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RESUMEN

El valor nutricional de la carne estd determinado por el contenido de nutrientes necesarios
para el cuerpo humano. Estos son; vitaminas, minerales, grasas, agua, carbohidratos y proteinas.
La carne como producto proteico, estd determinada por el balance de la composicion de
aminodcidos (aa). Los objetivos del presente estudio fueron 1: Poner a punto y cuantificar,
mediante cromatografia de altas presiones de fase reversa (HPLC), el perfil de aminoacidos
esenciales y no esenciales en la carne de vacuno; y 2: evaluar las diferencias en el perfil de
aminodcidos esenciales y no esenciales de 2 razas de ganado vacuno. Fueron utilizados un total
de 27 animales, 15 animales fueron de la raza bovina Wagyu (WA) y 12 del cruce de esta con
Aberdeen-Angus, a lo que se llamé Wangus (WN). Al momento del sacrificio los animales tenian
entre 22 y 47 meses de edad. Se analizd el musculo Longissimus dorsi. Los pasos para la
determinacion de aminoacidos fueron: hidrdlisis acida con HCL 6 N a 110 °C durante 24 horas;
derivatizacidon precolumna con 6 — aminoquinolyl — N - hydroxysuccinimidyl carbamate;
cromatografia de altas presiones de fase reversa y deteccién por fluorescencia a 250 y 395
nanémetros (nm). Para la determinacién del triptéfano se llevd a cabo otro procedimiento:
hidrélisis con NaOH 6N a 100 °C durante 4 horas, cromatografia de altas presiones de fase
reversa y deteccion por espectofotometria a 280 nm. Los resultados generales muestran que no
existen diferencias significativas entre ambas razas (P=0.54). La cantidad de prolina e histidina

fue mayor para la raza WAy la cantidad de tirosina fue mayor para la raza WN (P<0.95).

Palabras clave: Aberdeen Angus, Wagyu, aminoacidos, HPLC.

Abstract

The nutritional value of meat is determined by the content of nutrients that are necessary
for the human body. These are; vitamins, minerals, fats, water, carbohydrates, and proteins.
Meat as a protein product is determined by the balance of the amino acid composition. The
objectives of the present study were: To fine-tune and quantify the profile of beef essential and
non-essential amino acids by reverse phase high-pressure chromatography (HPLC) the profile of
essential and non-essential amino acids in beef, and 2: evaluate the differences in the essential
and non-essential amino acid profile on 2 breeds of cattle. A total of 27 animals were used, 15
animals were from the Wagyu bovine breed (WA) and 12 from the crossing of WA with
Aberdeen-Angus, which was called Wangus (WN). The animals were between 22 and 47 months
old. The muscle analysed was the Longissimus dorsi. The steps for the determination of amino

acids were: acid hydrolysis with 6 N HCL at 110 °C for 24 hours, precolumn derivatization with
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6—aminoquinolyl-N-hydroxysuccinimidyl ~ carbamate; reverse  phase  high-pressure
chromatography and fluorescence detection at 250 and 395 nm. For the determination of
tryptophan another procedure was carried out: hydrolysis with 6N NaOH at 100 ° C for 4 hours,
reverse phase high-pressure chromatography and, detection by spectrophotometry at 280 nm.
The results show that the amount of proline and histidine was higher for the WA breed and the
amount of tyrosine was higher for the WN breed (p <0.95). The general results show that there

are no significant differences between both breeds (P <0.95).

Keywords: Aberdeen-Angus, Wagyu, Amino acids, HPLC.
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1. INTRODUCCION Y REVISION BIBLIOGRAFICA

1.1.Razas productoras de carne en Espaiia

En Espafia, las razas bovinas son numerosas dada su importancia en la produccidn de carne.
Dentro de las producciones ganaderas de Espafia, el bovino se encuentra en el tercer lugar en

cuanto a produccidn, segln datos de enero de 2019 (MAPAMA, 2019).

Las diferentes razas bovinas, productoras de carne, empleadas en Espafia se pueden agrupar
segln su procedencia. En primer lugar, estan las razas autéctonas de fomento, estas son razas
de origen espafiol; Asturiana de los Valles, Asturiana de la Montafia, Avilefia, Morucha, Parda de
la Montaia, Pirenaica, Retinta y Rubia Gallega. En segundo lugar, se encuentran las razas
integradas en Espaia: Blonde d'Aquitaine, Charolais, Fleckvieh y Limousin. Por ultimo, podemos
considerar las razas procedentes de terceros paises, cémo son Wagyu y Aberdeen-Angus

(MAPAMA, 2019).

La raza de bovino de carne Wagyu es originaria de Japdn. En la antigliedad, estos animales
fueron utilizados como animales de tiro, gracias a sus patas cortas y fuertes, por ese motivo
fueron criados como animales domésticos. Posteriormente, gracias a la tecnificaciéon de la
agricultura y a la cultura popular de comer carne de res en Japdn se llevd a cabo una mejora de
la genética de esta raza y paso a ser una raza productora de carne (Motoyama et al. 2016). Tras
su registro por la UNESCO como patrimonio cultural inmaterial en 2013, la carne de esta raza ha
ido ganando popularidad entre los gourmets de todo el mundo. De acuerdo con esta tendencia,

Wagyu ha sido atraida hacia el mercado mundial de la carne de vacuno.

Aberdeen Angus o Angus es una de las razas bovinas de aptitud carnica mas conocidas a
nivel mundial. El origen de esta raza estd en Escocia en las dreas de Aberdeenshire y de
Angusshire. Presenta un dptimo biotipo de raza productora de carne ya que es un animal
voluminoso, no muy largo y de tamafio moderado. Ademas, es ancho (especialmente en las
regiones posteriores a la mitad del dorso) y de buena profundidad, cuenta con contornos
redondeados y musculosos. Siatodo esto se le suma: la excelencia de su carne; su eficiencia de
conversion del alimento en peso vivo; el elevado rendimiento de la canal y el hecho de que el
color negro y la ausencia de cuernos sean caracteres dominantes, da lugar a que esta raza se

haya ganado merecida reputacion en la producciéon de carne de res (Briggs, 1980).
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1.2.Calidad de la carne

La calidad de un producto es un término complejo de definir de manera general. Sobre todo,
considerando que es la preferencia del que consume dicho producto, la que le confiere

determinada calidad (Lunt et al., 1992).

Para la carne de Wagyu existe un estandar de calidad creado por la Asociacién Japonesa de
Clasificacién de Carne, aprobado por el Director General de la Oficina de Produccién Agricola del
Ministerio de Agricultura, Silvicultura y Pesca (MAFF) (Motoyama et al., 2016). Desde el punto
de vista de la calidad y productividad de la carne las canales son evaluadas mediante dos indices;
el rendimiento y el grado de calidad. El rendimiento es la ratio carne/canal y esta clasificado en
tres grados (A, B y C) dependiendo de las siguientes cuatro categorias; el area del musculo
Longissimus thoracis; el grosor de la costilla; el peso de la canal fria dividida en dos y el grosor
de la grasa subcutdnea (Lunt et al., 1992). La calidad estd categorizada de 1 a 5 (valores mas
altos indican mayor calidad), dependiendo de: el grado de infiltracidn intramuscular de grasa y
el color del musculo Longissimus dorsi. También se tienen en cuenta el aroma, el brillo, la firmeza

y textura de la carne (tabla 1) (Motoyama et al., 2016).

Tabla 1: Grado de calidad de la canal en Japén (Motoyama et al., 2016).

Carcass grading in Japan.

Quality Grade

5 = 3 2 1
Yield Grade A A5 Ad A3 A2 Al
B B5 B4 B3 B2 Bl
C C5 C4 3 a C1

Por otro lado, el Departamento de Agricultura de Estados Unidos (USDA) redacté el estandar
de clasificacién de la carne en Estados Unidos. Este estandar uniformé los rendimientos de las
canales y su clasificacién para mejorar la comercializacion de la carne. Las clasificaciones de
calidad estan determinadas por el veteado de grasa en el lomo y la madurez de las canales. Este
estandar posee 8 categorias de calidad; Prime, Choice, Select, Standard, Commercial, Utility,
Cutter y Canner. Las primeras 4 categorias corresponden a animales jovenes menores de 42
meses. Las otras categorias corresponden a animales de una edad fisioldgica superior a 42
meses. El marmoleo se determina en el musculo Longissimus dorsi, al cortar la canal entre las

costillas 12 y 13. La madurez fisioldgica se determina por el grado de osificacion de la columna,



Concepcién Sanchez Romero Analisis, cuantificacion y comparacion del perfil
de aminoacidos en dos razas de ganado bovino

el color y forma de los huesos de las costillas y el color y textura del Longissimus dorsi (USDA,

2017).
Tabla 2: Categorias de calidad USDA (USDA, 2017).
Maturity**
Degrees of D&g rees of
Marbling A B [= D E Marbling
Slightly slightly
Abundant Prime Abundant
Moderate Commercial Moderate
Modest Choice Modest
Small Utility Small
Slight Select Slight
Traces / Cutter Traces
Practically Practically
Devoid Standard Devoid
* Maturity increases from left to nght (A through E).
** The A matunty portion of the Fl-;|u|e 15 the only portion applicable to bullock carcasses

Ademas, Segun la Organizacién de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura

(FAO), la calidad de la carne también se define en funcién de su calidad composicional.

