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RESUMEN

Durante el procesado del jamén curado tiene lugar una extensa
proteolisis debida a la accion de las peptidasas musculares. El objetivo del
presente trabajo ha sido estudiar la degradacion de la proteina 3 de union al
dominio LIM (LDB3), localizada en las lineas Z del sarcémero, a diferentes
tiempos durante la elaboracién del jamén curado (2, 3.5, 5, 6.5 y 9 meses).
La identificacion de un gran numero de péptidos derivados de dicha proteina
asi como su evolucion a lo largo del proceso de curado se ha logrado por
primera vez en jamon. Un total de 107 péptidos han sido identificados por
espectrometria de masas en tAndem, demostrandose la importante funcion
de las endopeptidasas en la generacién de polipéptidos y, principalmente, de
las exopeptidasas en la generacion de pequefios péptidos. La mayoria de
los péptidos identificados han sido generados a partir de la primera region de
la secuencia proteica (posicion 1 a 90), aportando evidencia de la
complejidad y dinamismo de las reacciones proteoliticas a lo largo del
proceso de curado del jamén. Ademas, se ha observado la oxidacion del
aminoacido metionina en varios péptidos identificados al final del proceso. El
potencial de algunos de los péptidos identificados para su uso como
biomarcadores del proceso de curado ha sido considerado también en este
estudio.

Palabras clave: péptidos, jamoén curado, proteolisis, espectrometria de
masas, biomarcador, proteina LDB3, oxidacion de péptidos.
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RESUM

Durant el processat del pernil curat té lloc una extensa proteolisi deguda
a l'accié de les peptidases musculars. L'objectiu del present treball va ser
estudiar la degradacio de la proteina 3 d'unié al domini LIM (LDB3), la qual
esta localitzada en les linies Z del sarcomer, a diferents temps durant
I'elaboracié del pernil curat (2, 3.5, 5, 6.5 i 9 mesos). La identificacié d'un
gran nombre de péptids derivats de dita proteina aixi com la seua evolucio al
llarg del procés de curat s'ha aconseguit per primera vegada en pernil. Un
total de 107 peptids han estat identificats per espectrometria de masses en
tandem, el que mostra la important funcié de les endopeptidases en la
generacio de polipéptids i, principalment, de les exopeptidases en la
generacio de péptids menuts. La majoria dels péptids identificats han sigut
generats a partir de la primera regid de la seqliiéncia proteica (posicié 1 a
90), aportant evidéencia de la complexitat i dinamisme de les reaccions
proteolitiques al llarg del procés de curat del pernil. A més, l'oxidaci6 de
I'aminoacid metionina s'ha observat en diversos peptids identificats al final
del procés. El potencial d'alguns dels péptids identificats per al seu Us com
biomarcadors del procés de curat ha estat considerat també en aquest
estudi.

ABSTRACT

An extensive proteolysis takes places during the processing of dry-cured
ham because of the action of muscle peptidases. The aim of this work was to
study the degradation of LIM domain binding protein 3 (LDB3), which is
located at the Z-lines of the sarcomere, at different times during the Spanish
dry-cured ham processing (2, 3.5, 5, 6.5, and 9 months). The identification of
a large number of peptides derived from this protein as well as their evolution
throughout the dry-curing process has been achieved for the first time in dry-
cured ham. A total of 107 peptides have been identified by mass
spectrometry in tandem, which shows the role played by endopeptidases in
the generation of polypeptides and mainly by exopeptidases in the
generation of small peptides. Most of the identified peptides have been
generated from the first region of the protein sequence (position 1 to 90)
providing evidence for the complexity and dynamism of proteolytic reactions
along the whole process of dry-curing. Methionine oxidation has been
observed in several peptides by the end of the process. The potential of
some of the identified peptides to be used as biomarkers of dry-cured ham
processing has also been considered.



INTRODUCCION

El jamon curado es un producto de alta calidad tanto por sus
caracteristicas organolépticas como nutricionales. Durante su proceso de
elaboracion tienen lugar una serie de reacciones enzimaticas entre las que
destaca la proteolisis, donde las proteinas musculares son degradadas
progresivamente dando lugar a una gran cantidad de péptidos y aminoacidos
que contribuyen al sabor, aroma, textura y calidad final del jamoén curado
(Aristoy y Toldra, 1995; Toldra y Flores, 1998; Lametsch et al., 2003).

La proteina 3 de union al dominio LIM (referida posteriormente como
LDB3, de acuerdo a la base de datos proteica Uniprot), también llamada
proteina ZASP (Z-band Alternatively Spliced PDZ-motif protein) o cifer, esta
localizada en el sarcomero y es esencial para el mantenimiento de la
estructura de la linea Z y de la integridad del musculo (Zhou et al., 2001).
Aungue es un componente minoritario de la linea Z (alrededor de 1 por 400
de a-actinina), esta proteina es muy importante para el desarrollo miofibrilar
y la mecanotransduccidén durante la contraccion muscular. Asi, la proteina
LDB3 puede actuar como adaptador en la sefializacion del masculo estriado,
ya que une la proteina quinasa C a través de sus tres dominios LIM
C-terminales al citoesqueleto, y puede interactuar a través de su dominio
PDZ N-terminal con la a-actinina, la cual ayuda al anclaje de los filamentos
de actina proporcionando fuerza mecéanica a la linea Z (Klaavuniemi, et al.,
2004; Luther, 2009).

Las enzimas musculares responsables de los cambios proteicos que
ocurren durante el procesado del jamén curado son las endopeptidasas
catepsinas y calpainas, que hidrolizan las proteinas sarcopladsmicas y
miofibrilares generando grandes polipéptidos, y las exopeptidasas, tales
como las aminopeptidasas, carboxipeptidasas, peptidilpeptidasas Yy
peptidasas, que degradan los polipéptidos en pequefios péptidos vy
aminoacidos libres (Toldr& et al., 2000; Toldra y Flores, 1998).

