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CARACTERIZACION QUIMICA Y MICROESTRUCTURAL DEL JAMON CURADO

DENOMINACION DE ORIGEN TERUEL.

Autor: Director/es:
Virginia Larrea Santos Dra. Isabel Pérez Munuera
Dra. M® Angeles Lluch Rodriguez

Resumen:

El proceso de salazon y curado de jamones permite obtener uno de los productos carnicos
espanoles de mayor tradicion como es el jamon curado. El jamoén de Teruel es un producto
con Denominacion de Origen en el que el proceso de secado y maduracion se ve influenciado
por las caracteristicas climatologicas de la zona, que definen sus parametros de calidad. En
este trabajo se realiza la caracterizacion quimica y microestructural del jamon curado “D.O.
Teruel”, asi como el estudio de la evolucion de las proteinas y la grasa, y la difusion de la sal
a lo largo del proceso de elaboracion.

Las técnicas electroforéticas muestran que se produce una disminucion en la fraccion de
proteinas sarcoplasmicas por insolubilizacion y drenaje tras el salado, y una proteolisis
intensa en la maduracion. Se produce también cierta degradacion de algunas proteinas
miofibrilares en esta etapa y se observa la aparicion de compuestos de peso molecular 3-17
kDa. Las enzimas endogenas de la carne juegan un papel de primer orden en las
modificaciones observadas; se ha encontrado una importante actividad enzimatica residual
(catepsinas L, B y D) durante el proceso y se puede considerar que las enzimas implicadas
son responsables en gran medida de las reacciones de proteolisis que tienen lugar.

Los principales cambios en la fraccion de lipidos se dan en los fosfolipidos y acidos grasos
libres. La hidrolisis de los acidos grasos de los fosfolipidos, especialmente de los
poliinsaturados, es el principal fenomeno observado. La fraccion de triglicéridos, que es la
mayoritaria, se mantiene practicamente inalterada durante el proceso.

La microestructura de los musculos biceps femoris y semimembranosus del pernil muestra
las caracteristicas tipicas del tejido muscular de la carne. En la etapa de salado ya se produce
una importante degradacion de las proteinas de los costameros que unen las miofibrillas
entre siy especialmente éstas con el sarcolema. En el musculo semimembranosus el efecto es
mas drastico por el contacto directo que tiene este musculo con la sal. En el jamoén curado se
observan los cambios mas importantes en la estructura con una acumulacion importante de
solutos en los espacios intercelulares. Los componentes lipidicos se liberan durante el
proceso por degradacion del tejido adiposo, y por coalescencia generan pequenas gotas de
grasa que contribuyen al caracter untuoso del jamon curado.

De la aplicacion de la técnica SEM-EDX se confirma que la via principal de penetracion
del NaCl durante el proceso de elaboracion es a través de los musculos externos como el

semimembranosus mas que a través de la piel y grasa subcutanea que cubre otros musculos

internos como el musculo biceps femoris.
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Resum:

El procés de salat i curat de pernils permet obtindre un dels productes carnics espanyols
de major tradiciéo com és el pernil curat. El pernil de Terol és un producte amb Denominacio
d'Origen en queé el procés d'assecat i maduracio es veu influenciat per les caracteristiques
climatologiques de la zona, que definixen els seus parametres de qualitat. En aquest treball
es realitza la caracteritzacido quimica i microestructural del pernil curat DO Terol. Aixi com
l'estudi de l'evolucié de les proteines i el greix, i la difusi6 de la sal al llarg del procés
d'elaboracio.

Les técniques electroforétiques mostren que es produix una disminucié en la fraccio de
proteines sarcoplasmiques per insolubilitzacié després del salat, i una proteolisi intensa en la
maduracio. Es produix també degradacio de les proteines miofibrilars en aquesta etapa i
s'observa l'aparicio de compostos de pes molecular 3-17 kDa. Els enzims endogens de la carn
juguen un paper de primer orde en les modificacions observades; s'ha trobat una important
activitat enzimatica residual (catepsinas L, B i D) durant el procés i es pot considerar que els
enzims implicats son responsables en gran mesura de les reaccions de proteolisi que tenen
lloc.

Els principals canvis en la fraccio de lipids es donen en els fosfolipids i acids grassos lliures.
La hidrolisi dels acids grassos dels fosfolipids especialment dels poliinsaturats és el principal
fenomen observat. La fraccio de triglicérids és la majoritaria, encara que es manté
practicament inalterada durant el procés.

La microestructura dels musculs biceps femoris i semimembranosus del pernil mostra les
caracteristiques tipiques del teixit muscular de la carn. En l'etapa de salat ja es produix una
important degradacio de les proteines dels costamers que unixen les miofibrilles entre si i
especialment aquestes amb el sarcolema. En el muscul semimembranosus l'efecte és més
drastic pel contacte directe que té aquest muscul amb la sal. En el pernil curat s'observa els
canvis més importants en l'estructura amb una acumulacié important de soluts en els espais
intercel'lulars. Els components lipidics s'alliberen durant el procés per degradacio del teixit
adipos, i per coalescéncia generen xicotetes gotes de greix que contribuixen al caracter
untuos del pernil curat.

De l'aplicacioé de la técnica SEM-EDX es conclou que la via principal de penetracié del NaCl
durant el procés d'elaboracio és a través dels musculs externs com el semimembranosus més

que a través de la pell i greix subcutani que cobrix altres musculs interns com el muscul

biceps femoris.
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Summary:

Dry-cured ham is one of the most important Spanish products, elaborated by A traditional
method. In fact, “Protected Designation of Origin” Teruel cured ham is a product in which
ripening is directly affected by the climatological characteristics of the Teruel area. This fact
determines its quality parameters. The aim of this thesis is the Teruel cured ham chemical
and microstructural characterization and the study of the evolution of proteins, fat and NaCl
during Teruel cured ham processing.

Electrophoresis shows a decrease in the sarcoplasmic proteins because of insolubilization
after salting. An intense proteolysis during ripening is also observed. This technique shows as
well a degradation in myofibrilar proteins during salting, and an increasing of the low
molecular weight products (3-17 kDa). Some meat endogenous enzymes (mainly cathepsins
B, L and D) play an important role in the proteolysis; recovered enzymatic activity has been
found during the process and it can be considered that the implicated enzymes are
responsible of the proteolysis reactions.

Main changes in lipids take place in phospholipid and free fatty acids fractions hydrolysis of
polyunsaturated coming from phospholipid is the main event observed Triglycerides fraction
is the majority one, but their fatty acid composition do not vary significantly throughout the
process.

Microstructural characterization of biceps femoris and semimembranosus muscles in green
ham shows the typical structure of the muscular tissue in raw meat, organized in
myofibrilles. Salting produces an important degradation of costamers proteins; costamers
bound myofibrilles each others and this ones with sarcolemma. The effect of salting in
semimembranosus is bigger because of this muscle is in directly contact with salt. The
structure of dry-cured ham shows an accumulation of solutes in the intercellular spaces.
During processing, the adipose tissue is also degradated and the lipid compounds are
liberated; fat drops are generated by coalescence contributing to the typical sensorial
characteristics of the Teruel cured ham.

SEM-EDX technique shows that NaCl diffuses mainly through external muscles as
semimembranosus; another less important way for salt diffusion could be through skin and

subcutaneous fat by the biceps femoris.
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I. Introduccion

I. INTRODUCCION

I.1 EL TEJIDO MUSCULAR. CAMBIOS BIOQUIMICOS EN EL MUSCULO
POSTMORTEM

I1.1.1. ESTRUCTURA DEL TEJIDO MUSCULAR. EL MUSCULO ESQUELETICO

Para comprender bien los cambios que se producen en la carne después del
sacrificio, es importante conocer la estructura del musculo y el mecanismo de la
contraccion. Existen tres tipos diferentes de musculatura en los animales: el
musculo estriado voluntario o musculo esquelético, el musculo estriado
involuntario o musculo cardiaco y el musculo liso o involuntario de las visceras y

vasos sanguineos.

Un musculo esquelético esta formado por células largas, estrechas y
polinucleadas denominadas fibras. Estas se encuentran separadas unas de otras
por una envoltura de tejido conjuntivo denominada endomisio, constituido
fundamentalmente por colageno. Las fibras se agrupan formando haces que se
unen para formar el musculo. El perimisio es la capa de tejido conjuntivo que rodea
cada haz de fibras y el epimisio es otra capa gruesa del mismo tejido que envuelve
al conjunto de haces. En los extremos del musculo, el epimisio finaliza en tendones

que se unen al esqueleto (Figura I.1).

La superficie externa de la fibra muscular recibe el nombre de sarcolema y esta
compuesta por tres capas: el tejido conjuntivo (endomisio), una capa intermedia
amorfa constituida por mucopolisacaridos y la membrana plasmatica interna de

caracter lipoproteico.



I. Introduccion

e
MIOFILAMENTOS

MIOFIBRILLAS =

(2)

(3)

. TENDON

EPIMISIO
= PERIMISIO

ll—— ENDOMISIO

FIBRA MUSCULAR
(seceidn longitudinal)

_—~ —=— SARCOLEMA

-~ COSTAMEROS
{desmina, yY-actina,
vinculina)

—= MIOFILAMENTOS

MIOFIBRILLA

UNIDAD SARCOMERICA

FIGURA I.1. Representacion esquematica del musculo esquelético. (1) Seccion transversal de
un musculo esquelético en el que se senala la localizacion del tejido conjuntivo: epimisio,
perimisio y endomisio. (2) Fibra muscular en seccion longitudinal compuesta por miofibrillas.
(3) Constituyentes proteicos de la miofibrilla, organizada en unidades ultraestructurales o

sarcomeros (Lluch et al., 2001).



I. Introduccion

El plasma celular se denomina sarcoplasma, un material semifluido que
contiene proteinas solubles y pequenas particulas de glucogeno, inclusiones de
grasa y mitocondrias. El interior de la fibra contiene las miofibrillas (1 y 2 um de
diametro) ordenadas longitudinalmente, que conforman el aparato contractil y son
responsables del caracter estriado del musculo. Segun la relacion miofibrillas y
sarcoplasma se diferencian dos tipos de fibras: las blancas, ricas en miofibrillas,
pobres en sarcoplasma, de contraccion intensa y rapida y agotamiento rapido, y las
rojas, pobres en miofibrillas, ricas en sarcoplasma, de contraccion lenta y
sostenida y agotamiento lento (Belitz et al., 1997). La fibra muscular suele ser

polinucleada.

En el musculo esquelético existe la formacion de estrias transversales
caracteristicas, debidas a la sucesion regular de bandas anisotropas,
birrefringentes a la luz polarizada (bandas A), y bandas is6tropas (bandas I) (Belitz
et al., 1997). En el centro de las bandas I se observa, perpendicularmente a la
direccion de las fibras, los discos Z mas oscuros. Del mismo modo, por el centro de
las bandas A oscuras discurren las zonas H mas claras, en cuya mitad se
encuentra a su vez una linea oscura conocida como linea M. Se define el sarcomero
como la unidad contractil, que esta comprendido entre dos discos Z consecutivos y
esta constituido por los filamentos gruesos y delgados. Los filamentos gruesos
estan formados por la proteina miosina, se extienden a lo ancho de las bandas A, y
se mantienen en la posicion correcta con una ordenacion hexagonal probablemente
por accion de la linea M (Figura 1.1). Los filamentos delgados estan constituidos
fundamentalmente por actina; se prolongan desde los discos Z, a través de la
banda I, hasta el limite de la zona H en la banda A. Los filamentos se deslizan unos
sobre otros durante la contraccion muscular produciendo un acortamiento en la
distancia entre los discos Z. Todos los filamentos en el interior celular estan
banados por el sarcoplasma en el cual abundan enzimas hidrolasas, glicoliticas y

mioglobina (Cassens, 1994).



I. Introduccion

La estructura del tejido muscular proporciona informacion sobre las
propiedades fisicas de la carne e influye en la calidad. El efecto de las enzimas
endogenas, junto con los cambios de pérdida de elasticidad y el incremento de la
terneza durante el almacenamiento postmortem de distintos tipos de carne, fueron
en un principio los objetivos principales de la caracterizacion microestructural

(Aguilera, 1999).

El musculo cardiaco es similar al esquelético en la estructura estriada, aunque
presenta un numero mayor de mitocondrias. Por otra parte la célula de la
musculatura lisa posee un nucleo en posicion central y miofibrillas 6pticamente
homogéneas, de modo que no presentan estriamento transversal. Este tipo de
células se presenta en los musculos de contraccion involuntaria (con excepcion del
corazon) tales como los del intestino, mucosas, bazo, noédulos linfaticos y

epidermis.

1.1.2. COMPOSICION QUIMICA DE LA CARNE

La composicion de la carne es muy variable y depende tanto de factores
intrinsecos como extrinsecos. Los principales componentes de la carne son agua
(65-80%), proteina (16-22%), grasa (3-13%), cenizas (1-1.5%), y otras sustancias
minoritarias como sustancias nitrogenadas no proteicas (aminoacidos libres,
péptidos, nucleotidos, creatina), carbohidratos, acido lactico, minerales vy
vitaminas. En la tabla 1.1 se presenta la composicion quimica de la carne para

distintas especies y distintas piezas (Belitz et al., 1997).
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Tabla I.1. Composicion quimica media de la carne en porcentaje (Belitz & Grosch,
1997).

Composicion quimica aproximada de la carne (% b.h.)

Animal Pieza Agua Proteina Grasa Cenizas
Cerdo Paleta 74,9 19,5 4.7 1,1
Pernil 75,3 21,1 2,4 1,2
Costillas™ 54,5 15,2 29,4 0,8
Jamon 75,0 20,2 3,6 1,1
Tripa 40,0 11,2 48,2 0,6
Vacuno Pierna 76,4 21,8 0,7 1,2
Costillas* 74,6 22,0 2,2 1,2
Pollo Muslos 73,3 20,0 5,5 1,2
Pechuga 74,4 23,3 1,2 1,1

* Con tejido adiposo adherido.

Entre los factores intrinsecos que influyen en la composicion de la carne estan
la especie, la raza, edad, sexo y zona anatomica estudiada, entre otros. La edad
influye en la proporcion de grasa y proteinas, ya que al avanzar la edad, mayor es
la grasa acumulada y menor el contenido en colageno. El sexo afecta al contenido
de grasa intramuscular, ya que es mayor en las hembras que en los machos. Entre
los factores extrinsecos el mas importante es la alimentacion, influyendo en las
cualidades de la carne obtenida, pues si se aumenta en la dieta el contenido de
hidratos de carbono o de grasa, aumenta el engrasamiento de las canales (Ordonez

et al., 1998).

El agua de la canal se encuentra principalmente en el tejido muscular magro; el
tejido adiposo contiene poca agua. Muchas de las propiedades fisicas de la carne
como el color, la textura y la firmeza dependen en parte de la capacidad de
retencion de agua de la carne, que esta muy relacionada con el pH final de la
misma. El contenido en agua de la carne de cerdo es de aproximadamente 75%
siendo muy similar al de otras especies como pollo y vacuno (Fennema et al., 1992;

Primo et al., 1997).
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I.1.2.1. Compuestos nitrogenados de la carne

Los compuestos nitrogenados de la carne estan constituidos por proteinas,
también encontramos aminas, compuestos guanidinicos, compuestos de amonio
cuaternario, aminoacidos libres y péptidos. Las proteinas representan el
componente mas abundante de la materia seca del musculo y desempenan un
papel fundamental en las funciones fisiologicas “in vivo”, en los cambios que se
originan después de la muerte del animal y en las propiedades de la carne para su

consumo en fresco y la industrializacion.

EL contenido de proteinas de la carne de cerdo es del 20%, muy parecido
también al contenido de proteinas en pollo y vacuno. Las proteinas se pueden
clasificar atendiendo a su solubilidad en tres grupos (Primo et al., 1997; Ordonez et
al., 1998):

-Proteinas del aparato contractil (proteinas miofibrilares), extraibles en su
mayor parte con disoluciones salinas concentradas (miosina, actina, tropomiosina,
troponina, etc).

-Proteinas solubles (proteinas sarcoplasmaticas), extraibles con agua o
disoluciones salinas diluidas (mioglobina, enzimas).

-Proteinas insolubles (proteinas del tejido conjuntivo y proteinas de los

organulos).

I.1.2.1.a. Proteinas del aparato contractil o miofibrilares

Se conocen unas 20 proteinas miofibrilares diferentes. Las mas abundantes son
miosina y actina, que suponen el 65-70% del total. El resto son las proteinas
tropomiosina y troponina, importantes para la contraccion, y distintas proteinas
del citoesqueleto. Son las responsables de la estructura muscular y de la
transformacion de la energia quimica en energia mecanica, durante los fenéomenos
de contraccion y relajacion muscular. Tras el sacrificio producen el rigor mortis y la

exudacion.
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La actina es el principal componente de los filamentos delgados. Cuando se
encuentra en forma monomeérica se denomina actina G que al polimerizarse forma
filamentos de actina F. La forma filamentosa de la actina forma el esqueleto del
filamento delgado y aloja a la tropomiosina y al complejo troponina. Se combina
con la miosina para formar el complejo actomiosina que interviene en el
mecanismo de contraccion-relajacion muscular. La miosina es una proteina con
una parte filamentosa, la cola y el cuello, y una parte globular, las dos cabezas de
miosina que tienen capacidad para unirse a la actina y al ATP. Estas cabezas son
responsables de la actividad enzimatica (ATPasa) y de su capacidad para
interaccionar con la actina de los filamentos delgados. En el filamento delgado
también se encuentran la tropomiosina y el complejo troponina, ambos regulan la
contraccion muscular y cada una representa el 5% de las proteinas miofibrilares.
Entre las proteinas miofibrilares hay una serie de ellas del citoesqueleto, que
contribuyen a mantener el armazon estructural en el que funcionan las proteinas
contractiles de la fibra muscular. Entre estas destacan la conectina o titina (10%
de las proteinas miofibrilares), la nebulina (4%) que constituyen la denominada
linea N2, la a-actinina o proteina mayoritaria de los discos Z, y las proteinas de los
costameros (desmina, y-actina y vinculina) (Fennema et al., 1992; Ordonez et al.,

1998).

I.1.2.1.b. Proteinas solubles o sarcoplasmicas

Las proteinas sarcoplasmicas constituyen un 20-30% del total y en ellas se
incluyen enzimas, pigmentos (mioglobina) y albuminas, que se extraen con agua o
disoluciones salinas diluidas (0.5%). La mioglobina, que se localiza principalmente
en el musculo cardiaco y estriado, es una proteina conjugada hemoglobular
monomeérica de una masa molecular de 16 kDa. La cantidad de mioglobina
muscular se ve afectada por factores genéticos, por la edad, la dieta del animal, el
tipo de fibra muscular, la especie y el ejercicio. En cerdos se observa un descenso
en el contenido de mioglobina cuando los animales tienen una deficiencia en
hierro, también se ha descrito un aumento cuando los animales poseen una

deficiencia en vitamina E y por el ejercicio (Belitz et al., 1997).
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La mayor parte de las proteinas solubles son enzimas, principalmente enzimas
necesarias para la glicolisis y el ciclo de las pentosas-fosfato. También existe una
serie de enzimas relacionadas con el metabolismo del ATP, como la creatin-kinasa
y la ADP-desaminasa. Ademas, existen enzimas a las que se les atribuye el
envejecimiento de la carne en los fenémenos postmortem (Parreno et al., 1994),
como son las proteinasas musculares, especialmente calpainas y proteinasas

lisosomales (catepsinas B, H, L, etc.).

I.1.2.1.c. Proteinas insolubles o del estroma

Las proteinas del estroma representan la fraccion insoluble proteica de las
proteinas musculares. Estan constituidas principalmente por proteinas del tejido
conjuntivo y se distribuyen por todo el organismo animal, formando parte del
esqueleto y de la estructura de organos, tendones, nervios, resto de membranas y

la porcion insoluble del aparato contractil.

Sus principales componentes son el colageno, la elastina y la reticulina. Son
proteinas de valor nutritivo, capacidad de retencion de agua y poder emulsionante

menores que las anteriormente descritas (Ordonez et al., 1998).

I1.1.2.2. Lipidos de la carne

La fraccion lipidica es la parte mas variable en carnes y se encuentra en el
tejido adiposo subcutaneo, en el interior de la cavidad corporal o incluida en el
tejido intermuscular e intramuscular. Ademas del papel fisiologico en el
metabolismo, la distribucion y el contenido en acidos grasos influye en la
palatabilidad. En las grasas animales predominan los lipidos neutros que se
localizan, en forma de triglicéridos, en los depositos de tejido adiposo y en la grasa
intramuscular formando el veteado o marmorizacion. Los fosfolipidos y otros
lipidos polares ejercen funciones importantes de estructura en las membranas

celulares.
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El cerdo y el cordero contienen una mayor proporcion grasa con un 5.25 y un
6%, respectivamente, y un mayor porcentaje de lipidos neutros. En esta fraccion
apolar, predominan los triglicéridos, aunque se encuentran pequenas cantidades
de mono y diglicéridos, acidos grasos libres, colesterol y sus ésteres y algunos

hidrocarburos.

La fraccion polar esta compuesta principalmente por fosfolipidos. Los acidos
grasos saturados tienen de 12 a 20 atomos de carbono y en la carne predominan
los acidos palmitico, estearico y miristico. Los insaturados tienen de 14 a 22
atomos, siendo el acido oleico el monoinsaturado mas abundante, seguido del
palmitoleico. El acido linoleico, linolénico y araquidonico son los principales acidos

grasos poliinsaturados (PUFA).

Hay numerosos estudios que recomiendan el aumento del consumo de los ® 3 y
® 9 para reducir el numero de problemas cardiovasculares en personas de mediana
edad (Mata, et al., 2002). También es conocido el papel beneficioso de los acidos
grasos monoinsaturados y poliinsaturados en los procesos inflamatorios (Gil,
2002a), los efectos anticancerigenos de los acidos grasos o 3 y oleico (Muriana, F.
2002), asi como el papel protector de los acidos grasos poliinsaturados en

enfermedades de la piel (Gil, A. 2002b).

La composicion de acidos grasos esenciales se puede manipular con la dieta del
animal; para aumentar el contenido de PUFA ® 3 en la carne y grasa de cerdo, se
anade al pienso aceites de pescado y semillas de lino, aunque disminuye la dureza
y puede producir problemas en el aroma y una mayor susceptibilidad a la

oxidacion.

En la tabla 1.2 se presenta la composicion en acidos grasos del componente
graso de la carne. Se observa que la grasa de la carne de vacuno (aproximadamente
50 % de acidos saturados), es mas saturada que la de cerdo (mas del 60% de
acidos grasos insaturados), por lo que la grasa de porcino es mas enranciable y su
punto de fusion es mas bajo, destacando el alto valor del acido linoleico (Primo,

1997).
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En la tabla 1.3. se presenta el grado de saturacion de los acidos grasos
componentes de los lipidos del tejido muscular de diversas especies. Comparandola
con otras especies, la carne de cerdo es menos insaturada que la carne de aves y

mas insaturada que la de vacuno u ovino (Ordonez et al., 1998).

Tabla I.2. Acidos grasos del componente graso de la carne. Valores medios aproximados
(g/100g de grasa) (Primo, 1997).

Acido graso Vacuno Porcino
Palmitico (C16:0) 30 26
Estearico (C18:0) 20 12
Palmitoleico (C16:1) 2 3
Oleico (C18:1) 45 47
Linoleico (C18:2) 2 10
Linolénico (C18:3) 0,5 0,5

Tabla I.3. Grado de saturacion de los acidos grasos componentes de los lipidos del tejido
muscular de diversas especies (Fennema et al., 1992).

Especie % Saturados % Monoinsaturados % Poliinsaturados
Vacuno 40-71 41-53 0-6
Cerdo 39-49 43-70 3-18
Carnero 46-64 36-47 3-5
Aves 28-33 39-51 14-23

I.1.2.3. Hidratos de carbono

Los tejidos animales contienen hidratos de carbono que se encuentran libres o
formando compuestos mas complejos. Se ha encontrado los monosacaridos

glucosa, fructosa y ribosa. Entre los polisacaridos se encuentran los
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mucopolisacaridos que forman parte de la sustancia de relleno de las proteinas del
tejido conjuntivo y afectan a las propiedades fisicas de la carne. Estan compuestos
por residuos alternos de un acido urénico y una hexosamina. El polisacarido mas
abundante es el glucogeno, que se almacena en el musculo esquelético y en el
higado, como una sustancia de reserva energética; desempena un papel
fundamental en los cambios bioquimicos postmortem en la carne. La cantidad de
acido lactico formado durante el proceso de la glicolisis afecta fundamentalmente

sobre las caracteristicas de la carne.

I.1.2.4. Vitaminas y minerales en la carne

La carne es rica en vitaminas del grupo B y es pobre en vitaminas Ay C. La
carne de cerdo contiene diez veces mas tiamina que la de vacuno. Se observa una

mayor concentracion de vitaminas en las visceras, sobre todo en el higado.

(Primo,1997; Ordonez et al., 1998).

La carne es una excelente fuente de zinc, hierro, cobre y aporta cantidades
significativas de fosforo, potasio, magnesio y selenio. La proporcion de cenizas es
de 1-1.5 g por 100 g de carne fresca. Los iones calcio, magnesio, sodio y potasio
intervienen directamente en el mecanismo de contraccion-relajacion muscular y el
fosforo en diversos procesos fisiologicos (Ciclo de Krebs, ciclo de las pentosas-

fosfato...).

1.1.3. CAMBIOS BIOQUIMICOS EN EL MUSCULO POSTMORTEM

Los cambios postmortem que suceden durante el tiempo que sigue al sacrificio
del animal han intentado ser explicados por diferentes investigadores en los
ultimos anos, y algunas recopilaciones han sido publicadas por autores como Ouali
(1990), Koohmaraie (1994) o Ashie & Simpson (1997). Después del sacrificio se
producen dos fenomenos en el musculo: la rigidez cadavérica (rigor mortis) y la

maduracion.

11



I. Introduccion

La carne del animal recién sacrificada es blanda y extensible y retiene agua,
mas tarde se vuelve rigida y dura, no se puede estirar y exuda agua; es el rigor
mortis, que dura entre 10 y 30 horas. Luego se vuelve blanda, de nuevo extendible,

y mejora su capacidad de retencion de agua: es la maduracion.

El musculo es un tejido muy especializado que convierte la energia quimica en
energia mecanica, por lo que necesita un gran aporte de energia para el rapido
funcionamiento del aparato contractil, que deriva del ATP; para la actividad, el
musculo tiene que recurrir a la oxidacion de sustratos, como carbohidratos
(glucogeno) o lipidos, para mantener un nivel adecuado de ATP. Muchas de las
reacciones del metabolismo continuan después de la muerte del animal y tienen

una elevada importancia en la calidad alimentaria del musculo (Fennema et al.,

1992; Belitz et al., 1997).

Después de la muerte cesa la circulacion sanguinea lo que provoca cambios
importantes del tejido muscular. Los cambios principales son atribuibles a la falta
de oxigeno (condiciones anaerobicas) y a la acumulacion de ciertos productos de
desecho, especialmente lactato y H*. La célula post-mortem trata de mantener un
alto nivel energético, pero al fallar el sistema circulatorio, el metabolismo oxidativo
de los lipidos cesa y el ATP se agota gradualmente por la accion de las ATP-asas. Se
genera temporalmente algo de ATP por conversion de creatin-fosfato en creatina y
transferencia de su fosfato al ADP. La glicolisis anaerobia continua generando algo
de ATP y dando como producto final el lactato, que se acumula, hasta que la
actividad glicolitica finaliza por descenso del pH (a valores de 5-5.5), debido a la
hidrolisis de ATP; aunque este descenso también esta correlacionado con la

cantidad de lactato (Lawrie, 1997, Fennema et al., 1992; Belitz et al., 1997).

El descenso de pH es el factor que limita la glicolisis post-mortem que influye
sobre la calidad de la carne. Asi, cuando el pH es suficientemente bajo, alrededor
de 5.1-5.5, ciertas enzimas criticas, como la fosfofructoquinasa, se inhiben y la
glicolisis cesa. El pH finalmente alcanzado se denomina “pH final”, valor que tiene
una gran influencia en la calidad textural de la carne, la capacidad de retencion de

agua, la resistencia al desarrollo microbiano y el color. Si antes del sacrificio el
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animal se ve sometido a estrés o a un ejercicio intenso, el contenido en glucogeno
desciende y como consecuencia el pH final es elevado ya que no existe sustrato

suficiente para que la glicolisis se prolongue.

Cuando el ATP se agota, se paralizan todas las reacciones biosintéticas y la
célula pierde su integridad. Las moléculas de ATP y ADP actian como
plastificantes de la actina y miosina evitando la interaccion de ambas, por lo que al
agotarse durante el post-mortem, se unen formando el complejo actina-miosina y el
musculo pasa a una situacion conocida como “rigor mortis”. La rigidez se produce
por acortamiento de las miofibrillas al formarse la union actina-miosina en forma
irreversible. La tendencia del musculo a contraerse post-mortem es debido a la
pérdida de la capacidad para secuestrar calcio del reticulo sarcoplasmico y las
mitocondrias; estos organulos liberan Ca*2 debido al deterioro y al aumento de la
permeabilidad de la membrana, y el aumento de su concentracion en el
sarcoplasma activa a las ATP-asas, aumenta la actividad de los sistemas glicoliticos

y provoca un rapido descenso del pH.

La maduracion de la carne o resolucion del rigor mortis comprende los cambios
posteriores al desarrollo de la rigidez cadavérica que determinan un relajamiento
lento del musculo dando lugar a un ablandamiento de la carne después de 3-4 dias
de almacenamiento en refrigeracion. Es un proceso muy complejo, segun Ashie &
Simpson (1997) los cambios degradativos postmortem que ocurren en el
sarcoplasma, las miofibrillas y el tejido conjuntivo, se pueden atribuir
principalmente a la actividad de proteasas endogenas (tabla 1.4), y la proteolisis de
algunas proteinas miofibrilares constituye uno de los procesos mas importantes en
el proceso de tenderizacion de la carne. Ello se debe en parte a proteasas
especificas de la carne, que se activan con el calcio (calpainas sarcoplasmicas) y, a
pH 5, actian sobre los discos Z que mantienen unidas las moléculas de actina-
miosina. Ademas, parece haber una disociacion parcial del complejo actina-
miosina y una accion simultanea de las catepsinas (lisosomales), proteasas
celulares que actuan sobre proteinas solubles e insolubles. (Fennema et al., 1992;

Belitz et al., 1997).
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Tabla I.4. Proteasas involucradas en la maduracion de la carne (Varman et al., 1995).

Calpaina I Liberacion de a-actina

Degradacion de desmina, filamina, conectina y

Calpaina II nebulina.
SARCOPLASMICAS P Degradacion de troponina y tropomiosina.
Degradacion de proteinas C y M.
Catepsinas B Degradac%(:)n miosirTa, actina, troponina T.
Degradacion de colageno.
) Degradacion de miosina, actina, troponina T.
Catepsinas B L ,
Degradacion de colageno.
Degradacion de miosina, actina, troponina.
Catepsinas L I?e.gradaci()n de tropomiosina, a-actinina,
titina.
LISOSOMALES Degradacion de colageno.

Degradacion de miosina, actina, troponina.

) Degradacion de tropomiosina, a-actinina,
Catepsinas D ..
titina.

Degradacion de colageno.

) No hay evidencias significativas de la forma de
Catepsinas H ..
actuacion.

I1.1.4. CAMBIOS ESTRUCTURALES EN EL MUSCULO POSTMORTEM

La naturaleza estructural de las proteinas musculares, proporciona informacion
sobre las propiedades fisicas de la carne; la evidencia del efecto de las enzimas
proteoliticas endogenas unido a los cambios en la pérdida de elasticidad y al
incremento de la terneza fueron en un comienzo los objetivos principales de la
caracterizacion microestructural (Aguilera, 1999). La Microscopia Electronica de
Barrido ha sido utilizada por numerosos investigadores en los ultimos anos para el
estudio de la estructura de una gran variedad de alimentos, asi como para el
estudio de las modificaciones microestructurales que se producen durante los
procesos industriales (Pascual-Albero et al., 1998; Pérez-Munuera et al. 1999a;
Alvarez-Parrilla et al., 1997). En particular también se ha utilizado la Microscopia
Electronica para el estudio de las fibras musculares de distintas especies animales
sometidas a diversas condiciones de almacenamiento postmortem, o a la
exposicion “in vitro” a diversas enzimas (Geissinger & Stanley, 1981; Voyle, 1981;

Ouali, 1990; Silva et al. 1993). El seguimiento entre los 3-4 primeros dias
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postmortem por Microscopia Electronica de Transmision en musculo
semimembranosus de bovino realizado por Taylor et al., (1995), muestra que el 65
% de la tenderizacion postmortem ocurre durante el tercer dia de almacenamiento
entre 2-4 °C; entre las miofibrillas se observan huevos o “gaps” que manifiestan la
degradacion de los constituyentes de los costameros principalmente las proteinas
vinculina, desmina y distrofina, la pérdida de la linea N2, constituida por nebulina

y titina, y una pequena pérdida de la integridad de los discos Z.

Parece ser que la degradacion entre los costameros y las uniones
intermiofibrilares se produce durante las primeras 24 horas postmortem en el
musculo longissimus dorsi de ternera (Taylor et al., 1995) y se completa totalmente
a las 72 horas postmortem. La eliminacion de los discos Z y la degradacion de las
lineas M, parecen ser los principales cambios causados por las calpainas I y II, que
degradan particularmente la desmina en ensayos “in vitro” a partir sobre todo de
las 72 horas postmortem. La estructura miofibrilar aparece mas alterada en las
fibras musculares tratadas con enzimas lisosomales, que parecen atacar
principalmente la periferia de las bandas A y cerca de las lineas N2. Algunos
estudios han sugerido que los discos Z o su degradacion, es el principal factor que
contribuye a la tenderizacion postmortem; éstos se basan en experiencias que
muestran que el sistema enzimatico de calpainas tiene un papel fundamental en la
tenderizacion postmortem, y cuando se incuba con miofibrillas o trozos de musculo
se observa la desestructuracion de los discos Z. Pero esta demostrado que entre el
65-80 % de toda la tenderizacion postmortem ocurre durante los 3-4 dias
postmortem, y no existe degradacion de los discos Z durante este periodo. Taylor et
al., (1995) muestran que durante los 3-4 primeros dias postmortem a 4 °C, se
degradan los costameros principalmente las proteinas vinculina, desmina y y-
actina. También se degrada la estructura filamentosa que une las miofibrillas
lateralmente a nivel de los discos Z, las lineas N2 (area con filamentos de titina y
nebulina que constituyen una red citoesquelética que enlaza los filamentos gruesos
y delgados a los discos Z), dando como resultado huevos o “gaps” entre miofibrillas

en el musculo postmortem.
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I.2. LA CARNE DE CERDO

1.2.1. ANTECEDENTES HISTORICOS

Desde la antigiedad el cerdo ha sido un animal destacado en muchas y
diferentes culturas. Para algunas fue considerado un animal totémico, una especie
sagrada, que no podia ser tocada, sacrificada ni comida, frente a otras que
considerandolo también un animal sagrado, si permitian su consumo en
determinados momentos, como los egipcios en dias de plenilunio o también los
sirios. Para los celtas era un elemento basico de su dieta, los griegos veneraban a
una Diosa Cerda y atribuian facultades magicas al cerdo, en el imperio romano los
derivados de la carne de cerdo llegaron a adquirir tal importancia que su consumo
era signo de realeza. Tan importante era el papel del cerdo en la vida cotidiana de
ciertos pueblos europeos que el ritual de su cebado y sacrificio irrumpi6 en las mas
brillantes y representativas manifestaciones del arte religioso cristiano,
fundamentalmente el estilo romanico. En Espana su consumo se vio impulsado en
los siglos XV, XVI, XVII y XVIII por la limpieza de sangre del pais, tras la expulsion
de arabes y moriscos, ya que una de las cosas que diferenciaba a los auténticos
cristianos de los falsos conversos era el hecho de consumir cerdo. Precisamente
esto hizo que durante un periodo de tiempo, la ingestion de carne de cerdo en

Espana fuera asociada a la nobleza e hidalguia (Capel, 1992).

Desde su domesticacion, el cerdo se convirtio en la base de la alimentacion por
los productos derivados que se obtienen y la matanza en una celebracion ritual que
se sigue manteniendo hoy en dia como una costumbre viva. El sacrificio abastecia
de carne durante todo el ano y los procesos de salazon y curado se utilizaban para
proteger el buen estado de la carne, pudiendo dosificar el consumo en funcion de
las exigencias de cada momento. De esta necesidad deriva la técnica moderna de
produccion de jamones y embutidos para conservar los productos carnicos

perecederos después del sacrificio.
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1.2.2. LOS PRODUCTOS CARNICOS

I.2.2.1. Productos carnicos curados

Ademas de la carne fresca, las industrias carnicas obtienen una gran variedad
de productos (embutidos, pastas, jamones, etc.) que constituyen un potencial
economico muy importante. Productos derivados de mezclas gelificadas cocidas
(salchichas, mortadelas, pastas, etc.), embutidos fermentados (salchichén, chorizo,
etc.) y piezas curadas (jamon serrano, etc.) son los productos caracteristicos del

procesado del curado.

El curado consiste en la adicion a la carne de cloruro sédico, nitritos y nitratos,
polifosfatos, acido ascorbico, proteinas lacteas y especias muy diversas. Entre los
objetivos perseguidos al anadir sal durante el procesado de la carne y de los
productos carnicos esta el incremento del poder de retencion de agua, al elevar la
fuerza ionica del medio, y el aumento de la solubilidad de las proteinas
musculares, favoreciendo asi la manifestacion de sus propiedades tecnologicas
(poder emulsionante, ligante, etc.) (Sayas-Barbera, 1997). La sal comun es el
aditivo principal que aumenta la presion osmotica e inhibe el desarrollo de
microorganismos. La sal arrastra, inicialmente, agua y proteinas solubles hacia el
exterior de la carne. Mas tarde la sal difunde hacia el interior, en un proceso de
uniformizacion de la concentracion, simultaneamente se produce desplazamiento
hacia el interior de otros compuestos como las proteinas y la carne se hincha. El
complejo sal-proteina que se forma fija agua; asi la capacidad de fijacion de agua
de las proteinas generalmente aumenta durante el curado. La carne final contiene
mas cenizas debido a las sales absorbidas. El papel de los polifosfatos es el de
disociar el complejo actina-miosina, aumentar el pH, mejorar la capacidad de

retencion de agua y disminuir la pérdida de ésta por coccion.
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En la tecnologia carnica juega un papel muy importante la modificacion y
estabilizacion del color por adicion de nitrato o nitrito (curado). El nitrito (NO-2)

oxida en primer lugar la mioglobina (Mb) a metamioglobina (MMb*):

Mb + NO-2 » MMb* + NO

El oxido nitrico (NO) resultante forma con la mioglobina y la metamioglobina
complejos extremadamente estables (MbNO y MMDb+*NO) de color rojo brillante
intenso de curado. La presencia de reductores (ascorbato, tiol, NADH) aceleran el
curado mediante la reduccion de MMb+* a Mb. El color de la carne curada es
termoestable. Por el contrario, el calentamiento de la carne sin curar conduce a la

transformacion del color rojo en pardo (Belitz et al., 1997).

Los nitritos ejercen una funcion antibacteriana importante sobre el Clostridium

botulinum.

Con las sales de curado, el cambio de color y la pérdida de agua van
acompanados de otras modificaciones fisicas, quimicas y bioquimicas que se

comentan con mas detalle para el jamon curado en los proximos epigrafes.

I1.2.2.2. El jamon curado

El arte de salar y curar jamones es una herencia gastronomica que ha
sobrevivido y se ha perfeccionado a través de los siglos. Cuando hablamos de
Jamon Serrano, no nos referimos a la denominacion tradicional de jamoén curado
de cerdos criados en zonas serranas, sino especificamente a una categoria especial
de jamon: el que proviene del cerdo blanco. El cerdo blanco es el resultado de

cruces de razas Landrace, Duroc-Jersey, Large White, Blanco Belga, etc.
Estos cerdos blancos son alimentados en establos, con piensos naturales a base

de cereales. La cria se controla hasta el momento del sacrificio del animal, a la

edad de 5-6 meses, con un peso de 95 Kg aproximadamente. La calidad del Jamon
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Serrano esta determinada por tres factores: castracion de los cerdos, peso de la
pieza y contenido total de grasa. El proceso industrial de elaboracion del Jamoén
Serrano es la actualizacion de los métodos tradicionales que han hecho de €l un
producto unico y reconocido en el mundo; consiste en la transformacion del pernil

(extremidad posterior del cerdo) en jamon y de la extremidad anterior en paleta.

Se conoce como “pernil” la pata sin curar del cerdo o jamon fresco y como
“jamon” la extremidad posterior curada. Se elabora respetando cuidadosamente la

Legislacion Sanitaria sobre la materia, sin colorantes ni aditivos.