1.3.Valor nutricional de la carne

El valor nutricional de la carne esta determinado por el contenido de nutrientes necesarios
para el cuerpo humano (Kolchina y Alekseeva, 2019). Estos son; vitaminas, minerales, grasas,
agua, carbohidratos y proteinas. La carne como producto proteico, esta determinada por el
balance de la composicién de aminoacidos (Kolchina y Alekseeva, 2019). Los aminodcidos son
compuestos quimicos a partir de los cuales se sintetizan todas las proteinas de los organismos
vivos. Los aminodcidos se dividen en esenciales, los cuales el organismo humano no es capaz de
sintetizar, estos son: valina, treonina, leucina, isoleucina, metionina, fenilalanina, triptéfano,
alanina e histidina, y no esenciales, tales como: aspartato, acido aspartico, glicina, glutamina,

acido glutamico, prolina, serina y tirosina (Vopalensky et al., 2017).

El valor nutritivo de los alimentos para humanos y animales es de gran importancia en la
actualidad, es por esto que el analisis de aminoacidos (aa) encuentra aplicacién en muchos
campos de investigacién. La elevada demanda de informacién relacionada con el valor
nutricional de los alimentos, ha dado lugar al desarrollo de métodos cada vez mas precisos para

la determinacidn de distintos componentes, incluidos los aminodcidos (Wu et al., 2016).
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En la pasa da década, el consumo de carne de vacuno en Espaiia ha disminuido més de un
18 % (MAPAMA, 2020). Esta reduccidon puede ser resultado del desconocimiento de la

importancia de la carne como fuente de proteinas (Wu et al., 2016).

Como bien se sabe, tras el consumo de la carne, los aminoacidos libres son rapidamente
absorbidos mientras que las proteinas son facilmente hidrolizadas en péptidos y en aminodcidos
libres, los cuales también seran absorbidos en el intestino (Pérez-Palacios et al., 2014). En
humanos, esta absorcion de los aminodcidos proporciona numerosos beneficios. Una adecuada
provision de aa mejora la sintesis de proteinas musculares y disminuye el riesgo de sarcopenia
en ancianos (Riddle et al., 2016). Ademas, la arginina reduce la obesidad y mejora la disfuncion
cardiovascular (McKnight et al., 2010). Una dieta que incluya taurina es esencial en nifios y
adultos para mantener las funciones retinal y cardiaca correctas, ademas de tener una funcion
antiobesidad, antidiabética y con efectos anticancerigenos (Wu et al., 2013). Asi mismo, la
carnosina y la glutamina son potentes antioxidantes para las células (Hipkiss et al., 1997). La
glutamina libre mas el glutamato, presentes en la carne de vacuno, juegan un papel importante
como combustibles metabdlicos en funciones vitales como moduladores de la respuesta
inmune, estimulacidn de la sintesis de proteinas, regulacion de la integridad del epitelio

intestinal y su funcién (Wu et al., 2009).

El porcentaje de proteina presente en 100 gramos de carne de vacuno oscila entre 63 a 68
%, mientras que la mayoria de las plantas tienen menos de un 12 % de proteina en su
composicion. Es por esto que tiene deficiencias en algunos aminoacidos, incluyendo la lisina,
metionina, cisteina, triptéfano, treoninay glicina (Young y Pellet, 1994). La ausencia de algunos
aminodcidos en las proteinas de las plantas contribuye a la importancia de adquirir estos de
otras fuentes. Es el caso de la taurina, la cual se debe obtener de fuentes de origen animal (Jeong
etal., 2012). Lo ideal para llevar una vida sanay saludable seria ingerir de 3 a 4 raciones de carne
de calidad a la semana, combinandola con una alta ingesta de vegetales (Rios C., 2019). Ademas
de su valor nutricional, los aminodacidos influyen en la palatabilidad de la carne, en su sabory en

la generacién de compuestos volatiles (Pérez-Palacios et al., 2014).

1.4.Determinacion de aminodcidos en carne de ganado vacuno

El analisis de aminoacidos en la carne requiere de varios pasos. En primer lugar, la liberacion
de los aminodcidos de la matriz de la proteina. En segundo lugar, la separacion de estos de forma

individual, y por ultimo su cuantificacidn usando estandares de calibracién (Otter, 2011). Los
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pasos son; hidrolisis de aminoacidos, separacién de los aminoacidos usando cromatografia y

derivatizacion de los aminodcidos (Otter, 2011).

1.4.1. Hidrdlisis de los aminoacidos

La hidrolisis de aminoacidos consiste en la liberacidn de los diferentes aminoacidos de la
proteina que forman. El método mas utilizado es la adicion de HCL 6 normal (N) a la muestra,
sellado al vacio y posterior calentamiento a 110 °C durante 24 horas. (Hollé et al., 2001; Hollé
et al., 2007; Wu et al., 2016). Este método se ha mantenido sin cambios desde 1954 (Stein et

al., 1954).

Otter, (2011) evalud diferentes métodos de hidrélisis de las proteinas intentando sustituir o
mejorar el método anteriormente descrito (HCL 6M 110°C durante 24 horas). Los diferentes
métodos analizados fueron dos. El primero estaba basado en resinas de intercambio catidnico
fuertes, que funcionaron como catalizadores acidos para la hidrdlisis de proteinas cuando se
calientan en presencia de agua. El segundo método se hizo mediante hidrdlisis acida asistida por
microondas. Se concluyé que no habia mejoras suficientes que pudieran mejorar el método

estandar.

Se ha reconocido que las condiciones de hidrdlisis estdndar no son adecuadas para la
extraccién de todos los aminodcidos, ya que algunos de estos son inestables, por ejemplo, los
aminodcidos sulfurados (cisteina y metionina) y el triptéfano. Esto ha resultado en el desarrollo
de condiciones de hidrdlisis variables para estas excepciones (Otter, 2011). En particular, la
determinacion del triptofano en el alimento es esencial ya que, al igual que la lisina, cisteina y
metionina, es el aminoacido en menores concentraciones. Por lo tanto, para poder realizar la
hidrdlisis de este aminodcido se lleva a cabo una hidrdlisis basica. Las muestras son hidrolizadas
con hidroxido sédico 4 N, selladas en tubos de hidrdlisis e incubadas a 100°C durante 4 horas

(Yust et al., 2003).

1.4.2. Separacion de los aminoacidos usando cromatografia

El analisis de aminodcidos ha sido una parte integral del andlisis bioquimico durante mas de
70 afos (Alterman y Hunziker, 2012). Este analisis, fue originariamente desarrollado por Moore
y Strein, en 1958, cuando aplicaron la cromatografia de liquidos para determinar aminoacidos,
utilizando una columna de intercambio idnico y reaccién de oxidacién postcolumna (tras el
anadlisis cromatografico) con ninhidrina. Los aminoacidos sélo se detectan parcialmente

mediante detectores de luz ultravioleta y por lo general, deben derivatizarse quimicamente
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antes del analisis. Dicha derivatizacion puede realizarse antes (precolumna) o después de la
separacion cromatografica (postcolumna) de los aminoacidos (Manning, 1993). Debido a que el
triptéfano se absorbe fuertemente a 280 nm, puede ser analizado individualmente por
deteccion UV tras la hidrélisis alcalina mediante cromatografia, sin derivatizacion (Yust et al.,

2003; Peace et al., 2005).

Existen diferentes técnicas empleadas en el analisis de aminodcidos, pese a que hay
numerosos avances con el paso de los afios, los métodos mds utilizados han sido: cromatografia
de intercambio idnico (IEC) (Pérez-Palacios et al., 2015); cromatografia liquida de altas presiones
de fase reversa (HPLC) (Csapd et al., 1989); cromatografia de gases (CG) (Yaglies, 2008) y

electroforesis capilar (EC) (Gilani et al., 2008).

1.4.2.1. Cromatografia de intercambio idnico

Tradicionalmente, esta ha sido la técnica principal para analizar aminodcidos libres en

matrices de alimento (Pérez-Palacios et al., 2015).