La degradacion de proteinas, asi como la generacion de péptidos y
aminoacidos libres durante el proceso de curado del jamén han sido
descritas en varios estudios, en los cuales se han usado técnicas como la
electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato sédico (SDS-
PAGE) o la cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) con el fin de
separar los fragmentos proteicos previamente a su identificacién (Rodriguez-
Nufiez et al., 1995; Hansen-Mgller et al., 1997; Sentrandreu et al., 2003). Sin
embargo, la identificacion de los péptidos generados de forma natural
durante la proteolisis s6lo ha sido posible a través del uso de técnicas
protedmicas de Ultima generacibn como la espectrometria de masas en
tandem. De hecho, recientes estudios protedmicos han identificado péptidos
derivados de proteinas miofibrilares tales como actina, cadena ligera de
miosina, titina o troponina T (Luccia et al., 2005; Sentandreu et al., 2007,
Mora et al, 2009a; Mora et al., 2010), y de proteinas sarcoplasmicas como
creatina quinasa, mioglobina o enzimas glicoliticas (Mora et al., 2009b; Mora
et al., 2011; Mora y Toldra, 2012). Ademas, algunos estudios han
investigado cémo algunos compuestos participantes en el metabolismo
muscular tales como la ratio hipoxantina/inosina (Hx/Ino), podrian servir de



marcadores del tiempo de curado del jamoén (Escudero et al., 2011). No
obstante, de acuerdo a nuestro conocimiento, no hay estudios hasta la fecha
basados en la evolucién de péptidos generados de forma natural a partir de
la degradacion proteica durante el proceso de curado del jamon.

El principal objetivo de este estudio ha sido la caracterizacion protedmica
de la proteina LDB3 para identificar los péptidos generados de forma natural
a diferentes tiempos (2, 3.5, 5, 6.5 y 9 meses) durante el procesamiento del
jamon curado, y asi estudiar su evolucién y describir algunos de los cambios
proteoliticos que tienen lugar durante el proceso. Asimismo, se ha estudiado
el potencial de algunos de los péptidos identificados como biomarcadores
del tiempo de curado del jamon.

MATERIALES Y METODOS
Preparacién del jamén curado

El estudio fue realizado por triplicado utilizando jamones crudos
procedentes de cerdos de 6 meses de edad del cruce Landrace x Large
White para la elaboracion de los jamones curados. Los jamones fueron
sangrados y preparados de acuerdo a los procedimientos tradicionales
consistentes en el pre-salado, fase en la que los jamones se frotan con una
mezcla de sales de curado (sal, nitrato y nitrito) durante 30 minutos; la fase
de salado, en la que son cubiertos totalmente con sal, apilados y mantenidos
durante 1,1 dias/kg jamon, a 2-4 °C y a una humedad relativa de 90-95%; el
post-salado, etapa en la que permanecen 60 dias a 4-5 °C y 75-85% de
humedad relativa; y finalmente la etapa de maduracion-secado, en la que la
temperatura va aumentando desde 5 °C a 14-20 °C y la humedad relativa va
disminuyendo hasta un 70%. El tiempo total del proceso de curado de los
jamones fue de 9 meses.

Las muestras de jamoOn a ensayar fueron seleccionadas a diferentes
tiempos del proceso: 2 meses (al final del post-salado), 3.5, 5y 6.5 meses
(durante la fase de maduracion-secado) y 9 meses (al final del curado).

Extraccién y desproteinizacion del jaméon curado

Un total de 50 g de musculo Biceps femoris de cada tiempo de muestreo
de los jamones procesados se picaron y se homogeneizaron con 200 ml de
HCI 0.01 N durante 8 min en un stomacher (IUL Instrument, Barcelona,
Espafia). El homogenizado fue centrifugado a 10.000 rpm durante 20 min a
4 °C, se recogi6 el sobrenadante tras filtrarse con lana de vidrio y el extracto
resultante fue desproteinizado mediante la adicion de 3 volumenes de etanol
y manteniéndolo a 4 °C durante 20 h. A continuacion, la muestra fue
centrifugada a 10.000 rpm y 4 °C durante 10 min y el sobrenadante fue
secado mediante un evaporador rotatorio, eliminando asi el agente
desproteinizante. Finalmente, el extracto seco desproteinizado fue disuelto
en 25 ml de 0.01 N HCI, filtrado a través de filtros de membrana de nylon de
45 pum (Millipore, Bedford, MA) y guardado a -20 °C hasta su uso.



Fraccionamiento de péptidos por cromatografia de exclusion molecular

El fraccionamiento de los extractos desproteinizados de jamdn curado se
realiz6 de acuerdo a su tamafio mediante cromatografia de exclusion
molecular. Para ello, se inyecté una alicuota de 5 ml en una columna
Sephadex G25 (2,5 x 65 cm, Amersham Biosciencies, Uppsala, Suecia)
previamente equilibrada con HCI 0,01 N. La separacion se llevé a cabo a
4 °C, usando HCI 0,01 N como fase movil y a un flujo de 15 mi/h. Un colector
automatico fue recogiendo fracciones de 5 ml, midiéndose después la
absorcion ultravioleta a 214 nm  (Ultrospec 3000 UV/Visible
spectrophotometer, Pharmacia Biotech, Cambridge, Inglaterra) de cada una
de ellas y asi obtener el perfil peptidico de la muestra. Finalmente, se
seleccionaron las fracciones correspondientes a los volumenes de elucién de
125 ml a 160 ml, se agruparon y se liofilizaron en alicuotas de 100 pl para la
posterior separacion e identificacion peptidica.