El Jamon Serrano tiene un sabor y unas caracteristicas organolépticas que
hacen de €l un producto de la mas alta calidad gastronomica, garantizada por una

elaboracion tradicional y una correcta seleccion de la materia prima.

Desde el punto de vista nutricional, el proceso proteolitico y lipolitico que se
produce en la pieza, genera transformaciones durante el proceso de elaboracion
que hacen del jamon un producto ligero y saludable como consecuencia de una
elaboracion sencilla. La carne de cerdo no sufre grandes manipulaciones y las sales
curantes utilizadas durante la fase de salado, tienen como objetivo evitar
alteraciones microbiologicas en el jamon. No necesita colorantes, es muy digestivo
y organicamente sano, debido a su alto contenido en acidos grasos insaturados y

su efecto anticolesterol.

Las condiciones esenciales para que la elaboracion de un jamoén curado se

realice adecuadamente son las siguientes (Bello, 1985):

a) Adecuado tratamiento tecnologico y correcta manipulacion de la materia
prima
b) Seleccion de la materia prima

c) Empleo de carnes correctamente acidificadas
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Los principios basicos para la fabricacion de todo jamon curado se resumen en

dos:

- Estabilizacion del producto, para que pueda conservarse a temperatura

ambiente sin riesgo para la salud del consumidor, ni de posibles alteraciones.
Esta estabilidad se asegura con la aplicacion de frio en las primeras etapas y
por la disminucion de la actividad de agua, que se consigue por la accion
conjunta de las sales de curado en la etapa de salado y la posterior desecacion
(Nieto, 1988; Sayas & Pérez, 1989; Astiasaran et al.,, 1991; Palmia & Bolla,
1991; Flores et al., 1994).

- Desarrollo de propiedades sensoriales caracteristicas, consecuencia de un

correcto proceso de maduracion-desecacion, en el que los procesos
enzimaticos, lipoliticos y proteoliticos, liberan productos de bajo peso
molecular como aminoacidos, di y tripéptidos, acidos grasos libres vy
compuestos carbonilicos, que dan al producto el aroma y sabor caracteristicos
(Nieto, 1988; Astiasaran et al., 1991; Flores et al., 1997; Navarro et al., 1997;
Toldra et al.,1997 y 1998a).

1.2.2.3. Efecto de las sales de curado en el jamon

Existen diferencias significativas entre los distintos tipos de jamoén curado
europeos estudiados por Lozano et al., (1998), debido a las diferentes condiciones
de la etapa de salado, y a los distintos contenidos en grasa inter e intramuscular,

la cual dificultaria los procesos de difusion del NaCl (Antequera, 1990).

El principal obstaculo para la estabilidad microbiologica del jamoén curado es el
pH, la temperatura y la actividad de agua (aw) (Leistner, 1985). Una disminucion en
la aw es el principal responsable de la conservacion del producto carnico curado, y

ésta se alcanza por la penetracion de sal y la expulsion de agua de la carne.
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La humedad disminuye en el proceso de penetracion de sal debido
principalmente al efecto osmotico producido por la misma, que cubre la superficie
del jamon. Posteriormente ésta disminuye a lo largo del proceso del curado (Arnau

et al., 1995).

El jamon curado es un producto no-homogéneo que sufre un proceso de salado
y deshidratacion, influido por la dinamica de migracion del agua, NaCl, nitratos y
nitritos (Arnau et al., 1995). La penetracion de la sal se produce por difusion a
través de la piel y la grasa, los cuales absorben sales durante el periodo de salado,
y posteriormente difunde hacia los distintos musculos de la pieza. Ello puede
explicar el incremento de la concentracion de sal en materia seca del pernil curado

a lo largo del periodo de elaboracion del jamon curado.

Leon-Crespo et al., (1991) estudian la concentracion salina en profundidad del
jamon, con el fin de encontrar ecuaciones matematicas por ajuste y asi senalar los
periodos criticos en el procesado del jamon curado que no superan una
concentracion adecuada de sal para evitar los danos producidos por bacterias del
género Clostridium, para una determinada actividad del agua (aw<0.97); llegan a la
conclusion de que existe una compleja distribucion de sal en el interior de los

musculos, y la concentracion de la misma se equilibra hacia el final del proceso.

Las zonas externas muestran mayores concentraciones de sal en el principio del
proceso, pero esta tendencia se invierte durante la maduracion, debido a la
penetracion desde las zonas externas mas secas a las internas mas humedas. El
contenido total en NaCl en la carne magra de los jamones aumenta después del

salado y permanece constante después de las fases restantes.

La concentracion de cloruro soédico, en el musculo semimembranosus disminuye
durante la maduracion debido a la migracion de sal hacia los musculos mas
humedos y asi, el incremento en la concentracion de sal en los musculos biceps
femoris, semitendinosus, vastus lateralis y gastrocnemius seria mayor debido a la
mayor humedad que presentan, la cual facilitaria la disolucion de NaCl (Arnau et

al.,1995). La posicion de los musculos se describe en la figura 1.2.
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Segun los mismos autores el pequeno musculo gracilis, situado en la parte
externa mas cercana a la superficie de salado, presenta la mayor concentracion de

sal, durante el inicio del salado y la mas baja durante el final del proceso.

Seccion B

B ’i

11

Figura I.2. Localizacion de los musculos en el jamoéon curado, en dos secciones distintas. 2:
adductor; 3: rectus femoris; 4: vastus medialis y vastus intermedius: 5: vastus lateralis; 6:
gastrocnemius; 8: semitendinosus; 9: gracilis; 10: semimembranosus; 11: biceps femoris.
(Arnau et al., 1995)

Con ello se deduce que la concentracion de sales en los jamones varia a lo largo
del proceso, debido a la penetracion de la sal desde las capas secas externas, hacia
las zonas mas humedas. Sin embargo, publicaciones como la de Flores et al.,
(1985) no encuentra cambios en la concentracion de NaCl, después del segundo

mes del proceso, aunque utiliza otros métodos de muestreo.

Respecto a la distribucion de las sales, Monin et al., (1997) en su estudio sobre
los cambios quimicos y estructurales en el jamoéon curado citan la disminucion de
humedad en todos los musculos a lo largo de las etapas de elaboracion, siendo mas
rapida en el semimembranosus y el rectus femoris no cubiertos con piel y grasa

subcutanea. También estudian la variacion en la concentracion de sal en el
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proceso, y observa que el contenido en sal aumenta rapidamente en
semimembranosus y rectus femoris que estan en contacto mas directo con la sal
durante el salado. En todos los musculos, excepto en semimembranosus, la
concentracion de sal en materia humeda aumenta continuamente hasta el final del
proceso; en las ultimas etapas el incremento es debido, principalmente, a la
deshidratacion. Todo ello se observa al comparar los datos expresados tanto en

materia seca como en humeda, tal como se muestra en la Tabla I.5.

En las ultimas etapas del proceso la distribucion de la sal en el jamon depende
principalmente de la distribucion de agua, y tiende a igualarse en los musculos
mas significativos. De este modo, durante el procesado, la sal inicialmente tiende a
distribuirse uniformemente. A conclusiones similares llegaron Arnau et al., (1995)
y Leon-Crespo et al., (1991). Por lo tanto, los gradientes de sal dentro del jamoén

estan directamente determinados por gradientes de agua.

Tabla I.5. Contenido de NaCl, expresado en % de materia humeda y en % de materia seca, en
cuatro musculos en el proceso de elaboracion del jaméon curado (Monin et al., 1997).

Musculo
Tiempo (dias) BF RF SM ST

NaCl ( % masa humeda)

0 0,11 0,12 0,12 0,13
78 3,65 7,18 5,55 4,37
Zisl 7,72 8,79 0,65 7,59

NaCl ( % masa seca)

0 0,44 0,53 0,48 0,52
78 12,5 21,1 16,2 13,5
251 20,1 19,9 13,1 17,9

BF: biceps femoris; RF: rectus femoris; SM: semimembranosus; ST: semitendinosus
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Algunos autores (Arnau et al., 1995) intentan explicar la inversion de la
concentracion de NaCl por la tendencia natural del ratio NaCl/humedad a
equilibrarse entre las diferentes zonas del jamoén, sin embargo la distancia entre
diferentes zonas, la presencia de grasa, huesos y barreras de tejido conjuntivo

pueden reducir este ratio.

Es significativa la absorcion del NaCl por los huesos internos (fémur, tibia y
fibula) durante la maduracion del proceso de elaboracion del jamoén, para
comprender que en algunos musculos no se encuentran diferencias significativas
en cuanto a la disminucion de sal y que la mayor parte de la sal absorbida por los
musculos después del periodo del secado puede proceder de las zonas no

musculares.

Froystein (1989), estudia por tomografia de rayos X la distribucion de sales en
el jamon curado. En los tomogramas (areas con diferentes densidades de rayos X)
se aprecia la distribucion de sales a lo largo del proceso, observandose las
concentraciones de sal en los musculos en graficas coloreadas. Las sales recorren
los musculos, desde los que inicialmente estan en contacto con la sal
(Semimembranosus), hasta el ultimo (biceps femoris). La capa de grasa subcutanea
significa una barrera para la absorcion de sal, disminuyendo la penetracion

cuando aumenta el grosor de la capa adiposa.

Sayas-Barbera (1997) distinguen tres periodos en el estudio de penetracion de

la sal:

- Salado, en el cual, la sal difunde a través de los musculos, y se encuentran las

mas elevadas concentraciones en los muasculos mas externos.

-  Post-salado, la sal difunde al interior de los musculos por gradiente de presion

osmotica; solo la sal absorbida durante el periodo anterior se difunde hacia los
musculos mas profundos. Aqui la temperatura es un factor muy importante

para la conservacion del jamoén, ya que, los parametros fisico-quimicos (aw, Cl-,
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NO2-), todavia no alcanzan un valor suficiente para evitar el deterioro

microbiolégico (Sayas-Barbera & Pérez-Alvarez 1989).

-  Secado-Maduracion, es la etapa de mayor duracion. La distribucion de la sal es

homogénea. La actividad lipolitica y proteolitica genera las caracteristicas

sensoriales del jamoén curado.

La penetracion de la sal en las carnes con pH alto es dificil debido a que las
fibras estan hinchadas. Si se utiliza carne de cerdo con musculo palido, blando y
exudativo (carnes PSE), en el que se alcanza rapidamente un pH bajo post-mortem,
la capacidad de retencion de agua del producto curado puede ser baja. Aunque la
sal penetra mas facilmente, esta ventaja es superada por el inconveniente de la
gran cantidad de proteina desnaturalizada que tiene una escasa capacidad de
retencion de agua. La congelacion de la carne antes del curado también aumenta la
velocidad de penetracion de la sal, porque la congelacion rompe parcialmente la

estructura de la carne (Fennema, 1992).

El contenido en sal también influye en las concentraciones de la fraccion de
nitrogeno no proteico (NPN). Durante la maduracion del jamoén curado, ibérico y
otros (Parma, Serrano, French y Country-Style), se produce una proteolisis que
aumenta la concentracion de NPN. Debido a la proteolisis las proteinas sufren una
serie de transformaciones que conducen a la formacion de péptidos y aminoacidos
libres, los cuales contribuyen al desarrollo de las caracteristicas sensoriales del
jamoén curado, ya que los compuestos formados tienen caracteristicas sapidas
propias, y participan en la formacion de compuestos aromaticos (Ventanas et al.,
1992). Durante la maduracion aumenta el nitréogeno no proteico y el nitrégeno
amino, como consecuencia de la intensa actividad proteolitica sobre la fraccion
soluble, constituida esencialmente por proteinas sarcoplasmaticas, y son estos
compuestos responsables de las caracteristicas sensoriales tipicas del jamon

curado (Flores et al., 1984).
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Los cambios quimicos y bioquimicos en el jamon curado durante las sucesivas
etapas del proceso de elaboracion han sido ampliamente estudiados (Antequera,

1992; Cordoba et al., 1994; Garcia et al., 1991; Toldra et al., 1991 y 1998a).

Los nitratos se difunden rapidamente a través de todos los musculos, se
encuentran concentraciones elevadas de 200 ppm. Esta rapida difusion puede ser
facilitada por la leve interaccion entre nitratos y proteinas (Fox, 1980). El1 Gracilis
presenta el valor mas elevado de la concentracion de nitratos, que disminuye
rapidamente durante el proceso restante, por migracion del NO3- en el jamoéon y su
transformacion a nitrito, causado por la actividad nitrito reductasa de los
Micrococcaceae, que aumenta en esta fase de 105 a 107 c.f.u./g (Hugas et al.,1987;

Carrascosa et al., 1988; Silla et al., 1989).

Segun Arnau et al., (19935), también existe una tendencia al equilibrio del ratio
nitratos/humedad en las diferentes zonas del jamon. Los valores estimados de
NOs- en tejidos magros disminuyen rapidamente durante el resto de periodos y mas
lentamente durante la maduracion. Los nitritos aumentan durante el periodo de
postsalado, especialmente en zonas externas, pero practicamente desaparecen al
final del periodo de maduracion. Todo ello concuerda con los resultados de Huerta
(1986) que estudia la evolucion del nitrato y nitrito en el proceso de fabricacion del

jamoén curado.

Con respecto a la microestructura, las sales de curado producen -cierta
solubilizacion de las proteinas miofibrilares, generando, como consecuencia, una
dispersion de los miofilamentos. Los iones Cl- unen los filamentos e incrementan
las fuerzas repulsivas electrostaticas entre ellos; esta union crea el hinchamiento
de los sarcomeros. A elevadas concentraciones de iones Cl, las uniones
transversales entre filamentos gruesos y delgados pueden llegar a romperse por
fuerzas electrostaticas repulsivas, y produce una dispersion de estas uniones

transversales y una despolarizacion de los filamentos (Sayas-Barbera et al., 1990).
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I.2.2.4. Papel de las enzimas en los procesos de curado

Las enzimas juegan un papel importante en los procesos de curado de
productos carnicos como el jamon, desde el punto de vista de los cambios
bioquimicos que se producen, especialmente la proteolisis que tiene lugar durante

el proceso (Bellati et al.,1983; Flores et al., 1984; Gil et al., 1991).

El progreso de proteolisis durante la elaboracion de jamones curados puede
depender del proceso especifico de fabricacion, pero generalmente, sigue un
esquema similar: (1) se produce una proteolisis de proteinas miofibrilares dando
lugar a la formacion de polipéptidos de tamano intermedio, (2) consecuentemente,
se degradan a pequenos péptidos por la accion de peptidasas y (3) se generan
finalmente péptidos muy pequenos y aminoacidos libres como resultado de la

accion de di- y tri- peptidilpeptidasas y aminopeptidasas.

El término de catepsinas generalmente designa peptidasas localizadas en los
lisosomas y que muestran actividad a pH acido. Este es de hecho un complejo
grupo de enzimas, que incluyen tanto exo- como endo-peptidasas pertenecientes a
distintas familias de peptidasas, como son las cistein peptidasas (catepsinas B, H,
L, X,...), aspartico peptidasas (catepsinas D y E) y serin peptidasas (catepsina G)

(Sentandreu et al., 2002).

Las catepsinas B y L son proteinasas lisosomales en el musculo ante-mortem
pero son liberadas al citosol una vez producida la muerte celular. Permanecen
activas durante todo el proceso. La catepsina B tiene un pH optimo de actuacion
que varia entre 3.5 y 6 (Asghar & Bati, 1987), dependiendo de la naturaleza del
sustrato, pero su velocidad maxima (Vmax) €s a pH 6. La enzima es inestable por
encima de pH 7. También se ha observado que la enzima se estabiliza al aumentar
la presion (Kurth, 1986). Es una de las pocas proteasas capaces de degradar el
colageno. La catepsina L parece estar presente en todos los tejidos. Presenta un
peso molecular de 24 kDa. Su pH optimo varia desde 4.1 frente a miosina, hasta 7

frente al complejo troponina-tropomiosina. Es estable entre pH 4.5-6.5 (Okitani et
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al., 1980) y altamente inestable a pH neutro (Dufour et al., 1987). A pH 3.5 es

capaz de degradar colageno diez veces mas rapidamente que la catepsina B.

La catepsina D es una proteinasa aspartica que se ha demostrado juega un
papel importante en los cambios de textura en carnes (Goll et al., 1982, 1983 y

1991; Etherington, 1984; Zeece & Katoh, 1989).

Los analisis in vitro muestran la facilidad de estas enzimas para degradar
diferentes proteinas miofibrilares como son las cadenas pesadas de la miosina, la
titina, las proteinas M y C, la actina, la tropomiosina, y troponinas I y T sobre todo
en el caso de la catepsina L y la catepsina D. La catepsina B es especialmente

activa frente a la miosina (Schwartz & Bird, 1997) y a la actina (Hirao et al., 1984).

Como muchas otras peptidasas, las catepsinas son sintetizadas como
proenzimas que mas tarde son transformadas en las enzimas activas por
eliminacion del péptido N-terminal. Este proceso puede ser llevado a cabo por

autolisis o por accion de otras peptidasas (Turk et al., 2000).

Las catepsinas activas representan un potencial hidrolitico elevado ya que su
concentracion en las células puede ser mayor de 1mM (Lloyd & Mason, 1996). Su
actividad es controlada por diferentes factores, como son el pH, el potencial redox,
el alcance de la activacion del precursor o proenzima y los inhibidores endogenos
especificos. Los inhibidores endogenos parecen jugar mayor papel en la regulacion
de las enzimas implicadas en la tenderizacion postmortem (Ouali, 1999;

Shackleford et al., 1991).

A veces, un exceso de proteolisis puede resultar en defectos de textura. Por
ejemplo, una elevada actividad residual de la catepsina B se ha relacionado con
una alta degradacion de proteinas y un excesivo ablandamiento; por ello, la calidad
textural de los productos finales puede ser mejorada con un control de la actividad

de catepsina B en perniles.
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Durante el proceso de curado las enzimas musculares pierden actividad solo
muy lentamente, ya que la presencia de las sales de curado en los tejidos debe
estabilizar la actividad de las cistein proteinasas frente a las desnaturalizacion. El
incremento en la fraccion de nitrogeno no proteico y mas especificamente de
aminoacidos libres podria ser debido a la accion continua de las proteinasas y
peptidasas musculares en las proteinas del musculo durante el curado de jamones

(Toldra & Etherington, 1988).

El papel de las exopeptidasas en la degradacion de proteinas y péptidos no ha
sido muy estudiado en carne, aunque estas enzimas estan relacionadas el las

ultimas etapas de la degradacion proteolitica.

Las aminopeptidasas son metaloproteinas con una estructura compleja y con
una gran variabilidad de pesos moleculares. La aminopeptidasa B (RAP), asi como
las leucil (LAP), alanil (AAP), y piroglutamil (PGAP) aminopeptidasas se localizan en
el citosol del musculo esquelético de porcino. El nombre de estas enzimas hace
referencia al aminoacido N-terminal especifico sobre el cual actuan. Todas ellas son
activas a pH neutro, excepto la leucil aminopeptidasa que es activa a pH basico. La
alanil aminopeptidasa es la mas importante de todas y su actividad supone hasta
el 86 % del total de actividad aminopeptidasa en el citosol del musculo esquelético.
La aminopeptidasa B tiene una marcada preferencia por aminoacidos N-terminal
basicos, como arginina y lisina. Leucil y piroglutamil aminopeptidasas estan
presentes en el musculo esquelético porcino a bajos niveles y tienen especificidad
por aminoacidos N-terminal como la leucina o metionina en el caso de la LAP y
como el aminoacido piroglutamico en el caso de la PGAP, la cual tiene un papel
limitado en el jamoéon. Las aminopeptidasas LAP y dipeptidil peptidasa III han
mostrado una buena estabilidad durante el proceso de curado de jamon con

actividades residuales hasta casi el final del proceso (Toldra & Flores, 1998a).
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1.3. EL JAMON CURADO DENOMINACION DE ORIGEN TERUEL

1.3.1. LA DENOMINACION DE ORIGEN TERUEL

I.3.1.1. Historia

La Denominacion de Origen de Jamon de Teruel se aprobo en Octubre de 1984
por la Consejeria de Agricultura del Gobierno de Aragon y posteriormente se
ratifico por el Ministerio de Agricultura, en 1985. Después de aceptar el reglamento
empezo a funcionar, y fué la primera que se cre6 en Espana para respaldar,
controlar y garantizar la produccion de jamones. Esta actitud pionera se debe a la
gran tradicion que existe en la provincia de consumir productos derivados del
cerdo y concretamente de la elaboracion de jamon serrano. El actual reglamento de
la Denominacion de Origen Jamoén de Teruel fue aprobado por la Orden de 29 de
Julio de 1993 del Departamento de Agricultura, Ganaderia y Montes del Gobierno
de Aragon, ratificada a su vez por una Orden del Ministerio de Agricultura, Pesca y
Alimentacion con fecha de 3 de noviembre de 1993. La reforma del reglamento
original fue necesaria para adaptarla a la normativa de la Comunidad Europea
sobre proteccion de las indicaciones geograficas y las denominaciones de origen de

productos agricolas y alimenticios.

Los sectores implicados en esta actividad productiva, ganaderos, secaderos y la
administracion publica propulsaron el nacimiento de la denominacion de origen
“Jamon de Teruel”. Los objetivos perseguidos eran contribuir al desarrollo de la
provincia y concretamente del sector porcino, lograr que los cerdos para la
denominacion fueran criados en Teruel, explotar las ventajas climaticas para el
curado, aprovechar los conocimientos para desarrollar una industria prospera y
aplicarlos para la elaboracion a gran escala, sin perder la tradicion artesana

conjugada con los métodos modernos de control y elaboracion.
Con el distintivo de Teruel se garantiza el origen del jamon, su alta calidad y se

refleja la voluntad de mejorar la comercializacion para introducir el producto y

distribuirlo por toda Espana, especialmente en Levante, Aragon y Cataluna.
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I.3.1.1.a. El nombre “Jamon de Teruel”

El Reglamento de la Denominacion de Origen define el uso adecuado del
nombre “Jamon de Teruel”. Este calificativo s6lo puede utilizarse para jamones
producidos bajo la denominacion, que cumplan, por tanto, los controles de
produccion y normas de calidad. El nombre de la Denominacion de Origen debe
emplearse en su integridad, con las tres palabras que lo componen, en el mismo
orden y con idénticos caracteres. Queda prohibida la utilizacion en otros jamones
de marcas, términos, expresiones y signos que por su similitud fonética o grafica
con los protegidos pueda inducir a confusion, aun en el caso que vayan precedidos
por las designaciones “tipo Teruel”, “gusto”, “estilo”, “elaboracion en madurado o

» o«

curado en”, “con industrias en”, o analogos (BOE, 1993).

I1.3.1.1.b. Reconocimiento de la Union Europea

Al aprobarse su reglamento, la Denominacion de Origen Jamoén de Teruel se
incluyo entre lo alimentos protegidos por la Union Europea (UE) por estar
elaborado en unas zonas geograficas concretas y bajo unas condiciones estrictas de
calidad. La Comision Europea, 6rgano ejecutivo de la UE, aprobé en marzo de 1997
una lista de 318 productos de especial calidad, entre los que figura el Jamon de
Teruel junto con otros 36 productos espanoles. Esta decision supone que la
proteccion que comporta la Denominacion de Origen en el ambito estatal queda

ampliada al resto de Europa.

El reconocimiento de la Comision, ratificado por el Consejo de Ministros de
Agricultura de la UE, es un paso fundamental para asegurar que el Jamoéon de
Teruel que se distribuya como tal en el mercado europeo sea exclusivamente el
producido al amparo de la Denominacion de Origen. El acuerdo adoptado por la UE
servira para mejorar aun mas las perspectiva futuras de la Denominacion de origen
Jamon de Teruel, que pasan, en primer lugar, por incrementar la produccion de
jamones protegidos, aumentar las ventas en los mercados donde ya se ha

introducido y procurar la apertura de otros nuevos (BOE, 1993).
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1.3.1.2. El consejo Regulador

I1.3.1.2.a. Caracteristicas generales

El Consejo Regulador de la Denominacion de Origen Jamoén de Teruel esta
integrado en el Departamento de Agricultura, Ganaderia y Montes del Gobierno
aragonés. La mision principal es aplicar el Reglamento de la Denominacion y velar
por su cumplimiento. Esta autorizado para vigilar el movimiento de cerdos,
perniles y jamones no protegidos que transitan, se elaboran y comercializan dentro
de la zona de produccion, con el objetivo de impedir el fraude y el uso indebido del
nombre Jamon de Teruel. De la inspeccion y del control se encargan los veedores,

que garantizan todos los procesos de elaboracion del jamoén protegido.

El Reglamento de la Denominacion de Origen establece que el ambito de la
competencia del Consejo Regulador esta constituido por las respectivas zonas de
produccion, en toda la provincia de Teruel y en las de elaboracion, en los
municipios situados a mas de 800 metros de altitud. Tiene competencia sobre
aquellos productos protegidos por la Denominaciéon, en cualquiera de sus fases de
elaboracion, circulacion y comercializacion. Es competente en el control del
cumplimiento de los derechos y obligaciones que fija el Reglamento para las
personas inscritas en los diferentes Registros que lleva el Consejo Regulador,
granjas de produccion de lechones, cebo de cerdos, mataderos, secaderos y

envasadoras del Jamon de Teruel (BOE, 1993).

1.3.1.2.b. Funcionamiento

El presidente del Consejo Regulador administra los fondos y es responsable del
cumplimiento de las disposiciones legales o reglamentarias que afectan a la
Denominacion de Origen. Los acuerdos del Consejo se adoptan por mayoria en las
juntas, cada tres meses, a las que deben asistir como minimo la mitad de los

miembros.
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Los veedores del Consejo son los que realizan las inspecciones en granjas,
mataderos y salas de despiece, instalaciones de curacion y maduracion, cerdos,
perniles y jamones, ubicados en las zonas de produccion de la Denominacion de
Origen. Los veedores marcan los cerdos y los jamones ya elaborados, comprobando

el cumplimiento del Reglamento en la fase de crianza, secado y maduracion.

1.3.2. CONDICIONES DE PRODUCCION DE JAMON “D.O. TERUEL”

I.3.2.1. La provincia de Teruel

La provincia de Teruel es la mas meridional de la Comunidad Auténoma de
Aragon y limita con Zaragoza, Guadalajara, Cuenca, Valencia, Castellon y
Tarragona. Se encuentra en plena Cordillera Ibérica, cadena montanosa que la
atraviesa desde el noroeste al sureste. Su superficie total es de 14.785 Km?2, y con
algo mas de 140.000 habitantes es una de las zonas de Espana con menor
densidad de poblacion, cifrada en torno a los 10 hab/Km?2. Las migraciones y el

envejecimiento de la poblacion condicionan la actividad econémica.

El clima de Teruel, frio y seco, esta vinculado con las caracteristicas orograficas
de la provincia; su situacion en plena cordillera Ibérica hace que aproximadamente
el 62% de su territorio esté por encima de los mil metros de altitud, llegando en
algunas zonas a los 2.000 metros. El viento dominante es de componente Noroeste
y por lo tanto fresco, el cierzo, que hace que represente un clima perfecto para el
proceso de secado, curacion y maduracion del jamoén. El clima de Teruel tiene un
matiz continental, ya que existen grandes diferencias segun las cotas de altitud.
Las serranias, que son las areas mas elevadas, registran temperaturas medias
anuales de entre 8 y 12° C, con nevadas invernales y largos periodos de heladas

que en ocasiones se extienden entre octubre y mayo.

33



I. Introduccion

El desarrollo de la industria agroalimentaria se considera uno de los factores
principales del futuro de Teruel. El sector porcino crece en importancia y se
convierte en un recurso economico, por ser un producto de consumo tradicional en
la provincia. Actualmente so6lo un 30% de las canales producidas en Teruel se
transforman en la provincia, aunque la mayoria corresponde a jamoén curado por
reunir la provincia las condiciones climatologicas naturales adecuadas. De los dos
millones de jamones secados en la provincia el ano pasado, menos del 4% estan
bajo la Denominacion de Origen Teruel, produccion que se quiere aumentar
garantizando la excelente calidad de los perniles (Consejo Regulador de la D.O.

“Jamon de Teruel”, 2001).

1.3.2.2. El proceso de elaboracion

La zona de produccion queda restringida al area geografica de la provincia de
Teruel. El jamon seleccionado para la obtencion de la Denominacion de Origen es
un cerdo blanco que proviene exclusivamente de animales que descienden por
linea paterna de animales de raza Landrace (tipo estandar) o Duroc y de linea

madre de la raza Landrace (tipo estandar), Large White o cruce de ambas.

La seleccion de las razas se realiza en centros especializados ubicados en la
propia comarca de produccion, en los que se selecciona con rigor clinico los

animales de reproduccion que garantizaran la maxima uniformidad.

Los cerdos destinados a proveer los perniles para la elaboracion de jamones con
Denominacion de Origen viven, desde que el lechon nace, bajo un detallado
programa de cuidados y alimentacion, supervisado por el Consejo Regulador, hasta
alcanzar los 8 meses de vida y alcanzar un peso entre 115y 130 kg. El cerdo en los
15 dias anteriores al sacrificio no puede recibir ningun tratamiento ni ingerir
farmacos y en los 40 dias anteriores so6lo se podran suministrar aquellos que

permita el Consejo Regulador (BOE, 1993).
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Segun la normativa dada por el Consejo Regulador para la elaboracion de los
jamones “D.0O. Teruel”, so6lo se pueden emplear perniles procedentes de cerdos
cuyo espesor de tocino esté comprendido entre 4 y 7 cm a la altura de la cuarta
costilla. Los animales seleccionados no pueden ser reproductores, los machos
deberan de estar castrados antes de la entrada en el cebadero y las hembras no
deben estar en celo en el momento del sacrificio. Las normas establecen como peso
final de sacrificio entre 115 y 130 kg, el animal debe tener como minimo ocho
meses de vida y de ellos, uno y medio corresponde a alimentacion con leche y el
resto al cebado. Antes del transporte al matadero, en vehiculos adecuados para
evitar lesiones, los cerdos estan en ayuno durante al menos 12 horas y al llegar
alli, permanecen como minimo otras 12 horas antes del sacrificio, con el fin de
eliminar la fatiga acumulada y asegurar las reservas de glucogeno muscular, para

lo que se les suministra agua con azucar.

El sacrificio se realiza con aturdimiento por electro-shock y sangrado posterior
completo. En la fase de oreo, la canal se mantiene durante un minimo de 4 horas
a una temperatura maxima de 10° C y una humedad relativa del 90% en la
primera hora y del 80% en las tres restantes. Una vez realizado el despiece de la
canal, los perniles, que no pueden ser en ningun caso taladrados, se perfilan y se
conservan durante 14 a 48 horas entre -2 y +2 °C, que es el tiempo necesario para

alcanzar esta temperatura en el centro de la pieza.

Después se marcan y se trasladan en camiones isotérmicos, para que no se
rompa la cadena de frio, y se llevan a los secaderos ubicados a una altura media

de 800 metros.

La elaboracion del jamoén curado es un proceso tecnologico integrado por una
serie de etapas que se detallan a continuacion, indicadas en el diagrama de flujo
representado en la figura 1.3. En los secaderos, se elimina cualquier tipo de
contaminacion ambiental y se realiza la elaboracion que es el proceso completo de
transformacion del pernil en jamon, que debe tener una duracion minima de doce

meses.
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La elaboracion se compone de una primera fase de curacion, necesaria para la
buena conservacion del producto, y una segunda fase de maduracion en la que el
jamoén evoluciona y desarrolla todas las caracteristicas organolépticas finales, que
determinaran la calidad. A su vez, la fase de curacion se compone de cuatro

operaciones que son el salado, lavado, postsalado o asentamiento y secado.

Tras el despiece, el control veterinario es exhaustivo; se controla la eliminacion
de residuos no deseados en el pernil, y se evita la realizacion de cortes innecesarios
que modelen la figura. Se pesa las piezas para determinar su periodo de salazon y
se hace el marcaje indeleble con la contrasena MAPA (Ministerio de Agricultura,

Pesca y Alimentacion), la semana y el ano del inicio del sazonado (Fig. 1.7).

La salazon se realiza por el denominado proceso en seco, enterrando los
perniles en sal gruesa (Fig. 1.8), en contacto directo con las piezas, durante un
periodo de tiempo proporcional a los kilos que pesa el pernil, sin exceder nunca

los 14 dias por orden expresa de la Denominacion de Origen.

Una vez terminada la salazon, se lavan las piezas con agua templada para
eliminar la sal adherida y se prensan (Fig. [.9). En el lavado los perniles pasan por
agua templada para eliminar el exceso de sal que se deposita sobre la corteza; tras
la limpieza se anaden los aditivos ya que éste es el inico punto del proceso en el
que esta permitido, siempre respetando los margenes que marca la Denominacion
de Origen y dentro de la ley. El uso de acido borico para combatir la presencia de
acaros ha quedado totalmente prohibido, dependiendo ahora la eliminacion de

estos parasitos de la higiene mantenida en las instalaciones.

En el postsalado o asentamiento (Fig. I1.10), los perniles se guardan en camaras
a una temperatura de 3-6 °C y humedad del 80-90%, manteniendo estas
condiciones constantes durante un periodo de entre 45 a 90 dias, para favorecer el
desarrollo del proceso de secado, la eliminacion de forma paulatina del agua
superficial y el reparto homogéneo de la sal por toda la pieza, lo que aumenta la

resistencia externa frente a los acaros. El tiempo de residencia depende del peso
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de la pieza, aunque oscila entre 45 y 90 dias. Al final de esta fase, el porcentaje de
sal sobre el peso total del producto debe ser inferior al 1% referido en peso fresco,

tanto en la masa muscular superficial como en la profunda.

En el secado o maduracion (Figura 1.11) los perniles se trasladan a los
secaderos naturales donde se benefician de las condiciones naturales de altura y
clima que se combinan en la provincia de Teruel. Un buen asentamiento garantiza
que no se produzcan alteraciones microbianas en esta fase, en la que el aumento
gradual de la temperatura causa la fusion de la grasa natural que se infiltra
posteriormente en la fibra muscular, que se impregna y retiene el aroma. El secado
requiere una duracion de 6-8 meses, dependiendo del peso concreto de la pieza. La
etapa de secado se realiza en secaderos naturales provistos de ventanales con
apertura regulable para controlar la ventilacion y mantener las condiciones

optimas de humedad relativa y temperatura.

Al pasar el control individual que sufre cada pieza para la designacion de la
Denominacion de Origen de Teruel, se graba al fuego la caracteristica estrella
mudéjar de ocho puntas, junto con la palabra Teruel en la parte posterior del
jamon (Figura 1.12). Los jamones amparados por la Denominacion de Origen son
de forma alargada, perfilados y con bordes redondeados hasta la aparicion del
musculo. Conservan la corteza y la pezuna. Su peso esta comprendido entre 8 y
9 kg y nunca inferior a 7 kg. De color rojo y aspecto brillante al corte, con grasa
parcialmente infiltrada en la masa muscular, con carne de sabor delicado, poco
salado y grasa untuosa, brillante, de coloracion blanco amarillenta, aromatica y de

sabor agradable.

Como ya se ha comentado en apartados anteriores, aunque otros tipos de
jamoén (jamon Ibérico, jamon Serrano, jamon de Parma, ...) han sido ampliamente
estudiados (Baldini et al., 1983, Ventanas et al.; 1989, Toldra et al., 1998a), no
hay todavia en la actualidad bibliografia cientifica disponible sobre este tipo de

jamoén curado.
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SELECCION DE LOS
PERNILES

v

Control Consejo Regulador D.O.
- Aspecto de la pieza

- Peso

- Grosor del tocino

CONSERVACION DE LOS
PERNILES
(4 dias / 4 °C)

v

ETAPA DE SALADO
(maximo 14 dias)

T? 5-6°Cy H.R. 90%
(Sales de curado: NaCl, nitratos,
nitritos, ascorbato y aztcares)

ETAPA DE LAVADO
Y PRENSADO

ETAPA DE
POSTSALADO
(45-90 dias)

v

T93-6°C, H.R.80-90%
Reparto homogéneo de sal

ETAPA DE SECADO Y
MADURACION

En secaderos naturales
(6-8 meses)

Control Consejo Regulador D.O.
- Aspecto de la pieza

- Peso

- Grosor del focino

LAVADO Y CEPILLADO

JAMON CURADO
“D.O. TERUEL"

Figura 1.3. Diagrama esquematico del proceso

de elaboracion del jamoén curado

Denominacion de Origen Teruel (Duracion total: minimo 12 meses; Peso minimo:7 kg).
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Figura I.4. Seleccion de los perniles Figura I.5. Salazon de los perniles
destinados a la elaboracion de jamoén seleccionados para la obtencion de jamon
curado “D.O. Teruel”. curado “D.O. Teruel”.

Figura I.6.Prensado de las piezas tras la Figura I.7. Postsalazon o asentamiento
etapa de salado. en el proceso de elaboracion.

Figura I.8. Maduracion de las piezas del Figura 1.9. Jamon curado “D.O. Teruel”.
jamon curado “D.O. Teruel”.
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II. Objetivos y Plan Experimental

II. OBJETIVOS Y PLAN EXPERIMENTAL

II.1. OBJETIVOS

La presente tesis doctoral tiene como objetivo general la caracterizacion quimica

y microestructural del jamon curado Denominacion de Origen Teruel.

Para cubrir este objetivo general se plantean los siguientes objetivos
particulares, donde se estudiaran los musculos biceps femoris y semimembranosus
del jamoéon curado “D.O. Teruel”, asi como la grasa asociada al musculo biceps

femoris:

1- Estudio de la evolucion de los principales componentes quimicos

durante el proceso de elaboracion de jamoéon curado “D.O. Teruel”.

2- Estudio de la proteolisis durante el proceso de elaboracion. Estudio
de la evolucion de las proteinas y de diversas actividades enzimaticas

implicadas en la degradacion proteica.

3- Estudio de la lipolisis durante el proceso de elaboracion. Estudio
de la evolucion de los componentes lipidicos en la grasa intramuscular y

en la grasa asociada al musculo biceps femoris.

4- Estudio de la evolucion de la microestructura durante el proceso
de elaboracion de jamon curado “D.O. Teruel”, mediante Microscopia
Electronica de Barrido a bajas Temperaturas, Microscopia Electronica de

Barrido, Microscopia Optica y Microscopia Electronica de Transmision.
5- Estudio de la penetracion de las sales de curado mediante el

analisis potenciométrico de cloruros y por microanalisis EDX acoplado a

Microscopia Electronica de Barrido (SEM).
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II.2. PLAN EXPERIMENTAL

Los objetivos que se plantean en este trabajo, se intentan alcanzar con el

siguiente plan de trabajo:

1- Diseno de experiencias.

2- Busqueda y estudio bibliografico de forma continuada durante la
realizacion de la tesis. Estudio de la normativa y protocolos a seguir en

la parte experimental.

3- Seguimiento del proceso y toma de muestras. Se toman muestras
de los musculos biceps femoris y semimembranosus, asi como de la grasa
asociada al musculo biceps femoris a lo largo del proceso industrial.
Estas muestras se someten a los analisis que se detallan en los

siguientes apartados.

4- Estudio de la evolucion de los principales parametros quimicos:

4.1.- Determinacion de humedad (norma UNE), cenizas (norma
[SO), contenido de cloruros (método  potenciométrico),
cuantificacion de las proteinas totales (N-Kjeldahl) y cuantificacion
de lipidos (método de Soxhlet) en los musculos biceps femoris y

semimembranosus.
4.2.- Determinacion de humedad (norma UNE), cenizas (norma
[SO) y contenido en cloruros (método potenciomeétrico) en la grasa

asociada al musculo biceps femoris.

S5- Estudio de la proteolisis durante el proceso de elaboracion en los

musculos biceps femoris y semimembranosus.
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5.1.-  Extraccion por ultracentrifugacion de la fraccion proteica
total,  sarcoplasmica  (Nitrégeno  soluble) 'y  miofibrilar.
Cuantificacion de los extractos obtenidos (fraccion proteica total y

fraccion sarcoplasmica) por N-Kjeldahl.

5.2.- Estudio de los extractos proteicos obtenidos mediante

electroforesis en geles de poliacrilamida con SDS (SDS-PAGE).

5.3.- Estudio de la fraccion de componentes de bajo peso molecular
(3-17 kDa) en los extractos proteicos obtenidos mediante

electroforesis en geles de poliacrilamida con SDS (SDS-PAGE).

5.4.- Cuantificacion por densitometria de todas las fracciones

proteicas estudiadas por SDS-PAGE.

5.5.- Estudio de la evolucion de la actividad enzimatica. Se estudia
la actividad enzimatica catepsina B + L, B, D y actividad

enzimatica piroglutamilaminopeptidasa I y dipeptidilpeptidasa IV.

6- Estudio de la evolucion de la fraccion lipidica durante el proceso de
elaboracion en los musculos biceps femoris y semimembranosus, asi

como en la grasa asociada al musculo biceps femoris.

6.1.- Extraccion de la grasa intramuscular de los musculos biceps
femoris y semimembranosus y de la grasa asociada al biceps femoris

por el método de Folch.