En este método, dos bombas de precision liberan continuamente volimenes constantes de
eluyentes, a elevadas presiones. Por un lado, una bomba libera eluyentes tamponados a las
columnas de intercambio catidnico y la otra bomba, afiade ninhidrina al flujo de aminoacidos
que van saliendo de la columna. La ninhidrina actia como agente derivatizante postcolumna,
descarboxila y desamina los aminodacidos. Esto lo hace mediante la oxidaciéon de los aa, liberando
el grupo amino como amonio. La forma reducida de la ninhidrina, llamada hidrindantina,
reacciona con las aminas libres para producir un derivado purpura que absorbe a 550-570
nanometros (nm). Las aminas secundarias como la prolina y la hidroxiprolina reaccionan de
manera similar, pero producen un croméforo amarillo que se mide a 440 nm. Para acelerar la

reaccion con ninhidrina son requeridas altas temperaturas (125-135 °C) (Gilani et al., 2008).

Hollé et al. (2007), analizaron sus muestras mediante este método, para ello se usaron tres
buffers de sodio. El primer buffer de sodio (0,3 0 M Na, pH = 3.50) fue usado para la elucion de
los siguientes aminoacidos: acido aspartico, treonina, serina, adcido glutamico, prolina, cisteina,
glicina, alanina y valina. El segundo buffer de sodio (0,4 M Na, pH = 4.25) fue usado para la
elucion de la metionina, isoleucina y leucina. El tercer buffer de sodio (1.12 M Na, pH = 7.9) fue
usado para la eluciéon de la tirosina, isoleucina, histidina, lisina y arginina. La tasa de flujo de los

buffers fue de 50 cm? / h y la tasa de flujo de la ninhidrina fue de 25 cm?/ h. La determinacién
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de los aminoacidos fue realizada con una derivatizacién post columna con ninhidrina, con una

deteccion fotométrica a 570 nm para todos los aminodcidos y a 440 nm para la prolina.

1.4.2.2. Cromatografia de gases

La cromatografia de gases es otra alternativa a métodos de analisis de aminoacidos,
especialmente cuando las muestras son de volimenes pequeios y se requiere una alta

sensibilidad (Peace et al., 2005).

En la cromatografia de gases (GC), la muestra se volatiliza y se inyecta en la cabeza de una
columna cromatografica. La elucién se produce por el flujo de una fase mdvil de un gas inerte, y
a diferencia de la mayoria de los tipos de cromatografia, la fase mévil no interacciona con las

moléculas del analito; su Unica funcidn es la de transportar el analito a través de la columna.

Existen dos tipos de cromatografia de gases: la cromatografia gas-sélido (GSC) y la cromatografia
gas-liquido (GLC). La cromatografia gas-liquido tiene gran aplicacién en todos los campos de la
ciencia y su denominacidén se abrevia normalmente como cromatografia de gases (GC) (Yagles,

2008).

1.4.2.3. Electroforesis capilar

La electroforesis capilar es una técnica en la que se separan diferentes moléculas presentes
en una disolucién, en este caso aminoacidos. Esta técnica consta de un capilar de separacion en
el que se encuentra la disolucidn que contiene los aminoacidos y el tampdn que es el encargado
de conducir la corriente eléctrica. La separacion se lleva a cabo segun la relacién masa/carga de
las distintas moléculas. Para que esto sea posible es necesario aplicar una diferencia de potencial
eléctrico entre los dos extremos del capilar que hara que las moléculas se muevan hacia un

extremo u otro del capilar y que se vayan separando entre si (Gilani et al., 2008).

1.4.2.4. Cromatografia liquida de alta presion de fase reversa

En el HPLC de fase reversa, se lleva a cabo una derivatizacién precolumna. En la mayoria de
los casos, esta se realiza mediante el reactivo 6-aminoquinolyl-N-hydroxysuccinimidyl
carbamate (AQC). Este producto reacciona con los aminodcidos esenciales y no esenciales y los
transforma en aductos fluorescentes altamente estables con una fuerte fluorescencia a 395 nm

(Figura 1).
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Figura 1: Reaccion de derivatizacion del AQC.

El exceso del reactivo se hidroliza durante la reaccion para formar 6 —aminoquinolina (AMQ)
(Figura 2) cuyas caracteristicas espectrales son netamente diferentes a cualesquiera de los
aminodcidos derivatizados. Ello permite programar una longitud de onda que maximice la
respuesta de emision de los derivados y reduzca al minimo la respuesta del AMQ. En esta
hidrélisis del reactivo también se forma N-hidroxisuccinimida (NHS) y didxido de carbono, pero
éstos no interfieren en el analisis cromatografico. La destruccion del exceso de reactivo es

completada en un minuto.

[

NH _O
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\N O%
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0
NH
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N\ | + + €O,
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Figura 2: Hidrdlisis del exceso de AQC
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Tras la derivatizacion, se lleva a cabo el analisis mediante cromatografia liquida de alta
presidn de fase reversa. La muestra a analizar pasa por la columna cromatografica mediante el
bombeo de liquido (fases moviles) aalta presion. Las fases méviles se forman haciendo
gradientes de elucidén, unos hidrofilicos y otros lipofilicos. La muestra a analizar es introducida
en pequeias cantidades en la columna y sus componentes se retrasan diferencialmente
dependiendo de su polaridad. Debido a que el conjunto de los aminoacidos presenta una amplia
gama de polaridades, para resolverlos en un solo cromatograma se necesita variar la
composicion de la fase movil a lo largo de la separacidn, aumentando su poder de elucién. De
esta forma, mediante el empleo de un gradiente de polaridad, se consigue separar todos los

compuestos en un tiempo razonable (Gilani et al., 2008).

La cromatografia liquida de alta presion, normalmente, usa columnas basadas en silice C8 o
C18 de fase reversa. Este método es mas simple, mds rapido, tiene mayor sensibilidad y utilizan

sistemas menos costosos que IEC (Gilani et al., 2008).

1.4.3. Derivatizacion de aminoacidos

Como se ha mencionado anteriormente, en algunos métodos, los aminodcidos pueden

derivatizarse antes o después del analisis.

Segun Gilani et al. (2008), los reactivos mas utilizados para la derivatizacion precolumna son:
Phenylisothiocyanate (PITC); o-phthalaldehyde (OPA); 5-dimethlyamino-1-naphthalene;
sulfonyl chloride (DABS-CL); 9-fluorenylmethyl chloroformate (F-MOC); y 6-aminoquinoyl-N-
hydroxysuccinimidyl carbamate (AQC).

Por otro lado, el reactivo mas usado para la derivatizacidn postcolumna es la ninhidrina, pero

también se utilizan los reactivos o-phthalaldehyde (OPA) y fluorescamina (Gilani et al. 2008).

1.5.Elementos que afectan o alteran el contenido de aminoacidos de la carne

El nivel de aminodcidos en el tejido muscular es relativamente constante. A pesar de ello, se
han mencionado diferencias; segun la raza (Hollo et al., 2007; Jeong et al., 2012), el sexo (Hollo
et al., 2001), la edad y la nutricién (Hollo et al., 2007, Muhlisin et al., 2015 y Koutsidis et al.,
2008).
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1.5.1. Cambios en el nivel de aminoacidos segun la raza

Hollo et al. (2001), analizaron el perfil de aminoacidos, esenciales y no esenciales, y el valor
biolégico de las proteinas del musculo Longissimus dorsi de dos razas europeas, Hungarian
Simmental y Holstein-Friesian. Las muestras se analizaron mediante HPLC con las siguientes
condiciones: dimensiones de columna 500 x 6 mm, temperatura de la columna de 50 °C; resina
de intercambio idnico Chromex UA-8; tasa de flujo del buffer 80 cm?, tasa de flujo de ninhidrina

40 cm3. Se concluyd que no habia diferencias significativas entre razas.

Jeong et al. (2012), compararon los aminoacidos libres del Longissimus lumborum de novillos
Hanwoo, Holstein Friesian y Aberdeen Angus o Angus, engordados en Corea. El analisis se llevé
a cabo mediante HPLC con las siguientes condiciones: el método DAD detector, 262 nandmetros
(nm), 338 nm; Columna, Zorbax Eclipse Analisys Amino Acid, 4,6 x 60 mm, 5 um; temperatura
de la columna, 40 °C; fase movil A, 40 ml de fosfato sddico, ph 7,8; fase movil B, acetonitrilo:
metanol: agua 45:45:10. En términos generales, el resultado del estudio fue que no habia
diferencias significativas entre las diferentes razas. Sin embargo, hallaron leves diferencias en la
cantidad de acido glutamico, serina, glicina y treonina comparando Hanwoo y Angus con
Holstein Friesian. Por un lado, el porcentaje de acido glutdmico en Angus y Hanwoo es
significativamente mayor que en Holstein. Por otro lado, Angus tiene mayor porcentaje de

serina, glicina y treonina que Holstein Friesian.

En 2016, Koshchaev et al. (2016), compararon el perfil de aminodcidos en terneros de carne.
Estas razas fueron Charolais, Aberdeen Angus y Hereford. Las muestras fueron analizadas
usando el sistema de electroforesis capilar. Al igual que en el resto de estudios, las muestras se
tomaron del musculo Longissimus dorsi. Los resultados obtenidos mostraron que no hubo
diferencias significativas entre las diferentes razas. En cambio, la cantidad de glicina, serina,

prolina e histidina fue menor en Hereford que en el resto de razas.