Identificacién de péptidos por cromatografia liquida de nanoflujo vy
espectrometria de masas en tandem (nLC-MS/MS)

El analisis por nanoLC-MS/MS se llevo a cabo mediante cromatografia
liquida utilizando el nano sistema Ultimate 3000 RSLC de Dionex (Thermo
Fisher Scientific Ltd, Leicestershire, Reino Unido), acoplado a un
espectrometro de masas de trampa idnica AmazZon ETD y equipado a su vez
con una fuente de ionizacién por nanoelectrospray (Bruker Daltonik GmbH,
Bremen, Alemania)

Las muestras liofilizadas fueron resuspendidas en 100 ul de agua con
0,1% de acido férmico (AF). Seguidamente, se tomaron 10 pl de la solucién
y se afiadieron 10 ul de agua:acetonitrilo (98:2, v/v) con 0,1 % v/v de AF. Las
muestras fueron guardadas en frio durante 30 min y centrifugadas a 14.000
rom durante 15 min. Después, 2 ul del sobrenadante fueron inyectados en el
sistema LC-MS mediante un inyector automético, en el que primeramente las
muestras fueron preconcentradas en una columna Dionex Acclaim®
PepMap 100 (100 pm x 2 cm, C18, 5 um, 100 A) (Dionex Corporation, LC
Packings), a un flujo de 4 pl/min y usando 0,1 % v/v de AF como fase movil.
Tras 3 min de preconcentracién, la precolumna fue conectada
automaticamente a una nano columna Dionex Acclaim® PepMap RSLC (75
um x 15 cm, C18, 2 um, 100 A) (Dionex Corporation, LC Packings). Las
fases moviles utilizadas fueron fase A conteniendo 0,1 % v/v de AF en agua,
y la fase B con 0,1 % v/v de AF en 100% de acetonitrilo. Las condiciones
cromatograficas para la separacion de los péptidos fueron un gradiente lineal
desde 5 % a 40 % de fase B durante 70 min, un flujo de 0,250 pl/min y una
temperatura de 30 °C.

La salida de la columna del cromatografo liquido fue directamente
acoplada a una fuente de ionizacion por nanoelectrospray. El spray de iones
fue generado mediante un voltaje entre 1,8 kV — 2,0 kV, y se utilizé nitrégeno
como gas de colision con una presién de nebulizacién de 15 psi y una
temperatura capilar de 200 °C. El espectrometro de masas de trampa ionica
operd en modo positivo y la trampa iénica se utilizd6 en MS2 con el objetivo



de mejorar la resolucién en el rango de m/z de 50 a 3.000 y a una velocidad
de 8.100 m/z por segundo. El primer escaner de MS cubrio un intervalo de
valores de 300 a 1.500 m/z, con un tiempo de acumulacion maximo de 50
ms y una media de 5. Otros parametros de la fuente se optimizaron con una
digestidon de la proteina BSA con la enzima tripsina.

El procesado automatico de los espectros, la generacion de la lista de
picos y la busqueda en la base de datos se realizO mediante el software
Mascot Distiller v2.4.2.0 (Matrix Science, Inc., Boston, MA)
(hppt://www.matrixscience.com). Se utilizé la oxidaciéon de metionina como
modificacion variable en la interfase de busqueda Mascot. Ademas, la
identificacion del origen proteico de los péptidos se llevé a cabo mediante las
bases de datos de proteinas Uniprot y NCBInr, con un nivel de significacion
de p < 0,05, y una tolerancia en las medidas de masas de 100 ppm en el
modo MS y de 0,3 Da para los iones del MS/MS.

RESULTADOS Y DISCUSION

Cada extracto de muestra desproteinizada fue fraccionado por
cromatografia de exclusibn molecular, y las fracciones correspondientes al
primer pico eluido (un total de 7 fracciones de 5 ml cada una) fueron
juntadas vy liofilizadas, de forma que éstas contenian los péptidos de mayor
tamafio que permanecieron en disolucion tras la precipitacién proteica con
etanol. Posteriormente, las fracciones obtenidas a cada tiempo de procesado
fueron analizadas por nLC-MS/MS para identificar su contenido peptidico.

Todas las secuencias peptidicas identificadas en este trabajo mediante
Uniprot provienen, de acuerdo a esta base de datos de proteinas, de la
proteina 3 de unién al dominio LIM (LDB3) de la especie Homo sapiens.
Ademas, BLAST revel6 un 100% de homologia de los péptidos identificados
con una proteina no caracterizada en Sus scrofa. Estos resultados se deben
a que la proteina LDB3 ha sido caracterizada en humano y bovino (Bos
taurus) pero no en la especie porcina. Asi pues, la Figura 1 muestra el
alineamiento de secuencias de la proteina estudiada entre las especies Sus
scrofa, Homo sapiens y Bos taurus. La blsqueda de similitud de secuencias
mediante BLAST revelé un 87% de homologia entre las secuencias de la
proteina porcina y humana (correspondientes a los nimeros de acceso
F1SEN8 y 075112, respectivamente, de la base de datos Uniprot). Sin
embargo, la proteina LDB3 no ha sido completamente secuenciada en la
especie bovina (nUmero de acceso Q3ZBC9 de la base de datos Uniprot), de
modo que Sus scrofa y Bos taurus solo comparten un fragmento de
secuencia correspondiente al 42% de la longitud total de la proteina. BLAST
revelé un 93% de homologia entre ambas especies.
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Figure 1. Alineamiento de las secuencias de la proteina LDB3 de Sus
scrofa, Homo sapiens y Bos taurus usando la base de datos proteica Uniprot
(nimeros de acceso F1SENS8, 075112 y Q3ZBC9, respectivamente). Las
mismas secuencias también corresponden a los ndameros de acceso
XP_003359314.1 (Sus scrofa), NP_009009.1 (Homo sapiens) Yy
NP_001030493.1 (Bos taurus) de la base de datos NCBInr.