6.2.- Fraccionamiento de los extractos lipidicos totales obtenidos y
separacion de las fracciones de monoglicéridos, digliceridos,
triglicéridos, acidos grasos libres y fosfolipidos por Cromatografia en

Capa Fina.
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6.3.- Estudio de la composicion en acidos grasos de los extractos
lipidicos totales, asi como de las fracciones obtenidas en el apartado

6.2, por Cromatografia de Gases.

6.4.- Estudio de la evolucion de los indices de calidad de la fraccion
lipidica: indice de acidez (norma UNE), indice de peréoxidos (norma
UNE), e indice de yodo (norma UNE) en la grasa intramuscular de
los musculos biceps femoris y semimembranosus asi como en la

grasa asociada al musculo biceps femoris.

7- Estudio de la evolucion de la microestructura durante el proceso
de elaboracion en los musculos biceps femoris y semimembranosus, asi

como de la grasa asociada al musculo biceps femoris.

7.1.- Estudio por Cryo-Microscopia Electronica de Barrido (Cryo-
SEM) y Microscopia Electronica de Barrido (SEM).

7.2.- Estudio por Microscopia Optica (LM). Obtencion de secciones

semifinas (1.5 um) a partir de bloques incluidos en resina epoxi.

7.3.- Estudio por Microscopia Electronica de Transmision (TEM).
Obtencion de secciones ultrafinas (0.1 um) a partir de bloques

incluidos en resina epoxi.

8- Estudio de la penetracion de sal a través de los musculos biceps
femoris y semimembranosus, durante el proceso de elaboracion. Analisis
de los cloruros (método potenciométrico) a distintos niveles de
profundidad en los musculos estudiados. Aplicacion de la técnica de

deteccion por rayos X o Microanalisis SEM-EDX, y estudio comparativo.

9- Redaccion de informes.
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III. MATERIAL Y METODOS

III.1. MATERIA PRIMA

Se utilizan perniles y jamones que se obtienen a lo largo del proceso de
elaboracion de jamoén curado Denominacion de Origen Teruel (“D.O. Teruel”) (Fig.
[II.1) que transcurre durante 12 meses desde que los perniles son seleccionados
hasta el producto acabado; todas las muestras son proporcionadas por una

empresa del sector.

Toma de muestra Proceso
SELECCION DE gonT"O! Conéejg Rggylador
LOS PERNILES enominacion ae : rigen
* Aspecto de la pieza
* Peso
CONSERVACION DE LOS * Grosor del tocino
PERNILES (4 dias / 4 °C)
1. PERNIL >

ETAPA DE SALADO T 5-6 °Cy HR 90 %
(madximo 14 dias) (Sales curantes: Nadl,
2. PERNIL nitratos, nitritos,

ascorbato y azdcares)

SALDO ETAPA DE LAVADO Y
PRENSADO

ETAPA DE POSTSALADO

, | T 3-6 °C, HR 80%-90%
3. JAMON (45-90 dias) Reparto homogéneo de la sal I
POSTSALADO
4. JAMON EN '—P ET?J\DQDDUERiiggR]O v Control Consejo Regulador
MADURACION (6-8 meses) Denominacién de Origen

* Aspecto de la pieza
* Peso

LAVADO Y CEPILLADO I * Grosor del tocino
5. JAMON > JAMON
CURADO “D.O. TERUEL" )

Fig. III.1. Diagrama esquematico del proceso de elaboracion del jamon curado “D.O. Teruel”.
Toma de muestra: 1: perniles, 2: piezas obtenidas después de la etapa de salado o perniles
salados, 3: piezas obtenidas después de la etapa de postsalado o jamoén postsalado, 4: piezas
obtenidas a mitad de la etapa de maduracion o jamones en maduracion y S: piezas
obtenidas al final del proceso o jamones curados “D.O. Teruel”.
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La toma de muestras a lo largo del proceso se esquematiza en la figura III.1; se
analizan perniles (4 dias después del sacrificio del animal), muestras obtenidas
una vez finalizada la etapa de salado, después de la etapa de postsalado, a mitad
de la etapa de maduracion y al final del proceso, jamones “D.O. Teruel”. Se

estudian 3 piezas de cada punto del proceso de elaboracion.

Los perniles utilizados provienen de cerdo blanco, de animales que descienden
por linea paterna de la raza Landrace (tipo estandar) o Durocy de linea madre de
la raza Landrace (tipo estandar), Large White o cruce de ambas. Los animales

cumplen con la normativa actual de la “D.O. Teruel” (BOE, 1993).

Las muestras estudiadas corresponden a tres procesos de elaboracion de tres
anos consecutivos (2000, 2001, 2002). Se comienza el muestreo en el mes de
Enero, y se sigue el proceso de elaboracion para la obtencion de muestras de los

puntos seleccionados en el estudio.

Cada muestra se divide en lonchas de 3 cm de espesor que se obtienen en
seccion transversal con respecto al eje mayor del jamon; tal y como se indica en el
esquema de la figura II1.2 solo se utilizan las lonchas centrales de cada pieza (5, 6 y
7), se identifican los musculos biceps femoris y semimembranosus, asi como el
tejido adiposo o grasa subcutanea asociada al musculo biceps femoris, y se
diseccionan. Las muestras se trituran y homogeneizan en un molino GRINDOMIX
GM 200 (RETSCH), y se envasan a vacio en bolsas de plastico termosellables y se
almacenan en congelacion (-18°C) hasta su analisis. Las muestras destinadas a los

analisis microscopicos se procesan inmediatamente.
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miusculo
Seccidn serimernbranosus
transverszal

loncha 5

loncha 6 F
loncha 7

mugculo
grasa asociada al biceps fernoris

musculo biceps fernoris

Fig. II1.2. Esquema de obtencion de lonchas transversales respecto al eje mayor del jamon
(loncha 5, loncha 6 y loncha 7: lonchas objeto de estudio) y diseccion de los musculos biceps
femoris y semimembranosus, y de la grasa asociada al musculo biceps femoris.

4’7
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II1.2. METODOLOGIA

II1.2.1. HUMEDAD

II11.2.1.1. Humedad en el Tejido Muscular

Se determina la humedad de todas las muestras, en los musculos biceps

femoris y semimembranosus por desecacion en estufa hasta peso constante, segun

la norma UNE 34 552 h2.

I11.2.1.2. Humedad en el Tejido Adiposo Asociado (Grasa Subcutanea)

Se determina la humedad de la grasa asociada al musculo biceps femoris por

desecacion hasta peso constante segun la norma UNE 55-082-73.

II1.2.2. CENIZAS

El contenido en cenizas de todas las muestras en los musculos biceps femoris y
semimembranosus, y de la grasa asociada al musculo biceps femoris se determina
mediante el método descrito en la norma ISO-R936. Las cenizas son el residuo que

queda tras calcinar la muestra a 550° C hasta peso constante.

II1.2.3. CLORUROS

El contenido en cloruros de todas las muestras en los musculos biceps femoris 'y
semimembranosus y en la grasa asociada al musculo biceps femoris se determina
mediante un medidor digital de Cl- (modelo 926 Chloride Analyzer, SHERWOOD).
Asi mismo el analisis de cloruros para estudiar la concentracion y penetracion de
la sal en diferentes zonas se realiza coincidiendo con las orientaciones Norte, Sur,
Este y Oeste de los musculos biceps femoris y semimembranosus de pernil y jamon

curado “D.O. Teruel” (Fig. II1.3). Para el estudio de la distribucion longitudinal de
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las sales en jamon curado se escogieron las lonchas transversales al eje principal
del jamon, y se analizoé de cada una de ellas la concentracion de cloruros existente

como se describe a continuacion.

semimembranosus

o | —
S\\
E
o N
Py R

biceps femoris

Fig. III.3. Diagrama de una seccion transversal. Toma de muestra. N: zona norte, S: zona
sur, E: zona este, O: zona oeste.

Los cloruros se han determinado mediante un medidor digital de Cl- en el
extracto de carne acompanado de tampon acido, por el principio analogo a una
valoracion argentomeétrica tradicional utilizando nitrato de plata y formandose una

sal muy insoluble (AgCl).

El equipo SHERWOOD 926 (clorurimetro) lee automaticamente los iones CI-
mediante la generacion de una corriente eléctrica entre dos electrodos de plata, que
da lugar a la aparicion de iones Ag*. Estos iones de Ag* reaccionan con los iones CI-
de la muestra precipitando AgCl, el cual se mantiene en suspension por un
estabilizante coloidal. Durante el periodo de valoracion la lectura digital se adapta
aproximadamente cada 0,3 segundos. En este periodo el numero de iones de plata
introducidos en la muestra se combina con una unidad medida de i6on cloruro.
Cuando todo el Cl- ha sido precipitado como AgCl, los iones libres de plata
presentes alteran la conductividad de la disolucion. El cambio de conductividad es
detectado por los electrodos sensibles que dan la lectura directa en miligramos de

cloruros por mililitros de disolucion.
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Para el analisis de cloruros, previamente se disecciono los musculos biceps
femoris y semimembranosus en diferentes orientaciones (Figura II.2.): Norte, Sur,
Este y Oeste, con el objeto de estudio de la concentracion y penetracion de la sal en
las diferentes zonas de los musculos. Para el estudio de la distribucion longitudinal
de las sales en jamon curado se escogieron diferentes lonchas transversales al eje
principal del jamon, y se analizo de cada una de ellas la concentracion de cloruros

existente como se describe a continuacion.

Para el analisis de cloruros en los perniles se pesaron 3 - 4 g de carne
congelada triturada y homogeneizada de cada orientacion y del musculo completo.
Se ultratritura con 50 mL de agua bidestilada en un Ultraturrax modelo T25
(Janke and Kunkel, Staufen, Germany) 3 min. Se enrasa a 100 mL y se centrifuga
a 3500 rpm durante 15 min (Labofuge 400, HERAEUS INSTRUMENTS). La lectura
de cloruros se realiza automaticamente y el resultado se obtiene en mg CIl-/L
disolucion. Para la determinacion de cloruros en jamon curado se siguio el mismo
procedimiento a diferencia de la dilucion que se hizo a 250 mL, y para la

determinacion en tocino o grasa se aforé hasta 50 mL.

Para realizar la medida se utiliza una disolucion tampéon acido combinado
(CH3COOH 100g/L y HNO3s =9 g/L) como soporte electrolitico, el cual mantiene el
pH correcto para completar el ciclo de valoraciones; también consta de un
estabilizador coloidal para prevenir la precipitacion. Las lecturas se repitieron tres
veces, aceptando diferencias entre los valores menores de 5 mg de Cl- / L de
disolucion. Para el calculo de la concentracion de NaCl se utiliza la siguiente
expresion:

o Nact _ LxVx58,5
Px10°x35,5

Siendo:
L: media de las lecturas del clorurimetro (mg CI"/ L)
V: volumen de la disolucion en mL

P: peso de la muestraen g

XV o de NaCl / g muestra (b.h.)
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II1.2.4. PROTEINAS

II1.2.4.1. Extraccion de proteinas

Se extraen las proteinas totales, sarcoplasmicas y miofibrilares de los musculos
biceps femoris y semimembranosus de cada una de las muestras estudiadas en el

proceso de elaboracion de jamoén curado “D.O. Teruel”.

II11.2.4.1.a. Proteinas totales

Se pesan 2 g de muestra triturada y homogeneizada en un tubo de centrifuga y
se anade 50 mL de disolucion de imidazol 0.01 M, que contiene 2 % de SDSy 2 %
de B-mercaptoetanol (pH 7). Se homogeneiza con el ultraturrax, se hierve 10 min y
se deja en reposo 15-18 h a temperatura ambiente. Se centrifuga a 4000 g durante

15 min y se filtra. El extracto sobrenadante contiene las proteinas totales.

II1.2.4.1.b. Proteinas sarcoplasmicas

Se toma la cantidad de muestra triturada y homogeneizada necesaria que
contenga una cantidad de proteinas de 500 mg (basado en la determinacion del
meétodo Kjeldahl, ver apartado I11.2.4.2.a), se anade 20 mL de disolucion tampon
fosfato de potasio 0.03 M (pH 7.4). Se homogeneiza con ultraturrax y se centrifuga
a 4000 g durante 15 min. Se recoge el sobrenadante y al pellet resultante se le
adiciona de nuevo 20 mL de tampon fosfato de potasio 0.03 M (pH 7.4), se dispersa
el pellet y se repite la operacion de extraccion por centrifugacion. Se recoge el
sobrenadante junto con el anterior. Este sobrenadante contiene las proteinas
sarcoplasmicas y el pellet se utiliza para la extraccion de proteinas miofibrilares

cuyo protocolo se describe a continuacion.
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I11.2.4.1.c. Proteinas miofibrilares

El pellet resultante de la extraccion de proteinas sarcoplasmicas se redisuelve
en 45 mL de disolucion de imidazol 0.01 M, que contiene 2 % de SDS y 2 % de
B-mercaptoetanol (pH 7) y se hierve 10 min. se deja en reposo 15-18 h a
temperatura ambiente. Se centrifuga a 4000 g durante 15 min y se filtra. El

extracto sobrenadante contiene las proteinas miofibrilares.

II1.2.4.2. Cuantificacion de proteinas por el método N-Kjeldahl

I11.2.4.2.a. Proteinas totales

La determinacion del contenido proteico de las muestras se realiza por el
meétodo Kjeldahl, que consiste en la valoracion del nitrogeno total de la muestra,
sometida previamente a una serie de reacciones que lo liberan de los distintos
compuestos nitrogenados en los que se halla. Se determina segun el método de la

AOAC-928.08 (1997).

II1.2.4.2.b Proteinas sarcoplasmicas

Se valora el contenido proteico de los extractos de proteinas sarcoplasmicas
obtenidas segun el protocolo descrito en el apartado II1.2.4.1.b. de las distintas

muestras estudiadas en el proceso de elaboracion del jamoén “D.O. Teruel”.

La determinacion se realiza por el método de Micro-Kjeldahl en 2 mL de
extracto, al que se anade una pequena cantidad de catalizador (Cu-TiO2), y S mL de
acido sulfurico; después de la digestion, el destilado se recoge en un erlenmeyer
que contiene aproximadamente 25 mL de agua y unas gotas de indicador de
Tashiro (azul de metileno y rojo de metileno al 1 % en etanol). La valoracion se

realiza con HC1 0.01 N. Se realiza también una prueba en blanco.
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El contenido en N-soluble y en proteinas sarcoplasmicas de las muestras se

determina a partir de las siguientes formulas:

(VfVl)XNxmxloo

Nitrogeno soluble =

Proteinas sarcoplasm icas = Nitrogenos soluble x 6.25

Siendo:

Nitrogeno soluble: (g N / 100 g muestra (b.h.))

Proteinas sarcoplasmicas: (g proteina / 100 g muestra (b.h.))

V: Volumen de extracto de proteinas sarcoplasmicas (mL)

Vi: Volumen de disolucion de acido clorhidrico gastado en la prueba en
blanco (mL)

Vo: Volumen de disolucion de acido clorhidrico gastado en la muestra
extracto (mL)

N: Normalidad del acido clorhidrico

II1.2.4.3. Electroforesis SDS-PAGE

El estudio de las fracciones de proteinas totales, proteinas sarcoplasmicas y
proteinas miofibrilares se lleva a cabo segun el método de Greaser et al., (1983). El
estudio de los péptidos en estas mismas fracciones se lleva a cabo segun el método

de Schagger & von Jagow (1987) modificado.

II1.2.4.3.a. Preparacion de las muestras

Los extractos de proteinas totales, proteinas sarcoplasmicas y proteinas
miofibrilares obtenidos segun los protocolos descritos en los apartados I11.2.4.1.a,

[11.2.4.1.b y III.2.4.1.c, respectivamente, se procesan segun se describe a

continuacion:
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Proteinas totales: a partir del extracto de proteinas totales (III.2.4.1.a.),
previamente filtrado, se prepara una disolucion de 5 mg / mL de proteina
total (basado en la determinacion de N por el método Kjeldahl, aptdo.
[11.2.4.2.a.) que contiene 0.1 mg/mL de seroalbumina bovina (BSA). Se
anade también una cantidad de sacarosa cristalina (~ 20% sobre el
porcentaje total) y azul de Coomassie G250 (~ 0.3 mg/mL). Finalmente se
siembran 10 uL de esta disolucion para el desarrollo electroforético segun
el método de Greaser et al., (1983) y 30 uL para el desarrollo electroforético
de la fraccion de péptidos segun el método de Schéigger & von Jagow

(1987).

Proteinas sarcoplasmicas: a partir del extracto de proteinas sarcoplasmicas
(ITI1.2.4.1.b.), previamente filtrado, se prepara una disolucion que se estima
que contiene 4 mg de proteina / mL de disolucion, con 2 % de SDS, 2 % de
B-mercaptoetanol y 0.1 mg de BSA /mL de disolucion. Se anade también
una cantidad de sacarosa cristalina (~ 20 % sobre el porcentaje total) y
azul de bromofenol soélido. Finalmente se siembran 10 uL de esta
disolucion para el desarrollo electroforético segun el método de Greaser et
al., (1983) y 40 uL para el desarrollo electroforético de la fraccion de

péptidos segun el método de Schagger & von Jagow (1987).

Proteinas miofibrilares: a partir del extracto de proteinas miofibrilares,
(ITII.2.4.1.c.), previamente filtrado, se prepara una disolucion con 0.1 mg de
BSA /mL de disolucion. Se anade también una cantidad de sacarosa
cristalina (~ 20% sobre el porcentaje total) y azul de bromofenol soélido.
Finalmente se siembran 7 pL de esta disolucion para el desarrollo
electroforético segun el método de Greaser et al., (1983) y 30 uL para el
desarrollo electroforético de la fraccion de péptidos segun el método de

Schagger & von Jagow (1987).
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II1.2.4.3.b. Estudio electroforético (SDS-PAGE) de las fracciones de proteinas

totales, sarcoplasmicas y miofibrilares

El estudio de las fracciones de proteinas totales, proteinas sarcoplasmicas y

proteinas miofibrilares se lleva a cabo segun el método de Greaser et al., (1983).

Reactivos

Acrilamida, bis-acrilamida, Tris (tris hidroximetil amino metano), persulfato
amonico, TEMED (N,N,N°,N -tetrametil etilén diamina), SDS (dodecil sulfato
sodico), glicina, imidazol, p-mercaptoetanol, azul de Coomassie (G-250), azul de

Coomassie (R-250), acido ortofosforico concentrado, acido acético, metanol.

Disoluciones

- Disolucion 1: 30 g de acrilamida, y 0.15 g de bis-acrilamida en 100 mL de
agua bidestilada

- Disolucion 2: 10 g de acrilamida, 0.5 g de bis-acrilamida en 100 mL de agua
bidestilada

- Disolucion 3: Tris 3 M, pH 8.8

- Disolucion 4: Tris 0.5 M pH 6.8

- Disolucion 5: SDS 10 %

- Disolucion 6: Tampon catodo concentrado (Sx): Tris 0.25 M, glicina 1.92 M, y
SDS al 0.5 %

- Disolucion 7: Tampon anodo concentrado (5x): Tris 1.00 M, pH 8.9

- Disolucion 8: Persulfato amoénico (100 mg/mL)

- Disolucion 9: imidazol 0.01 M con 2 % de SDS y 2 % de B-mercaptoetanol,
(pH 7.0)

- Disolucion 10: Disolucion de fijacion: metanol/acido acético/agua (20/10/70)
- Disolucion 11: Disolucion de tincion: 1 g de azul de Coomassie (R 250) en 1 L
de metanol / agua destilada / acido fosforico (20/78/0.2)

- Disolucion 12: Disolucion para destenir: metanol/acido acético/agua

(20/10/70)
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Preparacion del gel

Se preparan dos geles que difieren en el porcentaje de monomeros totales (T) y

en el porcentaje de monomeros entrecruzadores (C):

e Gel de Concentracion o Stacking (3% T y 4.76% C): 6 mL disolucion 2, 5
mL disolucion 4, 0.2 mL disolucion 5, 8.70 mL agua destilada, 100 puL
disolucion 8 y 30 uL de TEMED.

e Gel de Resolucion o Separating (12% T y 0.5 % C): 24 mL disolucion 1, 15
mL disolucion 3, 0.6 mL disolucion 5, 20 mL agua destilada, 150 uL
disolucion 8 y 50 uL de TEMED.

Se vierte primero el gel de resolucion entre los cristales de electroforesis
(separador de 1 mm) hasta aproximadamente 3.5 cm de la parte superior de los
cristales y cuando éste gelifica, se vierte el segundo gel de concentracion, colocando
en su interior el peine que servira de mole para la formacion de pocillos donde se

depositara la muestra.

Equipo y condiciones electroforéticas

Se utiliza un equipo de electroforesis para geles verticales (Hoefer Scientific
Instruments, SE 600 series), que dispone de una fuente de alimentacion Power
Supply (Pharmacia, tipo ECPS 2000/300). El gel, previamente polimerizado entre
los cristales, y con las muestras depositadas en los correspondientes pocillos, se
introduce en una cubeta que se mantiene refrigerada con agua corriente durante el
desarrollo electroforético; se llena el deposito superior del aparato con tampon
catodo (disolucion 6) hasta cubrir los electrodos, y se llena el depésito inferior con

tampon anodo (disolucidn 7), para favorecer el paso de la corriente.

El desarrollo de las proteinas a través del gel se lleva a cabo a una intensidad de
corriente constante (+ 60 mA) y un voltaje inicial de 50 V que se incrementa hasta

200 o 300 V al final del proceso. La electroforesis se lleva a cabo durante 4-7 h,
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hasta que el frente colorante esté aproximadamente a 1 cm del final del gel. Se
procede a separar los geles de los cristales y se introducen durante 1 hora en 500
mL de disolucion fijadora (disolucion 10). Posteriormente se introducen los geles
en disolucion de tincion (disolucion 11) durante 15 h y posteriormente se destifien
los geles en la disolucion 12 durante 12 h, tras las cuales se realiza un lavado
cada 15 min hasta eliminar todo el colorante del fondo del gel de forma que se
visualicen claramente las bandas de proteinas. Los geles obtenidos segun el
procedimiento descrito, se leen en un densitometro modelo GS-670 de Bio Rad, que
interpreta los resultados con el programa Molecular Analyst version 1.1 y
proporciona los densitogramas para cada una de las carreras electroforéticas o

electroforegramas.

Se usa el patron indicado en la tabla III.1, especifico para resolver proteinas de

intervalo de pesos moleculares 17-100 kDa.

Tabla III.1. Proteinas Patron

Proteina Pm (kDa)
a- Actinina 100

BSA 68
Actina 46

B- Tropomiosina 36
Miosina LC1 25
Troponina I 24
Troponina C 20
Miosina LC2 18
Mioglobina 17

(Pm): Peso molecular; BSA: Seroalbumina bovina
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II1.2.4.3.c. Estudio electroforético (SDS-PAGE) de la fraccion de péptidos
El estudio de los péptidos en las fracciones de proteinas totales, proteinas
sarcoplasmicas y proteinas miofibrilares se lleva a cabo segun el método de

Schagger & von Jagow (1987) modificado.

Reactivos

Acrilamida, bis-acrilamida, Tris (tris hidroximetil amino metano), persulfato
amonico, TEMED (N,N,N",N -tetrametil etilén diamina), SDS (dodecil sulfato soédico)

Azul de Coomassie (G-250), tricina, glicina y glicerol.

Disoluciones

- Disolucion 1: 40 g de acrilamida, y 2 g de bis-acrilamida en 100 mL de agua
bidestilada

- Disolucion 2: 40 g de acrilamida en 100 mL de agua bidestilada

- Disolucion 3: 2 g de bis-acrilamida en 100 mL de agua bidestilada

- Disolucion 4: 36.34 g de Tris y 0.3 g de SDS en 100 mL, pH 8.45

- Disolucion 5: Tampon catodo: Tris 0.1 M, tricina 0.1 M y SDS (0.1%), pH 8.3

- Disolucion 6: Tampon anodo concentrado (5x): Tris 1 M, pH 8.9

- Disolucion 7: Persulfato amoénico (100 mg/mL)

- Disolucion 8: Disolucion de fijacion: metanol/acido acético/agua (20/10/70)

- Disolucion 9: Disolucion de tincion: 1 g de azul de Coomassie (R 250) en 1 L
de metanol / agua destilada / acido ortofosforico (20/78/0.2)

- Disolucion 10: Disolucion para destenir: metanol / acido acético / agua

(20/10/70)

Preparacion del gel

El gel esta formado por tres partes, en los que varia el porcentaje de monomeros

totales (T) y el de monomeros entrecruzadores (C):
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¢ Gel de concentracion o Stacking (4 % Ty 3 % C):1.94 mL la disolucion 2,
1.2 mL disolucion 3, 5 mL disoluciéon 4, 11.66 mL agua bidestilada, 200 uL
disolucion 7 y 50 uL de TEMED.

e Gel espaciador o Spacer (10 % Ty 3 % C): 2.43 mL disolucién 2, 1.5 mL
disolucion 3, 3.33 mL disolucion 4, 2.59 mL agua bidestilada, 40 uL
disolucion 7 y 30 uL de TEMED.

e Gel de resolucion o Separating (14 % T y 4 % C): contiene 10 % de glicerol.
16 mL disolucion 1, 4 mL disolucion 2, 17 mL disolucion 4, 6.7 g glicerina,

14.7 mL agua bidestilada, 170 pL disoluciéon 7 y 50 uL de TEMED.

Se vierte primero el gel de resolucion entre los cristales de electroforesis con un
(separador de 1 mm) hasta aproximadamente 3.5 cm de la parte superior de los
cristales y cuando éste gelifica, se vierte el gel espaciador hasta aproximadamente
1.2 cm de la parte superior de los cristales. Cuando éste gelifica, se vierte el gel de
concentracion colocando en su interior el peine que servira de molde para la

formacion de pocillos donde se depositara la muestra.

Equipo y condiciones electroforéticas.

Se utiliza un equipo de electroforesis para geles verticales (Hoefer Scientific
Instruments, SE 600 series), que dispone de una fuente de alimentacion Power
Supply (Pharmacia, tipo ECPS 2000/300). El gel, previamente polimerizado entre
los cristales, y con las muestras depositadas en los correspondientes pocillos, se
introduce en una cubeta que se mantiene refrigerada con agua corriente durante el
desarrollo electroforético; se llena el deposito superior del aparato con tampon
catodo (disolucion 5) hasta cubrir los electrodos, y se llena el deposito inferior con

tampon anodo (disolucion 6), para favorecer el paso de la corriente.

El desarrollo de las proteinas a través del gel se lleva a cabo a una intensidad de
corriente constante (x 100 mA) y un voltaje inicial de 90 V que se incrementa hasta
200 o 300 V al final del proceso. La electroforesis se lleva a cabo durante 7-8

horas, hasta que el frente colorante esté aproximadamente a 1 cm del final del gel.
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Se procede a separar los geles de los cristales y se introducen durante toda la
noche en 500 mL de disolucion fijadora (disolucion 8). Posteriormente se
introducen los geles en disolucion de tincion (disolucion 9) durante 72 h y
posteriormente se destinen los geles en la disolucion 10 durante
aproximadamente 7 h, haciendo lavados con disolucion nueva hasta eliminar todo
el colorante del fondo del gel de forma que se visualicen claramente las bandas. Los
geles obtenidos segun el procedimiento descrito, se leen en un densitometro de
imagen modelo GS-670 de Bio Rad, que interpreta los resultados con el programa
Molecular Analyst version 1.1 y proporciona los densitogramas para cada una de

las carreras electroforéticas o electroforegramas.

Se usa el patron externo indicado en la tabla III.2, especifico para resolver

péptidos de intervalo de pesos moleculares 3-26 kDa.

Tabla III.2. Proteinas Patron

Proteina Pm (kDa)

Triosa fosfato isomerasa 26.6

Mioglobina 17
a-Lactoalbumina 14.2
Aprotinina 0.5
Insulina (cadena B) 3.4

Pm (peso molecular)

II11.2.4.3.d. Cuantificacion de proteinas

Se cuantifican las bandas de proteinas obtenidas en los distintos desarrollos
electroforéticos de proteinas totales, proteinas sarcoplasmicas y proteinas
miofibrilares a partir de los correspondientes densitogramas. La concentracion se
expresa como equivalentes de BSA (ug BSA / g de proteina). EI BSA se usa como

standard interno. La concentracion se determina a partir de la siguientes formulas:
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Area proteina a
Proteinas totales = P X —x 1000

Area BSA

Las proteinas se expresan como ug equivalentes de BSA/ mg de proteina total.
Donde:
a = ug de BSA en el volumen de muestra sembrado

b = ug de proteina en el volumen de muestra sembrado

. . Area proteina b 1
Proteinas sarcoplasmicas = Xax—X—

Area BSA c 0.5

las proteinas sarcoplasmicas se expresan como ug equivalentes de BSA / mg de

proteina sarcoplasmica.

Donde:
a = ug de BSA en el volumen de muestra sembrado
b = volumen obtenido en la extraccion de proteinas sarcoplasmicas (mL)
c = volumen de muestra sembrado (uL)
) o Area proteina b 1
Proteinas miofibrilares = — XaxX—X—
Area BSA c 0.5

las proteinas miofibrilares se expresan como pg equivalentes de BSA / mg de
proteina miofibrilar.
Donde:
a = ug de BSA en el volumen de muestra sembrado
b = volumen obtenido en la extraccion de proteinas miofibrilares (mL)

c = volumen de muestra sembrado (uL)
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II1.2.4.3.e. Cuantificacion de péptidos

La concentracion se expresa como equivalentes de citocromo C (ug CC / g de
carne o g de proteina). El citocromo C se usa como standard externo. Cada banda

del standard externo contiene exactamente 1 ug de citocromo C.

Area péptido «a
Péptdios = —— PeP x—x 1000
Area CC b

Los péptidos se expresa como ng de CC/ mg de proteina total.

Donde:
a = ug de CC en el volumen de muestra sembrado

b = ug de proteina en el volumen de muestra sembrado

I11.2.4.4. Actividad enzimatica

Se estudia la actividad proteolitica de diferentes proteasas (Catepsinas B, Dy L)y
peptidasas (Piroglutamilaminopeptidasa I y Dipeptidilpeptidasa IV). A continuacion
se describen las metodologias para la determinacion de estas actividades

enzimaticas:

II1.2.4.4.a. Actividad de las Catepsinas BY L

La determinacion de la actividad de catepsinas B y L se basa en el método de
Etherington et al., (1987). En este trabajo se determinan las actividades de

catepsinas (B + L) y catepsina B.

Se pesan 3 g de carne triturada y homogeneizada y se adiciona 27 mL de
tampon de acido citrico (0.1 M) que contiene 2 mL de Triton X-100 (pH 95); se
homogeneiza con ultraturrax, se centrifuga a 4000 g durante 15 min y se mide el

volumen del extracto.
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La actividad enzimatica se mide con un Fluorimetro TURNER modelo 112
conectado a un registrador (Kipp and Zonen CAT I recorder) ajustado a 10 mV, con
una velocidad del papel de 10 mm/min. El fluorimetro esta acoplado a un bano

termostatico ajustado a 37 °C.

Disoluciones

- Disolucion de tampon activante: Se pesa 277 mg de cisteina. HCI.H20, se
anade 39.5 mL de tampon fosfato y se diluye a 100 mL con una disolucion de
0.1 % de Brij 35 (éter polioxietilenlaurico). Se ajusta el pH a 5.5 y se diluye con
disolucion de Brij 35 al 0.1 % hasta 150 mL.

- Disolucion de sustrato: se prepara una disolucion 1 nM en
dimetilsulfoxido de N-carbobenzoxy-L-arginil-L-arginina-7-amino-4-
metilcumarina (Z-ARG-ARG-NHMeC) para la determinacion de catepsina B o N-
carbobenzoxy-L-fenilalanil-L-arginina-7-amino-4-metilcuarina (Z-PHE-ARG-
NHMeC) para la determinacion de catepsinas B +L . Se diluye 25 veces en

disolucion de Brij 35 al 0.1 %.

Para la determinacion de la actividad enzimatica se mezcla 100 uL del extracto
diluido, 3.80 mL de disolucion de tampon activante a 37 °C y 100 uL de

disolucion de sustrato.

Durante la reaccion, el substrato se degradada y se libera 7-amino-4-
metilcumarina (NHMeC). Este producto es marcadamente fluorescente y la
liberacion se registra en continuo. La determinacion se realiza por excitacion a 355
nm y por emision a 460 nm. Una vez comienza la reaccion y se estabiliza la senal,
ésta se registra durante 10 min y se obtiene una linea recta cuya pendiente se

calcula.

7-amino-4-metilcumarina
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La actividad se calcula como:

Actividad enzimatica=h X 0572 xV X f

Donde:
Actividad enzimatica: nmol NHMec que se liberan por min y por g de

carne fresca

h: pendiente de la linea registrada (en cm / min)

V: mL de extracto obtenidos en la extraccion con tampoéon de acido
citrico (0.1 M)

f: factor de diluciéon

II1.2.4.4.b. Actividad de la Catepsina D

La determinacion de la actividad catepsina D se basa en el método de Barret et

al., (1981).

Se pesan 3 g de carne triturada y homogeneizada, se anade 25 mL de tampon
acido citrico 0.1 M que contiene 2 mL de Triton X-100 (pH 5.0); se homogeneiza
con ultraturrax y se centrifuga a 4000 g durante 15 min. Se filtra y se recoge el

extracto obtenido.

Se calienta a 37 °C 10 min 1 mL de hemoglobina 3 % y 1 mL de tampon acido
formico pH 3.2 (94.3 mL en 1 L). La incubacion se realiza por triplicado en tres
tubos de centrifuga. A uno de ellos, que actuara como blanco, se le anade 20 (L de
pepstatina A, inhibidor de la catepsina D (50 uM en etanol absoluto); a los tres
tubos se anade 1.5 mL del extracto de catepsina D obtenido. La incubacion se
detiene por adicion de 1 mL de acido tricloroacético 10 %. Se mezcla, se filtra y se
determina la cantidad de triptéfano en el filtrado segiun el método Messineo &

Musarra (1972).

Se refrigera 15 min 0.7 mL del filtrado (por duplicado para cada tubo con
extracto o blanco), se anade 2.10 mL de reactivo colorante (126 mL H2SO4 al 75 %,
4-5 mL de fructosa (Img / mL) y 4-5 mL de cisteina 2.5 %, se mezclan y se
mantienen a 45 °C 15 min y luego se dejan enfriar). Se mezcla cuidadosamente y

se mantiene 1 h a temperatura ambiente, se determina la absorbancia a 515 nm
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(As1s) en un espectrofotometro CECIL CE 1020 con una cubeta de 1 cm de lado. La

cantidad de hemoglobina degradada se calcula usando la siguiente curva patron:

[Hemoglobina] = 0.8748(Am — Abl) +0.0016 r = 0.9996
(mg/mL)

Donde:
Am = absorbancia de la muestra a 515 nm

Abl = absorbancia del blanco a 515 nm

La actividad enzimatica de la catepsina D se expresa como:

cxV, xV,x1000

Actividad enzimatica de la catepsina D=
gXtxV,

Donde:
Actividad enzimatica de la catepsina D = ug hemoglobina degradada /

min / g carne (b.h.)

c = concentracion de hemoglobina degradada en mg /mL
Vi1 =V total de la cubeta (mL)

V2 =V total de extracto (mL)

V3 =V de extracto analizado (mL)

g = g de carne

t = tiempo de incubacion

II1.2.4.4.c. Actividad de las enzimas Piroglutamilaminopeptidasa I vy

Dipeptidilpeptidasa IV

La determinacion de la actividad de las enzimas Piroglutamilaminopeptidasa I

(PGAP 1) y Dipeptidilpeptidasa IV (DPP IV) se realiza segian Blanchard et al., (1993)
y McDonald et al., (1986).

Se pesa 3 g de carne triturada y homogeneizada y se adiciona 25 mL de tampon
pH 7.5 Tris-acetato (50 mM), con EDTA (2mM) y ditiotreitol (2 mM); se homogeneiza
con ultraturrax, se centrifuga a 2500 g durante 15 min, y se filtra. Se diluye al 3 %
en agua para la determinacion de la actividad de la PGAP I y al 50 % en agua para

la determinacion de la actividad de la DPP IV.
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La actividad enzimatica se mide con wun fluorimetro de las mismas
caracteristicas que el descrito en el apartado II1.2.4.4.a, a una longitud de onda de

excitacion de 355 nm y a una longitud de onda de emision de 460 nm.

Disoluciones

- Disolucion de tampon activante: se pesa 277 mg de cisteina.HC1.H20, se
anade 39.5 mL de tampon fosfato y se diluye a 100 mL con una disolucion de
0.1 % de Brij 35 (éter polioxietilenlaurico). Se ajusta el pH a 5.5 y se diluye con
disolucion Brij 35 al 0.1 % hasta 150 mL.

- Disolucion de sustrato: se prepara una disolucion 1 nM en
dimetilsulfoxido de glicilprolilaminometilcumarina (Gly-Pro-NHMeC) para la
determinacion de DPP VI o piroglutamilaminometilcumarina (Pyr-NHMeC) para

la determinacion de PGAP I. Se diluye 25 veces en disolucion de Triton al 0.1 %.

Para la determinacion de la actividad enzimatica se mezcla 100 uL del extracto
diluido, 3.80 mL de disolucion de tampon activante a 37 °C y 100 uL de

disolucion de sustrato.

Durante la reaccion, el substrato se degradada y se libera 7-amino-4-
metilcumarina (NHMeC). Este producto es marcadamente fluorescente y la
liberacion se registra en continuo. Se determina por excitacion a 370 nm y por
emision a 460 nm. Una vez comienza la reaccion y se estabiliza la senal, ésta se
registra durante 10 min y se obtiene una linea recta cuya pendiente se calcula. La

actividad se calcula como:

Actividad enzimatica=h x 0.572xXV X f

Donde:
Actividad enzimatica: nmol NHMec que se liberan por min y por g de
carne (b.h.)
h: pendiente de la linea registrada (en cm / min)
V: mL de extracto obtenido

f: factor de diluciéon
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I11.2.5. LIPIDOS

II1.2.5.1. Extraccion y cuantificacion por el método Soxhlet

Se procede a la extraccion de la grasa intramuscular a partir de las muestras de
los musculos biceps femoris y semimembranosus. Para ello las muestras de carne
trituradas y homogeneizadas se liofilizan en un liofilizador Telstar Lioalfa-6 que
trabaja a 103 mbar con condensador a -45° C, durante 48 h. Las muestras
liofilizadas se pulverizan en un mortero. Se realiza una extraccion Soxhlet con éter

de petroleo durante 16 h y posteriormente el disolvente se elimina en rotavapor a
70° C durante 2 h.

La cantidad de lipidos extraidos se calcula segun la siguiente formula:

Lipidos = (5 ;E))x 100

2

Donde:
Po = Peso del matraz vacio (g)
P1 = Peso final del matraz con los lipidos extraidos (g)

P2 = Peso inicial de la muestra (g)
II1.2.5.2. Analisis de acidos grasos por Cromatografia de Gases
II1.2.5.2.a. Extraccion de la grasa
Se obtienen muestras trituradas y homogeneizadas de la grasa asociada al

musculo biceps femoris y de los musculos biceps femoris y semimembranosus, y se

extrae la grasa con cloroformo/metanol (2/1) (método de Folch et al., 1957).
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II1.2.5.2.b. Analisis de la composicion en acidos grasos totales

A partir de las muestras de grasa obtenidas segun el protocolo descrito en el
apartado II1.2.5.2.a se obtienen los ésteres metilicos por derivatizacion con NaOH
0.5 N en metanol, de acuerdo con el método oficial de la AOAC (1997). Se analizan
los ésteres metilicos en un cromatografo HP 6890 con un inyector sobre columna
CP-Sil 88 (100 m x 0.25 pm x 0.2 uym de Chrompack) y detector de ionizacion de
llama. El gas portador es hidrogeno (P = 1.6 bar)

Las condiciones de trabajo son las siguientes:

- Inyector: 250 °C

- Detector: 280 °C

- Temperatura inicial: 150 °C durante 2 min

- Primer calentamiento: 1 °C /min hasta alcanzar 158 °C
- Temperatura final: 158 °C durante 22 min

- Segundo calentamiento: 1 °C /min hasta alcanzar 200 °C

Para la identificacion y cuantificacion de los acidos grasos en base a su tiempo
de retencion, se utilizan los estandares proporcionados por Sigma (Belgium),

Larodan (Sweden) y NuChek Prep. (USA).