Vopalensky et al. (2017), analizaron y compararon perfiles de aminodcidos en toros
clinicamente sanos, criados en las mismas condiciones y con el mismo peso al sacrificio de doce
razas de vacuno de carne. Las razas utilizadas fueron: Aberdeen Angus, Belgian Blue-White,
Blonde d’Aquitaine, Galloway, Gasconne, Hereford, Highland, Charolais, Limousine, Simmental,
Piemontese y Salers. La técnica usada fue la cromatografia de intercambio idnico basada en la
reaccién de color obtenida tras la oxidacion de los aminodcidos con ninhidrina. Los resultados
obtenidos mostraron diferencias significativas en la cantidad de los aminoacidos esenciales

valina, metionina y arginina, estos aminoacidos se encontraban en mayor cantidad para

12
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Gasconne. Por otro lado, la cantidad de aminoéacidos no esenciales también variaba siendo

mayor el acido glutamico en Gasconne que en el resto de razas.

Un estudio reciente (Alekseeva and Kolchina, 2019), ha mostrado que valor bioldgico de las
proteinas es mayor en la raza Aberdeen-Angus respecto de Hereford. Concretamente se
comparo la relacidn triptéfano: hidroxiprolina y se demostré que disminuye cuando aumenta el
contenido de proteinas de tejido conectivo de la carne. Por lo tanto, fue asociado con una

disminucion del valor nutricional de la misma.

1.5.2. Cambios en el nivel de aminodacidos segutn la nutricion

Varios autores han mostrado diferencias entre los sistemas de alimentacién de produccién
intensivo y extensivo (Hollo et al., 2007 y Nicastro et al., 2000). Por ejemplo, animales en
extensivo alimentados con ensilaje de pasto y concentrado muestran cambios en la proporcion
de algunos de sus aminodcidos con respecto a animales de intensivo alimentados con ensilaje
de maiz, heno y concentrado, enriquecido con un 25 % de harina de linaza al dia (Holl6 et al.,
2005). Los animales criados en extensivo muestran mayores cantidades de fenilalanina, leucina,

treonina, cisteina y glicina (Holl6 et al., 2007).

Nicastro et al. (2000), analizaron la influencia de la dieta en el perfil de aminoacidos de los
musculos Longissimus thoracis y Semimembranosus en la raza Chianina. El resultado indic6 que
el nivel de energia de la dieta no influyé en el perfil de aminodcidos en animales de 8 meses de

edad.

En 2014, Griffiths (2014), evalud el efecto de la ingesta de proteinas en la dieta sobre la
deposicién de aminodacidos en la carne de res. Se estudiaron 21 animales de la raza British
Friesian, se hicieron tres grupos y cada uno se alimenté con90 g, 125 gy 150 g de proteina cruda
por kg de materia seca. El andlisis de aminodcidos se llevd a cabo mediante cromatografia de
intercambio idnico y usando norleucina y acido 2-amino-3-guanidino-propionico como estandar
interno. Una mayor ingesta de proteinas en la dieta no afecté a la composicidon de aminoacidos
esenciales o no esenciales en la canal, pero aumento significativamente la tasa de deposicion de

estos.

1.5.3. Cambios en el nivel de aminodcidos segtn el sexo.

Varios estudios han demostrado que el género influye en la composiciéon del perfil de

aminodacidos en la carne de vacuno (Hollo et al., 2001; Molnar and Maélnar, 1981). Pese a esto,
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hay varias controversias entre autores. Por un lado, hay autores que afirman que son los machos
los que presentan mas cantidad de aminoacidos esenciales (metionina, isoleucina, leucina,
lisina, histidina y arginina), debido a la produccién de andrdgenos, que se traduce en un

aumento de la actividad anabdlica estimulando la sintesis proteica (Vopalensky et al., 2017) y

por otro los que piensan de forma opuesta (Holl6 et al., 2001).

1.5.4. Cambios en el nivel de aminodacidos segun la edad al sacrificio

En el afio 2012, Jeong et al. (2012), demostraron que las cantidades de glicina, treonina,
alanina, metionina, isoleucina y leucina, fue mayor en animales sacrificados con 18 meses
respecto de los sacrificados con 14 meses. Esto puede ser debido a que la cantidad de
aminodcidos libres aumentan con la edad, debido a las proteasas y lipasas que se liberan de los
lisosomas con el envejecimiento celular (Geromen y Montgomery, 1980). Sin embargo, Hollé et
al. (2001), analizaron las diferencias entre las razas Simmental y Holstein, comparando
diferentes pesos de sacrificio en cada una de ellas y concluyeron que no habia diferencias

significativas en ninglin aminodcido, excepto para la lisina.
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2. OBIETIVOS
1. Poner a punto y cuantificar, mediante HPLC, el perfil de aminodcidos esenciales y no
esenciales en carne de vacuno.

2. Evaluar las diferencias en el perfil de aminoacidos esenciales y no esenciales en 2 razas

de ganado vacuno.
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3. MATERIAL Y METODOS

3.1. Localizacidon del establecimiento

La ganaderia de bovino de carne Mudéjar-Wagyu esta localizada en Aliaga, un municipio
situado en el centro norte de la provincia de Teruel, perteneciente a la Comunidad Auténoma
de Aragdn, al este de Espafia. Esta zona esta caracterizada por ser una zona de montafia de gran

altitud que determina la crianza de esta raza.

3.2.Animales

3.2.1. Animales objeto de estudio

Fueron estudiados un total de 27 animales de la raza bovina Wagyu (WA) y cruce de esta
con Angus, a lo que se llamé Wangus (WN). Los animales, clinicamente sanos, tenian una edad
comprendida entre los 22 y los 47 meses. Desde el nacimiento fueron criados y mantenidos bajo

las mismas condiciones sanitarias, de manejo y alimentacion.
3.2.2. Alojamiento

Las instalaciones de la explotacidon se organizaban en naves que se dividieron en parques de
80 m?(Figura 3). Desde los 6 a los 15 meses de edad se agrupaban a 15 animales en cada uno de
los parques. A partir de esta edad y hasta el momento de ser destinados a matadero, los parques

albergaban grupos de 8 animales.

J—

Figura 3: Parque de la ganaderia Mudéjar — Wagyu de 80 m?
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3.2.3. Alimentacion

Los animales requieren una dieta o racidn que suministre los compuestos necesarios segun
sus necesidades. A partir de distintos ingredientes con los que contaba la explotacion se realizé
la racidon para satisfacer las necesidades de mantenimiento y produccion. Las proporciones de

cada ingrediente se pueden visualizar en la tabla 3.

Tabla 3: Racidn diaria de alimento

Cebadilla 45,66 %

Avena 11,42 %

Paja de cebada 15,22 %
Silo de triticale + Vicia sativa 8,9%
Silo de avena + Vicia sativa 8,9 %
Silo de cebada + Vicia sativa 8,9 %
Carbonato 0,57 %
Sal 0,30 %
Corrector 0,19 %

3.2.4. Plan sanitario y manejo

En la empresa Mudejar-Wagyu se lleva a cabo un programa sanitario en el que se desarrolla

un plan de desparasitacion y de vacunacion de todos los animales.

En adultos mayores de 18 meses los animales se vacunan frente a; Rinotraqueitis Infecciosa
Bovina (BOVILIS IBR MARKER VIVA); Diarrea Viral Bovina (BOVILIS BVD); Clostridiales
(POLIBASCOL); Virus Sincitial Respiratorio, Parainfluenza y Mannhemia haemolitica (BOVIPAST
RSP). Ademas, estos se desparasitan con; Closantel (Endoex) oral; Ivermectina (Noromectin)

pour-on; Deltametrina (externo); Cipermetrina (externo).
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3.3. Analisis de laboratorio:

3.3.1. Obtencidon de las muestras de carne en matadero y conservacion de estas hasta

su estudio

Al alcanzar una edad promedio de 38.9 + 5,10 meses para Wagyu y 26,7 + 4,11 meses para
Wangus los animales fueron sacrificados en los mataderos de Don Jate, Mercavalencia y
Mercazaragoza. Una vez realizado el despiece de las reses se llevd a cabo la toma de muestras.
Para ello se tomaron dos cm? de carne del musculo Longissimus dorsi de cada animal, entre la

sextay la séptima costilla. Las muestras se congelaron a — 18 °C hasta el momento de su analisis.
3.3.2. Preparacion de las muestras

Previo a la determinacidn de los aminodcidos, las muestras se descongelaron dejandolas a
temperatura ambiente durante 24 horas en papel de aluminio. Pasadas estas 24 horas, el agua
superficial se secd manualmente con ayuda de un papel absorbente. Para determinar el peso

himedo las muestras se pesaron con una balanza analitica (BL 24 basic, modelo XS).
3.3.2.1. Proceso de extraccion de proteinas, grasa y cenizas

Tras la eliminacién de la grasa superficial y el troceado de las muestras con tijeras, se

introdujeron en placas de Petri (Figura 4).