Durante el proceso de curado del jamon tiene lugar una extensa
proteolisis que comprende la accion de las enzimas endopeptidasas y
exopeptidasas. Las endopeptidasas musculares son estables durante todo el
proceso (Toldra et al., 1993), excepto las calpainas que son inactivadas tras
la etapa de salado (Rosell y Toldra, 1996) y la catepsina D cuya actividad
desaparece tras 6 meses de proceso (Toldra et al., 1993). Respecto a las
exopeptidasas, tanto las aminopeptidasas como las dipeptidilpeptidasas han
mostrado una buena estabilidad durante todo el proceso de curado del
jamon (Toldra et al., 1997; Toldra et al., 2000; Sentandreu y Toldra, 2001).



El estudio de la accion de las enzimas proteoliticas sobre la secuencia de
la proteina LDB3 a cada tiempo de procesado del jamon curado (2, 3.5, 5,
6.5 y 9 meses) se muestra en la Figura 2. Puede observarse que la region
de la secuencia comprendida entre los residuos 1 y 90 es la que presenta
mayor numero de sitios de escision, debido probablemente a una accion
mas intensa de las proteasas musculares sobre esta zona de la secuencia.
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501 PRGAPAYTPP PQVSPLA RGTVQRAERF PASSRTPLCG HCNSIIRGPF LVAMGRSWHP EEFNCAYCKT SLADVCFVEE QNNVYCERCY EQFFAPVCAK
601 CNTKIMGEVM HALRQTWHTT CFVCAACKKP FGNSLFHMED GEPYCEKDYV NLFSTKCHGC DFPVEAGDKF IEALGHTWHD TCFICAVCHV NLEGQPFYSK
701 KDKPLCKKHA HAINV

3.5 meses
1 Ms‘x\'l/sv'x\l';.rcv Giﬁm KDFNMPLTIS mncsn‘kq sqﬁsg%w\biwm‘brmk&m SASYNLSLTL QKSKRPIPIS TAVPPIQSPL
101 PVIPHQKDPA LDANSSLAAP SPHPEARASP GTPGTPEHGL TFSSSFSQTS VFSSHTEASD LGPPRGSPGA KTSLEGALDS LSLKGPLGSS QPRQYNNPIG
201 LYSAETLREM AQMYQMSLRG KASGAGLLGG SLPIKDLTVD SASPVYQAVI KNONKPEDEA DEWARRSSNL QSRSFRILAQ MTGTEYMQDP DEEALRRSST
301 PIEHAPVCTS QAATPLLPAS AQPPAAASPS TASPPLATAA AHTATASAAA PASSPADSPR PQASAYSPAV ATSPAPAAHT YSEAPAAPAP KPRVVTTASI
401 RPSVYQPVPA STYSPSPGAN YSPTPYTPSP APAYTPSPAP TYSPSPAPAY TPSPAPSYNP TPYSGGPAES ASRPPWVTDD SFSQKFAPGK STTSISKQSL
501 PRGAPAYTPP X:ﬁGPQVSPLA RGTVQRAERF PASSRTPLCG HCNSIIRGPF LVAMGRSWHP EEFNCAYCKT SLADVCFVEE QNNVYCERCY EQFFAPVCAK
601 CNTKIMGEVM HALRQTWHTT CFVCAACKKP FGNSLFHMED GEPYCEKDYV NLFSTKCHGC DFPVEAGDKF IEALGHTWHD TCFICAVCHV NLEGQPFYSK
701 KDKPLCKKHA HAINV

5 meses
: MSYSVTLTGP GPWGFRLQGG KSLFMLTIS‘LP?ITPGS&M\LSQé,SQwW AIDGVNTDTM THLEAQNKIK SASYNLSLTL QKSKRPIPIS TAVPPIQSPL
101 PVIPHQKDPA LDANSSLAAP SPHPEARASP GT TFSSSFSQTS VFSSHTEASD L KTSLEGALDS LSLKGPLGSS QPRQYNNPIG
201 LYSAETLREM AQMYQMSLRG KASGAGLLGG SLPIKDLTVD SASPVYQAVI KNQNKPEDEA DEWARRSSNL QSRSFRILAQ MTGTEYMQDP DEEALRRSST
301 PIEHAPVCTS QAATPLLPAS AQPPAAASPS TASPPLATAA AHTATASAAA PASSPADSPR PQASAYSPAV ATSPAPAAHT YSEAPAAPAP KPRVVTTASI
401 RPSVYQPVPA STYSPSPGAN YSPTPYTPSP APAYTPSPAP TYSPSPAPAY TPSPAPSYNP TPYSGGPAES ASRPPWVTDD SFSQKFAPGK STTSISKQSL
501 PRGAPAYTPP LQGPQVSPLA RGTVQRAERF PASSRTPLCG HCNSIIRGPF LVAMGRSWHP EEFNCAYCKT SLADVCFVEE QNNVYCERCY EQFFAPVCAK
601 CNTKIMGEVM HALRQTWHTT CFVCAACKKP FGNSLFHMED GEPYCEKDYV NLFSTKCHGC DFPVEAGDKF IEALGHTWHD TCFICAVCHV NLEGQPFYSK
701 KDKPLCKKHA HAINV