II1.2.5.2.c. Analisis de las fracciones de glicéridos, fosfolipidos y acidos grasos

libres

A partir de los extractos obtenidos en el apartado III.2.5.2.a. se realiza la
siembra en placas de cromatografia en capa fina cubiertas con silica G. Las placas
se saturan primero con una mezcla hexano/éter dietilico/acido acético (70/30/2),
y posteriormente con una mezcla hexano/éter dietilico/acido acético (40/60/1.3).
Se identifican las diferentes fracciones: triglicéridos, diglicéridos, monoglicéridos,
acidos grasos libres y fosfolipidos (Fig III.4). Con ayuda de una espatula se
transfiere el silica Gel de las diferentes fracciones a tubos donde se procede a la

precipitacion de este silica Gel, y a la extraccion de los acidos grasos de las
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diferentes fracciones con cloroformo/metanol (1/2). Posteriormente se realiza la
metilacion de los acidos grasos por derivatizacion con NaOH 0.5 N en metanol, de
acuerdo con el método oficial de la AOAC (1997). Los ésteres metilicos se analizan
por Cromatografia de Gases en las mismas condiciones que en el apartado

I11.2.5.2.b.

—» TRIGLICERIDOS

—» ACIDOS GRASOS
LIBRES

—» DIGLICERIDOS
—» MONOGLICERIDOS
AN AN R S AR AT DS — > FOSFOLIPIDOS

Fig. II1.4. Esquema del desarrollo cromatografito en capa fina de los extractos de grasa.

I11.2.5.3. Indices de Acidez, de Peréxidos v de Yodo

Se determinan los indices de acidez, de yodo y de peroxidos de la grasa
intramuscular de los musculos biceps femoris y semimembranosus, asi como del
tocino o grasa asociada al musculo biceps femoris, en las siguientes muestras:

pernil, pernil salado y jamoéon “D.O. Teruel”.

La preparacion de la muestra es diferente segun se trate de la grasa
intramuscular o de la grasa asociada al musculo biceps femoris. La grasa
intramuscular se extrae por el método de Soxhlet (apartado III.2.5.1) y la grasa
asociada al musculo biceps femoris se tritura y se deja al bano Maria a 40° C hasta

su fusion. Una vez fundida, se filtra a vacio con papel Whatman n°4 y se pesa.
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I11.2.5.3.a. Indice de acidez

El indice de acidez indica el numero de miligramos de hidroxido potasico
necesarios para neutralizar los acidos grasos libres contenidos en un gramo de
materia seca. La acidez de las muestras se determina segun la norma UNE 55011.

La acidez de las muestras se expresa como grado de acidez.

II1.2.5.3.b. Indice de peréxidos

Se denomina indice de peroxidos a los miliequivalentes de oxigeno activo
contenidos en un kilogramo de materia ensayada, calculados a partir del yodo
liberado de un exceso de yoduro potasico. Las sustancias que oxidan al yoduro
potasico en las condiciones del ensayo son peroxidos u otros productos de
oxidacion de la grasa, por lo que el indice obtenido puede tomarse como una
expresion cuantitativa de los peroxidos de la grasa. El indice de peroxidos se

determina segun la norma UNE 55-023-73.

I11.2.5.3.c. Indice de Yodo

El indice de yodo es una expresion cuantitativa del grado de insaturacion de la
grasa, que representa convencionalmente el numero de gramos de yodo fijados por
cada 100 g de muestra. El indice de yodo se determina segun la norma UNE
55013.

I11.2.6. TECNICAS MICROSCOPICAS

La caracterizacion de la microestructura se lleva a cabo mediante las técnicas
de Microscopia Electronica de Barrido a bajas temperaturas (Cryo-SEM),
Microscopia Electronica de Barrido (SEM), Microscopia Optica (LM) y Microscopia

Electronica de Transmision (TEM).
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II1.2.6.1. Microscopia Electronica de Barrido a bajas Temperaturas (Cryo-SEM)

Se obtienen muestras de los musculos biceps femoris y semimembranosus, asi
como de la grasa asociada al musculo biceps femoris para ser observadas por Cryo-

SEM.

Las muestras recién obtenidas se sumergen en N2 nieve a temperatura
< -210° C, y se transfieren rapidamente a un Cryo-Trans CT1x500C de Oxford
Instruments acoplado a un microscopio electronico de barrido JEOL JSM 5410,

que trabaja en condiciones de congelacion (T< -130° C) a vacio (1 kPa).

En el Cryo-Trans la muestra se fractura a -180° C con ayuda de un pequeno
punzon. Opcionalmente, la muestra se introduce en la camara del microscopio
para ser sublimada a -90° C, con el fin de eliminar el posible exceso de escarcha

superficial que pueda enmascarar la adecuada observacion de la muestra.

Finalmente, antes de proceder a su estudio, la muestra se recubre con Au en el
mismo Cryo-Trans (0.2 kPa y 40 mA). Una vez metalizada, se introduce en el
microscopio a 15 kV y a distancia de trabajo de 15 mm para la obtencion de

imagenes.

II11.2.6.2. Microscopia Electronica de Barrido (SEM)

Se cortan cubos de muestra de 2-3 mm3 con hoja de acero inoxidable y se
introducen en disolucion fijadora (glutaraldehido al 2,5 % en tampon fosfato
0.025M, pH 6.8) a 4°C durante 24 h. Transcurrido este tiempo, se elimina la
disolucion fijadora mediante lavados sucesivos en disolucion de tampon fosfato
0.025M (pH 6.8), que se renueva cada hora hasta 5 veces. A continuacion, se
sumergen en disolucion fijadora de tetroxido de osmio al 2% en tampon fosfato
0.05M, pH 6.8. Esta disolucion también se elimina con lavados en tampon fosfato
0.025M (pH 6.8) de 15 minutos cada uno. Se deshidrata la muestra en una serie de

disoluciones acuosas de etanol (10, 20, 40, 60, 80 %) cada 20 minutos, y en etanol
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al 100 % (3 cambios de 20 minutos). Finalmente, las muestras se ultradeshidratan

por la técnica de punto critico con CO2 en un equipo Polaron E3000.

Antes de su observacion por SEM, las muestras se montan sobre soportes
adecuados, con ayuda de plata coloidal, y se metalizan con oro en un equipo BAL-
TEC SCD 005 a vacio (10-5 kPa) con una corriente de ionizacion de 40 mA durante

90 s.

Una vez metalizadas, las muestras estan preparadas para ser observadas en el
microscopio electronico de barrido JEOL 6300 a 15 kV y distancia de trabajo de 15

mi.

I11.2.6.3. Microscopia Optica (LM)

Para el estudio por LM se obtienen muestras de aproximadamente 1-2 mm3. A
continuacion se someten a un proceso de fijacion con glutaraldehido (2,5 %) y tras
su lavado con tampon fosfato 0.025M, se postfijan con tetroxido de osmio (2 %), se
deshidratan con series graduales de etanol, se contrastan con acetato de uranilo

(4 %), se infiltran y se incluyen en resina ULV (65.5 °C, 3 dias).

Con ayuda de un ultramicrotomo (REICHERT-JUNG ULTRACUT) se cortan los
bloques para obtener secciones semifinas (1.5 pm), que se tinen con azul de
toluidina al 1 %. Tras la tincion, las muestras se secan y se fijan en un

portaobjetos de vidrio. Se observan por campo claro en un Microscopio Optico

Nikon Eclipse E800.

II11.2.6.4. Microscopia Electronica de Transmision (TEM)

Para su observacion por TEM, la preparacion de las muestras es la misma que
para LM. Sin embargo para TEM, los bloques se cortan por ultramicrotomia
(REICHERT-JUNG ULTRACUT) en secciones ultrafinas de aproximadamente 0.10

pm de espesor. Estas secciones se recogen sobre rejillas de cobre y se tinen con
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citrato de Pb (4 %) y acetato de uranilo (2 %). Las muestras se observan en un

Microscopio Electronico de Transmision Philips EM 400 a 80 kV.

II1.2.6.5. Microanalisis por Dispersion de Energias de rayos X (EDX)

El estudio de penetracion de la sal a distintos niveles de profundidad en los
musculos biceps femoris y semimembranosus de los perniles y jamones curados se
realiza por microanalisis EDX (Energy Dispersive Spectrometer X-Ray), donde se

utiliza la senal que proporciona el cloro.

Las muestras recién cortadas (2 mm3 aproximadamente), se congelan
instantaneamente en nitrogeno liquido durante 1 min, y rapidamente se
introducen en un liofilizador Lioalfa-6/Telsar. Estas muestras se obtienen de las
diferentes zonas en las que se divide el musculo: Norte, Sur, Este y Oeste, para el
estudio de penetracion de la sal (ver aptdo. III.2.3, fig. III.2). Las condiciones de
trabajo son 1 Pa y -45 °C de temperatura. Cada muestra, asi fijada, se cierra a
vacio en viales adecuados en el mismo liofilizador, de modo que son estables hasta

su posterior metalizacion con carbono.

El carbono se utiliza con mucha frecuencia para el microanalisis de rayos X,
debido a que las lineas de emision caracteristicas del recubrimiento metalico

convencional con oro podian dificultar la busqueda de los elementos de la muestra.

El microanalisis por EDX se realiza mediante SEM convencional, puesto que el
microscopio JEOL 6300 esta dotado de detector para rayos X y sistema LINK para

su procesado.

Los estandares que se utilizan para la calibracion cuantitativa de las energias
dispersivas de los espectros obtenidos por rayos X son: C (grafito), O (cuarzo), Na
(albita), Si (cuarzo), P (fosfuro de galio), S (pirita), Cl (cloruro de potasio) y K

(ortoclasa). El sistema LINK-ISIS dispone internamente de la informacion de esos
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estandares, y el usuario debe actualizar dicha calibracion peridodicamente, cada
tres o cuatro horas de trabajo, para lo que se recurre al menu adecuado del

programa.

Las determinaciones se realizan a 20 kV, una distancia de trabajo de 15 mm y

una intensidad de corriente de 60 nA.

II1.2.7. ANALISIS ESTADISTICO DE LOS DATOS

El analisis estadistico de los resultados se lleva a cabo mediante analisis de la
varianza (ANOVA) y se calculan diferencias minimas significativas (LSD) al nivel de
significacion < 0.05. Se emplea el programa estadistico Statgraphics 4 asistido por

ordenador.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados obtenidos en este trabajo se presentan en cuatro grandes
apartados que intentan dar una vision general de los cambios quimicos y
microestructurales mas significativos que tienen lugar durante el proceso de

elaboracion del jamon curado Denominacion de Origen Teruel (“D.O. Teruel”).

En un primer apartado se lleva a cabo una caracterizacion de la matera prima y
se observa la evolucion de los diferentes parametros quimicos mas relevantes

durante el proceso de elaboracion.

En el segundo y tercer apartados se profundiza en los cambios quimicos
relacionados con los fenomenos proteoliticos y lipoliticos, que determinan de forma

decisiva las caracteristicas sensoriales del producto final.

Por ultimo se lleva a cabo un amplio estudio de la evolucion de la
microestructura a lo largo del proceso mediante el uso de diferentes técnicas
microscopicas complementarias, como son la Microscopia Electronica de Barrido a
bajas Temperaturas (cryo-SEM), la Microscopia Electronica de Barrido (SEM), la
Microscopia Optica (LM) y Microscopia de Transmisiéon (TEM). Como complemento
a los estudios microestructurales se realiza un seguimiento de la distribucion de la

sal a diferentes profundidades en el jamoén curado por microanalisis SEM-EDX.

75



IV. Resultados y Discusion

IV.1. EVOLUCION DE LOS PRINCIPALES PARAMETROS QUIMICOS

En este apartado se presentan los resultados obtenidos en el analisis de los

principales componentes quimicos durante la elaboracion del jamon “D.O. Teruel”.

Se analizan las proteinas y los lipidos como componentes mayoritarios,
determinantes de las principales propiedades fisico-quimicas y estructurales del

producto en las diferentes etapas del proceso de elaboracion.

Por otra parte el estudio de la evolucion de la humedad, en paralelo a la de los
cloruros y cenizas, informa de como transcurre el fenomeno de difusion de la sal en
los musculos estudiados. El salado de la materia prima es una de las etapas mas

importantes de la elaboracion de este producto carnico curado.

La nomenclatura utilizada para identificar las muestras estudiadas en distintos
puntos del proceso es la siguiente (los tiempos se refieren a los plazos
transcurridos después del sacrificio): se denomina muestra 1 al pernil (t = 4 dias);
muestra 2 al pernil salado obtenido después de la etapa de salado (t = 15 dias),
muestra 3 al jamon postsalado obtenido después de la etapa de postsalado (t = 2.5
meses); muestra 4 al jamon en maduracion obtenido a mitad de la etapa de
maduracion (t = 6.5 meses) y por ultimo muestra 5 al jamon curado “D.O. Teruel”

que es el producto final (t = 12 meses).
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IV.1.1. EVOLUCION DEL CONTENIDO EN PROTEINAS, GRASA Y AGUA

En la tabla IV.1 se observa los valores medios de la humedad, proteinas, y grasa
obtenidos para los musculos biceps femoris y semimembranosus durante el proceso

de elaboracion.

Tabla IV.1. Porcentajes de humedad (g agua/ 100 g muestra), proteinas (g proteina / 100 g
muestra b.h.) y grasa (g grasa / 100 g muestra b.s.) en los musculos biceps femoris y
semimembranosus, para pernil (1), pernil salado (2), jamoén postsalado (3), jamon en
maduracion (4) y jamoén curado “D.O. Teruel” (5). (X: valor medio, S: desviacion tipica).

X S X S

Muestra X S
1 74.61 0.51 20.08  0.06 3.38 0.54
2 72.19 0.42 21.15 0.36 2.14 0.20
3 71.73 0.27 20.89  0.25 2.23 0.026
4 66.51 0.18 21.16 0.35 4.40 0.02
5 57.70 0.47 26.06  0.02 3.58 0.38
1 74.77 0.49 20.91 0.20 2.84 0.23
2 69.28 1.45 21.81 0.09 1.27 0.23
3 64.45 0.87 2327  0.39 2.51 0.01
4 58.61 0.09 26.05 1.68 5.88 0.09
S 47.75 0.63 36.71 2.86 6.51 0.08
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La humedad en el musculo biceps femoris del pernil es 74.61 %, disminuye en
pernil salado a 72.19 % y después de la etapa de postsalado alcanza 71.73 %.
Posteriormente, se produce un descenso en la primera mitad de la maduracion
hasta 66.51 % que continua hasta 57.70 % en el jamon curado, lo que supone una

disminucion de humedad de 22 % respecto del pernil.

En el caso del musculo semimembranosus, la humedad en el pernil es de
74.77 % y en el pernil salado es de 69.28 %. Durante la etapa de postsalado se
produce un descenso hasta 64.45 %, que continua durante la maduracion hasta
58.61 %. En jamon curado la humedad es 47.75 %, lo que supone una reduccion

de 36 % respecto de la materia prima original.

La humedad a lo largo del proceso de elaboracion del jamoéon disminuye por dos
motivos: tras la etapa de salado, debido al efecto osmoético producido por la sal, y
por otra parte, se produce una disminucion de la humedad por deshidratacion
debido a las condiciones (T*, humedad) en las que transcurre el proceso de
elaboracion. La situacion del musculo biceps femoris, cubierto de piel y de grasa,
dificulta la salida de agua y explicaria los valores mas altos encontrados en este
musculo si se compara con el musculo semimembranosus a partir de la etapa de
postsalado. Es interesante destacar que valores mas altos de humedad pueden ir
asociados a una mayor actividad proteolitica en el musculo biceps femoris tal y
como se comprueba en apartados posteriores de este trabajo (IV.2.3), determinante

en el proceso estudiado.

Estos valores de humedad en los musculos biceps femoris y semimembranosus,
coinciden con los descritos por otros autores para jamon Serrano, jamoén Ibérico,
jamon de Bayona (Arnau et al., 1995; Monin et al., 1997; Price et al., 1994; Armero,

1998; Cordoba et al., 1994; Garcia-Garrido et al., 1999).
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El porcentaje medio proteinas de los musculos biceps femoris y
semimembranosus de los diferentes puntos durante el proceso de elaboracion de
jamon “D.O. Teruel” se presentan en la tabla IV.1. La proteina total es de 20.08 %
en el musculo biceps femoris de pernil y 20.91 % en el musculo semimembranosus.
Estos valores varian progresivamente a lo largo del proceso, y en el jamon curado
“D.0O. Teruel” el porcentaje final de proteina total es de 26.06 % en el musculo
biceps femoris y de 36.71 % en semimembranosus. Se produce una concentracion
de los componentes proteicos que se relaciona basicamente con la pérdida de
humedad; estos resultados son coincidentes con los obtenidos en el analisis del

nitrogeno total (aptdo. IV.2.1) como era de esperar.

A este resultado puede también contribuir una pérdida por difusion hacia el
exterior de componentes de bajo peso molecular generados por una marcada
proteolisis durante el proceso (Flores et al., 1984; Martin et al., 1998a; Antequera et
al., 1994): el sentido de la difusion seria desde el musculo biceps femoris hacia el
musculo semimembranosus, debido precisamente a su distribucion espacial en la

pieza del jamon, como ya se ha comentado para el caso de la humedad.

Estos valores coinciden con los citados en bibliografia para la carne de cerdo
(Belitz et al., 1997; Ordonez et al., 1998) y se corresponden con aproximadamente
un 20 % de proteina total tanto en el musculo biceps femoris como en el

semimembranosus.

En la tabla IV.1 se muestran los porcentajes de la grasa intramuscular,
determinada como fraccion lipidica extraida por el método de Soxhlet, a partir de
los musculos biceps femoris y semimembranosus del pernil, pernil salado, jamon

postsalado, jamoén en maduracion y jamon “D.O. Teruel”.
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El porcentaje de grasa intramuscular en el musculo biceps femoris es 3.38 % y
en el semimembranosus 2.84 %, en el pernil. Estos valores son del mismo orden
que los descritos por otros autores también para carne de cerdo (Ordonez et al.,
1998; Armero et al.,, 2002; Price et al.,, 1994). Se trata de grasa intramuscular
situada en los espacios entre haces celulares, junto con el tejido conjuntivo
perimisial, que es mas abundante en el musculo biceps femoris. En el jamoén
curado, el porcentaje de grasa intramuscular es 3.58 % en el musculo biceps

femorisy 6.51 % en el musculo semimembranosus.

Se destaca en ambos musculos una importante disminucion de los compuestos
lipidicos extraidos después de la etapa de salado. Es posible que la alta
concentracion de sal tras la etapa de salado dificulte la determinacion de la grasa

en las condiciones experimentales en que se realiza.

En el jamon curado aunque aparentemente se produce un aumento de los
compuestos lipidicos (3.58 % y 6.51 % en los musculos biceps femoris y
semimembranosus, respectivamente), este efecto se atribuye a la importante
pérdida de humedad, especialmente en el musculo semimembranosus. Realmente,
si se calcula el contenido en grasa en base seca, se aprecia una disminucion de los
compuestos lipidicos en el musculo biceps femoris desde 13.13 % en pernil hasta
8.45 % en jamoén curado, y en el musculo semimembranosus desde 14.20 % en el
pernil hasta 12.46 % en el jamon curado, que se podria atribuir a la importante
lipolisis que tiene lugar; la oxidacion que se produce en este proceso, origina una

disminucion de los compuestos liposolubles extraidos.

80



IV. Resultados y Discusion

IV.1.2. EVOLUCION DEL CONTENIDO EN CLORUROS Y EN CENIZAS

Durante la elaboracion del jamon curado una de las etapas mas relevantes es la
etapa de salado. En esta etapa se utilizan las denominadas sales de curado cuya
composicion consiste fundamentalmente en cloruro soédico. El salado constituye la
primera fase de estabilizacion del producto, implica una reduccion de la cantidad
de agua disponible, al elevar la fuerza ionica del medio y produce un aumento de la
solubilidad de las proteinas musculares, favoreciendo asi la manifestacion de sus

propiedades tecnologicas.

En la tabla IV.2 se presentan los valores medios de la humedad, cenizas, y
cloruros calculados para los musculos biceps femoris, y semimembranosus, asi
como para la grasa asociada al musculo biceps femoris, obtenidos durante el

proceso de elaboracion.

Los valores de NaCl (g NaCl / 100 g muestra) obtenidos por potenciometria en el
analisis de cloruros de las muestras estudiadas a lo largo del proceso de
elaboracion de jamoén curado “D.O. Teruel” se presentan en la tabla IV.2; se estudia
la evolucion de los cloruros en el musculo biceps femoris y en el semimembranosus,
asi como en la grasa asociada al musculo biceps femoris. El porcentaje de NaCl en
el musculo biceps femoris de pernil es de 0.89 %, tras el salado el porcentaje es de
5.15 % y este valor aumenta tras la etapa de postsalado hasta 8.58 % lo que indica
que durante esta etapa continua la difusion de NaCl hacia este musculo mas
interno. En la primera mitad de la maduracion se produce un gran aumento de la
cantidad de cloruros hasta 16.17 % y este valor es de 15.71 % en el jamoén curado.
Estos valores finales mas altos se atribuyen a la concentracion de la sal por la
importante disminucion de humedad que tiene lugar durante los ultimos 9 meses

del proceso, en las etapas de secado y maduracion.
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Tabla IV.2. Porcentajes de humedad (g agua/ 100 g muestra), cloruros (g NaCl / 100 g
muestra b.h.) y cenizas (g cenizas / 100 g muestra b.h.) en los musculos biceps femoris y
semimembranosus, y en la grasa asociada al musculo biceps femoris para pernil (1), pernil
salado (2), jamon postsalado (3), jamoéon en maduracion (4) y jamon curado “D.O. Teruel” (5).
(X: valores medios; S: desviacion tipica).

1 0.89 0.24 1.04 0.03

74.61 0.51
2 72.19 0.42 5.15 0.84 _ _
3 71.73 0.27 8.58 0.07 1.41 0.35
4 66.51 0.18 16.17 0.26 4.46 0.56
5 57.70 0.47 15.71 0.14 _ _
1 74.77 0.49 1.28 0.04 1.19 0.04
2 69.28 1.45 18.26 0.38 5.61 0.76
3 64.45 0.87 16.95 0.09 2.97 0.06
4 58.61 0.09 14.55 0.25 _ _
5 47.75 0.63 11.43 0.04 3.73 0.58
1 10.74 1.38 0.16 0.01 0.15 0.02
2 15.63 3.60 1.36 0.04 1.41 0.08
3 13.93 0.72 0.41 0.05 1.12 0.07
4 6.55 1.60 0.60 0.06 1.45 0.01
5 3.91 0.53 0.44 0.05 _ _
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En el musculo semimembranosus de pernil el porcentaje medio de NaCl es de
1.28 %, y este valor aumenta considerablemente hasta 18.26 % en el pernil salado,
este aumento mas brusco se atribuye en esta etapa a la situacion externa de este
musculo y al contacto casi directo con las sales, separado solamente por el
pequeno musculo gracilis. En el jamoén tras postsalado la cantidad de NaCl es de
16.95 %. Esta disminucion después de la etapa de postsalado puede ser debida a
la migracion de sal hacia los musculos mas humedos donde se facilita, debido a la
mayor humedad, la disolucion del NaCl. Segun algunos autores la concentracion
de sales en los jamones varia a lo largo del proceso debido a la penetracion de la
sal desde los musculos mas externos, hacia los internos mas humedos (Sarraga et

al., 1989, Arnau et al., 1995).

Este hecho explicaria también los valores de NaCl encontrados en el musculo
semimembranosus al final del proceso (14.55 % en jamoéon a mitad de la maduracion
y 11.43 en jamon curado) que continuan disminuyendo en este musculo mientras
que, en sentido opuesto, en el musculo biceps femoris se produce el aumento mas

importante durante estas etapas.

El analisis de cloruros de la grasa asociada al musculo biceps femoris (tabla
IV.2) muestra que la cantidad de NaCl que penetra en el jamon a través de este
tejido es relativamente baja si se compara con la difusion de sal a través del tejido
muscular (principalmente a través de los musculos externos como el musculo
semimembranosus). Se produce un incremento después de la etapa de salado
(desde 0.16 % hasta 1.36 %) para estabilizarse posteriormente hasta el final del

proceso hasta un valor de 0.44 % en jamon curado.

La evolucion del contenido en cloruros logicamente deberia reflejarse en una
evolucion paralela en cenizas. No hay bibliografia disponible al respecto en otros
tipos de jamon curado. Por este motivo parecio interesante abordar, a titulo

orientativo, la pauta de evolucion de este parametro.
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Los valores obtenidos en la determinacion de cenizas de las muestras
estudiadas en algunos puntos del proceso de elaboracion de jamon curado “D.O.
Teruel” se presentan en la tabla IV.2; se dan los datos correspondientes a los
musculos biceps femoris y semimembranosus, asi como de la grasa asociada al
musculo biceps femoris. Y en efecto, se observa un paralelismo entre la evolucion
de cenizas y del contenido en cloruros en los tres tipos de muestras en aquellos

puntos del proceso donde hay datos disponibles.

84



IV. Resultados y Discusion

IV.2. ESTUDIO DE LA FRACCION PROTEICA. PROTEOLISIS

Uno de los principales cambios bioquimicos que tienen lugar durante el proceso de
elaboracion del jamoén es la degradacion de la fraccion de proteinas. En este trabajo
el estudio de la proteolisis que tiene lugar durante el proceso se lleva a cabo en
primer lugar mediante el seguimiento de la evolucion del nitrégeno total y del
nitrogeno soluble en los musculos biceps femoris y semimembranosus, ya que son
variables relacionados con el fenomeno proteolitico (Toldra et al., 1992; Flores et
al., 1984). Y en segundo lugar se lleva a cabo un estudio mas fino por electroforesis
SDS-PAGE de la evolucion de las fracciones de proteinas totales, miofibrilares y
sarcoplasmicas en ambos musculos, asi como de la fraccion de péptidos en estos
mismos musculos en los distintos puntos del proceso. Se lleva a cabo también la
medida de la actividad de diversas enzimas proteoliticas (catepsinas B + L,
catepsina B, catepsina D, piroglutamilaminopeptidasa I y dipeptidilpeptidasa IV)
como factor relevante que influye en la maduracion de este producto y que influye

en las caracteristicas sensoriales del jamoéon curado “D.O. Teruel”.

IV.2.1. EVOLUCION DEL NITROGENO TOTAL Y SOLUBLE

Se determina el nitrogeno total y el nitrogeno soluble en los musculos biceps
femoris y semimembranosus segun los correspondientes protocolos descritos en el
apartado II1.2.4.2. El nitréogeno total (tabla IV.3) aumenta en el musculo biceps
femoris desde 3.21 g N / 100 g muestra (b.h.) en pernil hasta 4.17 g N / 100 g
muestra (b.h.) en jamoén curado; en el musculo semimembranosus aumenta desde
3.35 g N / 100 g muestra (b.h.) en pernil hasta 5.87 g N/ 100 g muestra (b.h.) en
jamon curado. Se puede decir que el nitrégeno total se mantiene constante a lo
largo del proceso, y solo se produce un aumento en la etapa final de la
maduracion, que coincide con la disminucion mas brusca de la humedad en ambos
musculos. Por tanto, se atribuye este aumento al cambio en la humedad mas que a
un aumento real del nitréogeno total, tal y como se ha comentado previamente en el

analisis de proteinas (aptdo. IV.1.1).
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Tabla IV.3. Porcentajes de nitrogeno total y de nitrégeno soluble (g / 100 g muestra (b.h.)) de
los musculos biceps femoris y semimembranosus de pernil (1), pernil salado (2), jamon
postsalado (3), jamoéon en maduracion (4) y jamoén curado “D.O. Teruel” (5). (X: valor medio; S:
desviacion estandar).

Nitrogeno total Nitrogeno soluble
g N total / 100 g g N soluble / 100 g —Nl\?(z})?:fe x100

muestra (b.h.) muestra (b.h.)

Muestra X S X S
1 3.21 0.01 1.26 0.01 39.25
2 3.38 0.06 1.26 0.01 37.27
biceps femoris 3 3.34 0.04 1.33 0.03 39.80
4 3.39 0.06 1.41 0.001 41.59
5 4.17 0.004 2.33 0.22 55.87
1 3.35 0.03 1.31 0.01 39.10
2 3.49 0.01 1.19 0.01 34.09
semimembranosus 3 3.72 0.06 1.52 0.09 40.86
4 4.17 0.27 1.70 0.02 40.76
S5 5.87 0.46 2.21 0.01 37.65

En la tabla IV.3 se presentan los valores de nitrogeno soluble para los distintos
puntos del proceso, en los musculos biceps femoris y semimembranosus, asi como
el porcentaje de éste con respecto al nitréogeno total. El nitrogeno soluble en ambos
musculos al principio del proceso (pernil) representa aproximadamente el 39 % del
nitrogeno total. En el musculo biceps femoris se produce un aumento de este
porcentaje hasta 55.87 % en el jamoén, y es en la etapa de maduracion donde se
produce el aumento mas brusco del nitrogeno soluble (el 97 % del aumento total
que se produce a lo largo del proceso), debido a los compuestos solubles que se van
generando producto de la marcada proteolisis que tiene lugar durante esta etapa
de maduracion (Flores et al., 1984; Martin et al., 1998a; Antequera et al., 1994).

Sin embargo, en el musculo semimembranosus se produce una disminucion del
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porcentaje de nitrogeno soluble con respecto al total durante la etapa de
maduracion, este hecho puede ser debido a que aunque se estan generando
compuestos solubles por proteolisis (aptdo. IV.2.2.3), también debe producirse
pérdida de compuestos por difusion hacia los musculos internos mas humedos.
Por otra parte los resultados de actividad enzimatica (aptdo. IV.2.3) revelan que
precisamente en la etapa de secado o maduracion esta actividad es mas intensa en
el musculo biceps femoris, lo que ayudaria a explicar también el mayor porcentaje
de nitrogeno soluble encontrado en este musculo. Los valores de nitrogeno soluble
que se presentan en ambos musculos son del mismo orden que los obtenidos para
jamoéon serrano, Ibérico y de Bayona por otros autores (Antequera et al., 1994;

Garcia-Garrido et al., 1999; Cordoba et al., 1994; Monin et al., 1997).

IV.2.2 PERFILES ELECTROFORETICOS DE LAS FRACCIONES PROTEICAS
TOTAL, SARCOPLASMICA Y MIOIFIBRILAR

El estudio por electroforesis SDS-PAGE de las fracciones de proteinas totales,
sarcoplasmicas y miofibrilares de los musculos biceps femoris y semimembranosus
a lo largo del proceso, permite llevar a cabo un estudio mas fino de las

consecuencias de la proteolisis que tiene lugar durante el proceso de elaboracion.

En este apartado se estudia cualitativa (SDS-PAGE) y semicuantitativamente
(densitometria) la evolucion de los componentes proteicos de las fracciones de
proteinas totales, sarcoplasmicas y miofibrilares a lo largo del proceso. En las
figuras IV.1 y IV.2 se presentan los electroforegramas obtenidos por SDS-PAGE
para estas fracciones proteicas del pernil, pernil salado, jamén postsalado, jamon
en maduracion y del jamon curado “D.O. Teruel”, de los musculos biceps femoris y
semimembranosus, extraidas segun el protocolo descrito en los apartados
[1.2.4.1.a, 1lI.2.4.1.b y II.2.4.1.c, respectivamente. La tabla IV.4 muestra los
resultados de la semicuantificacion realizada a partir de los densitogramas
obtenidos de los desarrollos electroforéticos de las diferentes fracciones proteicas
(figuras VIII.1, VIII.2, VIII.3, VIII.4, VIII.5 y VIII.6 del Anexo I); la concentracion se
expresa en mg equivalentes de BSA / g proteina de cada fraccion, en cada punto
del proceso y para los musculos biceps femoris y semimembranosus,

respectivamente.
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Proteinas Proteinas Proteinas
sarcopldsmicas totales miofibrilares

1 2 3 4 5|1 234 5|1 2 3 4 5

55-158 kDa

N/

26-48 kDa

N/

< 25 kDa

Figura IV.1. Electroforegrama obtenido por SDS-PAGE de la fraccion de proteinas totales,
sarcoplasmicas y miofibrilares del musculo biceps femoris de pernil (1), pernil salado (2),
jamoén postsalado (3), jamon en maduracion (4) y jamon curado “D.O. Teruel” (5).
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Proteinas Proteinas Proteinas
sarcoplasmicas totales miofibrilares

1 2 3 4 5|12 3 4 5|1 2 3 4 5

,

55-158 kDa

26-48 kDa

< 25 kDa

Figura IV.2. Electroforegrama obtenido por SDS-PAGE de la fraccion de proteinas totales,
sarcoplasmicas y miofibrilares del musculo semimembranosus de pernil (1), pernil salado (2),
jamon postsalado (3), jamon en maduracion (4) y jamon curado “D.O. Teruel” (5).
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Se lleva a cabo un estudio preliminar mas grosero sobre la evolucion de las
proteinas totales, sarcoplasmicas y miofibrilares a lo largo del proceso; para ello se
dividen los desarrollos electroforéticos (figuras IV.1 y IV.2) en tres intervalos
comprendidos entre 55-100 kDa, 26-48 kDa y < 25 kDa, respectivamente. Este
criterio ya ha sido utilizado por otros autores (Toldra et al., 1993) para facilitar el
estudio de la evolucion de los diferentes componentes proteicos a lo largo del
proceso de elaboracion de jamones curados, de forma que se obtiene una primera
vision general de lo que ocurre en el proceso a distintos intervalos de pesos
moleculares. Por densitometria se cuantifican las proteinas pertenecientes a cada
uno de los tres intervalos en cada punto del proceso y para cada musculo,

respectivamente (tabla IV.4 y figuras VIII.1 y VIIL.8 del Anexo I).

Del estudio de las proteinas sarcoplasmicas por intervalos de pesos moleculares
(tabla IV.4 y Fig. IV.3) se deduce que en el musculo semimembranosus la etapa de
salado es especialmente critica, ya que en esta etapa se observa una disminucion
importante, especialmente en las proteinas de 26-48 kDa, lo que se atribuye, por
un lado, al efecto insolubilizador de la sal, y por otro lado, al drenaje que se
produce durante la etapa de salado; este hecho no se aprecia en el musculo biceps
femoris donde la sal penetra mas lentamente durante las etapas de postsalado y
maduracion (aptdo. IV.1.2, tabla IV.2) y donde el drenaje es siempre menor. En
ambos musculos la disminucion de las proteinas sarcoplasmicas en todos los
intervalos estudiados es mas importante durante la etapa de la maduracion, tal y

como se observa en la tabla IV.4.
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musculo biceps femoris
proteinas sarcoplasmicas

—m— 55-158 kDa
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Figura IV.3. Evolucion de los valores de mg equivalentes de BSA / g proteina sarcoplasmica
de los musculos biceps femoris y semimembranosus de pernil (1), pernil salado (2), jamon
postsalado (3), jamo6n en maduracion (4) y jamon curado “D.O. Teruel” (5) para los intervalos
de pesos moleculares de 55-158 kDa, 26-48 kDa y < 25 kDa.

Del estudio de las proteinas miofibrilares por intervalos de pesos moleculares
(tabla IV.4 y Fig. IV.4) hay que destacar un aumento importante en la etapa de
salado para las proteinas miofibrilares del musculo semimembranosus,
especialmente en el intervalo 26-48 kDa, que podria justificarse por la
insolubilizacion de proteinas sarcoplasmicas en esta etapa, tal y como se acaba de
comentar. Por otra parte, si se comparan los valores obtenidos para el musculo
semimembranosus con los del musculo biceps femoris (Fig. IV.4), se observa que en
la etapa de maduracion la disminucion en el contenido de proteinas, en cualquiera
de los intervalos de pesos moleculares estudiados, es mas brusca en el musculo
biceps femoris. Este hecho podria estar relacionado con una mayor actividad
enzimatica que permanece en este musculo en mayor grado hasta el final del

proceso, segun se estudia en este trabajo en apartados posteriores (aptdo. IV. 2.3).
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Figura IV.4. Evolucion de los valores de mg equivalentes de BSA / g proteina miofibrilar de
los musculos biceps femoris y semimembranosus de pernil (1), pernil salado (2), jamon
postsalado (3), jamon en maduracion (4) y jamon curado “D.O. Teruel” (5) para los intervalos
de pesos moleculares de 55-158 kDa, 26-48 kDa y < 25 kDa.

Del estudio de las proteinas totales por intervalos de pesos moleculares para los
musculos biceps femoris y semimembranosus (tabla IV.4) se observa que los
resultados son similares a los obtenidos para las proteinas miofibrilares, lo que
indica, como es sabido, que la fraccion de proteinas miofibrilares es mayoritaria, y
los cambios que tienen lugar en esta fraccion deben ser equivalentes a los
estudiados en la fraccion de proteinas totales. Destacar que tanto en la fraccion de
proteinas miofibrilares como en la total al final del proceso se observan unos
desarrollos electroforéticos bastante continuos en los que no se distinguen
claramente las diferentes bandas de proteinas que se identificaban hasta la mitad

de la maduracion. Este hecho puede ser debido a la generacion de numerosos
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compuestos de proteolisis que abarcan todo el intervalo de pesos moleculares
estudiado. Este hecho revela que la proteolisis debe ser mas intensa al final del

proceso y que especialmente afecta a las proteinas miofibrilares (Fig. IV.2).
En los siguientes apartados se estudia con mayor profundidad la evolucion de
las proteinas mas relevantes de las fracciones sarcoplasmica y miofibrilar, de los

musculos biceps femoris y semimembranosus a lo largo del proceso de elaboracion.

IV.2.2.1. La fraccion de proteinas sarcoplasmicas

En los estudios sobre proteolisis en carne y productos carnicos, la fraccion de
proteinas sarcoplasmicas o fraccion de proteinas solubles en tampones de baja
fuerza ionica se identifica con la fraccion de nitréogeno soluble que en este trabajo
se ha cuantificado en el apartado IV.2.1. En este apartado se estudia cualitativa
(SDS-PAGE) y semicuantitativamente (densitometria) como evolucionan los
componentes proteicos de esta fraccion sarcoplasmica a lo largo del proceso de
elaboracion de jamon curado “D.O. Teruel”. En la figura IV.5 se presenta el
electroforegrama obtenido por SDS-PAGE para las proteinas sarcoplasmicas de los
musculos biceps femoris y semimembranosus del pernil, pernil salado, jamon
postsalado, jamoén en maduracion y jamoéon curado “D.O. Teruel”, extraidas segun el
protocolo descrito en el apartado I11.2.4.1.b. En las figuras VIII.3 y VIII.4 del Anexo
I se presentan los densitogramas obtenidos a partir de los correspondientes
desarrollos electroforéticos de la figura IV.5. Las tablas IV.5. y IV.6. muestran los
resultados de la semicuantificacion realizada a partir de los distintos
densitogramas, donde se expresa el contenido en mg equivalentes de BSA / g
proteina sarcoplasmica, de las proteinas mas relevantes de esta fraccion en los

musculos biceps femoris y semimembranosus, respectivamente.

En la figura IV.5 se senalan las proteinas de las cuales se realiza una
semicuantificacion por densitometria, cuyos resultados se presentan en la tabla
IV.5. La seroalbumina bovina (BSA) se utiliza como patron interno y la
concentracion de esta proteina en todas las muestras es de 10 mg / g proteina

sarcoplasmica.
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biceps femoris semimembranosus
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Figura IV.5. Electroforegrama obtenido por SDS-PAGE de las proteinas sarcoplasmicas de los
musculos biceps femoris y semimembranosus de pernil (1), pernil salado (2), jamon postsalado
(3), jamon en maduracion (4) y jamon curado “D.O. Teruel” (5). Los pesos moleculares de las
bandas estudiadas son: a:127.7 kDa, b:97.3 kDa, c: 93.2 kDa, d: 82.4 kDa, e: 70.8 kDa, f:
67.3 kDa, g: 63.3 kDa, h: 57 kDa, i: 46.4 kDa, j: 45.6 kDa, k: 44.3 kDa, 1: 41.6 kDa, m: 39.7
kDa, n: 37.6 kDa, o: 36 kDa, p: 35.4 kDa, q: 33.6 kDa, r: 29.2 kDa, s: 28 kDa, t: 27.5 kDa, u:
21.3 kDa, v: 17 kDa.
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Si se observa la evolucion de las distintas proteinas sarcoplasmaticas
estudiadas en musculo biceps femoris a lo largo del proceso con respecto al pernil,
el primer efecto importante que se produce es ya en la etapa de salado. Se destaca
el efecto que el salado tiene sobre la fosforilasa b (93.2 kDa) y la mioglobina (17
kDa), cuya concentracion disminuye en esta etapa un 47 % y un 31 %
respectivamente (tabla IV.5). Este efecto se observa en otras proteinas como la
gliceraldehido fosfato deshidrogenasa (37.6 kDa) que sufre una disminucion de
41 % en el salado. En el caso concreto de la mioglobina, algunos autores atribuyen
el efecto del salado a la reaccion con el oxido nitrico que proviene de las sales de
curado, que la haria insoluble en tampones acuosos (Cordoba et al., 1994). Tal y
como se indico en el analisis de cloruros, el agente salino ya esta presente en el
musculo biceps femoris en una concentracion de S % (b.s.) después de la etapa de

salado.

