejido altamente
organizado que evoluciona con la edad del animal. Se desarrolla a la vez que las fibras
musculares y debe adaptarse a la hipertrofia muscular asi como a la acumulacién de grasa
intramuscular (84). Este tejido varia en contenido y estructura segun musculos, especies,
genética y edad (49).

Existen diferentes capas de tejido conjuntivo (Figura 7), la mas externa que envuelve al
musculo es el epimisio y estd compuesto por gruesas |ldminas de fibras de coldgeno. Por
dentro, separando el musculo en fasciculos encontramos el perimisio que contiene los grandes
vasos sanguineos y estd compuesto por laminas de colageno con un patrén ondulado (84).
Estos fasciculos estan formados por varias fibras musculares que se encuentran a su vez
rodeadas por su propio tejido conjuntivo, el endomisio, que forma una capa intimamente
relacionada con el musculo compuesta por redes de colageno (84). La membrana basal,
compuesta en un 40% por colageno y algunos polisacédridos complejos, une el tejido conjuntivo
con la membrana muscular (49). Estas tres capas se juntan en las uniones de los musculos
formando los tendones, agregados masivos de tejido conjuntivo que unen el musculo al
esqueleto y transmiten la fuerza (49). Mas del 90% del colageno intramuscular esta localizado
en el perimisio (85), junto con la mayoria de los adipocitos intramusculares. Es patente que la
arquitectura general del IMCT es un importante factor en la determinacion de la dureza de la
carne que puede verse modificado por la acumulaciéon de adipocitos en el perimisio que
desorganizan la estructura del IMCT y por tanto aumentan la terneza (84).
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El tejido conectivo estd compuesto principalmente por colageno, seguido de elastina,
proteoglicanos y glicoproteinas. Estas dos Ultimas proteinas glicosiladas presentan una fuerte
carga negativa que permite una fuerte repulsién y estructura extendida capaz de retener agua.
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Figura 7. Estructura del musculo y la localizacidn de los compartimentos con agua: compuestos
intramiofibrilares y extramiofibrilares. Composicidn de agua intermiofibrilar, intrafascicular y
extrafascicular (86).

3.4.1.1.2. La fibra muscular

Las fibras musculares son células largas multinucleadas que se originan en etapas incipientes
de la vida por la fusidn de varias células. Su longitud puede alcanzar los 34 cm, con un
didmetro variable de 10-100 um (87) en funcién del tipo de fibra asi como de muchos otros
factores como la genética, epigenética, dieta, ejercicio etc.

El endomisio rodea al sarcolema, que es la membrana de la célula muscular. Dentro del
sarcolema se encuentran las miofibrillas rodeadas de la fase liquida o sarcoplasma (Figura 8).
Las organelas de la célula estan adaptadas a las funciones del musculo y tipo de fibra. Estas
incluyen una alta proporcién de mitocondrias para la produccion de energia (especialmente en
las fibras rojas o tipo 1), vacuolas de grasa que se estima suponen el 20 % de la GIM, con una
mayor proporcion en fibras tipo | (88), lisosomas con enzimas catabdlicas, peroxisomas con acil
oxidasas grasas y catalasa y el reticulo sarcopldsmico.

El mdsculo estad unido al epimisio de una manera continua por dos grupos de proteinas, las
distrofinas y las integrinas. Los complejos de adhesién de la integrina en la superficie
contienen gran cantidad de proteinas sefial como la talina, actina, vinculina y varios tipos de
quinasas (89).

La visidon longitudinal del musculo con un microscopio de luz muestra una estructura en la que
las fibras se cruzan en paralelo por estriaciones (musculo estriado). Al incrementar los
aumentos se hace visible una estructura repetida. Existen tres bandas segun la estriacién; un
area oscura conocida como banda A, dentro de ésta, una zona central ligeramente mas clara
que corresponde con la banda H y una zona mas clara entre bandas A que es la banda I, con
una gruesa divisién intermedia que es el disco Z. El sarcdmero se define como el drea entre dos
lineas Z.
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Figura 8. Estructura esquematica de una seccion de sarcomero. Adaptado de (49, 90).

La banda A corresponde a la zona de los filamentos gruesos, compuestos principalmente por
moléculas de miosina y la linea M. La miosina es una molécula alargada de 1500 A con forma
de palo de golf. Esta molécula forma el filamento grueso al integrarse con mas moléculas de
miosina (hasta 200) con las partes alargadas de las moléculas superpuestas y alcanza en
conjunto una longitud de hasta 1.5 um. La molécula de miosina estd compuesta por dos
unidades aparentemente idénticas, cada una formada por una cola (meromiosina ligera) un
collar (meromiosina pesada S2) y una cabeza (meromiosina pesada S1). La agregacion de las
moléculas para la formacidon del filamento pesado se realiza de una manera organizada,
repitiendo la direccién de las cabezas de miosina hacia los 6 filamentos delgados que la rodean
de una manera constante.

La linea M se encuentra en la parte central de los filamentos de miosina. Estd compuesta por
filamentos M que son moléculas de miomesina y proteina M que anclan perpendicularmente
la miosina a los 6 filamentos finos a la vez que cimienta uniendo los filamentos gruesos. Los
filamentos M estan unidos entre si a través de puentes M que mantienen los filamentos
gruesos centrados.

La banda | estda compuesta principalmente por los filamentos delgados y el disco Z; estos estan
anclados a él comenzando desde su estructura. Los filamentos finos consisten en dos cadenas
de actina. La actina es una proteina esférica compuesta por dos subunidades. A lo largo de Ia
cadena también encontramos tropomiosina, una proteina compleja con tres subunidades (49)
gue se mantiene a ambos lados de los polimeros de actina junto con otras moléculas de alta
importancia fisioldgica, las troponinas.

Hay proteinas importantes que ayudan a mantener la estructura, facilitar su construccién o
regular la funcién del musculo.
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Las miofibrillas estan ancladas lateralmente al sarcolema y otras miofibrillas en la banda | a
través de filamentos transversales intermedios que incluyen proteinas como la desmina,
filamina, talina y vinculina (Figura 8). La desmina esta localizada en la periferia del disco Z
conectando los discos de miofibrillas adyacentes (91) y conectando los discos Z con otras
estructuras como el sarcolema manteniendo de esta manera la estructura. Esta proteina es
muy proclive a la protedlisis durante las primeras 24 h tras el sacrificio. Cuando se incluye la
degradacion de la misma en modelos de regresién para predecir las pérdidas por goteo
(incluyendo la temperatura de refrigeracion, el color y la velocidad del descenso del pH post
mortem) es la variable que aporta mas robustez a la ecuaciéon, explicando el 24 % de la
variacion (92).

Por otra parte, los filamentos gap (hueco) que se visualizan cuando se sobreestira la fibra
muscular, estan formados por dos proteinas principales, la titina y la nebulina (Figura 8). La
titina es una de las proteinas mayores conocidas, con un peso superior a 3000 kDa. Juega un
papel importante en la organizacidn del sarcdmero y mantiene su estructura en la contraccion,
posiblemente manteniendo cierto grado de tensidén que permite la correcta localizacion de los
filamentos gruesos en el centro del sarcomero. Esta proteina se extiende desde la linea M (la
parte terminal C) desarrollandose helicoidalmente alrededor del filamento grueso y
terminando en el disco Z adyacente (la parte terminal N). Su longitud es equivalente a medio
sarcomero (2-2.5 um), actla como patrén para la generacion de miofibrillas y presenta sitios
de unién especificos para ligandos sobre ella, entre otros las calpainas cerca de la banda | y la
linea M, cambiando el punto de unién segun su estado de contraccién (82). La nebulina por su
parte es también una proteina grande (cerca de 800 kDa) localizada cerca del disco Z que
contribuye a la unién de la titina con ella.

3.4.1.2. Sintesis y degradacion de proteinas

El dogma central de la biologia molecular (Figura 9) se centra en el flujo de informacion del
ADN hasta las proteinas (93), influyendo multiples factores de regulacion hormonales,
genéticos, nutricionales (nutrigenética) y epigenéticos. Dentro de este esquema de sintesis, las
proteinas miofibrilares presentan algunas adaptaciones especificas. Dado el tamafio de
algunas de estas (titina, nebulina, miosina), los ribosomas para la formacién de las proteinas
forman grupos de 50-60 particulas (polisomas) (94), mientras que proteinas menores se
generan a partir de menores polisomas o ribosomas.
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Figura 9. Dogma central de la biologia molecular, transferencia de informacién y productos
de estudio por fase (88).

La sintesis proteica en las células estriadas musculares sigue la activacién del receptor de la
rapamicina mTOR. Esto se obtiene mediante estimulacidon nutricional o ejercicio (95), que
conlleva la fosforilacién del Akt, también activada por la insulina y que suprime el complejo
supresor de tumores generando una activacion tras varias reacciones de la traduccion proteica
(95).

3.4.1.2.1. Tejido conjuntivo asociado

El tejido conjuntivo asociado intermuscular (IMCT) proviene de células mesenquimales,
fibroblastos, fibrocitos y adipocitos. Los fibroblastos producen la matriz extracelular
compuesta principalmente por colageno y otras macromoléculas que conforman la estructura
de la matriz (el estroma).

La estabilidad del tejido conjuntivo aumenta con el crecimiento animal, siendo la mayoria de
los entrecruzamientos sensibles al acido y el calor. Estos enlaces entre moléculas de colageno
se transforman en enlaces mds estables con la edad. La arquitectura tridimensional del tejido
conjuntivo intramuscular es importante en la determinacién de la estructura de la carne al
estar intimamente relacionada con la dureza del tejido (96).

Los adipocitos, que se estima contienen un 80 % de la grasa intramuscular (88), también
generan cambios en la estructura de la carne (Figura 10). Asi al crecer interaccionan con el
endomisio interfiriendo con su estructura y separando las ldaminas de perimisio (96).
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Figura 10. Efecto de la acumulacién de grasa intramuscular en la estructura del
tejido conjuntivo intramuscular (97).

3.4.1.2.2. Proteinas sarcopldsmicas y miofibrilares

Las células del musculo provienen de los somitas mesodérmicos que se diferencian generando
células fusiformes que en un estado posterior se unen formando las miofibrillas (98) (Figura
11). En la embriogénesis existe un orden de formacién que comienza con la titina que funciona
como patréon para el resto de moléculas. El proceso sigue secuencialmente con la miosina,
actina, la nebulina y finalmente el resto de proteinas reguladoras de la contraccion (99). Tras la
realizacion de la estructura, finalmente se generan las adhesiones intracelulares (integrinas) y
extracelulares (49).
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proliferative differentiated

Figura 11. El crecimiento y diferenciacion del musculo estriado (100).

La masa muscular queda definida por la hiperplasia (aumento en el nimero de células) y la
hipertrofia (aumento en tamario de las células). Aunque ambas determinan el producto final,
la hiperplasia se produce principalmente de manera prenatal, dejando la mayor parte del
crecimiento posterior al incremento del tamafio celular (100). Dado esto, uno de los
principales determinantes del tamafio muscular es el balance entre la sintesis proteica y la
degradacion. Recientemente se ha descubierto que el mismo Akt/mTOR también inhibe la
degradacion proteica (101) implicando la interrelacién en el control de la sintesis y
degradacion proteica. Este mecanismo se encuentra también regulado por la insulina.

Mediante el control de los diferentes factores de produccién animal tales como aporte de
nutrientes, o el control de factores de regulacion, se pueden generar tres posibles escenarios
que dan lugar a hipertrofia muscular por incremento de la masa proteica (Figura 12):

e Aumento de la sintesis proteica y disminucidn de la degradacién.
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e Aumento simultaneo de la sintesis y la degradaciéon proteica (con un mayor
incremento de la sintesis y por tanto un balance donde predomina el anabolismo).

e Disminucién de la sintesis y de la degradacién proteica con una menor reduccién en la
sintesis y por tanto con un balance anabdlico.

In Vivo Post-mortem
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alimentacién
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o
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ﬂ proteo |t|cocg\
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Figura 12. Factores que afectan la proporcion de sintesis y degradacion
proteica y principales resultados in vivo y post-mortem (102).

Existe un numero considerable de estudios que ponen de manifiesto la importancia de la
nutricion en la sintesis y degradacidon proteica. En términos generales, la optimizacidon del
aporte de aminodacidos y su equilibrio en funcién de las necesidades especificas para cada fase
del crecimiento permiten optimizar los procesos de sintesis (103), aproximandose al maximo
valor tedrico del animal para carga genética, edad o sexo (104). Para ello es preciso un aporte
simultaneo y también equilibrado de energia de modo que sdlo existe una relaciéon entre
aminoacidos (concepto de proteina ideal) y una relacién energia /proteina que optimiza el
proceso de sintesis proteica (104).

Se ha podido demostrar experimentalmente que un aumento en el aporte de nutrientes
incrementa la sintesis protéica con una respuesta lineal en un principio hasta alcanzar una
zona de respuesta decreciente que culmina en una fase de meseta que se ajusta a un modelo
exponencial caracteristico. Es interesante sefialar que los incrementos en el aumento de
nutrientes producen un aumento de la sintesis, pero también un incremento de los procesos
proteoliticos, con un balance general anabdlico. Segun su proximidad a la zona de maxima
respuesta, en determinadas circunstancias una restricciéon alimentaria puede permitir reducir
la sintesis y la degradacion y producir un balance final incluso mas anabdlico. Ello es debido a
que los cambios regulativos que implican la transicidon entre un plano u otro de alimentacion
precisa un tiempo de adaptacion de las enzimas responsables de la sintesis y diferenciacién
proteica.

Todo ello puede permitir modificar profundamente el potencial proteolitico del animal, con
importantes consecuencias sobre el crecimiento y eficiencia alimentaria (base del denominado
crecimiento compensatorio) y también sobre las propiedades tecnoldgicas de la carne (al
modificar el potencial proteolitico post-mortem) y particularmente en la capacidad de
retencion de agua.

Por otra parte es bien conocido que los promotores del crecimiento pueden generar un
cambio en este equilibrio. Asi tenemos los B-adrenérgicos como el salbutamol y el clembuterol
(105) que presentan un efecto negativo en la CRA. Mientras la somatropina presenta el efecto
contrario con una mayor capacidad de retencion de agua (106).

La sintesis proteica implica la formacién de complejas proteinas que deben alinearse en la
estructura e integrarse de manera especifica segun el tipo de fibra (49).
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Las proteinas sarcoplasmicas estan formadas por una gran variedad de proteinas que permiten
al musculo realizar las funciones fisioldgicas de células normales como proteinas especificas
del musculo, incluyendo la maquinaria para la formacidon y degradacion de las proteinas
sarcoplasmicas. Las principales proteinas por cantidad en el sarcoplasma son la mioglobina, la
albumina, la enolasa, la creatin quinasay la glicerol fosfato deshidrogenasa (107).

La inflamacién de los tejidos después del dafo celular conlleva una intensa eliminacién de las
estructuras afectadas seguida de la restauracion en la zona. En este caso de rotura traumatica,
las enzimas implicadas son producidas principalmente por macréfagos y otras células de la
linea blanca (108), siendo este proceso diferente del implicado en la renovacidn constante o
recambio proteico.

La mayor parte de las proteinas musculares se encuentran en los miofilamentos formando una
compleja estructura que requiere un sistema especifico para su regeneracién. Este complejo
sistema de mantenimiento no es plenamente comprendido, pero existen algunas hipdtesis
sobre el mismo (83). Goll y colaboradores (1992) propusieron un modelo en el que la fibra
mantenia su funcionalidad, pero que permite Unicamente la regeneracidon de las capas
externas (109). En este modelo el primer paso es la descomposicion de las miofibrillas en
miofilamentos estos se denominan filamentos facilmente liberados (Easily Released
Myofilaments ERM) (110), habiéndose demostrado ya que los tratamientos que incrementan
la renovacion de miofibrillas incrementan la fraccion ERM (111) , al igual que los tratamientos
gue aumentan la actividad de la calpaina (112).

Unicamente las calpainas son capaces de hacer las roturas especificas en los miofilamentos por
un mecanismo pendiente de elucidar. En un paso posterior las enzimas lisosomiales,
peptidasas unidas a membrana y/o el complejo proteasoma contintdan con la degradacion de
las proteinas en aminodcidos (113).

Esta hipdtesis mantiene sin resolver la explicacion del mecanismo de la renovacién de los
filamentos centrales que no presentarian renovacién y pasarian a ser “inmortales”.

3.4.1.3. Catabolismo Post-mortem

3.4.1.3.1. Tejido conjuntivo asociado

Los modelos tradicionales de textura y capacidad de retencidon de agua han asumido que el
IMCT se mantenia estable durante la carnizacién y la maduracién post-mortem centrandose
principalmente en las miofibrillas (84) al no presentarse durante la misma un aumento de la
hidroxiprolina soluble. No obstante, algunos estudios recientes muestran que la dureza del
perimisio disminuye durante la maduraciéon (97) (Figura 13), aunque este factor no se ha
comprobado en la carne cocinada.

Este mecanismo no es conocido, pero algunas enzimas como las lisosomiales y las
metaloproteasas han mostrado actividad in vitro (114).

El tipo y cantidad de proteoglicanos asociados son importantes ya que determinan la
susceptibilidad del coladgeno a la digestion enzimatica (115). Los proteoglicanos (PGs) de la
membrana basal y el perimisio son degradados durante la maduracién e incluso se ha
propuesto que la ruptura del péptido y carbohidrato contribuyen a la terneza y a la CRA (116).
Al igual que se ha sefialado con otras proteinas carnicas, se puede especular que un tejido
conectivo menos organizado permitird una mayor retencién de agua al quedar mas expuestos
fragmentos con carga y desorganizas las estructuras de tensién durante el periodo post-
mortem (49).

22



[ Immediately after slaugbtﬁ*J

Collagen - = —
fioril [ | | B

postmortem aging ‘
—— '

H, |
Proteoglycan fed :s\i \
(PGs) | ~ 1)\
%28
h ‘ [Degrodation of PGS]
Glycosidases ? & ? Collagenases/MMPs

[ Disintegration of IMCT|

{ Weakening of myofibrils ;-\q
[Tenderization of meat ]
Figura 13. Representacion esquematica de los cambios en el IMCT durante la
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3.4.1.3.2. Proteinas miofibrilares y sarcoplasmicas

La ruptura proteica tras el sacrificio puede evidenciarse estructuralmente ya que las uniones
de las mismas al sarcolema o entre ellas quedan interrumpidas en el disco Z y linea M (91).
Esto implica la rotura de proteinas citoesqueléticas como los costdmeros (desmina, distrofina,
vinculina).

Los eventos proteoliticos que ocurren durante la maduracién involucran a diferentes proteasas
como las calpainas, las catepsinas, las caspasas y el proteosoma. Esta accién es seguida por la
de las peptidasas (dipeptidil peptidasas, tripeptidil peptidasas, carboxipeptidasas) que generan
péptidos pequeiios. Finalmente se generan aminodcidos libres por la accién de las
aminopeptidasas y di tri peptidasas del musculo (117)

Actualmente existen muchos estudios que han encontrado mediante el estudio del
proteosoma (electroforesis en 2D, MALDI-TOF MS) otras proteinas que experimentan la
ruptura durante la maduracién en la carne de cerdo, especialmente en el longissimus dorsi
(LD). Existen muchos péptidos identificados, asi en la revisidn realizada por Bendixen en 2005
(107) destacan dentro de las que mayor variacién tienen en el metabolismo post-mortem
proteinas estructurales como la actina, la miosina, la troponina T y proteinas de interés
metabdlico como la piruvato quinasa, la miokinasa y la glucégeno fosforilasa.

Como se ha sefialado, los musculos esqueléticos varian en la proporcidn de tipos de fibras y la
composicion, entre otras de la cantidad de grasa y mitocondrias. Esta variacién se corresponde
también con variaciones en las isoformas de las proteinas (118). Estas a su vez, muestran
diferentes comportamientos sobre el metabolismo, glicdlisis y desarrollo del rigor mortis que
por si mismas alteran el desarrollo de la protedlisis (49). La concentracién de Ca** en musculo
blanco aumenta mas que en musculo rojo y el pH cae mas rapido (49) presentando una
concentracion mayor de glucogeno residual tras la glicolisis. Estos factores (mayor calcio y pH)
favorecen la protedlisis (119).

Las diferencias en las proteinas y su susceptibilidad a ser degradadas en los productos finales
generados durante la protedlisis implica diferencias (120), siendo un buen ejemplo de ello la
Troponina T (Tn-T). La Tn-T presenta dos diferentes formas: la lenta (sTn-T) y la rapida (fTnt-T),
estando ambas presentes en las fibras tipo Ilb, pero expresando Unicamente sTnT en las tipo I.
La degradacion de la Tn-T evoluciona mas rapidamente en las fibras tipo llb que en las tipo |
(120).

Los musculos de alto potencial glicolitico presentan un mayor grado de desnaturalizacion
proteica (121), sin estar claro si esto facilita o reduce la protedlisis.
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No se han encontrado diferencias entre la actividad de las catepsinas entre los distintos tipos
de fibras musculares (122).

3.4.1.3.3. Protedlisis

Dadas las caracteristicas del musculo durante el periodo de resolucidn del rigor mortis, para
que este se produzca, las proteasas deben ser enddgenas, con acceso a las miofibrillas, ser
capaces de reproducir los cambios proteoliticos observados en las miofibrillas post-mortem
(113) y todo esto sin poder consumir ATP (88). Existen cuatro sistemas proteoliticos posibles
que cumplen estas condiciones: las calpainas, catepsinas, el proteasoma y las caspasas.
Probablemente el mds importante es el sistema que involucra a las calpainas pero la
contribucion de los otros todavia debe ser elucidada (123).

La protedlisis varia segln la especie, asi en un estudio comparativo con LD las velocidades de
protedlisis estimada como terneza incrementaron diariamente 0.17, 0.21, 0.25, y 0.33%
respectivamente en ternera, cordero, conejo y cerdo (124).

El aumento en péptidos se produce por la accidn de proteasas como las calpainas y catepsinas,
mientras que el aumento de los aminoacidos resulta de la accién de aminopeptidasas, enzimas
con un pH éptimo cercano al pH neutro (125, 126).

La relacién entre el pH y la protedlisis es compleja (127). En un estudio desarrollado con
cordero, la protedlisis minima se encontré a pH 6 mientras que la fragmentacién miofibrilar
tuvo lugar a pH 6.4. Las enzimas tienen un pH éptimo y cuanto mas lejos estan de éste, menor
es su actividad. No obstante muchos factores pueden influir ya que algunas enzimas necesitan
liberarse de los lisosomas (catepsinas) mientras otras son activadas con una bajada de pH
rapida como las calpainas (128).

La temperatura dptima es de 37°C (129) y disminuye en la medida que nos alejamos de la
misma. El contenido de péptidos y aminoacidos libres durante el proceso de maduracidn varia
entre los diferentes tipos de carne atendiendo a su calidad RFN, PSE; DFD y RSE (130). Toldra y
colaboradores en el 2000 (131) detectaron una mayor actividad proteolitica en carnes DFD a
las 2 y 24 h post mortem. La rotura de proteinas sarcopldsmicas y miofibrilares conduce a un
aumento de la fraccidn soluble (49) en la que no llega a existir un incremento de péptidos al
presentar la carne DFD también un aumento de la actividad aminopeptidasa (131),
produciendo un incremento de los aminoacidos libres, especialmente lisina (Lys), alanina (Ala)
y metionina (Met) probablemente debido principalmente a la activacion de las
aminopeptidasas neutras (130). En general, la protedlisis conduce a un incremento de la
viscosidad y el contenido proteico del fluido sarcoplasmatico que refuerza la hipétesis de la
esponja que se menciona mas adelante.

El sistema calpaina

El sistema calpaina esta formado por varias isoformas de cistein proteinasas dependientes del
calcio (calpainas) y su inhibidor especifico, la calpastatina (132). Hay tres formas de calpaina en
el musculo, la m-calpaina, la p-calpaina y la p68 aunque Unicamente las dos primeras se
considera que presentan un papel relevante post-mortem. Todas ellas presentan su actividad
Optima en el pH cercano a la neutralidad (82, 133, 134).

La m-calpaina, la p-calpaina degradan la desmina, sinemina, talina, vinculina asi como la titina
y nebulina (135, 136) sin hidrolizar cantidades significativas de actina y miosina. Estas enzimas
abundantes estan localizadas principalmente cerca de la linea Z (109) y difieren en la
concentracion de calcio requerida para la actividad media maxima, siendo entre 5y 65 pMCa*,
para la p-calpaina y entre 300 y 1000 uM Ca*, para la m-calpaina (109). La concentracién
maxima que se espera encontrar en la carne es entre 210 y 230 uM, no suficiente para una alta
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actividad de la m-calpaina y dejando a la p-calpaina como la mas activa de ambas (137). Otros
requerimientos para la actividad maxima tampoco se encuentran post-mortem al existir
condiciones de bajo pH (entre 5.4 y 5.8), un aumento de la fuerza idnica y pérdida de las
condiciones reductoras que suponen una menor actividad (135, 138). Las alteraciones en la
fuerza idnica y pH pueden suponer cambios conformacionales en las enzimas que conlleven
una mayor hidrofobicidad (aumentando su especificidad hacia las miofibrillas) y generando la
agregacion de la enzima o cambios en la conformacion de los sustratos haciéndolos menos
susceptibles (138). Esto implica que las condiciones in vivo son las mas favorables para la
expresion maxima de actividad.

Figura 14. Estructura tridimensional del domino Il de la proteasa p-calpaina con ca” (bolas azules oscuras). El ca® se
une en la parte superior del centro catalitico que consiste en Cys 115, His 282, y Asn 296 (139).

Ambas calpainas son heterodimeros (Figura 14) compuestas por dos subunidades (80 kDa and
28kDa), siendo cada subunidad codificada por genes diferentes (140). La fraccidon de 28kDa es
igual en ambas calpainas y la parte terminal C de esta proteina parece la estructura ligante de
calcio mano E-F pero con funcidn desconocida. La subunidad de 80kDa presenta 4 dominios:

e El dominio I tiene la terminacion N y no presenta homologia con genes conocidos.

e El dominio Il es el catalitico conteniendo los residuos cisteina e histidina en la misma

posicidn que todas las cistein proteasas.
e El dominio Il tampoco presenta homologias con péptidos conocidos pero presenta
secuencias que son similares a la mano ligante de calcio E-F (132).

e El dominio IV tiene secuencias que predicen secuencias mano ligante de calcio E-F.
Los fragmentos del dominio Il pese a ser catalitico no presentan actividad por si mismos (141).
Esto nos obliga a revisar las necesidades especificas de la enzima en el estado conformacion
necesario para expresar su actividad (142).
Durante la activacion de la m-calpaina y la p-calpaina se unen entre 11 y 20 atomos de calcio y
5 y 8 respectivamente (132). Este calcio comienza a unirse a los dominios E-F resultando
cambios en la conformacidn y la autolisis de la subunidad pequefia (143). Esta lisis reduce los
tamanios de las subunidades de la m-calpaina a 78 kDa y 18kDa, mientras que en la u calpaina
se reducen a 76kDa y 18 kDa. Una pequefia autolisis (como la expuesta) reduce entre el 80 y el
90% las necesidades de calcio para alcanzar la actividad maxima media, mientras una lisis
mayor supone la pérdida completa de actividad (144). Otras condiciones que llevan a
diferentes necesidades de calcio es la unién de fosfolipidos a proteinas activadoras (145-147).
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Los residuos de Cisteina (Cys105), Asparraguina (Asp262) y la Histidina (His286) forman la
triada proteolitica. Esta necesita presentar una distancia de 3.7A para estar activa,
consiguiendo la misma a través de los cambios conformacionales expuestos anteriormente. Asi
el residuo His se une al hidrégeno del grupo tiol del Cys aumentando su carga negativa. El
residuo Cys es nucleofilico y ataca los enlaces peptidicos (148).

La rotura de las proteinas citoesqueléticas comienza muy pronto tras el sacrificio, con la
desmina degradandose incluso a los 45’ tras sacrificio. Ello permite a algunos musculos
mantener mas agua y permite al potencial exudado mantenerse en la célula (Figura 15). Esto
genera diferencias en la CRA de los musculos (149). Esta rotura esta muy relacionada con la
activacion de la calpaina (54), estando correlacionada la rotura de la desmina con la
proporcién de calpaina autolisada (76kDa) con una r = 0.349 en el primer dia que incrementa
con el tiempo. Asi también hay relacién entre el nivel de Desmina intacta con la proporcién de
calpaina no autolisada (80kDa). La realizacidn de un modelo incluyendo la temperatura a 4hy
24hr y el porcentaje de la subunidad grande de la p-calpaina autolisada (76 kDa) explica el 52.5
% de la variacién en la destruccién de la desmina (92). Un descenso moderado pero de
suficiente magnitud en el pH post mortem (definido como pH 5.7 a las 3 horas) favorece la
autolisis y protedlisis (128). Los musculos que presentan este descenso también presentan
mayor CRA y aumento de la protedlisis (150). La velocidad de descenso debe ser
necesariamente moderada, para evitar el resultado de carnes PSE ya que en este caso no se
produce la protedlisis de un modo adecuado sino una rapida desnaturalizacion de las proteinas
(151). Es conveniente recordar que las calpainas son sensibles a pH acido. Otros autores han
destacado la importancia de la temperatura actividad de la calpaina y la necesidad de realizar
mas estudios para el esclarecimiento pleno de estas interacciones (152).
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Figura 15. Protedlisis temprana post-mortem en longissimus dorsi (LD) y psoas mayor (PM) y pérdidas por exudado
(149).

La protedlisis generada por la calpaina es limitada y se considera que se trata de una proteasa
moduladora que gobierna distintas funciones como la transduccion proteica y la morfogénesis
celular. Los mecanismos de esta actividad no estdn completamente elucidados. Parece que la
calpaina puede reconocer la forma 3D de los sustratos, siendo las protein quinasas, fosfatasas,
fosfolipasas, proteinas citoesqueléticas, de membrana, citoquinas y calmodulinas sus sustratos
sugeridos in vivo (153-155). La protedlisis también presenta funcion moduladora al hidrolizar
puntos interdominio dejando funcionales las proteinas resultantes (156, 157). Esta diferencia
es importante respecto de otras proteasas como las catepsinas y el proteasoma que degradan
completamente los sustratos en péptidos pequefios o incluso aminoacidos (Figura 16).
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Figura 16. Modulacidn por proteasas “borradoras” y moduladoras. La protedlisis limitada de las Calpainas modula la
actividad, especificidad, estructura y vida media (fuente: www.calpain.org).

Como resumen, teniendo en cuenta la mayoria de los articulos recientes revisados, la
activacion de la calpaina desempeiia un papel esencial en el musculo post-mortem y es por
tanto prioritario conocer los factores de regulacidon y conseguir condiciones favorables que
permiten su activacién durante los momentos iniciales, para asi conseguir una &ptima
hidrélisis de la desmina.

La calpastatina esta en todos los tejidos que contienen calpaina. También requiere calcio, pero
la concentracién necesaria para alcanzar su actividad media maxima es menor que la de la
calpaina no autolisada (158). La calpastatina tiene la capacidad de unir varias moléculas de
calpaina (Figura 17 y Figura 18), pero de manera reversible ya que concentraciones menores
de Ca®* liberan la calpaina (159).
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Time (min) Figura 18. Una alta actividad calpastatina limita la protedlisis post-
Figura 17. Inhibicién de la calpaina a mortem (133).
distintas concentraciones de

calpastatina (160).

La calpastatina presenta 4 estructuras repetidas con secuencias homélogas a intervalos de 140
aminodcidos (dominios I, Il, Il y IV) y un dominio terminal N alcalino (dominio L) (161). Existen
3 regiones (A, B y C) dentro de los dominios I-IV responsables de la actividad de unién e
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inhibicién de la calpaina (Figura 19). El modelo propuesto es el “modelo de interaccion
tripartito” que incluye los factores del medio que afectan a esta unidn (162).

Domain
XL L 1 2 3 4

Region A B C A BC A BC A BC
T — i — - — - —

Consensus: GxxE/DxTIPPxYR GKREVTIPPKYR  GEDDETIPSEYR GEKEETIPPDYR GERDDTIPPEYR
Figura 19. Estructura esquematica de la calpastatina. www.calpain.org

Esta estructura también trabaja como una red de pesca abierta “pescando” calpainas activas.
La activacién de la calpaina abre un bolsillo hidrofébico al que la calpastatina se une,
propiciando un reordenamiento de la estructura. La regidn A se une al dominio IV de la
calpaina, la region C se une al dominio VI y atrapa de manera mds cercana el centro activo.
Esto genera una rotacion y un cambio en la conformacién de la calpaina que esconde el
residuo cisteina del centro activo (163).

La calpastatina esta codificada por un Unico gen CAST y existen componentes genéticos que
pueden afectar a la actividad de esta enzima. Dos mutaciones con cambio de aminodcido han
sido identificadas (R249K y S638R) generando 4 haplotipos que abarcan la mayor parte de los
encontrados en los cerdos comerciales de los EEUU (164). EL haplotipo 249K, 638R presenta
una mayor tendencia a la terneza probablemente debido a un menor control de la calpaina
qgue permite una mayor protedlisis (165). Otros factores que afectan a la actividad calpastatina
es su grado de fosforilacién (166, 167) especie, linea y género (168, 169).

La calpastatina se degrada in-vivo y post-mortem por las propias calpainas (170). El grado de
degradacion e inactivacion esta relacionado con la magnitud de la protedlisis, ya que existe un
vinculo entre la actividad calpastatina y la protedlisis de la troponina T (133, 171). A pesar de la
intensa actividad investigadora de los ultimos afios en los mecanismos que controlan el
sistema calpaina, todavia se sigue conociendo poco sobre él (82).

Catepsinas

Las catepsinas son cisteina, aspartico o serin proteasas que se encuentran en los lisosomas.
Son mas activas a pHs bajos o moderadamente acidos (ver Tabla 3). Su actividad estd
controlada por la proporcién de su precursor (procatepsina) y sus inhibidores conocidos como
cistatinas (172). Las catepsinas degradan de manera completa las proteinas en los lisosomas,
pero también pueden contribuir en la apoptosis a través de la activacion de las caspasas (173)
y en la regeneracidn tisular tras una lesion (49). La actividad post-mortem de las catepsinas en
el periodo de tiempo en el que el producto es considerado fresco (sin entrar en curaciones de
lomos y jamones) es baja, ya que la membrana de los lisosomas mantiene un efecto barrera
que limita su salida, a no ser que se liberen a través de la estimulacidn eléctrica de canales.

Las catepsinas pueden romper numerosos sustratos. Se ha demostrado que la H no puede
romper proteinas miofibrilares en estado nativo, la D lo realiza Unicamente a pHs menores a 5
(174). Las catepsinas B, D y L rompen a elevada velocidad la proponina T e |, sin embargo
actdan con lentitud sobre la miosina, la actina, la tropomiosina y la a-actinina, la nebulina y la
titina. Este es el motivo por el que en condiciones normales se considera que su actividad en la
carne fresca es de limitada importancia. Efectivamente, diversos estudios experimentales han
demostrado una escasa degradacion de actina y miosina en la carne refrigerada (175, 176).

28


http://www.calpain.org/

Por otra parte, las catepsinas si que presentan un papel muy importante en productos curados
en los que la desaparicién de la miosina puede ser casi completa (177).

Tabla 3. Caracteristicas de las catepsinas con actividad endopeptidasa en el musculo esquelético. Adaptado de
(172).

Catepsina Clasificacion Tamafio Rango pH pl Observaciones
y tipo (kDa) optimo

B Familia 30 (25+5) 5.5-6.5 4,5-5.5 Actividad adicional
Cisteina C1 como peptidil

dipeptidasa

L Familia 28 (24+4) 5.5-6.5 5.0-6.3  Fuerte actividad contra
Cisteina C1 proteinas

H Familia 28 (23+5) 6.5-6.8 6.0-7.1  Fuerte actividad
Cisteina C1 aminopeptidasa

S Familia 24 6.0-6.5 6.3-7.0
Cisteina C1

K Familia 29 6.0-6.5 - Alta actividad
Cisteina C1 colagenolitica

F Familia - 5.2-6.8 - Alta expresion en
Cisteina C1 musculo

D Familia 45 3.0-5.0 6.8 Una de las catepsinas
Aspartyl Al (30+15) mas abundantes en
(familia lisosomas
pepsina)

E Familia 42 3.0-3.5 4.1 Forma dimeros de
Aspartyl Al 84kDa estables en

presencia de ATP. Se
encuentra también en
los musculos, pero sélo
en los macrofagos

Caspasas

Las caspasas son una familia de cistein aspartato proteasas que han sido implicadas en los
procesos post-mortem y en la maduracion recientemente (172).

Esta familia de proteasas es responsable de la apoptosis (muerte celular programada). La
hipdtesis que las implica en los procesos de maduracidon de la carne, proponen que las
condiciones celulares de hipoxia e isquemia, provocan que la célula entre en muerte celular
programada. El mecanismo de la apoptosis se detalla mas adelante.

Las caspasas son proteasas especificas que necesitan un residuo de acido aspartico como
aminodcido terminal en el extremo C del punto de corte (178). A pesar de esta especificidad, al
menos 1000 substratos celulares son objetivo, incluyendo la actina, miosina, desmina, (179), a-
actinina y troponina-T (180).

Actualmente existen 14 caspasas que se expresan en diferentes tejidos y tipos celulares (181)
con dos subfamilias principales, las que estan implicadas en la respuesta inflamatoria (1, 4, 5,
11,y 13) y las que estan implicadas en la apoptosis (3, 6, 7, 8, 9 10 y 12), que a su vez pueden
subdividirse en caspasas iniciadoras (8, 9, 10 y 12) y caspasas ejecutadoras dependiendo de su
papel principal en los procesos de apoptosis (182). Algunas de estas caspasas son especificas
de tipo celular o de especie.

Todas las caspasas se sintetizan en el citosol como zimdgenos inactivos. Las caspasas
iniciadoras son monoméricas en esta forma y las ejecutoras diméricas (183). Las caspasas
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iniciadoras cortan las caspasas ejecutoras y por este mecanismo (Figura 20) las ultimas
alcanzan su actividad maxima (183).
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Figura 20. Diagrama esquematico de las vias de activacion de la apoptosis intrinseca, extrinseca y mediada por
reticulo endopldsmico. (123).

Existen otras interacciones entre las caspasas y las calpainas, ya que éstas pueden romper las
caspasas 3, 7, 8 y 9 (184), asi como las caspasas 3 y 7 pueden romper la calpastatina (185). Esta
degradacion se cree que dana la membrana plasmatica resultando en un aumento de los
niveles de calcio citoplasmatico que genera un aumento de la activacién de la calpaina (186).
Estas interacciones también pueden verse en animales vivos a los que se ha eliminado el ADN
de la pu calpaina con niveles elevados de la caspasa 3 y 7 como manera de compensar y
mantener un desarrollo del musculo esquelético normal (187).

Estudios recientes han mostrado como las proteinas de estrés térmico (heat shock proteinas)
que reducen la apoptosis, también reducen la terneza de la carne (188), existiendo también
interacciones entre la bajada de pH y la apoptosis, al generar la bajada de pH una estimulacion
de la misma (189).

Asi pues, queda claro que es necesaria mas investigacién para elucidar los mecanismos e
interacciones entre los sistemas proteoliticos. Actualmente se conoce poco del papel de las
caspasas en la calidad de la carne pese al esfuerzo investigador realizado durante mas de 10
afos. De cualquier manera, dada su reducida vida en el musculo post-mortem es dificil
presuponer un papel relevante del sistema caspasa por si mismo en la calidad final de la carne
a no ser que participe en procesos iniciales clave que condicionen todos los procesos
posteriores, pero esto hasta el momento no ha sido demostrado.

Proteosoma

El complejo proteolitico multicatalitico, también conocido como proteasoma, es una
proteasasa de tipo treonina (190). Presenta un papel muy importante en la degradacion del
musculo vivo completando la rotura miofibrilar y jugando por tanto un papel esencial en la
renovacion proteica (187). El mecanismo de accion, permite la lisis de proteinas previamente
marcadas y comienza con la uniéon de la ubiquitina (una pequefia proteina) a un residuo lisina
en el extremo amino de la proteina objetivo. La repeticion del proceso termina generando una
cadena de poliubiquitina que se une al proteasoma. Tras la liberacidon de la ubiquitina, la
proteina se degradada en el interior (191-193).
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Figura 21. Representacion Figura de un proteasoma,
vista lateral y vertical. Esta proteina con forma de cilindro
presenta sus centros activos dentro del cilindro (azul).
Las entradas al mismo (en rojo) regulan la entrada a la
zona de “corte” donde las proteinas son troceadas en
oligopéptidos de 3-30 aminoacidos (194).

El principal proteasoma en los mamiferos es el 26s proteasoma, que consiste en un gran
complejo de peso molecular de 2.000kDa con tres subunidades diferentes (una subunidad 20s
y dos 19s) (Figura 21). La subunidad 20 puede hidrolizar proteinas miofibrilares (195) vy
presenta una alta afinidad hacia péptidos oxidados. Rompe las proteinas ubiquitinadas en
péptidos de 3 a 30 aminoacidos (196). Las subunidades 19s son particulas regulatorias que
consisten en 19 proteinas individuales. La subunidad 20s es cilindrica con un pequefio hueco
catalitico en su centro. Las subunidades 19s presentan una alta afinidad por proteinas
ubiquitinadas y extiende las estructuras terciarias de las proteinas mediante el consumo de
energia consiguiendo que la cadena polipeptidica pueda acceder al centro proteolitico de la
subunidad 20s.