6.5 meses
1 MSYSVTLTGP GPWGFRLQGG KDFNMPLTIS RITPGSKARQ SQLSQGDLVV ur‘xbcvun;bm THSIE‘.RQ‘LNKIK SASYNLSLTL QKSKRPIPIS TAVPPIQSPL
101 PVIPHQKDPA LDANSSLAAP SPHPEARASP GTPGTPEHGL TFSSSFSQTS VFSSHTEASD LGPPRGSPGA KTSLEGALDS LSLKGPLGSS QPRQYNNPIG
201 LYSAETLREM AQMYQOMSLRG KASGAGLLGG SLPIKDLTVD SASPVYQAVI KNONKPEDEA DEWARRSSNL QSRSFRILAQ MTGTEYMQDP DEEALRRSST
301 PIEHAPVCTS QAATPLLPAS AQPPAAASPS TASPPLATAA AHTATASAAA PASSPADSPR PQASAYSPAV ATSPAPAAHT YSEAPAAPAP KPRVVTTASI
401 RPSVYQPVPA STYSPSPGAN YSPTPYTPSP APAYTPSPAP TYSPSPAPAY TPSPAPSYNP TPYSGGPAES ASRPPWVTDD SFSQKFAPGK STTSISKQSL
501 PRGAPAYTPP LQGPQVSPLA RGTVQRAERF PASSRTPLCG HCNSIIRGPF LVAMGRSWHP EEFNCAYCKT SLADVCFVEE QNNVYCERCY EQFFAPVCAK
601 CNTKIMGEVM HALRQTWHTT CFVCAACKKP FGNSLFHMED GEPYCEKDYV NLFSTKCHGC DFPVEAGDKF IEALGHTWHD TCFICAVCHV NLEGQPFYSK
701 KDKPLCKKHA HAINV

9 meses
1 MSYSVTLTGP GPWGFRLQGG KM&MT&'GSK%Q%SQ%W ;LIDGVN'I\l‘/D’['H THLE.M‘}LNl/m SASYNLSLTL QKSKRPIPIS TAVPPIQSPL
101 PVIPHQKDPA LDANSSLAAP SPHPEARASP GTPGTPEHGL TFSSSFSQTS VFSSHTEASD LGPPRGSPGA KTSLEGALDS LSLKGPLGSS QPRQYNNPIG
201 LYSAETLREM AQMYOMSLRG KASGAGLLGG SLPIKDLTVD SASPVYQAVI KNQNKPEDEA DEWARRSSNL QSRSFRILAQ MTGTEYMQDP DEEALRRSST
301 PIEHAPVCTS QAATPLLPAS AQPPAAASPS TASPPLATAA AHTATASAAA PASSPADSPR PQASAYSPAV ATSPAPAAHT YSEAPAAPAP KPRVVTTASI
401 RPSVYQPVPA STYSPSPGAN YSPTPYTPSP APAYTPSPAP TYSPSPAPAY TPSPAPSYNP TPYSGGPAES ASRPPWVTDD SFSQKFAPGK STTSISKQSL
501 PRGAPAYTPP LQGPQVSPLA RGTVQRAERF PASSRTPLCG HCNSIIRGPF LVAMGRSWHP EEFNCAYCKT SLADVCFVEE QNNVYCERCY EQFFAPVCAK
601 CNTKIMGEVM HALRQTWHTT CFVCAACKKP FGNSLFHMED GEPYCEKDYV NLFSTKCHGC DFPVEAGDKF IEALGHTWHD TCFICAVCHV NLEGQPFYSK
701 KDKPLCKKHA HAINV

Figure 2. Secuencia primaria de la proteina LDB3 de Sus scrofa (nUmero de
acceso F1SENS de la base de datos proteica Uniprot). Los sitios de escision
de las enzimas proteoliticas a cada tiempo de procesado se indican con
flechas negras.



Un total de 107 péptidos generados a partir de la proteina LDB3 han sido
identificados en los diferentes tiempos de procesado del jamoén curado, como
se muestra en las Tablas 1, 2 y 3. En ellas se enumeran las secuencias de
los péptidos caracterizados, la posicion de los péptidos identificados en la
proteina de origen, los aminoacidos anterior y posterior a las secuencias
identificadas, la masa observada y calculada junto con el estado de carga de
cada péptido y los tiempos de procesado en los que los péptidos han sido
identificados.

Como puede observarse en la Tabla 1, existe una evidente accion de las
aminopeptidasas y carboxipeptidasas en la generacion de los péptidos
identificados desde la posicion 1 a 90 de la secuencia de la proteina LDB3.
Sin embargo, las catepsinas serian las responsables de la rotura de la
proteina y la generacion de la mayoria de polipéptidos identificados en el
resto de la secuencia (posicion 91 a 715), ya que las calpainas no son
activas tras la etapa de salado (Rosell y Toldra, 1996). Asi, los péptidos 11 a
17 muestran la pérdida secuencial de fenilalanina (F), asparagina (N),
metionina-prolina (MP), leucina (L), treonina (T) e isoleucina-serina (IS) a
partir del extremo N-terminal, probablemente por la accion de las
aminopeptidasas y dipeptidilpeptidasas que permanecen activas durante
todo el proceso de curado. Ademas, las carboxipeptidasas generan
aminoéacidos libres a partir del carboxilo terminal de los péptidos, como
ocurre con los aminoacidos leucina (L, en el péptido 27), 4cido aspartico (D,
en el péptido 30), y glicina (G, en el péptido 31), compartiendo los tres
péptidos la secuencia FNMPLTISRITPGSKAAQSQLSQ (péptido 31). Por
otro lado, las tripeptidilpeptidasas podrian ser las responsables de la pérdida
en N-terminal de tripéptidos como serina-valina-treonina (SVT), generando
los péptidos 2, 4 y 6 a partir de los péptidos 1, 3 y 5 respectivamente, asi
como la pérdida del tripéptido asparagina-metionina-prolina (NMP) a partir
del péptido 35 para generar el péptido 36, o del tripéptido &cido glutdmico-
alanina-glutamina (EAQ) a partir de los péptidos 58 y 60 para generar los
péptidos 59 y 61, respectivamente. Como ejemplo, en la Figura 3 se
observan los espectros de MS/MS obtenidos para la identificacion de los
péptidos 6 y 7, mostrando la pérdida del dipéptido arginina-leucina (RL) a
partir del extremo C-terminal del péptido 6 para generar el péptido 7.