Pero el cambio mas importante en el perfil de proteinas sarcoplasmicas del
musculo biceps femoris ocurre durante la maduracion, donde se observa una
disminucion mas drastica de la mayoria de estas proteinas estudiadas. Asi, ya en
la primera mitad de la maduracion casi desaparece la proteina de 67.3 kDa y
disminuye de forma importante la fosfato creatin quinasa (44.3 kDa) y la aldolasa
(41.6 kDa). En la ultima mitad de la maduracion hasta llegar al jamoén curado, se
observa el efecto mas importante en la degradacion de esta fraccion y alcanzan
valores minimos algunas proteinas como la de 97.3 kDa, la fosfofructoquinasa
(82.4 kDa), la fosfoglucosa isomerasa (57 kDa), la de 33.6 kDa, la triosa fosfato
isomerasa (28 kDa), y las proteinas de 21.3 kDa (Fig. IV.7 y tabla IV.5).

En general la disminucion de las distintas proteinas sarcoplasmicas en el
musculo biceps femoris se puede atribuir principalmente a la importante actividad
proteolitica que tiene lugar en este musculo durante el proceso, especialmente en

la etapa de maduracion, tal y como se estudia en el apartado IV.2.3.
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Ademas a lo largo del proceso se observa también la intensificacion en la
fraccion de proteinas sarcoplasmaticas del musculo biceps femoris de algunas
proteinas (45.6 kDa, 39.7 kDa, 36 kDa) que probablemente procedan de la
hidroélisis de proteinas miofibrilares (Toldra et al., 1993; Cordoba et al., 1994).
Estas proteinas aumentan su concentracion progresivamente (tabla IV.5) durante
el proceso y alcanzan un maximo en la primera mitad de la maduracion (45.6 kDa
y 36 kDa), o en la segunda mitad de la maduracion, al final del proceso (39.7 kDa).
Este resultado podria relacionarse con la degradacion de proteinas de la fraccion
miofibrilar (aptdo. IV.2.2.2) que incrementaria la fraccion de proteinas solubles

progresivamente a lo largo del proceso.

Si se observan los desarrollos electroforéticos de las proteinas sarcoplasmicas
de las distintas etapas del proceso para el musculo semimembranosus (Fig. IV.5)
los cambios detectados son similares a los mencionados par el musculo biceps
femoris, aunque se aprecian variaciones mas pronunciados en la etapa de salado;
en concreto se destaca el efecto del salado sobre la fosforilasa b (93.2 kDa), cuya
concentracion disminuye un 72 %, (respecto del pernil) frente a un 47 % en el
musculo biceps femoris, y la mioglobina (17 kDa) que disminuye un 45 % frente a
un 31 % en el musculo biceps femoris (tablas IV.5 y IV.6). La fosfato creatin
quinasa (44.3 kDa), en biceps femoris disminuye un 12 % después del salado, en el
musculo semimembranosus disminuye un 43 %. Estos resultados reflejan el mayor

efecto de la sal en este musculo.

Estas diferencias entre musculos y los resultados que se aprecian son
coherentes con los obtenidos en el apartado IV.2.1, en el que se comprueba que la
cantidad de N-soluble extraida del musculo semimembranosus después del salado
es menor que en el biceps femoris (tabla VI.3); como se ha comentado, el efecto de
insolubilizacion y desnaturalizacion provocado por la sal es mas importante en este
musculo mas externo, que permanece en contacto casi directo con el agente salino,
(donde el pequeno y superficial musculo gracilis se hace imperceptible) que en el
musculo biceps femoris, musculo interno protegido externamente por una gruesa

capa de piel y grasa.
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IV.2.2.2. La fraccion de proteinas miofibrilares

La degradacion de las proteinas miofibrilares, componentes mayoritarios y
principales responsables de la textura del tejido muscular, es un factor decisivo en
la tenderizacion postmortem, asi como en las caracteristicas sensoriales finales de
los productos curados. En la figura IV.6 se presenta el electroforegrama obtenido
por SDS-PAGE para las proteinas miofibrilares de los musculos biceps femoris y
semimembranosus del pernil, pernil salado, jamoéon postsalado, jamén en
maduracion y del jamon curado “D.O. Teruel”, extraidas segun el protocolo descrito
en el apartado Il1.2.4.1.c. En las figuras VIIL.5 y VIII.6 del Anexo I se presentan los
densitogramas obtenidos a partir de los correspondientes desarrollos
electroforéticos que se han mostrado en la figura IV.6. Las tablas IV.7 y IV.8
muestran los valores de la semicuantificacion obtenidos a partir de los distintos
densitogramas, donde se expresa la concentracion en mg equivalentes de BSA / g
proteina miofibrilar, de las proteinas mas relevantes de esta fraccion, en los

musculos biceps femoris y semimembranosus respectivamente.

En la figura IV.6 se senalan las proteinas de las cuales se realiza una
semicuantificacion por densitometria, cuyos resultados se presentan en las tablas
IV.7 y IV.8. La seroalbumina bovina (BSA) se utiliza como patron interno y la
concentracion de esta proteina en todas las muestras es de 14.29 mg / g proteina

miofibrilar.

Los desarrollos electroforéticos de las proteinas miofibrilares para el musculo
biceps femoris (Fig. IV.6) en las distintas etapas del proceso, muestran que la
mayoria de proteinas se ven afectadas especialmente al final de la maduracion. La
cadena pesada de la miosina (140 kDa) presenta un alto contenido hasta después
del postsalado, disminuyendo un 30 % durante la primera mitad de la maduracion,
mientras que al final de la maduracion llega casi a desaparecer, disminuyendo
desde 53.19 hasta 4.87 mg equivalentes de BSA / g proteina miofibrilar, lo que
representa un 91 % de la disminucion total de esta proteina (tabla IV.7). Esto esta
de acuerdo con los resultados obtenidos por Toldra & Aristoy (1993) y Tabilo et al.,

(1999), que muestran la hidrolisis de la cadena pesada de la miosina junto con la
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aparicion de numerosos fragmentos en el intervalo de 50-10 kDa en el jamon

curado con respecto a la materia prima utilizada en su elaboracion.

La actina (46.4 kDa) del musculo biceps femoris se mantiene bastante hasta
después del postsalado; en la primera mitad de la maduracion disminuye un 23 %
con respecto al postsalado, y al final de la maduracion disminuye desde 44.18
hasta 18.34 mg equivalentes de BSA / g proteina miofibrilar (tabla IV.7), lo que
supone un 58 % de la disminucion total que sufre esta proteina durante la

maduracion.

Otras proteinas miofibrilares del musculo biceps femoris que también
disminuyen su contenido durante el proceso, son las cadenas ligeras de la miosina
LC1 (24.7 kDa) y LC2 (18 kDa) (Fig. IV.6 y tabla IV.7). La miosina LC1 disminuye
un 46 % desde la primera mitad de la maduracion hasta el final del proceso; sin
embargo la miosina LC2 disminuye en la primera mitad de la maduracion un 52 %

y en la segunda mitad un 88 %.

También hay que destacar la degradacion que sufren la a-actinina (97.3 kDa),
la B-tropomiosina (35.2 kDa) y la troponina I (23.2 kDa) en el musculo biceps
femoris, especialmente en la etapa final de la maduracion (Fig. IV.6 y tabla IV.7). La
a-actinina disminuye durante la maduracion desde 18.21 hasta 7.79 mg
equivalentes de BSA / g proteina miofibrilar (tabla IV.7), mientras que el efecto
sobre la B-tropomiosina resulta ser todavia mas importante en esta etapa, ya que
disminuye desde 24.34 al final del postsalado hasta 1.1 mg equivalentes de BSA /
g proteina miofibrilar en jamon curado “D.O. Teruel”. Estos resultados estan de
acuerdo con los encontrados por otros autores (Tabilo et al., 1999), que observan

que la a-actinina llega casi a desaparecer al final del proceso.

Asi pues, se puede decir que en el musculo biceps femoris las proteinas de la
fraccion miofibrilar disminuyen, y algunas de forma mas drastica como la -
tropomiosina (35.2 kDa); y este efecto es mas importante en la ultima etapa de
maduracion. Estos resultados coinciden con los encontrados por otros autores

(Toldra et al., 1993). Este hecho se atribuye a la intensa proteolisis que tiene lugar
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en esta ultima etapa de maduracion; segun algunos autores (Yates et al., 1983) la
catepsinas B, D, H, y L permanecen activas incluso después de ocho meses en el
proceso del curado. Ademas los resultados de actividad enzimatica llevados a cabo
en este trabajo (aptdo. IV.2.3) son concordantes también con estos resultados. De
todo ello se deduce también que en la ultima etapa de la maduracion, es decir, los
4 ultimos meses del proceso, es donde resulta determinante la degradacion de las
principales proteinas estructurales de la carne, y por tanto donde se deciden las

propiedades texturales finales del jamon curado “D.O. Teruel”.

Es también importante destacar que algunas proteinas se suman a la fraccion
de proteinas miofibrilares del musculo biceps femoris en diferentes etapas del
proceso. Es el caso de la mioglobina (17 kDa) que aparece en esta fraccion después
del salado, coincidiendo con su desaparicion en la fraccion de proteinas
sarcoplasmicas (Fig. IV.5 y tablas IV.5 y IV.6), y que se mantiene durante la etapa
de postsalado y la de maduracion, pero es degradada en los ultimos meses de la
maduracion, desapareciendo por completo en el jamon curado. Otras proteinas
como la meromiosina pesada (114 kDa) se incrementa de forma importante
durante la maduracion desde 7.28 en postsalado hasta 36.35 mg equivalentes de
BSA / g proteina miofibrilar al final del proceso, en el jamon curado “D.O. Teruel”,
lo que representa un incremento del 80 % (tabla IV.7); se trataria de una proteina
mas resistente a los procesos proteoliticos con lo que su porcentaje relativo iria
aumentando a lo largo del proceso simultaneamente a la disminucion de otras

proteinas mas sensibles a la degradacion.

Los desarrollos electroforéticos de las proteinas miofibrilares en las diferentes
etapas para el musculo semimembranosus (Fig. IV.6) muestran que la mayoria de
proteinas se ven afectadas de forma equivalente a lo observado para el musculo
biceps femoris. No obstante hay que senalar algunas diferencias especificas de la
fraccion de proteinas miofibrilares del musculo semimembranosus. Se destaca la
evolucion de la actina (46.4 kDa), que presenta en jamon curado “D.O. Teruel” ya
elaborado concentraciones de 39.32 mg equivalentes de BSA / g proteina
miofibrilar en el musculo semimembranosus, frente 18.34 mg equivalentes de BSA

/ g proteina miofibrilar en el biceps femoris (tablas IV.7 y IV.8); en el mismo sentido
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la cadena pesada de la miosina (140 kDa) aparece mas degradada al final del
proceso en el musculo biceps femoris que en el semimembranosus. Estos resultados
se atribuyen a una menor actividad enzimatica en el musculo semimembranosus al
final del proceso, tal y como se ha observado en el estudio de actividad enzimatica

(apartado 1V.2.3).

Los desarrollos electroforéticos de las proteinas miofibrilares para jamon en
maduracion y jamoén curado de ambos musculos muestran la presencia de un
elevado numero de productos de degradacion, lo que se refleja en la obtencion de
desarrollos mas continuos con bandas mas difuminadas, especialmente en la
ultima muestra del proceso. Este efecto es especialmente marcado en el intervalo
de proteinas de bajo peso molecular (< 13 kDa), donde el musculo biceps femoris
presenta cantidades mas elevadas (28.16 y 20.69 mg equivalentes de BSA / g
proteina miofibrilar en jamoén en maduracion y jamoén curado, respectivamente)
frente al musculo semimembranosus (17.91 y 18.92 mg equivalentes de BSA / g
proteina miofibrilar en jamon en maduracion y 18.92 en jamoén curado) lo que
indica nuevamente una mayor proteolisis en el musculo biceps femoris al final del
proceso (tablas IV.7 y IV.8). El estudio de la evolucion de los componentes proteicos
de bajo peso molecular a lo largo del proceso se lleva a cabo con mayor detalle en el

apartado siguiente IV.2.2.3.
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semimembranosus biceps femoris

1 2 3 4 5(1 2 3 4 5

— Miosina (A)

— G

(F) Actina
(G) Tropomiosina — .

(H) Miosina LC1

| —

Figura IV.6. Electroforegrama obtenido por SDS-PAGE de las proteinas miofibrilares de los
musculos biceps femoris y semimembranosus de pernil (1), pernil salado (2), jamon postsalado
(3), jamon en maduracion (4) y jamon curado “D.O. Teruel” (5). (los pesos moleculares delas
bandas estudiadas son: A: 140 kDa, B: 127 kDa, C: 114 kDa, D: 97.3 kDa, E: 70.9 kDa, F:
46.4 kDa, G: 35.2 kDa, H: 24.7 kDa, I: 23.2 kDa, J: 21.3 kDa, K: 20.7 kDa, L: 19.2 kDa, M:
18 kDa, N: 17 kDa, 0:15.8 kDa, P: < 13.7 kDa).
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IV.2.2.3. La fraccion de compuestos de peso molecular 3-17 kDa

Convencionalmente, se utilizan las técnicas de electroforesis SDS-PAGE para
separar polipéptidos superiores a 10 kDa (Weber & Osborn, 1969). Otras técnicas,
como la cromatografia de liquidos de alta presion en fase reversa, se usan para el
estudio de compuestos de peso molecular inferior a 1 kDa. Sin embargo, para el
estudio de la fraccion de péptidos entre 1 y 10 kDa, se necesitan otras técnicas
como la cromatografia de liquidos de alta resolucion de exclusion molecular (Feidt
et al., 1998), la electroforesis SDS-PAGE en gradiente de poliacrilamida con un
sistema tampon discontinuo (Bothe et al., 1985) o la electroforesis SDS-PAGE que
anade un gel espaciador al gel convencional de separacion y utiliza un tampon
catodo con tricina (Schégger & von Jagow, 1987). Esta ultima técnica es apropiada
para el estudio de péptidos de peso molecular en el intervalo de 3-17 kDa, y es la
que se ha utilizado en este trabajo (apartado I11.2.4.3.c de Material y Métodos) para
estudiar como evoluciona el perfil de péptidos durante el proceso de elaboracion del
jamoéon curado “D.O. Teruel”; ademas se realiza la semicuantificacion por
densitometria de los electroforegramas de los péptidos obtenidos en cada uno de

los musculos y puntos del proceso estudiados.

En la figura IV.7 se presenta el electroforegrama obtenido por SDS-PAGE para
los péptidos de los musculos biceps femoris y semimembranosus del pernil, pernil
salado, jamon postsalado, jamon en maduracion y del jamoéon curado “D.O. Teruel”,
extraidos segun el protocolo descrito en el apartado Il1.2.4.1.a. En las figuras VIII.7
y VIII.8 del Anexo I se presentan los densitogramas obtenidos a partir de los
correspondientes desarrollos electroforéticos (Fig. IV.7). En la tabla IV.9 se
muestran los datos obtenidos en la semicuantificacion, realizada a partir de los
distintos densitogramas, donde se expresa la concentracion de péptidos en mg

equivalentes de citocromo C / g proteina total.
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Cit C| 1s

ib|2s|2b|3s |3b| 45 4h Ss|Sb| P
: : _ I

- — 26,6 kDa

rd - — 17 kDa
10-17 kDa
i » — 14.2kDa
.
| - B, I(ﬂa
3-10 kDa
— 3.4 kDa

Figura IV. 7.Electroforegrama obtenido por SDS-PAGE de la fraccion de péptidos de los
musculos biceps femoris (b) y semimembranosus (s) del pernil (1), pernil salado (2), jamon

postsalado (3), jamon en maduracion (4) y jamon curado “D.O. Teruel” (5). P: proteinas
patron.
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Tabla IV.9. Semicuantificacion de la fraccion de péptidos, realizada a partir de los
correspondientes densitogramas, de los musculos biceps femoris y semimembranosus de
pernil (1), pernil salado (2), jamon postsalado (3), jamén en maduracion (4) y jamoéon curado
“D.O. Teruel” (5). (X: valores medios en mg equivalentes de citocromo C /g proteina total, S:
desviacion estandar.)

biceps femoris

1 2 3 4 S
X S X S X S X S X S

Pm (kDa)

10-17 36.00 3.50 48.12 0.02 73.41 1.53 95.18 0.90 105.85 0.51
3-10 11.00 147 21.52 1.29 2985 1.83 4740 147 174.38 2.97

semimembranosus

1 2 3 4 5
X S X S X S X S X S

Pm (kDa)

10-17 42.08 0.56 5295 3.26 74.56 0.81 95.60 2.13 106.86 2.42
3-10 12.30 0.06 2549 0.06 2399 0.67 47.70 0.51 110.28 0.09

En el musculo biceps femoris la concentracion de péptidos aumenta
gradualmente a lo largo del proceso desde 11.00 hasta 174.38 mg equivalentes de
citocromo C /g proteina total en el intervalo de péptidos de 3-10 kDa, y desde
36.00 hasta 105.85 mg equivalentes de citocromo C /g proteina total en el
intervalo de péptidos de 10-17 kDa.

Estos resultados indican que durante todo el proceso de elaboracion de jamon
curado se produce proteolisis en el musculo biceps femoris con aparicion de los
correspondientes productos de degradacion de pesos moleculares comprendidos
entre 3-17 kDa. Hay que destacar que la proteolisis mas intensa tiene lugar
durante la etapa de maduracion en el musculo biceps femoris, con un aumento
importante de los péptidos comprendidos entre 3-10 kDa; en la primera mitad de la
maduracion ya se produce un importante aumento desde 29.85 mg equivalentes de
citocromo C /g proteina total, en jamon postsalado, hasta 47.40 mg equivalentes

de citocromo C /g proteina total en jamoén en maduracion.
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La proteolisis mas intensa se produce en la segunda mitad de la maduracion,
donde tiene lugar un brusco aumento de los péptidos de 3-10 kDa hasta 174.38

mg equivalentes de citocromo C /g proteina total, en jamoén curado “D.O. Teruel”.

Estos datos estan de acuerdo con los resultados obtenidos sobre la evolucion
del nitrogeno soluble en este musculo (aptdo. IV.2.1), donde se comprueba que el
aumento mas importante de la fraccion de nitrogeno soluble tiene lugar en la

ultima mitad de la maduracion.

Los resultados obtenidos de la semicuantificacion de péptidos en los intervalos
3-10 kDa y 10-17 kDa para el musculo semimembranosus (tabla IV.9 y figura IV.8)
son equivalentes a los del musculo biceps femoris, pero el incremento que se
produce en la ultima mitad de la maduracion es mucho mas suave en este
musculo, desde 47.70 mg equivalentes de citocromo C /g proteina total, en jamon
en maduracion hasta 110.28 mg equivalentes de citocromo C /g proteina total, al

final del proceso en el jamon curado.

El incremento en la fraccion de péptidos se atribuye a la accion continua de las
proteinasas y peptidasas musculares sobre las proteinas del musculo durante todo
el proceso de curado de jamones (Toldra & Etherington, 1988). Esta accion
proteolitica se produciria fundamentalmente sobre las proteinas miofibrilares tal y
como se ha comprobado en el estudio de las fracciones totales y miofibrilares en el

musculo biceps femoris y semimembranosus en apartados anteriores (aptdo. IV.2.2

y IV.2.2.2).

En los estudios de actividad enzimatica que se han llevado a cabo en este
trabajo (aptdo. IV.2.3) se observa que la actividad de diversas enzimas (catepsinas
B + L, catepsina D) es mas intensa en el musculo biceps femoris que en el

semimembranosus, lo que estaria de acuerdo con los resultados obtenidos.

110



IV. Resultados y Discusion

bicpes femoris

—=a—10-17 kDa
—e—3-10 kDa

mg equivalentes de CC/ g
proteina total

1 2 3 4 5
Etapas
semimembranosus

180 -
(@)
~ 160 -
(&)
(&) 140
S g 120 -
N =
‘g g 100 - —e—10-17 kDa
o 's 80 —a—3-10 kDa
9
> 2 60 -
5 Q
o 40
()]
o 20
€

0 T T T T 1
1 2 3 4 5
Etapas

Figura IV.8. Valores medios de equivalentes de CC (mg) / g proteina total en la fraccion de
péptidos de pesos moleculares de 3-10 y 10-17 kDa de los musculos biceps femoris y
semimembranosus de pernil (1), pernil salado (2), jamon postsalado (3), jamon en
maduracion (4) y jamoén curado “D.O. Teruel” (5).
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IV.2.3. LA ACTIVIDAD ENZIMATICA

Las enzimas juegan un papel importante en los procesos de curado de
productos carnicos como el jamon, desde el punto de vista de los cambios
bioquimicos y ultraestructurales que se producen, especialmente la proteolisis que
tiene lugar durante el proceso (Bellati et al., 1983; Flores et al., 1984). En
particular hay que resaltar el papel de las catepsinas, enzimas endopeptidasas, que
se han mostrado relevantes en estos procesos. Se ha demostrado que estas
enzimas son bastante estables, y que permanecen activas durante todo el proceso
de curado (Toldra et al., 1993; Toldra & Etherington, 1988; Gil et al., 1991;
Parreno et al., 1994).

Los analisis in vitro muestran la facilidad de estas enzimas para degradar
diferentes proteinas miofibrilares, como la cadena pesada de la miosina, la titina,
las proteinas M y C, la actina, la tropomiosina y las troponinas I y T, sobre todo en
el caso de las catepsinas L y D. La catepsina B es especialmente activa frente a la

miosina (Schwartz & Bird, 1997) y a la actina (Hirao et al., 1984).

Durante el proceso de elaboracion de jamon curado, las catepsinas y calpainas
proporcionan fragmentos proteicos y peptidicos como sustratos de las
exopeptidasas (Toldra, 1998c). Por otro lado, las aminopeptidasas estan
directamente relacionadas con la generacion de aminoacidos (Toldra et al., 2000).
Otros grupos de enzimas relacionados con los fenomenos de degradacion
postmortem han sido menos estudiadas; uno de estos grupos de enzimas son las
dipeptidilpeptidasas (DPP) I, II, IIl y IV, capaces de liberar diferentes dipéptidos
desde el extremo amino terminal de grandes péptidos. La actividad de las
dipeptidilpeptidasas ha sido medida en carnes crudas, donde se han visto
diferencias entre distintos tipos de cerdos (Toldra et al., 1996, Rosell & Toldra,
1998). Ademas, existen estudios que demuestran la presencia de diversos péptidos
en jamon curado (Rodriguez-Nunez et al., 1995, Sentandreu & Toldra, 2001a,
Sentandreu et al., 2003). Estos dipéptidos deben contribuir, junto con otros
compuestos volatiles, al desarrollo de las caracteristicas sensoriales de los

productos curados.
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En el presente trabajo se han estudiado las actividades residuales de las
enzimas catepsinas B + L, catepsina B y catepsina D, asi como la actividad de
algunas peptidasas (piroglutamilaminopeptidasa I y dipeptidilpeptidasa IV). La
actividad enzimatica residual en cada muestra se determina a partir de los
extractos obtenidos de los cinco puntos estudiados a lo largo del proceso de
elaboracion, segun los correspondientes protocolos experimentales (aptdo. I11.2.4.4

de Material y Métodos).

IV.2.3.1. Actividad enzimatica de catepsinas B + L y catepsina B

La tabla IV.10 muestra los valores de la actividad enzimatica catepsina B + L y
catepsina B, expresados en (nmol NHMec / min / g de carne (b.h.)), en los
musculos biceps femoris y semimembranosus durante el proceso de elaboracion de

jamoén curado “D.O. Teruel”.

Cuando la sal se ha equilibrado tras la etapa de postsalado, la actividad
enzimatica residual de las catepsinas B + L es de 2.51 nmol / min /g carne (b.h.)
en el musculo biceps femoris y de 2.87 nmol / min /g carne (b.h.) en el musculo
semimembranosus, lo que representa una actividad residual con respecto a la
inicial del pernil de 95 y 86 %, respectivamente. La concentracion de cloruros en el
musculo semimembranosus tras la etapa de postsalado (apartado IV.I) es de 16.95
g NaCl / 100 g muestra (b.h.), bastante superior a la del biceps femoris, que es de
8.58 g NaCl / 100 g muestra (b.h.), y esto explicaria la menor actividad encontrada
en el musculo semimembranosus. Al final del proceso, en jamon curado “D.O.
Teruel”, en el musculo biceps femoris todavia se mantienen altos niveles de
actividad enzimatica residual (2.03 nmol NHMec/ min /g carne), mientras que en
el musculo semimembranosus la actividad es de 1 nmol NHMec/ min /g carne;
todo lo cual representa una actividad enzimatica residual del 76 % para el musculo
biceps femoris y del 29 % para el musculo semimembranosus con respecto a la
actividad enzimatica detectada en el pernil. En esta diferencia entre musculos al
final del proceso podria influir las diferencias tanto en contenido de humedad
(57.70 % en biceps femoris 'y 47.75 % en semimembranosus), como de NaCl, que

estan en relacion opuesta (15.71 % en musculo biceps femoris y 11.43 % en el
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musculo semimembranosus); todo ello explicaria la mayor actividad enzimatica

residual encontrada en el musculo biceps femoris mas humedo y mas profundo.

Tabla IV.10. Valores de la actividad enzimatica (nmol NHMec / min / g carne (b.h.)) de
catepsina B + L, y catepsina B en el musculo biceps femoris y en el musculo
semimembranosus de pernil (1), pernil salado (2), jamoén postsalado (3), jamon en maduracion
(4) y jamon curado “D.O. Teruel” (5). (X: valor medio S, desviacion tipica, NHMeC: 7-amino-4-

metilcumarina)
Actividad catepsina B +L Actividad catepsina B
nmol NHMeC/min/g carne nmol NHMeC/min/g carne
(b.h.) (b.h.)
Muestra X S X S
1 2.65 0.41 0.51 0.03
2 1.65 0.69 0.39 0.05
biceps femoris 3 2.51 0.53 0.39 0.001
4 1.33 0.07 0.38 0.01
5 2.03 0.17 0.34 0.02
1 3.35 0.07 0.54 0.04
2 1.29 0.10 0.19 0.03
semimembranosus 3 2.87 0.38 0.27 0.03
4 1.57 0.23 0.27 0.02
S 1.00 0.44 0.23 0.02

Respecto a la catepsina B, los resultados muestran una actividad enzimatica
residual de 76.5 % en el musculo biceps femoris y de 50 % en el musculo
semimembranosus tras la etapa de postsalado, que desciende a 66 % y 42 % al
final del proceso para estos mismos musculos. Estos resultados se explicarian de
forma equivalente a la indicada en el parrafo anterior para la actividad de

catepsinas B + L.
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Las figuras IV.9 y IV.10 permiten visualizar mejor la pauta de evolucion de estas
actividades enzimaticas residuales en las muestras estudiadas. En efecto se
observa que la actividad catepsina B en el musculo biceps femoris es superior a la
del musculo semimembranosus en todo el proceso. Sin embargo la actividad
catepsina B + L es mayor al principio del proceso en el musculo semimembranosus,
mientras que al final, en jamén curado “D.O. Teruel”, la actividad residual
catepsina B + L en el biceps femoris es superior a la del semimembranosus. Estos

resultados estan de acuerdo con los de Parreno et al. (1994).

Rico et al., (1990 y 1991) han visto que las catepsinas B y L se ven levemente
afectadas por la concentracion de NaCl. Los resultados obtenidos en este trabajo
muestran también que existe una actividad residual no despreciable y confirman la
posible participacion de estas enzimas en el fenomeno de proteolisis observado

durante el proceso (aptdo. IV.2).
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Figura IV.9. Evolucion de los valores de actividad enzimatica, (nmol NHMeC / min / g carne
b.h.) de las catepsinas B + L en los musculos biceps femoris y semimembranosus de pernil

(1), pernil salado (2), jamon postsalado (3), jamon en maduracion (4) y jamoéon curado “D.O.
Teruel” (5).
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Figura IV.10. Evolucion de los valores de actividad enzimatica (nmol NHMeC / min / g
carne b.h.) de la catepsina B en los musculos biceps femoris y semimembranosus de pernil

(1), pernil salado (2), jamoéon postsalado (3), jamén en maduracion (4) y jamon curado “D.O.
Teruel” (5).
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IV.2.3.2. Actividad enzimatica de catepsina D

La tabla IV.11 muestra los valores de actividad enzimatica de catepsina D,
expresados en ug de hemoglobina degradada por min y por g de carne (b.h.), en los
musculos biceps femoris y semimembranosus, durante el proceso de elaboracion de
jamoéon curado “D.O. Teruel”. La figura IV.11 muestra la evolucion de la actividad
catepsina D en las diferentes muestras analizadas durante el proceso de

elaboracion.

La actividad residual en jamoéon curado “D.O. Teruel” es aproximadamente un
46 % de la inicial en el musculo biceps femoris y un 47 % en el musculo
semimembranosus. En la figura IV.11 se puede ver que durante el proceso de
curado, estas enzimas musculares pierden actividad muy lentamente y permanece
una importante actividad al final del proceso, por lo que se puede atribuir también

a ellas la intensa proteolisis que tiene lugar.

Al contrario de lo que ocurria con las actividades catepsina B + L y B,
estudiadas en el apartado anterior, la actividad catepsina D es superior en el
musculo semimembranosus a lo largo de todo el proceso de elaboracion de jamon

curado “D.O. Teruel”.
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Tabla IV.11. Valores de actividad enzimatica de catepsina D (ug hemoglobina / min / g carne
b.h.) en musculo biceps femoris y semimembranosus de pernil (1), pernil salado (2), jamon
postsalado (3), jamoén en maduracion (4) y jamoéon curado “D.O. Teruel” (5). (X: valor medio; S:
desviacion tipica).

Muestra X S
1 41.73 2.31
2 32.69 2.97
3 22.34 4.81
4 15.51 0.15
S5 19.58 1.41
1 43.98 0.17
2 36.05 1.52
3 22.52 1.87
4 25.56 0.49
5 21.03 1.56

Actividad de Catepsina D

== Semimembranosus
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Figura IV.11. Evolucion de los valores de actividad enzimatica de la catepsina D (ug
hemoglobina / min / g carne b.h.) en los musculos biceps femoris y semimembranosus, de
pernil (1), pernil salado (2), jamon postsalado (3), jamén en maduracion (4) y jamon curado
“D.O. Teruel” (5).
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IV.2.3.3. Actividad enzimatica de Piroglutamilaminopeptidasa I vy

Dipeptidilpeptidasa IV

Se ha estudiado la actividad enzimatica de otras peptidasas como son la
piroglutamilaminopeptidasa 1 y dipeptidilpeptidasa IV, cuyos resultados se
presentan en la tabla IV.12. Los resultados se expresan en nmol NHMeC que se
libera por min y por g de carne (b.h.). Estas enzimas, a diferencia de las catepsinas
B, L y D, son exopeptidasas. En la figura IV. 12 se visualiza la evolucion conjunta
de estas actividades enzimaticas a lo largo del proceso de elaboracion del jamon

curado “D.O. Teruel”.

Tabla IV.12. Valores de actividad enzimatica de PGAP I y DPP IV (nmol MHMeC / min / g
carne b.h.) en musculo biceps femoris y en musculo semimembranosus de pernil (1), pernil
salado (2), jamoén postsalado (3), jamon en maduracion (4) y jamoéon curado “D.O. Teruel” (5).

(X: valor medio; S: desviacion tipica; NHMeC: 7-amino 4-metilcumarina).

PGAP I DDP IV
nmol NHMeC / min / g nmol NHMeC / min / g
carne (b.h.) carne (b.h.)
Muestra X S X S

1 0.399 0.044 0.271 0.022

2 0.352 0.015 0.188 0.005

biceps femoris 3 0.311 0.010 0.109 0.001
4 0.092 0.014 0.052 0.001

S 0.002 0.002 0.065 0.001

1 0.509 0.031 0.408 0.004

2 0.107 0.001 0.056 0.001

semimembranosus 3 0.110 0.002 0.055 0.001
4 0.051 0.001 0.062 0.006

S 0.014 0.003 0.093 0.007
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En la tabla IV.12 se puede observar que tanto en el musculo biceps femoris
como en el semimembranosus del pernil la actividad residual de la enzima PGAP I
es relativamente baja. En el musculo biceps femoris, el valor de actividad PGAP I es
de 0.399 nmol de NHMeC / min /g carne para el pernil, y esta actividad disminuye
progresivamente a medida que avanza el proceso de elaboracion, hasta alcanzar
valores finales muy bajos en el jamon curado “D.O. Teruel” (0.002 nmol de NHMeC
/ min /g carne). En el musculo semimembranosus la actividad residual en pernil es
de 0.509 nmol de NHMeC / min /g carne para la PGAP I y su valor desciende a
0.014 en el producto final.

En cuanto a la enzima DPP 1V, los valores de actividad residual en el musculo
biceps femoris son de 0.271 nmol de NHMeC / min /g carne (b.h.) en el pernil y
esta actividad disminuye bruscamente ya en la etapa de salado, pero luego se
sostiene a lo largo de todo el proceso hasta el producto final donde su valor es de
0.065 nmol de NHMeC / min /g carne (b.h.). En el musculo semimembranosus la
actividad residual en pernil es de 0.408 nmol de NHMeC / min /g carne (b.h.) y
esta actividad y desciende a 0.093 nmol de NHMeC / min /g carne (b.h.) en el

producto final.

Sentandreu & Toldra (2001b) estudian la actividad de diferentes
dipeptidilpeptidasas durante el proceso de elaboracion de jamén Serrano, y
también el efecto del pH, la temperatura y la concentracion de NaCl sobre su
actividad. En el caso del efecto de la concentracion de NaCl sobre la actividad
dipeptidilpeptidasa, estos autores han encontrado que la presencia de NaCl, a las
concentraciones que se encuentran en el jamon curado, ejerce un leve efecto sobre
la actividad de la DPP I, y solamente se observa una moderada inhibicion a altas
concentraciones de sal. Por el contrario, se observa una fuerte inhibicion de otras
dipeptidilpeptidasas como son la DPP II, DPP IIl y DPP IV, producida por la
presencia de NaCl en las condiciones del ensayo. La DPP II es la que sufre una
inhibicion mas pronunciada y su inhibicion se debe a la presencia del cation sodio.
La DPP I mantiene su actividad hasta el final del proceso. Estos autores sugieren
que es de esperar también una contribucion de la actividad de la DPP IV durante el

curado, la cual debe tener un importante papel en la hidroélisis de péptidos que
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contienen residuos de prolina. La accion de la DPP II y DPP III tienen una baja
actividad durante el salado y la maduracion, debido a las condiciones de
temperatura y pH, muy alejadas de su optimo de actuacion. Aun asi, las enzimas
DPP II, DPP III y DPP IV todavia conservan un porcentaje de su actividad a altas
concentraciones de sal. Esta actividad residual puede ser relevante en la
elaboracion de productos con largos periodos de curado, como es el caso del jamon
Serrano, que alcanzan hasta un total de 487 dias de procesado en el citado trabajo

(Sentandreu & Toldra, 2001b).

También se conoce el efecto del NaCl sobre otras proteasas en carne de cerdo,
como la alanil y piroglutamil aminopeptidasas, que son fuertemente inhibidas por
la presencia de NaCl, mientras que la arginil aminopeptidasa muestra una

activacion por cloruro (Flores et al., 1997b).

Asi pues, los resultados del presente trabajo sobre jamon “D.O. Teruel”, cuyo
proceso de elaboracion es mas corto (365 dias), orientan hacia la idea de que
efectivamente la presencia de actividad residual de DPP IV al final del proceso
pueda también indicar que se mantienen igualmente las actividades residuales de
otras DPP, cuyo valor seria interesante estudiar en un futuro, puesto que todo este
conjunto de enzimas debe influir en el desarrollo de los aromas tipicos de este

jamon.
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Figura IV.12. Evolucion de los valores de actividad enzimatica de la PGAP I y de la DDP IV
en los musculos biceps femoris y semimembranosus de pernil (1), pernil salado (2), jamon
postsalado (3), jamon en maduracion (4) y jamon curado “D.O. Teruel” (5). (valores en nmol
de NHMec que se liberan por min y por g de carne (b.h.).
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IV.3. ESTUDIO DE LA FRACCION LIPIDICA. LIPOLISIS

El contenido en grasa del pernil que se utiliza como materia prima en el proceso
de elaboracion del jamon curado “D.O. Teruel”, asi como su composicion quimica,
determina las caracteristicas sensoriales del producto final (Baldini et al.; 1983);
ademas, la composicion quimica de la grasa es fundamental en la estabilidad de la
misma frente a los procesos oxidativos. El desarrollo de las caracteristicas
sensoriales tipicas del jamoéon esta intimamente relacionado con fenomenos de
hidrolisis y oxidacion de la grasa, lo cual constituye una notable excepcion al
proceso normal de enranciamiento oxidativo en donde se originan olores y sabores

desagradables (Flores et al., 1985).

En este trabajo se estudian los componentes de la fraccion lipidica presente en
la grasa intramuscular de los musculos biceps femoris y semimembranosus, asi
como de la grasa asociada al musculo biceps femoris a lo largo del proceso de
elaboracion de jamon curado “D.O. Teruel”. Se analiza la composicion en acidos
grasos de estos componentes lipidicos por cromatografia de gases. Ademas se
realiza una cromatografia preparativa en capa fina (segun el protocolo descrito en
el apartado II1.2.5.2.c) con la que se separan las fracciones correspondientes a los
acilglicéridos, fosfolipidos y acidos grasos libres, y se estudia la composicion en
acidos grasos de estas fracciones por cromatografia de gases. Por ultimo se estudia
la evolucion de algunos indices de calidad de esta fraccion como son el indice de

acidez, el indice de peroxidos y el indice de yodo.

IV.3.1. LOS COMPONENTES LIPIDICOS DE LA GRASA INTRAMUSCULAR

En el apartado IV.1 de este trabajo se cuantifica la grasa infiltrada en el tejido
muscular o grasa intramuscular de los musculos biceps femoris y
semimembranosus del pernil, que se utiliza como materia prima en el proceso de
elaboracion del jamon curado “D.O. Teruel”, y que es de 3.38 y 2.84 g grasa / 100
g muestra (b.h.), respectivamente. Los cambios quimicos que sufren los

componentes de esta grasa a lo largo del proceso representan, como se ha
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comentado, un importante papel en las caracteristicas finales del producto. En este
apartado se estudian principalmente, dentro de la fraccion lipidica global, las
fracciones de triglicéridos, fosfolipidos y acidos grasos libres, cuya variacion se
sigue mediante el analisis de la composicion en acidos grasos de cada una de ellas
por cromatografia de gases. Se lleva a cabo también un seguimiento de la evolucion

de las fracciones minoritarias de moglicéridos y diglicéridos.

IV.3.1.1. Composicion en acidos grasos de la grasa intramuscular

En la tabla IV.13 se muestra la composicion en acidos grasos de la fraccion
total de lipidos de la grasa intramuscular en los musculos biceps femoris y
semimembranosus. La fraccion total se extrae segun el protocolo descrito en el
apartado II1.2.5.2; las distintas muestras se estudian por cromatografia de gases y
los resultados se expresan como porcentaje relativo de cada acido graso con

respecto al total de acidos grasos presentes en esta fraccion total.

En la fraccion lipidica total (tabla IV.13) se observa que en el musculo biceps
femoris de pernil, los acidos grasos monoinsaturados son los mas abundantes
(45.99 %), seguidos de los acidos grasos saturados (35.06 %) y de los acidos grasos
poliinsaturados (15.54 %). El acido oleico y el acido palmitico son los mas
importantes (41.5 y 22.67 %, respectivamente). Los acidos grasos poliinsaturados
contienen esencialmente acido linoleico, que representa el 10.52 % del total. Los
valores son muy similares a los encontrados en el musculo semimembranosus de

pernil.

Se observa una disminucion en el porcentaje de acidos grasos poliinsaturados a
lo largo del proceso hasta mitad de la maduracion, desde 15.54 % en pernil hasta
11.73 %, en el musculo biceps femoris. Estos acidos grasos son los que sufren una
alteracion mas importante en el proceso de elaboracion de jamon curado “D.O.
Teruel”, ya que tanto la evolucion de los acidos grasos monoinsaturados
(principalmente oleico) como de los saturados, sigue una tonica ligeramente

ascendente; posiblemente estas fracciones se incrementan con productos de
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saturacion procedentes de los acidos grasos poliinsaturados. Los acidos grasos
saturados constituyen el 35.06 % en el pernil del musculo biceps femoris, mientras
que en jamon en maduracion el porcentaje relativo de estos acidos grasos es de

36.44 %.

Estos resultados son similares a los obtenidos por otros autores que estudian la
composicion de acidos grasos en musculo de cerdo (Leseigneur-Meyner et al.,
1991) y en jamoén curado (Flores et al., 1987; Buscailhon et al., 1994 y Martin et
al., 1999).