El proteasoma también puede estar activo en condiciones parecidas a las de la carne. Sin ATP
las subunidades se disocian eliminando el requerimiento de la ubiquitinaciéon (197), pero
manteniendo los requerimientos de conformacion. Mds aun, la subunidad 20s es estable hasta
7 dias post-mortem (198). Se ha observado que si se incuba con miofibrillas purificadas rompe
la actina, la miosina y la desmina, y también aunque en menor proporcién la troponina T, la a-
actinina y la tropomiosina (91). A pesar de estos hechos, no se considera activo post-mortem
ya que los productos de degradacién que se obtendrian no se corresponden con los
encontrados en la maduracién y no parece tener un efecto en la calidad de la carne (199, 200).
Aun asi, ya que su actividad persiste post-mortem, es posible que participe en un segundo
lugar realizando una rotura mayor en proteinas previamente desnaturalizadas (198).

Existen también interacciones con otras proteasas y el medio. Los sustratos ya rotos por la
calpaina son frecuentemente sustratos del proteasoma (201) pudiendo también interactuar
con las caspasas ya que se ha observado un aumento de la ubiquitinacién durante la apoptosis
(202, 203). El entorno oxidativo puede también influir en su actividad, ya que parece probable
que la GSH-Px pueda regular el nivel basal de actividad de la subunidad 20S (204), o el hecho
de que proteinas con puentes disulfuro no pueden ser desplegadas inhibiendo su degradacién
por el sistema (205).

Los inhibidores del proteasoma son variados y entre sus propiedades estd la actividad
antitumoral al interrumpir la degradacion de proteinas pro-crecimiento celular (206). La
lactacistina (el inhibidor mas comun), incubada con carne de ternera a 24°C durante 5 horas
redujo la degradacién de la actina, nebulina y la cadena ligera de la miosina (207); no obstante
es importante entender que estas condiciones fijas distan bastante de las practicas
comerciales.

31



3.4.1.3.4. Oxidacién proteica

Las reacciones de oxidacidon reduccién implican la pérdida o ganancia de electrones, que pasan
de una molécula a otra. La oxidacidn es el paso de algunos electrones de una molécula a otra
especie quimica que se reduce. El nombre de oxidacién se debe a que en la mayoria de los
casos, es el oxigeno el que capta electrones.

Las reacciones de dxido-reduccién son de gran importancia en la célula viva, permitiendo por
ejemplo obtener la energia quimica almacenada en moléculas organicas mediante una
oxidacion enzimdtica controlada. Para ello existe un complicado mecanismo de transporte de
oxigeno hasta la mitocondria con la participacion de hemopigmentos. En determinadas
ocasiones puede producirse también una oxidacidén quimica, con generacién de radicales
libres, en un proceso que mediante un mecanismo en cadena puede autoacelerarse, llegando
a ocasionar, si no se controla, dafio celular.

En el musculo, la oxidacion se inicia principalmente en el musculo a través de las sustancias
reactivas de oxigeno (ROS) con distintos origenes como los radicales superdxido, hidroxil, ferril,
perferril, metamioglobina activada por perdxido de hidrégeno y el oxigeno singlete (208, 209).
El musculo esquelético contiene altas concentraciones de metales de transicién que facilitan la
formacién de radicales libres (FR) por las reacciones tipo Haber-Weiss y Fenton.

Las proteinas y sus aminodcidos son susceptibles de oxidacién de un modo variable segln su
estructura terciaria (los aminoacidos expuestos) y los aminoacidos que la forman. Todos los
aminodcidos pueden ser oxidados, pero los que contienen grupo sulfuro como la cisteina y
metionina son los mas propensos. Otros aminoacidos facilmente oxidables son los basicos y
aromaticos (lisina, arginina, histidina y triptdfano). Las proteinas también pueden formar
complejos con metales de transicién y estos reaccionan facilmente con los hidroperdxidos
formando iones hidroxilo que oxidan los aminoacidos cercanos. Dadas las caracteristicas de las
células con una alta proporcidn de acidos grasos poliinsaturados en las membranas, la cercania
a las mismas también supone un factor prooxidante (210).

Todos los procesos oxidativos se encuentran profundamente interrelacionados, ya que la
formacién de radicales libres (de origen proteico o lipidico) produce una reaccién en cadena
que se expande y desarrolla de modo exponencial (Figura 22). Los productos de la oxidacidn
lipidica pueden interaccionar facilmente con las proteinas (Figura 23) resultando en oxidacion
(211, 212). No obstante es importante resaltar que pese a que la oxidacion lipidica y proteica
estan generalmente relacionadas pueden tener lugar de manera independiente (213).

Abstraccion de hidrégeno  LOO®*+ P —> LOOH + P* (-H)
Adicion LOO*+ P — *LOOP
Formacién de complejos ‘LOOP +P +02 —> POOLOOP®
Polimerizacion P-P*+P*+P — P-P-P*+P-P-P

Figura 22. Representacion esquematica de las reacciones de oxidacion proteica.

La miosina contiene 40 grupos tiol libres, haciendo de ella una de las proteinas mas
susceptibles a oxidacién dentro del musculo (214). Se ha observado que la miosina oxidada se
expansiona y forma polimeros insolubles (215) e incluso en pescado puede forzar la
desaparicién de la banda A (216).
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Figura 23. Produccion de sustancias reactivas del oxigeno (ROS) y radicales sin oxigeno (NOR) y su influencia en las
propiedades quimicas, fisicas y funcionales de las proteinas de la carne (217).

La oxidacién en las proteinas origina una pérdida conjunta de la calidad de la carne
produciendo un deterioro de la textura, el sabor, y generandose una decoloracion y formacién
de compuestos téxicos (218). Estos cambios en la calidad se deben a la destruccidén de
aminodcidos, la polimerizacién de proteinas, la formacion de carbonilos y en algunos casos a
cambios en la estructura terciaria (217).
La formacién de carbonilos (aldehidos y cetonas) se considera generalmente como una medida
de la oxidacion proteica (219). La formacién de estos carbonilos puede darse a través de 4
caminos:

e Oxidacion directa

e Fragmentacién de la cadena peptidica

e Reaccidn con azucares reductores

e Asociacién con grupos carbonilicos no proteicos
Uno de los efectos principales expuestos implica que la cadena de aminoacidos después del
ataque de radicales libres puede producir entrecruzamientos con puntos reactivos de otras
proteinas. Los puentes entre proteinas pueden generarse a través de los siguientes
mecanismos (210, 220-223):

e Oxidacion de los grupos sulfidrilo de la cisteina formando puentes disulfuro.

e Formacién de complejos entre dos residuos de tirosina oxidados

e Interaccion del grupo aldehido de una proteina con el NH, de un residuo de lisina

e Entrecruzamiento de dos grupos NH,

e Reacciones de condensacion de radicales en las proteinas
Estos entrecruzamientos contribuyen a la polimerizaciéon y la agregacidn y pueden llegar a
provocar la insolubilizacién de proteinas en productos cérnicos (224).
Otro de los posibles efectos es la modificacién de los residuos de aminodcidos que dan lugar a
una alteracion de las propiedades fisicoquimicas, modificando la capacidad de hidratacidn. Las
proteinas en su estado nativo minimizan la energia libre del sistema como resultado de un
balance entre las fuerzas intra e intermoléculares. Tras la oxidacion este estado se ve alterado
afectando a la estructura terciaria y secundaria y modificando por tanto la exposiciéon de
residuos hidrofdbicos. Estos cambios implican un descenso en la solubilidad de las proteinas
que puede ser empleado como medida del deterioro proteico. También generan un aumento
de la susceptibilidad de las proteinas a la protedlisis. Asi, en la medida que las proteinas
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pierden su estructura globular son mas susceptibles al ataque de las proteasas (225, 226), tal y
como se ha puesto de manifiesto al obtener un incremento de los fragmentos de bajo peso
molecular tras el tratamiento enzimatico de muestras oxidadas.

La calpaina, con sus residuos cisteina cercanos al centro activo es especialmente susceptible a
sufrir procesos oxidativos, lo que genera una pérdida de la actividad proteolitica (149). Esta
propiedad hace que la protedlisis y por ende la retenciéon de agua estén profundamente
relacionados con el estatus oxidativo de la carne.

S-Nitrosilacion

El oxido nitroso (NO) es uno de los principales mensajeros secundarios a nivel celular. Se
produce mediante la reaccidon de arginina y el oxigeno dando como resultado citrulina y NO
mediante la intervencién de la éxido nitroso sintasa (NOS). Existen 3 tipos principales de NOS,
neutral, endotelial e inducible, expresandose los 3 en el musculo esquelético y siendo la
neutral la predominante (227). El éxido nitroso difunde facilmente a través de los tejidos, pero
dada su alta reactividad presenta una corta vida. Esta alta reactividad le permite modificar
biomoléculas, asi como combinarse con el superdxido formando peroxinitrito con una elevada
capacidad oxidante. Esta se expresa predominantemente sobre residuos cisteina, metionina o
triptéfano (228). El peroxinitrito oxida el reticulo sarcoplasmatico y en concreto la bomba de
calcio (229) afectando la retencién del mismo. Otra de las principales reacciones del NO es la S-
nitrosilacion de proteinas que convierte los grupos tiol de la cisteina en nitrosotioles (RSNOs),
siendo este un mecanismo de regulacidon dindmica post-traduccional similar a la fosforilacion
(230).

Gran numero de proteinas presentan grupos tiol, entre ellas, la mioglobina (ya destacada) y la
calpaina. Se ha demostrado una interaccién entre el pH y la nitrosilacién en la actividad de las
My m-calpaina (231, 232). Liu y colaboradores han encontrado mds de 100 proteinas
afectadas, existiendo variaciéon entre musculos en intensidad de nitrosilacion y nimero de
proteinas afectadas (233). Existen diferencias dependiendo del tipo de fibra, existiendo mas
nitrosilacion en musculos predominantes tipo Il (longisimus dorsi) comparados con fibras tipo |
(psoas mayor) (234).

Los resultados hasta ahora alcanzados no son consistentes y presentan una gran variacion
entre musculos. Existen resultados en los que una nitrosilacidon reducida mejora la protedlisis
en cordero y otros en los que un aumento en la nitrosilaciéon reduce la capacidad de retencion
de agua en pollo (235, 236). Estudios recientes de Cottrell y colaboradores (2015) con
inhibidores de la nitrosilacion anteriores al sacrificio reducen la protedlisis en algunos
musculos sin afectar otros (237).

3.4.2. Lipidos

3.4.2.1. Estructura de los lipidos musculares

Los lipidos son moléculas organicas principalmente hidrofébicas que incluyen una amplia
familia de sustancias. Estas moléculas presentan diferentes propiedades segun su polaridad y
funcion (238, 239), pudiendo considerarse en base a esto como estructurales o de reserva
(240). La clasificacién quimica actual mas aceptada los divide, atendiendo a su estructura
guimica en policétidos, acilgliceroles, esfingolipidos, prenoles y sacarolipidos (241).

En la introduccion de esta tesis doctoral nos centramos exclusivamente en los acidos grasos,
acil gliceroles y glicerofosfolipidos.

Los acidos grasos son acidos alifaticos monocarboxilicos. Su estructura general es CH;-(CH,),-
COOH, pudiendo existir distintos grados de insaturaciones o dobles enlaces que permiten su

34



clasificacién en saturados (SFA), con un Unico doble enlace o monoinsaturados (MUFA) y
poliinsaturados (PUFA) con mas de uno.

Los acidos grasos se identifican mediante el nimero de atomos de carbono y el de dobles
enlaces, anadiendo la posicidon de los mismos. Asi existen dos posibles denominaciones desde
el grupo carboxilo, que es la denominaciéon delta o quimica y contando desde el grupo metilo
terminal siendo su denominacidén omega o bioquimica. Esta ultima clasificacién nos permite
explicar mejor los acidos grasos esenciales, que son aquellos que los animales no pueden
sintetizar, lo que les convierte en esenciales. Estos son los acidos grasos de la serie omega 3 y
omega 6.

Los acilgliceroles son los mono-di y tri acilgliceroles. Estdn representados principalmente por
los triglicéridos que son ésteres de glicerina con 3 acidos grasos en los carbonos 1, 2 o0 3. Son
insolubles y necesitan ser hidrolizados tanto en la digestidn por la lipasa pancreatica como
intracelularmente por la lipasa sensible a hormonas para poder ser empleados.

Los glicerofosfolipidos con dos acidos grasos esterificados en los grupos 1y 2, presentando el
tercer carbono un enlace éster con el acido fosforico. Esta estructura les confiere propiedades
anfipdticas y la capacidad de formar micelas y bicapas que los convierte en el componente
estructural principal de las membranas celulares.

Los dobles enlaces desestabilizan los electrones en la molécula permitiendo la substraccién de
un protén de la misma y facilitando la propagacién de la oxidacidn. Esto se revisa en la seccion
de oxidacion.

3.4.2.2. Sintesis y degradacién in vivo.

Los adipocitos son las principales células de acumulaciéon de la energia sobrante en el
organismo. Dada esta funcidn de reserva, los adipocitos se localizan preferentemente cerca de
los vasos sanguineos donde absorben la energia excedente tras la liberacion de insulina (242).
La lipogénesis se realiza preferentemente en el citosol celular y comienza con Acetil-CoA que
deriva de la descarboxilacién oxidativa del piruvato. Este procede de la oxidacidon mitocondrial
de la glucosa, de la ruptura de acidos grasos o del catabolismo de aminoacidos. El Acetil-CoA
sale de la mitocondria al citosol unido a una molécula de oxalacetato generando citrato. Fuera
de la mitocondria vuelve a Acetil-CoA y oxalacetato gracias a la accidn de la enzima citrato
liasa.

Este forma Malonil-CoA a través de la enzima Acetil-CoA Carboxilasa mediante Ila
incorporacién de un grupo carboxilo en una reaccion con consumo de ATP. Posteriormente la
cadena se elonga mediante enlaces sucesivos de malonil-CoA de 3 carbonos al Acetil-CoA
catalizado por el complejo enzimatico acido graso sintetasa (AGS) que junta ambas moléculas
en una reaccion de condensacién con pérdida de un carbono pasando posteriormente por dos
reducciones con consumo de NADPH+H" y una deshidratacidn (243). A través de esta reaccion
el complejo AGS sigue incrementando de dos en dos el nimero de dtomos de carbono del
acido graso de manera continua hasta alcanzar los 16 atomos (palmitato), pudiendo elongarse
a posteriori a C18:0 o mas (244).

La desaturacidon se produce principalmente en el palmitato y estearato por una reaccion
oxidativa catalizada por la enzima Acil-CoAdesaturasa que introduce dobles enlaces en la
posicion delta 9 (245). Esto convierte a la dieta en la Unica fuente posible de omega tres y
omega seis.

Los acidos grasos formados se destinan a la formacidn de los fosfolipidos o triglicéridos en
funcién de las necesidades del organismo. Ambas rutas comienzan por la esterificacion de
acidos grasos con glicerol.

El higado constituye un depdsito intermedio para los acidos grasos de la dieta, liberando los
triglicéridos en forma de VLDL que en el musculo o adipocito activa la lipoporteinlipasa a
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través de la apoCll provocando la liberacion de los acidos grasos y su posterior absorcion
celular.

La energia de las células presenta distintas vias de generacion como la glicolisis (anaerobia a
través de hidratos de carbono), el ciclo de Krebbs (aerobia) y la B-oxidacidon de los acidos
grasos. Los acidos grasos, ya liberados del triglicérido o fosfolipido se unen al CoA a través del
uso de ATP formando acil CoA en la membrana mitocondrial por la acil CoA sintasa. Los grupos
acil CoA se unen a la carnitina por la carnitina acil transferasa | (CATI) que se trasloca a la parte
interna de la mitocondria. En el interior a través de la enzima carnitina acil transferasa Il se
transfiere el grupo acilo a otro Co-A formando de nuevo acil-CoA. Estas moléculas son
degradadas por la flavin adenina dinucleétido (FAD), hidratadas, oxidadas por NAD+ y rotas
por el COA dando como resultado NADH y FADH2 que se oxidaran en la cadena respiratoria. El
acetil CoA se oxida en el ciclo de Krebs.

La oxidacion depende de los requerimientos del organismo. Asi esta regulado el acceso de los
acidos grasos a la mitocondria mediante la inhibicidn por el Malonil-CoA de la Carnitina Acil
Transferasa | (246, 247). Acciones que reducen la concentracion de Malonil CoA, como el
ejercicio, aumentan el consumo de acidos grasos por la mitocondria (248), existiendo también
factores como la composicidn en acidos grasos (249) o la dieta, generando en ratas un mayor
consumo de 4cidos grasos en dietas ricas en grasa (250).

En los adipocitos, los triglicéridos almacenados son liberados como acidos grasos por la enzima
lipasa sensible a hormonas. Esta es activada por gran cantidad de hormonas como la
epinefrina y norepinefrina, siendo inhibida por la insulina (251). Asi la insulina reduce el
catabolismo de lipidos.

Otra lipasa recientemente descubierta es la lipasa de triglicéridos (ATGL), que hidroliza el
primer éster de los triglicéridos. Esta enzima esta presente en musculo y adipocitos del cerdo y
su expresion se ve incrementada durante la maduracion del tejido adiposo asi como en la
adipogénesis. La estimulacién con insulina produce una disminucién de la expresion genética
de la ATGL y restricciones en consumo aumentan su presencia (252). Su labor es sinérgica con
la lipasa sensible a hormonas, ya que ésta presenta una mayor sensibilidad por los
diacilgliceroles presentando también una regulacion similar (253).

3.4.2.3. Catabolismo post-mortem

La peroxidacién lipidica ha sido ya desarrollada en la oxidacion dejando asi la lipolisis como
ultimo factor a desarrollar del catabolismo post-mortem.

3.4.2.3.1. Liberaci6n de acidos grasos

La lipdlisis es el proceso de rotura de los lipidos en sus componentes principales, glicerol y
acidos grasos libres. El control asi como las enzimas implicadas en la lipolisis no estan
completamente elucidadas, de forma que siguen encontrando nuevas lipasas, cofactores e
interacciones proteina lipido y hormonas que derivan en el control de la misma (253).

La lipolisis se evidencia en la carne fresca mediante un aumento en la concentracion de acidos
grasos libres con el tiempo. Este incremento se produce también en condiciones comerciales.
Podemos aislar lipasas en musculo acidas, bdsicas y neutras aislando Unicamente en adipocitos
neutras y basicas. La actividad de estas enzimas depende de factores como el pH, temperatura
(Figura 24 y Figura 25) y la presencia de inhibidores.

Las principales enzimas en musculo a pH bdsico-neutro son la lipoprotein lipasa, la lipasa
neutra y la LSH. En el rango de pH tipico de la carne 5.4-6.1 la principal actividad lipasa se debe
a las lipasas acidas lisosomiales, con una elevada actividad en un amplio rango de pH (254),

36



presentando también una importante actividad durante los primeros dias de la carnizacion las
lipasas neutras (255).

Existen diferencias en la actividad lipasa entre genéticas, principalmente entre lipasas acidas y
basicas, extendiéndose estas diferencias a las fosfolipasas principalmente acidas. Asi, cruces
con Landrace belga presentan menor actividad que cruces con Duroc y Large White inglés
(256, 257). Asi mismo, la actividad lipasa se ve positivamente influida por el ejercicio,
presentando mayor cantidad aquellos animales que realizan mayor actividad (258).
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Figura 24. Efecto del pH la actividad de las lipasas Figura 25. Efecto de la temperatura en la hidrdlisis el musculo
(linea discontinua) y estearasas (linea continua) en (A B) y tejido adipocitario (C, D). lipasa acida - -+--, lipasa

el musculo (A) y adipocitos (B) (255) neutra --o-- estearasa acida —e— Yy estearasa neutra —0—.
Actividades expresadas sobre control a 37°C (255).

Esta drea sigue presentando avances significativos, asi en 2008 Deiuliis y colaboradores
demuestran la lipasa adipocitaria de triacilglicéridos (ATGL) presente en los adipocitos y en los
adiposomas del musculo. Se encuentra asociado a las gotas de lipidos e hidrolizan triglicéridos
a diglicéridos, sustrato principal de la lipasa sensible a hormonas (HSL).

El control principal de la ATGL parece ser principalmente a nivel expresion del ADN
presentando una alta expresidén en el tejido subcutaneo durante el desarrollo adipocitario,
maduracién y adipogénesis. Esta expresion parece tener cierto grado de control por la insulina,
reduciendo la misma su expresidn. Se han descrito incrementos en su expresion en dietas con
reduccion caldrica en cerdas y en dietas de restriccion calérica en humana (259). También se
observan incrementos en su expresion mediante estimulacidon por catecolaminas. El papel de
esta enzima en adipogénesis y restriccidon caldrica es todavia desconocido (252).

La revision realizada por Bezaire (260) recoge los factores de activacion de la lipasa sensible a
hormona (HSL) entre los que se encuentra la activacién/inhibicién por receptores adrenérgicos
B1y B2 que activan la adenil ciclasa A (PKA) que fosforilizan y activan la HSL, siendo por otro
lado inhibida mediante la estimulacién de los receptores adrenérgicos a2.

Otros factores de regulacién son la hormona del crecimiento, el factor de necrosis tumoral a y
la interleukina 6.

La HSL esta presente en elevada concentracidn en adipocitos y muestra actividad lipolitica a pH
neutro (lipasa neutra) in vitro frente a triacilglicéridos, diacilglicéridos y monoglicéridos, siendo
esta actividad mucho mayor para los diacilglicéridos. Presenta distintos grados de fosforilacion
con tres residuos fosforilables.

Las fosfolipasas son enzimas que actuan principalmente en fosfolipidos existiendo 4 tipos
atendiendo principalmente a su punto de actuacidn. Existen interacciones entre las
fosfolipasas y el estado oxidativo. Asi la actividad de la fosfolipasa A2 se inhibe mediante la
suplementacion con vitamina E (261). Por otra parte también se ha evidenciado una relacidon
entre la actividad fosfolipasa y las mermas a las 48 h, en carnes con bajo pH,s tras el sacrificio
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(potencialmente PSE). Esta puede deberse a la estimulacién por la concentracién de Ca** en
fosfolipasas dependientes de Ca*" (262).

3.4.2.4. Oxidacion lipidica

La oxidacién anteriormente mencionada en las proteinas, es un proceso clave también en la
quimica de la fraccion lipidica, siendo la oxidacidn enzimdtica de las grasas una de las
principales vias de obtencién de energia en el organismo, y especialmente en las fibras rojas
del musculo. Dado el potencial redox de los acidos grasos, multitud de compuestos pueden
iniciar la oxidacién, entre ellos, describimos el efecto del oxigeno singlete. El oxigeno singlete
es un oxigeno excitado donde los dos electrones en la drbita mas externa giran en sentidos
opuestos. Esta configuracidon hace el oxigeno muy electrofilico permitiendo que interaccione
directamente con los enlaces dobles de los acidos grasos poliinsaturados (PUFAs).

En el caso concreto de los lipidos, una vez iniciada la oxidacién contintdan las fases de la
propagacion, la ramificacidon y a veces la terminacion (Figura 26). Los peroxidos (LOOH) son
importantes intermediarios en la oxidacidn.

Los metales de transicidon o la irradiacion descomponen los perdxidos (LOOH) siendo estos un
importante intermediario en la oxidacién.

Iniciacion LH + Iniciador —— L*
Propagacion L* + 0, ——> LOO*
LOO*+ LH —> LOOH +L*
Ramificado LOOH —> LO* +OH"*
2LOOH —> LOO’ LO*® +H,0
Terminacion LOO* + LOO* —— LOOL+0,
LOO® +L°L ——> LOOL
L*+L* — LL

L*(LOO*,LO*,0H*) + AH —> LH(LOOH, LOH, H,0) +A*

Figura 26. Principales fases de la oxidacion lipidica (263, 264).

3.4.2.4.1 Control in vivo de la oxidacién

La mayoria de las moléculas orgdnicas pueden sufrir procesos de oxidacion, como los lipidos,
proteinas, ADN (265), con diferentes consecuencias, como pérdida de actividad enzimatica,
mutacion del ADN, rancidez etc... Dentro de estas moléculas las mas susceptibles son los
lipidos poliinsaturados (266).

Es complicado mantener la homeostasis ya que una vez que se producen ROS el proceso se
autoacelera y por tanto, se expanden y generalmente autoperpetian. Los organismos vivos
pueden también reparar los productos oxidados, aunque Unicamente puede realizarse hasta
cierto grado de oxidacién (267). La reparacién del dafio oxidativo requiere energia para
deshacer la estructura cuaternaria, realizar la reparacion y volver a recomponer la estructura
cuaternaria inicial o destruir las proteinas dafiadas. Este reciclaje corresponde a los lisosomas y
proteasomas que en células envejecidas pierden parte de su capacidad litica provocando una
acumulacidn de proteinas dafiadas (268, 269).

Un balance oxidativo descompensado (Figura 27) puede ocasionar distintas patologias
derivadas de un sistema inmune ineficiente o cambios en la fisiologia de la célula. Se ha
vinculado el balance oxidativo con el Alzheimer, envejecimiento, enfermedades
cardiovasculares, cataratas, cancer y deficiencias inmunes (270-273).
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Dentro del ambito de la produccién animal, también encontramos patologias de importancia
como el sindrome del destete. Esta patologia tiene lugar cuando los lechones son separados de
la madre y puestos en un entorno nuevo con alimentacion por pienso, diferente temperaturay
compaiieros. Estos componentes generan una descompensacidn entre la produccidon de ROS y
antioxidantes que se traduce en sintomas digestivos, peor indice de conversion, aumento de la
mortalidad y retraso del crecimiento (274).

Otras proteinas clave en procesos bioldgicos pueden verse dafiadas por la oxidacién como la
Ca®* ATPasa que mantiene el gradiente de calcio ya que contiene varios grupos tiol sensibles al
deterioro oxidativo. Cuando la enzima estd dafiada, pierde poder catalitico y cambia la
homeostasis del calcio generando un aumento de la protedlisis y destruyendo el citoesqueleto
celular (275).

El ADN mitocondrial presenta también con frecuencia dafio oxidativo al encontrarse cercano a
uno de los puntos de mayor generacién de ROS (276). Las mitocondrias envejecidas producen
menos ATP. Esta ineficiencia conlleva un incremento de los niveles de oxidacion (277).

Antioxidantes

Estrés oxidativo

Pro-oxidantes

Dano oxidativo

Figura 27. Representacion esquematica de los sistemas pro y antioxidantes (278).

Los antioxidantes son un grupo de sustancias presentes en bajas concentraciones en relacion
con las posibles moléculas a oxidarse, que retardan o previenen su oxidaciéon asi como la
formacién de radicales libres (279). Estos antioxidantes pueden variar en funcion de su origen
(exdgenos vs endégenos), solubilidad (hidrofilicos vs hidrofébicos), actividad y naturaleza
(enzimdticos vs. no enzimaticos), siendo esta ultima clasificacion la mas empleada. La
clasificacion por mecanismo de accién también resulta importante, pudiendo actuar en la
prevencion de la oxidacidn si rompen hidroperdéxidos sin crear radicales o quelan metales de
transiciéon o bien cortando la cadena de la oxidacidn o atrapando radicales libres directamente.
Debido a estas funcionalidades algunos sistemas antioxidantes multicomponente presentan
sinergias, como las interacciones entre sustancias quelantes y captadores de radicales libres
Free Radical Scavenger (FRS) o interacciones entre FRS (Figura 28). Otro ejemplo de sinergia lo
presentan los tocoferoles con el acido ascérbico, siendo este Ultimo capaz de regenerar el
tocoferol manteniéndolo como el principal antioxidante de membrana.

Los radicales libres (FR) pueden ser inactivados por captadores de radicales FRS capaces de
donar un electrén dando lugar a un radical de menor energia (280). Los grupos donantes de
hidrégeno son principalmente el grupo hidroxil (ascorbatos y antioxidantes fendlicos)
sulfidrilos (glutatidn, cisteina, acido lipoico) o aminas (281).

Inactivacion LOO* o LO*+ FRS — LOOH o LOH + FRS*

Figura 28. Esquema de inactivacion de radicales libres por captadores de radicales libres (FRS).
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Los radicales libres con alta energia raramente pueden reaccionar con los FRS dada su corta
vida debida a su reactividad y la baja concentracién de los FRS (263).

Los antioxidantes no enzimaticos son una de las principales barreras a la oxidacién. Se
encuentran en la fraccion lipidica, en la membrana (previniendo o parando la oxidaciéon de la
misma) y en la fraccion acuosa de la célula.

Entre los antioxidantes de membrana y lipidos destaca la vitamina E. Vitamina E es el término
general utilizado para describir los compuestos que presentan la actividad bioldgica del a-
tocoferol (Figura 29). Estas moléculas comparten un nudcleo estructural con un 2-metil-6-
cromanol con un enlace en el carbono 16 de la cadena isoprenoide saturado (tocoferoles) o
insaturado (tocotrienoles) enlazado al carbono 2 (264). Las moléculas diferentes presentan
variacion en el nimero y posicion de las metilaciones (a, B, y y 6) en el anillo cromanol. La
cadena isoprenoide presenta tres centros de asimetria que generan estereocisdmeros. La
mayoria de las moléculas aisladas de la naturaleza presentan la configuracion RRR- y una
mayor actividad bioldgica. Las fuentes sintéticas presentan todas las formas racémicas y son
llamadas all-rac (por all racemic forms).
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Figura 29. Estructuras quimicas de la vitamina E: tocoferol y tocotrienol (282).

La vitamina E se encuentra principalmente localizada en las membranas, con el anillo cromanol
en la superficie de la misma o en contacto con proteinas. Es el anillo fendlico que atrapa los
radicales y puede ser nuevamente reducido por otros antioxidantes lipidicos o hidrofilicos
(283, 284).

Cuando el grupo fenol del anillo cromanol encuentra un radical (ROO®) forma un hidroperéxido
y un radical tocoferoxil (TO®). La constante cinética de esta reaccién es muy elevada (hasta 10°
/mol s) y es por tanto superior a la velocidad de propagacién (10 /mol s) (285). Esta diferencia
de velocidades permite al tocoferol ser muy eficiente a bajas concentraciones (264).

Existen cuatro caminos para la recuperacion del tocoferol a partir del radical tocoferoxil; estos
son la reaccién con ascorbato, con glutation, o la reaccidn con otros antioxidantes solubles en
agua como la ubiquinona o el NADH de |la mitocondria.

El contenido en tocoferoles de los animales puede manipularse a través de la nutricidén
incrementando su contenido en la dieta (286).

La ubiquinona es también conocida como la Coenzima Q. Es un compuesto fendlico conjugado
a una cadena isoprenoide (287) que inhibe la oxidacion lipidica y puede encontrarse en la
membrana mitocondrial y en los lisosomas. Su contenido puede incrementarse mediante
suplementacién nutricional (288), pero su precio actual no lo hace compatible con la
produccién animal.

La ultima familia de moléculas soluble en lipidos son los carotenoides. Se trata por tanto de un
grupo muy diverso de polienos capaces de inactivar y prevenir la oxidacién de especies
reactivas de oxigeno.

Los atrapadores de radicales solubles en agua del musculo estan localizados principalmente en
el citosol. El ascorbato (vitamina C) es uno de los principales FRS del grupo con un radical
resultante de baja energia (280) que facilita la funcionalidad e incluso permite la recuperacion
de la vitamina E. El ascorbato también puede propiciar la liberaciéon de metales de las
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estructuras proteicas. Esto hace que pueda presentar funcién antioxidante y prooxidante
(289). Dada esta dualidad, no ha sido empleado con gran extension en nutricion animal como
antioxidante.

Los tioles son un grupo que incluye la cisteina, el glutation y el 4cido lipoico. Estas moléculas
pueden donar un H a un FR. La energia resultante del radical puede seguir siendo
suficientemente alta como para oxidar acidos grasos poliinsaturados (280).

El glutation en su forma reducida (GSH) tiene un alto potencial como antioxidante en el
musculo esquelético por que alcanza una concentracion elevada (60-90 mg/kg musculo) (290).
El GSH puede actuar como cofactor reductor de la enzima glutation peroxidasa (GSH-Px). Esta
enzima y el nivel de glutation son desarrollados mds adelante en el documento.

Otras substancias que puedan actuar como antioxidantes son aminas, acido urico, nucleéticos,
poliaminas (putrescina, carnosina) y aminodcidos como la histidina, tirosina, fenilalanina,
triptofano, cisteina, prolina y lisina (291), algunos de ellos se generan durante el periodo de
conservacién post-mortem y durante la elaboracién de productos carnicos.

Superdxido dismutasa 207, +2H — SOD —0, +H,0,
Catalasa 2H,0, — CAT —52H,0+0,
Glutation peroxidasa H,O0, + 2GSH —— GSH-Px—2H,0 + GSSG

LOOH + 2GSH . GSH-Px_5LOH + H,0 + GSSG

Figura 30. Principales enzimas antioxidantes en musculo.

Las enzimas superdxido dismutasa (SOD), catalasa (CAT), glutation peroxidasa (GSH-Px) y
tioredoxina (TRX) son las principales enzimas antioxidantes que mantienen su acciéon post-
mortem (Figura 30).

La SOD es ubicua y se encuentra en la mayoria de los sistemas bioldgicos. Estd generalmente
presente en dos formas, una en el citosol con cobre y zinc como cofactores y otra en las
mitocondrias con manganeso como cofactor (292). Esta enzima cataliza la dismutacién del
anién superdxido mediante la reaccion expuesta en la Figura 30. Como particularidad, la SOD
disminuye significativamente durante el envejecimiento (293).

La catalasa por su parte contiene un grupo hemo y descompone el agua oxigenada en agua y
oxigeno molécular (294). Es estable hasta el octavo dia de afiejado (293).

La enzima mas importante dentro del trabajo realizado en la tesis, es la glutatién peroxidasa,
una enzima que descompone mayor variedad de ROS y que contiene al Selenio integrado en su
estructura. Una representacion esquematica de estas reacciones puede verse en la Figura 30.
El glutatidon reducido GSH es necesario como cofactor y el producto resultante es glutation
oxidado (GSSH) (295). Esta enzima puede modularse a través de la nutricién mediante la
suplementacion de la dieta con selenio (295) y se mantiene activa durante el almacenamiento
refrigerado de la carne (296).

El glutation oxidado (GSSH) retorna al estado de glutatién reducido (GSH) a través de la
glutatidon reductasa (GR). Esta enzima también presenta un puente disulfuro en su centro
activo al que se une el NADPH liberando NADP tras la reduccién del GSSH a GSH.

La tioredoxina reductasa también contiene selenio. Esta enzima regenera el tioredoxin y el
glutatién oxidado (297).

Otro nivel de defensa aparte de la prevencién de la formacion de radicales o reduccién de su
propagacion, son los sistemas de eliminacién y reparacién de las partes dafiadas de las
moléculas. Este sistema estd formado por lipasas, peptidasas, proteasas, transferasas, enzimas
reparadoras del ADN etc.(18).

En estos tres niveles de proteccidn, prevencién, eliminacién y reparacién las selenoproteinas
participan en al menos dos niveles, previniendo la formacién de radicales (eliminando H,0, y
0,*) y reduciendo la concentracién de hidroperdxidos (18).
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Con todo esto, resulta interesante destacar que los niveles de antioxidantes pueden regularse
mediante expresién genética, modificaciones en la traduccion del ARN (298) y mediante
manipulacion nutricional.

3.4.2.4.2 La oxidacién post-mortem, importancia y cambios ocasionados

La matriz muscular es compleja y mantiene un delicado balance entre antioxidantes y pro-
oxidantes, cuyo equilibrio final depende de un complejo equilibrio de factores ante y post
mortem. Durante esta Ultima fase la mayoria de los antioxidantes permanecen activos pero su
eficiencia disminuye de manera progresiva con el tiempo (299, 300) al mismo tiempo que
otros compuestos con potencial efecto antioxidante se van generando como consecuencia de
la actividad proteolitica. Como es obvio, tras el sacrificio su aporte cesa, dando lugar a una
deplecién de los mismos. En tanto que los distintos pro-oxidantes de la carne, con una alta
concentracidén de acidos grasos poli-insaturados (PUFAS), pigmentos hemo y metales (301),
comenzaran a generar radicales iniciando la oxidacién quimica.

El orden por el que se acaban los antioxidantes es ascorbato = glutatién > a-tocoferol >
ubiquinona (302). La vitamina E puede encontrarse en altas concentraciones tras largos
periodos post-mortem, asi se ha descrito una alta concentracidén en jamones ibéricos tras
periodos superiores a los dos afios de curacién (303).

Existen diferencias en la susceptibilidad de la carne de diferentes especies de animales. Estas
se basan en el nivel de acidos grasos insaturados (304) y compuestos prooxidantes (305). Una
comparacion realizada con carne picada y cocinada de distintas especies muestra como orden
de susceptibilidad a la oxidacion al pollo, seguido del cerdo, la ternera y oveja (304).

Otros factores que es importante definir en los estudios post-mortem afectados por la
oxidacion son el pH, ya que ésta aumenta con pHs inferiores (263, 306) y la temperatura que
también presenta un papel importante, acelerando las reacciones en temperaturas mas
elevadas (307). Fuera del alcance de este estudio, otro de los factores principales de control de
la oxidacion es la concentracidn de cloruro sédico, que también puede promover la oxidacion
lipidica (308) asi como ejercer algin efecto antioxidante (309).

La oxidacion post-mortem es causa de importantes pérdidas para la industria ya que genera
alteraciones en la coloracidn de la carne y productos cérnicos que pueden afectar de modo
diferente a distintos musculos y cortes lo que produce heterogeneidad y disminuye la
apreciacion visual y la vida atil del producto con el subsiguiente rechazo del consumidor.

3.5. El agua en la carne

3.5.1. Distribucion del agua, factores e importancia

Los caracteres de calidad de la carne presentan una baja heredabilidad y una gran influencia
de los factores ambientales (310, 311). Esto es especialmente cierto con los factores que
afectan a la capacidad de retencién de agua (CRA) de la carne. Hay factores genéticos, como
algunas mutaciones, que afectan a la funcionalidad de las proteinas, pero también existen
factores metabdlicos que influencian el resultado final (311).

Aparte de los genes mayores ya conocidos de calidad de carne como el de la sensibilidad del
Halotano y el Rendement Napole, vinculados a lineas genéticas determinadas se han
descubierto recientemente nuevos factores como la expresion polimodrfica del receptor 4 de la
melanocortina, la subunidad gamma 3 de la protein kinasa MP, el receptor de la rianodina
(312-314), asi como otros factores no genéticos de importancia en la CRA final como el estrés,
los depdsitos de glucégeno, la creatin fosfato, la actividad de la creatinina fosfokinasa (CPK), el
pH final, la evolucién del pH post-mortem, el tipo de fibra, el sistema de aturdido, la velocidad
de enfriamiento, el grado de contraccidn del sarcémero, la actividad de la lactato
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deshidrogenasa, el tipo de miosina, la actividad piruvato deshidrogenasa, la calsequestrina y la
superdxido dismutasa entre otros (310).

Se han realizado distintos intentos para evidenciar biomarcadores para evaluar la potencial
calidad de carne, especialmente la CRA (45, 310). La expresion genética en el musculo es
flexible para permitirle adaptarse a condiciones cambiantes (315), existiendo ejemplos de
adaptacion del nivel de glucégeno, capacidad oxidativa y velocidad de degradacién proteica
(316, 317).

En general estos biomarcadores se encuentran relacionados con unas pocas funciones
bioldgicas como el metabolismo energético, la degradacién proteica, el metabolismo del
calcio, la comunicacion celular, la apoptosis, el estado de oxidacidén y la estructura muscular
(310). En las siguientes secciones desarrollamos la distribucion del agua in vivo y post-mortem,
asi como la evolucién de la ubicacion del agua y las estrategias posibles para modificar la CRA.

3.5.2. Distribucién del agua in vivo.

El musculo vivo contiene aproximadamente 75 % de agua y un 20 % de proteina (318). El agua,
como molécula dipolar es atraida por la carga eléctrica. Dada esta caracteristica, podemos
clasificar el agua como agua asociada y agua no asociada que puede estar bien inmovilizada o
libre, existiendo un intercambio continuo entre las tres fracciones. El agua, segin su grado de
libertad, reacciona de una manera diferente bajo un campo magnético perturbado por un
pulso de radiofrecuencia, produciéndose su relajacién en dos planos (T; longitudinal y T,
transverso), siendo este el fundamento de la relaxometria de resonancia magnética nuclear
(RMN) que es la base de la investigacion en la que se asientan los siguientes datos (86).

Existen por tanto tres poblaciones de agua con propiedades diferentes:

El agua asociada o ligada se encuentra fuertemente atraida por fuerzas electrostaticas a
estructuras proteicas, por lo que es dificil de eliminar, permaneciendo inalterada incluso
durante la congelacidn. Se estima que se encuentra ligada de esta forma aproximadamente 0.5
g de agua por cada gramo de proteina. Es decir, aproximadamente el 10% del peso de la carne
(54). En estudios de RMN presenta un tiempo de relajacién muy breve (rdpido).

El agua retenida, o inmovilizada en estructuras proteicas organizadas que forman la red densa
de proteinas miofibrilares (agua miofibrilar) que en estudios de RMN corresponde con la
poblacién P,; y representa el 80-95 % de la relajacidn transversa, caracterizada ademas por un
tiempo de relajacién muy rapido. Esta agua se encuentra retenida por fuerzas de capilaridad
entre los filamentos gruesos y delgados y constituye la fraccidn mayoritaria del agua de la
carne (hasta el 85 %). La cantidad total se ve fuertemente afectada por el pH de la carne, ya
gue el espacio intramiofibrilar depende de la atraccidén y repulsién de las cargas eléctricas de
las proteinas, de modo que en el punto isoeléctrico de las proteinas miofibrilares (pH=5.5) la
capacidad es minima.