La generacion de los péptidos identificados en la Tabla 2 podria ser el
resultado de la accidon de las endopeptidasas sobre la proteina LDB3. Por
ejemplo, los péptidos 66, 74, 77, 81, 90 y 95, o el péptido 64 de la Tabla 1,
los cuales han sido identificados durante la fase de curado, habrian sido
generados por la accién de las catepsinas. Pero ademas, los péptidos
pueden ser posteriormente degradados por exopeptidasas, dando lugar a
pequefios péptidos y aminoacidos libres, como ocurre en el péptido 65 el
cual es generado a partir del péptido 64, o los péptidos 83 y 84 que se
generan a partir del péptido 82.

La proteolisis es un proceso dinamico y variable en el que las proteasas
musculares llevan a cabo su accion de forma aleatoria a lo largo de todo el
proceso de curado. La complejidad de la proteolisis es notable, ya que
continuamente nuevos péptidos son generados e hidrolizados por la accion
de las endopeptidasas y exopeptidasas (Rodriguez-Nufiez et al., 1995;



Toldra et al., 1997), tal como se muestra en las Tablas 1 y 2. De esta
manera, la gran cantidad de enzimas que actlan durante la proteolisis
darian lugar a la generaciéon de una compleja mezcla de péptidos con sitios
de escisidon inespecificos. Algunos de estos péptidos estan presentes, a
determinados tiempos de procesado, a bajas concentraciones y no llegan a
acumularse debido a la constante degradacion, por lo que no pueden ser
detectados mediante técnicas de espectrometria de masas. Este hecho
podria explicar la no identificacion de algunos péptidos a ciertos tiempos de
procesado pero si su identificacion a tiempos posteriores, como ocurre en el
caso de los péptidos 33, 42 y 88, entre otros.

La preocupacion por la oxidacion de los aminoacidos esenciales, como la
metionina, se debe a su efecto sobre la calidad de la carne y sobre su valor
nutritivo, ya que este proceso supone una disminucién tanto de la
disponibilidad de aminoacidos esenciales como de la digestibilidad de las
proteinas oxidadas (Strange, 1984; Lund et al., 2011). La mayoria de
estudios realizados se han centrado en mejorar el conocimiento acerca de
los mecanismos de oxidacion de proteinas y en desarrollar nuevos métodos
de andlisis para evaluar la oxidacion proteica en productos carnicos
cocinados o curados (Armenteros et al., 2009). Sin embargo, no hay
estudios sobre la identificacion de péptidos, con modificaciones en sus
aminoacidos, generados de manera natural durante el procesado de los
productos carnicos. En este trabajo, la oxidacién del aminoacido metionina
ha sido observada en 12 péptidos (Tabla 3), y 6 de ellos muestran tal
modificacién al final del proceso de curado (9 meses), mientras los otros son
oxidados un poco antes. Esto indica que la oxidacion de metionina tiende a
ocurrir principalmente en las Ultimas etapas del curado del jamén. Estos
resultados estan de acuerdo con un estudio previo que muestra que la
oxidacion de proteinas aumenta conforme avanza el tiempo de maduracion
del jamén (Koutina, et al., 2012).

Finalmente, la identificacion de algunos péptidos que permanecen
estables durante las primeras etapas del proceso de curado del jamédn, como
el caso del péptido 6 que ha sido identificado desde los 2 a los 6.5 meses, 0
el péptido 11 que ha sido identificado desde los 2 a los 5 meses, asi como el
hecho de que algunos péptidos sélo han sido detectados al final del proceso
(a los 9 meses de curado) como ocurre en los péptidos 35, 36 y 37 o desde
los péptidos 43 al 46, podria sugerir el uso potencial de estos péptidos como
una manera de estimar y controlar el tiempo de procesado. Sin embargo,
serian necesarios estudios adicionales para considerar y confirmar el uso de
estos péptidos como biomarcadores del proceso del jamon curado.
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Tabla 1. Péptidos identificados por nLC-MS/MS desde la posicion 1 a 90 de la proteina LDB3 en jamon curado (nimero de acceso
F1SENBS de la base de datos de proteinas Uniprot).

No. Posicién® Pg° Secuencia PS¢  Obs.d Carga Calc.® Identificacion’
(m/z) (+) (m/z) 2m. 3.5m. 5m. 6.5 m. 9Im.

1 4-22 Y  SVTLTGPGPWGFRLOGGKD F 658,23 3 1972,02 X

2 7-22 T LTGPGPWGFRLOGGKD F 562,49 3 1684,87 X

3 4-19 Y SVTLTGPGPWGFRLQG G 836,75 2 1671,87 X

4 7-19 T LTGPGPWGFRLQG G 693,40 2 1384,73 X

5 4-17 Y  SVTLTGPGPWGFRL Q 744,22 2 1486,79 X X

6 7-17 T LTGPGPWGFRL Q 600,73 2 1199,65 X X X X

7 7-15 T LTGPGPWGF R 466,12 2 930,46 X

8 7-15 T LTGPGPWGF R 931,23 1 930,46 X X

9 7-12 T LTGPGP ) 540,79 1 540,29 X

10 11-23 p GPWGFRLQGGKDF N 488,84 3 1463,73 X

11 23-53 D FNMPLTISRITPGSKAAQSQLSQGDLVVAID G 1086,60 3 3256,71 X X X

12 24-53 F NMPLTISRITPGSKAAQSQLSQGDLVVAID G  1037,66 3 3109,64 X

13 25-53 N MPLTISRITPGSKAAQSQLSQGDLVVAID G 999,39 3 2995,60 X

14 27-53 p LTISRITPGSKAAQSQLSQGDLVVAID G 923,60 3 2767,51 X X X X X
15 28-53 L TISRITPGSKAAQSQLSQGDLVVAID G 885,56 3 2654,42 X X
16 29-53 T ISRITPGSKAAQSQLSQGDLVVAID G 851,94 3 2553,38 X
17 31-53 S RITPGSKAAQSQLSQGDLVVAID G 785,24 3 2353,26 X X X X
18 39-53 A AQSQLSQGDLVVAID G 772,21 2 1542,79 X X X X
19 42-53 S QOLSQGDLVVAID G 629,20 2 1256,66 X
20 44-53 L SQGDLVVAID G 1016,27 1 1015,52 X
21 47-53 G DLVVAID G 744,23 1 743,41 X X
22 48-53 D LVVAID G 629,26 1 628,38 X
23 23-51 D FNMPLTISRITPGSKAAQSQLSQGDLVVA I 1010,75 3 3028,60 X X X
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Continuacién Tabla 1