En la grasa de la carne de cerdo hay un porcentaje importante de acidos grasos
de las familias ® 6 (n-6) y ® 3 (n-3), como son el acido linoleico (n-6), el acido
linolénico (n-3), el docosahexaenoico (n-3) o el eicosapentenoico (n-3) (Belitz et al.,
1997). Algunos se consideran acidos grasos esenciales, ya que no pueden ser
sintetizados por el organismo y son necesarios para diferentes funciones, como es
la sintesis de membranas biologicas. Debido al importante papel nutricional que en
los ultimos anos se ha atribuido a los acidos grasos n-3 y n-6, es importante
destacar que en el proceso de elaboracion del jamon curado “D.O. Teruel” todavia
se encuentran presentes en el producto final, aproximadamente un 75 % de acidos
poliinsaturados (hay 15.54 % de acidos poliinsaturados en pernil que disminuyen a
13.46 % en jamoén curado), lo que supone un dato nutricional interesante en este
producto carnico, que ademas posee un alto porcentaje de acido oleico (44.69 %),

cuyas propiedades nutricionales también han sido demostradas (Mata et al., 2002).

Los resultados observados en el musculo semimembranosus son del mismo

orden que los comentados para el musculo biceps femoris.
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VI.3.1.1.a. Composicion en acidos grasos de la fraccion de triglicéridos

La composicion en acidos grasos de la fraccion de triglicéridos, en el musculo
biceps femoris y en el semimembranosus, en los distintos puntos del proceso de
elaboracion estudiados, se presenta en la tabla IV.14. En la fraccion de triglicéridos
de la grasa intramuscular del musculo biceps femoris de pernil, los acidos grasos
monoinsaturados son los mas abundantes y representan 55.46 % del total de
acidos grasos analizados, seguidos de los acidos grasos saturados (37.28 %) y de
los acidos grasos poliinsaturados (6.74 %). El acido oleico y el acido palmitico
representan los porcentajes mas elevados con un 49.87 y 24.78%, respectivamente.
Entre los acidos grasos poliinsaturados destaca el acido linoleico que representa
un 4.87 % del total de acidos grasos en esta fraccion. Los valores encontrados en el

musculo semimembranosus de pernil son muy similares.

Los datos correspondientes a los valores iniciales en el pernil y finales en el
jamon curado “D.O. Teruel”, de los porcentajes de acidos grasos saturados, acidos
grasos monoinsaturados y acidos grasos poliinsaturados, se resaltan en la tabla

IV.14 para ambos musculos.

Ya que la fraccion de triglicéridos es mayoritaria dentro de la fraccion de lipidos
en la carne de cerdo (tabla IV.17), como es de esperar, el perfil de la composicion
en acidos grasos es similar a la observada en la fraccion lipidica total estudiada en
el apartado IV.3.1.1. Sin embargo, segun los datos que se presentan en la tabla
IV.14 los acidos grasos pertenecientes a la fraccion de triglicéridos se mantienen
bastante inalterados a lo largo del proceso tanto en el musculo biceps femoris como
en el semimembranosus. Es sabido que a lo largo del proceso de elaboracion del
jamoén curado “D.O. Teruel” tienen lugar una serie de procesos de oxidacion en la
fraccion lipidica. Los resultados obtenidos indican que los productos de oxidacion
que se generan en los procesos lipoliticos y que son tan importantes en las
caracteristicas organolépticas del jamon curado, no provienen de la fraccion de

triglicéridos a pesar de ser una fraccion mayoritaria.
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IV.3.1.1.b. Composicion en acidos grasos de la fraccion de fosfolipidos

La composicion en acidos grasos de la fraccion de fosfolipidos, en el musculo
biceps femoris y en el semimembranosus, en los distintos puntos del proceso de
elaboracion estudiados, se presenta en la tabla IV.15. En la fraccion de fosfolipidos
(tabla IV.15) se observa que en el musculo biceps femoris de pernil, los acidos
grasos poliinsaturados son los mas abundantes (42.75 %), donde el acido linoleico
es mayoritario y representa un 27.39 % del total de acidos grasos en esta fraccion.
Los acidos grasos saturados representan un 25.09 %, siendo los acidos grasos
palmitico y estearico mayoritarios (12.46 y 11.61 %, respectivamente). Los acidos
grasos monoinsaturados suponen un 16.22 % del total de acidos grasos en esta

fraccion, y el acido oleico es el mayoritario y representa 15.21 %.

Hay que destacar, en la fraccion de fosfolipidos, que a lo largo del proceso de
elaboracion de jamon curado “D.O. Teruel”, los acidos grasos que se ven mas
afectados son los acidos grasos poliinsaturados, desde 42.75 % en el musculo
biceps femoris de pernil hasta 39.78 % en el musculo biceps femoris al final del
proceso. Es sabido que los acidos grasos poliinsaturados son especialmente
sensibles a los fenomenos de oxidacion y degradacion tanto via enzimatica como
via autooxidacion lipidica; la fraccion de fosfolipidos es especialmente rica en este
tipo de acidos grasos y esto explica que se vea mas afectada que la fraccion de

triglicéridos a lo largo del proceso de elaboracion.

El aumento observado al final del proceso en el porcentaje de acidos grasos
monoinsaturados en el musculo biceps femoris (de 16.22 % en pernil hasta
19.16 % en jamoén curado), seria un aumento relativo debido a la disminucion
sufrida por los acidos grasos poliinsaturados que estarian especialmente afectados
por los procesos oxidativos que tienen lugar de forma mas importante en la ultima

etapa de la maduracion.
En la composicion en acidos grasos de la fraccion de fosfolipidos del musculo

semimembranosus (tabla IV.15), se observan algunas diferencias con respecto al

musculo biceps femoris. Aunque los acidos grasos poliinsaturados siguen siendo

127



IV. Resultados y Discusion

los mas abundantes (43.71 %), cifra algo superior al 42.75 % en el musculo biceps
femoris, los acidos grasos saturados representan el 30.84 % y el acido palmitico es
el mas importante, con 17.75 % frente al 12.46 % que representaba en biceps
femoris. Se observa una ligera menor proporcion de acidos grasos monoinsaturados
(15.25 % en semimembranosus frente a 16.22 % en el biceps femoris). A lo largo del
proceso parecen verse también afectados de forma importante los acidos grasos
saturados (de 30.84 % en pernil hasta 22.54 % en jamon curado), junto con los
acidos grasos poliinsaturados (de 43.71 % en pernil hasta 41.01% en jamon
curado), mientras que aumenta ligeramente la proporcion de acidos

monoinsaturados (de 12.25 % en pernil hasta 17.40% en jamon curado).

IV.3.1.1.c. Composicion en acidos grasos de la fraccion de acidos grasos libres

En la tabla IV.16 se muestra la composicion en acidos grasos de la fraccion de
acidos grasos libres de la grasa intramuscular del musculo biceps femoris y
semimembranosus, en distintos puntos del proceso de elaboracion de jamoén curado

“D.O. Teruel”.

En la fraccion de acidos grasos libres de la grasa intramuscular del musculo
biceps femoris de pernil, la cantidad de acidos grasos saturados y poliinsaturados
son similares, aunque los acidos grasos poliinsaturados presentan un porcentaje
ligeramente superior (37.76 frente a 36.16 % de los saturados). Dentro de los
saturados, el mayoritario es el acido palmitico (24.62 %) seguido del acido estearico
(10.54 %). El acido oleico representa un 25.30 % del total de acidos grasos
analizados, mientras que el mayoritario en la fraccion de acidos grasos

poliinsaturados es el acido linoleico (27.20 %).

Hay que destacar que al final del proceso, en la grasa intramuscular del
musculo biceps femoris de jamon curado “D.O. Teruel”, la composicion en acidos
grasos libres poliinsaturados ha aumentado respecto al pernil (de 37.76 % a
44.18 %). La disminucion observada en los porcentajes relativos de los acidos
grasos saturados ( de 36.16 % a 33.05 %) y monoinsaturados (de 25.85 % a 21.66

%) se podria atribuir a este aumento en el porcentaje relativo de los acidos grasos
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poliinsaturados dentro de la fraccion de acidos grasos libres. Este resultado
indicaria que, del conjunto de acidos grasos presentes en la fraccion lipidica total
de la grasa intramuscular, los acidos grasos poliinsaturados serian los que se
liberan preferentemente en los procesos de hidrolisis, importantes como fase previa
a la oxidacion. Si se tiene en cuenta que es en la fraccion de fosfolipidos donde se
produce un descenso mas importante de los acidos grasos poliinsaturados, se
podria decir que los acidos grasos poliinsaturados analizados en la fraccion de
acidos grasos libres a lo largo del proceso, procederian fundamentalmente de la

fraccion de fosfolipidos.

En el musculo semimembranosus se observa la misma tendencia observada en
el musculo biceps femoris a lo largo del proceso de elaboracion (tabla IV.16),
igualmente con un aumento del porcentaje relativo de los acidos grasos

poliinsaturados.

En ambos musculos, los acidos grasos mayoritarios al final del proceso, en
jamon curado “D.O. Teruel”, son el acido linoleico (29.89 % en ambos musculos), el
acido oleico (20.64 % en biceps femoris y 21.04 % en semimembranosus), el acido
palmitico (19.73 % y 19.21 %, respectivamente) y el acido estearico (12.20 % y

11.97 %, respectivamente).
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IV.3.1.2. Evolucion de las diferentes fracciones lipidicas de la grasa

intramuscular durante el proceso de elaboracion de jamon curado “D.O.

Teruel”

En la tabla IV.17 se presenta la evolucion de las fracciones lipidicas extraidas y
analizadas segun el protocolo descrito en el apartado II1.2.5.2.c, a lo largo del
proceso de elaboracion. Los resultados se expresan como porcentaje de cada
fraccion en la fraccion total (g de acidos grasos totales en la fraccion A / 100 g de
acidos grasos totales en la fraccion total); se entiende por fraccion A las fracciones
estudiadas de triglicéridos, diglicéridos, monoglicéridos, fosfolipidos y acidos grasos
libres respectivamente. Se estima que la fraccion total se corresponde con la suma
de todos los acidos grasos de todas estas fracciones estudiadas. La figura IV.13
muestra la evolucion de los porcentajes relativos de estas fracciones a lo largo del

proceso para ambos musculos.

Tabla IV.17. Evolucion de las diferentes fracciones lipidicas de la grasa intramuscular en los
musculos biceps femoris y semimembranosus de pernil (1), pernil salado (2), jamon postsalado
(3), jamoén en maduracion (4) y jamoéon curado “D.O. Teruel” (5) a lo largo del proceso de
elaboracion (g de acidos grasos en la fraccion A / 100 g de acidos grasos totales en la fraccion
total).

FRACCIONES biceps femoris

1 2 3 4 5
TRIGLICERIDOS 74.85 83.44 91.09 88.82 76.29
DIGLICERIDOS 0.82 1.01 0.43 0.81 2.07
MONOGLICERIDOS 0.34 0.31 0.22 0.13 0.47
FOSFOLIPIDOS 21.37 13.58 7.21 4.79 2.54
ACIDOS GRASOS LIBRES 2.62 1.65 1.04 5.45 18.64

semimembranosus

1 2 3 4 5
TRIGLICERIDOS 75.50 71.38 89.41 88.52 77.96
DIGLICERIDOS 1.28 0.53 0.79 0.64 1.94
MONOGLICERIDOS 0.40 0.52 0.27 0.15 0.18
FOSFOLIPIDOS 19.79 25.52 8.29 5.06 2.28
ACIDOS GRASOS LIBRES 3.03 2.05 1.24 5.62 17.64
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La fraccion mayoritaria en la grasa intramuscular de pernil, tanto en el musculo
biceps femoris como en el semimembranosus es la de triglicéridos (74.85y 75.50 %,
respectivamente). La fraccion de fosfolipidos representa también una cantidad
importante en ambos musculos, de forma que en la grasa intramuscular de pernil
del musculo biceps femoris es de 21.37 % y en el musculo semimembranosus es de
19.79 %. Los acidos grasos libres representan el 2.62 % en la grasa intramuscular
del musculo biceps femoris de pernil y 3.03 % en el musculo semimembranosus.
Las fracciones de monoglicéridos y digliceridos son minoritarias en ambos

musculos.

Tal y como refleja la figura IV.13 y los valores de la tabla IV.17, la fraccion de
triglicéridos apenas sufre variacion en ambos musculos a lo largo del proceso de
elaboracion de jamon curado “D.O. Teruel” mientras que las cantidades de
fosfolipidos y acidos grasos libres varian de forma importante a lo largo del
proceso. La cantidad de fosfolipidos disminuye drasticamente desde 21.37 y 19.79
% en pernil hasta 2.54 y 2.28 % en jamon curado “D.O. Teruel”, en los musculos
biceps femoris y semimembranosus, respectivamente. Esta disminucion supone
una reduccion del 88 % de los acidos grasos que se analizan en esta fraccion. Este
comportamiento se atribuye a la gran inestabilidad de los fosfolipidos, que
contienen niveles elevados de acidos grasos insaturados, tal y como se ha
comprobado en el analisis de la composicion en acidos grasos de esta fraccion
(aptdo. IV.3.1.1.b), que ademas son los principales afectados de las reacciones de
hidrélisis previas a los procesos de oxidacion (aptdo. IV.3.1.1.c), por lo que la
degradacion de los componentes de esta fraccion debe desempenar un papel
importante en el desarrollo del aroma y sabor del jamoén curado. Estos resultados

estan de acuerdo con los obtenidos por otros autores para jamon serrano (Flores et

al.; 1985).
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Porcentaje de triglicéridos
0 100 -
o 90
= 80 -
(=2} 70 -
(=]
S n 60 - ; ;
A 50 @ biceps femoris
] ]
8 ° B semimembranosus
5 = 40 -
O 30 -
0 20
5 ]
= 10 4
o 0
1 2 3 4 5
Etapas
Porcentaje de fosfolipidos
0 30 -
o
S
2 25
o
g, "
-~ 9 O biceps femoris
w ®© 154
° o W semimembranosus
T =
\9 10 ]
L
o 5 1
8 1
S
= 0 [
1 2 3 4 5
Etapas
Porcentaje de acidos grasos libres
o
o 30 +
-
—
(7] 25 -
o
L9
2 8 20
n 2
8 g 15 @ biceps femoris
o o B semimembranosus
o g 10
8 —_—
5 O 5
) |:- — | l
‘© 04
° 1 2 3 4 5
Etapas

Figura IV.13. Evolucion del porcentaje de triglicéridos, fosfolipidos y acidos grasos libres en
los musculos biceps femoris y semimembranosus durante el proceso de elaboracion del
jamon “D.O. Teruel”. 1: pernil, 2: pernil salado, 3: jamoén postsalado, 4: jamon en

maduracion y 5: jamon curado “D.O. Teruel”.
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La cantidad de acidos grasos libres no varia de forma importante durante las
primeras etapas del proceso hasta el postsalado, mientras las piezas se encuentran
a temperaturas bajas. Se produce un incremento considerable durante la etapa de
maduracion y hasta el final del proceso, donde se alcanzan valores para los acidos
grasos libres de 18.64 y 17.64 % en biceps femoris y semimembranosus
respectivamente. Esto supone, con respecto al valor inicial de pernil, un aumento
del 86 % en el musculo biceps femoris y del 82 % en el musculo semimembranosus.
(Tabla IV.17). Estos resultados estan de acuerdo con los obtenidos por otros
autores (Buscailhon et al., 1994), que describen cambios similares en los lipidos

intramusculares durante el procesado de jamon de franceés.

Parece ser que existe una relacion entre el aumento que sufren los acidos
grasos libres y la disminucion producida en la fraccion de fosfolipidos durante el
proceso, tal y como se deduce del estudio previo de estas fracciones (aptdos.
IV.3.1.1.b y IV.3.1.1.c). Estos resultados apoyarian la hipotesis de que los acidos
grasos libres que se generan durante el proceso proceden mayoritariamente de la
hidrolisis de los fosfolipidos. Esta misma conclusion se obtiene de otros trabajos en
los que se estudian los cambios en el contenido y composicion en acidos grasos en
la carne durante diferentes procesos, como son el curado de jamones (Flores et al.,
1987, Buscailhon et al., 1994) o la conservacion en frio de carne fresca (Sharma et

al., 1982).

De los resultados de este estudio también se deduce que la degradacion de los
fosfolipidos durante el proceso de curado se debe principalmente a la hidrolisis,
seguida de procesos de oxidacion (aptdo. IV.3.1.1.b). La oxidacion directa de los
acidos grasos de los fosfolipidos, sin que haya una hidrodlisis previa, es

probablemente un fenéomeno minoritario.

Este hecho responde a la mayor sensibilidad a la alteracion que presentan los
acidos grasos insaturados, debido a la presencia en su estructura de dobles
enlaces altamente susceptibles de ser oxidados. Los acidos grasos insaturados se
consideran precursores del aroma, ya que son susceptibles de oxidacion quimica y
enzimatica, que generan una gran variedad de compuestos volatiles (Toldra, 1998).

Algunos autores atribuyen la intensa lipolisis a la actividad de lipasas basicas y
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neutras, las cuales son lipoproteinas y lipasas hormona-sensitivas respectivamente

(Countron-Gambotti, C. et al., 1999).

La figura IV.14 muestra la evolucion de los acidos grasos poliinsaturados en las
diferentes fracciones estudiadas a lo largo del proceso. Se observa que
efectivamente, a lo largo del proceso, el contenido en estos acidos grasos se
incrementa en la fraccion de acidos grasos libres y disminuye en la de fosfolipidos,
mientras que en la de triglicéridos permanecen practicamente inalterados. Segun
los resultados obtenidos, la fraccion de fosfolipidos en los musculos biceps femoris
y semimembranosus seria la que contribuiria de forma mas relevante al desarrollo

del aroma tipico del jamon curado “D.O. Teruel”.
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Figura IV.14. Evolucion del cociente acidos grasos poliinsaturados / total acidos grasos en
el musculo biceps femoris y en el musculo semimembranosus durante el proceso de
elaboracion del jamon “D.O. Teruel”. 1: pernil, 2: pernil salado, 3: jamoéon postsalado, 4:
jamoén en maduracion y 5: jamon curado “D.O. Teruel”. PL: fosfolipidos, TG: triglicéridos,
FFA: acidos grasos libres.
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IV.3.2. COMPOSICION EN ACIDOS GRASOS DE LA GRASA ASOCIADA AL
MUSCULO BICEPS FEMORIS

En la tabla IV.18 se muestra la composicion en acidos grasos de la fraccion
total de lipidos de la grasa asociada al musculo biceps femoris o grasa subcutanea.
La fraccion total se extrae segun el protocolo descrito en el apartado II1.2.5.2.a; las
distintas muestras se estudian por cromatografia de gases, y los resultados se
expresan como porcentaje relativo de cada acido graso con respecto al total de

acidos grasos presentes en esta fraccion total.

Tabla IV.18. Composicion en acidos grasos (g acido graso /100 g acidos grasos totales) de la
grasa asociada al musculos biceps femoris en pernil (1), pernil salado (2), jamoén postsalado
(3), jamon en maduracion (4) y jamon curado “D.O. Teruel” (5). Las correspondientes

desviaciones estandar se presentan en el Anexo II.

FRACCION TOTAL Grasa asociada la musculo biceps femoris
Acidos grasos 1 2 3 4 5

C14:0 1.67 1.20 1.26 1.27 1.32

C16:0 24.78 22.97 23.18 24.90 23.31

C18:0 10.40 12.16 11.64 12.51 10.63

Otros! 0.69 0.86 1.04 1.59 0.84

Total saturados 37.54 37.19 37.12 40.27 36.09
Cle6:1 3.50 2.15 2.54 2.61 2.51

C18:1 46.88 43.69 44.58 42.93 40.11

Otros? 0.32 0.27 0.59 0.28 0.36
Total monoinsaturados - 46.10 47.70 45.82 -
C18:2 (n-6) 8.69 12.56 11.60 10.68 14.85
Otros3 0.90 1.10 1.02 0.97 1.11
TOTAL (n-6) 9.58 13.65 12.62 11.65 15.97
C18:3 (n-3) 0.70 0.97 0.90 1.18 1.06
C20:5 (n-3) 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
C22:5 (n-3) 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
Otros* 0.11 0.18 0.13 0.15 0.14
TOTAL (n-3) 0.81 1.15 1.03 1.33 1.20
Total poliinsaturados - 14.80 13.65 12.98 -

1. C12:0, C15:0, C17:0; 2: C17:1, C20:1; 3: C18:3 (n-6), C20:2 (n-6), C20:3 (n-6), C22:4 (n-6),
4: C20:3 (n-3), C22:6 (n-3).
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La composicion en acidos grasos de la grasa asociada al musculo biceps femoris
en el pernil se caracteriza fundamentalmente por un alto porcentaje de acidos
grasos monoinsaturados, en concreto de acido oleico (46.88 %), si se compara con
la grasa intramuscular del pernil donde el porcentaje de acido oleico representa un
41.45 % (aptdo. IV.3.1, tabla IV.13). Y en paralelo, la cantidad de acidos grasos
saturados y poliinsaturados disminuye con respecto a la estudiada en la grasa
intramuscular (aptdo. 1V.3.1). El porcentaje relativo de acidos grasos
poliinsaturados es de 10.39 % en la grasa asociada, mientras que en la grasa
intramuscular es de 15.54 %. Los acidos grasos saturados suponen el 37.54 % en
la grasa asociada frente a 35.6 % de la grasa intramuscular. Estos resultados
estan de acuerdo con otros publicados para tejido adiposo subcutaneo de perniles
utilizados para la elaboracion de jamones curados (Countron-Gambotti, et al.,

1999).

Si se estudia la evolucion de los diferentes acidos grasos a lo largo del proceso,
la composicion en acidos grasos de la grasa asociada al musculo biceps femoris del
jamon curado “D.O. Teruel” refleja una alta estabilidad de los acidos grasos
saturados; se observa una importante disminucion de la fraccion de acidos grasos
monoinsaturados (desde 50.70 % en el pernil hasta 42.98 % en el producto final),
donde el acido oleico es el que sufre una mayor degradacion (de 46.88 % en pernil
a 40.11 % en jamon curado); esta disminucion va acompanada por un incremento
casi paralelo de la fraccion de acidos grasos poliinsaturados (desde 10.39 % en el

pernil hasta 17.17 % en el producto final).
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IV.3.3. INDICES DE CALIDAD DE LA FRACCION LIPIDICA

En este apartado se estudian algunos indices de calidad que orientan sobre el
grado de alteracion de los componentes de la fraccion lipidica. Se estudia la
evolucion del indice de acidez, del indice de peroxidos y del indice de yodo de la
grasa intramuscular de los musculos biceps femoris y semimembranosus, asi como
de la grasa asociada al musculo biceps femoris. El indice de acidez es una medida
indirecta de la liberacion de acidos grasos y por lo tanto de la lipolisis. El indice de
peroxidos muestra la evolucion del proceso oxidativo durante la elaboracion del
jamon; los peroxidos tienen una naturaleza transitoria y son productos primarios,
intermediarios en la formacion posterior de compuestos hidroxi y carbonilo. El
indice de yodo es un estimador del nivel de insaturacion de los lipidos, ya que mide

la cantidad de dobles enlaces presentes en los acidos grasos.

Para la determinacion de los distintos indices de calidad, se utiliza la grasa
intramuscular obtenida por el método Soxhlet a partir de los musculos biceps
femoris y semimembranosus (aptdo. II1.2.5.1 de Material y Métodos) que permite
trabajar con mayores cantidades de muestra, necesarias para la posterior
realizacion de los analisis que se describen en el presente apartado. La grasa
asociada al musculo biceps femoris o grasa subcutanea, se obtiene segun el método

descrito en el apartado II1.2.5.3 de este trabajo.

IV.3.3.1. indices de acidez, de peréxidos vy de yodo en la grasa intramuscular

IV.3.3.1.a. Indice de acidez

En la tabla IV.19 y la figura IV.15 se presenta el grado de acidez (expresado
como porcentaje de acido oleico) para la grasa intramuscular, de los musculos
biceps femoris y semimembranosus, durante el proceso de elaboracion de jamon

curado “D.O. Teruel”.
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Tabla IV.19. Valores del grado de acidez (g acido oleico / 100 g grasa) para la grasa
intramuscular de los musculos biceps femoris y semimembranosus de pernil (1), pernil salado
(2), jamon postsalado (3), jamon en maduracion (4) y jamoén curado “D.O. Teruel” (5). (X: valor
medio; S: desviacion estandar). (X: valor medio, S: desviacion estandar).

Indice de Acidez

(g acido oleico / 100 g grasa)

biceps femoris semimembranosus
Muestra X S X S
1 1.69 0.12 1.84 0.60
2 4.66 0.04 2.05 0.06
3 4.71 0.03 5.23 0.15
4 4.95 0.12 12.01 0.23
S 6.13 0.17 14.70 0.48
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Figura IV.15. Valores medios de acidez (g acido oleico /100 g grasa) para la grasa intramuscular
de los musculos biceps femoris y semimembranosus en el proceso de elaboracion de jamoén “D.O.
Teruel”. 1: pernil, 2: pernil salado, 3: jamon postsalado, 4: jamoén en maduracion y 5: jamon
curado “D.O. Teruel”.
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Al principio del proceso de elaboracion en el pernil hay un bajo contenido de
acidos grasos libres en la grasa intramuscular de los musculos biceps femoris y

semimembranosus.

El grado de acidez para la grasa intramuscular del musculo biceps femoris
evoluciona gradualmente a lo largo del proceso desde 1.69 g acido oleico / 100 g
grasa en pernil hasta 6.13 g acido oleico / 100 g grasa, en jamoén curado “D.O.
Teruel”. Los valores de acidez final coinciden con los analizados en jamones
Ibéricos por otros autores (Antequera et al., 1992). En la grasa intramuscular del
musculo semimembranosus se produce también una evolucion gradual del grado
de acidez, aunque la acidez que presenta este musculo al final del proceso de
curado es bastante mayor que para el musculo biceps femoris (1.84 g acido oleico /
100 g grasa en pernil hasta 14.7 g acido oleico / 100 g grasa en jamon curado “D.O
Teruel”). Estos valores son mas altos que los encontrados para este mismo
musculo por otros autores en jamones ibéricos; Antequera et al. (1992)
encontraron valores de 10.75 g acido oleico / 100 g grasa para grasa
intramuscular de jamon Ibérico. Las diferencias encontradas entre musculos se
pueden atribuir a una mayor actividad lipolitica en el musculo semimembranosus,
posiblemente originada por microorganismos con sistemas enzimaticos lipoliticos
(levaduras, mohos, y micrococci) tal como han descrito Rodriguez et al. (1994) y

Cava et al. (1999) para jamon Ibérico.

En el musculo semimembranosus, aunque en el pernil salado ya se observa un
aumento de la acidez con respecto al pernil, las reacciones lipoliticas se desarrollan
mas intensamente en la ultima etapa de la maduracion, donde se produce un
aumento desde 5.23 g acido oleico / 100 g grasa en jamoéon en postsalado hasta

14.7 g acido oleico / 100 g grasa en jamon curado “D.O. Teruel”.
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IV.3.3.1.b. indice de peréxidos

En la tabla IV.20 y la figura IV.16 se presenta el indice de peroxidos (expresado
como meq Oz activo / kg grasa) para la grasa intramuscular de los musculos

biceps femoris y semimembranosus.

Tabla IV.20. Valores del indice de peroxidos (meq O2 activo / kg grasa) para la grasa
intramuscular de los musculos biceps femoris y semimembranosus de pernil (1), pernil salado
(2), jamon postsalado (3), jamoéon en maduracion (4) y jamoéon curado “D.O. Teruel” (5). (X: valor
medio; S: desviacion estandar).

Indice de Peréxidos

(meq Oz activo / kg grasa)

biceps femoris semimembranosus

Muestra X S X S

1 4.29 0.51 3.42 0.20

2 7.93 0.28 11.17 0.91

3 27.34 0.98 30.27 0.45

4 15.21 1.05 19.12 1.05

5 11.62 0.38 17.03 3.36
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Figura IV.16. Valores medios del indice de peroxidos (meq O2 activo/ kg muestra) para la grasa
intramuscular de los musculos biceps femoris y semimembranosus en pernil (1), pernil salado (2)
y jamon “D.O. Teruel” (5).
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En ambos musculos el indice de peroxidos aumenta gradualmente hasta el final
del postsalado. En el musculo biceps femoris se obtienen valores del indice de
peroxidos de 4.29 meq O2 activo/ kg grasa intramuscular en pernil, y de 7.93 meq
O2 activo/ kg grasa intramuscular en pernil salado (Tabla IV.20 y Fig. IV.16). En el
musculo semimembranosus los valores medios del indice de peroxidos son de 3.42
meq O2 activo/ kg grasa intramuscular en pernil, y de 11.17 meq O2 activo/ kg
grasa intramuscular en pernil salado (figura IV.16). Estos resultados son del
mismo orden que los obtenidos por otros autores para el indice de peroxidos de la
grasa intramuscular de carne de cerdo y pernil salado (Flores et al., 1985;

Antequera et al., 1993; Hertzman et al., 1988).

En el pernil salado se produce un incremento del indice de peroxidos con
respecto al pernil del 46 % para la grasa intramuscular del musculo biceps femoris
(figura IV.16) y del 69 % para la grasa intramuscular del musculo
semimembranosus (figura IV.16). Si se contrastan estos valores de indice de
peroxidos con los valores tan bajos obtenidos en ambos musculos para el indice de
acidez en pernil salado (tabla IV.19), se podria concluir que el efecto lipolitico seria
mayor que el que aparentemente reflejan los resultados del indice de acidez; debido
a que parte de los acidos grasos que se van generando en la etapa de salado
comienzan rapidamente a autooxidarse dando lugar a los correspondientes

peroxidos.

Segun algunos autores (Antequera et al., 1992) se produce un pico maximo en
el contenido en peroxidos justo antes de la etapa de maduracion, y después,
durante esta etapa, se produce una importante destruccion de los peroxidos
simultaneamente con la generacion de una gran variedad de compuestos volatiles
esenciales en el aroma tipico del jamén curado. Los peroxidos son productos
primarios de naturaleza transitoria, intermediarios en la formacion de compuestos
hidroxilo y carbonilo; entre ellos los mas abundantes son el hexanal y el nononal,
productos secundarios mas importantes en la oxidacion del acido oleico y linoleico,

respectivamente (Gray, 1978; Antequera et al., 1992).
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En el jamon curado “D.O. Teruel” los valores finales del indice de peroxidos son
de 11.62 y 17.03 meq O2 activo/ kg grasa en los musculos biceps femoris y
semimembranosus respectivamente. El valor encontrado en el musculo
semimembranosus es relativamente bajo si se compara con el obtenido en este
mismo musculo para jamon Ibérico encontrado por otros autores (27.57 meq O2
activo/ kg grasa Antequera et al., 1992), y que podria orientar sobre las evidentes
diferencias finales en las percepciones aromaticas, muy intensa en jamoén Ibérico, y

seguramente mas suave en jamon “D.O. Teruel”.

IV.3.3.1.c. indice de yodo

En la tabla IV.21 y la figura IV.17 se muestran los valores del indice de yodo
para la grasa intramuscular de los musculos biceps femoris y semimembranosus en

pernil, pernil salado y jamoén curado “D.O. Teruel”.

Tabla IV.21. Valores del indice de yodo (g I / 100 g grasa) para la grasa intramuscular de los
musculos biceps femoris y semimembranosus de pernil (1), pernil salado (2), jamoén postsalado
(3), jamon en maduracion (4) y jamon curado “D.O. Teruel” (5). (X: valor medio; S: desviacion
estandar).

Iindice de Yodo

(g I / 100 g grasa)

biceps femoris semimembranosus

Muestra X S X S
1 56.15 2.18 57.29 0.63
2 56.44 6.43 49.70 0.90
S5 67.89 3.86 72.42 3.27
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Figura IV.17. Valores del indice de yodo (g I / 100 g grasa) para la grasa intramuscular de
los musculos biceps femoris y semimembranosus en pernil (1), pernil salado (2) y jamoén “D.O.
Teruel” (5).

En la grasa intramuscular del musculo biceps femoris se obtienen valores del
indice de yodo de 56.15 y 56.44 g I> / 100 g grasa para el pernil y pernil salado,
respectivamente. Estos valores son del mismo orden que los obtenidos por otros
autores para la grasa intramuscular de perniles, y se corresponden con un
porcentaje de acidos grasos insaturados mayor del 50 % (Flores et al., 1988).
Efectivamente, en el analisis de la composicion en acidos grasos de los
componentes de la grasa intramuscular del musculo biceps femoris en pernil (tabla
IV.13), el porcentaje de acidos grasos insaturados encontrado supone 61.5 g acidos

grasos / 100 g acidos grasos totales.
Al final del proceso, el indice de yodo en la grasa intramuscular del jamon

curado “D.O. Teruel” para los musculos biceps femoris y semimembranosus es de

67.89y 72.42 gl> / 100 g grasa respectivamente.
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IV.3.3.2. Indice de acidez, de peroxidos v de yodo en la grasa asociada al

musculo biceps femoris

En la tabla IV.22 se presentan los valores de grado de acidez, peroxidos y yodo

de la grasa subcutanea o grasa asociada al musculo biceps femoris.

Tabla IV.22. Valores del indice de acidez (g acido oleico / 100 g grasa), indice de peroxidos
(meq Oz activo/ kg grasa) e indice de yodo (g I2 activo/ 100 g grasa), obtenidos para la grasa
asociada al musculo biceps femoris de pernil (1), pernil salado (2), jamon postsalado (3), y
jamon curado “D.O. Teruel” (5). (X: valor medio; S: desviacion estandar).

Grasa Grado de Acidez indice de Peréxidos indice de Yodo

asociada . 4 ido oleico / 100 g grasa meq O activo / kg grasa gl / 100 g grasa

Etapa X S X S X S
1 0.46 0.05 6.23 0.17 66.04 7.90
2 0.31 0.02 18.66 6.33 70.08 3.47
3 0.65 0.03 _ _ _ _
S) 13.44 0.58 24 .49 4.51 68.64 2.35

Los valores de grado de acidez en la grasa asociada, durante las primeras
etapas del proceso, son muy bajos, de forma que se puede decir que el incremento
de acidos grasos libres de la grasa asociada al musculo biceps femoris en el proceso
de elaboracion se produce fundamentalmente en la etapa de maduracion. Estos
valores son 0.46, 0.31, 0.65 g acido oleico / 100 g grasa en pernil, pernil salado y
jamon postsalado, mientras que al final del proceso el grado de acidez en jamoén
curado “D.O. Teruel” es de 13.44 g acido oleico / 100 g grasa (tabla 1V.22). Estos
resultados coinciden con los obtenidos por otros autores (Balderas et al., 1993) en
trabajos en los que se estudian procesos de elaboracion de jamoéon curado con

distintos tiempos de salazon.
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El aumento del grado de acidez durante el proceso de fabricacion (de 0.46 % en
pernil hasta 13.44 % en el jamon elaborado) se atribuye a la intensa lipolisis que
tiene lugar debido a la actividad enzimatica lipolitica, con la consiguiente
formacion de acidos grasos libres (Antequera et al., 1994; Motilva et al., 1993). La
lipolisis se encuentra favorecida por las condiciones de temperatura y humedad en

que se desarrolla todo el proceso (Balderas et al., 1993).

Los valores de indice de peroxidos obtenidos para pernil y pernil salado son
respectivamente 6.23 y 18.66 meq Oz activo/ kg grasa ( Tabla IV.23). Esto refleja la
presencia de una mayor cantidad de acidos grasos libres desde el inicio del
proceso, lo que favoreceria una mayor formacion posterior de peroxidos si se
compara con la grasa intramuscular (tabla IV.20). Efectivamente, al final del
proceso el indice de peroxidos es superior (24.49 meq O2 activo/ kg grasa) al

encontrado para la grasa intramuscular.

Segun los resultados obtenidos por cromatografia de gases de la evolucion en
acidos grasos de la grasa asociada al musculo biceps femoris (aptdo. IV.3.1.1), se

podria decir que el acido oleico seria el principal acido graso oxidado en esta grasa.

Con los datos disponibles para el indice de yodo en la grasa asociada, se puede
decir que el nivel de saturacion, estimado a través del indice de yodo, no varia
sensiblemente entre la materia prima empleada y el producto final. Y ademas, el
valor del indice de yodo en la grasa asociada al musculo biceps femoris (68.64 g 1> /
100 g grasa) coincide con el correspondiente al de la grasa intramuscular del

musculo biceps femoris (67.89 gl2 / 100 g grasa).
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IV.4. CARACTERIZACION MICROESTRUCTURAL

La calidad de la carne y de los productos carnicos esta intimamente relacionada
con su microestructura. El estudio microestructural del jamon curado proporciona
una valiosa informacion de cara a profundizar en el conocimiento de los fenéomenos
que tienen lugar durante su procesado. Ademas, en el caso concreto de los
alimentos protegidos por Denominacion de Origen, el conocimiento de la
microestructura puede ser util para su caracterizacion, asi como para definir y

optimizar los procesos.

Por otra parte, en otros apartados del presente trabajo se ha estudiado algunos
componentes quimicos que desempenan un papel fundamental en Ila
microestructura del musculo esquelético del pernil y del jamon; asi por ejemplo, las
proteinas miofibrilares configuran las unidades estructurales del sarcomero
elemental, los fosfolipidos estructuran las membranas celulares, la grasa

subcutanea se estructura en los adipocitos, etc.

Las modificaciones estructurales del tejido muscular durante la elaboracion de
productos carnicos, como el jamoén curado, estan muy poco estudiadas. En este
apartado se estudia la evolucion de la microestructura durante el proceso de
elaboracion de jamoéon curado “D.O. Teruel”, mediante el uso de diversas técnicas

microscopicas complementarias (Cryo-SEM, SEM, LM, TEM).

Como se vera en los resultados y discusion presentados en este capitulo, las
modificaciones observadas en la microestructura a lo largo del proceso, coinciden
plenamente con los cambios quimicos estudiados en los apartados anteriores de
este trabajo, tanto en lo referente a los componentes proteicos y lipidicos, como a
las distintas actividades enzimaticas estudiadas, asi como en lo que respecta a la
evolucion de los contenidos en humedad y NaCl de las distintas muestras

estudiadas.
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IV.4.1. CARACTERIZACION MICROESTRUCTURAL POR MICROSCOPiA
ELECTRONICA DE BARRIDO (Cryo-SEM y SEM)

La Microscopia Electronica de Barrido ha sido utilizada por numerosos
investigadores en los ultimos anos para el estudio de la estructura de gran
variedad de alimentos, asi como para el estudio de las modificaciones
microestructurales que se producen durante diversos procesos industriales
(Pascual-Albero et al., 1998; Pérez-Munuera et al., 1999a; Alvarez-Parrilla et al.,
1997).

En este apartado se estudia por Microscopia Electronica de Barrido a Bajas
Temperaturas (Cryo-SEM) y Microscopia Electronica de Barrido (SEM) la evolucion
de la estructura del tejido muscular de los musculos biceps femoris y

semimembranosus durante el proceso de elaboracion de jamon “D.O. Teruel”.

IV.4.1.a. Cryo-Microscopia Electronica de Barrido

En la preparacion de muestras para su observacion por Cryo-SEM las muestras
se fijan a bajas temperaturas (- 210 °C) de forma que es posible estabilizar la

estructura de las células en el material de forma muy cercana a su estado natural.

Se han estudiado por Cryo-SEM secciones transversales y longitudinales de los
musculos biceps femoris y semimembranosus, ademas del tejido adiposo o grasa
asociada al musculo biceps femoris, del pernil, pernil salado, jamon postsalado, y
jamoén curado “D.O. Teruel”. La obtencion de las distintas secciones se realiza

segun se explica en el apartado II1.2.6.1 de Material y Métodos.

Las figuras IV.18 a IV.25 muestran diversas secciones de tejido muscular del
pernil utilizado como materia prima en el proceso de elaboracion. No se han
observado diferencias estructurales entre el tejido muscular del musculo biceps

femoris y el musculo semimembranosus en el pernil.
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La figura IV.18 es una seccion transversal del musculo semimembranosus del
pernil en la que se observan diversos haces musculares tipicos de la estructura del
tejido muscular de la carne. Se aprecia la presencia de tejido conjuntivo perimisial
o perimisio que separa los haces de fibras, y una pequena veta de grasa
intramuscular, cuyos adipocitos se situan alienados en el espacio entre haces de
fibras musculares. En las figuras IV.19 y IV.20 se observan con mas detalle las
células musculares, que en el pernil estan bastante intactas. Son células de
aproximadamente 100 um de diametro, rodeadas de una membrana o sarcolema.
En la figura IV.20 se observa como estas células aparecen interconectadas por el
tejido conjuntivo endomisial o endomisio, estructura reticular constituida
fundamentalmente por colageno, que mantiene perfectamente adheridas las fibras

musculares.

En la figura IV.21 se ve con detalle la union entre cuatro células musculares del
pernil y destaca la intima conexion entre la membrana o sarcolema y el paquete
miofibrilar, asi como la alta integridad de las miofibrillas (1-2 pm de diametro) en el
interior de la célula, que se observan conectadas entre si. Las miofibrillas son los
elementos contractiles del musculo y su estructura es responsable del caracter
estriado del mismo. Las conexiones intermiofibrilares que se observan son de
naturaleza proteica, semejantes a las descritas por algunos investigadores en otros
tipos de carne (Silva et al., 1993; Taylor et al., 1995), como constituyentes de los
denominados costameros: componentes de una red citoesquelética que enlaza las

miofibrillas entre siy éstas con el sarcolema, a la altura de los discos Z.