El agua libre corresponde a la poblacidon P22, que supone el 5-14 % de la relajacidn transversa
y tiene un tiempo de relajacion lento. Esta agua tiene una localizacidon extramiofibrilar en el
sarcoplasma (intermiofibrilar) y entre fibras musculares, entre musculos en los espacios
interfasciculares y extrafasciculares (54).

3.5.3. Distribucién del agua post-mortem

Puntos clave tras el sacrificio en la distribucion del agua

Durante todo el proceso de instauracion y resolucion del rigor mortis, el agua se sigue
distribuyendo en las tres fracciones sefialadas (agua asociada a proteinas, agua retenida en
estructuras proteicas y agua libre). No obstante, como también se ha sefialado, existe un
complejo intercambio dindmico entre estas tres fracciones durante la etapa post-mortem,
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debido a los cambios fisicos y quimicos que acontecen (caida de pH, contraccién musculos,
proteolisis, cambios en los espacios intermiofibrilares etc.) que modifican el reparto de agua
entre estas fracciones.

El conjunto de estos procesos, altamente interdependientes y el modo en que el agua pasa de

una fraccién a otra durante las diferentes etapas son de importancia critica para conseguir una
Optima capacidad de retencién de agua de la carne (54, 89, 319).

Durante el sacrificio y desangrado la regulacién hormonal es interrumpida ya que no presenta
vias de transporte (320). Esto unido al entorno pobre en oxigeno resulta en condiciones
similares a la isquemia que conducen a un incremento de la fuerza idnica que genera un
hinchamiento celular con una entrada del agua extracelular al espacio intracelular que se ve
acompafiado de un incremento de la repulsién electrostatica (Figura 31). Tras este aumento
inicial, las células vuelven a su estado normal expulsando el volumen sobrante y volviendo al
tamanio original.

Estos movimientos se confirman con los estudios de RMN, encontrando inicialmente un
aumento en la poblacién P,; junto con un descenso en el agua libre (P,,) (321).

Los filamentos gruesos y delgados comienzan a contraerse y recortar la longitud del musculo al
liberarse iones calcio del reticulo endoplasmatico mientras el musculo sigue disponiendo de
ATP. Al reducirse la funcionalidad celular, se reduce la capacidad del reticulo de secuestrar los
iones Ca”* resultando en una contraccidn acelerada. Este acortamiento genera un aumento en
el didmetro de las miofibrillas y un incremento del espacio lateral entre los filamentos gruesos
y delgados que resulta también en un aumento del didmetro de la fibra.

Conforme el ATP se agota, el musculo continla contrayéndose longitudinalmente y ahora
también lateralmente en la medida en que la asociaciéon entre actina y miosina se vuelve
irreversible, dada la falta de ATP (322).
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Figura 31. Mecanismo de reorganizacién de los fluidos del musculo y su relacidn con los cambios observados en la

poblacién P,, de la RMN (321, 323).

El grado de bajada de pH varia pero generalmente termina en un rango entre 5.5-5.6 (324)
variando segun las prdcticas del matadero y de la genética pudiendo alcanzar un promedio
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superior a 5.8. Conforme las proteinas se acercan a su punto isoeléctrico (5.3-5.5), la carga
neta y la repulsién electrostatica se reduce, lo que contribuye a la reduccidon del espacio
intramiofibrilar y genera una expulsién de agua debido a la contraccion lateral (Figura 32). Si el
pH cae rapidamente mientras el musculo todavia se encuentra caliente (pH<6 con temperatura
de la carne superior a 32°C), las cabezas de la miosina se desnaturalizan generando un
acortamiento mayor (325) lo que produce una reduccién de la CRA y carnes palidas blandas y
exudativas (PSE). Uno de los hallazgos principales de investigaciones es que la prediccion de la
CRA es mayor cuando se mide el pH a las 4 y 6 horas post-mortem que con el pH ultimo (pHu)
(92).

Como se describié en la seccidn Estructura de las proteinas de esta tesis, las miofibrillas estan
unidas al sarcolema por proteinas especificas en la banda [; asi en la medida que se genera
tensién en las miofibrillas esta se transmite a los tejidos circundantes (otras miofibrillas o el
sarcolema) resultando una reduccién del volumen de la célula (54). Ver Figura 33.

Esta reduccion en la seccion al corte, estimada en el 9%, influencia claramente el movimiento
del agua desplazando esta del espacio intramiofibrilar al extramiofibrilar que aumenta en
volumen (54, 321). Otros autores (326, 327) estiman que el espacio entre los filamentos
gruesos y delgados es 570 A en estado de prerigor y 320 A durante el mismo. Esto genera una
reduccion de aproximadamente 3 veces el espacio intramiofibrilar

Durante el desarrollo del rigor mortis se producen también alteraciones en la membrana
celular, que conducen a que se permita el intercambio de fluidos y la salida fuera de la célula.
A medida que la membrana pierde la impedancia existe un aumento en el area extramiofibrilar
gue corresponde con membranas que pierden fluidos (328).

Figura 32. Esquema del acortamiento por cambios en el
pH de la carne del musculo con pH 7 a la carne con pH
5.5. Debido al incremento de carga en los grupos amino
(NH, = NH3") las proteinas de la carne se aproximan al
— NH,* L NH, punto isoeléctrico a pH 5.2-5.3 y por tanto minimizan el
espacio intermiofibrilar (324).
-00C— -00C—
NH5*— NH,—
—COO" —COO"
NH;*—] NH,—
pHS5,5 pH7

Este acortamiento junto a un citoesqueleto intacto (desmina sin degradacién) y membranas
permeables resulta en el desacoplamiento de haces de fibras del epimisio de manera que se
permite el exudado de liquido (329).

Si aceptamos una membrana permeable y un citoesqueleto intacto, el agua del musculo y las
estructuras tendran los siguientes desarrollos (86): el acortamiento de la célula es concurrente
con el acortamiento del tejido conjuntivo del endomisio (ya que las uniones permanecen
intactas), esto genera la rotura de las redes del endomisio y perimisio, generando la
acumulacidn de agua en el perimisio mientras la fibra muscular sigue acortdndose dentro del
endomisio acumulando agua en los espacios. Asi el agua se mueve primero del espacio
intermiofibrilar al extramiofibrilar (los espacios inter y extrafasciculares) dando un incremento
estimado de 1.6 veces comparado con el tejido vivo a las 24 hr (86, 330).
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Figura 33. Cambios en la CRA de la carne tras el sacrificio y durante la maduracién. A.- célula muscular simplificada
en estado anterior al rigor y con las miofibrillas conectadas entre ellas y a la membrana celular por el citoesqueleto.
B.- Acortamiento post-mortem de miofibrilla por reduccidon de toda la célula muscular que genera una salida de
agua del espacio intracelular al espacio extracelular. C.- La protedlisis del citoesqueleto rompe la unién de la
proteina con la membrana y permite mantener el agua desplazada del espacio intermiofibrilar al extramiofibrilar,
pero dentro de las estructuras membranosas celulares. D.- Relaciéon entre el flujo de agua, tiempo post-mortem y
cantidad de proteinas citoesqueléticas proteolizadas (329).

Debido a estos eventos, se generan huecos entre las fibras musculares (Figura 34), haces y en
la red del perimisio, junto con la formacién de canales en la proximidad del tejido conjuntivo
gue permiten al agua fluir estando altamente correlacionados con el exudado (323, 329).

Figura 34. Figura de el musculo de un conejo a 1 h post-
mortem. Pueden apreciar canales en la proximidad del
tejido conjuntivo (323).
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La mayoria de los autores sitdan el comienzo de la maduracion tras el establecimiento del rigor
mortis, no obstante la protedlisis comienza antes de que el musculo entre en rigor (331). La
degradacion del citoesqueleto libera la tensidn al eliminar las uniones intermiofibrilares y con
el sarcolema que permiten a la célula recuperar su volumen (149). Este proceso permite la
entrada de agua a las células ya que reduce las fuerzas de expulsién de la misma a los
compartimentos extracelulares. Es también claro que para que esta degradacion ejerza efecto
sobre la expulsidn de agua, necesita ejercer su efecto hasta una cierta extensién. Lawson y
Zhang por otra parte, encontraron que la degradacion de la integrina (otra proteina del
citoesqueleto) estaba asociada con un aumento de la pérdida de agua (89, 319).

Todos estos efectos de presién deben encontrar un balance que se adecua inicialmente
liberando agua como exudado y a posteriori la fuerza osmética facilita la retencién de la misma
ya que una gran proporcion de las proteinas permanecen intramiofibrilares post-mortem
(329).

La protedlisis excesiva también puede reducir la CRA de la carne ya que se disminuye la
cantidad de agua retenida en estructuras proteicas, que recordemos constituye la fraccién
mayoritaria del agua (329). Por otro lado muchos estudios muestran como la CRA de la carne
de cerdo aumenta a las dos semanas de maduracion lo que se relaciona con una mayor
concentraciéon de fragmentos proteicos cargados eléctricamente que permiten mayor
retenciéon de agua ligada (319, 329, 332, 333).

Hipétesis y modelos de la CRA

La complejidad y multifactorialidad de los problemas relaccionados con la CRA de la carne
resulta extremadamente dificil de conocer y controlar en la practica, lo que ha generado
diferentes aproximaciones tedricas para explicar los procesos. En una primera aproximacion, la
pérdida de liquido se explicaba segun la denominada hipodtesis del vaso vacio, de modo que la
carne que ha perdido agua deberia mantener mejor la restante (332). Esta hipotesis se ha
cuestionado con abundante evidencia experimental por Kristensen y Purslow ya que ellos
encontraron un aumento de la CRA sin existir un cambio en la cantidad total de agua de las
muestras (329).

Estos mismos autores proponen que la pérdida de liquidos se debe a la destruccién de las
proteinas citoesqueléticas, que supone una reduccion en el acortamiento lateral permitiendo
la entrada de agua de nuevo a las células. Esta hipdtesis presenta como bases los recientes
descubrimientos que vinculan la CRA con la destruccion de la desmina (149).

Farouk y colaboradores por su parte cuestionan algunos aspectos en esta ultima y propone
gue la reduccién en la contraccion lateral puede tener un mayor peso en la CRA durante el
rigor y poco después, ya que otros autores encontraron como pequefio el efecto de la
estructura en las fases iniciales (334, 335). Tampoco se explica con este modelo el incremento
de la CRA que ocurre en la carne con muy larga maduracion (hasta 14 semanas a temperaturas
negativas -1.5°C). El aumento en la CRA no puede atribuirse Unicamente al acortamiento
lateral.

Farouk y colaboradores (334) por su parte también presentan una alternativa para explicar los
cambios en la CRA que se define como el “efecto esponja”, que propone que el exudado se
comporta como un fluido Newtoniano y los canales como microtubulos cilindricos y rigidos
(Figura 35 y Figura 36). Esta hipdtesis mejora la anterior planteada por Kristensen y Purslow
(329) y defiende que en la medida que el tiempo permite una mayor actuacién e incremento
de la protedlisis, los péptidos generados incrementan la viscosidad del exudado a la vez que
suponen obstdculos en los canales, existiendo referencias anteriores en las que se demuestra
incremento de concentracidon proteica con pérdidas menores por exudado e incluyendo
posibles efectos de desnaturalizacién proteica. Asi en las pruebas realizadas por Lépez-Bote, se
encontré una buena relacién (r = -0.65, -0.22 y -0.38) entre la concentracion de proteinas
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sarcoplasmicas, miofibrilares y totales respectivamente con las pérdidas por exudado y la

reflectancia (336).
La hipotesis presentada por Farouk y colaboradores justifican los resultados obtenidos en la

parte experimental de esta tesis (334).

-

Figura 35. Mlcrograflas en el SEM de secciones Iongltudmales y transversales del musculo
semimembranoso, mostrando los canales intactos (mag x 1000) a través de los cuales el exudado
se pierde (figura a) y la Figura del musculo madurado (mag x 40) b. Las flechas blancas apuntan a

los canales y la estructura destruida (334).
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Flgura 36. Representacnon de la hipdtesis “efecto esponja” para la mejora de la CRA con la

maduracién. Las proteinas estructurales entre las miofibrillas se rompen progresivamente con la
maduracién (1-4), y la viscosidad del exudado continua aumentando con el tiempo resultando una
mayor retencion o fuerza necesaria para la expulsién del agua de la carne por gravedad (334).

3.5.4. Métodos para la determinacion de la CRA

La cantidad de agua extracelular se estima cercana al 15 % del total de agua en carne (337).
Este agua se localiza fuera de las células musculares y se mantiene mediante fuerzas capilares,
pero también se evapora o gotea. Como se ha observado la CRA es un indicador muy sensible

de los cambios en la estructura y en las células (50).
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Existen muchos métodos para la medicidn de la CRA de la carne, pero no hay consenso general
sobre cual debe ser el de referencia. Segin Honikel (337), la medida de la CRA puede realizarse
por tres motivaciones diferentes, estas son evaluacion de la calidad, evaluacién de la
produccién y protocolos de procesado y por ultimo como herramienta para la realizacién de
estudios estructurales.

Existen muchos factores que afectan el analisis del exudado en el laboratorio como la situacién
de la carne en el momento en el que la carne se ha medido, que debe ser definida
exactamente para la obtencién de resultados comparables (322). Es muy importante la
definicion del tamafio de la muestra, forma, direccién de las fibras, maduraciéon, material de
corte, composicién de la muestra (sin grasa de cobertura), temperatura, factores
microclimaticos en el paquete y posicién (2). Otros factores a definir estan relacionados con el
analisis en si como el tiempo de analisis y la temperatura (337).

Los métodos pueden clasificarse dependiendo de la fuerza que genera el expulsado del agua.
La mayoria de los métodos tradicionales (338) lo realizan sin la aplicacidon de fuerzas externas
colocando la muestra sin contacto externo en un recipiente estanco con saturacion de
humedad y midiendo los cambios de peso durante un periodo de tiempo. Esto puede
realizarse con carne fresca o descongelada. Los trozos de dimensiones determinadas son
tomados en un momento definido tras el sacrificio de un area definida del musculo a investigar
y cortados de manera perpendicular a la orientacion de la fibra. Estos trozos son entonces
suspendidos en una bolsa hinchada de pldstico o en un contenedor cerrado. Durante el tiempo
definido de medida (los mas usuales 24 y 48 horas) la muestra debe mantenerse a
temperatura de refrigeracién 1-5°C.

Otros métodos aplican una fuerza externa que puede ejercerse a través de centrifugacion,
presién con filtro de papel o succidn mediante capilares. Estas fuerzas estimulan la liberacién
de agua, pero esta puede proceder de otros espacios y Unicamente revelar una tendencia de
como se comportara la carne fresca.

Existen también métodos que aplican altas temperaturas para evaluar la CRA a través del
cocinado. Estos son altamente dependientes de la temperatura aplicada.

Como se ha mencionado anteriormente en la resonancia magnética nuclear (RMN) el valor T22
se corresponde bien con la CRA determinada por métodos gravimétricos en distintos rangos de
CRA (328, 339, 340).

Esta tesis pretende evaluar el mecanismo actual por el cual el selenio organico (o el selenio)
incrementa la CRA de la carne. Existen diferentes variables que afectan a la CRA que podrian
verse afectados por una protedélisis potencialmente mejorada.

Segln Melody y Lonergan (54, 149), una mejora del estado antioxidante pueden mejorar la
CRA al reducir la formacidon de canales y el acortamiento lateral de las células debido a la
rotura estructural. Segun esto, la CRA puede mejorarse debido a una menor cantidad de agua
extracelular y menores canales.

Segun Farouk y colaboradores (334) la carne reacciona como una esponja y dada esta mayor
protedlisis habrd un efecto concomitante de los menores canales y una mayor presencia de
fragmentos que obstruiran los canales.

Para el desarrollo de este proyecto se han empleado distintos métodos de evaluacion de la
CRA, observando los diferentes valores obtenidos en diferentes laboratorios realizando
métodos similares. Se propone ademas un nuevo método para la medicién del CRA con un
congelado previo de la muestra seguida de una liofilizacién en la que se registran las pérdidas
de peso a distintos tiempos. Este método nos debe permitir mantener la estructura del
musculo a la vez que obtenemos en principio el agua de los capilares. Mientras se evapora la
muestra, esperamos encontrar barreras similares a través de los capilares debidas a la
precipitaciéon proteica.

Suponemos que las condiciones de congelado pueden cambiar el resultado final, ya que
congelaciones lentas generan cristales de mayor tamafno que pueden dafar las membranas y
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alterar las dinamicas de liofilizacion, por lo que se testan también distintos sistemas de
congelacion para observar el resultado final en el producto.

3.6. El selenio

3.6.1. Quimica y metabolismo del selenio

El selenio es un mineral traza que pertenece al grupo 62 de la tabla periddica en la columna del
oxigeno, azufre y telurio pudiendo actuar en reacciones quimicas con valencia positiva (+2, +4,
+6) o negativa -2). Esta posiciéon entre metales y no metales permite que las proteinas que
contienen selenio (selenoproteinas) puedan actuar como catalizadores efectivos en reacciones
redox (341).

El selenio estd presente en la naturaleza tanto de manera inorgdnica (en diferentes minerales)
como organica, encontrandose esta ultima como parte de la selenometionina y seleniocistina
donde sustituye al azufre de la molécula debido a la gran analogia quimica entre estos dos
elementos. La forma mds comun en animales y plantas es en la forma de selenometionina,
representando esta mas del 50 % del total del selenio ingerido en la dieta animal (342). La
selenocistina por su parte puede considerarse desde el punto de vista metabdlico como un
aminodcido diferente (el aminodcido 21), ya que se integra en las cadenas protéicas con el
coddn UGA vy se transporta por su propio tARN (343, 344). Existen actualmente mas de 10.000
referencias cientificas respecto al selenio y sus implicaciones nutricionales siendo este un
campo activo de investigacion.

El Selenio entra principalmente en la piramide tréfica a través de plantas y levaduras que lo
absorben del suelo como selenito, selenato o en su forma metalica. Asi su concentracion en las
plantas depende de multiples factores como su concentracion en el suelo (con variacidn entre
0.1 ppm y 2 ppm), pH (la acidificacién del suelo reduce su absorcién), nivel de fertilizacion (la
fertilizacidn inorgdnica con azufre reduce su disponibilidad), potencial redox, composicién
mineral, precipitaciones, aireacidon (baja aireacién reduce absorcién) y tipo de planta entre
otros para ilustrar factores que inciden en su concentracion (342). Algunas levaduras
presentan una elevada absorcién del selenio del medio convirtiendo este en selenio organico
que es posteriormente acumulado alcanzando concentraciones tan altas como 3000 ppm ya
que lo incorporan en la metionina y cistina en lugar de azufre (345) y se llega a alcanzar una
tasa de reemplazo de la metionina por seleniometionina del 30 % (346).

Una vez que el selenio alcanza al animal a través de la dieta, es absorbido o metabolizado de
forma diferente segln su estado (Figura 37). Su biodisponibilidad y distribucion depende de la
forma quimica asi como de la presencia de otros compuestos quimicos, las necesidades de
selenio y especie animal (347). La selenometionina se absorbe directamente en el tracto
gastrointestinal como si se tratara de metionina y es mejor absorbida que el selenito y la
selenocistina (342, 348), siendo transformada con el tiempo en selenocistina al incorporarse
de manera especifica a proteinas (349), o acumulada sustituyendo metionina. La eliminacion
del selenio orgdnico se produce principalmente por via fecal (350).

El selenito (Se05”) se incorpora a los eritrocitos, donde se reduce a idn selenio (Se *) por el
glutation, para ser posteriormente trasladado por el plasma de manera selectiva conjugado
con la albumina y siendo finalmente transferido al higado (351). El selenato (SeO,”) se
transporta directamente al higado, incorporandose a través del consumo de glutatién
pudiendo ser a posteriori eliminado con la orina, siendo esta su principal via de eliminacion en
niveles fisiologicos (348).
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El destino del selenio en el organismo parece variar en funcién de su fuente. Existen dos
depdsitos metabdlicos de selenio (348), un depdsito activo para la sintesis de selenoproteinas
(depdsito metabdlico intercambiable) que proviene principalmente del consumo de selenito y
selenato y otro formado por proteinas con alto contenido en selenio derivado del consumo de
las formas organicas denominado depdsito de metionina. El misculo esquelético es el principal
drgano de acumulacidn, almacenando hasta un 46.9 % del selenio total del organismo.

Dadas las diferencias descritas en uso, el selenio inorgdnico supone una fuente mejor para
necesidades agudas dado su rapido metabolismo. El selenio organico por su parte, al permitir
una mayor acumulacién permite reducir deficiencias crénicas. Debido a sus caracteristicas
quimicas y posibilidad de sustituir al azufre en algunos aminoacidos, el selenio juega un papel
relevante y Unico en un buen nimero de procesos vitales.

Se estima que los mamiferos poseen entre 30 y 50 selenoproteinas diferentes (352) entre las
gue destacan la enzima glutation peroxidasa (GPX1), la tioredoxin reductasa (TR) (353), la yodo
reductasa, la tioredoxina, laiodotironina 5’deionidasa, selenoproteina P (SeP) etc. El selenio se
encuentra en las proteinas de tres maneras diferentes: por union especifica a proteinas, a
través del coddn especifico del ADN y la incorporacion no especifica como selenometionina.

En caso de deficiencia, existe una jerarquia de uso teniendo preferencia la glutatién peroxidasa
(354), siendo la selenoproteina P el marcador que implica consumo Optimo maximo. En
situaciones de estrés el proteasoma rompe las proteinas dafiadas, asi como proteinas con
selenio como forma de incrementar la disponibilidad para la formacién de proteinas con
selenio con propiedades antioxidantes.

La Glutation Peroxidasa (GPX o GSH-Px) es una proteina tetramérica con 4 subunidades
idénticas cada una de las cuales con un atomo de Selenio unido (355). La selenocisteina del
centro activo se oxidada a acido selénico que es posteriormente reducido por la accién de 2
moléculas de glutatién reducido (GSH) (356). Dentro de la familia de la GPX existen 6
selenoproteinas, destacamos las 3 principales. La glutation peroxidasa fosfolipido
hidroperéxido (PH-GSH-Px), la glutatién peroxidasa gastrointestinal GI-GSH-PX y la glutation
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peroxidasa celular. La PH-GSH-Px (también GPX4) es activa en la interfase de las membranas
(357) es ubicua en los tejidos pudiendo encontrarse en la mitocondria (forma L) y fuera de ella
(forma S) (358, 359). Presenta una gran expresion y protege al ADN del dafio oxidativo, su
desestabilizacidon y ademas evita la liberacidn del citocromo C de la mitocondria (360). Los
ratones a los que se elimina esta enzima (KO) no son viables.

La GI-GSH-PX (también GPX2) presenta una localizacién gastrointestinal y actua como barrera
frente a la reabsorcion de los hidroperéxidos (361). Los ratones KO a esta enzima (KO) son
viables (362). La glutation peroxidasa citosélica (GPX1) es también ubicua (363), en caso de
deficiencia de selenio su concentracién baja y los ratones KO son viables, pero mas sensibles a
oxidantes y patdgenos (364).

Estas proteinas son responsables de la detoxificacion de hidroperdxidos y el perdxido de
hidrégeno, empleando como molécula dadora del electrdn la glutatidon (GSH). La regeneracién
del glutatién oxidado (GSSH) se realiza a través de la glutatién reductasa y NADPH+H" (365-
367). La seleniocistina en el centro activo de la GPX se oxida a acido selénico, que vuelve a su
estado original a través del gasto de dos moléculas de glutation reducido (GSH) (356).

La expresion de la GSH-Px tiene una regulacion compleja, ya que es especifica de género, y
presenta variaciéon en funciéon de la concentraciéon de estrégenos (354), concentracion de
selenio, medio ambiente y exposicién a diferentes sustancias quimicas como la vitamina E,
hierro, zinc, riboflavina, vitamina Bg, cobre, dietas grasas o hipercolesteronémicas e incluso el
estado oxidativo. Entre estos factores hay que destacar su relacién con la concentracidon de
selenio, alcanzando una r de 0.91 en ratas y 0.81 en cerdos (368, 369).

El Sistema Tiorredoxina esta compuesto por tres proteinas principales la tiorredoxina (TRX), la
tiorredoxina peroxidasa (TPx) y la tiorredoxina reductasa (TR) (297). La TR presenta como
sustratos el NADPH, el ascorbato oxidado y la tiorredoxina oxidada pudiendo revertirlas a la
forma reducida. En su forma reducida, la TRX participa en funciones antioxidantes como
aceptor de electrones en las reacciones de la tioredoxin peroxidasa, en la sintesis de ADN con
la reductasa de nucledtidos y como factor de transcripcion (370, 371). La TRX presenta en su
centro activo un ditiol-disulfuro con dos cisteinas vecinas que generan el plegamiento que le
permite actuar como antioxidante proteico. El sistema tiene como funciones la actividad
antioxidante y regulacién del potencial red-ox. Modula varios factores de transcripcion, la
fosforilacién y la apoptosis (372-374).

Vistas las propiedades del selenio es conveniente revisar las posibles interacciones con la
Vitamina E generando sinergias en la actividad antioxidante que se han observado en parte de
los estudios realizados (Figura 38).

52



4 N
La TR recupera el acido ascorbico mejorando la

recuperaciondela vit. E, elimina perdxidosy |€
reduce las necesidades de vit. E.

\ 4

GSH-Px elimina H,0, reduciendo la formacion
deFRy reduciendo la necesidad devit. E

. . [ GSH-Pxelimina LOOH completando la accién ) .
Vitamina E o ; Selenio
L antioxidantede la vit. E )

AN

\ 4

\ 4
N

PH-GSH-Px elimina LOOH de las membranas

7 ayudandoala vit. E N
\ v
4 N

SeMet posee propiedades antioxidantes
> actuando sobreel NO y los peroxinitritos 23

reduciendo las necesidades de vit. E
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3.6.2. El selenio en la nutricién porcina

Desde un punto de vista nutricional el selenio es un nutriente especialmente dificil, ya que
tiene unos limites estrechos entre la situacién de aporte minimo que evite deficiencia, de nivel
de suplementacién para optimizar la respuesta y nivel de toxicidad. Ademas el exceso de
selenio acumulado puede ser potencialmente toxico también para el consumidor de carne. Por
otra parte, la concentraciéon de Selenio en los alimentos presentan fuertes variaciones entre
paises dadas las diferencias en su concentracion en el suelo, que se trasladan posteriormente a
toda la cadena alimentaria. Las necesidades de este nutriente para ganado porcino recogidas
por el NRC se han mantenido en las ediciones de 1998 y 2012 (375). Estas varian en funcién de
la edad de los cerdos siendo mayores en la etapa de lechén (0.3 ppm hasta los 11 kg),
disminuyendo en transicion (0.25-0.2 ppm) y alcanzando un plateau una vez alcanzada la fase
de crecimiento (50 kg) que se mantienen en gestacion y durante la lactancia (0.15 ppm).

El selenio organico seleccionado para la suplementacién en los ensayos es el Sel-Plex® (Alltech
Inc, Nicholasville, KY) aprobado como aditivo para nutricion animal en el reglamento CE n2
1750/2006 con numero 3b8.10. Este aditivo se corresponde a la forma organica de selenio
producida por Saccharomyces cerevisiae que se compone principalmente por seleniometionina
(63%) y componentes de selenio de bajo peso molécular (34-36%) con un contenido de 2000-
2400 mg Se/kg (97-99% de selenio organico). Esta forma, pese a considerarse segura, ha sido
revisada por el Panel para Aditivos y Productos o Sustancias empleados en alimentacién
animal de la EFSA en 2011 (376). El limite en la aplicacion del selenio organico se debe al
estrecho margen existente entre potenciales efectos adversos, asi como a su potencial
bioacumulacidon. Vemos asi la toxicidad aguda a dosis de 250 mg individuales o fraccionadas en
un breve espacio de tiempo, generando efectos téxicos como nauseas, fragilidad en ufias etc.
La toxicidad crdnica se inicia en dosis tan bajas como 0.03-0.4 mg/kg kg animal vivo (377).
Simulando diferentes dietas basada en productos reforzados con selenio organico en distintas
poblaciones y empleando el nivel mdximo de consumo crénico sin riesgo del Comité Cientifico
(377) (300 pg/dia en adultos y 60 pg/dia en nifios de 1-3 afios) se define un nivel sin riesgo de
0.2 mg/kg en pienso.

La deficiencia en selenio puede provocar distrofia muscular, degeneracién necrética del higado
y corazdén en mora en animales de granja, el exceso presenta toxicidad con pérdida de pelo y
pezuiias fragiles (378). Los estudios realizados mediante suplementacién de Selenio de
distintas fuentes durante la fase de finalizado 80-120 kg (Tabla 4) no presentan resultados
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concluyentes sobre su efecto en la productividad y calidad de la canal, siendo mas las
referencias que indican la inexistencia de las mismas (379-385), que las positivas (386) o
positivas Unicamente para machos enteros (387) y existiendo también referencias que indican
peores indices productivos (381). Los efectos hayados son variados pudiendo encontrar
canales mds magras, con menor tocino dorsal o mayor drea del lomo en animales
suplementados con este mineral (379, 380, 383). Esto puede deberse al posible efecto del
selenio sobre la insulina y el engrasamiento descrito en ratas Zucker obesas (388). Al selenio se
le han atribuido propiedades en ambos sentidos, siendo por un lado mimético de la insulina y
antidiabético, con registros de efectos positivos aplicando altas dosis de selenato y en registros
mas recientes prodiabético (77). Las funciones bioldgicas las desarrolla en base a las
selenoproteinas y asi encontramos como la expresion de la GPx1 y la selenoproteina P pueden
alterar el funcionamiento de la insulina. Asi el selenito retrasa la fosforilacion inducida por la
insulina de la Akt y el FoxO1, existiendo una asociacion entre altas concentraciones de selenio
en plasma, hiperglicemia y dislipemia compatibles en distintos estadios con los resultados en
cerdo. En el ensayo de Pinto y colaboradores, las células musculares tras un consumo de 0.5
mg/kg materia seca de selenio durante 16 semanas presentaban una mayor expresion de TRX1
y GPx1 (p<0.05). La proteina kinasa B (Akt) es activada por fosforilacion dependiente de
insulina de los residuos Thr 308 y Ser407. Esta presenta una mayor fosforilacion en tejido
adiposo de animales suplementados, que se acompana de un mayor nivel de mRNA de
lipoproteinlipasa LPL y lipasa adipocitaria de triglicéridos (ATGL) enzimas fuertemente
vinculadas con la lipolisis, asi como una infraregulacién de la piruvato kinasa y mayor nivel de
LPL en musculo, cambios que evidencian el paso de un metabolismo altamente dependiente
de hidratos de carbono a uno con un empleo preferente de lipidos (389). Este efecto puede
generar un metabolismo similar al sindrome metabdlico e incluso diabetes con caquexia que
reducira el espesor graso a la vez que incrementara los acidos grasos libres al existir una mayor
cantidad de enzima.

En machos enteros la mejora en el indice de conversidn puede deberse al incremento de
células de Sertoli concomitante con mayor testosterona (390) que puede traducirse en
incrementos productivos (387). El empleo principal que se viene realizando ya de manera
comercial abarca las fases de lactancia al destete realizando un refuerzo de las defensas
antioxidantes de los lechones en fases de estrés para su sistema inmune que presentan un
reducido coste por kg de carne final producido (391). También se ha observado una reduccion
del stress térmico reduciendo el estrés oxidativo concomitante (392).
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Tabla 4. Revision bibliografica efectos del selenio y su fuente en los caracteres productivos del cerdo.

Referencia Genética peso inicio y fin Dosis/Dias indices productivos Calidad de canal
Wolter et al., PIC 406 Halotano (+) PV 22kg- 24 animales 0.3 ppm SeO (Sel-plex ®) vs Sin efecto Baja grasa dorsal sube area
(379) 110kg 24 animales 0.3 ppm SS ultima fase de lomo en algunas areas
80 a 110 concentracion mas baja de la
esperada 0.261 para SeO y 0.172 para SS
Mahan et al. PVo 20.4, PVf 105 9 tratamientos factorial 2x4 SS vs SeO Sin efecto Tendencia aumento area
(380) 0.05,0.10.2 0.3 + control lomo
Jacyno et al., Linea sintética 990 80 machos enteros SS 0.2ppm +30 mg Peor indice productivo
(381) vit. E. Se0 0.2+60mg vit. E 110 dias grupo SeO
Mateo et al., Camboroug 22 x PIC PVo= 180 cerdos, 6 réplicas 6 cerdos por Sin efecto Sin efecto en TLPU, TD
(382) 34.4kg PVf=129.9 réplica | control (basal alto nivel SeO
0.18 ppm), Il + 0.1 ppm SeO, 11 + 0.2 ppm
SeO, lll + 0.3 ppm SeO, IV + 0.3 ppm SS
Jiang et al, Duroc x Landrace x Large 64 animales, 4 tratamientos | control, Il Sin efecto
(384) White PVo=6, PVf 95 (105 0.15 SeO, I110.35e0Oy IV 0.3SS
dias)
Li., (173) Genética PIC ¢? Pvo=10kg, PVf 10 animales por tratamiento basal, +0.3 Sin efecto
= 47kg 56 dias +3.0g/kg
Speight et al.,, Yorkshire X Landrace 117 animales 3 tratamientos Basal basal Disminuye IC control 2.75 vs  Sin efecto en TLPU, TD
(387) PVo=8.2kg machos enteros, + 0.3 SeO (Sel-plex)+0.3SS 2.64 SeOvs 2.71 SS
PVf=124kg
Cao et al, Duroc x Landrace x Yorkshire 36 animales por tratamiento (MCy HE). BajadalCen4dyen6
(386) PV=9.9kg, 42 dias Control dieta maiz vs 2 0.3 mg/kg SS vs 3
0.1 mg/kg SeY vs 4 0.3 mg/kg SeY, vs 5
0.5 mg/kg SeY vs 6 0.7 mg/kg SeY.
Lisiak (383) (LW polaco x LD polaco) x Du 10 animales por tratamiento, grupo Sin efecto en TLPU, TD
PVf 100kg suplementado 0.45 mg/kg SS fase 1 vy
fase 2 0.38mg kg (mayores de 60kg)
Lisiak (383) (LW polaco x LD polaco) x Du 15 0.55S/kg SS, 17 SeO/kg (Trow Baja TD con SeO
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Biswal et al.,
(393)

Liu et al. (385)

Pvo=60 PVf= 110kg 40-50 dias
Yorkshire X Landrace
Pvo=14.96 PVf=61.4

Duroc x Landrace x Largewhite
Pvo=47kg, PVf=105kg (69 dias)

nutrition), 13 control sin anadido

20 machos 4 tratamientos |, control, Il, Sin efecto
0.3 SS, lll 100ppm Vit. E, IV 0.3ppm SS

+100ppm vit. E

180 animales 3 tratamientos, control, Sin efecto
minerales inorganicos con SS a 0.3ppm y

[l minerales organicos SeO 0.3 (Selplex)
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3.6.3. Concentracién de selenio en tejidos animales

Como se ha sefialado anteriormente, otro aspecto importante a tener en consideracién al
definir el nivel de inclusidn en dietas para ganado porcino, es el de la retencién de este
nutriente en los tejidos animales, ya que existe una clara relacién entre los aportes y la
acumulacidn tisular, con diferencias importantes entre tejidos (394) (Tabla 5).

Es preciso sefalar en primer lugar que los alimentos de origen animal constituyen una de las
principales fuentes de selenio en nutricién humana y una oportunidad para corregir posibles
situaciones de deficiencia, pero también un riesgo potencial en caso de excesos incontrolados.
Para una misma dosis, el rifidn presenta las mayores acumulaciones, seguido del higado y el
musculo estriado (394). En este sentido, el consumo de carne enriquecida supone un aporte
interesante, alcanzandose con el consumo de 200 g de musculo de cerdo suplementado con
SeO una ingestion total de 70 ug (el doble del consumo diario habitual por habitante en
Espaiia).

Tabla 5. Efecto de distintas fuentes de selenio en la concentracidn tisular al final del cebo, suplementacién 40
dias peso final 105 kg (394).

Localizacion Control Selenito sodico Selenio organico
(0.045 pg/kg) (0.345 pg/kg) (0.345 pg/kg)

Suero pg/ml 0.06 +0.013" 0.15+0.011" 0.16 +0.013”

Higado pg/g 0.27 +0.027* 0.53 +0.025" 0.72 +0.052

Mdsculo estriado  0.10+0.022° 0.14 £0.022" 0.35+0.036 "

ue/g

Rifi6N pg/g 1.7+0.28" 2.3+0.32% 2.6+0.27*

Medias con distinta letra en el superindice de una misma fila son significativamente
diferentes (P<0.05)

3.6.4. El selenio en nutricion humana: importancia de la carne

En general existe una deficiencia nutricional de Selenio en alimentacién humana tanto en
EEUU como en la UE dadas las caracteristicas mayoritarias del suelo. La EFSA en 2009, pese a
no reconocer un consumo inadecuado, si considera probada la relaciéon entre la ingesta de
selenio con la proteccion frente al dafio oxidativo del ADN, proteinas y lipidos, asi como la
funcién normal del sistema inmune, la tiroides y la espermatogénesis (395). Dadas las
dificultades de evaluacién de su ingesta, se emplea la concentracién del mismo en plasma en
la poblacidn como medida indirecta de consumo (396). La carencia observada, no alcanza en
general el nivel critico, que se encuentra en consumos inferiores a 0.1 mg/kg de peso vivo,
equivalentes a una concentracidn en plasma inferior a 25 mg/l (397). Este ultimo nivel es el
requerido para la prevencion de deficiencias de la GPx (396), maximizando la actividad de esta
enzima a 95mg/l. Estos niveles son inferiores a las recomendaciones para el déptimo
aprovechamiento del potencial del selenio de 300 pg/dia, correspondientes con una
concentracion en plasma de 120-134 pg/L (396, 398), los 55-100 ug/dia del NRC (1989) y las
recomendaciones genéricas de 55 pg/dia y 70 ug/dia para mujeres y hombres respectivamente
(399). No obstante, estas recomendaciones son anteriores a la asociacion del consumo de
Selenio y la diabetes. El estudio de Biesalski (400) muestra que el consumo de Selenio en
Europa estd bajando por debajo de los niveles recomendados. El aporte de la carne de cerdo
de dicho estudio presenta un contenido de 0.14 pg/g peso himedo/peso en Inglaterra, siendo
de 0.104 ug/g en Irlanda, 0.265 pg/g en EEUU y de 0.078 pg/g en Polonia (18). En Espanfia la
concentracién de selenio en la carne de cerdo es similar a Polonia, presentando un nivel en
cerdos con una alimentacidon comercial una chuleta una concentracién de 0.081+0.035 ug/g, el
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jamon fresco 0.087+0.03 pg/g v el curado 0.179+0.1 pg/g (401). Estos valores se corresponden
con una alimentacién sin suplementacién segun los estudio de (380, 402) (Figura 39).
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Figura 39. Relacidn de la concentracion de selenio en lomo (en base himeda) con
el selenio en dieta del estudio concentracidn selenio en piensos (402).

Selenio en el lomo, mg/kg

Existen también variaciones en la concentracidn del selenio en distintos tejidos animales en
funcién de la fuente de suplementacién utilizada. La Tabla 6 muestra los resultados en cerdos
enfrentando la nutricién basal control sin refuerzo de selenio (0.045 mg Se/kg) frente aquellos
suplementados con selenito o selenio organico a 0.3 mg/kg durante 40 dias en cerdos de 60 kg
(Du x LD x Yk). Vemos una mayor acumulacién dependiendo de la fuente.

En Espaia existen pocos estudios sobre la ingesta o situacidn del Selenio en la poblacion y en
general muestran una concentracién plasmatica baja. Aunque no se encuentran muchas
referencias nutricionales validas con los niveles de selenio en la dieta espafiola, dada la
complejidad de su andlisis (396). Diaz-Alarcén estima un consumo medio de 35 pg/dia (401).
También en el caso de la Unidn Europea existen evidencias de presentacion de deficiencia no
clinicas, que no permiten alcanzar el éptimo rango de incorporacién de este elemento a la
dieta. Es importante definir la fuente de selenio ya que existen fuertes variaciones en las
formas orgdnicas y disponibilidad que hacen necesario definir el producto (403).

Tabla 6. Referencias de consumo de selenio por pais resaltando areas de bajo consumo

(18).

Paises consumo muy bajo Paises consumo bajo
Pais Consumo Pais Consumo

(ng/dia) (ng/dia)

China 2-36 Francia 29-48
Arabia Saudita 15 Portugal 37
Polonia 11-40 Alemania 35-48
Reino Unido 12-43 Italia 43

La Tabla 7 resume las principales diferencias que pueden observarse entre el selenio organico
y el mineral.
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Tabla 7. Principales diferencias entre el selenio organico y el selenito. Adaptado de (18).