No. Posicién® Pg° Secuencia PS¢  Obs.! Carga Calc.® Identificacion’

(m/z) (+) (m/z) 2m. 3.5m. 5m. 6.5 m. 9Im.
24 47-51 G DLVVA I 516,01 1 515,30 X
25 23-50 D FNMPLTISRITPGSKAAQSQLSQGDLVV A 986,59 3 2957,56 X
26 23-48 D FNMPLTISRITPGSKAAQSQLSQGDL v 920,90 3 2759,43 X X X X X
27 23-47 D FNMPLTISRITPGSKAAQSQLSQGD L 882,87 3 2646,34 X X X X X
28 27-47 p LTISRITPGSKAAQSQLSQGD L 719,97 3 2157,14 X X
29 31-47 S RITPGSKAAQSQLSQGD L 581,96 3 1742,89 X
30 23-46 D FNMPLTISRITPGSKAAQSQOLSQG D 844,41 3 2531,32 X
31 23-45 D FNMPLTISRITPGSKAAQSQLSQ G 825,63 3 2474,30 X X X X
32 31-45 S RITPGSKAAQSQLSQ G 524,49 3 1570,84 X
33 23-43 D FNMPLTISRITPGSKAAQSQL S 753,91 3 2259,20 X X X X
34 23-43 D FNMPLTISRITPGSKAAQSQL S 1130,81 2 2259,20 X X
35 24-43 F NMPLTISRITPGSKAAQSQL S 705,25 3 2112,14 X
36 27-43 p LTISRITPGSKAAQSQL S 590,86 3 1770,00 X
37 31-43 S RITPGSKAAQSQL S 678,71 2 1355,75 X
38 32-43 R ITPGSKAAQSQL S 401,25 3 1199,65 X
39 23-42 D FNMPLTISRITPGSKAAQSQ L 716,44 3 2146,12 X X
40 23-40 D FNMPLTISRITPGSKAAQ S 644,52 3 1931,03 X X
41 23-38 D FNMPLTISRITPGSKA A 578,21 3 1731,93 X X X X X
42 23-38 D FNMPLTISRITPGSKA A 866,76 2 1731,93 X X X X
43 27-38 p LTISRITPGSKA A 41515 3 1242,73 X
44 29-38 T ISRITPGSKA A 515,18 2 1028,60 X
45 31-38 S RITPGSKA A 415,17 2 828,48 X
46 23-37 D FNMPLTISRITPGSK A 554,64 3 1660,90 X
47 32-37 R ITPGSK A 301,64 2 601,34 X
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Continuacién Tabla 1

No. Posicién® Pg° Secuencia PS¢  Obs.! Carga Calc.® Identificacion’

(m/z) (+) (m/z) 2m. 3.5m. 5m. 6.5 m. 9Im.
48 23-30 D FNMPLTIS R 461,62 2 921,46 X
49 23-30 D FNMPLTIS R 922,24 1 921,46 X X X X X
50 23-28 D FNMPLT I 722,20 1 721,35 X
51 23-27 D FNMPL T 621,18 1 620,30 X
52 28-58 L TISRITPGSKAAQSQLSQGDLVVAIDGVNTD T 104757 3 3140,63 X
53 38-58 A AQSQLSQGDLVVAIDGVNTD T 677,36 3 2029,00 X
54 42-57 L SQGDLVVAIDGVNT D 694,58 2 1386,70 X
55 48-63 D LVVAIDGVNTDTMTHL E 849,72 2 1697,87 X
56 61-67 M THLEAQN K 406,61 2 811,38 X
57 67-77 Q NKIKSASYNLS L 612,68 2 1223,65 X
58 64-75 L EAQNKIKSASYN L 676,67 2 1351,67 X
59 67-75 Q NKIKSASYN L 512,64 2 1023,53 X
60 64-74 L EAQNKIKSASY N 619,68 2 1237,63 X
61 67-74 Q NKIKSASY N 455,64 2 909,49 X X X X X
62 68-74 N KIKSASY N 398,64 2 795,45 X X X
63 68-74 N KIKSASY N 796,25 1 795,45 X
64 78-90 S LTLQKSKRPIPIS T 494,10 3 1479,91 X
65 78-86 S LTLQKSKRP I 535,72 2 1069,66 X

#Posicion de los péptidos identificados dentro de la secuencia de la proteina LDB3.

P Residuo de aminoacido previo a la secuencia del péptido.

°Residuo de aminoéacido posterior a la secuencia del péptido.

9 Masa molecular del ion observado en el sistema nLC-MS/MS, calculada en Daltons (Da).

¢ Masa relativa calculada en Daltons del péptido identificado.

Péptidos identificados a cada tiempo de procesado del jamon.
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Tabla 2. Péptidos identificados por nLC-MS/MS desde la posicion 91 a 715 de la proteina LDB3 en jamon curado (nimero de
acceso F1SENS de la base de datos de proteinas Uniprot).