En la figuras IV.22 y IV.23 se muestran fibras musculares de musculo
semimembranosus de pernil en seccion longitudinal, donde se observa mejor la
integridad que mantiene el paquete miofibrilar, con las proteinas de los costameros
practicamente intactas, de forma que el interior celular aparece como una malla
continua intimamente unida a la membrana o sarcolema. En los espacios
intercelulares todavia se pueden detectar algunos restos de tejido conjuntivo
endomisial, aunque la mayoria de los espacios intercelulares aparecen vacios por la
degradacion que se ha producido durante el almacenamiento. Como se ha indicado

en el apartado III.1 de Material y Métodos, los analisis microestructurales se
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realizan a partir de perniles que han estado entre tres y cuatro dias en
almacenamiento refrigerado a 4°C; ésto explica la degradacion inicial que se
observa en el tejido conjuntivo, como también se ha comprobado para otros tipos
de carne, como la carne de conejo (Pérez-Munuera et al., 1999b; Sotelo 2000 y
Sotelo et al., 2004). En los primeros 3-4 dias postmorten en almacenamiento
refrigerado ya se produce el 65-80 % de los cambios que conducen a la
tenderizacion de la carne. Segun algunos autores (Ouali et al., 1987; Bremmer &
Hallet, 1985), el efecto de diversas enzimas (colagenasas o catepsinas), sobre la
estructura del musculo postmorten, es determinante en el proceso de tenderizacion
por degradacion del tejido conjuntivo y de los cambios texturales de la carne

postmortem.
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Figura 1IV.18. Seccion transversal de Figura IV.19. Seccion transversal de

musculo semimembranosus de pernil. musculo semimembranosus de pernil. Fibras
Grasa intramuscular (g); perimisio (p) musculares (F). (Cryo-SEM).

(Cryo-SEM).

~ 501m

i

Figura IV.20. Seccion transversal. Fibras Figura IV.21. Seccion transversal de pernil
musculares de pernil. Miofibrillas (m); Miofibrillas (m) (Cryo-SEM).
Sarcolema (S); endomisio (e) (Cryo-SEM).

- -

Figura 1IV.22. Seccion longitudinal del Figura IV.23. Seccion longitudinal del
musculo semimembranosus de pernil (Cryo- musculo  biceps femoris de  pernil.
SEM). Miofibrillas (m); Sarcolema (S) (Cryo-SEM).
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Las figuras IV.24 y IV.25 muestran el tejido adiposo intramuscular que, tanto
en el musculo biceps femoris como en el semimembranosus, aparece irregularmente
distribuido en forma de vetas situadas en los espacios entre haces musculares,
junto al tejido conjuntivo perimisial. Algunas de estas vetas son microscopicas,

constituidas solamente por células adiposas mas o menos redondeadas, rodeadas

por membrana y repletas de grasa en estado amorfo (Fig. IV.25).

Figura IV.24. Veta de grasa intramuscular. Figura IV.25. Detalle de una veta de grasa
Adipocitos (a) (Cryo-SEM). intramuscular (Cryo-SEM).

Figura IV.26. Seccion transversal de la Figura IV.27. Seccion transversal de la

grasa asociada al musculo biceps femoris de grasa asociada al musculo biceps femoris de
pernil, constituido por adipocitos (Cryo- pernil. Detalle de un adipocito (a); tejido
SEM). conjuntivo (Tc) (Cryo-SEM).
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En la figura IV.26 y IV.27 se observa la estructura del tocino subcutaneo o
grasa asociada al musculo biceps femoris de pernil. Esta capa de tejido adiposo
hace de interfase y actia como una verdadera barrera entre la masa muscular que
constituye el biceps femoris y la superficie del jamon. En la figura IV.27 se aprecian
los adipocitos intimamente unidos, con espacios intercelulares muy limitados.
Presentan una forma ligeramente alargada, con el diametro menor de tamano
bastante uniforme de aproximadamente 50 um, mientras que el diametro mayor
presenta mas variabilidad. Cuando se observan las células a mas aumentos se
aprecia la existencia de lo que podria ser tejido conjuntivo intercelular. El interior

de los adipocitos se encuentra repleto de pequenos globulos de grasa.

Las figuras IV.28 a IV.31 muestran diversas secciones obtenidas a partir del
musculo biceps femoris del pernil salado; en las figuras IV.28 y IV.29 se observa
una importante degradacion de las proteinas de los costameros, especialmente
aquellos que unen las miofibrillas con el sarcolema. En la figura IV.30 se aprecia
con detalle la union entre algunas células; en los espacios intercelulares (donde se
situaba el tejido conjuntivo endomisial) se observa ahora la presencia de unas
estructuras que se denominan artefactos eutécticos, generados como consecuencia
de la sublimacion del agua y de la correspondiente agregacion de los solutos
presentes. La acumulacion de solutos en los espacios intercelulares después de la
etapa de salado se puede atribuir a la penetracion de las sales de curado, asi como
al importante efecto de solubilizacion y deshidratacion que produce la sal en el
tejido muscular. Cuanto mayor es la acumulacion de estos solutos mayor es la

densidad de estos artefactos eutécticos.

En la figura IV.31 se muestra una seccion longitudinal del musculo biceps
femoris de pernil salado y se observa que después del salado también se
encuentran afectadas en cierto grado las conexiones intermiofibrilares con
aparicion de grietas microscopicas en el interior de las células. También se observa
en esta figura acumulacion de solutos entre el paquete miofibrilar y el sarcolema,

que antes estaban intimamente unidos a través de las proteinas de los costameros.
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Estos resultados estan en concordancia con los encontrados por Sayas-Barbera
et al. (1990) en los que se indica que las sales de curado producen una
solubilizacion de las proteinas miofibrilares, y generan como consecuencia una
dispersion de los miofilamentos; ademas, la desnaturalizacion de las proteinas

facilitaria la actuacion de las proteasas activas durante el proceso de curado,

produciendo alteraciones laterales a nivel de los discos Z.

Figura IV.28. Seccion longitudinal del Figura 1IV.29. Seccion transversal del
musculo biceps femoris de pernil salado musculo biceps femoris de pernil salado
(Cryo-SEM). (Cryo-SEM).

Figura 1IV.30. Seccion transversal del Figura IV.31. Seccion longitudinal del
musculo biceps femoris de pernil salado. musculo biceps femoris de pernil salado.
Sarcolema (S); solutos disueltos (sd) (Cryo- Solutos disueltos (sd) (Cryo-SEM).

SEM).
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En las figuras IV.32 a IV.35 se presentan diferentes secciones obtenidas a partir
del musculo semimembranosus de pernil salado. En las figuras IV.32 y IV.33 se
observan dos secciones transversales en las que se puede apreciar que el salado
ejerce, sobre la estructura muscular del musculo semimembranosus, un efecto mas
drastico que el observado en el musculo biceps femoris. Las células no aparecen
tan definidas como en el biceps femoris, debido a una degradacion mas importante
de las membranas celulares, y en los espacios intercelulares se aprecia una mayor
densidad de artefacto eutéctico, lo que revela una mayor acumulacion de solutos.
El efecto de la sal sobre la estructura celular es mas importante ya que durante el

salado este musculo esta en contacto directo con las sales de curado.

La figura IV.34 muestra una seccion transversal, en la que se aprecia con mas
detalle la importante degradacion sufrida por la estructura celular, especialmente
por las membranas, de forma que las células se muestran desdibujadas. Los
espacios intercelulares no estan muy bien definidos, tal y como se aprecia en una
seccion longitudinal (Fig. IV.35, comparese con Fig. IV.31), donde se puede
observar también la alteracion estructural en el paquete miofibrilar asi como la

degradacion del sarcolema.
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Figura 1IV.32 Seccion transversal del Figura 1IV.33. Seccion transversal del
musculo semimembranosus de pernil musculo semimembranosus de pernil salado
saldado (Cryo-SEM). (Cryo-SEM).

Figura 1IV.34. Seccion transversal del Figura IV.35. Seccion longitudinal del
musculo semimembranosus de pernil musculo semimembranosus de pernil salado
salado. Restos de sarcolema (flecha) (Cryo- (Cryo-SEM).

SEM).

En la figura IV.36 se observa, en seccion transversal, una veta de grasa
intramuscular en el pernil salado del musculo biceps femoris. El salado produce
una importante deformacion de las células adiposas, que se muestran con formas
irregulares, probablemente debido al efecto de solubilizacion que la sal produce

también sobre las membranas de estas células.

159



IV. Resultados y Discusion

Figura. IV.36 Seccion transversal del Figura IV.37. Seccion Ilongitudinal del

musculo biceps femoris de pernil salado. musculo semimembranosus de pernil salado
Veta de grasa intramuscular (flecha) (Cryo- Detalle de veta de grasa intramuscular.
SEM). (Cryo-SEM).

Figura 1IV.38. Seccion transversal del
musculo biceps femoris de pernil salado
(Cryo-SEM).

La figura IV.37 muestra con mas detalle una veta de grasa intramuscular, en
este caso en el musculo semimembranosus de pernil salado, donde se observa una
importante afectacion de las membranas de los adipocitos, asi como huecos en su
interior provocados por la salida de grasa de estas células hacia el exterior. La
grasa liberada desde los adipocitos (Fig. IV.38) produce por coalescencia pequenas
areas de grasa libre que se sitia ahora en los espacios intercelulares. En el pernil
(Fig. IV.16) los adipocitos se observaban atrapados en el tejido conjuntivo
conservando su individualidad; pero después de la etapa de salado, la afectacion,
tanto de las proteinas que constituyen este tejido conjuntivo, como de las propias

membranas de los adipocitos, produce una agregacion de los mismos y la salida de
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grasa hacia el exterior de las células adiposas. La infiltracion de esta grasa en el
tejido muscular a lo largo del proceso favorece reacciones quimicas y enzimaticas a
partir de las cuales se generaran componentes que seran responsables de

importantes propiedades sensoriales tipicas del jamoén curado.

Las figuras IV.39 y IV.40 muestran la estructura de la grasa asociada al
musculo biceps femoris de pernil salado; la disolucion salina penetra en este tejido
adiposo subcutaneo, se infiltra entre las células y ocupa los espacios
intercelulares. En la figura IV.39 se observa, entre las células adiposas, grandes
areas ocupadas por lo que hemos definido como artefacto eutéctico, que indica la
presencia de solutos, y que en este caso se podria afirmar que provienen de la
disolucion salina. La infiltracion de la disolucion salina entre las células del tejido
adiposo hace que éste no presente una estructura tan compacta como la observada
en la grasa asociada al musculo biceps femoris de pernil (Fig. IV.27), donde los

espacios intercelulares eran mucho mas limitados.

En la figura IV.40 se observa con detalle algunos adipocitos desde los que ha

salido la grasa hacia los espacios intercelulares.

Figura IV.39. Seccion transversal de la Figura IV.40. Seccion transversal de la
grasa asociada al musculo biceps femoris grasa asociada al musculo biceps femoris de
del pernil salado. Adipocitos (a); disolucion pernil salado (Cryo-SEM).

salina (ds) (Cryo-SEM).
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Durante los dos meses posteriores a la etapa de salado se produce un reparto
de la sal en las piezas (asentamiento), es la etapa de postsalado. La figura 1V.41
muestra una panoramica del musculo biceps femoris de jamon postsalado, y las
figuras 1IV.42 y IV.43 muestran con mas detalle un corte transversal del tejido
muscular en el que se destaca la importante degradacion, especialmente a nivel de
la membrana o sarcolema, con restos de membrana celular y de exudados
ocupando los espacios intercelulares. La degradacion de las membranas favorece la
interaccion entre el contenido de células vecinas, dando un efecto de continuidad

en algunas zonas.

En la figura IV.44 se observa una importante area de grasa, libre que en la
muestra original se encontraba infiltrada en el tejido muscular de musculo biceps
femoris del jamon en postsalado. Esta grasa proviene de los adipocitos que se
situaban en las vetas de grasa intramuscular cuya degradacion se inicia en el

salado y es ya muy importante después de la etapa de postsalado.

La figura IV.45 muestra una vision panoramica de una seccion transversal de
musculo semimembranosus de jamoéon postsalado. Si se compara con el musculo
biceps femoris (Fig. IV.41) el tejido esta mas compactado. La figura IV.46 muestra
con mas detalle esta estructura, y se observa las células mas unidas, con una
apreciable disminucion de los espacios intercelulares en el musculo
semimembranosus respecto del musculo biceps femoris (Fig. IV.43). Esto se puede
relacionar con los distintos niveles de humedad de estos musculos en el jamoén en
postsalado, que son de 71.73 % en el musculo biceps femoris y de 64.45 % en el
musculo semimembranosus. En las figuras IV.43 y IV.46 se observa, para ambos
musculos, el interior celular con mayor densidad de artefacto eutéctico que en las
etapas anteriores, pernil y pernil salado (Fig. IV.19, IV.20, IV.32 y IV.33). Esto se
atribuye a una mayor presencia de solutos disueltos tanto en el interior como en el
exterior celular, por el efecto de la sal, ya que el reparto de la misma se uniformiza

en las piezas al final de la etapa de postsalado.
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Figura 1IV.41l. Seccion transversal del Figura IV.42. Seccion transversal del
musculo  biceps femoris de jamoén musculo biceps femoris de jamon
postsalado. (Cryo-SEM). postsalado. (Cryo-SEM).

Figura 1IV.43. Seccion transversal de Figura IV.44. Seccion transversal del
musculo  biceps femoris de jamon musculo biceps femoris. Grasa libre
postsalado. Restos de sarcolema (S) (Cryo- intramuscular (gl) (Cryo-SEM).

SEM).

Figura 1IV.45. Seccion transversal del Figura 1IV.46. Seccion transversal del

musculo semimembranosus de jamoén musculo semimembranosus de jamoén

postsalado. (Cryo-SEM). postsalado. Restos de sarcolema (S) (Cryo-
SEM).
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La microestructura de los musculos biceps femoris y semimembranosus del

jamoén curado “D.O. Teruel” por Cryo-SEM se observa en las figuras IV.47 a IV.55.

Una seccion transversal del musculo biceps femoris de jamon muestra los
haces de fibras musculares, con las uniones intercelulares desdibujadas; el tejido
conjuntivo endomisial practicamente no se aprecia y las células aparecen
intimamente unidas entre si (Fig. IV.47). En la figura IV.48 se observan con mas
detalle estos haces de fibras musculares y en la zona donde originalmente se
situaba el tejido conjuntivo perimisial; se aprecia una acumulacion importante de
solutos, que podrian ser productos de la proteolisis generados fundamentalmente
en la ultima etapa de maduracion, procedentes de las células del tejido muscular y
también de los componentes propios del tejido conjuntivo. Este efecto de proteolisis
junto con el de solubilizacion producido por el NaCl y la pérdida de humedad
durante el proceso, contribuiria a la migracion de una gran variedad de
compuestos quimicos, desde el interior celular, hacia los espacios intercelulares
originalmente ocupados por las proteinas del tejido conjuntivo. Se rompe la
discontinuidad tipica entre células y haces musculares, y se constituye una matriz
proteica mas homogénea y menos diferenciada que caracteriza la estructura del

jamoén curado (Fig. IV.49).

La actividad proteolitica que tiene lugar durante todo el proceso de elaboracion
del jamon tiene como consecuencia principal la degradacion de las proteinas
miofibrilares (aptdo IV.2.2.2), que explicaria la pérdida de la estructura intracelular
organizada en miofibrillas, tipica del pernil. En el interior de las células (Fig. IV.50)
se observa ahora el tipico artefacto eutéctico, que en este caso refleja la presencia
de una alta densidad de solutos debido a la proteolisis que ha tenido lugar durante

el proceso, junto con una importante pérdida de humedad.
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Figura 1IV.47. Seccion transversal del Figura IV.48. Seccion transversal del

musculo biceps femoris del jamon curado musculo biceps femoris del jamon curado

“D.O. Teruel” (Cryo-SEM). “D.0. Teruel”. Solutos acumulados (sa)
(Cryo-SEM).

Figura 1IV.49. Seccion transversal del Figura IV.50. Seccion transversal del
musculo biceps femoris del jamon curado musculo biceps femoris del jamoén curado
“D.O. Teruel” (Cryo-SEM). “D.0O. Teruel”. Union de fibras (Cryo-SEM).

Una seccion transversal del musculo semimembranosus de jamon curado (Fig.
IV.51) muestra el tejido muscular todavia menos diferenciado y mas compacto que
en el biceps femoris, donde ademas las células presentaban una seccion con perfil
mas redondeado; la apariencia es de una matriz proteica bastante continua y poco
diferenciada, con las células intimamente unidas en el interior de los haces
musculares. La diferencia que se ha encontrado en el contenido en humedad de
ambos musculos al final del proceso, 57.70 % en biceps femoris y 47.75 % en el
semimembranosus, explicaria la mayor compacidad observada en el tejido
muscular del musculo semimembranosus. La ausencia de tejido adiposo como

interfase entre el musculo semimembranosus y la superficie del jamoén, contribuye
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también a un mayor contacto de las sales de curado utilizadas en el proceso de
elaboracion y por tanto un mayor efecto deshidratante. Ademas ya se ha visto que
la concentracion de NaCl en el musculo semimembranosus es superior a la del
musculo biceps femoris practicamente en todo el proceso, desde la etapa de salado
(18.26 y 5.15 g NaCl / 100 g muestra) en los musculos semimembranosus y biceps
femoris, respectivamente), hasta el final de la primera mitad de la etapa de
maduracion, donde practicamente se igualan estos valores (14.55y 16.17 g NaCl /

100 g muestra) en los musculos semimembranosus y biceps femoris,

respectivamente (aptdo. IV.1.2).

Figura IV.51. Seccion transversal del Figura IV. 52. Seccion transversal del
musculo semimembranosus del jamoén musculo semimembranosus del jamon
curado “D.O. Teruel” (Cryo-SEM). curado “D.O. Teruel” (Cryo-SEM).

Figura IV.53. Seccion transversal del
musculo semimembranosus del jamoéon curado

“D.O. Teruel”. Solutos acumulados (sa) (Cryo-
SEM).
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Las figuras IV.52 y IV.53 muestran en detalle algunas células del tejido
muscular del musculo semimembranosus del jamon; el contenido intercelular
aparece como una masa compacta sin apenas huecos. El menor porcentaje de agua
en este musculo implica una mayor interaccion entre otros componentes quimicos,
principalmente proteinas y productos de proteolisis. También se aprecia en esta
figura que los espacios originalmente ocupados por el tejido conjuntivo perimisial
ahora se encuentran repletos por los productos de proteolisis y solubilizacion que

mayoritariamente habran difundido desde el interior de las células (Fig. IV.53).

Las reacciones de proteolisis y lipolisis que tienen lugar durante el proceso de
curado del jamon, no solamente afectan al tejido muscular, sino también de forma
importante a los componentes del tejido adiposo (membranas, tejido conjuntivo y
grasa) tanto del tejido adiposo intramuscular como del tejido adiposo del sebo o
tocino que recubre al musculo biceps femoris. La grasa y los productos de la
lipdlisis se encuentran libres en el jamon e infiltrados entre las células del tejido
muscular, contribuyendo de forma efectiva al sabor y aroma tipicos del jamon
curado. Otros autores atribuyen a los productos de lipodlisis gran parte del sabor y
aroma tipico del jamon curado (Antequera et al., 1992; Motilva et al., 1993; Toldra

et al., 1997 y 1998a).

En la figura IV.54 se observa una veta microscopica de tejido adiposo
intramuscular del musculo biceps femoris del jamon curado “D.O. Teruel”. Donde
originalmente se situaban las células adiposas aparece ahora una veta de grasa
libre debido a la degradacion de las membranas de los adipocitos, con la

consecuente salida de grasa intracelular.

La figura IV.55 muestra un corte transversal del sebo o grasa asociada al
musculo biceps femoris. Si se compara con la grasa asociada al musculo biceps
femoris de pernil salado (Fig. IV.39), en éste se observaba la disolucion salina
infiltrada entre los adipocitos, mientras que en el sebo del jamon curado los
espacios intercelulares son practicamente inexistentes y el interior celular se
observa relleno completamente de grasa que presenta un aspecto amorfo donde se

ha perdido la estructura de pequenos globulos de grasa original ( Fig. IV.27).
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Figura 1IV.54. Seccion transversal del Figura IV.55. Seccion transversal del tejido
musculo biceps femoris del jamon curado adiposo subcutaneo del jamoén curado “D.O.
“D.O. Teruel” (Cryo-SEM). Teruel” (Cryo-SEM).
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IV.4.1.b. Microscopia Electronica de Barrido

En la preparacion de muestras para Microscopia Electronica de Barrido (SEM)
se realiza una fijacion quimica para preservar la estructura de los componentes
mayoritarios (proteinas y grasa), y ademas se lleva a cabo una ultradeshidratacion
con lo cual las muestras se observan libres de agua. Este hecho permite acceder a
la observacion de algunas estructuras que con la técnica de Cryo-SEM, debido a la

presencia de agua, podrian quedar enmascaradas.

Se han estudiado por SEM secciones transversales y longitudinales de los
musculos biceps femoris y semimembranosus, ademas del tejido adiposo o grasa
asociada al musculo biceps femoris, del pernil, pernil salado y jamon curado “D.O.
Teruel”. La obtencion de las distintas secciones se realiza segun el apartado

[11.2.6.2 de Material y Métodos.

Las figuras IV.56 a IV.58 muestran un corte transversal del tejido muscular del
musculo semimembranosus del pernil utilizado como materia prima en el proceso
de elaboracion. No se han observado diferencias estructurales entre el tejido

muscular del musculo biceps femoris y del musculo semimembranosus.

En la figura IV.56 se aprecia diversos haces musculares separados por tejido
conjuntivo perimisial o perimisio. La separacion que se observa entre las células
musculares dentro de cada haz se atribuye al efecto que la fijacion quimica y la

deshidratacion producen en las muestras durante su preparacion.
En la figura IV.57 se aprecia con mas detalle el tejido conjuntivo perimisial, con

una estructura fibrosa perfectamente adherida a las células que constituyen los

distintos haces musculares.
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En la figura IV.58 se observa también el tejido conjuntivo endomisial o
endomisio, asi como algunas células musculares, en corte transversal. El
sarcolema de estas células se observa intacto, y en el interior se aprecian
claramente las miofibrillas; la técnica de SEM permite observar la estructura de las
miofibrillas en el interior de la célula. Las miofibrillas aparecen fuertemente
adheridas entre si y con la membrana o sarcolema. Se aprecia claramente como las

miofibrillas, componentes fundamentales del aparato contractil de la célula, se

sitian en paralelo al eje mayor de las células musculares.

Figura IV.56. Seccion transversal de Figura IV.57. Seccion transversal de
musculo semimembranosus de pernil. musculo semimembranosus de pernil.
Perimisio (p). (SEM). Perimisio (p); Fibras musculares (f).(SEM).

Figura IV.58. Seccion transversal de musculo
semimembranosus de pernil. Sarcolema (S);
miofibrillas (m) (SEM).
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Las observaciones por SEM del tocino, o grasa asociada al musculo biceps

femoris, muestran este tejido estructurado en haces de células adiposas ligadas por

tejido conjuntivo (Fig. IV.59).

Figura IV.59. Seccion longitudinal del Figura IV.60. Seccion transversal del tejido
tejido adiposo del pernil. Adipocitos (a). adiposo del pernil (SEM).
(SEM).

Figura IV.61. Seccion transversal del tejido Figura IV.62. Seccion transversal de tejido
adiposo del pernil. Grasa libre (g). (SEM). adiposo de pernil. Tejido conjuntivo (Tc);
Grasa libre (g). (SEM).
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Las figuras IV.60 y IV.61 muestran un detalle de las células adiposas. En la
figura IV.60 se observan estas células adiposas, con un aspecto mas o menos
redondeado, aunque algunas se observan bastante deterioradas, e incluso
plasmolizadas, de forma que se ha producido salida de la grasa y coalescencia de
los globulos de grasa, que ahora estan aqui fijados con tetroxido de osmio en esta
técnica de SEM. En la figura IV.61 se aprecian agregados de globulos de grasa en el

exterior celular, asi como restos de tejido conjuntivo que une estas células entre si.

La figura IV.62 muestra claramente un grupo de células adiposas rodeadas por
tejido conjuntivo; también se aprecian algunas goticulas de grasa que han salido
de las células por el deterioro sufrido por éstas durante la preparacion de la

muestra.

Las figuras IV.63 a IV.66 muestran un corte longitudinal del tejido muscular de
los musculos biceps femoris y semimembranosus del pernil salado. Las figuras
IV.63 y IV.64 muestran cortes donde se puede observar el cloruro sodico
depositado sobre la superficie de las células musculares; se pueden observar
estructuras F cubicas, sistema en el que cristaliza el NaCl. El proceso de
deshidratacion y ultradeshidratacion al que se somete la muestra durante su
preparacion para SEM permite la observacion de los cristales de cloruro sédico que
se depositan sobre las muestras y que la técnica de Cryo-SEM no permitia
observar. A pesar de la inmersion de la muestra en sucesivas disoluciones
fijadoras, deshidratantes, de lavado, etc, hay una cierta cantidad de sal que
permanece en algunas zonas de las muestras y puede ser observada por SEM. En
las figuras IV.65 y IV.66 se observan con detalle los cristales de cloruro sodico
distribuidos de una forma uniforme sobre la superficie de las fibras musculares de
los musculos biceps femoris y semimembranosus respectivamente. El analisis de
cloruros (apartado IV.1 s y Discusion) revela que efectivamente la disolucion salina
se infiltra en el tejido muscular en la etapa de salado y la concentracion de sal en
el musculo semimembranosus de pernil salado es superior (18.26 g NaCl / 100 g
muestra (b.h.)) a la concertacion en el musculo biceps femoris (5.15 g NaCl / 100 g

muestra (b.h.)).
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Figura IV.63. Seccion longitudinal del Figura IV.64. Seccion longitudinal del
musculo biceps femoris del pernil salado musculo biceps femoris del pernil salado.
(SEM). Cristales de NaCl (cr) (SEM).

Figura IV.65. Seccion longitudinal del Figura IV.66. Seccion longitudinal del
musculo semimembranosus de pernil musculo semimembranosus de pernil salado
salado (SEM). (SEM).

Figura IV.67. Grasa intramuscular en Figura IV.68. Seccion transversal del tejido
musculo biceps femoris de pernil salado. adiposo asociado al musculo biceps femoris
Adipocitos (a); grasa libre (g) (SEM). de pernil salado. Grasa libre (g) (SEM).
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En la figura IV.67 se observa una veta de tejido adiposo intramuscular en el
musculo biceps femoris de pernil salado, con grasa libre que ha sido fijada por el
tetroxido de osmio; esta grasa libre procede de la coalescencia de goticulas
liberadas de los correspondientes globulos de grasa de los adipocitos, cuyas
membranas ya han sufrido alteracion en esta etapa. Este hecho ya se ha apreciado

en muestras de pernil salado estudiadas por Cryo-SEM (Fig. IV.36 y IV.38).

La figura IV.68 muestra el sebo o grasa asociada al musculo biceps femoris de
pernil salado. En el tejido adiposo subcutaneo se observa degradacion de las
membranas de algunos adipocitos, con presencia de grasa libre. En las muestras
de tejido adiposo observadas por Cryo-SEM las conclusiones son equivalentes y
esto se atribuye fundamentalmente a la solubilizacion de membranas provocada

por el agente osmotico.

Las figuras IV.69 a IV.71 muestran en seccion transversal el musculo
semimembranosus de jamoéon curado “D.O. Teruel”, donde se pueden observar los
haces de fibras musculares, con las uniones intercelulares desdibujadas. El tejido
conjuntivo endomisial no se aprecia claramente, y las células aparecen
intimamente unidas entre si, tal y como se describio en las observaciones de estas
mismas muestras por Cryo-SEM. Las micrografias obtenidas para el musculo

biceps femoris de jamoéon curado ofrecen la misma informacion.

174



IV. Resultados y Discusion

Figura 1IV.69. Seccion transversal del Figura 1IV.70. Seccion transversal del

musculo semimembranosus del jamoén musculo Semimembranosus del jamon
curado “D.O. Teruel” (SEM). curado “D.O. Teruel”. Solutos acumulados
(sa) (SEM).

Figura IV.71. Seccion transversal del

musculo semimembranosus del jamoén curado
“D.O. Teruel” (SEM).

Hay que destacar que la técnica de SEM permite observar con gran claridad las
vetas de grasa libre, infiltrada entre las células musculares (Fig. IV.72); la fijacion
con tetroxido de osmio, y la ausencia de agua, favorece la observacion de la grasa
liberada desde los adipocitos a lo largo del proceso, y que por coalescencia genera
acumulacion de grasa libre. También es posible observar multitud de goticulas de

grasa (Fig. IV.73) que se situan en el interior del tejido muscular.
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El tejido adiposo subcutaneo, o grasa asociada al musculo biceps femoris,
observado por SEM (Fig. IV.74 y IV.73), muestra su desorganizacion al final del
proceso si se compara con el pernil (Fig. IV.60); se aprecian areas de grasa situadas
en el exterior de las células, las cuales ya se encuentran muy deterioradas en el
jamoén curado. Este cambio estructural del tejido adiposo a lo largo del proceso
favorece la deteccion de los aromas y sabores generados por lipodlisis (aptdo. IV.3), y

se situan fundamentalmente en las areas de grasa liberada desde los adipocitos e

infiltrada entre las células musculares, asi como en el tejido adiposo subcutaneo.

Figura 1IV.72. Seccion transversal del Figura IV.73. Seccion transversal del

musculo biceps femoris del jamon curado musculo biceps femoris del jamon curado

“D.O. Teruel”. Grasa libre (g) (SEM). “D.0O. Teruel”. Detalle de gotas de grasa
libre (g). (SEM).

Figura IV.74. Grasa asociada al musculo Figura IV.75. Grasa asociada al musculo
biceps femoris del jamoén curado. Tejido biceps femoris del jamén curado. Detalle
muscular (Tm); tejido adiposo (Ta). (SEM). (SEM).
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IV.4.2. CARACTERIZACION MICROESTRUCTURAL POR MICROSCOPIA
OPTICA (LM)

La utilizacion de la Microscopia Optica (LM) en el estudio del jamén curado
ofrece la posibilidad de estudiar areas mas amplias de las diferentes muestras.
Ademas, la posibilidad de tincion especifica de diferentes componentes en las
muestras, permite estudiar como va evolucionando su estructura cuando se ve
sometida a cambios durante el proceso industrial. Todo ello hace que esta técnica
complete y refuerce los resultados obtenidos por Microscopia Electronica de

Barrido (Cryo-SEM y SEM).

Las muestras estudiadas para su observacion por LM se preparan segun el
protocolo descrito en el apartado II1.2.6.3. Las muestras se fijan con glutaraldehido
y tetroxido de osmio, se deshidratan en series de etanol y finalmente se incluyen en
una resina epoxi para obtener secciones semifinas de 1-2 um que se tinen con azul
de toluidina para su observacion por LM. El azul de toluidina es un colorante
basico de color violeta con propiedades metacromaticas, que se une a grupos
acidos cuando éstos se encuentran formando parte de grandes polimeros como las

proteinas. Se utiliza en general para la tincion de células y nucleos.

Las figuras IV.76 a IV.79 muestran secciones transversales de tejido muscular
del musculo semimembranosus procedente de pernil, pernil salado, jamoén
postsalado y jamoén curado “D.O. Teruel”. En la figura IV.76 correspondiente a
pernil se aprecian las células musculares tenidas de color azul violaceo por el azul
de toluidina; las células aparecen bastante intactas rodeadas por la membrana o
sarcolema y en los espacios intercelulares todavia se pueden detectar algunos
restos de tejido conjuntivo endomisial, aunque la mayoria de los espacios
intercelulares aparecen vacios. Estas observaciones corroboran la informacion
obtenida por las técnicas de Cryo-SEM y SEM. Con esta técnica ademas se
aprecian claramente algunos nucleos de estas células, tenidos de azul oscuro por
el colorante. Las células del musculo esquelético son multinucleadas, y los nucleos

se situan en la periferia del paquete miofibrilar junto al sarcolema.
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Figura 1IV.76. Seccion transversal de Figura IV.77. Seccion transversal de

musculo semimembranosus de pernil. 20x. musculo semimembranosus de pernil salado.
(LM). n: nucleo. 20x. (LM).

Figura IV.78. Seccion transversal de Figura IV.79. Seccion transversal de
musculo semimembranosus de jamoén musculo semimembranosus de jamoén
postsalado. 20x. (LM). curado “D.O. Teruel”. 20x. (LM).

El tejido muscular caracteristico del pernil evoluciona a lo largo del proceso, de
forma que tanto después del saldo (Fig. IV.77) como después del postsalado (Fig.
IV.78) se observa un deterioro de la estructura de las células y una disminucion en
la diferenciacion de los espacios intercelulares, que al final del proceso genera una
estructura mas o menos continua y poco diferenciada, con las uniones
intercelulares desdibujadas tal y como se observa en la figura IV.79 de jamoén
curado “D.0O. Teruel”. Esta importante compactacion producida en las fibras
musculares es consecuencia de todos los cambios quimicos que tienen lugar
durante el proceso y que ya se han estudiado en este trabajo con especial
referencia a la pérdida de agua y al enriquecimiento de NaCl. Los principales
cambios estructurales que tienen lugar a lo largo del proceso se han descrito ya en

el apartado IV.4.1.
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Las figuras IV.80 a IV.84 muestran con mas detalle algunas secciones obtenidas
a partir del musculo semimembranosus, de distintos puntos del proceso. La tincion
con azul de Toluidina permite observar, en las muestras de jamon postsalado, el
interior de las células repletas de componentes tenidos de azul intenso, que deben
ser los productos de proteolisis y solubilizacion que se generan ya en esta etapa.

(Fig. IV.82).

En la figura IV.83 se muestra un corte transversal de jamon “D.O. Teruel” y se
observa también la aparicion de productos diversos acumulados en los espacios
intercelulares tenidos con el colorante, y que se atribuyen a la importante
proteolisis que tiene lugar durante el proceso y que ya se ha estudiado en otros
apartados de este trabajo. En la figura IV.84, en la que se observa con mas detalle
una muestra de jamon, se aprecia el interior de las células musculares, y se
observa la degradacion del paquete miofibrilar con formacion de agujeros o “gaps”,
y concentracion de diversos productos en el interior de la célula, tenidos con azul
de toluidina; todo ello se atribuyen principalmente a la degradacion de las

proteinas sufrida durante el proceso.

Estos resultados indican que los solutos acumulados en los espacios celulares
observados por las técnicas de Microscopia Electronica de Barrido (Cryo-SEM y
SEM), son principalmente productos de proteolisis generados en el interior de las
células, que difunden hacia el exterior por efecto de solubilizacion y deshidratacion

durante el proceso.
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Figura 1IV.80. Seccion transversal de Figura IV.81. Seccion transversal de
musculo semimembranosus de pernil. 40x. musculo semimembranosus de pernil salado.
(LM). n: nucleo. 40x. (LM).

Figura 1IV.82. Seccion transversal de Figura IV.83. Seccion transversal de
musculo semimembranosus de jamoén tras musculo semimembranosus de jamoén
postsalado. 40x. (LM). curado “D.O. Teruel”. Solutos acumulados
(sa). 40x. (LM).
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Figura 1IV.84. Seccion transversal de
musculo semimembranosus de jamon
curado “D.O. Teruel”. Gaps (g). 100x. (LM).
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IV.4.3. CARACTERIZACION MICROESTRUCTURAL POR MICROSCOPIiA
ELECTRONICA DE TRANSMISION (TEM)

Las secciones que se observan por Microscopia Electronica de Transmision
(TEM) proceden de muestras preparadas siguiendo el protocolo descrito en el
apartado II1.2.6.4 de Material y Métodos. La preparacion de la muestra es igual que
para LM, pero en este caso se obtienen secciones ultrafinas por ultramicrotomia

(100 A).

La Microscopia Electronica de Transmision permite observar detalles
ultraestructurales que no se aprecian con las otras técnicas estudiadas ya que
permite acceder a mejores niveles de resolucion; en el caso de la carne y productos
carnicos, es especialmente interesante la utilizacion de esta técnica para estudiar
la estructura fundamental del tejido muscular o unidad sarcomérica, ya que las
alteraciones microestructurales que sufre determinan importantes cambios en las

caracteristicas organolépticas del producto.

A nivel ultraestructural los cambios sufridos por los musculos biceps femoris y

semimembranosus a lo largo del proceso siguen una pauta analoga.

Las figuras IV.85 a IV.95 muestran secciones ultrafinas obtenidas a partir del

musculo biceps femoris de pernil, pernil salado y jamoéon curado “D.O. Teruel”.

La figura IV.85 muestra, en seccion longitudinal, el interior de una fibra
muscular con las miofibrillas perfectamente empaquetadas. Se distingue la
disposicion de los discos Z que marcan la longitud del sarcomero, y las miofibrillas
aparecen alineadas perpendicularmente al eje principal de la fibra muscular. En

esta figura se observan algunas mitocondrias situadas entre miofibrillas.
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seccion

Miofibrillas en
longitudinal de musculo biceps femoris de

Figura IV.85.

pernil. Sarcomero (S); mitocondria (mt).
8.000x (TEM).

longitudinal de

Figura IV.87. Seccion

musculo  biceps femoris de  pernil.
Sarcolema (S); miofibrillas (m) 6.000x.
(TEM).

IV.86. Miofibrillas en seccion

Figura
longitudinal de musculo biceps femoris de

pernil. Proteinas de los costameros (c);

banda H (H); linea M (M); banda I (I); banda
A (A); discos Z (Z). 25.000x. (TEM).
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Figura 1IV.88. Seccion longitudinal de
musculo biceps femoris de pernil. Sarcolema
(s); conexiones proteicas, costameros (co).
15000x. (TEM).

Las miofibrillas se encuentran conectadas entre si a nivel de los discos Z por

conexiones intermiofibrilares de tipo proteico o costameros, componentes de una

red citoesquelética que enlaza las miofibrillas entre si y éstas con el sarcolema (Fig.

IV.86). En la figura IV.86 se observa con mas detalle algunas miofibrillas, donde se

distinguen incluso los filamentos que las constituyen; se observan también los

elementos estructurales que componen el sarcomero; se aprecian las bandas A e I,

asi como las lineas M, Z y la zona H; igualmente se distinguen las conexiones
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proteicas intermiofibrilares (costameros) que unen las miofibrillas a nivel de los

discos Z.

En la figura IV.87 se observa una seccion longitudinal de una célula de tejido
muscular de pernil. Se observa la membrana o sarcolema, algo separada del
paquete miofibrilar, pero bastante intacta. A pesar del tratamiento al que ha sido
sometida la muestra durante su preparacion, todavia se aprecian algunas

conexiones proteicas que unen esta membrana con las miofibrillas (Fig. IV.88).

Las figuras IV.89 a IV.91 muestran secciones longitudinales de tejido muscular
de pernil salado. En ellas ya se aprecia la alteracion de la estructura miofibrilar,
con aparicion de una gran cantidad de huecos o “gaps”, fundamentalmente entre
miofibrillas contiguas. Es dificil distinguir los elementos estructurales de la unidad
sarcomeérica, salvo los discos Z que todavia estan visibles y continuan alineados
(Fig.91). Monin et al., (1997) hace similares observaciones para perniles salados en

el curado de jamones de Bayona.
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Figura IV.89. Seccion longitudinal de Figura IV.90. Seccion longitudinal de
musculo biceps femoris de pernil salado. musculo biceps femoris de pernil salado.
Gaps (g). 6.000x (TEM). 10.000x (TEM).

Figura IV.91. Seccion longitudinal de
musculo biceps femoris de pernil salado.
40.000x (TEM).

184



IV. Resultados y Discusion

Las figuras IV.92 a IV.95 muestran secciones longitudinales de musculo biceps
femoris de jamon curado “D.O. Teruel”. En estas secciones se observa ya una
importante alteracion de la estructura miofibrilar, producto de una intensa
proteolisis junto con la pérdida humedad que tiene lugar durante el proceso. Estos
fenomenos conducen a la desnaturalizacion y compactacion del tejido; asi, los
componentes estructurales del sarcomero se observan degradados 'y
desorganizados en el interior de las células musculares (Fig. IV.92). Hay que
destacar la degradacion de las proteinas asociadas a los discos Z, que constituyen
la denominada linea N2 (titina y nebulina). Estos discos Z ya no aparecen alineados
(Fig. IV.93), aunque mantienen su integridad estructural, lo que también es
concordante con otros trabajos (Taylor et al., 1995; Chiung et al., 1996;
Koomahrie, 1991), en los que se comprueba que las principales proteinas de los
discos Z (a-actina y a-actinina) no se degradan durante el almacenamiento

postmortem.