Parametro

Selenio organico

Selenito

Absorcion

Acumulacion

Toxicidad

Biodisponibilidad

Actividad
antioxidante

Efectos en el ADN

Transferencia a los
huevos leche y
carne

Transmision por la
placenta
Reacciones con
otros elementos

Proteccién en
condiciones de
estrés
Aspectos
ambientales

Similar a la metionina con
transporte activo en el tracto
gastrointestinal

Presenta acumulacién mediante
incorporacién de Se-Met en
proteinas

Al menos 3 veces menos toxico
que el selenito

Mayor biodisponibilidad en
comparacion con el selenito

SeMet con propiedades
antioxidantes “per se”, puede
atrapar distintos radicals como el
NO

SeMet estimula las enzimas
reparadoras del ADN

Transferido a huevos leche y carne

Transmisidn mayor que el selenito

Neutral, el acido ascorbico
promueve la asimilacion de la
SeMet de la dieta

Aumenta la proteccién al
incrementar las reservas tisulares

Mejor retencidn en los tejidos que
evita una mayor excrecion

Similar a otros minerales con
transporte pasivo

No presenta alta acumulacion en
el cuerpo

Altamente tdxico, puede
penetrar por la piel

Baja disponibilidad para
rumiantes debido a reduccién
por los microorganismos en el
rumen

Posee propiedades pro-oxidantes
y puede estimular la produccién
de radicales libres reaccionando
con la GSH (Figura 40)

Puede producir dafio en el ADN

Baja transferencia

Reactivo, Puede ser reducido a
metalico sin asimilacién por el
acido ascérbico

No supone proteccién adicional
dada la baja acumulacién como
reservas

Baja retencion presenta una
elevada liberacion a través de
heces y orina

Fuera del campo de esta tesis, hay que destacar dentro de la investigacidn actual en el selenio
las propiedades anticarcinogénicas que se le asocian (364), existiendo una relacion entre
deficiencia de selenio y mayor riesgo de cancer (404, 405). El selenio se presenta como un
compuesto importante reduciendo el impacto de los cancerigenos a través de una bateria de
efectos, reduciendo la actividad mutagénica, cambiando su toxicidad, estimulando el sistema
inmune, previniendo la oxidacion de Cys en la subunidad reguladora del factor nuclear
potenciador de las cadenas ligeras kappa de las células B activadas, regulando la apoptosis y la
necrosis, reduciendo la sintesis de ADN, ademas de los efectos ya enunciados como
antioxidante. Se considera el efecto prooxidante del selenito como parte importante del efecto
anticarcinogénico (364).

59



4GSH GSSG GSH GSSG GSH GSSG 0, 0,

SO0 ——» GSSeSG ——5 GSSeH — 5 H2Se — 5  Se°

Figura 40. Mecanismo propuesto de generacion de radicales superdxido por el selenito (406, 407).

Esta es una pequefia revision de un area de investigacion con mas de 100.000 articulos
existentes (408) que presenta constantes cambios y evoluciones que ayudara a comprender la
complejidad en el uso de este nutriente esencial asi como sus posibles implicaciones.

3.7. Manipulacion de la CRA a través de la nutricion

La CRA puede también modularse a través de la nutricién, pese a que los principales
condicionantes sean la genética y el manejo anterior y posterior al sacrificio (1).

Los resultados bibliograficos de mejora en la CRA deben ser tomados con cuidado ya que los
métodos analiticos presentan grandes variaciones estando ésta presente incluso entre los
duplicados de muestras intralaboratoriales.

Diferentes métodos han sido propuestos para la manipulacién de la CRA de la carne y se
seguiran proponiendo dada la importancia econdmica y comercial de la misma. Algunos
presentan un mecanismo de accidon mientras otros necesitan una revisién de los mismos en
base al estado actual del conocimiento.

3.7.1. Manipulacién de macronutrientes

Existen pocas evidencias de que se pueda manipular la capacidad de retencion de agua a
través de cambios en la fuente de grasa, o en el nivel de proteina o lisina (1). Los principales
macronutrientes para la mejora de la CRA son los carbohidratos, ya que dietas que supongan
una reduccion de las reservas de glucégeno aumentan la CRA (1). La concentracién muscular
de glucdgeno anterior al sacrificio y la velocidad de glucogenolisis y glucolisis regulan la
acumulacidn del lactato (59), que a través de la velocidad de bajada del pH puede determinar
la protedlisis por calpainas al suponer cambios en su activacion (149, 409).

Esta reduccidn de las reservas puede alcanzarse a través de dietas pobres en almidén (bajo
indice glicémico), con elevada fibra y alta grasa que suponen un aumento del pHjsn: ¥ PHasmin
(43).

Existen también referencias vinculando al acido linolénico conjugado (CLA) con un aumento de
la capacidad de retencion de agua pero la realizacion de un metaanalisis con los mismos no
demostré ningun efecto (1).

Estas dietas no se estan realizando actualmente ya que presentan efectos econdmicos
negativos secundarios al generar menores rendimientos y ser mdas caras de producir o
gestionar en las Ultimas fases de la produccién.

3.7.2. Manipulacion de micronutrientes

3.7.2.1. Selenio

El efecto de la suplementacion con selenio y en especial con selenio organico en cerdos se
propone como mecanismo para la mejora de las propiedades funcionales y de calidad
organoléptica de la carne (410). El selenio protege tanto a los lipidos como a las proteinas de
los efectos deletéreos de la oxidacion (411).
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Las publicaciones al respecto varian en los resultados obtenidos pero también en el tipo de
animal empleado, genética, suplementacion, duracidon de la misma, nutricién, pesos finales,
manejo perimortem y método de medicion de la CRA generandose una fuerte variacion en la
gue Unicamente efectos “mayores” podrian generar resultados homogéneos.

Los estudios encontrados (Tabla 8) sobre el efecto del selenio en la carne de cerdo muestran
los resultados positivos de algunos investigadores que ademas de la mejora de la CRA
encontraron otros efectos secundarios positivos como una carne mas roja, con menor
luminosidad y mas estable a la oxidacion (380, 412). En el estudio de Li y colaboradores se
indico un efecto nutrigenético incrementando la expresion del gen Sepw1 que relaciond con el
aumento de la CRA y capacidad antioxidante (412). Este incremento en la expresion va
acompaiado con incrementos en la glutatiéon peroxidasa que alcanzé los 10 dias post-mortem
(413).
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Tabla 8. Principales estudios del efecto de la fuente y suplementacion del selenio en la capacidad de retencién de agua.

Referencia Ge.netlca peso Iniclo p osis (mg/kg pienso) /Dias Concentracion Selenio Resultados CRA pH
y fin alcanzada (mg/kg)
Wolter etal.,  PIC 406 Halotano (+) 48 anim. |. 24 anim. 0.172 SS PVo 80 PVf Driploss 1. 2,56 SSvs 1. 2.74  pHjap, 5.37-5.38
1998 (379) PVo 22kg PVf 110kg 110 II. 24 anim. 0.261 SeO (Sel-plex ®). CRAI. 66.99 1I. 66.46
Mahan etal., PVo 20.4kg, PVf 105kg 9 tratamientos | control y factorial 2x4 SS 1.-0.085 11.- 0.106, 111.- 0.114 Drip loss del SS mayor 0.12 pHyap, .- 5.49, 1l.-
1999 (380) 110.05, 1110.1 1V 0.2V 0.3 SeO VI 0.05, IV.-0.118 V.- 0.124 VI.- 0.134 SeO similar al control 5.53, lll.- 5.47, IV.-
V110.1 V111 0.2 1X 0.3 (Sel-plex® Alltech) VIl.- 0.170, VII1.-0.249 IX.- 5.64, V.- 5.56, VI.-
0.332 5.59, VIl.-5.47,
VIII.- 5.59, IX.- 5.49
Bobcek etal., LW x finalizador hibrido 10 animales, 3 normales x sexoy 2 1.-0.357 11.- 0.922 Tendencia I.- 6.98; .- 6.26 pHys |- 6.28 II.-
2004 (414) 40% heterocigotos heterocigotos por tratamiento. .- 0.18 6.35 pHuap, I.- 5.86
halotano PVo =35, SeO Il.- 0.48 SeO I.- 5.90
PVf=105
Zhan et al., Duroc x Landrace x 108 animales 24 por tratamiento I.- 0.045 1.- 0.06, 11.- 0.14, 111.- 0.35 SeO baja mermaa 8 (I.- 8, pHas 1.- 6.1, 11.- 6.3
2007(394) Yorkshire PVo=70kg, 40  II.- 0.3 SS llI.- 0.3ppm SeMet (Sigma) Il.- 7.4 11l.- 6.8) y 16hr (I.- .- 6.4

Mateo et al.,
2007 (382)

Lietal., 2011
(412)

Lisiak et al.,
2014 (383)

dias

Camboroug 22 x PIC
Castrados PVo= 34.4kg
PVf=129.9

Genética PIC machos
Pvo=10kg, PVf = 47kg
56 dias

(LW polaco x LD polaco)
x Du PCC Pvo=60 PCC=
85kg 40-50 dias

180 anim, 6 réplicas 6 cerdos por réplica
I.- (basal alto nivel SeO 0.18 ppm), Il + 0.1
ppm SeO, Il + 0.2 ppm SeO, IV + 0.3 ppm
SeO, V + 0.3 ppm SS (SelenoSource-AF®)

10 animales por tratamiento basal, | +0.3
Il +3.0g/kg (Fubang®)

15 0.55S/kg SS, 17 SeO/kg (Trouw
nutrition), 13 control sin afiadido

1.-0.132, 1I.- 0.196 lll.-, 0.209,
IV.-0.336, V.- 0.201

Concentracién Se control
0.030, 10.100, 11 0.580

Menor contenido en Se en el
lomo con SS control
0.073mg/kg, SeO 0.094 SeO,
control 0.078 muy similares

14.3,11.- 14, 1ll.- 12.5)

Se mejora CRA en cerdos
con selenio reduccion
merma lineal con
concentracion selenio en
dieta (merma =2.305-2.398
x SeO dieta) (Figura 41)
Drip loss reducida I.- 3.42°
vs 3.09% vs 2.52°

Baja la exudacion con el SeO
(4.33 con SS, 3.95Se0y
4.03 control)

Sin efecto en pHaap

l.-5.61, Il.- 5.63,
Il.-5.61, IV.-5.57,
V.-5.58

pPH45 5.33 vs 5.94 vs
5.98 pH,4 5.19 vs
5.5vs 5.56

pH45 6.32 con SS,
6.53Se0vy 6.37
control. pHu 5.86
SS,5.9Se0y5.78
control
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Figura 41. Variacion observada en la merma a las 48h y la concentracion de selenio
organico o inorganico afiadido a la dieta (382).

Analizando los articulos anteriores vemos como en general no se ha incorporado el pH ultimo
o la caida del mismo al analisis de los resultados. Asi en los articulos de Mahan (380) y Mateo
(382) encontramos a un pH inferior menor merma en cerdos suplementados con SeO, pero un
estudio directo de la merma que no llega a significativo. Si se descarta que el selenio tenga
efecto en el pH final, seria necesario poder comparar entre iguales.

Los mecanismos de accién que se pueden plantear como hipédtesis de funcionamiento del
selenio en la CRA son variados. El mecanismo de accién sugerido tradicionalmente para los
antioxidantes lipidicos es la mejora de la estabilidad de las membranas que se traduciria en
una mayor capacidad de retencién de liquidos dentro de las células (415, 416) y estructuras
subcelulares. Este mecanismo se puede producir en el selenio gracias a su papel sinérgico con
la vitamina E facilitando la recuperacién de la misma a través de la glutatién peroxidasa que se
ve incrementada por su consumo. Otro mecanismo mds recientemente elucidado implica la
calpaina y la sensibilidad de la misma a la oxidacién, asi encontramos como el nivel de
péroxidos en el musculo esta directamente relacionado con la merma (417) e inversamente
relacionado con la protedlisis, que aumentada se refleja en la rotura de proteinas
citoesqueléticas como la desmina, proteina Z, filamina, sinemina, distrofina y vinculina que
permiten al sarcdmero mantener su diametro (54), asi como evitar la formacién de canales de
exudado al no transmitirse la contraccién de las estructuras e interferir en el establecimiento
de las mismas (149). Otro mecanismo potencial a la vista de los resultados encontrados en los
analisis puede ser una ligera modificacién en la deposicién del glucégeno, dada la peor
respuesta de las células a la insulina, que genera una reduccion del pH mas lenta (73, 418).
Esta opcidn, no se ha propuesto con anterioridad, pero a la vista de los resultados encontrados
en las publicaciones podria confirmarse incrementando el nimero de animales.

En el estudio realizado por Edens y colaboradores en pollo (419), encuentran un efecto
estacional del selenio en la CRA durante la primavera, pero no lo confirman en el resto de
temporadas. Esto es achacado en este articulo a una estacionalidad, pero puede deberse a que
el efecto del selenio, asi como el de los antioxidantes no es tan manifiesto sino que precisa de
condiciones especificas para desarrollar su actividad de forma que la misma sea evidente.
Dados estos condicionantes y la inestabilidad en la obtencién de resultados consistentes, la
EFSA en su revisién de 2011 no considera probados la mejora en el color de la carne ni la
reduccion en el exudado (376).
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3.7.2.2. Vitamina E

La vitamina E puede ejercer su efecto en la capacidad de retencién de agua de distintas
maneras. Como el mecanismo de acciéon propuesto para el selenio, la vitamina E ejerce
actividad antioxidante previniendo la oxidacion de la calpaina y manteniendo las membranas
celulares estables con fosfolipidos no oxidados (415, 416). No obstante, como en el caso del
selenio, muchas referencias no encuentran este aumento de la CRA. A parte de todos los
factores que pueden afectar a su evaluacién expuestos en el Selenio, la vitamina E también
puede generar un aumento en las reservas de glucégeno en los cerdos que se podrian traducir
en una mayor bajada de pH y disminucién de la CRA (40, 420).

Una reciente revisién (Tabla 9) de las publicaciones existentes y la realizacién de un
metaanalisis (con las mismas arroja un efecto positivo de la suplementacion en la CRA de la
carne de cerdo (1). En esta publicacion se encontré que suplementaciéon de 100 mg/kg
aumenta la CRA en 10.1 %, alcanzando a 200 mg/kg pienso una reduccién cercana al 30 %. Los
periodos de suplementacidon recomendados en esta publicacién son superiores a 40 dias.

Tabla 9. Efecto de la suplementacidn con vit. E (a-tocoferol) en el porcentaje de
pérdidas por goteo de la carne de cerdo (1).

Vitamina E (mg a-
tocoferol/kg de dieta

Referencia Control 100 200 2400
Ashgar et al., (421)
3 dias 19.0 16.2" 10.2Y
6 dias 20.1" 19.5" 12.2Y
10 dias 21.3" 21.2" 14.1Y
Cheah et al., (261)
Exp. 1 9.1" 5.0
Exp. 2 7.5% 5.0
Cannon et al., (422)
0 dias 5.01 4.76
14 dias 3.81 3.30
28 dias 2.96 2.68
Dirinck et al., (423) 8.5 8.17
Jensen et al., (424) 3.7 4.0 4.4
Hoving-Bolink et al., 6.9 6.9
(425)
Rosenvold et al., 5.3 4.7
(426)
Swigert et al., (427) 3.23 2.74
Meta-analysis 7.85 7.06 5.46 5.82
(p=0.237)"
SE +1.481 +1.823 11.694 1.6
46

! Control vs. Suplementacién con vit. E por contrastes (p = 0.106)
*¥ en una fila indica si presenta el mismo superindice que no
diferentes estadisticamente, si diferente superindice que existe
diferencia significativa (p<0.05)

SE, standard error
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Uno de los mecanimos de accidén propuestos es el aumento de la actividad proteolitica sobre
distintas proteinas citoesqueléticas que se traduce en una mayor desapariciéon por ejemplo de
la troponina T (Figura 42).

Control diet 1000IU Vitamin E

Intact
Troponin-T

30kba O

Figura 42. Cambio en la proteolisis de la troponina T entre dieta control y dieta suplementada con vitamina E (428).

Esta mejora de la estabilidad y capacidad proteolitica es la que planteamos como mecanismo
de accidn para la mejora de la CRA en el selenio.

3.7.2.3. Otros métodos

A través de la suplementacion con magnesio a corto plazo antes de sacrificio podemos
alcanzar una reduccién en la estimulacion neuromuscular ya que actia como antagonista del
calcio (429, 430). Esto se puede alcanzar mediante la suplementacién de distintas fuentes y
tiempos siendo significativa esta reduccion de la estimulacién desde el primer dia de
suplementacion, no alcanzandose este resultado en suplementaciones largas (429, 431, 432) o
a través del agua (433, 434). El grado de reduccién alcanzado en estos estudios es importante
bajando las pérdidas por exhudado hasta un 23% (435).

La suplementacidon con cromo presenta también resultados variables, encontrando que a
200ppb durante 35 y 55 dias reduce las pérdidas por exudado (436), no siendo capaces de
verificar este resultado otros autores (437, 438) encontrando efectos secundarios como una
disminucién del indice de yodo (437).

La vitamina D3 desempefia también un papel importante en el metabolismo del calcio. Asi
altas dosis anteriores al sacrificio se cree que aumentan las concentraciones de calcio
intracelulares aumentando la actividad de la calpaina (439-442). Esta investigacion se ha
desarrollado principalmente en vacuno y los estudios en cerdo no han mostrado resultados
positivos, sino una reduccidn en los factores productivos, principalmente la ganancia media
diaria (442, 443).

La vitamina C es uno de los principales antioxidantes hidrosolubles. Peeters y colaboradores
concluyeron que su suplementacion supranutricional no mejoré la CRA pero si redujo la
luminosidad e incrementd el valor a* (444). Estudios anteriores (445) encontraron un
incremento de la CRA suplementando los cerdos 4 horas antes del sacrificio.

El resveratrol, es un compuesto antioxidante producido por las plantas para su defensa contra
ataques fungicos. Pese a no ser actualmente viable para la practica comercial, Zhang y
colaboradores encuentran durante la fase de finalizado que la suplementacién con 300-600
mg/kg que supone un aumento del pH, reduccién de la merma, potencial glicolitico y aumento
de la proteina (446).

El triptéfano es uno de los precursores de la serotonina que puede verse reducida en los
cerdos que experimentan situaciones de estrés. Un incremento en la dieta muestra una menor
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prevalencia de carnes PSE y reduce las agresiones en los corrales de espera del matadero
(447).

La suplementacién con creatinina puede generar un aumento de los depdsitos energéticos del
musculo post-mortem sin generacidn de acido lactico (448, 449) y mejorando al CRA.

El uso de fitasas incrementa la disponibilidad de muchos de los nutrientes revisados
mejorando la CRA (450, 451). Asi, en esta linea se han realizado estudios cubriendo el 200 % de
las necesidades micro-nutricionales de los animales en base a los criterios del NRC. Este
estudio ha mostrado una reduccién de las pérdidas por exhudado de un 30 % en LM.

Los estudios realizados con la creatinina son ilustrativos de otro factor de variabilidad
importante como la genética. En el estudio de Young y colaboradores (452) vemos como la
genética Duroc reacciona de manera diferente que los cerdos Landrace. Al tratarse de una
fuente de energia y de genéticas con diferente cantidad de fibras oxidativas o glucoliticas
parece posible la interaccion de la genética o la fisiologia diferente de las fibras con los
resultados en la CRA. Este, junto con todos los factores perimortem y de nutricién muestra la
dificultad de extraer informacién a través de metaanalisis que conllevan una simplificacion del
sistema.
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4. Planteamiento y Objetivos

La capacidad de retencién de agua de la carne es una cuestién importante desde el punto de
vista comercial. Afecta a la pérdida de peso de canales y carnes (rendimiento, mermas), a la
apariencia y a las propiedades tecnoldgicas.

La CRA estd directamente relacionada con el estatus oxidativo, ya que diversos estudios
desarrollados en los afios 90 del pasado siglo han demostrado que el aporte de cantidades
elevadas de vitamina E mejoraba la CRA. El mecanismo de actuacidn mas generalmente
aceptado es que estabiliza las membranas frente a la oxidacion y ello permite retener mejor
agua en las estructuras celulares (453). No obstante, algunos estudios mas recientes sefialan
que el efecto de la vitamina E sobre la CRA puede estar también mediado por el papel
protector sobre la calpaina en las horas inmediatamente posteriores al sacrificio. La calpaina es
una proteasa muy susceptible a sufrir deterioro oxidativo, perdiendo su funcionalidad. Su
accion proteolitica en los momentos posteriores al sacrificio es importante ya que produce una
desvinculacién de proteinas miofibrilares a la membrana celular, lo que puede permitir que el
fendbmeno de acortamiento durante el rigor mortis no lleve asociado un menor volumen
celular y por tanto una pérdida de liquido (54).

Aunque la vitamina E es efectiva, se precisan dosis elevadas en pienso (superiores a 100-150
ppm) y tiempos de administracién prolongados para producir efecto antioxidante en la carne,
lo que unido al alto precio, hace que en la practica el interés potencial en la mejora de la
retencién de agua sea cuestionable desde el punto de vista econdmico.

El selenito sédico (selenio mineral) se utiliza habitualmente en los correctores ya que previene
patologias como el corazén de mora, la hepatosis dietética o el musculo blanco y aporta poder
antioxidante, pero no se ha descrito hasta el momento que afecte a la CRA de la carne ni
mejore de un modo apreciable la estabilidad oxidativa de la carne tras el sacrificio (454, 455).
La seleniometionina (selenio organico) que producen las levaduras en determinadas
circunstancias se absorbe en el intestino por transporte activo y tiene un potencial
antioxidante muy superior al selenio mineral. La alta disponibilidad, unido al caracter
hidrosoluble y al rdapido metabolismo permiten conseguir un efecto antioxidante con tiempos
de administracion mas reducidos.

Por todas estas razones se platea como principal objetivo en esta tesis doctoral estudiar las
posibilidades que tiene el selenio organico de mejorar la CRA de la carne, aportando evidencia
experimental sobre posibles mecanismos de accion.

La presente tesis tendra como objetivo el analisis del el efecto del selenio organico respecto al
selenio mineral en la carne de cerdo:

Para ello, los objetivos parciales seran analizar este efecto:

1. En el estatus oxidativo de la carne, incluyendo la estabilidad del color de la carne.

2. En la concentracidon de vitamina E en el tejido muscular, lo que podria explicar las
interacciones de estos dos nutrientes

En la composicién de acidos grasos

En la retencién de agua de la carne

En el desarrollo de procesos proteoliticos post-mortem

En el desarrollo de procesos lipoliticos post-mortem

oukWw

69






5. Trabajos experimentales

5.1. Trabajo Experimental 1

Effect of dietary selenium source (organic vs. mineral)
and muscle pH on meat quality characteristics of pigs.

Los resultados del presente ensayo se recogen en el
siguiente articulo ya publicado:

Effect of dietary selenium source (organic vs. mineral)
and muscle pH on meat quality characteristics of pigs

Luis Calvo, Fidel Toldra, Ana |. Rodriguez, Clemente Lopez-Bote &
Ana |. Rey

Food Science and Nutrition, 5(1), 2017, 94-102
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Abstract

This study evaluates the effect of organic (Se-enriched yeast; SeY) versus inor-
ganic selenium (sodium selenite; SeS) supplementation and the different response
of selenium source according to muscle pH on pork meat quality characteristics.
Pigs (n = 30) were fed the Se-supplemented diets (0.3 mg/kg) for 65 days.
Neither electric conductivity (EC) nor drip loss were affected by the selenium
source. The SeY group had lower TBARS in muscle samples after day 7 of
refrigerated storage and higher a* values on days 1 and 7 than the SeS group.
The effect of dietary selenium source on some meat quality characteristics was
affected by muscle pH. Hence, as the muscle pH increases, the drip loss decreases
but this effect is more marked with the dietary organic Se enrichment. Muscle
pH seems to modulate the action of selenium in pork, especially some meat
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Introduction

Selenium (Se) has become an interesting nutrient in animal
production because it improves the nutritional value and
quality characteristics of meat products (Surai 2006). This
trace mineral was identified as a component of the anti-
oxidant enzyme glutathione peroxidase (GSH-Px) (Rotruck
et al. 1973), which participates in redox regulation by
removing and decomposing hydrogen peroxide and lipid
hydroperoxides using glutathione as electron donor (Hayes
and McLellan 1999). Consequently, selenium deficiency
has been associated with diseases induced by increased
oxidative stress such as various types of muscular dys-
trophy (Rederstorff et al. 2006), and in human increased
susceptibility to some degenerative diseases such as cancer
(Gramadzinska et al. 2008). These antioxidant functions
of Se have also been shown to persist in postmortem

characteristics such as drip loss.

muscle tissue (Mahan et al. 2014). Hence, various dietary
strategies in animal feeding have been developed for pro-
viding Se-enriched meat in order to increase human sele-
nium intake (Zhang et al. 2010).

Se is commonly added to pig diets as sodium selenite
(SeS; Na,SeO3), an inorganic form. However, there has
been increasing interest in organic Se in recent years
because of its higher absorption and biological effective-
ness in pigs (Mahan et al. 1999, 2014; Jang et al. 2010),
broilers (Mikulski et al. 2009; Briens et al. 2013), turkeys
(Juniper et al. 2011), cows (Juniper et al. 2008), and
more recently laying hens (Delezie et al. 2014). Organic
Se has also been reported to have higher antioxidant
activity, whereas the inorganic form may act as a prooxi-
dant (Spallholz 1994) and have toxic effects particularly
at high levels (Seko et al. 1989). Antioxidant functions
of organic Se are also more effective in delaying

94 © 2016 The Authors. Food Science & Nutrition published by Wiley Periodicals, Inc. This is an open access article under the terms of
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postmortem oxidation reactions (Mahan et al. 2014), which
affects adversely the nutritional value, flavor, and shelf
life of meat products (Morrissey et al. 1998). In addition,
other meat quality characteristics such as water-holding
capacity or color, which are considered useful parameters
for evaluating quality and consumer acceptability, were
affected by organic Se supplementation (Mahan et al.
1999; Zhan et al. 2007). However, the organic form (from
Se-enriched yeast) used in the feed industry does not
always show positive effects on meat quality characteristics
(Juniper et al. 2008, 2011; Kawecka et al. 2013; Lisiak
et al. 2014). Organic forms such as Se-enriched yeast
(SeY), are taken up via methionine transporter mechanisms
and can be incorporated to selenoenzymes or in place of
methionine into general body proteins (Suzuki and Ogra
2002) more readily than the inorganic form (Surai 2006).
Se utilization and its effects on meat quality may also
be affected by muscle characteristics since PSE filets from
chickens present a compromised enzymatic antioxidant
defense system with lower GSH-PX activity (Dos Santos
et al. 2012). However, there is no information available
on how different combinations of Se sources, organic
and inorganic, and muscle pH affect pork meat
quality.

We hypothesize that in pigs, selenium source affects
meat quality characteristics in a different way depending
on the pH of the meat 24 h after slaughter. The objec-
tives of the present research were to study the effect
of the source of selenium supplementation in pigs
(organic as Se-enriched yeast vs. mineral as selenium
selenite in feed) on some meat quality characteristics
and the different response of selenium source according
to muscle pH. Meat quality characteristics were meas-
ured as conductivity, drip loss, TBARS, and color
changes.

Material and Methods

All the experimental procedures used in this study comply
with the Spanish guidelines for the care and use of ani-
mals in research (BOE 2013) and were in accordance
with the protocols approved by the University Complutense
of Madrid.

Animals, experimental diets, and sample
collection

Thirty pigs (Topigs 20 X Top York Topigs international)
were housed in an environmentally controlled, slatted-
floor facility (COPISO, Soria, Spain). Pigs were fed a
commercial diet that fulfilled the minimum NRC require-
ments (NRC 2012). At an average, live weight of

61.2 £ 0.5 kg pigs were randomly selected and

© 2016 The Authors. Food Science & Nutrition published by Wiley Periodicals, Inc.
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distributed into two groups. Each pig was housed in
an individual box (4.5 m?) during the experimental
period. Experimental diets were formulated to provide
nutrient composition above NRC (2012) recommenda-
tion diets (Table 1) and were identical in composition
except for the selenium source: sodium selenite (Na,SeO,)
(SeS) or selenomethionine from a Se-enriched yeast diet
(Sacharomices cervisae, Sel-Plex; Alltech, Spain;
Commission Regulation (EC) Ne 1750/2006) (SeY). In
all cases, Se was introduced in the vitamin—-mineral mix
to achieve a final concentration of 0.3 mg/kg (Table 1).
Pigs were fed the experimental diets until the end of
the experiment (65 days in total), with 120.4 £ 2.5 kg.
Food and water were provided ad libitum during the
duration of the study.

Table 1. Ingredients and chemical composition of the experimental
diets.

Ingredients
Wheat (%) 30.5
Barley (%) 20.2
Biscuit promic (%) 15.0
Pea 22/11, % 15.0
Sunflower 32 (%) 8.00
Colza 38 (%) 5.00
Fat 3/5 3.40
Soya bean 47 1.00
Calcium carbonate 0.95
L-lysine 50 (%) 0.32
Premix! (%) 0.20
Salt (%) 0.14
Bicalcium phosphate (%) 0.12
Enzyme pig 0.10
Bactericide 0.05
Fungicide 0.03
-Threonine (%) 0.02
Major nutrients

Dry matter (%) 90.1
Crude protein (%) 15.1
Fat (%) 5.90
Crude fiber (%) 5.30
Starch (%) 439
Lysine dig (%) 0.70
Met dig (%) 0.21
Met + Cis dig (%) 0.50
ED, kcalkg 3,317

TPremix (per kg of finished diet): Vitamin A: 4000000 IU; Vitamin Ds:
900000 IU; Vitamin E (all rac a-tocoferyl-acetate): 7500 mg; Vitamin B;:
250 mg; Vitamin B,: 750 mg; Vitamin B;,: 6 mg; Vitamin B,: 500 mg;
Nicotinic acid: 7500 mg; Calcium Pantothenate: 5000 mg; Vitamin Kj:
250 mg; Choline chloride: 50000; Fe (ferrous carbonate): 35000 mg; Cu
(pentahydrate sulfate): 7500 mg; Co (hydrate carbonate): 25 mg; Zn (ox-
ide): 50000 mg; Mn (oxide): 20000 mg; | (potassium iodure): 250 mg; Se
(sodium selenite): 150 mg; 3-fitase EC 1,6,3,2: 325000 FTU; BHT E321:
1000 mg; citric acid E330: 3450 mg; sodium citrate E331: 100 mg.

For organic selenium, supplementation reduced to 0. Se in basal diet
previous to premix addition was 0.14 mg/kg.
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At the end of the experiment period, pigs were sent
to a commercial slaughterhouse (Incarlopsa, Tarancon,
Cuenca, Spain) and slaughtered after a fasting period of
24 h. Carcasses were chilled (4°C) and samples, approxi-
mately 15 cm in size, were taken from the Longissimus
thoracis muscle. Before packing in modified atmosphere
(60-70% CO,, 30-40% N,, and <0.5% CO) and approxi-
mately 24 h after slaughter, electric conductivity (EC),
and pH were measured by means of a LFStar conductivity
meter (Mattahdus Ingenieurbiiro, Klausa, DE) and a port-
able pH meter pH*K21 (NWK Binar, Puergen, DE),
respectively.

Laboratory analysis
Drip loss in muscle samples

Drip loss was estimated by the suspension method
(Honikel et al. 1986). For the determination of weight
loss during storage, approximately 1 cm?® samples (weigh-
ing approximately 10 g) were taken from the Longissimus
thoracis muscle. After cutting, samples were weighed,
put inside of a mesh and a plastic bag that was closed,
and placed under refrigerated conditions at 4°C. Samples
were weighed again at 72 h of storage. The difference
between final and initial weights was used to calculate
the drip loss that was expressed as a percentage of the
initial weight.

Another piece of muscle was used for tocopherol and
TBARS quantification and color measurement. Hence,
2-cm-thick samples were placed on trays, overwrapped
with an oxygen-permeable polyvinyl chloride wrap, and
kept at 4°C under florescent light (600 Ix) for the fol-
lowing determinations.

Tocopherol quantification in muscle samples

The a-tocopherol concentration in muscle samples was
quantified by direct extraction as described by Rey et al.
(2010). Thus, muscle samples were mixed with 0.054 mol/L
dibasic sodium phosphate buffer adjusted to pH 7.0 with
HCI and absolute ethanol. After mixing, the tocopherol
was extracted with hexane by centrifugation. The upper
layer was evaporated to dryness and dissolved in ethanol
prior to analysis. Tocopherols were analyzed by reverse
phase HPLC (HP 1100, equipped with a diode array
detector; Agilent Technologies, Waldbronn, Germany) as
described elsewhere (Rey et al. 2010). Identification and
quantification were carried out using a standard curve
(R? = 0.999) of the pure compound (Sigma, Alcobendas,
Madrid). All samples were analyzed in duplicate. The a-
tocopherol concentration in muscle was assessed on days
1 and 7 of refrigerated storage at 4°C.
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TBARS analysis of muscle samples

Oxidation was assessed on days 1 and 7 by the thiobar-
bituric acid method described by Salih et al. 1987. A
total quantity of 27 mL of perchloric acid (3.83% v/v)
were added to 5 g of meat and the mixture was homog-
enized with an Ultra-Turrax homogenizer for 1 min. and
filtered through filter paper. Aliquots were added to thio-
barbituric acid (0.02 mol/L) (1:1) and heated in boiling
water for 15 min. A standard curve was prepared with
1,1,3,3-tetraethoxypropane in water. Absorbance was meas-
ured at 532 nm and the values were expressed as mg
MDA/kg meat.

Instrumental color analysis

The same 2-cm-thick samples placed on trays and kept
at 4°C were used for color measurement. Muscle color
was evaluated on days 1 and 7 after slaughter by means
of a Chroma Meter (CM 2002, Minolta, Camera, Osaka,
Japan) previously calibrated against a white tile in accord-
ance with the manufacturer’s recommendations (CIE 1976).
The average of five random readings was used to measure
lightness (L*), redness (a*), and yellowness (b*).

Statistical analysis

The experimental unit for analysis of all data was the
pig. Data were analyzed following a completely randomized
design using the general linear model procedure contained
in SAS (1999) (version 9; SAS Inst. Inc., Cary, NC).

To study differences in pH, EC, and drip loss, dietary
treatment was considered the fix effect according to the
following model:

Y=uta,

where Y, is the dietary treatment-dependent variable, y
the overall mean, and o, the dietary treatment effect.

To compare differences in oxidation rate, vitamin E
concentration, color parameters, and pigments between
groups during time of refrigerated storage, dietary treat-
ment, and time were considered fixed effects according
to the following model:

Y =uta+p +@p),

t;

where Y, is the dietary treatment or time response-
dependent variable, y the overall mean, «, the dietary
treatment effect, 3, the effect of time (at which samples
were performed), and the corresponding interaction (cf3),,.

Data were presented as the mean of each group and
root mean square error (RMSE) together with significance
levels (P value). Differences between means were consid-
ered statistically significant at P < 0.05.

© 2016 The Authors. Food Science & Nutrition published by Wiley Periodicals, Inc.
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The relationships between storage time (dependent vari-
able) and muscle TBARS as well as pH (dependent vari-
able) and drip loss were also quantified by regression
equations (Statgraphics Centurion XVI, v. 16.1). A Student’s
t-test was used to compare slopes of the regression
equations.

Results and Discussion

Drip loss, electric conductivity, and pH in
muscle samples

The EC and drip loss of the muscle samples from pigs
fed with the experimental diets are presented in Table 2.
Neither EC nor drip loss were affected by the selenium
source. EC has been considered a reliable predictor of
drip loss in pork muscle when measured at 24 h post-
mortem (Lee et al. 2000). Previous studies on the effect
of diverse selenium sources on these meat quality char-
acteristics showed different results. Some authors found
that the drip loss was lower and water-holding capacity
was higher in pigs fed with the organic selenium (Mahan
et al. 1999; Zhan et al. 2007; Li et al. 2011; Lisiak et al.
2014). However, other authors found a lack of effect in
pork (Castro-Rios and Narvaéz-Solarte 2013), or turkey
meat (Juniper et al. 2011). The mechanism by which
antioxidants modify drip loss and water-holding capacity
has been attributed to its capacity to stabilize membrane
integrity postmortem (Ashgar et al. 1991), whereas others
have proposed that proteolysis and even protein oxidation
are key in influencing the moisture retention capacity of
meat (Lonergan and Lonergan 2005). In this sense, it has
been reported that the mechanism by which Se forms
act are different. Organic Se (in the form of Se-enriched
yeast) is taken up via methionine transporter mechanisms
and can be incorporated into selenoenzymes or in place
of methionine in general body proteins (Suzuki and Ogra
2002). The replacement of Met by Se-Met does not sig-
nificantly alter protein structure, but may influence the
activity of enzymes if Se-Met replaces Met in the vicinity
of the active site (Schrauzer 2000).

Table 2. Effect of selenium source (organic, SeY vs. mineral, SeS) on
electric conductivity (EC) and pH at 24 h after slaughter, a-tocopherol
(ug/g) and TBARS (mg MDA/kg meat) on days 1 and 7 of refrigerated
storage in muscle samples from pigs fed with the experimental diets.

SeY SeS RMSE P
EC24 3.54 3.84 1.046 0.3107
pH24 5.53 5.77 0.075 0.1648
Drip loss (%) 7.13 5.50 1.613 0.4834

RMSE, Root of the mean square error.

© 2016 The Authors. Food Science & Nutrition published by Wiley Periodicals, Inc.
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Drip loss depends on the shortening of sarcomeres
which is regulated by the interaction of muscle tempera-
ture and rigor development (Fischer 2007) and on the
interactions between water and protein, which is affected
in turn by postmortem proteolysis. Consequently, the
velocity and extent of the pH fall after slaughter are
considered determinant for meat drip loss. Low pH (about
5.4-5.6) decreases muscle protein ability to bind to water
as well as reduces negative electrostatic repulsion between
filaments, diminishing the space between them and caus-
ing shrinkage of myofibrils (Den Hertog-Meischke et al.
1997). To study with more detail the possible effect of
muscle pH on the effect that dietary selenium source
produce on meat quality characteristics, linear regression
analysis was carried out. Muscle pH and drip loss were
directly related by the linear equation: drip
loss = 52.2 + 9.2-8.11 pH * 1.6 (P = 0.0001; R? = 0.50;
RSD = 1.23). Hence, as the muscle pH increases, the
drip loss proportion decreases in turn with previous stud-
ies (Fischer 2007). Moreover, in the regression study
carried out, it can be observed a different response between
dietary Se source and muscle pH (R’ organic: 0.72,
P = 0.0005; R? mineral: 0.37, P = 0.015) in which the
slope (—=13.08 + 2.56 for the organic form vs. —5.25 + 0.74
for the mineral form) was statistically different (Fig. 1).
As the muscle pH increases, the drip loss decreases but
this effect is more marked in meat from pigs that received
organic Se in the diet (Fig. 1). There is no previous
information on the possible interaction effects between
pH and selenium source in the literature. A possible
explanation is that calpain enzymes are particularly sus-
ceptible to inactivation by oxidation and muscle pH

Drip loss (%)
(2]

5.4 5.6 5.8 6.0 6.2 6.4
Muscle pH

Figure 1. Drip loss (%) as affected by dietary treatment (organic Se — @;
or inorganic Se --- O) and muscle pH (Organic Se = 80.72 (£14.79)
—-13.08 x pH (+2.56) a; R? =0.72; RSD = 1.19; P = 0.0005; Inorganic
Se = 36.01 (£10.95) -5.28 x pH (x0.74) b; R? = 0.37; RSD = 1.01;
P=0.015).
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(Lonergan and Lonergan 2005) since they contain histidine
and SH-containing cysteine residues at their active sites.
Calpain activation produces a rapid fragmentation of
intermediate protein filaments in meat (such as desmin,
which links myofibrils to the cell membrane), preventing
shrinking of the overall muscle cell membrane (Lonergan
and Lonergan 2005). Consequently, to maintain calpain
activity reducing drip losses, a higher antioxidant balance
and an enough high pH are needed. Hence, this study
may point to a possible effect of pH on selenium bio-
chemistry in muscle tissue. These results also suggest a
different mechanism of Se on drip loss when compared
to vitamin E which mainly act by protecting muscle
membranes (Buckley et al. 1995) being consequently not
muscle pH-dependent.

Tocopherol accumulation

Vitamin E concentration was measured taking into account
the synergistic relationship that exists between selenium
and vitamin E to protect against cellular damage caused
by reactive oxygen species (Saito et al. 2003) and this
synergism may enhance meat quality (Surai 2002).
Concentrations of a-tocopherol in muscle of pigs are
presented in Tables 3 and 4. Organic or inorganic sele-
nium supplementations to pigs resulted in similar con-
centrations of a-tocopherol in muscle at day 1 and 7 of
refrigerated storage. Although tocopherol concentrations
were not different (P = 0.087), values in muscle samples
from pigs fed with SeY seemed to be numerically higher
with time of storage. There is not much available infor-
mation on the possible effects of the selenium source on
muscle vitamin E accumulation. It has been reported that

L. Calvo et al.

absorption of vitamin E is impaired by severe Se defi-
ciency, and Se alleviates such deficiency, permitting higher
levels of vitamin E to be absorbed (Finkel and Holbrook
2000).

Concerning the effect of storage time on a-tocopherol
concentration, it was found that as the storage time
increased, the a-tocopherol concentration was higher in
muscle samples at day 1 when compared to day 7 (Table 3).
These results were expected since vitamin E is the major
lipid-soluble antioxidant present in the cell membrane
and plays an important role as a chain-breaking lipid
antioxidant and free radical scavenger in the membranes
of cells and subcellular organs (Brigelius-Flohé and Traber
1999). It is interesting to note the reduction in vitamin
E along storage (P = 0.0001). Rey et al. (2010) also
reported a 30% decrease in tocopherols concentration of
dry-cured ham slices during the first 7 days of storage.
These authors also found that samples in which the level
was initially higher had a more intense decrease. However,
there is not more available information in the literature
on the effects of storage time on a—tocopherol concentra-
tion in raw meat. In our study, no interactions were
found between the time and selenium source of vitamin
E levels. This lack of interaction effect was expected since
vitamin E was not statistically affected by the selenium
source.