No. Posicion® Py’ Secuencia PS¢ Obs! cCcarga Calc.® Identificacion’
(m/z) (+) (m/z) 2m. 3.5m. 5m. 6.5 m. 9m.
66 92-97 T AVPPIQ S 625,34 1 623,36 X
67 112-128 L  DANSSLAAPSPHPEARA S 845,71 2 1689,81 X
68 112-116 L  DANSS L 493,68 1 492,18 X
69 126-140 E ARASPGTPGTPEHGL T 723,77 2 1446,72 X
70 187-191 P LGSSQ P 490,82 1 490,24 X
71 221-226 G KASGAG L 490,85 1 489,25 X
72 212-225 A QOMYQMSLRGKASGA G 509,76 3 1526,73 X
73 226-230 A GLLGG S 417,12 1 415,24 X
74 239-243 T VDSAS P 478,56 1 477,21 X
75 262-271 D EWARRSSNLQ S 623,43 2 1245,62 X
76 304-308 E HAPVC T 525,05 1 525,24 X
77 311-319 S  QAATPLLPA S 440,88 2 880,50 X
78 320-324 A SAQPP A 498,51 1 498,24 X
79 322-326 A QPPAA A 482,34 1 482,25 X
80 346-351 T ASAAAP A 487,77 1 486,24 X
81 361-366 R PQASAY S 637,25 1 635,29 X
82 384-395 E APAAPAPKPRVV T 587,61 2 1172,70 X
83 387-391 A APAPK P 482,29 1 482,29 X
84 385-390 A PAAPAP K 522,70 1 522,28 X X
85 398-402 T ASIRP S 542,95 1 542,32 X
86 406-410 Y QPVPA S 511,14 1 510,28 X
87 408-413 P VPASTY S 637,12 1 636,31 X
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Continuacién Tabla 2

No. Posicién® Py’ Secuencia P Obs? Carga Calc® Identificacion'
(m/z) (+) (m/z) 2m. 3.5m. 5m. 6.5 m. am.
88 446-450 S PAPAY T 518,14 1 517,25 X X X
80 435444 Y TPSPAPTYSP S 34020 3 1016,48  x X X
90 467-472 G  PAESAS R 560,19 1 560,24 X
91 499-510 Q SLPRGAPAYTPP L 409,20 3 1225,65 X
92 506-511 P AYTPPL 0 662,40 1 660,35 X
93 508-513 Y TPPLQG P 612,78 1 611,33 X
94 596-604 A PVCAKCNTK I 963,77 1 962,47 X
95 665-669 V  EAGDK F 519,97 1 518,23 X

2 Posicion de los péptidos identificados dentro de la secuencia de la proteina LDB3.

P Residuo de aminoacido previo a la secuencia del péptido.

° Residuo de aminoécido posterior a la secuencia del péptido.

4 Masa molecular del ion observado en el sistema nLC-MS/MS, calculada en Daltons (Da).
€ Masa relativa calculada en Daltons del péptido identificado.

Péptidos identificados a cada tiempo de procesado del jamon.
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Tabla 3.

Péptidos identificados por nLC-MS/MS a partir de la proteina LDB3 en jamon curado con una oxidacion de
metionina (numero de acceso F1ISENS8 de la base de datos de proteinas Uniprot).

No. Posicion® Pg” Secuencia P Obs.t Carga  Calc.® Identificacion’

(m/z) (+) (m/z) 2m. 3.5m. 5m. 6.5 m. 9m.
96 23-53 D FNMPLTISRITPGSKAAQSQLSQGDLVVAID G 1091,71 3 3272,71 X X X
97 23-47 D FNMPLTISRITPGSKAAQSQLSQGD L 888,30 3 2662,34 X
98 23-45 D FNMPLTISRITPGSKAAQSQLSQ G 830,88 3 2490,29 X
99 23-43 D FNMPLTISRITPGSKAAQSQL S 759,28 3 2275,20 X
100 23-40 D  FNMPLTISRITPGSKAAQ S 649,77 3 1947,02 X
101 23-38 D FNMPLTISRITPGSKA A 58353 3 174793 «
102 59-63 D TMTHL E 309,63 2 617,28 X X
103 59-67 D TMTHLEAQN K 353,97 3 1059,47 X
104 197-219 N NPIGLYSAETLREMAQMYQMSLR G 906,56 3 2717,30 X
105 207-226 T LREMAQMYQMSLRGKASGAG L 733,99 3 2200,06 X
106 593-611 Q FFAPVCAKCNTKIMGEVMH® A 1079,59 2 2156,99 X
107 602-613 C NTKIMGEVMHAL R 680,83 2 1358,67 X

#Posicion de los péptidos identificados dentro de la secuencia de la proteina LDB3.

P Residuo de aminoacido previo a la secuencia del péptido.

°Residuo de aminoé&cido posterior a la secuencia del péptido.

9Masa molecular del ion observado en el sistema nLC-MS/MS, calculada en Daltons (Da).
¢ Masa relativa calculada en Daltons del péptido identificado.

fPéptidos identificados a cada tiempo de procesado del jamén.

9 Péptido identificado con dos oxidaciones de metionina.
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Figura 3. Espectros de MS/MS de los péptidos 6 y 7, obtenidos a partir del
andlisis de jamén curado tras 3.5 meses de procesado. Los espectros se
muestran con los correspondientes iones y y b.
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CONCLUSIONES

La proteolisis es un proceso complejo y dinamico que tiene lugar a lo
largo de toda la elaboracion del jaméon curado. La evolucion de los péptidos
generados a partir de la degradacion de la proteina LDB3 ha sido estudiada
a diferentes tiempos de proceso, aportando evidencia de la accién de las
catepsinas y, principalmente, de las aminopeptidasas, carboxipeptidasas,
dipeptidilpeptidasas y tripeptidilpeptidasas en la liberacion de péptidos vy
aminoacidos libres durante el proceso de curado del jamén. Ademas, este
trabajo confirma estudios previos que destacan la importancia de la
oxidacion de amino acidos en las Ultimas etapas de curado. Este estudio
aporta los cimientos necesarios en materia de caracterizacion y seguimiento
peptidico que permitiran futuras investigaciones centradas en la
identificacion de posibles marcadores bioldgicos del tiempo de curado del
jamon.
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