Figura 4: Placas de Petri con las muestras frescas pesadas y troceadas.
Posteriormente, se secaron en una estufa de secado por conveccién forzada (Binder, modelo
FD 23 —20L) a 150 °C durante una hora. Seguidamente, se pesaron las muestras para conocer la
humedad y se picaron con un mortero. El grado de humedad se evalué utilizando la siguiente

férmula:
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[(Peso placa + muestra himeda)- (Peso placa + muestra seca)]x100
Muestra

Humedad =

A continuacidn, se extrajo la grasa intramuscular de las muestras utilizando 5 ml de éter
dietilico. A tal fin, se introdujeron las muestras en un vaso de precipitado y se agitd
manualmente, este paso se repitid tres veces. Las muestras secas y sin grasa se pusieron en

papel de aluminio previamente tarado (Figuras 5y 6).

Figura 5: Vertido del éter dietilico sobrante a la placa de petri 1.

Figura 6: Muestra seca y sin grasa en papel de aluminio.
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Se dejo secar la placa que contenia éter dietilico y el papel de aluminio con la muestra, ya

sin grasa, bajo la campana de extraccidon de gases (Flores Valles, modelo VA 150810ADSG)

durante 24 horas.
3.3.2.2. Hidrdlisis acida / basica de las proteinas de nuestras muestras

Para preparar una muestra para el andlisis de aminodacidos, en primer lugar, se hidrolizaron
las muestras y posteriormente se derivatizaron los aminodacidos. La hidrélisis es un proceso que
permite transformar las proteinas en aminodcidos libres. Se llevaron a cabo dos tipos de
hidrélisis; acida y alcalina. La hidrdlisis alcalina se realizé para la determinacién del triptéfano ya

que tras la hidrdlisis acida este se degrada.

La carne libre de humedad y grasa, se moli6 en un mortero lo mas fino posible.
Seguidamente, se pesaron 10 mg del molido y se deposité en ampollas de vidrio (NAFVSM,
modelo 24.480). Se llenaron dos ampollas por muestra con 10 mg cada una, para la hidrdlisis
acida y la hidrélisis basica (ampollas nimero 1: hidrdlisis acida, ampollas nimero 2: hidrélisis

basica) (Figura 7).
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Figura 7: Ampollas de vidrio abiertas con 100 mg de muestra.

Posteriormente, se afiadié 1 ml de HCL 6 N a las ampollas 1 (para la hidrélisis acida), para la
determinacidn de todos los aminodacidos. Para la determinacidon del triptéfano se afiadié un ml

de NaOH 6 N a las ampollas 2 (para la hidrélisis basica).
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Las ampollas de hidrdlisis fueron selladas bajo la llama (Figura 9) y dejadas en una mufla
(Nabertherm, modelo LE 2-11 — LE 14-11), a 112°C durante 24 horas (Figura 8). Finalizado este
paso las ampollas se abrieron (Figura 9) y su contenido fue transferido mediante una pipeta

monocanal de 100 microlitros (VWR collection, modelo 613-5258) a tubos Eppendorf.

Figura 8: Ampollas de vidrio selladas en el interior de la mufla a 112 °C

Pod e
Px

.

»

e &

Figura 9: Ampollas de vidrio, abierta y cerrada a la llama.

Seguidamente los tubos Eppendorf fueron centrifugados (Ahram Biosystems, modelo 342-
3321) a 10.000 revoluciones por minuto (rpm) durante 10 minutos a temperatura ambiente.
Posteriormente, el sobrenadante fue filtrado con filtros de jeringa (Acrodisc Supor, modelo 514-
4122) con malla de 0,22 micrémetros y transferida a otro tubo Eppendorf (Figura 10). La

resuspension filtrada fue almacenada a — 20 °C hasta su posterior utilizacion.
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Figura 10: Stock de aminodcidos

3.3.3. Determinacion de aminoacidos por HPLC

3.3.3.1. Determinacion de aminoacidos tras la hidrolisis acida

El analisis de las muestras hidrolizadas con HCL 6N se llevé a cabo mediante High

Performance Liquid Chromatography de fase reversa y se utilizé el kit de Waters AccQ Tag.
El kit Waters AccQ-Tag se compone de los siguientes elementos:

@ Tampdn de borato de fldor
o Polvo del reactivo de fllor: carbamato de 6-aminoquinolil-N-hidroxisuccinimidilo (ACQ)

o Diluyente del reactivo de fluor

3.3.3.1.1. Calibracion del equipo

3.3.3.1.1.1. Condiciones cromatograficas

Antes del analisis fue necesario establecer las condiciones cromatograficas. Las fases méviles
usadas para el andlisis de HPLC tenian que estar libres de impurezas y burbujas por lo que ambas
soluciones fueron sonicadas con un sonicador (Witeg). Se utilizaron como fases moviles un
gradiente de dos eluyentes. El eluyente A se prepard agregando 100 ml de un tampdn
concentrado de acido fosfdrico en cada litro de agua ultra pura para HPLC. El eluyente B consistid

en 600 ml de acetonitrilo mas 400 ml de agua ultra pura para HPLC. El gradiente utilizado es el

que figura en la tabla 4.
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Tabla 4: Tabla de gradientes de elucion.

0.0 100.0 0.0
0.5 98.0 2.0
15.0 93.0 7.0
23.0 88.0 12.0
32.0 67.0 33.0
34.0 0 100.0
37.0 0 100.0
38.0 100.0 0.0
3.3.3.1.1.2. Preparacion del estandar interno para la cuantificaciéon

El estdndar interno es un aminodcido no proteico que se afiade a las muestras o los
estandares con una concentracion conocida. Concretamente es el acido a-aminobutirico (atAba)
que se separd bien de los aminodacidos proteicos en el analisis cromatografico por HPLC. Los
estandares de aminodcidos se proporcionaban, también con una concentracién conocida, lo que
permitioé conocer la relacién entre los picos de cada aminodcido y el del estandar interno en los
cromatogramas del analisis por HPLC. Se pudo asi calcular factores de correccion en los andlisis

y conocer la concentracién de cada aminodacido en las muestras problema.

Para preparar los estandares internos, se mezclaron en un Eppendorf 40 ul de los estandares
de aminodcidos aportados por kit de Waters (2,5 milimolar, mM) mas 40 ul del estandar interno
aAba, preparado a la misma concentracién que los estandares del kit de Waters. A esta
preparacion se le afiadieron 920 pl de agua Mili-Q, quedando asi preparados para introducir en

los viales del inyector automatico del HPLC.

3.3.3.1.1.3. Calculo de la correlacion entre los distintos aminoacidos de los

estandares de calibracion y del patrén interno

Para conocer la correlacion entre las areas de los diferentes aminoacidos en los

cromatogramas del HPLC partimos de los estandares de calibracion, de los cuales se conoce su
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concentracién. Ello permitié correlacionar las areas de cada uno. Ademads, con la utilizacién de
un patrén interno, que se utilizara también en las muestras a evaluar, podemos tomarlo como
aminoacido de referencia. En el grafico 1 se muestra un cromatograma tipo donde los

aminodcidos (a excepcion del triptéfano) se detectan por fluorescencia.

Leu
lle |
Val Phe
aAba |
Glu | e ‘ -
Asp wor | Gly " Thr  Ala \| Tyr ‘Met & ‘| ‘
- ‘\ His 3 Arg ‘ Pro | ' i1 ‘
A I I | ‘| ‘I\ IHM..
UL . /\jLJL oA U W VRO

Grdficol: Cromatograma de los estdndares de aminodcidos

A partir del cromatograma de los estandares y de la medida de las areas de cada pico se

calculé el factor de correccién para cada aminodcido, utilizando la siguiente ecuacion:

Area aminoacido

Factor de correccion: -
Area xAba

Este factor relaciona la absorbancia entre un nanomolar (nM) de cada aminoacido y un nM

de alfa-aminobutirico (tabla 5).
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Tabla 5: Factores de correccion de cada aminodcido

AA no esenciales

AA esenciales

Patrén interno

27,76

25



Concepcién Sanchez Romero Analisis, cuantificacion y comparacion del perfil
de aminoacidos en dos razas de ganado bovino

3.3.3.1.2. Analisis de las muestras a evaluar

3.3.3.1.2.1. Preparacion de las muestras

Las muestras problema se prepararon mezclando en un Eppendorf 40 ul de las reacciones

de hidrdlisis mas 40 ul del estandar interno aAba, a esto se le afladieron 920 ul de agua Mili-Q.