Moreover, in our study, muscle pH did not affect vita-
min E concentration (Table 4). A direct association between
muscle vitamin E and lower drip loss has been described
(Ashgar et al. 1991) and also a trend toward higher muscle
pH at 24 h postmortem (5.7 vs. 5.5) (Lu et al. 2014);
however, there is no further information on the possible
interaction effects with the selenium source.

Table 3. Effect of selenium source (organic, SeY vs. mineral, SeS) and time on evolution of meat quality characteristics.

SeY SeS Initial Final RMSE! RMSE? Time Se Time*Se
TBARS, mg 0.16 0.19 0.02 0.33 0.002 0.002 0.0001 0.0130 0.0125
MDA/kg meat
Muscle 3.03 2.49 3.42 2.1 1.610 0.945 0.0001 0.0845 0.3280
a-tocopherol,
H9/9
L* value 55.14 54.72 55.38 54.49 13.127 4.549 0.0774 0.9389 0.8475
a* value 6.77 5.55 7.02 5.30 2.116 0.827 0.0001 0.0027 0.7589
b* value 14.07 13.09 14.65 12.51 1.149 0.954 0.0001 0.0026 0.9320
Oxymyoglobin 1.63 1.56 1.65 1.54 0.161 0.133 0.0001 0.0520 0.1926
(OxyMb)
Deoxymyoglobin 1.05 1.05 1.04 1.05 0.948 0.942 0.2841 0.3282 0.3277
(DeoxyMb)
Metmyoglobin 0.87 0.87 0.84 0.90 1.145 1.123 0.0001 0.1335 0.1459
(MetMb)

TRMSE: Root of the mean squares error from the main effect (selenium source).

2RMSE: Root of the mean squares error of the time and interactions.

98

© 2016 The Authors. Food Science & Nutrition published by Wiley Periodicals, Inc.

Articulo 1.



Tesis Doctoral: Mecanismo de accion y efecto de la suplementacion nutricional con selenio en la calidad de la carne

L. Calvo et al.

Organic Selenium and pH on Meat Quality

Table 4. Effect of selenium source (organic, SeY vs. mineral, SeS) and pH on a-tocopherol concentration, TBARS, and color (CIELAB L*, a*, b*,

chroma, hue) of muscle samples from pigs fed with the experimental diets.

SeY SeS RMSE Se pH Se x pH
Muscle a-tocopherol, ug/g
Day 1 3.24 3.03 1.452 0.1284 0.2981 0.2070
Day 7 1.93 1.96 0.554 0.1093 0.8636 0.3615
Days 1-7 1.32 1.07 1.345 0.3191 0.3080 0.2805
TBARS refrigerated storage, mg MDA/kg meat
Day 1 0.02 0.02 0.006 0.5375 0.5162 0.9651
Day 7 0.33 0.36 0.056 0.0087 0.1646 0.1471
L* value
Day 1 54.82 54.18 2.057 0.9637 0.3396 0.2590
Day 7 52.26 51.52 3.143 0.8772 0.0248 0.1524
Days 1-7 2.55 2.66 2.923 0.8430 0.1261 0.5761
a* value
Day 1 7.61 6.62 1.186 0.0060 0.8666 0.5080
Day 7 6.84 5.72 1.149 0.0106 0.0129 0.9815
Days 1-7 0.77 0.91 1.143 0.7303 0.0233 0.3872
b* value
Day 1 15.10 14.19 0.901 0.0121 0.8056 0.9941
Day 7 13.05 11.49 1.118 0.0307 0.5546 0.0714
Days 1-7 2.06 2.70 1.366 0.9314 0.8411 0.1432
Chroma
Day 1 16.94 15.68 1.252 0.0850 0.8042 0.8930
Day 7 14.95 13.09 0.916 0.0006 0.8996 0.4231
Days 1-7 1.99 2.59 1.295 0.9272 0.6685 0.3947
Hue
Day 1 63.56 65.14 2.881 0.0260 0.7898 0.2741
Day 7 62.55 66.14 3.830 0.0164 0.0202 0.6141
Days 1-7 -1.01 1.00 3.215 0.2702 0.0135 0.8782
RMSE, Root of the mean square error.
L* = luminosity; a* = redness; b* = yellowness; Chroma = color saturation; Hue = tone.
TBARS in muscle samples 0.6
® SeY
To evaluate the oxidative status of pig meat according O Ses 5
to the source of selenium supplementation, TBARS were 0.5
measured in muscle (Tables 3 and 4). The group sup-
plemented with SeY had lower malondialdehyde (MDA) = 044
concentration in muscle samples than the SeS group £
(P = 0.013) with the storage time (Table 3). The higher g 034
stability of muscle samples against lipid oxidation by SeY é '
in pork has been reported previously (Zhan et al. 2007; %)
Li et al. 2011). Similar results have been found in broiler g 021
(Chen et al. 2014) and turkey meat (Mikulski et al. 2009).
Selenomethionine, the main form of organic Se present 0.1
in Se-enriched yeast, is an efficient scavenger of strong
oxidant peroxynitrite, which is a product of nitric oxide 0.0 '
and superoxide and capable of oxidizing a high variety 0 8

of biomolecules (Padmaja et al. 1996). Moreover, the
oxidative status of the samples was related to the storage
time; as the time increased, the MDA concentration was
higher in muscle samples from the SeS group when com-
pared to that from the SeY group (interaction time x
source; P = 0.0125) (Table 3, Fig. 2). Hence, the positive

© 2016 The Authors. Food Science & Nutrition published by Wiley Periodicals, Inc.

Time of storage (days)

Figure 2. TBARS (mg MDA/kg meat) as affected by dietary treatment
(organic Se — @; or inorganic Se --- O) and time (Organic Se = 0.027
(0.012) +0.046 x days (+0.002) b; R? = 0.94; RSD = 0.02; P = 0.0001;
Inorganic Se = 0.039 (x0.015) +0.057 x days (+0.003) a; RZ = 0.93;
RSD = 0.03; P=0.0001).
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slope of the regression equation was lower for the SeY-
enriched pigs than for the SeS enriched. This result agrees
with those that report the higher antioxidant activity of
the organic Se and its more effective effects in delaying
postmortem oxidation reactions (Mahan et al. 2014).

Moreover, TBARS numbers were not statistically affected
by muscle pH (P = 0.16) and no interaction effect between
selenium source and muscle pH was found. However,
muscle samples with low pH had numerically higher
TBARS than those with high pH. Juncher et al. (2001)
reported that pork chops from groups with the lowest
pH had higher TBARS and were less stable to oxidation
compared to those with higher pH. It has been reported
that the pH reduction could accelerate lipid oxidation
due to the enhanced autoxidation of hemoglobin at reduced
pH (Tsuruga et al. 1998). Consequently, TBARS develop-
ment as affected by pH could also be studied by looking
at its effect on color and pigment stability.

Muscle color changes

Color changes, measured as L* (lightness), a* (red color),
b* (yellow-green color), chroma (saturation or color
intensity), and hue (color tone) after 1 and 7 days of
refrigerated storage, are presented in Table 3. The SeY
group had higher a* values with storage time (P = 0.0027)
than the SeS-supplemented groups. The selenium source
also affected the b* values similarly. Hence, pigs sup-
plemented with Se-enriched yeast diets had higher b*
values than those from the SeS group with the storage
time (P = 0.0026). These results are also observed in
Table 4 where the Se and pH effect was evaluated. Chroma
was also higher (P = 0.0006) on day 7 and hue lower
on day 1 (P = 0.026) and 7 (P = 0.016) in SeY group
when compared to SeS group (Table 4). The results of
this study are also consistent with those observed for
the TBARS numbers. The color stabilization effect of
different dietary selenium sources has been reported by
others (Bobcek et al. 2004; Zhan et al. 2007). Moreover,
it has been reported that the inorganic form may have
more prooxidant properties than the organic form
(Spallholz 1994). Mahan et al. (1999) reported that pigs
fed with inorganic Se had paler muscle tissue that increased
linearly as dietary Se level increased, but not when pigs
were fed organic Se. However, other authors have not
found any effect of selenium on meat color (Lisiak et al.
2014). Juniper et al. (2011) suggested that once the Se
content of tissue exceeds the requirements of antioxidant
enzymes, further increases in tissue Se do not result in
any noticeable improvement in meat quality. Furthermore,
organic forms such as Se-enriched yeast, are taken up
via methionine transporter mechanisms and can be incor-
porated into selenoenzymes or in place of methionine
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into general body proteins (Suzuki and Ogra 2002), in
a different way to the inorganic form (Surai 2006).
Consequently, 0.3 mg/kg of the organic Se used in this
study resulted in higher intensity of the color and red-
ness than the inorganic form.

Moreover, muscle pH also influenced L* and a* values
(Table 4). Hence, samples with low muscle pH had higher
L* and lower a* values than those with high pH at day
7 of storage (P = 0.025 and P = 0.013, respectively).
Losses in a* value (red color) with time were also higher
in low pH muscle samples (P = 0.023). Color parameters
were also not affected by Se and pH interaction as was
observed for MDA content. The oxidation of oxymyoglobin
to metmyoglobin which is accompanied by a change in
the muscle redness is usually related to the muscle pH
(James et al. 2002; Underland et al. 2004). This study
provides novel information concerning the effect of Se
and muscle pH. Zhan et al. (2007) reported that Se may
slightly increase the pH value but no further research is
available in the literature.

In conclusion, dietary organic selenium (SeY 0.3 mg/kg)
improved the lipid stability of meat by reducing TBARS
concentration with time when compared to the use of
the inorganic sodium selenite. Dietary organic selenium
also resulted in higher a¥, b* values, and color intensity
in pig meat. Moreover, regression equations show that
there is a different response between dietary Se source
and muscle pH; hence, dietary organic Se results in a
more marked drip loss decrease as the muscle pH increases.
This study may point to a possible effect of pH on sele-
nium biochemistry in muscle tissue. Further research is
needed to understand the specific effect of pH on the
chemistry and metabolism of selenium.
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Meat quality, free fatty acid concentration and
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Los resultados del presente ensayo se recogen en el
siguiente articulo en evaluacion:

Meat quality, free fatty acid concentration and oxidative
stability of pork from animals fed diets containing
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This studly evaluates the effect of the source of dietary Selenium (Se) supplementation (organic vs mineral)
and the combined effect of organic Se and vitamin E on the fatty acid composition and ljpolysis in pork inframuscular
fat and other meat quality characteristics such as drip loss and ljpid stability. Higher vitamin E deposition, lower drip
loss and higher stability against oxidation were detected in muscle from pigs fed organic Se. Also higher proportion
of free fatly acids was observed in inframuscular fat from pigs fed organic Se than group fed inorganic Se, being
these mainly coming from neutral lipid fraction. In addition, the inclusion of vitamin E in the diet enhanced such
effect. Dietary organic Se also increased A9-desaturase and elongase indexes and C18:1n-9 concentration. A
related decrease of C18.0 concentration was also observed. Described differences in the ljpid-fraction composition

could affect sensory characteristics of meat and meat products.

Keywords: organic selenium; vitamin E; drip loss; TBARS,; lipolytic enzymes; free fatty acids.

INTRODUCTION

The inclusion of antioxidants such as selenium
(Se) and/or vitamin E in animal diets is one of the
most used dietary interventions focused in the
improvement of meat quality. Some pork-quality
parameters improved by vitamin E are color, lipid
stability against oxidation (Faustman and Want,
2000; Rey et al., 2004) and water holding capacity
(WHC) (Ashgar et al., 1991; Monahan et al, 1992).

Effects of dietary vitamin E supplementation such as
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reduction of cellular water losses are explained by its
antioxidant effect on cell membranes (Apple, 2007).
In animals, Se is necessary for selenoproteins,
which play a key role in numerous metabolic
processes such as the defense against free radicals
and their detoxification (Lener et al., 2012) thereby,
reducing the risk of many diseases (Fairweather-Tait
et al., 2011). In humans, meat enriched with Se may
improve body-Se levels, especially in Se-deficient
populations. Se has been added to swine diets as
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sodium selenite (Na2Se0O3) and Se-methionine from
Se-enriched yeasts, an inorganic and organic form
respectively. Higher antioxidant activity has been
reported for organic Se, whereas the inorganic form
may act as a prooxidant (Spallholz, 1994) and have
toxic effects particularly at high levels (Kim and
Mahan, 2001; Seko et al., 1989). Organic Se has also
higher effectiveness in delaying post-mortem
oxidation reactions (Mahan et al., 2014). The
antioxidant functions of Se are related to the
antioxidant  enzyme  glutathione  peroxidase
(Schrauzer, 2000) which has been shown their
persistence in post-mortem muscle tissue (Mahan et
al., 2014). Moreover, when diets are supplemented
with the organic form, higher amount of Se is
accumulated in muscles and organs of pigs (Kim and
Mahan, 2001). In addition, it has been reported that
dietary Se also improves WHC and color, especially
when it is supplied as organic form (Bobcek et al.,
2004; Mateo et al., 2007).

Some recent works indicate that the inclusion of
antioxidants in animal diets can, not only improve the
oxidative stability of meat but also the activity of some
enzymes. Particularly, it has been observed the
enhanced post-mortem activity of calpains by the
inclusion of vitamin E (Rowe et al., 2004). Fully
related is the proposition of Huff-Lonergan and
Lonergan (2005) in which they describe that calpain
activation may increase a rapid proteolysis of

intermediate filament proteins in meat (mainly
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desmin), avoiding shrinking of the overall muscle cell
and, consequently, reducing cell membrane
contraction, directly linked to WHC. Supporting these
results, Calvo et al. (2016a) described that organic
Se effectively increased WHC and post-mortem
muscle proteolytic activity. Additionally, it has been
reported that Se may regulate adipogenesis and
lipolysis in the organism (Wang et al., 2016) and that
some vitamins may also have metabolic regulation of
lipids in vivo (Koshkenbaev et al., 1985). However,
there is not information on the possible lipolytic
effects of the different forms of Se post-mortem.
Therefore, it was hypothesized that Se source may
also affect the lipolysis process happening after
slaughter in pigs.

The objective of the present research was to
study the effect of the source of dietary Se
supplementation in pigs (organic as Se-enriched
yeast vs mineral as selenium selenite in feed) and the
combined effect of organic Se and vitamin E on the
fatty acid composition and, therefore, lipolysis in pork
intramuscular fat. In addition, other meat quality
characteristics such as drip loss or lipid stability were

studied.

MATERIAL AND METHODS
All the experimental procedures used in this
study comply with the Spanish guidelines for the care

and use of animals in research (BOE, 2013).
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Animals, Experimental Diets and Sample
collection

Thirty pigs (Topigs 20 x Top York Topigs
international) were randomly selected at an average
live weight of 61.2 + 0.5 kg and distributed into three
groups (COPISO, Soria, Spain). Each pig was
housed in an individual box during the experimental
period. Diets were formulated to provide nutrient
composition above NRC (2012) recommendation
diets (Table 1) and were identical in composition
except for the selenium source: sodium selenite
(Na2Se03) (SeS), selenomethionine from a Se-
enriched yeast diet (Sacharomices cervisae, SelPlex;
Alltech, Spain; Commission Regulation (EC) N°
1750/2006) (SeY). A third group included organic Se
and vitamin E (100 mg alpha-tocopheryl acetate per
kg diet) (SeY-E). In all cases, Se was introduced in
the vitamin-mineral mix to achieve a final
concentration of 0.4 mg-kg-1 (Table 1). Pigs were fed
the experimental diets until the end of the experiment
(65 days in total), with 120.4 + 2.5 kg BW. Food and
water were provided ad libitum during the duration of
the study. At the end of the experiment period, pigs
were sent to a commercial slaughterhouse
(Incarlopsa, Tarancon, Spain) and slaughtered after
a fasting period of 20 h. Carcasses were chilled (4
°C) and samples, approximately 50 cm in size, were
taken from the Longissimus thoracis (LT) muscle.

Methods
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Drip loss in Muscle samples. For the
determination of weight loss during storage,
approximately 1 cm3 samples (weighing
approximately 10 g) were taken from the LT muscle.
After cutting, samples were weighed and placed
under refrigerated conditions at 4 °C in a saturated
atmosphere. Samples were weighed again at 72 h of
storage. The difference between final and initial
weights was used to calculate the drip loss that was
expressed as a percentage of the initial weight
(Honikel, 1997).

Lyophilization of samples. Removing moisture
from samples was carried out by including 50 g of
minced fresh meat in a Lyophylizer (Lyoquest,
Telstar, Tarrasa, Spain) until constant weight. The
difference between final and initial weights was used
to calculate the water loss by lyophilization that was
expressed as a percentage of the initial weight.

Tocopherol Quantification in Muscle Samples.
The a-tocopherol concentration in muscle samples
was quantified by direct extraction as described by
Rey et al. (2006). Thus, muscle samples were mixed
with 0.054 M dibasic sodium phosphate buffer
adjusted to pH 7.0 with HCI and absolute ethanol.
After mixing, the tocopherol was extracted with
hexane by centrifugation. The upper layer was
evaporated to dryness and dissolved in ethanol prior
to analysis. Tocopherols were analyzed by reverse
phase HPLC (HP 1100, equipped with a diode array

detector; Agilent  Technologies, Waldbronn,
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Germany) as described elsewhere (Rey and Lépez-
Bote, 2014). Identification and quantification were
carried out using a standard curve (R2 = 0.999) of the
pure compound (Sigma, Alcobendas, Madrid). All
samples were analyzed in duplicate. The a-
tocopherol concentration in muscle was assessed on
day 0.

TBARS Analysis of Muscle Samples. Oxidation
was assessed on days 1 and 7 by the thiobarbituric
acid method described by Salih et al. (1987). Twenty-
seven mL of perchloric acid (3.83% v/v) were added
to 5 g of meat and the mixture was homogenized with
an Ultra-Turrax homogenizer for 1 min. and filtered
through filter paper. Aliquots were added to
thiobarbituric acid (0.02 M) (1:1) and heated in boiling
water for 15 min. A standard curve was prepared with
1,1,3,3-tetraethoxypropane in water. Absorbance
was measured at 532 nm and the values were
expressed as mg MDA per kg meat.

Glutathione quantification. Reduced glutathione
(GSH) and oxidized glutathione (GSSH) were
quantified spectrophotometrically at 405 nm in
deproteinized muscle using the corresponding
diagnostic colorimetric kit (Arbor assays, USA). The
concentration of oxidized glutathione was determined
from the 2-vinylpyridine-treated samples read off 2-
vinylpyridine-treated standard curve. Concentrations
of free glutathione (GSH-free) were obtained from the
2-vinylpyridine-treated standard from non-treated

standards and samples (total GSH). The
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concentrations obtained were expressed as uM of
glutathione.

Instrumental Color Analysis. Two-cm-thick
samples were placed on trays and kept at 4 °C for
color measurement. Muscle color was evaluated on
days 1 and 6 after slaughter by means of a Chroma
Meter (CM 2002, Minolta, Camera, Osaka, Japan)
previously calibrated against a white tile in
accordance with the manufacturer’s
recommendations (CIE, 1976). The average of five
random readings was used to measure lightness (L*),
redness (&%), and yellowness (6*).

Lipid fractions of Intramuscular fat. Lipids from
muscle samples were extracted and methylated
using the procedure described by Segura and Lopez-
Bote (2014). Lyophilized samples were accurately
weighed in a safe-lock micro test tube, homogenized
in 1.5 mL dichloromethane-methanol (8:2), and
mixed in a mixer mill (MM400, Retsch technology,
Haan, Germany). The final biphasic system was
separated by centrifugation (8 min at 10,000 rpm)
and the collected solvent was evaporated under
nitrogen stream. The lipid content was gravimetrically
determined. Total lipid extracts were fractionated in
neutral lipids (NL), free fatty acids (FFA) and polar
lipids (PL) using the procedure described by Ruiz et
al. (2004). Briefly, 20 mg of intramuscular fat
dissolved in 0.15 mL of hexane : chloroform :
methanol (95:3:2) was added to a 500 mg

aminopropyl minicolumn (Varian, CA, USA), which
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had been previously activated with 7.5 mL of hexane.
NL were eluted with 5 mL of chloroform, FFA were
eluted with 5 mL of diethylether : acetic acid (98:2)
and PL were eluted in two different fractions. The first
one with 2.5 mL methanol : chloroform (6:1) and the
second one with 2.5 mL of sodium acetate in
methanol : chloroform (6:1). The two fractions
containing PL obtained with this method were mixed
and analyzed together.

Fatty acid profife. Lipid fractions were subjected
to esterification by heating the obtained fractions at
80 °C for 1 h in 3 mL of methanol : toluene : H2SO4
(88:10:2 by volume) as described by Garcés and
Mancha (1993). After tempering, the fatty acids
methyl esters (FAMEs) were extracted with hexane
and directly injected in GC system. Gas-liquid
chromatography conditions: FAMEs were separated
using a gas chromatograph (HP 6890 Series GC
System) equipped with flame ionization detector.
Separation was performed with a JandW GC
Column, HP-Innowax Polyethylene Glycol (30 m x
0.316 mm x 0.25 ym). Nitrogen was used as a carrier
gas. After injection at 170 °C, the oven temperature
was raised to 210 °C at a rate 3.5 °C/min, then to 250
°C at a rate of 7 °C/min and held constant for 1 min.
The flame ionization was held at 250 °C. FAME
peaks were identified by comparing their retention
times with those of authentic standards (Sigma-

Aldrich, Alcobendas, Spain), quantified by using
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C15:0 as internal standard and expressed as
percentage (%).

Unsaturation index (Ul) was calculated as
follows: 1 (% monoenoics)+2 (% dienoics) + 3 (%
trienoics)+4 (% tetraenoics) + 5 (% pentaenoics) + 6
(% hexaenoics). Average chain length (ACL) was
calculated as Z (n x (% fatty acid) n) / 100, n =
number of atoms of carbon. Desaturase and
elongase indexes were calculated according to
Korniluk et al. (2008).

Statistical Analysis. The experimental unit for
analysis of all data was the pig. Data were analyzed
following a completely randomized design using the
general linear model (GLM) procedure contained in
SAS (version 9; SAS Inst. Inc, Cary, NC). Data were
presented as the mean of each group and root mean
square error (RMSE) together with significance levels
(P - value). Duncan's test was used to separate
treatment means. Means were statistically different

when P - value was lower than 0.05.

RESULTS AND DISCUSSION

Tocopherol accumulation, selenium, minerals
content and oxidative status of muscle

Concentration of a-tocopherol (vitamin E) in
muscle of pigs is presented in Table 2. Muscle
samples from pigs fed SeY group showed a 23 %
increased a-tocopherol level than those fed SeS (P <
0.0001) even though same concentrations of vitamin

E were added to the feed. There is a synergism
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Table 1. Ingredients and chemical composition of experimental diets.

SeS SeY SeY-E
Ingredients(mg-kg?)
Vitamin E (a-Tocopherol) 21.6 224 1211
Selenium (Na2SeOs) 0.4 0 0
Selenium (Selplex) 0 0.4 0.4
Chemical composition(g-kg?)
Dry matter 8.98 8.98 8.98
Crude protein 1.32 1.32 1.32
Fat 0.62 0.62 0.62
Crude fiber 0.42 0.42 0.42
Ash 0.44 0.44 0.44
Starch 4.63 4.63 4.63
Lysine dig 0.07 0.07 0.07
Met dig 0.02 0.02 0.02
Met + Cis dig 0.04 0.04 0.04
Thr dig 0.04 0.04 0.04
Premix? 8.98 8.98 8.98
ED (kcal-kg?) 2449 2449 2449
Fatty acids (mg-kg?)
C16:0 7.3 8.0 8.2
C18:0 2.6 3.0 3.2
C18:1n-9 9.8 9.9 10.1
C18:1n-7 0.6 0.5 0.7
C18:2n-6 8.4 8.9 8.5
C18:3n-3 0.8 0.7 0.9

SeS: group of sodium selenite added; SeY: organic Selenium group; SeY-E: organic selenium and vitamin E group.

lIngredients (g-kg'): Barley, 484.4; Wheat, 25.0; Corn, 8.00; Soya cake 47, 6.00; Sunflower oil, 5.00; Mixed fats, 4.50 ; Calcium
carbonate, 1.03; L-lysine, 0.54; Sodium bicarbonate, 0.50; Bicalcium phosphate, 0.37; Salt, 0.26; L-Threonine, 0.08; Bactericide,

0.05; Fungicide, 0.03.

2Premix (per kg of finished diet): Vitamin A: 8000000 IU; Vitamin Ds: 1800000 IU; Vitamin B;: 500 mg; Vitamin B: 150 mg;
Vitamin Bi,: 12 mg; Vitamin Bg: 1000 mg; Nicotinic acid: 1500 mg; Calcium Pantothenate: 5000 mg; Vitamin K3: 250 mg; Choline
chloride: 100000; FeCO3: 35000 mg; CuS0O4-5H20: 7500 mg; Co (hydrate carbonate): 25 mg; ZnO: 50000 mg; Mn (oxide): 20000
mg; Kl: 250 mg; 3-fitase EC 1,6,3,2: 325000 FTU; BHT E321: 1000mg; citric acid E330: 3450; sodium citrate E331: 100 mg.

between Se and vitamin E to protect against cellular
damage caused by reactive oxygen species (Saito et
al., 2003), which may enhance meat quality (Surai,
2002). It has been reported that absorption of vitamin
E is impaired by Se deficiency, and dietary Se

alleviates such deficiency, allowing higher levels
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of vitamin E to be absorbed (Finkel and Holbrook,
2000). However, there is not much available
information on the possible effects of the Se source
on muscle vitamin E accumulation. Calvo et al.
(2016a) described higher vitamin E deposition in LT

muscle of pigs fed with a 0.2 ppm inorganic Se
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supplemented diet. Besides, the results of the
present study agree with those found by Calvo et al.
(2016b) who also found a trend towards a higher
vitamin E muscle concentration in groups
supplemented with the Se organic form (P = 0.08),
similarly as observed in the present study (Table 2).

Higher Se accumulation in muscle was observed
in pigs fed SeY and SeY-E when compared to SeS
(Table 2). Some studies using a Se supplementation
of 0.3 ppm in the diet showed higher effectiveness in
the accumulation of organic than inorganic Se in pig
muscle (Jang et al., 2010; Mahan et al., 2014).
Organic Se (in the form of Se-enriched yeast) is taken
up via methionine transporter mechanisms and can
be incorporated into selenoenzymes or in place of
methionine in general body proteins (Suzuki and
Ogra, 2002).

Attending to other mineral concentrations in the
present study, Ca, Zn and P concentrations were
higher in pigs fed with SeY and SeY-E (P < 0.01)
when compared to those fed SeS. Krajewska et al.
(2012) found higher Ca in pancreas and higher Zn
concentration in spleen of lambs fed with selenate
(Se VI) when compared to a control group.

The evaluation of the oxidative status of the pig
meat according to the sources of selenium
supplementation (TBARS) is also shown in Table 2.
The group supplemented with SeS showed higher
malondialdehyde (MDA) concentration in muscle

samples than the SeY group (P = 0.0713) after day 3
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of refrigerated storage. At day 6, MDA concentration
was numerically lower in SeY than in SeS; however,
differences were only statistically significant when
comparing SeS and SeY-E groups. Zhan et al. (2007)
and Li et al. (2011) reported higher stability of muscle
samples against lipid oxidation by SeY in pork.
Similar results were observed in broiler (Chen et al.,
2014) and turkey meat (Mikulski et al., 2009).
Selenomethionine is the main form of organic Se
present in Se enriched yeast. Such compound is an
efficient scavenger of peroxynitrite, a product of nitric
oxide and superoxide anion and a strong oxidant
capable of reacting with a high variety of
biomolecules (Padmaja et al., 1996).

These results were also confirmed by the
measurement of oxidized to reduced glutathione ratio
(GSSH/GSH). Glutathione reductase is an enzyme
related to redox homeostasis. Upon absorption of Se
compounds, the higher-valence forms (selenite;
Se(lV)) are reduced to the selenide state using
reducing equivalents from reduced glutathione
reductase and NADPH, and the organic forms
release Se in the selenide state as a result of
catabolism (Finley, 2006). Together, Grant et al.
(1996) described that increased glutathione
reductase activity under oxidative stress produces
higher GSH concentration. In Table 2, it can be
observed that the SeY-E group showed the lowest
GSSH concentration (0.4 pM-g-1) and SeS the

highest (0.9 uM-g-1), whereas SeY had intermediate
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value which was closer to the SeY-E group (0.6 pM-g-
1, P < 0.05). Similarly, higher GSSH/GSH ratio for
both the SeY and SeY-E groups vs the SeS one was
observed. These results would confirm a better
antioxidant muscle status in groups supplemented
with the organic form of Se.

Drip and water losses of muscle

Concerning the effects of dietary Se forms on
muscle drip loss, there is information in the literature
that reports higher WHC value in pigs fed the organic
Se (Calvo et al., 2016a; Li et al., 2011; Lisiak et al.,
2014; Mahan et al.,, 1999; Zhan et al., 2007).
Whereas, others observed no effect (Castro-Rios
and Narvaez-Solarte, 2013). In the present study,
only a tendency to higher drip loss values was
observed in SeS group when compared to the others.
Nevertheless, a significant higher moisture obtained
by lyophilization was found in the SeS group (P =
0.0001, Table 2). Lyophilization is based in the
conversion of water from solid to gas state and, it is
dependent on the structure through water molecules
have to defund. In muscle system, water is linked to
several structures. Thus, the differences in water
migration by lyophilization process indicate that
dietary Se may affect water linkage to biomolecules.
The departing hypothesis of this work was the fact
that a higher effectiveness of Se-dependent enzymes
also increases the cell integrity and/or reduces drip
channels. Such assumptions are based on the fact

that Huff-Longergan and Lonergan (2005) described
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that proteolysis of key cytoskeletal proteins as
desmin may be related to drip production. These
proteins have been shown to be degraded as early
as 45 min to 6 h postmortem in some muscles.
Degradation of these proteins at early postmortem
time would certainly allow water that is expelled from
the intramyofibrillar spaces, to remain in the cell for a
longer period, as well as avoid the formation of drip
channels as Farouk et al. (2012) explained. The lysis
of such proteins is mediated by calpain activity.
Hence, if calpain activity and activation is increased,
intermediate filament proteins would be more
effectively  broken, higher  protein-fragment
concentration will be found in the sarcoplasm and
therefore, less drip loss will be expected. This is in
agreement with the results reported by Calvo et al.
(2016a) who found higher WHC and higher
proteolytic activity when organic Se was supplied.
Instrumental color

Instrumental  color  parameters are
presented in Table 2. No color changes, measured
as CIE L~ (lightness), & (red color), b* (yellow-green
color), regarding to storage time were observed. CIE
L* and b* parameters were not affected by dietary
treatment in the present study. However, SeS-
enriched pigs showed lower &* value in muscle than
those from SeY group. Bobcek et al. (2004) and Zhan
et al. (2007) have also described comparable color
stabilization. Besides, Mahan et al. (1999) observed

paler muscle tissue in pigs fed with inorganic Se diet
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Table 2. Effect of selenium source (organic, SeY vs. mineral, SeS) and vitamin E and organic selenium (SeY-E)
treatments on a-tocopherol (ug-g?), intramuscular fat (IMF, g-kg?), drip loss (g-kg?), water loss by lyophilization
(9-kg?), moisture (g-kg?), minerals (ppm), TBARS (mg MDA-kg? meat) on days 0, 3 and 6 of refrigerated storage,
glutathione (UM-g* meat) and color parameters (CIE L*, a*, b*) on days 0 and 6 of refrigerated storage in muscle
samples from pigs fed the experimental diets.

SeS SeY SeY-E RMSE P
Drip Loss 306 2 269 @ 255 0P 8.4 0.1049
ws;i;:gzsn%h 746 & 739 > 740 b 47  0.0001
Moisture 791 785 788 52  0.5884
IMF 48.8 49.1 49.3 15 0.708
Vitamin E 17 ¢ 21°b 31 a 0.70  0.0001
Se 02 ° 032 0.3 a 0.07 0.1742
Ca 66 P 76 @ 80 @ 13.8  0.0079
P 2074 b 2376 @ 2305 @ 132 0.0007
Zn 67 P 95 a 91 @ 241 0.0178
TBARS
Day 0 2.0 1.8 1.9 1.02  0.8092
Day 3 253 19°b 20 ® 1.06 0.0713
Day 6 32 a 278 230 1.06 0.0381
Muscle glutathione
GSSH 09 2 06° 04 ¢ 0.14 0.0211
GSH free 370 @ 333 b 3210 7.97  0.0337
GSSH/GSH 26 a8 15 0P 13 b 0.01  0.0209
Colour parameters
L*
Day 0 52.1 52.0 52.1 3.28  0.9874
Day 6 51.3 50.9 51.3 3.29  0.9063
a*
Day 0 21 % 26 % 23® 079 01082
Day 6 1.7 2.0 1.7 0.83 0.2786
b
Day 0 11.9 12.4 12.2 1.14  0.2822
Day 6 11.9 12.1 12.0 0.96 0.7405

RMSE: root of the mean squares error from the main effect; IMF: intramuscular fat; TBARs: Thiobarbituric acid reactive
substances; GSH: glutathione; GSSH: Oxidized glutathione. Different letter indicates statistical difference (P < 0.05) between

dietary treatments.
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when compared to those fed organic Se.
Accordingly, Calvo et al. (2016b) found similar
differences in color parameters attending to Se
source.

Fatty acid profile

The concentration of FFA, NL and PL depending
on the treatment are shown in Figure 1. As it can be
observed, the highest concentration of FFA was
found in samples from SeY-E diet and the lowest in
the SeS one, whereas SeY showed intermediate
concentration. Such increase of FFA seems to be
partially associated with a depletion of NL
concentration while PL remained constant. These
results suggest that dietary  antioxidants
administration produces higher post-mortem lipolysis
in pork, thus leading to a higher FFA concentration.
This is in agreement with previous finding in which
antioxidants administration protected proteolytic
enzyme integrity (Calvo et al., 2016a). It can be
speculated that such antioxidant status may also
affect post-mortem lipolytic enzyme activity, leading
to higher FFA concentration. Nevertheless, in
addition to the stabilizing enzymatic effect mainly due
to the antioxidant Se properties, another possible
explanation may be the insulin mimetic effect of Se
(Stapleton, 2000), which can promote glucose uptake
by the cell and, subsequently, affecting glycolysis,
gluconeogenesis and fatty acid synthesis and
degradation processes. In fact, it has been found that

Se in its selenite form may alter the expression of
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genes involved in different lipid metabolic pathways
including lipolysis activity (Hassan et al., 2014).
Furthermore, Wang et al. (2016) recently reported
that the biological effect of Se on metabolic function
of mice high-fat diet-induced insulin resistance was
contradictory: post-treatment with Se promoted
lipolysis in adipose tissue, whereas pre-treatment
with Se increased adipocyte differentiation and fat
deposits in adipose tissue. These authors explained
that activation of GPx1 was in part responsible for Se-
exhibited bi-directional significance. These activation
differences may also be responsible of differences in
Se form effects of the present study; however, more
investigations are needed.

It is also of interest to observe the combined
effect of organic Se and vitamin E (SeY-E) on FFA
and, indirectly, on lipolysis of muscle. This dietary
treatment resulted in the highest concentration of
FFA when compared to the other groups. Conversely
to the effects described above, Koshkenbaev et al.
(1985) reported that protein and vitamin insufficiency
led to increase the FFA levels. However, other
studies reported that dietary vitamin E enrichment
might enhance lipase activity (Kenari and Naderi,
2016). The results of the present study would indicate
the possible potential lipolytic effect of dietary vitamin
E, which combined with organic Se in diets, might
enhance the observed Se effects on muscle post-
mortem lipolysis. Differences in lipase activity, and

consequently in lipid fractionation, would result in
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different concentration of flavor precursors and
differences in flavor development (Toldra and Flores,
1998).

At this point, it is necessary to indicate that the
observed increase in FFA concentration could
improve the generation of flavor changes and then,
the production of meat products with different
sensory characteristics. During thermal lipid
degradation, not all lipids contribute the same to
aroma formation. Unsaturated fatty acids are more
reactive during heating, thus producing large
quantities of volatiles (Wood et al., 2003). In addition,
the contribution of individual fatty acids (C18:3n-3,
C18:2n-6 and C18:1n-9) to odor in cooked meat was
shown to produce different cooked meat aroma
profiles although fishy notes were related to the
presence of C18:3n-3 and exacerbated by the
presence of ferrous iron used to catalyze the
oxidative reactions (Campo et al., 2003).

Tables 3, 4 and 5 show the fatty acid profile of
NL, AGL and PL fractions of lipids of LT muscle from
pigs fed the experimental diets. Little information and
some controversy exist about the effect of Se on fatty
acid profile of pork. Nuenberg et al. (2002) stablished
lower C18:3n-3 concentration in muscle microsomes
and higher C18:0 and C18:2n-6 concentrations in
muscle mitochondria from pigs fed Se-enriched diets
than those fed a control diet. Sang-Keun et al. (2009)
found lower C18:3n-3, C18:0 and C16:0 and higher

C16:1n-7 and C18:1n-9 concentrations in loin from
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pigs fed a diet enriched with 0.3% chrysanthemum
powder, 0.1% probiotics and 0.1% Se. These results
agree with those reported by Korniluk et al. (2008) in
lambs who depicted a possible increase of A9-
desaturase when 0.2 ppm of inorganic Se were
added, whereas Czauderna et al. (2010) showed the
opposite effect when the dose was increased to 0.5
ppm. In the present study, lower C18:0 concentration
was found in the fatty acid profile of the three fatty
acid fractions (NL, FFA and PL, Tables 3, 4 and 5) in
SeY and SeY-E groups compared to SeS. Moreover,
NL and FFA of SeY groups also showed higher A9-
desaturase index than group SeS (P =0.003 and P =
0.042, respectively) that resulted in a higher
proportion of C18:1n-9 (P = 0.029) and MUFA (P =
0.043) in NL fraction in group SeY (Tables 3 and 4).
However, in PL, the behavior in A9-desaturase index
was opposite and the proportion of C18:2n-6 was
higher (P = 0.029) in groups fed SeY. It is also of
interest to observe that elongase index value in FFA
increased when the SeY diet was used. However,
the combination of dietary high dose-vitamin E
supplementation and SeY did not result in different
monounsaturated or saturated fatty acid profile,
whereas the proportion of PUFA, C18:2n-6 and
C20:3n-6 increased when compared to the other
groups. Infante (1986) proposed that vitamin E and
Se play a role in the desaturation of n-3 and n-6
PUFAs by participating in the microsomal electron

transport chain and in a proposed peroxidase moiety
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Table 3. Fatty acid profile (g fatty acid per 100 g of quantified fatty acid) of neutral lipids fraction of Longissimus
thoracis muscle from pigs fed the experimental diets: : 0.4 ppm of inorganic Selenium (Se) and 21.6 ppm of vitamin
E (SeS), 0.4 ppm of organic Se and 22.4 ppm of vitamin E (SeY) and 0.4 ppm of organic Se and 121.1 ppm of

vitamin E (SeY-E).

SeS SeY SeY-E  RMSE P
c16:0 254 247 249 1156 0.3858
C16:1n.7 389 429 38 0397 0.1656
C180 148 ° 134 © 125 ° 0689 0.0012
C18:1n-9 481 " 505 ° 500 ° 1315 00297
C18:2n6 554 ° 488 ' 627 ° 0653 0.0016
C18:3n-3 045 045 051 008 03156
C20:0 024 025 024 0029 09319
C20:1n.9 092 092 094 0082 08481

b b a
C20:31.6 062 " 059 ° 083 " 0144 00072
C20:41-6 006 006 006 0013 07844
SSAFA 404 ° 384 ° 376 1546 00212
SMUEA 529 © 557 ° 548 ° 0897 0.0439
SPUEA 6.66 = 597 ° 768 ° 0738 0.0008
Ul 674 ° 688 © 716 ° 1483 0.0031
ACL 175 175 175 0143 0.1696
S1.6/5n.3 140 122 141 3808 01186
podesatrase 009 009 007 0032 03614
b a a

Modesaturase 056 059 059 ° 0021 0.0033

018 016 015 008l 0.6527

Elongase

RMSE: root of the mean squares error from the main effect; ZSAFA: total of saturated fatty acids; *MUFA: total of

monounsaturated fatty acids; ZPUFA: total of polyunsaturated fatty acids; Ul: unsaturation index; ACL: average chain length; Zn-
6/Zn-3: (C18:2n-6 + C20:3n-6 + C20:4n-6) / C18:3n-3; A®>-desaturase: C20:4n-6 / (C20:3n-6 + C20:4n-6); A%-desaturase: (C16:1n-
7 + C18:1n-9)/ (C16:0 + C16:1n-7 + C18:0 + C18:1n-9); Elongase: (C18:0 + C20:1n-9) / (C16:0 + C18:0 + C18:1n-9 + C20:1n-9).
Different letter indicates statistical difference (P < 0.05) dietary groups.

of the desaturase complex, respectively. On the
contrary, other authors explained that these positive
effects on desaturase and elongase enzyme
activities were due to its antioxidant properties (Rey
et al., 2014).

CONCLUSIONS

The inclusion of 0.4 ppm of organic Se in pig
diets enhances the tissue accumulation of Se in

muscle and thus, the WHC (measured as drip loss
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and lyophilization losses) and lipid stability against
oxidation are improved.

Postmortem lipase activity increases when
organic Se is included in the diet and most FFA came
from the lipolysis of NL. The combination of the
natural form of Se with vitamin E in the diet seems to
increase this effect. Organic Se also enhances the

activity of A%-desaturase enzymes thus increasing

the concentration of C18:1n-9 with a concomitant
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decrease of C18:0 concentration. Consequently, Differences in the lipid fraction composition
meat from pigs fed organic Se could be considered might also result in products of different sensory
of higher quality from the nutritional point of view and characteristics; however, more research is needed.

it has more beneficial for the health of consumers.

Table 4. Fatty acid profile (g fatty acid per 100 g of quantified fatty acid) of free fatty acid fraction of Longissimus
thoracis muscle from pigs fed the experimental diets: : 0.4 ppm of inorganic Selenium and 21.6 ppm of vitamin E
(SeS), 0.4 ppm of organic Selenium and 22.4 ppm of vitamin E (SeY) and 0.4 ppm of organic Selenium and 121.1
ppm of vitamin E (SeY-E).

SeS SeY SeY-E RMSE P
C16:0 214 22.1 214 1.865 0.4829
C16:1n-7 2.89 3.12 2.74 0.585 0.2203
a b b
C18:0 19.4 16.6 16.8 2.727 0.0143
C18:1n-9 32.0 33.4 34.4 2.988 0.0943
C18:2n-6 15.9 16.8 16.7 1.087 0.1027
C18:3n-3 0.71 0.77 0.74 0.160 0.7622
C20:1n-9 0.81 1.20 0.95 0.611 0.3705
C20:3n-6 0.83 0.86 1.15 0.568 0.2649
C20:4n-6 5.22 5.14 5.33 1.235 0.9158
SSAFA 41.4 39.9 39.6 4.435 0.4925
SMUFA 37.9 37.3 35.5 3529 0.1785
b ab a
SPUFA 20.7 22.9 24.9 3.818 0.0181
ul 92.4 93.9 95.4 10.55 0.7526
ACL 17.6 17.6 17.6 0.084 0.4829
$n-6/2n-3 30.9 29.9 30.3 4631 0.8892
A°-desaturase 0.87 0.85 0.87 0.043 0.3557
b a a
M°-desaturase 0.46 0.49 0.49 0.022  0.042
b a a
Elongase 0.45 0.49 0.50 0.038 0.0113

RMSE: root of the mean squares error from the main effect; ZSAFA: total of saturated fatty acids; ZMUFA: total of
monounsaturated fatty acids; ZPUFA: total of polyunsaturated fatty acids; Ul: unsaturation index; ACL: average
chain length; Zn-6/2n-3: (C18:2n-6 + C20:3n-6 + C20:4n-6) / C18:3n-3; AS-desaturase: C20:4n-6 / (C20:3n-6 +
C20:4n-6); A°-desaturase: (C16:1n-7 + C18:1n-9)/ (C16:0 + C16:1n-7 + C18:0 + C18:1n-9); Elongase: (C18:0 +
C20:1n-9) / (C16:0 + C18:0 + C18:1n-9 + C20:1n-9). Different letter indicates statistical difference (P < 0.05)
between dietary groups.
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Table 5. Fatty acid profile (g fatty acid per 100 g of quantified fatty acid) of polar lipid fraction of Longissimus thoracis
muscle of pigs fed with the experimental diets: : 0.4 ppm of inorganic Selenium and 21.6 ppm of vitamin E (SeS),
0.4 ppm of organic Selenium and 22.4 ppm of vitamin E (SeY) and 0.4 ppm of organic Selenium and 121.1 ppm of

vitamin E (SeY-E).

SeS SeY SeY-E RMSE P
c16:0 225 225 222 1118 06792
C16:1n.7 1.69 150 144 ° 0121 00532
C18:0 8.78 812 ° 805 0786 0.0387
C18:1n-9 212 20.2 207 2251 0.5947
C18:21-6 29.8 314 ° 313 % 1928 00292
C18:3n.3 0.78 060 ° 060 " 0093 00721
C20:3n6 0.50 0.50 058 0124 0.1001
C20:4n26 103 108 107 1359  0.4847
C20:5n-3 0.48 0.49 052 0072 02561
C22:4n-6 1.72 1.62 156 0229  0.1889
C22:5n-3 1.60 1.56 170 0202 0.1450
C22:6n-3 0.70 0.64 0.66 0155 06152
SSAFA 31.3 307 302 " 1176 0.0370
SMUFA 22.9 217 221 2419 03742
SPUFA 45.9 476 477 2864 01061
Ul 159 161 162 5535 02240
AL 17.9 17.9 179 0052 04314
S1-6/5n-3 11.9 135 ° 127 ™ 1198  0.0077
A-desaturase 0.30 0.29 028 0038 02406
AS-desaturase 0.95 0.96 095 0012 01758
AS-desaturase 3.16 282 " 281" 0338 00088
Elongase 0.31 0.30 0.30 0.020 0.2731

RMSE: root of the mean squares error from the main effect; ZSAFA: total of saturated fatty acids; ZMUFA: total of
monounsaturated fatty acids; ZPUFA: total of polyunsaturated fatty acids; Ul: unsaturation index; ACL: average
chain length; £n-6/%n-3: (C18:2n-6 + C20:3n-6 + C20:4n-6 + C22:4n-6) / (C18:3n-3 + C20:5n-3 + C22:5n-3 +
C22:6n-3); A*-desaturase: C22:6n-3 / (C22:5n-3 + C22:6n-3); AS>-desaturase: C20:4n-6 / (C20:3n-6 + C20:4n-6);
A°-desaturase: (C16:1n-7 + C18:1n-9)/ (C16:0 + C16:1n-7 + C18:0 + C18:1n-9); Elongase: (C18:0 + C20:5n-3) /
(C16:0 + C18:0 + C20:5n-3 + C22:5n-3). Different letter indicates statistical difference (P < 0.05) between dietary

groups

Acknowledgements.

This research was supported by projects CDTI

IDI-20111017 and S2013/ABI-2913-MEDGAN-CAM.

We hereby acknowledge the cooperation Incarlopsa

and COPISO staff for the aid throughout the project

Articulo 2.

and Isabel Martin for the technical assistance in

laboratory analysis.

16



Tesis Doctoral: Mecanismo de accion y efecto de la suplementacion nutricional con selenio en la calidad de la carne

REFERENCES

Apple JK. (2007). Effects of nutritional
modifications on the water-holding capacity of
fresh pork: A review. Journal of Animal Breeding
and Genetics 124 (suppl.1): 43-58.

Ashgar A, Gray JI, Miller ER, Ku PK, Booren
AM and Buckley DJ. (1991). Influence of
supranutritional vitamin E supplementation in the
feed on swine growth, performance and
deposition in different tissues. Journal of the
Science of Food and Agriculture 57: 31-41.

Bobcek B, Lahu¢ky R, Mrazowa J, Bob&ek R,
Novotna K and VaSi¢ek D. (2004). Effects of
dietary organic selenium supplementation on
selenium content, antioxidative status of muscles
and meat quality of pigs. Czech Journal of Animal
Science 49: 9, 411-417.

BOE (2013). RD 53/2013, de 21 de octubre
por la que se establecen las normas basicas
aplicables para la proteccién de los animales
utilizados en experimentacion y otros fines
cientificos, incluyendo la docencia. Spain. Boletin
Oficial del Estado 252: 34367-34391.

Calvo L, Toldra F, Aristoy MC, Lépez-Bote
CJ and Rey Al. (2016a). Effect of dietary organic
selenium on muscle proteolytic activity and water-
holding capacity in pork, Meat Science 121: 1-11.

Calvo L, Toldra F, Rodriguez Al, Lopez-Bote
CJ and Rey Al. (2016b). Effect of dietary

selenium source (organic vs. Mineral) and muscle

Articulo 2.

pH on meat quality characteristics of pigs. Food
Science and Nutrition. DOI: 10.1002/fsn3.368.

Campo MM, Nute GR, Wood JD, Elmore SJ,
Mottram DS and Enser M. (2003). Modelling the
effect of fatty acids in odour development of
cooked meat in vitro: Part | - Sensory perception.
Meat Science 63: 367-375.

Castro-Rios K and Narvaez-Solarte W.
(2013). Sensory quality and cooking loss in pork
meat: Effect of sex and source of selenium.
Biotecnologia en el sector agropecuario y
agroindustrial 11(1): 130-135.

Chen G, Wu J and Li C. (2014). Effect of
different selenium sources on production
performance and biochemical parameters of
broilers. Journal of Animal Physiology and Animal
Nutrition 98: 747-754.

CIE. (1976). Recommendations on uniform
colour spaces-color difference  equations
psychometric  colour terms. Commission
Internationale de I'Eclairage, Suppl. 2 to CIE.
Publication n° 15 (E-1.31) 197/ (TC-1.3). Bureau
de la CIE, Paris.

Czauderna M, Kowalczyk J, Krajewska K.A
and Michalski JP. (2010). The dietary level of
selenite and selenized yeast influences the
concentrations of selected fatty acids in the
abdominal fat and brain of rats. Journal of Animal

and Feed Sciences 19: 113-129.

17



Tesis Doctoral: Mecanismo de accion y efecto de la suplementacion nutricional con selenio en la calidad de la carne

Fairweather-Tait SJ, Bao Y, Broadley MR,
Collings R, Ford D, Hesketh JE and Hurst R.
(2011). Selenium in human health and disease.
Antioxidants and Redox Signaling 14(7): 1337-
1383.

Farouk MM, Mustafa NM, Wu G and Krsinic
G. (2012). The “sponge effect” hypothesis: An
alternative explanation of the improvement in the
waterholding capacity of meat with ageing. Meat
Science 90: 670-677.

Faustman C and Wang F. (2000). Potential
mechanisms by which vitamin E improves
oxidative stability of myoglobin. In: Decker EA,
Faustman C and Lopez-Bote CJ (Eds.)
Antioxidants  in  muscle  foods-nutritional
strategies to improve quality. Toronto: John Wiley
and Sons Inc, pp. 135-152.

Finkel T and Holbrook NJ. (2000). Oxidants,
oxidative stress and the biology of ageing. Nature
408: 239-247.

Finley JW. (2006). Bioavailability of selenium
from foods. Nutrition Reviews 64: 146-151.

Garcés R and Mancha M. (1993). One-step
lipid extraction and fatty acid methyl-esters
preparation from fresh plant-tissues. Analytical
Biochemistry 211: 139-143.

Grant CM, Collinson LP, Roe JH and Dawes
IW. (1996). Yeast glutathione reductase is

required for protection against oxidative stress

Articulo 2.

and is a target gene for yap-1 transcriptional
regulation. Molecular Microbiology 21: 171-179.

Hassan A, Ahn J, Suh Y, Choi YM, Chen P
and Lee K. (2014). Selenium promotes
adipogenic determination and differentiation of
chicken embryonic fibroblasts with regulation of
genes involved in fatty acid uptake, triacylglycerol
synthesis and lipolysis. Journal of Nutritional
Biochemistry 25: 858-867.

Honikel KO. (1997). Reference methods
supported by the OECD and their use in
Mediterranean meat products. Food Chemistry
59: 573-582.

Huff-Lonergan E and Lonergan SM. (2005).
Mechanisms of water-holding capacity of meat:
The role of postmortem biochemical and
structural changes. Meat Science 71: 194-204.

Infante JP. (1986). Vitamin E and selenium
participation in fatty acid desaturation. A proposal
for an enzymatic function of these nutrients.
Molecular Cell Biochemistry 69(2): 93-108.

Jang YD, Choi HB, Durosoy S, Schlegel P,
Choie BR and Kim YY. (2010). Comparison of
bioavailability of organic selenium sources in
finishing pigs. Asian Australasian Journal of
Animal Sciences 23: 931-936.

Kenari AA and Naderi M. (2016). Effects of
enriched Artemia by fish and soybean oils
supplemented with vitamin E on growth

performance, lipid peroxidation, lipase activity

18



Tesis Doctoral: Mecanismo de accion y efecto de la suplementacion nutricional con selenio en la calidad de la carne

and fatty acid composition of Persian sturgeon
(Acipenser persicus) laravae. Aquaculture
nutrition 22: 382-391.

Kim YY and Mahan DC. (2001). Comparative
effects of high dietary levels of organic and
inorganic selenium on selenium toxicity of
growing-finishing pigs. Journal of Animal Science
79: 942-948.

Korniluk K, Gabryszuk M, Kowalczyk J and
Czauderna M. (2008). Effect of diet
supplementation with selenium, zinc and o-
tocopherol on fatty acid composition in the liver
and loin muscle of lambs. Animal Science Papers
and Reports 26(1): 59-70.

Koshkenbaev  BKh, Tazhibaev  ShS,
Maksimenko VB and Sisemalieva ZhS. 1985.
Effect of protein-vitamin deficiency on the enzyme
activity of lipolysis and the synthesis of
cholesterol esters during hypokinesia. Voprosy
pitaniia 6: 53-57.

Krajewska KA, Rozbicka-Wieczorek AJ,
Kowalezyk J and Czauderna M. (2012). Dietary
linseed oil and selenite affect the concentration of
fatty acids and selenium in the spleen, pancreas,
and kidneys of lambs. Journal of Animal and Feed
Sciences 21: 285-301.

Lener M, Jaworska K, Muszynska M,
Sukiennicki G, Durda K, Gupta S, Ztowocka-
Pertowska E, Ktadny J, Wiechowska- Koztowska

A, Grodzki T, Jaworowska E, Lubinski J,

Articulo 2.

Gorecka-Szyld B, Wilk G, Sulikowski M, Huzarski
T, Byrski T, Cybulski C, Gronwald J, Debniak T,
Ashuryk O, Totoczko-Grabarek A, Jakubowska A,
Morawski A and Lubinski J. (2012). Selenium as
marker for cancer risk and prevention. Polish
Journal of Surgery 84(9): 470-475.

Li J, Zhou J, Zhao H, Lei X, Xia Z, Gao G and
Wang K. (2011). Enhanced water holding
capacity of meat was associated with increased
Sepw1 gene expression in pigs fed selenium-
enriched yeast. Meat Science 87: 95-100.

Lisiak D, Janiszewski P, Blicharski T,
Borzuta K, Grzeslowiak E, Lisiak B, Powalowsky
K, Samardakiewicz L, Batorska M, Skrzymowska
K and Hammermeister A. (2014). Effect of
selenium supplementation in pig feed on
slaughter value and physicochemical and
sensory characteristics of meat. Annals of Animal
Science 14: 213-222.

Mahan DC, Azain M, Crenshaw TD,
Cromwell GL, Dove CR, Kim SW, Lindemann
MD, Miller PS, Petigrew JE, Stein HH and Wan
Heugten E. (2014). Supplementation of organic
and inorganic selenium to diets using grains
grown in various regions of the United States with
differing natural Se concentrations and fed to
grower-finisher swine. Journal of Animal Science
92: 4991-4997.

Mahan DC, Cline TR and Richert B. (1999).

Effects of dietary levels of selenium- enriched

19



Tesis Doctoral: Mecanismo de accion y efecto de la suplementacion nutricional con selenio en la calidad de la carne

yeast and sodium selenite as selenium sources
fed to growing- finishing pigs on performance,
tissue selenium, serum glutathione peroxidase
activity, carcass characteristics, and loin quality.
Journal of Animal Science 77: 2172-2179.

Mateo RD, Spallholz JE, Elder R, Yoon | and
Kim SW. (2007). Efficacy of dietary selenium
sources on growth and carcass characteristics of
growing-finishing pigs fed diets containing high
endogenous. Journal of Animal Science 85(1):
1177-1183.

Mikulski D, Jankonwski J, Zdunczyk Z,
Wroblewska M, Sartowska K and Majewska T.
(2009). The effect of selenium source on
performance, carcass traits, oxidative status of
the organism and meat quality of turkeys. Journal
of Animal and Feed Sciences 18: 518-530.

Monahan FJ, Buckley DJ, Morrissey PA,
Lynch PB and Gray JI. (1992). Influence of dietary
fat and a-tocopherol supplementation on lipid
oxidation in pork. Meat Science 31: 229-241.

National Research Council, NRC. (2012).
Nutrient Requirement of Swine, eleventh ed.
NRC, National Academy Press, Washington DC,
USA.

Nuernberg K, Kuechenmeister U, Kuhn G,
Muernberg G, Winnefeld K, Ender K, Cogan U
and Mokady S. (2002). Influence of dietary

vitamin E and selenium on muscle fatty acid

composition in pigs. Food Research International
35: 505-510.

Padmaja S, Squadrito GL, Lemercier JN,
Cueto R and Pryor WA. (1996). Rapid oxidation
of DL-selenomethionine by peroxynitrite. Free
radical Biology and Medicine 21: 317-322.

Rey Al, Amazan D, Cordero G, Olivares A
and Lopez-Bote CJ. (2014). Lower oral doses of
micellized a-tocopherol compared to a-tocopheryl
acetate in feed modify fatty acid profiles and
improve oxidative status in pigs. International
Journal for vitamin and nutrition research 84(5-6):
229-243.

Rey Al, Daza A, Lépez-Carrasco C and
Lépez-Bote CJ. (2006). Quantitative study of the
alpha- and gamma-tocopherols accumulation in
muscle and backfat from Iberian pigs kept free-
range as affected by time of free-range feeding or
weight gain. Animal Science 82: 901-908.

Rey Al and Lépez-Bote CJ. (2014). Alpha-
tocopherol sterecisomer analysis as discriminant
method for distinguishing Iberian pig feed intake
during the fattening phase. Food Chemistry 142:
342-348.

Rey Al, Lopez-Bote CJ, Kerry JP, Lynch PB,
Buckley DJ and Morrissey, PA. (2004).
Modification of lipid composition and oxidation in
porcine muscle and muscle microsomes as
affected by dietary supplementation of n-3 with

either n-9 or n-6 fatty acids and alpha-tocopheryl

20

Articulo 2.



Tesis Doctoral: Mecanismo de accion y efecto de la suplementacion nutricional con selenio en la calidad de la carne

acetate. Animal Feed Science and Technology
113(1-4): 223-238.

Rowe LJ, Maddock KR, Lonergan SM and
Huff-Lonergan E. (2004). Oxidative environments
decrease tenderization of beef steaks through
inactivation of calpain. Journal of Animal Science
82: 3254-3266.

Ruiz J, Antequera T Andrés Al, Petron MJ
and Muriel E. (2004). Improvement of a solid
phase extraction method for analysis of lipid
fractions in muscle foods. Analytica Chimica Acta
520: 201-205.

Saito Y, Yoshida Y, Akazawa T, Takahashi K
and Niki E. (2003). Cell death caused by selenium
deficiency and protective effect of antioxidants.
Journal of Biological Chemistry 278: 39428 -
39434.

Salih M, Smith DM, Price JF and Dawson LE.
(1987). Modified extraction 2- thiobarbituric acid
method for measuring lipid oxidation in poultry.
Poultry Science 66: 1483-1488.

Sang-Keun J, II-Suk K, In-Chul H, Seung-
Youn Ch, Ki-Ok Y, Jin-Gun K and Suk-Nam K.
(2009). Effect of feeding complex of wild
chrysanthemum powder, probiotics and selenium
on meat quality in finishing porks. Korean Journal
of Food Science and Animal Resources 29(1):

114-120.

Articulo 2.

SAS. (2009). SAS user's guide statistics.
Statistical Analysis Systems Institute Inc., Cary,
NC, USA.

Schrauzer GN. (2000). Selenomethionine: a
review of its nutritional significance, metabolism
and toxicity. The Journal of Nutrition, 130, 1653-
1656.

Segura J and Lépez-Bote CJ. (2014). A
laboratory efficient method for intramuscular fat
analysis, Food Chemistry 145: 821-825.

Seko Y, Saiti Y, Kitahara J and Imura N.
(1989). Active oxygen generation by the reaction
of selenite with reduced glutathione in vitro. In:
Wendel A (ed) Selenium in Biology and Medicine.
Berlin: Springer-Verlag, pp 33-70.

Spallholz JE. (1994). On the nature of
selenium toxicity and carcinostatic activity. Free
Radical Biology and Medicine 17: 45-64.

Stapleton SR. (2000). Selenium: an insulin-
mimetic. Cellular and Molecular Life Sciences 57:
1874-1879.

Surai PF. (2002). Selenium in poultry
nutrition 2. Reproduction, egg and meat quality
and practical applications. World’'s Poultry
Science Journal 58: 431-450.

Suzuki KT and Ogra Y. (2002). Metabolic
pathway for selenium in the body: speciation by
HPLC708 ICP MS with enriched Se. Food

Additives and Contaminants 19(10): 974-983.

21



Tesis Doctoral: Mecanismo de accion y efecto de la suplementacion nutricional con selenio en la calidad de la carne

Toldra F and Flores M. (1998). The role of
muscle proteases and lipases in flavour
development during the processing of dry cured
ham. Critical Reviews in Food Science and
Nutrition 38: 331-352.

Zhan X, Wang M, Zhao R, Li W and Zu Z.
(2007). Effects of different selenium source on
selenium distribution, loin quality and antioxidant
status in finishing pigs. Animal Feed Science and
Technology 132: 202-211.

Wang X, Wu H, Long Z, Sun QG, Liu JZ, Liu
Y and Hai CX. (2016). Differential effect of Se on
insulin resistance, regulation of adipogenesis and
lipolysis. Molecular and Cellular Biochemistry
415: 89-102.

Wood JD, Richardson RI, Nute GR, Fisher
AV, Campo MM, Kasapidou E, Sheard PR and
Enser M. (2003). Effects of fatty acids on meat

quality: A review. Meat Science 66: 21-32.

Articulo 2.

22



5.3. Trabajo Experimental 3

Effect of dietary organic selenium on muscle
proteolytic activity and waterholding capacity in pork.

Los resultados del presente ensayo se recogen en el
siguiente articulo ya publicado:

Effect of dietary organic selenium on muscle proteolytic
activity and water-holding capacity in pork

L. Calvo, F. Toldra, M.C. Aristoy, C.J. Lopez-Bote, A.l. Rey

Meat Science, 121, 2016, 1-11.
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This study evaluates the effect of dietary selenium (Se) supplementation source (organic, Se-enriched yeast; SY
vs. inorganic, sodium selenite; SS), dose (0.2: L vs. 0.4: H mg/kg) and the combination of Se and vitamin E
(VITE + SS) for 26 days on drip loss, TBARS, colour changes, myofibrillar protein pattern and proteolysis in
pork. The lowest water losses were observed in the SY-H group when compared to the others. SY-H and
VITE + SS groups presented lower myofibrillar protein hydrolysis/oxidation. VITE + SS supplementation also re-
sulted in higher PRO, TRP and PHE content at days 2 and 7, whereas the SY group showed increased GLY and CAR
and tended to have higher TAU and ANS at day 2. The myofibrillar fragmentation index was not modified by the
dietary treatment; however, at day 8, it tended to be higher in groups supplemented with SeY and VITE + SS. The
results of the present study might indicate a possible relation between muscle proteolysis and water loss.

© 2016 Elsevier Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

Pork quality depends on important attributes such as water-holding
capacity, colour and oxidative stability, which are decisive in terms of
suitability for processing and storage. Unacceptable colour, water reten-
tion or stability of the fresh product are mainly important for their influ-
ence on consumer behaviour, but can also cause high economic losses in
the processing industry.

Feeding strategies are widely used in animals to improve meat qual-
ity (Andersen, Oksbjerg, Young & Therkildsen, 2005). Many interven-
tions have focused on dietary supplementation with antioxidants such
as selenium (Se) and/or vitamin E. Hence, vitamin E fed above dietary
requirements has been reported to protect against lipid oxidation
(Buckley, Morrissey & Gray, 1995) and to successfully improve the col-
our stability of fresh meat (Faustman & Wang, 2000) and other meat
quality characteristics such as water-holding capacity (Ashgar et al.,
1991). This reduction in meat drip losses has been attributed to the an-
tioxidant activity of vitamin E, which may stabilise membrane integrity
post-mortem, thus retaining sarcoplasmic protein in cells (Ashgar et al.,
1991).

Dietary Se supplementation has also been reported to have antioxi-
dant activities and to be effective in delaying post-mortem oxidation re-
actions, especially the organic form (Mahan et al., 2014). It has been

* Corresponding author.
E-mail address: anarey@vet.ucm.es (A.L Rey).

http://dx.doi.org/10.1016/j.meatsci.2016.05.006
0309-1740/© 2016 Elsevier Ltd. All rights reserved.

suggested that organic selenium is more effective because it reaches tis-
sues more efficiently (Mahan, Cline & Richert, 1999; Jang et al., 2010;
Mahan et al., 2014) and consequently pork shows improved water-
holding capacity and colour (Mahan et al.,, 1999; Zhan, Wang, Zhao, Li
& Zu,2007). However, there are no evident effects of selenium on mem-
brane stability, and the mechanism by which Se acts, especially the or-
ganic form, remains unclear. Furthermore, selenite at high doses has
been reported to act as a pro-oxidant (Shen, Yang, Liu & Ong, 2000). Or-
ganic Se (in the form of Se-enriched yeast) is taken up via methionine
transporter mechanisms and can be incorporated into selenoenzymes
or in place of methionine in general body proteins (Suzuki & Ogra,
2002). The incorporation of selenomethionine (Se-Met) into proteins
is non-specific and directly related to the dietary intake of selenium/
Se-Met, whereas the incorporation of selenium into selenocysteine is
specific and mediated at the ribosomal level (Schrauzer, 2000). As a
rule, the replacement of Met by Se-Met does not significantly alter pro-
tein structure but may influence the activity of enzymes if Se-Met re-
places Met in the vicinity of the active site (Schrauzer, 2000). Hence, it
has been described that the Se-Met-substituted thymidylate synthase
of Escherichia coli exhibited a 40% higher specific activity than the nor-
mal enzyme (Boles et al,, 1991).

In contrast to the general belief that drip loss is reduced by the pro-
tective effect of some antioxidants on the muscle membrane, Lonergan
and Lonergan (2005) have proposed that proteolysis and even protein
oxidation are keys in influencing the moisture retention capacity of
meat. Differences between animals and/or muscles in the oxidation of
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myofibrillar proteins and hence in the antioxidant defence system
would influence calpain activity post-mortem (Lonergan & Lonergan,
2005; Rowe, Maddock, Lonergan & Huff-Lonergan, 2004). Since calpain
enzymes contain histidine and SH-containing cysteine residues at their
active sites, they are particularly susceptible to inactivation by oxidation
(Lonergan & Lonergan, 2005). Calpain activation produces a rapid frag-
mentation of intermediate protein filaments in meat (such as desmin,
which links myofibrils to the cell membrane), preventing shrinking of
the overall muscle cell membrane (Lonergan & Lonergan, 2005), and
consequently reducing drip loss (Melody et al., 2004). Moreover, des-
min not only links myofibrils to cell membrane but it also connects
the adjacent myofibrils which are keys to transfer the shrinkage of myo-
fibrils and maintain the integral structure of muscles (Lonergan &
Lonergan, 2005). However, protein degradation not always increases
water holding capacity of pork (Lawson, 2004; Zhang et al., 2006).

Some previous studies have shown that dietary supplementation
with antioxidants such as vitamin E influences proteolysis in meat
(Rowe et al., 2004); however, to the best of our knowledge no informa-
tion exists on the possible effects of dietary Se on post-mortem protein
degradation.

We hypothesise that in pigs, dietary organic Se may exert a different
effect on myofibrillar protein hydrolysis/oxidation and proteolysis than
the inorganic form or vitamin E dietary enrichment. The objectives of
the present research were to study the effect of the selenium source (or-
ganic as Se-enriched yeast vs. mineral as sodium selenite in feed) and
dose (0.2 vs. 0.4 mg/kg) on muscle proteolysis, myofibrillar proteins
and other meat quality characteristics such as drip loss, TBARS, colour
changes and pigment oxidation.

2. Materialand methods

All experimental procedures performed in this study complied with
Spanish guidelines for the care and use of animals in research (BOE,
2013) and were in accordance with the protocols approved by the
Complutense University of Madrid.

2.1. Animals, experimental diets and sample collection

One hundred and eighty halothane-negative Large white x Landrace
female pigs (Topigs 20 x L337) were randomly selected at an average
live weight of 61.3 4 0.5 kg, distributed into six groups and housed in
an environmentally controlled, slatted-floor facility (Centenera del
Campo, Soria, Spain). Pigs (n = 10) were housed in an individual box
during the experimental period; hence, each treatment was replicated
three times. Diets were formulated to provide a nutrient composition
above NRC (2012) recommendations (Table 1) and were identical
in composition except for the selenium source: sodium selenite
(NaySe0s3) (SS) or selenomethionine from a Se-enriched yeast diet
(Saccharomyces cerevisiae, Sel-Plex; Alltech, Spain; Commission Regula-
tion (EC) No 1750/2006) (SY). In all cases, Se was added to the vitamin
mineral mix to achieve a final concentration of either 0.2 mg/kg (SY-L or
SS-L) or 0.4 mg/kg (SY-H or SS-H) (Table 1). In addition, a positive con-
trol group was supplemented with vitamin E in the diet (100 mg dl-o-
tocopheryl acetate/kg) (VITE-SS) and a negative control group received
a basal level of vitamin E (15 mg/kg) but no selenium supplementation
(CONTROL). Pigs were fed the experimental diets until the end of the
experiment (26 days in total), with 120.4 £ 2.5 kg. Food and water
were provided ad libitum for the duration of the study.

At the end of the experimental period, pigs were sent to a commer-
cial slaughterhouse (Incarlopsa, Tarancén, Cuenca, Spain) stunned with
CO, and slaughtered after a fasting period of 24 h. Then, carcasses were
eviscerated and split down the centre of the vertebral column before
being suspended in the air and chilled at 4 °C (1 m/s; 90% relative hu-
midity) for 2 h. Next, 24 h after slaughter, electrical conductivity and
pH were measured by means of a LFStar conductivity meter (Mattahdus
Ingenieurbiiro, Klausa, DE) and a portable pH meter pH*K21 (NWK

Table 1
Ingredients, major nutrients and analysed composition of the experimental diets.

CONTROL ~ SS-L SS-H SY-L SY-H VITE

Ingredients®

a-Tocopherol, 15 15 15 15 15 100
mg/kg
Selenium (sodium 0 0.2 0.4 0 0 0.2
selenite), mg/kg
Selenium 0 0 0 0.2 0.4 0
(Sel-Plex),
mg/kg
Major nutrients
Dry matter, % 89.8 89.8 89.8 89.8 89.8 89.8
Crude protein, % 132 13.2 13.2 13.2 13.2 13.2
Fat, % 6.2 6.2 6.2 6.2 6.2 6.2
Crude fiber, % 4.2 4.2 4.2 42 4.2 4.2
Ash, % 44 44 44 44 44 44
Starch, % 46.3 46.3 46.3 46.3 46.3 46.3
Lysine dig, % 0.7 0.7 0.7 0.7 0.7 0.7
Met dig, % 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2
Met + Cis dig, % 0.4 0.4 0.4 0.4 0.4 04
Thr dig, % 0.4 0.4 0.4 0.4 0.4 0.4
EN, kcal/kg 2449 2449 2449 2449 2449 2449

Analysed composition
a-Tocopherol, yg/g ~ 47.62 4153 51.74 4095 4281 175.09
Selenium, mg/kg 0.0004 0.19 0.42 0.22 0.39 0.21

2 Ingredients (g/kg): barley, 484.4; wheat, 25.0; corn, 8.00; soya cake 47, 6.00; sun-
flower oil, 5.00; mixed fats, 4.50; calcium carbonate, 1.03; L-lysine, 0.54; sodium bicarbon-
ate, 0.50; bicalcium phosphate, 0.37; salt, 0.26; premix*, 0.20; L-threonine, 0.08;
bactericide, 0.05; fungicide, 0.03. *Premix (per Tn of finished diet): vitamin A: 8,000,000
IU; vitamin D5: 1,800,000 IU; vitamin E (all rac a-tocopheryl-acetate)**: 15,000 mg; vita-
min By: 0.5 g; vitamin B,: 1.5 g; vitamin By,: 12 mg; vitamin Bg: 1 g; nicotinic acid: 15 g;
calcium pantothenate: 10 g; vitamin Ks: 0.5 g; choline chloride: 100 g; Fe (ferrous carbon-
ate): 70 g; Cu (pentahydrated sulphate): 15 g; Co (hydrate carbonate): 0.05 g; Zn (oxide):
100 g; Mn (oxide): 40 g; I (potassium iodure): 0.5 g; Se (sodium selenite)***: 0.2 g (SS-L)
or 0.4 g (SS-H); 6-fitase EC 4-12: 500,000 FTU; xylanase 4-8: 24,000,000 BXU; BHT E321:
2 g; citric acid E330: 6.9 g; sodium citrate E331: 0.2 g; sepiolite: 150 g.

Binar, Puergen, DE), respectively. Before pH measurement, the instru-
ment was calibrated with pH 7.0 4 0.02 and 4.0 + 0.02 buffers. Once
carcasses had been jointed, the untrimmed hams, shoulders and loins
were kept in a chilled room at 4 °C for 24 h and then weighed. Samples
of approximately 15 cm in size were taken from the longissimus
lumborum muscle at the level of the last rib and were stored in individ-
ual, vacuum-packed plastic bags at — 20 °C until analysis.

2.2. Laboratory analysis

2.2.1. Moisture determination in muscle samples (standard ISO-1442)

Muscle samples (5 g) were maintained in a dry heater at 100-105 °C
until constant weight. Humidity was determined gravimetrically at day
0 and after 8 days of refrigerated storage.

2.2.2. Drip loss in muscle samples

To determine weight loss during storage, approximately 1 cm? of
sample (weighing approximately 10 g) was taken from the longissimus
lumborum muscle. After cutting, samples were weighed, and put inside
of a mesh and a plastic bag that was closed and placed under refrigerat-
ed conditions at 4 °Cin a saturated atmosphere. Samples were weighed
again after 72 h of storage. The difference between initial and final
weights was used to calculate drip loss, which was expressed as a per-
centage of the initial weight (Honikel, 1997). Frozen samples were pre-
viously thawed before following the same procedure as described
above.

Weight loss was also gravimetrically quantified by sequenced
weights of 2 cm? samples at 20, 40 and 60 h during the lyophilisation
process.
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2.2.3. Tocopherol quantification in muscle samples

The a-tocopherol concentration in muscle samples was quantified
by direct extraction as described by Rey, Daza, Lépez-Carrasco and
Lopez-Bote (2006). Briefly, muscle samples were mixed with 0.054 M
dibasic sodium phosphate buffer adjusted to pH 7.0 with HCl and abso-
lute ethanol. After mixing, the tocopherol was extracted with hexane by
centrifugation. The upper layer was evaporated to dryness and dis-
solved in ethanol prior to analysis. Tocopherols were analysed by re-
verse phase HPLC (HP 1100, equipped with a diode array detector;
Agilent Technologies, Waldbronn, Germany) as described elsewhere
(Rey & Lépez-Bote, 2014). Identification and quantification were carried
out using a standard curve (R? = 0.999) of the pure compound (Sigma,
Alcobendas, Madrid). All samples were analysed in duplicate. The o-
tocopherol concentration in muscle was assessed on days 0 and 8 of re-
frigerated storage at 4 °C.

2.2.4. TBARS analysis of muscle samples

The susceptibility of muscle homogenates to lipid oxidation induced
by iron-ascorbate was determined by a modification of the method de-
scribed by Kronburst and Mavis (1980). Muscle homogenates in 1.15%
KCl (0.1 g/ml) were incubated at 37 °C in 40 nM Tris-maleate buffer
(pH 7.4) with 1 mM FeSO4 and 2 mM ascorbic acid in a total volume
of 10 ml. At fixed time intervals (0, 30, 60, 90 and 120 min), aliquots
were removed for measurement of TBARS. Absorbance was measured
at 532 nm. TBARS were expressed as mM malondialdehyde (MDA)/g
sample.

2.2.5. Glutathione quantification

Reduced glutathione (GSH) and oxidised glutathione (GSSH) were
quantified spectrophotometrically at 405 nm in deproteinised muscle
using the corresponding diagnostic colourimetric kit (Arbor assays,
USA). The concentration of oxidised glutathione was determined from
the 2-vinylpyridine-treated samples read off 2-vinylpyridine-treated
standard curve. Free glutathione (GSH) concentrations were obtained
by subtracting the oxidised glutathione (GSSH) levels obtained from
the 2-vinylpyridine-treated standard from non-treated standards and
samples (total GSH). The concentrations obtained were expressed as
uM of glutathione.

2.2.6. Instrumental colour analysis

Two-cm-thick samples were placed on trays and kept at 4 °C for col-
our measurement. Muscle colour was evaluated on days 1 and 7 after
slaughter by means of a Chroma Meter (CM 2002, Minolta, Camera,
Osaka, Japan) previously calibrated against a white tile in accordance
with the manufacturer's recommendations (CIE, 1976). The average of
five random readings was used to measure lightness (L*), redness (a*)
and yellowness (b*). Meat pigments (oxymyoglobin, deoxymyoglobin
and metmyoglobin) were calculated by the isosbestic wavelengths
measured by means of the Chroma Meter. Hence, oxymyoglobin was
calculated by the isosbestic wavelengths of deoxymyoglobin and
metmyoglobin (610 nm/525 nm); deoxymyoglobin by the isosbestic
wavelengths of oxymyoglobin and metmyoglobin (as the ratio of mea-
surement at 474 nm/525 nm) and metmyoglobin by the isosbestic
wavelengths of deoxymyoglobin and oxymyoglobin (572 nm/52 nm)
(Tang, Faustman, & Hoagland, 2004). Colour measurement and pigment
concentrations in muscle were assessed on days 0, 4 and 8 of refrigerat-
ed storage at 4 °C.

2.2.7. Separation of myofibrillar proteins by SDS-PAGE

Extraction of sarcoplasmic and myofibrillar proteins was performed
as described by Molina and Toldra (1992). Meat samples were
homogenised with 30 mM phosphate buffer, pH 7.4 (dilution 1:10, w/
v), using a masticator (IUL Instruments, Barcelona, Spain) for 4 min.
After centrifugation at 10,000 g for 20 min at 4 °C, the supernatant con-
taining the sarcoplasmic proteins was passed through glass wool and
collected. The procedure was repeated twice in order to wash the pellet

that was then resuspended in 9 volumes of 100 mM phosphate buffer,
pH 7.4, containing 0.7 M potassium iodide. The mixture was homogenised
in the masticator for 8 min and then centrifuged at 10,000 g for 20 min at
4 °C. The supernatant was collected for analysis of myofibrillar proteins.
The protein concentration of both supernatants containing sarcoplasmic
and myofibrillar proteins was calculated by using bicinchoninic acid
(Sigma-Aldrich) as reagent and bovine serum albumin as standard.

Proteins were separated by 10% SDS-PAGE as described by Toldra,
Miralles and Flores (1992). The sarcoplasmic and myofibrillar extracts
were mixed in a ratio of 1:1 with 50 mM Tris buffer, pH 6.8, containing
8 M urea, 2 M thiourea, 75 mM dithiothreitol, 3% (w/v) SDS and 0.05%
bromophenol blue, heated at 100 °C for 4 min and immediately chilled
in ice and used for electrophoresis. The amount of protein injected into
the gels was 12 pg per lane. Once proteins had been separated, gels were
stained with Coomassie brilliant blue R-250 (Laemmly, 1970). Standard
proteins (Bio-Rad Laboratories, Inc., CA, USA) were run simultaneously
for molecular mass identification. Stained bands in each gel were rela-
tively quantified by densitometry, using the Image] Program (http://
rsbweb.nih.gov/ij/).

2.2.8. Determination of free amino acids

Free amino acids were determined following the procedure de-
scribed by Aristoy and Toldra (1991). Meat samples (longissimus
lumborum muscle) were cut and minced, and 5 g were homogenised
with 0.01 M HCI 1:5 (w/v) in a masticator (IUL Instruments) for 8 min
at 4 °C. After centrifugation at 10,000 xg for 20 min at 4 °C, the superna-
tant was filtered through glass wool and stored at — 20 °C until re-
quired. Once samples had thawed, 250 pl plus 50 pl of an internal
standard solution (1 mM norleucine in 0.01 M HCl) was deproteinised
using 2.5 volumes of acetonitrile and then centrifuged at 10,000 x g
for 5 min. Amino acid derivatisation was carried out with phenyl iso-
thiocyanate (PITC) according to Bidlingmeyer, Cohen, Tarvin and Frost
(1987). Supernatant (500 pl) was vacuum dried, mixed with 15 pl of
methanol: 1 M sodium acetate: triethylamine (2:2:1) (v:v:v) and dried
again. Then, 15 pL of methanol:water:triethylamine:PTIC (7:1:1:1,
v:v:v:v) was added, held for 20 min and then dried. Derivatised amino
acids were dissolved in 300 pl of 0.005 M phosphate buffer, pH 7.4, con-
taining 5% acetonitrile, and analysed by reversed-phase HPLC in a 1200
Series Agilent chromatograph (Agilent, Palo Alto, CA, USA) using a Pico
Tag® column (3.9 x 300 mm) (Waters Corporation, Milford, MA, USA).
Separation was achieved in 55 min at 52 °C using a gradient between
two solvents: 70 mM sodium acetate at pH 6.55 containing 2.5% of aceto-
nitrile (solvent A) and water:acetonitrile:methanol (40:45:15) (solvent
B), as described by Armenteros, Aristoy, Barat and Toldra (2012). Sepa-
rated amino acids were detected at 254 nm.