3.3.3.1.2.2. Reaccion de derivatizacion

Para derivatizar los aminoacidos (tanto de los estandares como de las muestras a evaluar)
se introdujo en un Eppendorf 10 ul de las diluciones anteriores. Seguidamente, se afiadieron 70
ul del buffer fldor borato (reagent 1 del kit) y se agitdé vigorosamente mediante un vértex

durante 10 segundos.

Posteriormente, se afadieron 20 pl del reactivo ACQ previamente reconstituido y se agitd
en el vértex nuevamente otros 10 segundos. Las muestras se dejaron reposar durante un minuto

a temperatura ambiente.

Seguidamente se usé una micropipeta de 10 microlitros (VWR collection, modelo 613-5258)
para transferir el contenido de los tubos de las muestras al fondo de un vial de 2 ml con
microinserto y posteriormente se taparon. La adicién de un microinserto a los viales del inyector

automatico es una adaptacion para trabajar con volumenes pequefios.

3.3.3.1.2.3. Separacion de los aminoacidos derivatizados

Los aminodcidos se separaron en una columna C18 de fase reversa (AccQ Tag, 3.9x150mm,
Waters Co, Milford, EE. UU.) utilizando como fase mévil un gradiente de dos eluyentes, Ay B. Se

inyectaron 3 ul de muestra para cada analisis que se realizé en un tiempo de 50 minutos.

La deteccién de los aminodcidos se llevd a cabo con un detector de fluorescencia que se
configurd para trabajar a 250 y 395 nm (longitudes de onda de excitacién y emision,
respectivamente). Los datos fueron procesados con el programa EZChrometElite (Agilent, Santa

Clara, EE.UU.).

3.3.3.2. Determinacion del triptéfano

3.3.3.2.1. Calibracion del equipo

Para el analisis mediante HPLC se prepard un patrén de triptéfano a una concentracion de

2,45 nM en 1ml de NaOH 0,4 N. Se hicieron distintas diluciones (1/1, 1/2, 1/4, 1/8, 1/50).
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En el HPLC, como eluyente se empled una mezcla de acetato sdédico 25 mM preparado con

agua ultra pura para HPLC y acetonitrilo al 90%, en condiciones isocraticas y un flujo de 1 ml/min.

Se prepard el HPLC con la misma columna C18 de fase reversa utilizada para la separacién
de los aminodcidos de la hidrdlisis acida, segun el método Waters AccQ-Tag descrito

anteriormente. En este caso se usé el detector de absorbancia Photodiode Array.
3.3.3.2.2. Analisis de las muestras a evaluar

La degradacion oxidativa del triptéfano durante la hidrélisis acida de las proteinas hace
necesario utilizar un procedimiento distinto al de la hidrélisis acida para poder cuantificar su

cantidad en las muestras analizadas.

Para ello se siguio el protocolo descrito por Yust et al. (2004), que consistid basicamente en
una hidrélisis alcalina (detallado en apartados 3.3.2.2.) de 10 mg de muestra de carne y cenizas.
La separacion del triptéfano del resto de aminoacidos se llevé a cabo por HPLC de fase reversa

y su deteccién por absorbancia se realizé a una longitud de onda de 280 nm.

3.3.4. Cuantificacion de aminoacidos

3.3.4.1. Cuantificacion de aminoacidos de hidrdlisis acida

La concentracion final de aminoacidos en las muestras a evaluar se indica en mg de cada
aminodcido presente en 100 gramos de muestra fresca. Para ello, se realizaron los siguientes

calculos:

Fluorescencia de cada aminoacido (area de la integracion de cada pico, medida en unidades

arbitrarias, UA):

Area aa : fluorescencia, UA

Cantidad de aminodcidos en la muestra seca (nM/3ul):

area aminoacido

AA nM /3ul = % x 100

Cantidad de aminodcidos la muestra seca y sin grasa (MS) (nM /1 ml):

Ax 1000

AA nM /1 ml MS - .

27



Concepcién Sanchez Romero Analisis, cuantificacion y comparacion del perfil
de aminoacidos en dos razas de ganado bovino

Cantidad de aminoacidos de la MS (mg /1 ml):

(B x Peso Molecular)

AAmg /1 mlMS - 7500000

Cantidad de aminodcidos de la muestra fresca (MF) (mg /100 g):

Cx MST

AA mg /100 g MF - 1\1:11? X 100

Dénde:

A = Nanomoles de aminoacidos en 3 pl de muestra: Nmol /3pul

B = Nanomoles de aminoacidos en 1 pl de la muestra seca y sin grasa: Nmol /1 ml MS

C = Miligramos de aminoacidos en 1 pl de la muestra seca y sin grasa: Mg /1 ml MS

Miligramos de aminoacidos en 100 gramos de muestra fresca: Mg / 100 g MF

Factor de correccion: FC

Muestra seca y sin grasa Total (g): MST

3.3.4.2. Cuantificacidn del triptéfano

Como se describe en el apartado 3.3.3.2, se prepard un patrén de triptéfano a una
concentracion de 2,45 nM en 1 ml de NaOH 0,4 N. Posteriormente se hicieron sucesivas

diluciones (1/1, 1/2, 1/4, 1/8, 1/50).

En la tabla 6 se observan la absorbancia de las diferentes diluciones de triptéfano. Estas se
utilizaron para crear la recta de calibracion (grafico 2) a partir de la cual se calculd la cantidad de

triptéfano.
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Tabla 6: Diluciones de triptéfano

1/50 100 4305911
1/8 625,4 14577308
1/4 1250,8 22135333
1/2 2501,7 33379184
1/1 5003,29 45766983

Curva de calibrado del Triptéfano

60000000
50000000
40000000
30000000
20000000
10000000

0
0 1000 2000 3000 4000 5000 6000

Grdfico 2: Calibracion del triptofano

Para calcular la cantidad de triptéfano presente en las muestras que se inyectaban en el

HPLC se siguieron los siguientes calculos a partir del grafico anterior:
y = 7976,2x + 9000000 + 06
Donde:
y= Absorbancia de la muestra

X= Nanogramos
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3.4.Evaluacion de los resultados

Para conocer las diferencias entre WA y WN se estudiaron las siguientes variables en ambas

razas:

1. Cantidad individual de aminoacidos esenciales y no esenciales (mg/100g)
2. Porcentaje de aminoacidos esenciales (PerEAA)

3. Total de aminoacidos esenciales (mg/100g) (sEAA)

Se calculd la media aritmética y la desviacidn tipica de cada uno de los aminodcidos en las
dos razas de ganado vacuno estudiados. Para esto se utilizé la versién EXCEL 2016 y se aplicaron

las siguientes formulas:
Media aritmética (x ):

VX1

X =

Desviacion tipica (g):

Los datos han sido procesados con IBM SPSS® Statistics v. 25.0 mediante el andlisis de

varianza Kruskal Wallis o ANOVA.
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4. RESULTADOS

La composicidon de aminodcidos del musculo Longissimus dorsi de los animales Wagyu y
Wangus estan representados en las tablas 6 y 7. Han sido identificados diecisiete aminodacidos
en todas las muestras, diferencidandose en aminoacidos esenciales (valina, treonina, leucina,
isoleucina, metionina, fenilalanina, triptdfano, alanina e histidina) y no esenciales (aspartato,

acido aspartico, glicina, glutamina, acido glutamico, prolina, serina y tirosina).

En la carne de Wagyu, los aminoacidos no esenciales en mayor cantidad son; el acido
aspartico y el acido glutdmico (2.93 + 0.72; 4.71 £ 1.2, respectivamente). La cantidad de estos
aminodcidos ha sido similar (P<0.95) en Wangus (2.94 = 0.86; 4.79 + 1.5, respectivamente).
Como consecuencia del andlisis de los resultados obtenidos no se observaron diferencias
significativas entre los aminoacidos no esenciales entre las diferentes razas (P=0.54). Sin
embargo, se observa una variacion en la cantidad de prolina y tirosina entre ambas razas. Por
un lado, la cantidad de prolina fue de 1.74 + 0.69 para la raza WA y para la raza WN fue de 1.49
+ 0.55. Por otro lado, la cantidad de tirosina fue de 1.10 + 0.37 para WA y de 1.28 + 0.35 para
WN (tabla 8).