2.2.9. Myofibrillar fragmentation index (MFI)

The myofibrillar fragmentation index was performed in duplicate as
described by Culler et al. (1978). 40 ml cold MFI buffer (100 mM KCl,
20 mM potassium phosphate at pH 7, 1 mM MgCl, and 1 mM NaN3 in
distilled deionised water) was added to a blender containing the sample
(4 g) and homogenised for 30 s. The homogenate was then centrifuged
at 1000 x g for 15 min at 2 °C and afterwards the supernatant was
discarded. The pellet was resuspended in 40 ml cold MFI buffer and cen-
trifuged at 1000 x g for 15 min. The pellet was again resuspended in
10 ml cold MFI buffer and vortexed until well mixed. Finally, the sample
was poured through a polyethylene strainer to remove the connective
tissue and the centrifuge tube was rinsed with an additional 10 ml
cold MFI buffer. The protein content in each suspension was also mea-
sured by Biuret reaction. The extract (0.25 ml) was mixed with
0.75 ml of MFI buffer and 4 ml of Biuret reagent (Sigma-Aldrich,
Alcobendas, Madrid). The mixture was vortexed and placed in the
dark for 30 min. Bovine serum albumin (BSA) (Sigma-Aldrich) was
used as standard at concentrations of 0, 2.5, 5, 7.5 and 10 mg/ml. Once
that the sample protein was determined, the amount of solution taken
for MFI measurement contained approximately 0.5 mg protein/ml
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solution. MFI was measured spectrophotometrically using a Thermo
Scientific Multiskan GO (Thermo Fisher, Alcobendas, Madrid) UV-Vis
spectrophotometer at 540 nm, and it was expressed as absorbance of
a myofibrillar protein solution (concentration 0.5 mg/ml) multiplied
by 200.

2.2.10. Statistical analysis

The experimental unit for analysis of all data was the yard. Data were
analysed following a completely randomised design using the general lin-
ear model (GLM) procedure contained in SAS (version 9; SAS Inst. Inc.,
Cary, NC). A comparative analysis between means was conducted using
the following orthogonal contrasts: (1) Control vs. others; (2) Vitamin E
vs. others; (3) Se source effect; (4) Se dose effect (5) Source x dose inter-
action; (6) Control vs. Se; (7) Vitamin E vs. Se; and (8) Control vs. vitamin
E. Data were presented as the mean of each group and root mean square
error (RMSE) together with significance levels (P value). Differences be-
tween means were considered statistically significant at P < 0.05.

3. Resultsand discussion
3.1. Carcass characteristics

Carcass characteristics are presented in Table 2. Carcass, psoas major,
longissimus thoracis et lumborum, ham and shoulder weights were not
statistically affected by dietary treatments. Total lean percentage was
also unaffected; however, the percentage of dorsal fat was lower
(P =0.031) in those pigs supplemented with organic Se at high doses
(SY-H) or vitamin E + Se. Kim et al. (2012) reported that Se (in the
form of sodium selenite) inhibits adipocyte hypertrophy and abdominal
fat accumulation in rats. Other authors found that a combination of Se
and vitamin E supplements partially modulated fatty acid distribution
(Douillet, Bost, Accominotti, Borson-Chazot & Ciavatti, 1998). In addi-
tion, Podszun et al. (2014) found that dietary a-tocopherol reduced
high-fat-induced lipid accumulation in the liver. These effects were re-
cently related to the potential increase in cell resistance to insulin (Pinto
etal., 2012). The lack of effect observed in groups SS-L, SS-H and SY-L in
the present study may have been due to an insufficient dose or admin-
istration time for observing these effects, and SY-H and vitamin E + Se
were the most effective treatments to reduce fat percentage.

3.2. Electrical conductivity, pH, drip loss and meat composition
The electrical conductivity (EC), pH and drip loss of muscle samples
were unaffected by either selenium source or dietary vitamin E supple-

mentation (Tables 2 and 3). However, a marked effect was observed of
organic selenium on total water losses and evolution during the

Table 2

lyophilisation process. Hence, meat samples from groups supplemented
with the organic source of Se showed lower water losses after 20 h (P =
0.009),40 h (P = 0.037) and 60 h (P = 0.045) when compared to the
mineral source of Se. This effect resulted in lower water losses during
the initial water loss process during lyophilisation (lower percentage
at 20 h, P = 0.027). It is interesting to note that the lowest water losses
were observed in the SY-H group. Organic Se has been reported to in-
crease water-holding capacity (Mahan et al., 1999; Zhan et al., 2007; Li
et al,, 2011; Lisiak et al., 2014), although other authors have not found
any effect in pork (Castro-Rios & Narvaez-Solarte, 2013; Bobcek et al.,
2004). However, these latter authors used doses of 0.3 mg/kg or lower.
In contrast, Li et al. (2011) used three different doses of selenium-
enriched yeast (0, 0.3, and 3.0 mg Se/kg) and found a clearly lower drip
loss in meat samples from pigs supplemented with 3.0 mg/kg, whereas
the use of 0.3 mg/kg resulted in intermediate drip loss values that were
no different from those obtained from the samples from non-
supplemented pigs. Other authors who have observed an effect on drip
loss used between 0.4-0.5 mg/kg in the form of organic Se (Lisiak et al.,
2014) or a supplementation time of 40 days using doses of 0.3 mg/kg
(Zhan et al., 2007). Mahan et al. (1999) fed pigs from 55 to 105 kg with
organic selenium and found lower drip losses with a dose of 0.3 mg/kg
when compared with the inorganic form. In the present research it was
observed that differences were not statistically significant in drip loss of
frozen muscle. The vitamin E + SS-supplemented group showed inter-
mediate water loss values that were the same as in the other groups,
and a lower percentage of water loss at 60 h (P = 0.0013) when com-
pared to the control group. According to the results of the present
study, vitamin E plus a low dose of SS seems to have a more limited effect
as regards reducing water loss in muscle samples when compared to or-
ganic Se at higher doses. Several authors have found that high levels of vi-
tamin E reduce the amount of drip loss in pork (Ashgar et al., 1991;
Cheah, Cheah & Krausgrill, 1995) in the samples from pigs carrying the
halothane gene (Cheah et al., 1995) or in pigs of unknown halothane sta-
tus. These effects have been attributed to the antioxidant capacity of vita-
min E, which protects membrane integrity and thus reduces water loss
(Ashgar et al., 1991). Conversely, other studies have shown no effect or
contradictory results (Dirinck, Winne, Casteels & Frigg, 1996; Jensen
et al,, 1997). Moreover, other authors have reported no beneficial effect
on meat quality when using a combination of dietary vitamin E
(60 mg/kg) and Se at low doses (0.2 mg) (Kawecka, Jacyno, Matysiak,
Kolodziej-Skalska & Pietruszka, 2013).

3.3. Tocopherol accumulation

The vitamin E concentration as affected by dietary treatment is pre-
sented in Table 4. As expected, muscle a-tocopherol content was

Effect of selenium source (organic, SY vs. mineral, SS), dose (low, L vs. high, H) and vitamin E supplementation on electric conductivity (EC) and pH after slaughter in muscle samples from

pigs fed the experimental diets.

CONTROL SS-L SS-H SY-L SY-H VITE + SS RMSE!  P?

Carcass characteristics

Carcass weight, kg 95.23 94.48 94.37 96.01 91.85 91.74 5.942 0.2761
Psoas major weight, kg 0.59 0.58 0.59 0.59 0.60 0.58 0.035 0.5435
Longissimus thoracis et lumborum weight, kg 4.18 ba 4.11 ba 4.26 a 4.21 ba 414 ba 4,03 b 0.249 0.1941
Ham weight, kg 12.64 12.55 12.56 12.99 1233 1243 0.881 0.3362
Shoulder weight, kg 8.06 ba 7.93 ba 8.01 ba 8.07 a 7.95 ba 7.86 b 0.252 0.1984
Total lean meat, % 57.00 56.24 56.46 56.59 57.86 57.80 2.728 0.4502
Dorsal fat, % 24.81 ba  26.12 a 25.00 ba 2493 ba 2247 b 2291 b 3323 0.0310
Meat characteristics

pHat3h 6.40 6.37 6.39 6.48 6.45 6.44 0.253 0.8561
pHat20h 5.69 5.75 5.67 5.68 5.66 5.67 0.158 0.6404
pHat36 h 5.71 5.76 5.68 5.68 5.68 5.69 0.154 0.6436
ECat20h 2.47 2.75 241 2.22 2.30 2.11 1214 0.7884
ECat36h 3.83 4.19 3.78 3.47 447 3.59 1.412 0.4053

1 RMSE: root of the mean square error.
2 p: differences were statistically significant when P < 0.05.
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Table 3

Effect of selenium source (organic, SY vs. mineral, SS), dose (low, L vs. high, H) and vitamin E supplementation on moisture, drip loss and water loss during lyophilisation in muscle samples

from pigs fed the experimental diets.

Probability of contrast?

CONTROL SS-L SS-H SY-L SY-H VITE + SS RMSE! 1 2 3 4 5 6 7 8
Moisture (%)
Day 0 73.90 73.76 73.58 73.48 73.45 73.04 1.37 Ns* NS NS NS NS NS NS NS
Day 7 73.63 73.37 73.22 72.95 72.42 73.35 1.16 NS NS NS NS NS NS NS NS
Drip loss (g drip loss/100 g samples)
Fresh 6.83 747 6.74 6.61 6.67 7.46 1.53 NS NS NS NS NS NS NS NS
Frozen 16.05 16.11 14.77 15>03 13.98 14.76 241 NS NS NS NS NS NS NS NS
Water loss during lyophilization (g water/100 samples)
20 h 71.87 71.65 70.62 68.98 68.15 69.28 2.87 0.0470 NS 0.0090 NS NS 0.0600 NS NS
40 h 72.84 73.18 72.35 72.09 71.81 72.41 1.15 NS NS 0.0371 NS NS NS NS NS
80h 73.34 73.55 72.78 72.46 72.26 72.75 1.18 NS NS 0.0450 NS NS NS NS NS
pc 20 h® 97.99 97.40 97.03 95.20 94.27 95.19 3.26 0.0700 NS 0.0270 NS NS NS NS 0.0750
pc_40 h 1.33 2.09 239 4.29 5.11 432 332 0.0630 NS 0.0310 NS NS 0.0909 NS 0.0619
pc_60 h 0.68 0.51 0.58 0.51 0.62 0.48 0.14 0.0100 0.0538 NS 0.0550 NS 0.0244 NS 0.0013

1 RMSE: root of the mean square error.

2 Probability of contrast: (1): CONTROLvs. others; (2): VITE + SS vs. others; (3): SeY vs. SS; (4) S-Lvs. S-H; (5): Se source x Se dose interaction; (6) CONTROL vs. Se; (7) VITE + SSvs. Se;

(8) CONTROL vs. VITE + SS. Differences were statistically significant when P < 0.05.
3 Percentage of drip losses at 20 h.
4 NS: not statistically significant.

affected by dietary a-tocopheryl acetate concentration, and groups
supplemented with 100 mg/kg thus showed a higher concentration
in meat samples (P = 0.0001) than the other groups. Vitamin E
was also affected by sample storage time, with all experimental
groups showing a decrease. This is because vitamin E plays an impor-
tant role in lipid antioxidant defence in the cell membrane (Buckley
et al., 1995). Moreover, it is interesting to observe that control sam-
ples presented the lowest content of vitamin E, even though these
had been supplemented with the same vitamin E dose as the Se-
supplemented groups; however, differences between these groups
were not statistically significant.

Table 4

3.4. Lipid oxidation and antioxidant status

To evaluate the oxidative stability of pork according to selenium
source or dose when compared to a control or a vitamin E + SS-
supplemented group, ferrous-induced oxidation was measured in mus-
cle samples (Table 4). Muscle samples from pigs supplemented with di-
etary vitamin E at 100 mg/kg plus 0.2 mg SS/kg showed the lowest
malondialdehyde (MDA) concentration at 0 min (P = 0.0004), 30 min
(P = 0.0001), 60 min (P = 0.0010), 90 min (P = 0.0001) and
120 min (P = 0.0001) of incubation when compared to the other
groups. Moreover, samples from pigs supplemented with vitamin

Effect of selenium source (organic, SY vs. mineral, SS), dose (low, L vs. high, H) and vitamin E supplementation on a-tocopherol (ug/g), ferrous-induced oxidation (mg MDA/g meat) and

muscle glutathione (UM/g) in muscle samples from pigs fed the experimental diets.

Probability of contrast?

CONTROL  SS-L SS-H SY-L SY-H VITE + SS RMSE' 1 2 3 4 5 6 7 8

Vitamin E (ug/g)

Day 0 1.88 2.11 212 2.00 1.97 3.28 0.54 0.0384  0.0001 NS NS NS NS 0.0001 0.0001

Day 7 1.51 1.68 143 1.65 147 271 0.40 0.0666  0.0001 NS NS NS NS 0.0001 0.0001

Day 0-7 0.37 0.42 0.69 0.35 0.50 0.57 0.38 N NS NS NS NS NS NS NS

TBARS (mg MDA/g)

0 min 1.65 1.26 1.28 1.46 1.29 0.87 0.37 0.0004 NS NS NS 0.0229 0.0022 0.0001
0.0036

30 min 1.62 123 134 144 1.27 0.83 0.33 0.0001 NS NS NS 0.0201 0.0002 0.0001
0.0020

60 min 1.71 1.53 1.44 1.58 1.46 1.03 0.40 0.0010 NS NS NS NS 0.0028 0.0007
0.0401

90 min 1.93 1.65 1.55 1.81 1.53 1.14 0.35 0.0001 NS NS NS 0.0304  0.0004 0.0001
0.0036

120 min 191 1.81 1.77 1.98 1.82 1.17 0.41 0.0001 NS NS NS NS 0.0001 0.0003
NS

Muscle glutathione (UM/g)

GSSH 1.47 1.03 0.86 1.25 0.51 0.41 0.99 0.094 NS NS NS NS NS 0.027
0.075

GSHfree 34.00 35.51 37.02 29.09 3329 32.11 8.04 NS 0.064 NS NS NS NS NS
NS

GSSH/GSH 422 2.80 2.63 5.02 1.54 1.29 0.006 0.096 NS 0.089 NS NS NS 0.054

NS

T RMSE: root of the mean square error.

2 Probability of contrast: (1): CONTROLvs. others; (2): VITE + SS vs. others; (3): SeY vs. SS; (4) S-Lvs. S-H; (5): Se source x Se dose interaction; (6) CONTROL vs. Se; (7) VITE + SSvs. Se;

(8) CONTROL vs. VITE + SS. Differences were statistically significant when P < 0.05.
3 NS: not statistically significant.
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E + SS had higher lipid stability (P < 0.05) than those supplemented
with Se alone. Thus, MDA concentration in muscle was reduced by
about 43% in vitamin E + SS-supplemented pigs and by 14% in animals
fed with a selenium-enriched diet when compared to control group. In
addition, MDA production in the vitamin E + SS group was also reduced
by 34% when compared to Se-supplemented pigs (P < 0.005). a-
Tocopherol which is mainly located in muscle membrane (Buckley
et al,, 1995) has been reported to be an effective antioxidant, capturing
free radicals and other reactive substances (Dirinck, De Winne,
Casyteels & Frigg, 1996). Selenium is also recognised as an essential
trace element that plays an important role in antioxidant defences as a
component of Se-dependent glutathione peroxidase (GSH-Px). This en-
zyme protects cells against damage caused by free radicals and
lipoperoxides (Finkel & Holbrook, 2000). The effect of both compounds
has also been studied and a synergistic action has been reported between
vitamin E and Se to protect the cell (Saito, Yoshida, Akazawa, Takahashi &
Niki, 2003). Harsini, Habibiyan, Moeini and Abdolmohammadi (2012)
compared vitamin E (125 and 250 mg/kg) and Se (0.5 and 1 mg/kg) sup-
plementation both separately and in combination (125 mg vitamin E/kg
and 0.5 mg Se/kg), and found a higher reduction in MDA production in
broilers fed with both compounds when compared to the control. How-
ever, they did not find differences between vitamin E or selenium when
supplemented separately. Ebeid, Zeweil, Basyony, Dosoky and Badry
(2013) also reported a similar antioxidant effect of organic selenium
(0.3 mg/kg) and vitamin E (250 mg/kg) in rabbits, and the combination
of both was the most effective treatment to reduce TBARS. In contrast,
other authors have not found any positive effect of organic Se at low
doses (0.3 mg/kg) on the oxidative stability of pork muscle (Krska
et al,, 2001).

In the present research, no differences were detected in TBARS pro-
duction according to Se source or dose. In contrast, Zhan et al. (2007) re-
ported a higher stability of muscle samples against lipid oxidation
following supplementation with the organic form at a dose of
0.3 mg Se/kg administered for 40 days. Bobcek et al. (2004) also found
an effect on TBARS production, but these authors used 0.3 mg of organic
Se in pigs from 35 to 100 kg.

Table 5

To confirm these results, antioxidant status was measured as the
oxidised to reduced glutathione rate (GSSH/GSH). Glutathione reduc-
tase (GR) plays an important role in maintaining redox homeostasis
by reducing GSSH (oxidised GSH) to GSH, and the increased GR activity
produces more GSH under oxidative stress (Grant, Collisnson, Roe &
Dawes, 1996). As observed before in TBARS content, meat from pigs
supplemented with vitamin E + SS presented the lowest GSSH content
(P =0.027) and the lowest GSSH/GSH ratio (P = 0.054). Liet al. (2011)
found a high correlation coefficient for TBARS content and glutathione
peroxidase (GPX) activity. The results of the present study confirm
that the vitamin E + SS group had the highest antioxidant capacity
and that the different Se doses and sources had no effect on antioxidant
capacity. Li et al. (2011) attributed the improvement in meat oxidative
stability induced by Se to the protective effect of GPX against oxidative
damage. In a proposed hierarchy of selenium usage, GSH-Px is one of
the first needs to be satisfied (Brigelius-Flohe & Flohé, 2003). Mahan
and Parret (1996) reported that although Se deposition in pig tissue
was higher when the organic form of Se was fed, sodium selenite was
more effective in attaining maximum GPX activity, particularly after
feeding a diet with a low Se content over an extended period. Moreover,
despite differences in GPX activity in organic selenium-supplemented
animals, some studies have reported little or no potential effect of or-
ganic Se on improving the oxidative stability of meat (Juniper, Phipps,
Ramos-Morales & Bertin, 2008; Juniper, Phipps & Bertin, 2011).

3.5. Colour and pigment stability of muscle

Colour changes, measured as L* (lightness), a* (red colour), b* (yel-
low-green colour), chroma (colour intensity or saturation) and hue
(tone) after 1, 4 and 8 days of refrigerated storage, are presented in
Table 5. The main changes in colour were observed in the group supple-
mented with vitamin E + SS, which showed higher a* (P = 0.032), b*
(P = 0.048) and colour intensity (P = 0.037), whereas colour tone
was lower (P = 0.044) at day 4 of storage when compared to the
other groups. Hence, the use of both compounds (vitamin E + SS)
yielded meat samples with 25% higher redness and 8% more colour

Effect of selenium source (organic, SY vs. mineral, SS), dose (low, L vs. high, H) and vitamin E supplementation on colour (CIELAB L*, a*, b*, chroma and hue values) of muscle samples from

pigs fed the experimental diets.

Probability of contrast?

CONTROL SS-L SS-H SY-L SY-H VITE + SS RMSE! 1 2 3 4 5 6 7 8
I+
Day 0 55.22 53.82 54.81 54.59 54.92 54.34 2.31 NS® NS NS NS NS NS NS NS
Day 4 55.36 54.87 55.86 55.28 55.58 54.63 2.50 NS NS NS NS NS NS NS NS
Day 8 56.07 55.20 56.22 55.29 56.18 55.78 2.83 NS NS NS NS NS NS NS NS
a
Day 0 0.60 0.93 0.11 0.66 0.55 1.32 1.17 NS 0.0858 NS NS NS NS 0.0894 NS
Day 4 3.40 335 2.84 2.94 2.90 4,02 1.17 NS 0.0326 NS NS NS NS 0.0236 NS
Day 8 2.03 143 1.09 1.64 1.78 245 1.21 NS 0.0597 NS NS NS NS 0.0385 NS
b*
Day 0 12.10 11.45 11.43 11.74 11.83 12.21 0.91 NS NS NS NS NS NS 0.0854 NS
Day 4 12.02 11.81 11.63 11.39 11.59 12.42 0.98 NS 0.0484 NS NS NS NS 0.0317 NS
Day 8 11.88 11.31 11.38 11.46 11.20 11.27 1.07 NS NS NS NS NS NS NS NS
Chroma
Day 0 12.21 11.53 11.53 11.84 11.87 12.31 0.95 NS NS NS NS NS NS 0.0875 NS
Day 4 12.57 12.31 12.02 11.82 11.98 13.09 1.21 NS 0.0372 NS NS NS NS 0.0235 NS
Day 8 12.09 1145 11.51 11.68 11.36 11.57 1.21 NS NS NS NS NS NS NS NS
Hue
Day 0 87.74 85.60 89.89 87.13 87.38 83.98 5.45 NS 0.0792 NS NS NS NS 0.0894 NS
Day 4 74.94 74.42 76.73 76.05 76.03 72.30 445 NS 0.0455 NS NS NS NS 0.0395 NS
Day 8 80.66 83.23 84.91 82.42 81.05 78.13 5.16 NS 0.0262 NS NS NS NS 0.0166 NS

1 RMSE: root of the mean square error.

2 Probability of contrast: (1): CONTROLvs. others; (2): VITE + SSvs. others; (3): SeY vs. SS; (4) S-Lvs. S-H; (5): Se source x Se dose interaction; (6) CONTROL vs. Se; (7) VITE + SSvs. Se;

(8) CONTROL vs. VITE + SS. Differences were statistically significant when P < 0.05.
3 NS: not statistically significant.
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intensity than the use of organic or inorganic Se at high or low dose
without vitamin E supplementation. The positive effects of dietary vita-
min E have previously been reported by others (Monahan, Buckley,
Morrissey, Lynch & Gray, 1992). Monahan et al. (1992) found higher
redness in pork chops from animals fed with a vitamin E-enriched diet
when compared to a control. Furthermore, the combination of vitamin
E and Se has also yielded colour improvements (Krska et al., 2001).
However, neither Se source nor dose was observed to exert an effect
in the present study, which is consistent with the results found for the
TBARS numbers and may possibly be explained by the short supple-
mentation period. Other authors have not found any effect of selenium
on meat colour (Lisiak et al., 2014). Juniper et al. (2011) have suggested
that once the Se content of tissue exceeds the requirements of antioxi-
dant enzymes, further increases in tissue Se do not result in any notice-
able improvement in meat quality. However, others found a favourable
effect of the organic form on colour parameters when compared with
the inorganic form (Zhan et al., 2007; Bobcek et al., 2004; Mahan
et al., 1999).

The concentration of myoglobin was also quantified because it is the
main heme protein responsible for meat colour (Table 6). As explained
before, the main effect observed on meat pigments was found when
pigs were supplemented with vitamin E at 100 mg/kg and low doses
of inorganic Se. Thus, pigs from the vitamin E + SS group presented
higher DeoxyMb (P = 0.04) and OxyMb (0.04) at day 4 and a lower
MetMb to DeoxyMb ratio (P = 0.04) when compared with the other
groups. The vitamin E + SS group also showed higher DeoxyMb (P =
0.02) and OxyMb (P = 0.025) at day 4 and DeoxyMb at day 8 (P =
0.05) when compared with those groups supplemented with Se.
These results are consistent with those observed for colour parameters
and TBARS numbers. Furthermore, a Se source effect was observed
whereby pigs fed SY had a lower MetMb to DeoxyMb ratio (P = 0.03)
than those supplemented with SS.

3.6. Myofibrillar proteins and free amino acids

The myofibrillar protein pattern is presented in Fig. 1. Electrophore-
sis profiles were affected by the dietary treatment and the storage time.
Meat storage essentially affected the troponin T, tropomyosin and
150 kDa bands, which partially disappeared after 7 days of storage.
Other authors found similar results for storage time (Martinaud et al.,
1997; Santé-Lhoutellier, Engel, Aubry & Gatellier, 2008) in bovine and
lamb muscle. Martinaud et al. (1997) also found a concomitant appear-
ance of a 30 kDa band which was considered as a proteolysis index.

Table 6

However, as with Santé-Lhoutellier et al. (2008), we did not detect
this compound.

The main effect observed between treatments was the greater de-
crease in MLC2, Tn-I, tropomyosin and Tn-T bands in control and SS-L
treatments after 7 days of refrigerated storage when compared to the
others. In addition, the 150 kDa band disappeared to a lesser extend in
SS-H, SY-L, SY-H and VITE + SS after 7 days of storage. The disappear-
ance of the myosin, troponin and tropomyosin bands could correspond
to oxidation processes. Hence, dietary enrichment with organic seleni-
um, synthetic selenium at high doses and vitamin E + SS exerted a
strong effect on myofibrillar proteins in the present study. On the
other hand, bands 98 and 105, which were already observed at day 2
of storage, were more marked after day 7 of storage in treatments SY-
L, SY-H and VITE-SS. The effect of dietary vitamin E supplementation
on myosin and tropomyosin bands has previously been reported
(Aksu, Aktas, Kaya & Macit, 2005); however, no studies have investigat-
ed the effect of selenium.

Also noteworthy was the presence of a higher number of bands be-
tween tropomyosin and Tn-I bands in the VITE + SS group, which may
be the result of tropomyosin fragmentation or may be an indicator of
lower losses or myofibrillar oxidation, bearing in mind the high antiox-
idant power of this diet. Aksu, Aktas, Kaya and Macit (2003) also found a
similar effect of vitamin E supplementation on myofibrillar proteins
when using 45 mg/day for 75 days in lambs. Servais, Letexier, Favier,
Duchamp and Desplanches (2007) reported that vitamin E supplemen-
tation decreases the rate of muscle proteolysis by reducing the expres-
sion of calpains, caspases-3, -9 and -12, and E3 ubiquitin ligases.
Calpains are non-lysosomal Ca®*-activated cysteine proteases that
cleave titin and nebulin at sites near the Z-disc (Goll, Thompson, Li,
Wei & Cong, 2003). Thus, the calpain system plays an important role
in regulating proteolysis of muscle proteins under post-mortem condi-
tions (Lonergan, Huff-Lonergan, Wiegand & Kriese-Anderson, 2001).
Additional new bands between MLC-1 and Tn-C and between MLC2
and MLC3 appeared in the SeY-H group after 7 days of storage, but not
in the other groups. These new compounds may arise from the decom-
position of myosin and troponin chains and may be indicators of a
higher proteolysis activity in this group.

The free amino acid content of pork samples is shown in Tables 7 and
8. As expected, free amino acid content increased with meat ageing and
was due to the action of muscle aminopeptidases (Moya et al., 2001).
The group supplemented with vitamin E + SS had the lowest content
of serine (SER) (P = 0.011) and anserine (ANS) (P = 0.006) at day 2
of storage and of SER (P = 0.035), ANS (P = 0.018) and carnosine

Effect of selenium source (organic, SY vs. mineral, SS), dose (low, L vs. high, H) and vitamin E supplementation on pigment stability of muscle samples from pigs fed the experimental diets.

Probability of contrast?

CONTROL  SS-L SS-H SY-L SY-H VITE + SS RMSE' 1 2 3 4 5 6 7 8
Oxymyoglobin (OxyMb)
Day 0 60.18 59.73 62.82 60.55 60.23 57.93 4.34 NS? 0.0861 NS NS NS NS 0.0786 NS
Day 4 54.17 54.36 56.48 56.44 56.04 51.97 4.50 NS 0.0368 NS NS NS NS 0.0257 NS
Day 8 59.14 61.66 64.61 63.26 62.22 60.51 5.34 0.096 NS NS NS NS 0.0625 NS NS
Deoxymyoglobin (DeoxyMb)
Day 0 69.86 69.83 69.17 71.03 69.78 71.48 1.98 NS 0.0378 NS NS NS NS 0.0439 0.0899
Day 4 91.15 90.33 90.86 90.80 90.28 91.63 1.22 NS 0.0394 NS NS NS NS 0.0239 NS
Day 8 83.66 80.33 81.46 84.07 84.63 86.70 541 NS 0.0562 0.0611 NS NS NS 0.0490 NS
Metmyoglobin (MetMb)
Day 0 135.87 135.84 135.04 135.49 135.95 135.77 2.14 NS NS NS NS NS NS NS NS
Day 4 118.48 117.98 115.74 116.63 116.61 117.63 3.97 NS NS NS NS NS NS NS NS
Day 8 114.38 117.70 108.70 107.07 107.63 105.08 9.38 0.140 0.0853 0.0673 NS 0.133 NS NS 0.0407
MetMb/DeoxyMb
Day 8 1.37 147 133 1.27 1.27 1.21 0.18 NS 0.0434 0.0288 NS NS NS 0.0585 0.0625

T RMSE: root of the mean square error.

2 Probability of contrast: (1): CONTROLvs. others; (2): VITE + SS vs. others; (3): SeY vs. SS; (4) S-Lvs. S-H; (5): Se source x Se dose interaction; (6) CONTROL vs. Se; (7) VITE + SSvs. Se;

(8) CONTROL vs. VITE + SS. Differences were statistically significant when P < 0.05.
3 NS: not statistically significant.
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Fig. 1. Myofibrillar proteins of muscle samples as affected by dietary treatments (1: CONTROL, 2: SS-L; 3: SS-H; 4: SY-L; 5: SY-H; 6: VITE-SS).

(CAR) (P = 0.009) at day 7 when compared to the other groups. In con-
trast, it is also of interest to observe that essential amino acids were
higher in the group supplemented with VITE + SS when compared
with the others. Hence, PRO (P = 0.0001), TRP (P = 0.0063), and PHE
(P = 0.0062) at day 2 and day 7 (P = 0.0001; P = 0.0001 and P =
0.0004, respectively) were higher in meat from pigs supplemented
with the VITE + SS-enriched diet when compared with the other
groups. These free amino acid contents (PRO, PHE, and TRP) were also
lower in Se-enriched groups when compared with the group supple-
mented with VITE + SS, and no effects of the Se source or dose were
found, which would indicate that the increase in the concentration of
these essential amino acids was mainly due to vitamin E supplementa-
tion. This phenomenon has not been observed before. Taking into ac-
count the higher antioxidant power of the VITE + SS supplement
found in the present study for MDA production, colour changes and

Table 7

myofibrillar protein, this result might be explained by a higher protec-
tive effect of vitamin E against protein and amino acid oxidation
(Mercier, Gatellier & Renerre, 2004). This protective effect of vitamin E
would also maintain calpain activation post-mortem, which would in-
crease proteolysis of filament proteins in meat.

The Se source also affected the free amino acid content of meat. Meat
from pigs supplemented with organic Se had higher content of glycine
(GLY) and carnosine (CAR) at day 2 and also tended to have higher tau-
rine (TAU) (P = 0.098) and anserine (ANS) (P = 0.051) at day 2 and al-
anine (ALA) (P = 0.078) at day 7 when compared with the inorganic
form. The dose effect was only observed in ALA content, which in-
creased with the Se supplementation dose (P = 0.036). Moreover, die-
tary Se supplementation resulted in higher SER (P = 0.027 and P =
0.026 at days 2 and 7, respectively), ANS (P = 0.0005 and P =
0.012 at days 2 and 7, respectively) and CAR (P = 0.016 at day

Effect of selenium source (organic, SY vs. mineral, SS), dose (low, L vs. high, H) and vitamin E supplementation on free non-essential amino acids (mg/100 g muscle) at 2 or 8 days of meat

storage from pigs fed the experimental diets.

Probability of contrast?

CONTROL  SS-L SS-H SY-L SY-H VITE+SS RMSE' 1 2 3 4 5 6 7 8
SER day 2 5.75 4.73 5.16 5.00 5.68 4.25 099 0.0453 0.0112 NS NS NS NS 0.0273  0.0040
SER day 7 9.04 9.29 9.81 9.43 10.48 791 202 NS* 0.0355 NS NS NS NS 0.0260 NS
ASN day 2 241 2.14 2.36 220 2.54 2.15 043 NS NS NS 0.0709 NS NS NS NS
ASN day 7 3.77 3.88 4.16 3.93 4.34 3.47 0.78 NS 0.0778 NS NS NS NS 0.0554 NS
GLY day 2 8.72 7.78 7.93 8.25 9.34 7.86 132 NS NS 0.0509 NS NS NS NS NS
GLY day 7 8.86 9.04 9.76 9.57 10.09 8.91 147 NS NS NS NS NS NS NS NS
GLN day 2 42.11 41.12 40.75 42.49 46.70 37.06 895 NS NS NS NS NS NS NS NS
GLN day 7 41.04 43.94 45.15 45.94 47.78 41.46 789 NS NS NS NS NS NS NS NS
-ALA day 2 6.87 6.90 6.67 8.46 7.46 5.98 223 NS NS NS NS NS NS NS NS
>-ALA day 7 5.15 5.69 5.83 6.02 5.16 4.66 1.74 NS NS NS NS NS NS NS NS
TAU day 2 29.63 30.75 28.98 3345 35.67 30.24 7.86 NS NS 0.0989 NS NS NS NS NS
TAU day 7 25.03 25.98 26.79 30.74 28.58 27.66 6.65 NS NS NS NS NS NS NS NS
ALA day 2 19.95 16.92 18.20 18.09 19.66 17.53 332 NS NS NS NS NS NS NS NS
ALA day 7 20.17 19.71 2243 22.04 23.92 22.01 3.00 NS NS 0.0789  0.0358 NS NS NS NS
CAR day 2 628.03 560.63 550.53 581.16 688.65 501.58 9460 NS 0.0091 0.0224 NS 0.0860 NS 0.0162  0.0106
CAR day 7 515.03 54324 569.80 551.60 567.67 481.03 10589 NS NS NS NS NS NS 0.0727 NS
ANS day 2 26.57 26.85 25.53 28.69 30.25 2093 462 NS 0.0006 0.0512 NS NS NS 0.0005 0.0190
ANS day 7 2241 24.51 23.81 25.11 24.30 19.76 450 NS 0.0185 NS NS NS NS 0.0119 NS
ORN day 2 0.52 0.53 0.47 0.36 0.40 0.42 0.13 NS NS 0.017 NS NS NS NS NS
ORN day 7 0.46 0.42 0.39 0.29 0.38 0.45 0.13 NS NS NS NS NS 0.0867 NS NS

1 RMSE: root of the mean square error.

2 Probability of contrast: (1): CONTROLvs. others; (2): VITE + SSvs. others; (3): SeY vs. SS; (4) S-Lvs. S-H; (5): Se source x Se dose interaction; (6) CONTROL vs. Se; (7) VITE + SSvs. Se;

(8) CONTROL vs. VITE + SS. Differences were statistically significant when P < 0.05.
3 NS: not statistically significant.
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Table 8

Effect of selenium source (organic, SY vs. mineral, SS), dose (low, L vs. high, H) and vitamin E supplementation on free essential amino acids (mg/100 g muscle) at 2 or 8 days of meat

storage from pigs fed the experimental diets.

Probability of contrast?

CONTROL SS-L SS-H SY-L SY-H VITE + SS RMSE' 1 2 3 4 5 6 7 8
HIS day 2 2.45 2.57 228 244 2.72 2.18 0.69 NS? NS NS NS NS NS NS NS
HIS day 7 3.64 3.52 3.38 3.78 3.81 3.17 0.73 NS NS NS NS NS NS NS NS
THR day 2 3.86 3.48 3.99 3.42 434 4.03 0.95 NS NS NS NS NS NS NS NS
THR day 7 6.08 6.16 6.20 6.50 7.15 6.26 1.36 NS NS NS NS NS NS NS NS
PRO day 2 3.49 3.13 349 2.88 3.25 4.82 0.85 NS 0.0001 NS NS NS NS 0.0001 0.0032
PRO day 7 3.70 3.57 4.06 3.55 3.94 5.64 0.97 NS 0.0001 NS NS NS NS 0.0001 0.0003
TYR day 2 4.41 3.77 4.04 3.42 3.89 4.47 0.96 NS NS NS NS NS 0.164 0.0764 NS
TYR day 7 6.85 6.79 7.04 6.54 6.62 7.67 1.30 NS 0.0819 NS NS NS NS 0.0815 NS
VAL day 2 4.17 3.52 4.03 343 3.63 3.71 0.73 0.0830 NS NS NS NS 0.0819 NS NS
VAL day 7 5.50 5.49 6.12 5.60 591 5.74 0.88 NS NS NS NS NS NS NS NS
MET day 2 2.36 1.96 242 1.99 2.03 2.11 0.55 NS NS NS NS NS NS NS NS
MET day 7 4.48 4.48 497 4.59 4.78 4.61 0.85 NS NS NS NS NS NS NS NS
ILE day 2 3.67 2.88 3.67 2.88 3.08 2.88 0.60 0.0139 NS NS 0.025 NS 0.0260 NS 0.0115
ILE day 7 522 491 5.49 4.92 5.03 4.69 0.87 NS NS NS NS NS NS NS NS
LEU day 2 4.98 4.24 5.15 4.08 4.05 4.25 1.17 NS NS NS NS NS NS NS NS
LEU day 7 7.77 7.76 8.53 7.75 8.13 8.25 1.54 NS NS NS NS NS NS NS NS
PHE day 2 3.78 3.38 3.92 3.21 335 4.54 0.91 NS 0.0062 NS NS NS NS 0.0045 NS
PHE day 7 5.70 5.64 6.07 5.48 5.60 7.52 1.23 NS 0.0004 NS NS NS NS 0.0006 0.0052
TRP day2 1.05 1.00 1.02 0.86 0.93 1.29 0.28 NS 0.0063 NS NS NS NS 0.0046 NS
TRP day 7 1.29 1.35 1.37 1.22 1.22 1.89 0.36 NS 0.0001 NS NS NS NS 0.0001 0.0018
LYS day 2 3.60 3.21 3.56 2.65 3.14 3.03 0.86 NS NS NS NS NS NS NS NS
LYS day 7 5.39 543 5.64 4.25 4.78 5.72 1.50 NS NS 0.061 NS NS NS NS NS

T RMSE: root of the mean square error.

2 Probability of contrast: (1): CONTROLvs. others; (2): VITE + SS vs. others; (3): SeY vs. SS; (4) S-Lvs. S-H; (5): Se source x Se dose interaction; (6) CONTROL vs. Se; (7) VITE + SSvs. Se;

(8) CONTROL vs. VITE + SS. Differences were statistically significant when P < 0.05.
3 NS: not statistically significant.

2) when compared to vitamin E supplementation. As indicated before,
no previous information exists on the effect of Se source or dose on mus-
cle proteolysis. Carnosine is an important natural water-soluble muscle
dipeptide that can contribute to the inactivation of lipid oxidation cata-
lysts and free radicals in the sarcoplasm (Decker & Crum, 1993). The dif-
ferent proteolytic effect of the Se sources should be highlighted since a
higher proteolysis may be partially responsible for the increased
water-holding capacity (WHC) observed in groups supplemented
with organic Se when compared to the inorganic Se. Hence, Kristensen
and Purslow (2001) hypothesised that the increase in meat WHC during
storage time was due to post-mortem degradation of cytoskeletal pro-
teins. They further postulated that the elution water flow rate is in-
versely related to the quantity of proteolysed cytoskeletal proteins
with time post-mortem. In turn, Lonergan and Lonergan (2005) re-
ported that the degradation of proteins such as desmin, talin or vin-
culin in the early post-mortem period allows water that is expelled
from intramyofibrillar spaces to remain in the cell for a longer period
of time. Consequently, the results of the present study would support
the hypothesis that early post-mortem proteolysis of intermediate
filament proteins can minimise the flow of water from within the
cell to the drip channels. However, other studies showed that not al-
ways protein degradation could increase water holding capacity of
pork (Lawson, 2004; Zhang et al., 2006).

However, given that these proteins are substrates of calpains, which
are directly involved in regulating proteolysis, and that it has been re-
ported that calpain expression is reduced by vitamin E supplementation
(Servais et al.,, 2007), higher drip loss would be expected in pigs that re-
ceived a vitamin E-enriched diet. Conversely, it has also been reported
that protein oxidation may reduce the functionality of calpains; thus, vi-
tamin E might also protect muscle enzymes. This possible double effect
described for vitamin E in inhibiting calpain oxidation and expression
could be responsible for the intermediate effects observed for water
loss in the present study. The possible effect of higher free-essential
amino acid content is unknown. These differences in muscle proteolysis
by dietary vitamin E enrichment might in part explain the controversial
effects of dietary vitamin E supplementation on drip loss reported in
many studies in the literature. However, numerous other factors that
could affect the calpain system must be taken into consideration, and
further research is required to confirm these effects.

3.7. Myofibril fragmentation index (MFI)

In order to confirm the effect of Se on meat proteolysis, the myofi-
brillar fragmentation index (MFI) was measured (Table 9). At day 2 of
storage, MFI was not modified by the dietary treatment. At day 8, the
MEFI was neither statistically affected. However, SeY and VITE + SS

Table 9
Effect of selenium source (organic, SY vs. mineral, SS), dose (low, L vs. high, H) and vitamin E supplementation on myofibrillar fragmentation index (MFI) from pigs fed the experimental
diets.
Probability of contrast?
CONTROL SS-L SS-H SY-L SY-H VITE + SS RMSE! 1 2 3 4 5 6 7 8

MFI

Day 0 28.41 26.44 2534 30.51 29.42 29.33 10.55 NS? NS NS NS NS NS NS NS

Day 8 64.16 57.86 55.93 61.89 78.52 78.76 21.21 NS NS NS NS NS NS NS NS

T RMSE: root of the mean square error.