En cuanto a los aminodcidos esenciales los resultados obtenidos han sido similares. No se
han observado diferencias significativas entre ambas razas (P = 0.54). Por un lado, el porcentaje
de aminodcidos esenciales fue de 37.7 £ 4.03 para WAy de 39.8 + 1.68 para WN vy, por otro lado,
el total de aminodacidos esenciales fue de 8980 + 2040.5 en WAy de 9951 + 1431.2 en WN. Sin
embargo, la histidina ha presentado una leve diferencia (1.28 + 0.92 en WAy 1.00 + 0.25 WN).
El aminodcido esencial presente en mayor cantidad en ambas razas fue la lisina (2.48 £ 0.75 en

WAy 2.59 £ 0.71 en WN) (tabla 8).
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2898,16

2775,85

2461,27

2659,21

2976,66

2099,41

2678,45

3484,28

2076,09

3657,07

5223,07

2292,49

1242,90

1185,64

1093,01

1136,37

1215,03

847,59

1150,40

1495,91

480,64

1624,47

2275,17

990,06

4834,08

4479,20

4088,58

4355,47

4853,80

3386,33

4456,07

5887,95

2672,94

6078,96

8575,23

3816,99
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Tabla 7: Miligramos de aminodcidos por cien gramos de carne fresca cruce de Wangus

1375,58

1709,29

1160,38

1343,74

1286,64

1210,56

1358,71

1984,89

1282,71

3085,69

3650,86

1118,49

1061,27

956,05

816,24

1029,20

971,94

776,13

906,64

1184,76

744,37

1105,30

1679,66

811,91

1505,89

1102,92

1035,57

1423,95

1134,91

791,88

1039,97

1448,50

1077,79

1597,37

2221,75

1229,82

1306,51

758,32

773,77

1183,84

999,53

704,10

865,31

1096,38

629,46

1143,66

1733,04

1012,47

1256,70

1199,87

1311,06

1147,92

1183,23

848,32

1092,91

1462,32

1438,88

1702,70

2260,83

947,75

1383,24

1387,56

1075,49

1270,62

1244,90

1022,44

1237,71

1709,32

1244,11

2334,55

2839,14

1081,18

1250,45

1141,84

1042,60

1126,46

1363,37

885,89

1110,99

1464,61

1274,70

1475,13

2248,20

984,08

1680,61

1594,02

1301,39

1536,02

1656,19

1239,82

1477,28

1912,79

1317,40

2019,15

2614,16

1329,89

795,10

648,77

561,55

708,81

744,80

512,23

607,36

834,42

718,55

770,20

1326,44

663,57

2600,29

2344,71

2196,08

2364,43

2617,96

1842,22

2345,34

3081,24

2011,03

3065,33

4508,02

2058,81

1609,60

1341,99

1116,62

1466,14

1471,04

1065,56

1276,90

1640,12

1164,92

1649,95

2152,75

1233,04

2409,12

1826,43

1842,95

2298,20

2090,62

1607,72

1893,11

2135,30

1946,64

2577,21

2632,75

1674,87

1335,41

1228,98

1066,61

1232,40

1344,64

968,72

1192,16

1524,71

1156,08

1633,41

2070,14

1072,96

196,50

219,73

251,19

163,37

204,36

194,64

118,11

158,71

231,77

300,43

267,66

132,88
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3787,69
3362,16
3009,52
1942,69
4031,41
3251,36
2945,87
3063,62
3218,40
3808,83
2637,14
2293,95
3108,55
1582,89

1974,59

1600,83
1214,40
1255,93
811,88

1700,52
1462,96
1282,76
1409,85
1320,81
1752,53
1079,12
962,94

1325,22
1633,23

945,58

6300,06
4587,61
4946,45
3142,12
6525,19
5538,61
4951,89
5126,20
5247,82
6211,04
4129,50
3681,27
5186,67
1925,05

3225,33
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Tabla 8: Miligramos de aminodcidos por cien gramos de carne fresca en Wagyu.

1726,45
1271,08
1347,02
989,77

1972,54
1777,18
1740,21
3731,02
2090,59
5870,36
1148,55
1055,65
1513,24
1944,65

3347,40

1573,23
1063,58
1084,29
758,50
1441,50
1160,80
909,30
977,39
942,67
1020,71
919,71
813,94
1278,19
4504,98

767,11

1994,31
1554,98
1578,03
1012,04
1849,02
1320,64
1250,30
1519,69
1261,52
2400,64
908,01
974,13
1629,33
0,00

1372,28

1767,57
1281,69
1374,90
872,66
1235,87
1086,21
866,38
820,15
1086,86
1035,44
823,12
745,88
1401,71
2106,96

821,80

1638,26
1147,80
1236,22
833,79

1955,85
1355,43
1270,57
1782,22
1343,36
2513,59
1018,88
925,51

1324,07
1316,03

1302,76

2110,12
1237,18
1345,82
950,47

1950,72
1597,22
1547,85
2391,02
1670,79
3644,62
1086,80
988,65

1360,19
2052,81

2162,79

1715,97
1172,89
1358,28
808,39
1344,18
1534,04
1271,99
839,53
1430,01
724,66
1095,80
739,35
1340,14
538,57

588,89

2208,99
1665,78
1657,96
1121,97
2075,26
1768,38
1598,09
1515,08
1815,02
1871,62
1414,89
1273,84
1792,22
1170,50

1097,39

1172,29
833,28
876,57
551,23
953,85
854,61
703,02
646,06
802,59
787,36
610,84
476,35
894,39
420,17

438,84

3506,12
2682,19
2730,35
1768,76
3661,97
2843,59
2598,37
2508,00
2852,34
2907,61
2172,78
2042,27
2708,10
728,49

1508,69

2168,24
1561,64
1516,65
1070,06
1842,81
1481,67
1380,02
1223,24
1522,60
1469,82
1221,97
1098,79
1666,03
529,17

907,82

2843,85
2043,75
1887,51
1737,20
2935,20
1864,06
2185,22
1803,12
1927,38
2332,31
1585,96
1906,42
2138,61
1573,66

1599,43

1775,80
1302,94
1278,59
886,78

1659,69
1425,73
1319,41
1235,22
1433,85
1480,64
1126,20
1022,14
1433,79
917,21

877,09

214,77
193,90
197,02
187,65
184,75
184,61
212,63
190,64
192,90
215,58
165,02
161,62
210,66
163,78

115,36

33



Concepcién Sanchez Romero Andlisis, cuantificacidon y comparacion del perfil

de aminoacidos en dos razas de ganado bovino

Tabla 9: Media aritmética y desviacion tipica de la cantidad de cada aminodcido en ambas razas.

WAGYU WANGUS

- x o x o
[ 5]

- 2,93 +0,72 2,94 +0,86
_ 1,32 +0,29 1,23 +0,44
_ 4,71 +1,2 4,79 +1,5
_ 2,10 +1,3 1,71 +0,81
_ 1,39 +0,49 1,32 +0,37
_ 1,74 +0,69 1,49 +0,55
_ 1,10 +0,37 1,28 +0,35
[ ]

_ 1,15 +0,38 1,01 +0,30
_ 1,60 +0,34 1,64 +0,39
_ 0,73 +0,21 0,74 +0,20
_ 2,48 +0,75 2,59 +0,71
_ 1,38 +0,39 1,43 +0,30
_ 2,02 +0,41 2,08 +0,34
_ 1,28 +0,27 1,32 +0,30
_ 0,01 +0,56 0,19 +0,03
_ 1,28 +0,92 1,00 +0,25
_ 1,37 +0,55 1,30 +0,37
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4. DISCUSION
Conocer la calidad composicional de la carne es un criterio importante debido a varios
factores: el econdmico, desde el punto de vista del productor y el nutricional y organoléptico,

desde el punto de vista del consumidor (Wu et al. 2016, AL-Jammas et al. 2017).

Los resultados del presente trabajo indican que la cantidad de aminoacidos esenciales y no
esenciales son muy similares en ambas razas. A excepcién de la histidina, prolina y tirosina, que
muestran una leve diferencia. La prolina y la histidina son mayores en la raza Wagyu y la tirosina
para la raza Wangus. Por lo tanto, en términos generales estos datos muestran que no se

observan diferencias significativas entre ambas razas.

En lo referido al objetivo inicial de poner a punto y cuantificar, mediante HPLC, el perfil de
aminodcidos se recomienda la opinién de los autores Otter et al. (2008), los cuales afirman que
es necesario implantar un método estandarizado. Para ello, la AOAC Internacional (asociacion
cientifica sin fines de lucro) publica métodos de andlisis quimicos estandarizados disefiados para
aumentar la confianza en los resultados de los andlisis quimicos y microbioldgicos. Las agencias
gubernamentales y las organizaciones civiles a menudo requieren que los laboratorios utilicen
métodos oficiales de la AOAC. El método recomendado por la AOAC es: una hidrélisis usando
HCL 6N, a 100°C durante 24 horas, separacidn de aminoacidos mediante Ultra HPLC de fase

reversa y una deteccioén y cuantificacién de los aminodcidos mediante una dilucién de isétopos.

El objetivo inicial de comparar dos razas de ganado bovino ha sido puesto a prueba
adecuadamente conforme a los criterios de varios autores (Gilani et al. 2008 y Yust et al. 2003).
El analisis de los datos en la investigacidn lleva a tomar la decisién de que no existen diferencias

significativas entre ambas razas.

Segun varios autores (Hollo et al., 2007 y Koutsidis et al., 2008), a pesar de que el nivel de
aminodcidos es relativamente constante, existen diversos elementos que pueden alterar el
contenido de aminoacidos en la carne de vacuno. A tal fin, se han llevado a cabo diversos
estudios para comprobar cudles son los factores que influyen principalmente en la composicidn
de los aminoacidos de la canal (Hollo et al. 2001, Jeong et al. 2012, Koshchaev et al. 2016,

Vopalensky et al. 2017, Holl6 et al. 2007).

Se ha evaluado la influencia de la raza en la composicion de aminodacidos por varios autores
(Hollo et al. 2001, Jeong et al. 2012 y Koshchaev et al. 2016), y de acuerdo con el presente
estudio, han concluido que no existen diferencias significativas en el nivel de aminodcidos en

funcién de la raza. Sin embargo, autores como Vopdlensky et al. (2017), mostraron diferencias
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significativas en la cantidad de aminoacidos esenciales en diferentes razas (valina, metionina y

arginina).

Varios motivos pueden causar estas diferencias entre los diferentes estudios mencionados:
el niumero de razas empleadas, el musculo analizado, el procedimiento de hidrélisis empleado y

el método cromatografico empleado.

Vopalensky et al. (2017), compararon 12 razas de ganado vacuno, siendo mucho mayor el
abanico de resultados, lo que puede dar lugar a mayor variacién entre razas. En el presente
estudio y en los resultados informados por Hollo et al. (2001), donde se compararon sélo dos
razas de ganado bovino, no se encontraron diferencias significativas. De la misma forma, Jeong
et al. (2012), y Koshchaev et al. (2016), compararon sélo tres razas y no encontraron diferencias

significativas.

Otros de los factores que pueden influir en los resultados son el musculo analizado. Mientras
que Holld et al. (2001), Koshchaev et al. (2016) y Vopalensky et al. (2017) analizaron el musculo
Longissimus dorsi, Jeong et al. (2012), analizaron el musculo Longissimus lumborum. Hollé et al.
(2001), Koshchaev et al. (2016) y Jeong et al. (2012), no encontraron diferencias entre razas.
Vopalensky et al. (2017), si que encontraron diferencias significativas. En el método
estadounidense que existe para evaluar la calidad de carne de vacuno (USDA) se analiza el
musculo Longissimus dorsi. Por otro lado, en el método japonés, se analiza el musculo
Longissimus thoracis. Como dato interesante, cabe destacar que Wu et al. (2016), compararon
la composicién de aminodacidos entre diferentes cortes de carne de vacuno: aguja, lomo vy
redondo. Como conclusidn del trabajo realizado informaron que el lomo tiene mas cantidad

(mg/100g) de aminoacidos esenciales y no esenciales que el resto.

La hidrdlisis de los aminodcidos, paso previo al andlisis cromatografico, presenta una
estandarizacién bastante definida: adicién de HCL 6 N a la muestra, sellado al vacio y posterior
calentamiento a 110 °C durante 24 horas. Al igual que en el presente estudio Holl6 et al. (2001),
y Vopalensky et al. (2017), utilizaron este método para el andlisis de las muestras. Sin embargo,
Jeong et al. (2012), lo hicieron mediante HCL 0.01 N. Ninguno de los autores mencionados
encontré diferencias significativas entre razas. Otter et al., 2011 tras comparar varios métodos

concluyeron que no habia mejoras suficientes que pudieran mejorar el método estandar.

Se ha reconocido que las condiciones de hidrélisis estandar no son adecuadas para la

extraccién de todos los aminodacidos, ya que algunos de estos son inestables, por ejemplo, el
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triptofano (Yust et al., 2003). En el presente estudio, siguiendo el método definido por Yust et
al. (2003), se llevd a cabo una hidrélisis basica para su determinacidn, no se encontraron
diferencias significativas en la cantidad de triptéfano entre ambas razas. Sin embargo, Holl6 et
al. (2001), Vopalensky et al. (2017) y Jeong et al. (2012), no incluyen el triptéfano en sus
resultados ya que este se degrada con la hidrélisis acida, que fue el método empleado en sus

estudios.

¢Puede influir el método cromatdgrafico empleado en los resultados obtenidos? Hollo et al.
(2001), analizaron sus muestras mediante HPLC y una derivatizacidn postcolumna con
ninhidrina. Jeong et al. (2012), analizaron sus muestras mediante HPLC con una derivatizacién
con OPA y FMOC. Ambos autores no encontraron diferencias significativas entre las razas.
Koshchaev et al. (2016), tampoco encontraron diferencias entre razas y utilizaron la
electroforesis capilar para su analisis. Vopalensky et al. (2017), emplearon la cromatografia de
intercambio iénico con reaccidon postcolumna con ninhidrina y encontraron diferencias
significativas entre las 12 razas comparadas. En el estudio que se presenta se realizé un analisis
mediante HPLC de fase reversa y una derivatizacion precolumna con AMQ y no se encontraron
diferencias significativas entre WA y WN. Autores como Gilanni et al. (2008), tras comparar los
diferentes métodos (EC, CG, Cll, HPLC) concluyeron que la cromatografia liquida de alta presion

tiene mayor sensibilidad y utiliza sistemas menos costosos que el resto.

Por ultimo, centrandonos especificamente en los aminoacidos a nivel individual Jeong et al.
(2012), al comparar las razas Angus, Hanwoo y Holstein, encontraron leves diferencias en el
porcentaje de algunos de ellos. El 4cido glutdmico en Angus y Hanwoo es significativamente
mayor que en Holstein. Por otro lado, Angus tiene mayor porcentaje de serina, glicina y treonina
que Holstein. Koshchaev et al. (2016), encontrd diferencias entre las 3 razas comparadas
(Hereford, Charolais y Angus) en la cantidad de glicina, serina, prolina e histidina. Estos fueron
menores en Hereford que en Charolais y Angus. En el presente estudio, la prolina y la histidina
son mayores para la raza Wagyu vy la tirosina para la raza Wangus. Pese a esto, se sigue

afirmando que la diferencia en el perfil de aminoacidos entre razas no es significativa.

Otro de los factores influyentes en la composiciéon de los aminodacidos en la canal es la
nutricidn. Autores como Holl6 et al. (2007), concluyeron que un sistema de produccion extensiva
con una dieta basada en ensilaje de pasto y concentrado muestra mayores cantidades de
fenilalanina, leucina, cisteina y glicina, que un sistema de produccién intensivo. El sistema de

produccién intensivo basaba su alimentacién en ensilaje de maiz, heno y concentrado. Ademas,
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Griffiths (2014), concluyd que la cantidad de aminoacidos esenciales y no esenciales aumenta

con una mayor ingesta de proteina en la dieta.

El sexo es uno de los factores mas influyentes en la composicion de aminodcidos (Holl6 et
al. 2001). Pese a esta afirmacion sigue habiendo mucha controversia entre autores. Por un lado,
estdn aquellos que afirman que son las hembras las que presentan mayor cantidad de
aminodcidos esenciales (Holl6 et al. 2001) y por otro lado los que concluyeron que son los

machos los que presentan mayor cantidad de estos (Vopalensky et al. 2017).

Por ultimo, otro de los factores que puede alterar el contenido de aminodcidos es el peso al
sacrificio. Jeong et al. (2012), demostraron que las cantidades de glicina, treonina, alanina,
metionina, isoleucina y leucina, fue mayor en animales sacrificados con 18 meses respecto de
los sacrificados con 14 meses. En cambio, Hollé et al. (2001), concluyeron que no hubo

diferencias significativas en animales sacrificados con diferentes pesos.

En el presente trabajo se llega a la conclusidn, al igual que en estudios de otros autores, que
no existen diferencias significativas entre razas (Hollo et al. 2001, Jeong et al. 2012, Koshchaev

et al. 2016).

Seria interesante seguir estudiando la influencia de los factores: edad al sacrificio, sexo, y
nutricion, en la carne de Wagyu, ya que la raza no es uno de los factores que afectan

directamente a su perfil de aminodcidos.
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5. CONCLUSIONES

1.

El método utilizado para el analisis de aminoacidos en el musculo Longissimus dorsi sirve
para determinar 17 aminoacidos.

La hidrdlisis bdsica permite la posterior determinacién del triptéfano mediante
cromatografia.

No existieron diferencias significativas en la cantidad de aminodcidos entre Wagyu y
Wangus.

En el musculo Longissimus dorsi de Wagyu y Wangus, los aminoacidos no esenciales en
mayor cantidad fueron; el acido aspartico y el acido glutdmico.

En el musculo Longissimus dorsi de Wagyu y Wangus, el aminodcido esencial en mayor
cantidad fue la lisina.

La cantidad de prolina e histidina se encontré en mayores concentraciones en la raza
WA.

La cantidad de tirosina se encontré en mayores concentraciones en la raza WN.
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