2 Probability of contrast: (1): CONTROLvs. others; (2): VITE + SS vs. others; (3): SeY vs. SS; (4) S-Lvs. S-H; (5): Se source x Se dose interaction; (6) CONTROL vs. Se; (7) VITE + SSvs. Se;

(8) CONTROL vs. VITE + SS. Differences were statistically significant when P < 0.05.
3 NS: not statistically significant.
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groups had the highest MFI values at day 8, even though differences
were not statistically different (P = 0.147 and P = 0.125, respectively).
The increase in MFI values with meat ageing has been reported by
others (Dosler, Polak, Zlender, & Gasperlin, 2007), since there is a rela-
tionship between muscle proteolysis and MFI values (Kristensen et al.,
2002; Koohmaraie, Whipple, Kretchmar, Crouse & Mersmann, 1991).
These results would be in accordance with the myofibrillar protein oxi-
dation and free amino acid content described above. Hence, meat from
groups supplemented with SeY and VITE + SS presented higher muscle
proteolysis, which would explain the lower or intermediate water
losses observed for these groups.

In conclusion, dietary selenium source at 0.2 or 0.4 mg/kg adminis-
tered for 26 days did not modify MDA production, GSSH concentration
or colour parameters of meat. However, organic Se effectively increased
WHC and post-mortem muscle proteolytic activity. The administration
of 0.2 mg/kg SS plus 100 mg VITE/kg was the most efficient treatment
for stabilising colour, reducing MDA and GSSH production and decreas-
ing myofibrillar protein hydrolysis/oxidation; however, this dietary
supplementation was not as effective as organic Se administration in
improving WHC. This result would confirm the relation between muscle
proteolysis and WHC.
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6. Discusion General

Comenzamos la discusién con un breve resumen de los trabajos que sirven de fundamento a la
Tesis. Se trata de 3 trabajos de investigacion en cerdos que han dado lugar a publicaciones en
revistas cientificas que numeramos 19, 29, y 32 por orden cronolégico de realizacién de
aquellos segun se muestra en la Tabla 10.

Tabla 10. Resumen de condiciones testadas en los ensayos de la tesis.

Ensayo Animales Sin Selenito sddico Selenio organico Dias
Suplemento (ppm)/vitamina E (ppm)/vitamina E
(ppm) (ppm)
1! 30 SeS. 0.30/15 SeY 0.30/15 65
2° 30 SeS. 0.40/15 SeY 0.40/15; 65
SeY E 0.40/100
3? 180 Control SSL 0.20/15; SeYL 0.20/15; 26
0.004 /48 SSH 0.40/15; SeYH 0.40/15

VItE 0.20/100

! - (456); .- PENDIENTE ACEPTACION; 3.-(457)

6.1. Caracteristicas de la canal

No se han observado diferencias en caracteristicas de la canal y composicidn de la carne en los
dos primeros ensayos. En el tercer ensayo tampoco se han observado diferencias peso de la
canal y cortes comerciales entre tratamientos. Sin embargo, el porcentaje de grasa dorsal fue
menor en los cerdos que recibieron selenio organico a dosis mas altas (P= 0.031). No es un
efecto muy marcado ni puede por tanto extraerse una conclusion sélida, pero es interesante
sefialar que Kim y colaboradores (458) observaron que el selenio puede inhibir la hipertrofia
de adipocitos y por tanto el engrasamiento en ratas (350). Otros autores han sefalado el papel
protector de la vitamina E en la acumulacidon de grasa en el higado (459), lo que puede
aumentar la resistencia a la insulina (389).

6.2. Concentracion de selenio y otros minerales en tejido muscular del cerdo

En el experimento 2 se ha medido la concentracién de selenio en tejido muscular,
observandose un contenido superior en los grupos que recibieron selenio orgdnico (Art 2-Tabla
2), lo que esta de acuerdo con la bibliografia existente (351, 460, 461).

También se ha observado una mayor concentracién de Ca, Zn y P en los cerdos que recibieron
un pienso con selenio organico (P=0.008, P=0.018 y P=0.0007, respectivamente), lo que
coincide con lo encontrado por Krajewska y colaboradores (462).

6.3. Concentracion a-tocoferol (vitamina E) en la carne

Debido a la relacién sinérgica del selenio y la vitamina E en la proteccién frente a procesos de
oxidacién, cabe esperar un posible efecto protector del deterioro del o-tocoferol tisular,
permitiendo que llegue y se acumule mas en los tejidos. Pese a la trascendencia econémica e
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importancia cientifica de este posible efecto sinérgico, no existe hasta ahora informacién sobre
este fendmeno.

En el experimento 12 se observd un tendencia hacia valores un 6 % mas altos de tocoferol en
el grupo de animales que recibieron selenio organico (P=0.13 y P=0.11, al principio y final del
periodo de almacenamiento refrigerado). Sin embargo, en el ensayo 29 si se observa ya un
efecto significativo, con un aumento del 24 % (1.7 vs 2.1 mg/kg de tejido) en la concentracién
de tocoferol en el grupo que recibié selenio orgdnico respecto al que recibidé selenio mineral,
pese a que se les habia suministrado idéntica cantidad de vitamina E en el pienso.

Finkel & Holbrook observaron una disminucién en la absorcion de vitamina E en animales con
deficiencia de selenio y una mejora de este problema al aportar una cantidad mayor de este
mineral (463).

En el experimento 32 se observa una concentracion un 6-13 % mayor de vitamina E en los
grupos que reciben selenio en cualquiera de sus formas respecto al grupo control. No
obstante, no se encuentran diferencias entre la forma organica y la forma mineral de selenio.
Por otra parte, el grupo que recibié suplementacién de vitamina E alcanzé una concentracion
de tocoferol muy superior en la carne (P=0.0001).

Existen diferencias notables entre los 3 experimentos realizados en esta Tesis doctoral
respecto al tiempo de administracion, dosis, época del afio, dieta, etc (Tabla 10). No obstante,
en conjunto puede concluirse que el selenio, especialmente en su forma organica, potencia la
acumulacién vitamina E en el tejido muscular en una cantidad préxima al 20 %. No se trata de
un hecho irrelevante, ya que conseguir aumentar los niveles de vitamina E resulta muy caro y
dificultoso en alimentacién animal (Figura 43).
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Figura 43. Efecto comparado del aporte de selenio organico en la concentracion de a-
tocoferol en el musculo en los distintos ensayos de esta Tesis doctoral.

Por otra parte, tal como se esperaba, la concentracién de vitamina E descendio a lo largo del
almacenamiento en refrigeracién (Ensayo 12 y 32 Tablas 2 y 4 respectivamente). Como se
sefialé en la introduccidon de esta tesis, el tocoferol retrasa la oxidacién de otros compuestos al
oxidarse con mayor velocidad (464). Rey y colaboradores también observaron un descenso en
la concentracién de tocoferol en lonchas de jamén almacenadas durante 7 dias (465). No se
han observado interacciones entre el selenio y el descenso de tocoferol durante el
almacenamiento.
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6.4. Composicion de acidos grasos y procesos lipoliticos post-mortem

En el ensayo 22 se ha estudiado la composicidon de acidos grasos de la fraccién de lipidos
neutros (triglicéridos), polar (fosfolipidos) y acidos grasos libres (Articulo 2, Tablas 3, 4y 5
respectivamente). Es interesante observar que la concentracion de C18:0 (acido estedrico) es
menor en los grupos que reciben selenio organico respecto a los que reciben selenio mineral.
Ademas, en la fraccidon de lipidos neutros y acidos grasos libres, los grupos que reciben selenio
organico tienen una mayor actividad A9-desaturasa (P < 0.05) y una mayor concentraciéon de
acido oleico (C18:1 n-9) (P=0.029) y MUFA (P=0.043). En la Figura 44 se puede observar la
cocentracion de C18:0, C18:1 y C18:2, asi como la relacion MUFA/PUFA en los lipidos neutros
de la grasa intramuscular.
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Figura 44. Efecto del aporte de selenio organico en la concentracion de algunos
acidos grasos mayoritarios en la fraccion de los lipidos neutros de la grasa
intramuscular (experimento 29).

En la bibliografia consultada existe controversia sobre el papel que juegan la vitamina E y el
selenio en la composicion de acidos grasos. Un buen ndmero de autores no han descrito efecto
alguno. Sang-Keun y colaboradores (2009) encontraron una menor concentracion de C18:3n-3,
C18:0 y C16:0 y mayor concentraciéon de C16:1n-7 y C18:1n-9 en la grasa intramuscular del
lomo de cerdos que consumieron un pienso enriquecido en selenio (466). En este mismo
sentido, Korniluk y colaboradores (2008) sefialaron que, en corderos, el aporte de un pienso
con 0.2 ppm de selenio mineral produce un aumento de la actividad A9 desaturasa (467). Por
otra parte, Czauderna y colaboradores (2010) observaron el efecto contrario con dosis mas
altas de selenio (0.5 ppm) (468). Este efecto también se manifiesta en la poblacion humana
diabética con incrementos por lo que no es descartable una posible interaccién como la
postulada con la insulina.

En la fraccién de lipidos polares no hemos observado este fenédmeno, probablemente debido a
la mayor concentracién de acidos grasos poliinsaturados y al diferente mecanismo de
regulacion de los lipidos de membrana. Existe poca informaciéon en la bibliografia para
comparar estos resultados en los lipidos polares. Infante y colaboradores (1986) han
propuesto que la vitamina E y el selenio juegan un papel regulador en la desaturacién de
acidos grasos poliinsaturados del tipo n-3 y n-6 por su participacién en la cadena microsomal
de transporte de electrones (469). Nuenberg y colaboradores (2002) encontraron menor
concentracién de C18:3n-3 en formaciones membranosas celulares y una mayor concentracion
de C18:0 y C18:2n-6 en cerdos que consumian pienso enriquecido en selenio (470).
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Ademas, después del sacrificio, en la carne contintdan teniendo lugar una serie de procesos
enzimaticos derivados de la presencia de enzimas enddgenas que contindan siendo activas.
Dada su relacion con la estabilidad oxidativa de la carne, se decidid estudiar la produccion de
acidos grasos libres. En la Figura 45 se puede observar una mayor concentracién de dacidos
grasos libres en los grupos que recibieron formas organicas de selenio respecto al que recibié
forma mineral.
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Figura 45. Efecto del aporte de selenio orgédnico en la concentracion
de 4cidos grasos libres en la grasa intramucular (experimento 29).

Este incremento de dacidos grasos libres parece estar relacionado con la disminucidn de la
concentracién de lipidos neutros, lo que podria indicar que la administracién de selenio
orgdnico provoca una mayor lipolisis post-mortem en la carne de cerdo. Este hecho puede
constituir un factor de importancia en la elaboracién de productos carnicos madurados, ya que
los acidos grasos libres son precursores de compuestos aromaticos (471). No existen
evidencias cientificas de este hecho hasta el momento y podria deberse a una mayor
estabilidad de enzimas con actividad lipasa (posiblemente asociado al descenso de pH post-
mortem vy la posibilidad de que sufra deterioro oxidativo).

Otro posible efecto podria estar relacionado con la accidn del selenio sobre la sensibilidad a la
insulina (389, 472), lo que podria provocar una menor incorporacion de glucosa a la célula y
por tanto afectar de un modo directo a la glicélisis y gluconeogénesis, asi como a otros
fendmenos relacionados con el metabolismo energético tales como la lipogénesis y lipdlisis.
Algunas evidencias recientes sugieren que los elementos traza, y en concreto el selenio
pueden influenciar el control hormonal del metabolismo energético, afectando el estado de
activacion de los componentes de la cascada de activacion de la insulina, imitando,
potenciando e interfiriendo el metabolismo de los hidratos de carbono vy lipidos (389). Las
células B de los islotes de Langerhans del pancreas presentan niveles muy bajos de
antioxidantes que se ven afectados por la suplementacion de antioxidantes. Mds aun, los
niveles elevados de selenoproteinas en el musculo modulan el efecto de la insulina al estar en
una fase mediado por perdxido de hidrégeno en la cadena (389). El efecto resultante de la
resistencia a la insulina es un estado anterior al sindrome metabdlico y a la diabetes tipo 2 con
un cambio de la fuente principal energética de los glicidos a los acidos grasos (473, 474)
(Figura 46).
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RESISTENCIAA LA INSULINA

EFECTOS EN HIDRATOS DE CARBONO

Paso de metabolismo en base
hidratos de carbono a metabolismo
grasa

* Reduccidn de nivel de glucdgeno
* Incrementofibras glicoliticas
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* Incremento de la actividad de Incremento de la lipolisis (aumento AGL)
la GPx Incremento de actividad A9 y A6
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Figura 46. Mecanismos de accion y efectos de la resistencia a la insulina (389, 475-477).

Estudios en cerdo han evidenciado efectos similares y producen una imagen préoxima a los
resultados encontrados en esta Tesis (389). Concretamente, se ha demostrado
experimentalmente que el selenio puede modificar la expresién de genes involucrados en
procesos de lipolisis (478). Mas recientemente, Wang y colaboradores (2016) trabajando en
ratones han puesto en evidencia que cuando se aporta una dieta rica en grasa con el objetivo
de inducir resistencia a la insulina, el selenio incrementa la lipdlisis post-mortem, mediante la
activacion del gen GPx1 (479).

También es interesante destacar que la combinacion de selenio organico y dosis elevadas de
vitamina E aportada en el experimento 22 produce mayor concentracidon de acidos grasos
libres. Koshkenbaev y colaboradores (1985) encontraron que la concentracién de acidos grasos
libres de la carne se ve afectada por desequilibrios nutricionales (480). En su caso, estudiaron
de modo global y sin especificar nutrientes concretos, el efecto de deficiencias de proteina y
vitaminas. Otros estudios han demostrado que la suplementacion con vitamina E estimula la
actividad lipasa post-mortem (481).

6.5. Estatus oxidativo

En los tres ensayos realizados se ha observado una menor oxidacion de la carne durante el
almacenamiento. En el ensayo 12 (Articulo 1 Tabla 3) el grupo que recibid selenio organico
alcanzé una menor concentracién de malonaldehido (MDA) tras 7 dias de almacenamiento que
el que recibié selenio mineral (P = 0.0087). En el ensayo 22 el grupo que recibio selenio mineral
tuvo una tendencia hacia una mayor concentracién de MDA a los tres dias de almacenamiento
(P =0.0713). A los 6 dias existian diferencias numéricas, pero no fueron significativas (Articulo
2 Tabla 2).

Zhan y colaboradores y Li y colaboradores observaron una mayor estabilidad frente a la
oxidacion en la carne de cerdos que recibieron selenio organico (394, 412). Resultados
similares se han descrito en carne de pollo (482) y de pavo (483). La selenometionina es un
secuestrador de peroxinitrito, que es un producto peroxidado del dxido nitrico con gran
potencial para oxidar biomoléculas (484).

En el ensayo 22 estos resultados se confirmaron también por la medida de la concentracién de
glutation oxidado respecto al reducido (GSSH/GSH). La glutatién reductasa es una enzima
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antioxidante selenio dependiente que mantiene el equilibrio de dxido-reduccién (485). Grant,
Collinson, Roe & Dawes (1996) observaron que la actividad de esta enzima en situaciones de
estrés oxidativo produce un aumento en la concentracion de GSH (486). En el ensayo 2
(Articulo 2 Tabla 2), puede observarse que los grupos que recibieron selenio organico
presentaron la menor concentracion de GSSH (0.4 y 0.6 pM/g) mientras que el grupo que
recibié selenio mineral tuvo la mayor (0.9 uM/g).

En conjunto, estos resultados confirman que existe una mayor proteccién frente a la oxidaciéon
en grupos que reciben selenio orgdnico.

En el ensayo 32 se determind el estatus oxidativo mediante un procedimiento de oxidacidon
inducida (Articulo 3 Tabla 4). Las muestras de los cerdos suplementados con vitamina E
tuvieron una concentracion mds baja de MDA que los otros grupos experimentales en el
momento inicial (P=0.0004) y tras un periodo de incubaciéon de 30 min (P=0.0001), 60 min
(P=0.0010), 90 min (P=0.0001) y 120 min (P=0.0001). La concentracién de MDA fue un 43%
inferior en este grupo respecto al grupo control. En el caso de los cerdos que recibieron selenio
en el pienso, la concentracidn de MDA se redujo un 14% respecto al grupo control. Es posible
que la diferencia en la respuesta respecto a los ensayos 12 y 22 se deba al diferente
procedimiento de medida utilizado (oxidacién inducida). No obstante, la medida de la
estabilidad oxidativa es muy variable y no es infrecuente que existan diferencias entre
ensayos.

6.6. Color

La medida del color y el cambio durante el almacenamiento se ha llevado a cabo mediante un
registro de los valores L* (luminosidad), a* (color rojo), b* (color amarillo-verdoso) y
saturacién cromatica (chroma o intensidad de color). En el ensayo 12 el grupo de selenio
organico tuvo valores a* mas altos en los dias 1 y 7 de almacenamiento que el grupo de
selenio mineral (P=0.006 y 0.011, respectivamente). Un resultado similar se observa en el caso
del valor b* y en la saturacion cromatica (Articulo 1 Tablas 4 y 5). En el experimento 22 no se
observaron efectos de la dieta en los valores L* y b*, pero el valor a* fue menor en los cerdos
que recibieron selenio mineral (Articulo 2 Tabla 2).

Zhan y colabores y Bobcek y colaboradores han sefialado también un efecto del selenio
organico estabilizador del color durante el almacenamiento (394, 414). Ademas, es posible que
el selenio mineral pueda tener cierto efecto oxidativo sobre el color (487).

En el ensayo 32 los principales efectos del color se observaron en el grupo suplementado con
vitamina E (Articulo 3 Tabla 5), que mostrd el valor mayor de a* (P=0.032), b* (P=0.048) e
intensidad de color (P=0.037), produciendo carne con valores de color rojo un 25 % superior y
una intensidad de color un 8 % superior. Existe abundante informacién sobre el efecto de la
vitamina E en el color, particularmente en animales rumiantes (488, 489). Sin embargo, en el
ensayo 32 ni el tipo de selenio ni la dosis ejercieron efecto alguno en pardmetros de color, lo
que es consistente con los efectos descritos sobre el estatus oxidativo. Es posible que el
tiempo de suministro pueda ser responsable en parte de este efecto. Ademas, es importante
sefialar que en general lo datos disponibles en la literatura sobre el efecto del selenio en el
color son poco consistentes y se pueden encontrar respuestas muy variables en la literatura.
Lisiak y colaboradores no observaron efecto sobre el color (383). Juniper y colaboradores
propusieron que una vez alcanzado el umbral necesario de selenio tisular, la suplementacion
adicional no produce ningun efecto apreciable (490). Por otra parte, la forma orgdnica de
selenio puede ser incorporada bien en selenoenzimas o en el lugar de metionina en otras
proteinas tisulares (351). Consecuentemente, los 0.3 mg/kg de selenio organico que se usaron
en el presente estudio, dieron una mayor intensidad de color y valores de a* que la forma
inorganica.
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6.7. Capacidad de retencion de agua

La capacidad de retencién de agua es uno de los principales problemas tecnoldgicos de la
industria de la carne y presenta distintos efectos negativos. Estos son: en primer lugar la
pérdida del peso que puede ser comercial (anterior venta) o posterior durante la vida util en
bandeja (una bandeja tipica pierde entre el 2 y el 3% del peso inicial), en segundo, la pérdida
nutricional que se genera por el no consumo, y, finalmente el rechazo que genera en el
consumidor el exudado (426, 491, 492). A parte de estos importantes efectos, la CRA, medida
como pérdidas por exudado presenta una serie de efectos sobre otros caracteres de la carne
como la textura, jugosidad etc. y presenta colinealidad con otros factores de calidad de la
carne (Tabla 11). Su baja heredabilidad (entorno a 0.1-0.3) (493), y su correlacion negativa con
caracteres deseados de calidad de carne como el porcentaje magro (494) ha generado una
pérdida de la CRA indirecta. Asi, la mayor parte de las acciones para su control se realizan
perimorten o con la alimentacidn. Es por esto que el mayor interés de esta tesis se ha centrado
en la influencia de la alimentacién con antioxidantes en el producto final.

Tabla 11. Correlacidn de variables con la pérdida por exudado

. relacion media Fuentes Correlacion  Correlacion
Variable . .. e e c: . .
revision bibliograficas maxima minima

Color subjetivo -0.43 2 -0.39 -0.46
Minolta L* 0.50 3 0.74 0.33
Minolta a* 0.12 2 0.14 0.11
Minolta b* 0.44 2 0.54 0.34
Perdida cocinado 0.24 1 0.24 0.24

s 0.22 1 -0.52 -0.52
pHas -0.52 1 -0.52 -0.52
pH, -0.45 5 -0.31 -0.66
Conductividad 24 h 0.42 1 0.42 0.42
indice glicolico in vivo 0.34 1 0.34 0.34
indice glicolitico PM 0.43 1 0.43 0.43
Glucosa libre 0.55 1 0.55 0.55
GIM 0.17 1 0.17 0.17
WBSF 0.31 1 0.31 0.31
Terneza panel -0.47 2 -0.3 -0.64
Jugosidad panel -0.05 1 -0.05 -0.05
Q;‘;Z}as anomalos 0.35 1 0.35 0.35
Sabor a cerdo panel -0.24 1 -0.24 -0.24
(495-502)

Como se puede observar en la Tabla 11 la CRA se encuentra fuertemente influida por el pH
final y por el modo por el que se alcanza ese pH, viéndose por tanto fuertemente afectada por
factores genéticos (indices glicoliticos), factores perimortem como el bienestar, bajada de pH,
temperaturas, nutricion, sistema de aturdido etc, siendo estos frecuentemente ignorados los
trabajos cientificos. Los animales empleados en esta Tesis han presentado una velocidad de
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descenso de pH que puede calificarse como éptima (pH a las 3 horas entre 6.4 y 6.5), una pH
final adecuado, con un promedio entre 5.6-5.7. Ello supondria la clasificacion de carne RFN
segln el protocolo propuesto por Kauffman y Cassens (57). Esto puede haber condicionado los
resultados posteriores.

En el experimento 12 no se han observado diferencias en capacidad de retenciéon de agua
estimada mediante el método de suspension en atmdsfera saturada de agua (Articulo 1 Tabla
2). La falta de efecto del selenio organico contrasta con la informacidn existente respecto a la
administracion de dosis elevadas de vitamina E en el pienso, que se ha mostrado efectiva para
aumentar la retencidn de agua con claridad y de un modo generalizado. El reducido numero de
muestras empleado en este estudio puede ser una de las principales causas, no obstante una
posible explicaciéon de esta diferencia puede ser debida al hecho de que el tocoferol se
acumula especificamente en las membranas celulares, lo que podria mejorar la integridad de
las mismas en la etapa post-mortem y por tanto evitar la extravasacion de liquidos (421). De
acuerdo con este planteamiento, el selenio seria poco efectivo en la retencién de agua al no
ejercer su efecto antioxidante en las membranas celulares.

En este mismo ensayo se ha observado una interaccion entre pH final de la carne y el tipo de
selenio en el pienso en la CRA, lo que permite pensar que puede haber un efecto mediado por
los procesos metabdlicos que tiene lugar durante el establecimiento del rigor mortis. La
capacidad de retencién de agua depende del estado de acortamiento de los sarcémeros, y este
a su vez de las interacciones entre la temperatura del musculo y el desarrollo del rigor (2) asi
como del agua y la proteina, que se ve afectada a su vez por la protedlisis que tiene lugar en el
musculo post-mortem. En consecuencia, la velocidad de caida de pH y el descenso total del
mismo, se consideran esenciales para que la carne pueda retener agua. Un pH en la
proximidad del punto isoeléctrico (5.5) reduce la repulsidn electrostatica y minimiza por tanto
el espacio entre ellos, produciendo una menor retencion de liquidos (106).

Es interesante sefalar que en nuestro laboratorio se ha desarrollado durante los meses en que
se realizd este estudio un procedimiento de extraccidn de grasa intramuscular que implica
extraer la mayor parte del contenido de agua por liofilizacién, para lo cual previamente deben
congelarse las muestras (503). En el proceso de puesta a punto y contrastacion se trabajé con
muestras de los andlisis de este experimento y se observé de modo casual que las muestras de
cerdos que habian consumido selenio organico tenian una pérdida de agua diferente a los que
habian consumido selenio mineral. No fue posible hacer un estudio sistematico de todas las
muestras y por ello los resultados no se han incluido en el trabajo, pero ello si condicioné los
futuros desarrollos experimentales de esta tesis.

En el experimento 22, cuando se analizaron las muestras por el procedimiento de suspension
en atmodsfera saturada, se observé una tendencia del grupo que recibié selenio mineral hacia
una menor capacidad de retencién de agua. Sin embargo, en este caso ademads se analizaron
todas las muestras por liofilizacion durante 72 horas y si se observaron diferencias
significativas entre grupos experimentales en la cantidad de agua liberada (P=0.0001) (Articulo
2 Tabla 2). El proceso de liofilizacién permite un ajuste y seguimiento mucho mas preciso de
los procesos de pérdida de agua, observando una menor variabilidad entre muestras, lo que
permite establecer con mayor precisidn diferentes respuestas entre grupos. El proceso se basa
en el paso de agua desde el estado sdlido al gaseoso, produciéndose éste con diferente
velocidad segun la estructura muscular y el grado de vinculacién del agua.

En el experimento 32, nuevamente se observa un efecto marcado del selenio orgdnico en la
evolucidn de la pérdida de agua durante la liofilizacion. Durante el proceso de liofilizacion se
encontraron diferencias entre grupos tras 20 (P=0.009), 40 (P=0.037) y 60 (P=0.045) horas de
liofilizado. Se puede observar que en los momento iniciales los grupos que recibieron selenio
organico perdian menos agua (menor proporcion a las 20 horas, P=0.027). La menor pérdida se
produjo en el grupo que recibié selenio organico a la dosis mas alta (Figura 47).
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Figura 47. Efecto del aporte de dos dosis (L, baja; H alta) de selenio mineral (selenito
sddico, SS) o organico en base levadura (SY) y de vitamina E en la pérdida de exudado
de la carne en fresco, tras descongelacion o tras 20 horas de liofilizacion (experimento
39),

La informacién disponible sobre el efecto del selenio organico en la capacidad de retencion de
agua es heterogénea. Algunos autores han descrito un aumento en la capacidad de retenciéon
de agua respecto a la forma mineral (380, 383, 394, 412), aunque otros no han encontrado
efecto alguno (414, 504). Castro-Rios y colaboradores emplearon 0.3 ppm de selenio
analizando Unicamente las pérdidas en cocinado (504). Bobcek empled Unicamente SeY en
concentracién media (0.18) y alta (0.48) observando también tendencia a menor merma (414).
Por otro lado, Li y colaboradores utilizaron tres dosis de selenio organico (0, 0.3, and 3.0 mg
Se/kg) y encontraron menor pérdida de exudado en carne de cerdos que recibieron pienso
suplementado con 3.0 mg/kg, mientras que el grupo que recibié 0.3 mg/kg obtuvo resultados
intermedios que no llegaron a ser significativamente diferentes a la de los cerdos no
suplementados (412). Otros experimentos que también observaron efecto en la capacidad de
retencidn de agua usaron concentraciones de formas orgdnicas de selenio entre 0.4-0.5 mg/kg
(383) o de 0.3 mg/kg con un tiempo de suplementacién de al menos 40 dias (394). Mahan y
colaboradores alimentaron a cerdos desde los 55 hasta los 105 kg con pienso enriquecido en
selenio organico (0.3 mg/kg) y observaron menor pérdida de liquidos que cuando se
administraron formas minerales (380).

Los datos disponibles parecen indicar que se puede descartar un efecto del selenio en la
capacidad de retencion de agua. En este sentido, la hipdtesis que relaciona el papel protector
de la integridad de las membranas celulares en la capacidad de retencién de agua ha sido
cuestionada recientemente, proponiéndose que el efecto clave de actuacion se relaciona con
la preservacion de la actividad proteolitica, al proteger a la calpaina de la oxidacion (54, 149).
Asi la calpaina no oxidada proteoliza proteinas citoesqueléticas clave, como la desmina,
relacionadas con la CRA (54). Estas proteinas se ven lisadas en fases tempranas de 45 min a 6
horas tras el sacrificio. La degradacién de las mismas permite al agua que se expele del espacio
intramiofibrillar se quede dentro del sarcolema por un periodo mayor. La rotura de estas
proteinas estd mediada por la actividad de la calpaina. Asi pues si la actividad de la calpaina o
su activacion se ven incrementadas, los filamentos intermedios seran degradados en una
mayor proporcién y menos sarcoplasma se extravasarad. Esta hipdtesis coincide con los
resultados expuestos en el experimento 32 en el que se asocid una mayor capacidad de
retencién de agua con una mayor protedlisis con la suplementacién de selenio orgdnico (457).
Por otra parte, teniendo en cuenta el potencial incremento de la resistencia a la insulina que
puede ejercer el selenio orgdnico, se ha revisado la bibliografia existente y nuestros propios

127



datos experimentales, con el objetivo de encontrar evidencias que permitan suponer que
existe un efecto del selenio en el pH muscular. En la Figura 48 se muestran datos de algunos
trabajos que describieron un descenso mds moderado en la carne de cerdos que recibieron
selenio organico en el pienso. No obstante, es preciso indicar que este efecto no ha sido
significativo en ninguno de estos estudios, aunque también es necesario enfatizar que el
nimero de animales experimentales y el disefo experimental no permitian establecer
diferencias en un pardmetro tan variable como es el pH en los momentos iniciales tras el
sacrificio (Figura 48). En el estudio 32 se realizé la medida del pH encontrandose valores mas
altos de pH a las tres horas del sacrificio en los animales suplementados con selenio organico y
antioxidantes (Figura 49) (457).
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Figura 48. pH,s en distintas referencias de cerdos suplementados con SeY (383,
394, 412, 414).
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Figura 49. Curva de caida de pH tras el sacrificio en los animales del ensayo 32 y representacion grafica de los
grupos experimentales que permite observar un pH mas elevado en los grupos que recibieron selenio en forma
organica respecto a las formas minerales (457)
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6.8. Protedlisis

En la Figura 50 se muestra una visiéon global de los principales factores que condicionan la CRA
de la carne y la evolucién temporal de las hipdtesis formuladas para explicar los posibles
mecanismos de actuacién. Aunque resulta incuestionable la importancia del pH final y la
velocidad de descenso tras el sacrificio, es evidente que existen otras variables que provocan
cambios marcados en la CRA, entre los que destaca el estatus oxidativo del musculo post-
mortem. Aunque el mecanismo de accién de la vitamina E se relacioné inicialmente con la
integridad de las membranas celulares, otros factores como el mantemiento de la actividad
proteolitica de algunas enzimas claves en los procesos iniciales pueden jugar un papel esencial.
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Figura 50. Diferentes hipdtesis planteadas a lo largo de los afios para explicar los factores de
variacién en la capacidad de retencion del agua de la carne.

El patron de las proteinas miofibrilares se presenta en el Articulo 3 Figura 1. Los perfiles
electroforéticos se ven afectados por la dieta suplementada y el tiempo de almacenamiento.
Este afecta principalmente a la troponina T, tropomiosina y la banda de 150kDa que
desaparecen parcialmente a los 7 dias de almacenamiento. Otros autores encuentran efectos
similares para el tiempo de almacenamiento en carne de vacuno y ovino (505, 506). Martinaud
y colaboradores (505) también encontraron un efecto concomitante con la aparicién de una
banda a 30kDa que se considera vinculada al indice de proteolisis. No obstante, al igual que
Santé-Lhoutellier y colaboradores, no detectamos esta banda (506).

El principal efecto observado entre tratamientos fue un mayor decrecimiento en las bandas de
MLC2 (cadena ligera de la miosina 2), Tn-I (troponina 1), tropomiosina y Tn-T (troponina T) en
los grupos control y SS-L tras 7 dias de almacenamiento refrigerado comparado con los otros
grupos. Esto se acompaifié con una disminucion menor de la banda a 150kDa comparada con
los grupos SS-H, SY-L, SY-H y VITE + SS tras los mismos dias de almacenamiento. La
desaparicién de las bandas de miosina, troponina y tropomiosina puede corresponderse con
procesos oxidativos. Asi pues, tanto el enriquecimiento de la dieta con selenio organico, como
con selenito en alta concentracién y con vitamina E con selenito ejercié un efecto importante
en las proteinas miofibrilares en este estudio. También es evidente la presencia de bandas a 98
y 105 kDa, a los 2 dias de almacenamiento en los tratamientos SY-L, SY-H y VITE-SS.

El efecto de la suplementacion con vitamina E en las bandas de miosina y tropomiosina ha sido
previamente descrito (507); no obstante, no existen estudios que hayan investigado este
efecto con selenio.
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También se presentan un nimero mayor de bandas entre las bandas de tropomiosina y Tn-I
(troponina 1) en el grupo VITE+SS, que puede ser el resultado de la fragmentacién de la
tropomiosina o puede ser un indicador de menores pérdidas debidas a la oxidacién, dado el
caracter antioxidante de esta dieta. Aksu, Aktas, Kaya & Macit también encontraron un efecto
similar sobre las proteinas miofibrilares con la suplementacidon de vitamina E a 45mg/dia
durante 75 dias en cordero (507). Servais, Letexier, Favier, Duchamp & Desplanches
encontraron una menor tasa de protedlisis, mediante la reduccion de la expresiéon de
calpainas, las caspasas -3 -9 y -12 y ligandos de la ubiquitina (508). Las calpainas son cistein
proteasas que fragmentan la titina y nebulina cerca del disco Z (132). Asi, el sistema de la
calpaina juega un papel importante regulando la protedlisis de proteinas en condiciones post-
mortem (133). En el grupo SeY-H se generaron nuevas bandas adicionales entre la MLC-1
(cadena ligera de la miosina 1) y la Tn-C (troponina C) y entre la MLC2 y MLC3 (cadena ligera de
la miosina 2 y 3) tras 7 dias de almacenamiento, pero no en el resto de grupos. Estos
compuestos pueden generarse de la descomposicion de las cadenas de miosina y troponina y
pueden ser indicadores de una mayor actividad proteolitica en este grupo.

El contenido en amino acidos libres en carne de cerdo puede verse en el articulo 3 Tablas 7 y 8.
Como era esperable, el contenido en amino acidos libres se incrementd con la maduracion de
la carne y fue debido a la accién de aminopeptidasas (130). El grupo suplementado con
vitamina E y SS tuvo el menor contenido de serina (SER) (P=0.011) y anserina (ANS) (P=0.009) a
los 7 dias comparado con los otros grupos. El grupo suplementado con VITE+SS presentaba
una mayor cantidad de aminodcidos esenciales comparado con los restantes. Asi, la prolina
(PRO) (P=0.0001), triptéfano (TRP) (P=0.0063) y fenilalanina (PHE) (P=0.0062) a los 2 y 7 dias
(P=0.0001; P=0.0001 y P=0.0004 respectivamente) fueron superiores en cerdos suplementados
con VITE +SS comparado con las restantes alimentaciones. Estos amino acidos libres (PRO, PHE
y TRP) también se mantuvieron mas bajos independientemente de la fuente de selenio o dosis,
indicando su posible origen en la suplementacién con vitamina E. Este fendmeno no ha sido
descrito anteriormente. Dado el mayor poder antioxidante del grupo VITE+SS encontrado en el
presente estudio en la menor produccién de MDA, cambios en el color y cambios en las
proteinas miofibrilares, este efecto puede deberse a la mayor proteccidon de la vitamina E
frente a la oxidacidn proteica (509). Esta actividad antioxidante también permitiria mantener
la actividad de la calpaina post-mortem incrementando la protedlisis de los filamentos en la
carne.

La fuente de selenio también afect6 el perfil de amino acidos libres de la carne. Asi, la carne de
animales suplementados con selenio orgdnico presentd mayores niveles de glicina (GLY) y
carnosina (CAR) en el dia 2 y alanina (ALA) (P=0.078), taurina (TAU) (P=0.098) y anserina (ANS)
(P=0.051) a los 7 dias de madurado, comparado con el selenito sddico. Niveles superiores de
CAR en carne se han asociado con mayor calidad de carne (510), encontrdndose mas
concentracién en musculos glicoliticos (511).

El efecto de la dosis se observd Unicamente en el contenido en ALA que se incrementd con la
misma (P=0.036). Mas aun, incrementos en la dosis de Se resultan en mayores niveles de SER
(P=0.027 y P=0.026 a los 2 y 7 dias respectivamente), ANS (P=0.0005 y P=0.012 a los 2 y 7 dias
respectivamente) y CAR (P=0.016 a los 2 dias) comparados con la suplementaciéon con vitamina
E. Como se ha informado anteriormente, no existe informacién sobre el efecto de la fuente de
Selenio o dosis en la protedlisis. La carnosina es un importante dipéptido natural soluble en
agua que puede contribuir a la inactivacion de los catalizadores de oxidacidn lipidica y
radicales libres en el sarcoplasma (512), regulando también el mecanismo de liberacién del
calcio y la homeostasis (513).

El diferente efecto en la protedlisis segln la fuente utilizada del selenio debe ser destacado en
la medida que una mayor protedlisis puede ser en parte responsable del incremento de la CRA.
De esta manera Kristensen y Purslow (329) propusieron que el aumento de la CRA durante el
almacenamiento de la carne se debia a la degradacién de las proteinas citoesqueléticas. Mas
aun encontraron que la salida de exudado estad inversamente relacionado con la rotura de
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proteinas citoesqueléticas con el tiempo. En esta linea Lonergan & Lonergan (54) reportaron
qgue la degradaciéon de proteinas como la desmina, talina y vinculina en las primeras horas
post-mortem permite al agua expelida del espacio intramiofibrilar quedarse dentro del
sarcolema al librar a este de la reduccién concomitante a la formacion de la actomiosina. Los
resultados de nuestro estudio concuerdan con esta hipétesis que otorga a la carne con mayor
degradacion de filamentos intermedios una reduccién del agua expelida a los canales de
merma asi como una menor formacidn de estos mismos. Otros estudios, no obstante han
mostrado que la degradacidén de proteinas no estd siempre asociada con incrementos de la
CRA del cerdo (89, 319).

Por otro lado, dado que estas proteinas son sustratos de las calpainas, que se encuentran
directamente relacionadas en la regulacién de la protedlisis y dado que se ha reportado que se
produce una menor expresion de calpainas en grupos suplementados con vitamina E (508),
una mayor perdida por exudado podria esperarse de cerdos que reciben dieta suplementada
con vitamina E. Sin embargo, también hay referencias de que la oxidacién proteica reduce la
funcionalidad de las calpainas, aspecto por lo que esta resultaria protectora del estado de las
enzimas. Este posible doble efecto descrito para la vitamina E inhibiendo la oxidacién vy la
calpaina y su expresion, puede ser la causa del efecto intermedio observado para la pérdida de
agua en este estudio. El efecto de mayor nivel de amino acidos esenciales libres es
desconocido. Estas diferencias en la protedlisis que se encuentra en las referencias de
suplementacién puede justificar la controversia encontrada. De cualquier manera existen
numerosos factores que pueden afectar al sistema calpaina que deben ser tomados en
consideracion, debiendo incrementarse la investigacion para confirmar los efectos expuestos.
Para confirmar el efecto del selenio en la protedlisis, empleamos el indice de fragmentacion
miofibrilar (MFI) (Articulo 3 Tabla 9). En el dia 2 de almacenamiento el MFI no se vio
modificado por el tratamiento nutricional. A los 8 dias tampoco se vio afectado
estadisticamente, no obstante SeY y VITE+SS presentaban los mayores niveles de MFI (P=0.147
y P=0.125 respectivamente). El incremento del MFI con el tiempo ha sido previamente descrito
(514), ya que existe una relacién entre protedlisis y valor MFI (102, 176). Estos resultados
confirmarian los resultados de oxidacion de proteinas miofibrilares y contenido en amino
acidos libres descrito anteriormente. Asi pues, la carne de grupos suplementados con SeY y
VitE+SS presenta una mayor protedlisis que justificaria las pérdidas de agua menores o
intermedias encontradas en estos grupos.
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7. Conclusiones

La incorporacién de selenio organico a dosis de 0.3-0.4 mg/kg en el pienso de cerdos en

finalizado durante 9-10 semanas:

1.

Mejora el estatus oxidativo de la carne y por tanto la vida Util, respecto a la carne de
cerdos que reciben iguales dosis de formas minerales.

Produce cambios en el color de la carne, con especial relevancia en el valor a* (color
rojo), que ofrece valores mas altos.

Produce una mayor concentracién de este mineral en la carne que el aporte de formas
inorganicas.

Aumenta la actividad de la enzima A9-desaturasa de acidos grasos, por lo que la
concentracién de C18:1n-9 y C16:1 n-7 es mayor en los tejidos y en consecuencia la
concentracién de C18:0 es menor.

Produce una mayor actividad lipolitica post-mortem y aumenta la concentracion de
acidos grasos libres en los tejidos. La combinacion de selenio organico y altas dosis de

vitamina E incrementa este efecto.

La administracidn de selenio organico a dosis de 0.2 0 0.4 mg/kg durante 4 semanas:

6.
7.

No produce efecto en el estatus oxidativo o parametros del color en la carne.

Aumenta la capacidad de retencién de agua y la actividad proteolitica muscular post-
mortem.

Estos resultados confirman la relacidn entre los fendmenos proteoliticos post-mortem

y la capacidad de retencidn de agua de la carne.

La pérdida de agua durante el proceso de liofilizacién permite seguir los procesos en pocas

horas o minutos tras el sacrificio, obteniendo datos con precisién y con menos variabilidad que

los procedimientos convencionales (pérdida de peso de la canal, pérdida de peso de la carne

almacenada en atmdsfera saturada, etc), lo que puede ser un método de utilidad practica en

estudios de calidad de la carne.
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