En la figura IV.94 se aprecia, en corte longitudinal, una seccion de una célula
muscular superficial del jamon en contacto con el exterior, y se observa el espacio
intercelular repleto de una gran variedad de productos que se han acumulado a lo
largo del proceso, fundamentalmente por la proteolisis. La membrana o sarcolema
ha desaparecido totalmente, y el paquete miofibrilar se encuentra en contacto con

estos solutos acumulados en los espacios intercelulares (Fig. IV.95).
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Figura IV.92. Seccion longitudinal de Figura IV.93. Seccion longitudinal de
musculo biceps femoris de jamon curado musculo biceps femoris de jamoén curado
“D.O. Teruel”. Discos Z (Z). 10.000x (TEM). “D.O. Teruel”. 20.000x (TEM).

Figura 1IV.94. Seccion longitudinal de Figura IV.95. Seccion longitudinal de tejido
musculo biceps femoris de jamoéon curado muscular de jamon curado “D.O. Teruel”.
“D.O. Teruel”. 15.000x (TEM). 40.000x (TEM).
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IV.5. ESTUDIO DE LA EVOLUCION DE LA CONCENTRACION SALINA DURANTE
EL PROCESO DE ELABORACION DE JAMON CURADO “D.O. TERUEL”

IV.5.1. ANALISIS DE CLORURO SODICO POR POTENCIOMETRIA

Las sales se utilizan en la etapa de salado en la elaboracion del jamon curado.
El salado constituye la primera fase de estabilizacion del producto, implica una
reduccion de la cantidad de agua disponible, al elevar la fuerza ionica del medio y
produce un aumento de la solubilidad de las proteinas musculares, favoreciendo

asi la manifestacion de sus propiedades tecnologicas.

Se estudia la distribucion de la sal a diferentes profundidades en el pernil y el
jamoén curado, para ello cada loncha estudiada se divide en diferentes zonas tal y
como se detalla en el apartado III.2.3 de Material y Métodos, y se determinan las
concentraciones de NaCl en las zonas Norte, Sur, Este y Oeste de cada musculo,

respectivamente (Fig. I11.2).

En la Tabla IV.23 se muestran los resultados de las concentraciones de NaCl,
en los musculos semimembranosus y biceps femoris, para los perniles, antes de la

etapa de salado.

Tabla IV.23. Contenido en NaCl en distintas zonas de los musculos biceps femoris y
semimembranosus en el pernil (g NaCl /100 g muestra(b.h.)) (Desviacion estandar: = 0,01).

NaCl (g NaCl/100g muestra (b.h.)

NORTE SUR ESTE OESTE
biceps femoris 0.12 0.11 0.14 0.14
semimembranosus 0.12 0.12 0.14 0.11
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Los analisis de cloruros efectuados en los perniles, muestran que no existen
diferencias significativas de NaCl entre las diferentes zonas estudiadas de cada
musculo; el contenido medio de sal es de 0.13 % para el biceps femoris, y 0.12 %

para el semimembranosus, con una desviacion estandar de + 0.01.

Si se expresan los resultados en base seca (g NaCl / 100 g muestra seca), con
los resultados medios de humedad expuestos en el apartado IV.1, obtenemos unos
valores de 0.50 % para el biceps femoris y 0.49 % para el semimembranosus, no
apreciandose diferencias significativas entre ambos musculos antes de la etapa de

salado.

Estos resultados coinciden con diversos autores como Monin et al. (1997),
Martin et al. (1998b) y Leon-Crespo et al. (1991). Incluso algunos autores, han
considerado que éstas cantidades iniciales de cloruros son tan bajas en los perniles
que pueden considerarse como despreciables para su posterior estudio de difusion
de sales (Sayas-Barbera, 1997; Iriarte et al., 1993, Pérez-Alvarez et al., 1997;
Ventanas, J. et al., 1989).

Para el estudio de la distribucion de sal en las diferentes zonas de los musculos
biceps femoris y semimembranosus del jamoén curado, se han realizado
determinaciones en diferentes lonchas transversales al eje principal del jamoén, y de
cada una se ha seleccionado diferentes zonas como se detalla en el apartado II1.2.3
de Material y Métodos; asi, se han determinado las concentraciones de NaCl de las
lonchas 5, 6 y 7 para cada zona Norte, Sur, Este y Oeste, en los musculos biceps

femoris y semimembranosus, respectivamente (Fig. I11.2).

Los resultados de la concentracion de cloruros por lonchas determinados en el
musculo biceps femoris de jamoén curado “D.O. Teruel” se expresan en la Tabla
IV.24, y su comparacion en las distintas zonas de cada loncha se observan en la

figura IV.96.
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Tabla IV.24. Contenido en NaCl (g NaCl / 100 g muestra (b.h.)) en las lonchas 5, 6, 7 del
musculo biceps femoris, en el jamoéon curado “D.O. Teruel” (Desviacion estandar: £ 0,01).

biceps femoris NORTE SUR ESTE OESTE
7.05 7.12 0.98 0.54
7.18 7.08 7.24 6.73
0.88 6.69 6.81 5.91

% NaCl (base humeda)

NORTE SUR ESTE OESTE

OLONCHA 5 BLONCHA 6 OLONCHA 7

Figura IV.96. Valores experimentales de la concentracion de NaCl (g NaCl / 100 g de muestra
(b.h.)), en las distintas zonas de las lonchas 5, 6 y 7 del musculo biceps femoris en el jamoéon
“D.O. Teruel”.

189



IV. Resultados y Discusion

Los valores de NaCl en las tres lonchas estudiadas en el biceps femoris oscilan
de 6 a 7 % de NaCl (g NaCl / 100 g de muestra (b.h.)), siendo ligeramente
superiores en las lonchas 5 y 6, por estar ubicadas donde mas facilmente puede
difundirse la sal por su localizacion espacial (Fig. III.2 de Material y Métodos), de

todas maneras no presentan diferencias significativas.

Los valores de NaCl en el musculo estudiado estan en consonancia con los de
otros autores consultados (Sayas-Barbera, 1997; Lozano et al., 1998; Arnau et al.,

1995; Virgili et al., 1995).

Los valores de NaCl para el musculo semimembranosus en jamon curado “D.O.
Teruel” quedan reflejados en la tabla IV.25, y su comparacion en las distintas
zonas de cada loncha se observa en la Fig. IV.97; los valores medios de la
concentracion de sal son significativamente inferiores a los determinados para el
biceps femoris, lo que concuerda con los datos disponibles en bibliografia (Sayas-

Barbera, 1997, Virgili et al., 1995, Monin et al.,1997., Arnau et al., 1995).

Tabla IV.25. Contenido en NaCl (g NaCl / 100 g muestra) en las lonchas 5, 6, 7 del musculo
semimembranosus en el jamon curado “D.O. Teruel” (Desviacion estandar: + 0,01).

% NaCl (g de NaCl/100g muestra (b.h.))

semimembranosus NORTE SUR ESTE OESTE
LONCHA 5 5.01 5.12 4.96 4.88
LONCHA 6 4.83 5.01 4.12 4.04
LONCHA 7 5.47 5.57 5.72 5.43

190



IV. Resultados y Discusion

% NaCl (base humeda)
w

NORTE SUR ESTE OESTE

O LONCHA 5 mLONCHA 6 OLONCHA 7

Figura IV.97. Valores experimentales de la concentracion de NaCl (g NaCl / 100 g de muestra
(b.h.)), en las distintas zonas de las lonchas 5, 6 y 7 del musculo semimembranosus en el
jamon “D.O. Teruel”.

Asi pues, como resumen de todo lo anterior, la concentracion media de NaCl en
el musculo semimembranosus es del 5 % en base humeda, frente al valor de entre

0.5-7 % del biceps femoris.

Segun Arnau et al. (1995), la concentracion de cloruro sédico (en materia seca)
en el musculo semimembranosus disminuye durante la maduracion, debido a la
migracion de su sal hacia los musculos mas humedos, y asi, se produciria un
incremento en la concentracion de sal en los musculos biceps femoris,
semitendinosus, vastus lateralis y gastrocnemius debido a la mayor humedad que

presentan, la cual facilitaria la disolucion de NaCl.

De ahi que la concentracion de sales en los jamones varie a lo largo del proceso,
tal y como también se comprueba en este trabajo para el jamén curado “D.O.
Teruel” (aptdo. IV.1.2), debido a la penetracion de la sal desde las capas externas,
por ejemplo el musculo semimembranosus, hacia las zonas internas y mas

huimedas como el musculo biceps femoris.
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La diferencia de concentracion de NaCl en las distintas zonas estudiadas para
los jamones curados se hace mas evidente si se comparan los resultados
expresados en porcentaje de base seca; y asi, para el biceps femoris, el contenido
de NaCl en jamon curado “D.O. Teruel” es de 15.83 % de NaCl y de 9.59 % de NaCl

para el semimembranosus. Estos resultados se han expresado en la Tabla IV.26.

Tabla. IV.26. Contenido en NaCl (g NaCl /100 g de muestra (b.s.)) en los musculos biceps
femoris y semimembranosus, en el jamoéon curado “D.O. Teruel” (X: valor medio, S: desviacion
estandar).

NaCl (g NaCl / 100g muestra (b.s.))

JAMON PERNIL
Musculo biceps femoris semimembranosus biceps femoris semimembranosus
X 15.83 9.59 0.50 0.49
S + 0.73 +1.42 + 0.04 + 0.03

Con el fin de dar una vision conjunta de todos los resultados anteriores, se
presenta la figura IV.98, donde se refleja la distribucion salina en las distintas

zonas de los musculos estudiados.

Como se puede apreciar en la figura IV.98 la distribucion de cloruros y de NaCl
en el pernil es bastante homogénea, no existen muchas diferencias entre los
musculos estudiados. Sin embargo, en el jamon ya elaborado, la diferencia de las
concentraciones entre el biceps femoris y el semimembranosus nos da una idea de
la distribucion de las sales de curado durante el proceso de elaboracion.
Inicialmente el semimembranosus es el de mayor contenido de sal, ya que éste esta
directamente en contacto con las sales de curado, mientras que en el biceps
femoris la gruesa capa de tocino que lo recubre actia como barrera inicial para la
penetracion directa de sal. Sin embargo al final del proceso se produce una
difusion de las sales de curado hacia el interior del la pieza, hacia musculos mas
humedos, y por este motivo el musculo biceps femoris alcanza concentraciones

salinas mas elevadas.
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NacCl Cl - PERNIL
(%o) (%)
0.12 | 0.07
| 0.48 | 0.28
0.11 | 006 [
044 | 026 | O S N
0.12 | 0.07 055 | 0.32
0.48 | 0.28
0.11 0.07
0.47 | 0.28
0.14 | o0.08 O
0.55 | 0.32 Bf N
E | 014 | o008
S R 055 | 0.32
0.12 | 0.06
0.43 | 0.25
NaCl Cl - JAMON CURADO “D.O. TERUEL”
(%) (%o)
5.10 | 2.99
| o977 | 571
478 | 2.80
9.15 | 536 | O S N
\ S El 4093 | 2389
523 | 3.06 9.44 | 5.52
10.02| 5.86
7.03 | 4.12
16.64| 9.73
6.39 3.74 |0
15.11| 8.84 Bf N
E | 701 | 410
S R 16.57| 9.69
6.69 | 4.07
16.46| 9.63

Figura IV.98. Distribucion de la concentracion de iones Cl- y NaCl (b.h. y b.s.) en los

musculos biceps femoris y semimembranosus de un corte transversal de pernil y jamon
curado “D.O. Teruel”. (N: Norte; S: Sur; E: este y O: Oeste).
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IV.5.2. MICROANALISIS POR EDX

IV.5.2.1. Microanalisis de cloruros por SEM-EDX

El estudio de penetracion de la sal a distintos niveles de profundidad en los
musculos biceps femoris y semimembranosus de los perniles y jamones curados
también se ha realizado por microanalisis SEM-EDX (Energy Dispersive
Spectrometry X-Ray), lo cual ha permitido obtener los resultados experimentales

que se presentan y discuten a continuacion.

El microanalisis por EDX, como se describe en el apartado II1.2.6.5. del capitulo
Material y Métodos, se ha realizado mediante SEM convencional, ya que el
microscopio JEOL 6300 esta dotado de detector para rayos X y sistema LINK para
su procesado; en dicho apartado se indican los atomos que se analizan y se explica

el protocolo seguido.

Para el estudio de la distribucion de sal en las diferentes lonchas del pernil y del
jamon por microanalisis SEM-EDX (aptdo. III.2.6.5 de Material y Métodos), también
se ha utilizado la metodologia de muestreo seguida para el analisis de cloruros
convencional expuesto en el apartado anterior. Las lonchas se dividen en diferentes
zonas: Norte, Sur, Este y Oeste, y se determina las concentraciones de los atomos

cloro, potasio, azufre, sodio y fosforo en cada una de ellas.

No se ha encontrado referencias bibliograficas sobre esta técnica de
microanalisis aplicada al estudio de distribucion de las sales de curado en

jamornes.

A titulo de ejemplo, se muestran unos espectros del microanalisis SEM-EDX
(Fig. IV.99) obtenidos de los musculos semimembranosus 'y biceps femoris, para los
perniles y para el jamon curado “D.O. Teruel”. Notese la diferencia sensible en la
intensidad de los picos correspondientes a los atomos de cloro y sodio en los
perniles y en el jamoéon, que evidencian la ganancia salina durante el proceso de

curado.
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FIGURA 1IV.99. Espectro de microanalisis SEM-EDX realizado en los musculos biceps
femoris y semimembranosus del pernil y jamoén curado “D.O. Teruel”.

cps: unidades de cuenta del sistema LINK, referido a la intensidad de emision EDX de cada
uno de los atomos detectados.
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En la Tabla IV.27 se muestran los resultados de las concentraciones de iones
Cl, en los musculos semimembranosus y biceps femoris, para los perniles; estos
resultados se han obtenido asumiendo que la totalidad de los atomos analizados e

pueden corresponder con la “base seca”.

Los valores del contenido medio en Cl- en los perniles han sido de 0.71% y de

0.47% para el biceps femoris y el semimembranosus, respectivamente.

TABLA 1V.27. Contenido en Cl- (g Cl- / 100 g muestra (b.s.)) en distintas zonas de los
musculos biceps femoris y semimembranosus de pernil, determinado por microanalisis SEM-
EDX (X: valor medio, S: desviacion estandar).

CI (g de C1//100 g muestra (b.s.))

Miisculo biceps femoris
Norte Sur Este Oeste
X 0.99 0.72 0.359 0.55
S +0.15 +0.15 +0.12 +0.12
Miisculo semimembranosus
Norte Sur Este Oeste
X 0.60 0.43 0.46 0.38
S +0.19 +0.14 +0.17 +0.15

Como ya se ha indicado en el apartado II1.2.6.5 del capitulo de Material y
Meétodos para el microanalisis SEM-EDX, la muestra se recubre de carbono, para
mejorar la transferencia electronica y para optimizar la captacion de rayos X de los
demas elementos de la muestra, que estaria limitada si se utilizara otro metal de
recubrimiento. Por lo tanto al cuantificar las unidades de cuenta de emision de
rayos X se debe corregir el espectro obtenido para el carbono, y distinguir entre el

carbono endogeno propio de la muestra y el carbono exogeno de recubrimiento.
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En un trabajo anterior (Massa, et al., 1998), se determind este factor de
correccion entre el carbono de la muestra y el carbono de recubrimiento, utilizando
una matriz de zanahoria encurtida cuyo contenido en cloruros estaba
aproximadamente en el mismo orden de magnitud que el jamon objeto de este
estudio. Estos autores encontraron que el carbono de recubrimiento supone el
36.5 % de carbono total de la muestra, valor que se toma ahora en el presente
estudio como cifra de partida. No obstante, para una mayor precision, seria
necesario determinar en posteriores estudios, cual seria el carbono de
recubrimiento si se utilizara como material subyacente el especificamente

implicado en las muestras de pernil y de jamon curado “D.O. Teruel”.

Realmente, como puede observarse (Fig. IV.100), los valores (g Cl- / 100 g
muestra (b.s.)) en pernil son muy pequenos tanto en biceps femoris como en
semimembranosus y no existen diferencias significativas ni entre ambos, ni dentro
de cada uno de los musculos entre las distintas zonas estudiadas, de las que se

han obtenido su representacion.

16
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% CI (base seca)
(00]
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Medias muestrales

O Biceps femoris @ Semimembranosus

FIGURA 1IV.100. Comparacion de los valores promedio de microanalisis SEM-EDX del
porcentaje de Cl- en el musculo semimembranosus y biceps femoris del pernil (g Cl- / 100 g
muestra (b.s.)).
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Estos resultados son del mismo orden a los encontrados por autores como
Monin et al. (1997) y Martin et al. (1998b). Algunos autores, sin embargo, han
considerado las cantidades iniciales de cloruros en los perniles despreciables para
su posterior estudio de difusion de sales (Sayas-Barbera, 1997; Iriarte et al., 1993,
Pérez-Alvarez et al., 1997; Ventanas, et al., 1989), como ya se ha comentado en el

apartado IV.7.1.

En la tabla IV.28 se muestran los resultados de las concentraciones de Cl-, en
los musculos semimembranosus y biceps femoris, para los jamones curados “D.O.

Teruel”.

Tabla IV.28. Determinacion por microanalisis SEM-EDX de los valores medios de los
porcentajes de Cl- en los musculos biceps femoris y semimembranosus del jamon curado
“D.O. Teruel” (b.s.) (X: valor medio, S: desviacion estandar).

CI- (g de C1-/100g muestra (b.s.))

biceps femoris Norte Sur Este Oeste
X 12.45 9.38 10.57 10.74
S +2.09 + 1.97 +2.03 + 3.69

CI- (g de Cl-/100g muestra (b.s.))

Semimembranosus Norte Sur Este Oeste
X 5.52 5.95 7.83 9.95
S + 1.48 +1.11 +1.31 +2.36

La concentracion media de cloruros para el musculo biceps femoris (Fig. IV.101)
es de 10.79 % (b.s.)), con una desviacion estandar de = 1.70. Se observan valores
superiores de cloruros en la zona Norte respecto de las demas zonas (tabla IV.28),
como consecuencia de la localizacion del musculo. En efecto, la zona Norte seria
donde se acumularia mayor cantidad de sales a donde llegarian por difusion desde

los musculos mas externos como el semimembranosus; la difusion directa de la sal
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desde el exterior hasta el musculo biceps femoris logicamente estaria frenada por la
barrera adicional que suponen la piel y el tejido adiposo o grasa asociada a este

musculo.

El musculo semimembranosus (Fig. IV.101) tiene una concentracion media de
cloruros del 7.31 % (b.s.) y una desviacion estandar de + 2.02, lo que supone un

descenso notable con respecto a la concentracion de cloruros del musculo biceps

femoris.
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FIGURA 1IV.101. Comparacion de los valores promedio de microanalisis SEM-EDX del
porcentaje de Cl- en los musculos biceps femoris y semimembranosus del jamoéon curado “D.O.
Teruel” (g Cl- / 100 g muestra (b.s.)).

Estos resultados estan en concordancia con los de Arnau et al. (1995), que
indica que la concentracion de cloruro sédico (en base seca) en el musculo
semimembranosus disminuye durante la maduracion debido a la migracion de sal
hacia los musculos mas humedos; y asi, esta migracion produciria un incremento
en la concentracion de sal en el musculo biceps femoris, donde su mayor humedad
facilita la disolucion de la sal, y donde el tejido adiposo subcutaneo y la piel

suponen una barrera final para la circulacion de materiales.
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Respecto a la concentracion de cloruros en las diferentes zonas del jamoén
curado del musculo semimembranosus (tabla 1V.28), es menor en la zona Norte,
que esta en la zona mas externa y desprotegida de la piel y del tejido adiposo o
capa gruesa de tocino que tiene el biceps femoris. Aquella zona Norte, por tanto,
pierde humedad con mas facilidad, y se produce una difusion salina hacia las
zonas mas humedas y por tanto mas profundas. Por el contrario la zona Oeste del
musculo semimembranosus, que se introduce ligeramente hacia el interior del
jamoén, presenta un ligero mayor contenido salino y la explicacion seria analoga a
la dada para el musculo biceps femoris: las zonas mas profundas retienen mayor

contenido de agua y hacia ellas difunden y quedan retenidas las sales.

IV.5.2.2. Estudio comparativo de la determinacion de Cl- por microanalisis

SEM-EDX, v por el método potenciomeétrico

Respecto a la comparacion de los resultados de la determinacion de Cl- por
microanalisis SEM-EDX con los obtenidos por el método de la argentometria
potenciométrica (aptdo. IV.5.1) hay que comentar que globalmente no existen
discrepancias muy notables entre ambos grupos de resultados (Fig. IV.102); sin
embargo habria que profundizar mas en estos estudios para poder establecer una
pauta de comportamiento analoga que permita, en un futuro, utilizar la técnica de
SEM-EDX como una clara referencia y todo ello es lo que se trata de comentar aqui

y en los proximos apartados IV.5.2.3 y IV.5.2.4.

En cuanto a los resultados correspondientes a la concentracion de NaCl en el
pernil (b.s.), hay que comentar que se detectan cantidades algo superiores por
microanalisis SEM-EDX que por el método potenciomeétrico; esta diferencia es mas
acusada para el biceps femoris: 1.17 % NaCl por SEM-EDX, frente al 0.49 % de
NaCl en base seca por método potenciométrico. En el musculo semimembranosus
los resultados son mas similares: 0.77 % NaCl para SEM-EDX frente el 0.47 %

NaCl para la técnica potenciométrica.
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Respecto a los valores de concentracion de NaCl en jamoén curado “D.O. Teruel”
en base seca, también son ligeramente superiores los correspondientes al
microanalisis SEM-EDX que los obtenidos en el analisis potenciométrico. Para el
biceps femoris un 17.78 % NaCl (b.s.) por SEM-EDX, frente al 15.83 % (b.s.) NaCl
por el método potenciométrico. En el musculo semimembranosus los resultados
encontrados son 9.06 % por la técnica potenciomeétrica y 12.04 % por SEM-EDX.
Hay que resaltar que los valores obtenidos por SEM-EDX se aproximan mas a
resultados de los estudios de Arnau et al. (1995), para diferentes musculos de

jamones curados y de carnes PSE.

Posiblemente las discrepancias encontradas entre los resultados aportados por
ambas técnicas pueden ser atribuidos a la distinta base de referencia que ya se ha
comentado: “base seca” para el método potenciométrico, frente a “totalidad de

atomos analizados” para el método SEM-EDX.

ANALISIS PO TENCIOMEIRIC O MICRO ANALISIS SEM-EDX

18
16 -
14
12

% NaCl (base seca)

~ jamoén
pernil

Opernil gjamon

FIGURA IV.102. Analisis comparativo entre los resultados obtenidos por la técnica de
microanalisis SEM-EDX y la técnica potenciométrica, para el analisis de la concentracion de
NaCl en pernil y en jamoéon curado “D.O. Teruel” (g NaCl / 100 g muestra (b.s.)). (bf: biceps
femoris sm: semimembranosus)
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IV.5.2.3. Estudio de los cocientes atomicos Cl- / P+S por SEM-EDX

En este apartado se determinan las proporciones de cloruros referidas a las
proporciones de fosforo y azufre detectados por microanalisis SEM-EDX. El estudio
de los cocientes o proporciones se ha realizado con el objetivo de encontrar una
herramienta analitica potente y elegante, que a partir de la determinacion de un
menor numero de atomos, permita encontrar una evolucion analitica coherente.
Con ello se podrian obtener, a partir de pocos ensayos, conclusiones fiables.
Ademas se podria asi obviar el problema de la base de calculo, ya que el
incremento de sal y la pérdida de solutos por drenaje modifican constantemente la

“base seca” como referencia de calculo.

La eleccion del cociente fosforo mas azufre, se justifica porque el azufre es un
elemento abundante en la fraccion proteica, ya que forma parte de los aminoacidos
metionina, cisteina y cistina. El fosforo, por su parte, aparece en los fosfolipidos

que constituyen las membranas celulares.

Por lo tanto la determinacion de azufre y fosforo podria proporcionar una
referencia global de los elementos estructurales del musculo esquelético de los
animales, de modo que el cociente “fosforo + azufre” presumiblemente evolucionara
conforme evoluciona la microestructura del tejido, y de modo que el nivel de

cloruros pueda valorarse en base a esa pauta de referencia.

En las tablas IV.29 y IV.30 se expresan los cocientes Cl /P+S del pernil y del
jamon curado “D.O. Teruel”, tanto para el musculo biceps femoris como para el

semimembranosus.

Las diferencias entre las diferentes zonas analizadas no son significativas en
ambos musculos; solamente en la zona Norte en biceps femoris se calcula una
mayor concentracion del cociente que en las demas zonas (Figura IV.103), aun asi
el valor es muy pequeno si se compara con los valores que se obtienen en el jamon

como se discuten en los parrafos siguientes.
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FIGURA 1IV.103. Valores promedio de microanalisis SEM-EDX del cociente de Cl/(P+S)
(g / 100 g) en base seca en los musculos biceps femorisy semimembranosus del pernil.
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Los resultados de los cocientes Cl / P+S que se han obtenido en pernil en el

musculo biceps femoris y el semimembranosus se detallan en la Tabla IV.29.

Como se puede observar los valores de los cocientes en perniles dan valores
medios similares tanto en un musculo como en otro, y se sitia en un 0.19 g Cl /
100 g de (P+S) para el biceps femoris, y un 0.12 g Cl1 / 100 g de (P+S) para el
semimembranosus. Estos resultados dan concentraciones mas similares a las
correspondientes de NaCl con analisis potenciométricos que las indicadas en el
apartado IV.5.2.2. Para el musculo biceps femoris se calculan valores medios de
concentracion de NaCl de 0.31 g / 100 g de (P+ S), frente a los 0.49 g NaCl / 100 g
de muestra (b.s.) obtenidos por el método potenciométrico. Lo mismo ocurre para el
musculo semimembranosus, donde se calculan valores medios de concentracion de
NaCl de 0.20 g / 100 g de (P+ S), frente a los 0.49 g NaCl / 100 g de muestra (b.s.)

obtenidos por el método potenciométrico.

Respecto a los resultados de los cocientes referentes al jamon curado “D.O.

Teruel”, quedan expresados en la Tabla IV.30, en los dos musculos analizados.

Se puede apreciar que los valores medios de los cocientes en jamon curado son
significativamente mas elevados para el biceps femoris (6.08 g de Cl / 100 g de
(P+S), con una desviacion estandar de = 0.75), que para el semimembranosus (3.75
g de Cl / 100 g de (P+S), con una desviacion estandar de = 0.89), lo cual de nuevo
concuerda con lo publicado por otros autores sobre la mayor abundancia de sales
en el musculo mas interno que en el externo (Arnau et al., 1995, Monin et al.,
1997, Froystein, 1989) debido a la migracion de sales hacia zonas mas humedas

donde se facilita asi la disolucion de NacCl.
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TABLA IV.29. Determinacion por microanalisis SEM-EDX de los valores medios de Cl / P+S

(g / 100 g) en los musculos biceps femoris y semimembranosus de pernil.

Norte Sur

biceps femoris

0.28 0.18
+0.04 +0.03
semimembranosus
0.13 0.11
+ 0.02 +0.01

Este

£ 0.01

Oeste

£ 0.01

0.11

+ 0.02

TABLA 1IV.30. Determinacion por microanalisis SEM-EDX de los valores medios de Cl / P+S
(g / 100 g) en los musculos biceps femoris y semimembranosus en el jamon curado “D.O.

Teruel”.

Norte Sur

biceps femoris

7.23 5.32

t2.07 +1.30
semimembranosus

3.10 2.92

+0.35 +1.03
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Este

5.50

t2.27

3.55

+ 0.44

Oeste

6.26

t2.06

5.47

* 3.35
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Referente a las diferentes zonas de analisis del musculo (Figura IV.104), aunque
aparentemente en la zona Norte de biceps femoris es donde se acumula mayor
cantidad de sales, no se observan diferencias significativas entre las distintas
zonas. En semimembranosus la sal se acumula principalmente en la zona Oeste a
consecuencia de la localizacion y forma del musculo, que es la zona mas interna y
por tanto la que pierde menor cantidad de solutos; este resultado es concordante

con el obtenido por el método potenciomeétrico.
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FIGURA 1IV.104. Valores promedio de microanalisis SEM-EDX del cociente de Cl / (P+S) (g/
100 g) en base seca en los musculos biceps femoris y semimembranosus del jamon curado
“D.O. Teruel”.
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IV.5.2.4. Estudio comparativo de la determinacion de los cocientes atomicos

Cl- / P+S por SEM-EDX v del NaCl por potenciometria

Referente al estudio comparativo con las concentraciones de NaCl mediante los
analisis potenciométricos, hay que comentar que los valores medios de Cl,
expresados mediante cocientes en base a peso de azufre y fosforo de ambos
musculos, son ligeramente superiores a los obtenidos por el método
potenciomeétrico. Asi pues, para el biceps femoris se obtienen valores medios de Cl
de 10.03 g / 100 g de (P+S), frente a los 9.47 g de ClI- /100 g de muestra (b.s.) de
los analisis potenciométricos; y para el musculo semimembranosus los resultados
son de 6.19 g de Cl- / 100 g de (P+S), frente a los 5.61 g de Cl- / 100 g de muestra

(b.s.) de los analisis potenciométricos (Fig. IV.105).

Estos valores muestran una pauta de evolucion analoga a la obtenida por
potenciometria, y el hecho de que sean ligeramente superiores sugiere que la
referencia de “fosforo + azufre” podria ser una base de calculo fiable y posiblemente
mas precisa que la actual “base seca”, donde los contenidos salinos estan
distorsionando constantemente el contenido en base seca: en efecto estos valores
son variables a lo largo de todo el proceso de curado del jamoén, tanto por la
penetracion masiva de las sales de curado, como por un flujo opuesto de drenaje
de solutos, dando globalmente incrementos constante de “base seca”, y por ello,

una base de referencia variable y menos adecuada.
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ANALISIS POTENCIOMETRICO ANALISIS DE COCIENTES
(g C1/100 ¢ muestra seca) (C1/P+S) (2¢/100 9)

O pernil @jamodn

FIGURA IV.105. Analisis comparativo entre los cocientes obtenidos por microanalisis SEM-
EDX y la concentracion de % NaCl tanto en pernil como en jamon curado “D.O Teruel” por la
técnica potenciomeétrica. (bf: biceps femoris sm: semimembranosus)

Por lo tanto podemos concluir que el microanalisis-EDX se perfila como una
herramienta analitica que permite obtener de manera elegante, y seguramente de
forma mas ajustada a la realidad, datos experimentales reproducibles con otras
técnicas analiticas convencionales, todo lo cual justifica abordar su profundizacion

en estudios futuros.
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Durante el proceso de elaboracion del jamoéon curado “D.O. Teruel” los cambios

quimicos y microestructurales mas importantes detectados en los musculos biceps

femoris y semimembranosus, asi como en la grasa asociada al musculo biceps

femoris son:

3.

Se produce un descenso de la humedad y un incremento en el contenido
de NaCl a lo largo del proceso. En el jamén curado “D.O. Teruel”, el
musculo mas interno biceps femoris contiene mayor humedad y NaCl que

el musculo mas externo semimembranosus.

Las proteinas sarcoplasmicas disminuyen de forma importante por
insolubilizacion y drenaje tras la etapa de salado, especialmente en el
musculo semimembranosus. Las proteinas miofibrilares se degradan mas
intensamente durante la etapa de maduracion, y especialmente durante
los ultimos 4 meses de curado, en los que se ven afectadas las principales

proteinas responsables de la estructura del tejido muscular.

Se generan péptidos de bajo peso molecular (3-17 kDa), y especialmente
inferiores a 10 kDa, durante todo el proceso, aunque con mas intensidad en

la etapa de maduracion.

La actividad residual de catepsina B + L es superior en el musculo
semimembranosus hasta mitad de la maduracion, tras la cual la actividad
es mayor en el musculo biceps femoris. Durante todo el proceso la actividad
residual de catepsina B es superior en el musculo biceps femoris con
respecto al semimembranosus, mientras que en el musculo biceps femorsis,
la actividad de la de catepsina D es inferior con respecto al musculo
semimembranosus. La actividad de las exopeptidasas en ambos musculos

disminuye durante el proceso; aunque la piroglutamilaminopeptidasa I
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llega casi a desaparecer, la dipeptidilpeptidasa IV mantiene niveles no

despreciables en el jamon curado “D.O. Teruel”.

En la grasa intramuscular de ambos musculos, los acidos grasos totales
monoinsaturados son los mas abundantes, seguidos de los saturados y los
poliinsaturados; estos ultimos sufren una mayor alteracion a lo largo de
todo el proceso. El 75 % de los acidos grasos -3 y -6, y el 50.2 % del

acido oleico, permanecen inalterados en el producto elaborado.

En la grasa intramuscular de ambos musculos, la fraccion de
triglicéridos es la mayoritaria y se mantiene practicamente inalterada a lo
largo del proceso. En esta fraccion los acidos grasos monoinsaturados son
los mas abundantes (acido oleico, principalmente), seguidos de los
saturados (acido palmitico, principalmente). La fraccion de fosfolipidos es
la segunda en cantidad, y disminuye a lo largo del proceso; los acidos
grasos poliinsaturados son los mayoritarios en esta fraccion, y se ven
especialmente afectados durante la elaboracion. La fraccion de acidos
grasos libres aumenta a lo largo del proceso; esta fraccion posee
cantidades similares de acidos grasos saturados y poliinsaturados, y
durante el proceso aumenta la proporcion de acidos grasos libres
poliinsaturados. El descenso en fosfolipidos coincide con el aumento en
acidos grasos libres; los acidos grasos poliinsaturados que se liberan

provienen principalmente de la fraccion de fosfolipidos.

En la grasa intramuscular el indice de acidez aumenta progresivamente
durante el proceso, de forma mas importante en el musculo
semimembranosus. El indice de peroxidos, indicativo de las primeras
fases de la autooxidacion de los acidos grasos que se van generando, e€s
ascendente hasta un valor maximo en el postsalado, tras el cual, aunque el

indice de peroxidos disminuye, todavia mantiene valores considerables.
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10.

En la grasa asociada al musculo biceps femoris hay una alta estabilidad
de los acidos grasos saturados y una disminucion de los monoinsaturados
durante la elaboracion; entre estos ultimos el acido oleico es mayoritario.
Tanto el indice de acidez como el de peroxidos son muy superiores en el
producto final con respecto al pernil. El indice de yodo alcanza en el jamoén
curado valores analogos a los de la grasa intramuscular del musculo

biceps femoris.

La microestructura de los musculos biceps femoris y semimembranosus
del pernil muestra las caracteristicas tipicas del tejido muscular de la
carne. En el salado se produce una importante degradacion de las
membranas y de las proteinas de los costameros que unen las miofibrillas
con el sarcolema. En el jamon curado ambos musculos muestran una
estructura compacta, con una matriz proteica mas homogénea, en la que
se ha perdido la discontinuidad tipica entre células y haces musculares de
la materia prima original. Hay gran cantidad de solutos acumulados en los
espacios intercelulares, principalmente productos de proteolisis que se han
generado en el interior celular durante el proceso, y que difunden hacia el
exterior celular por el efecto de solubilizacion y deshidratacion que tiene
lugar. E1 musculo semimembranosus, mas externo y que queda en contacto
directo con las sales de curado, presenta un mayor deterioro
microestructural que el biceps femoris, mas profundo y protegido por la

capa de tejido adiposo y piel.

Las reacciones de proteolisis y lipolisis que tienen lugar durante el proceso
de curado de jamoén afectan a los componentes estructurales tanto del
tejido adiposo intramuscular como del tejido adiposo de la grasa asociada
al musculo biceps femoris. En el jamon, la grasa liberada de los adipocitos
y los productos de lipolisis se encuentran infiltrados entre las células del

tejido muscular.
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11. La comparacion de los contenidos en NaCl, determinados por
microanalisis SEM-EDX y por el método potenciométrico, presenta
globalmente concordancias muy notables; sin embargo habria que
profundizar mas en estos estudios para poder establecer una pauta de
comportamiento analoga, que permita en un futuro utilizar la técnica de
SEM-EDX. La via principal de penetracion de NaCl durante el proceso de
elaboracion del jamon es a través de los musculos externos, como el

semimembranosus, mas que a través de la piel y la grasa subcutanea.
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e a: adipocitos

e Dbg: beta de grasa

e b.h.: base humeda

e Db.s.: base seca

e BSA: Seroalbumina bovina

e C: monomeros entrecruzadores

e CC: citocromo C

e c: proteinas de los costameros

e c.f.u: unidades formadoras de colonias

e cr: cristales NaCl

e CoO: conexiones proteicas

e Cryo-SEM: Microscopia electronica de barrido a bajas temperaturas
e DPP IV: dipeptidilpeptidasa IV

e ds: disolucion salina

e e: endomisio

e EDTA: acido etilendiaminotetraacético

e EDX: Espectrometria de rayos X, dispersion de energias
e F: fibras musculares

e g: grasa libre

e gl: grasa libre intramuscular

e Gly-Pro-NHMeC: glicil-prolil-aminometilcumarina
e gp: “gaps” o huecos

e H: banda H

e LM: Microscopia optica

e M: linea M

e m: miofibrillas

e mt: mitocondrias

e n:nucleo

e p: perimisio

e Pm: peso molecular
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PGAP I: piroglutamilaminopeptidasa I

Pyr-NHMeC: piroglutamilaminometilcumarina

S: sarcolema

sa: solutos acumulados

sd: solutos disueltos

ST: sarcoOmero

SDS: Dodecil sulfato sodico

SDS-PAGE: electroforesis en geles de poliacrilamida
SEM: Microscopia electronica de barrido

T: Monomeros totales

Ta: tejido adiposo

TEMED: N,N,N",N"-tetrametil etilén diamina

Tc: tejido conjuntivo

Tm: tejido muscular

TEM: Microscopia electronica de transmision

Tris: tris hidroximetil amino metano

UE: Union Europea

Z: discos Z

Z-ARG-ARG-NHMeC: N - carbobenzoxy —L — arginil — arginil — 7 — amino - 4
— metilcumarina

Z-PHE-ARG-NHMeC: N - carbobenzoxy —L — fenilalanil — arginil — 7 — amino

— 4 - metilcumarina
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Figura VIII.1. Densitogramas de la fraccion de proteinas totales del musculo biceps femoris
en los distintos puntos del proceso de elaboracion de jamoén curado “D.O. Teruel”.
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Fig. VIII.6. Densitogramas de la fraccion de proteinas miofibrilares del musculo
semimembranosus en los distintos puntos del proceso de elaboracion de jamoén curado

“D.O. Teruel”.

238



VIII. Anexos

. Pernil
'E 0.8 4
& 0.6
=
o2 /\/\M
£
<L 0.2 1
o .m et T e e -
17 10 3
Peso molecular aproximado (kDa)
. Pernil salado
= 0.8 4
% 06
S 04
Eipaed
BT ey s s
o T T
17 10 3
Peso molecular aproximado (kDa)
- Jamon postsalado
& 08 -
& 05 -
2
2 04 -
£
. /\/\/\Q/L/‘\
D T Jﬂ\—#ﬂ_ﬂ_\_\_—_\_ T
17 10 €]
Peso molecular aproximado (kDa)
; Jamoén en maduracion
S 0.8
8 0.6
=
o 0.4
= CATowee .. W,
0 - f T
17 10 3
Peso molecular aproximado (kDa)
1 Jamon curado “D.O. Teruel”
E 0.8 -
=
_'é 06
@ 0.4 -
£
b jer R A
Mm‘
D T T T
17 10 a
Peso molecular aproximado (kDa)

Figura VIIL.7. Densitogramas de los péptidos de pesos moleculares entre 17-3 kDa en el
musculo biceps femoris en los distintos puntos del proceso de elaboracion de jamoén curado

“D.O. Teruel”.

239



VIII. Anexos

. Pernil

0.5 4

0.6
0.4 4
0.2 4
0 I e SN T wS e —
’ 10

1

Absorbancia

Peso molecular aproximado (kDa)

. Pernil salado
s 0.8 4
& 06 -
=
S 04 -
i =]
< 0.2 -

D T JI-I_‘k\—"'"_H_"""‘_'_'_‘—\—\_ T

17 10 3
Peso molecular aproximado (kDa)

- Jamon postsalado
o OB
& 06 -
=
° 04
£
o /\/\M

7 1ID I

a
1

Peso molecular aproximado (kDa)

Jamon en maduracion

s 0.8 A
o
& 0.6 -
£

[

S 04
L
< 024 mM

D T T T
17 10 3
Peso molecular aproximade (kDa)
2 « 2
1 Jamoén curado “D.O. Teruel

508

[

& 0.6 -

L

[

o 04 4

L

D T T T
17 10 3
Peso molecular aproximado (kDa)

Figura VIII.8. Densitogramas de los péptidos de pesos moleculares entre 17-3 kDa en el
musculo semimembranosus en los distintos puntos del proceso de elaboracion de jamoén

curado “D.O. Teruel”.

240



VIII. ANEXOS II



VIII. Anexos

60°0
70°0
10°0
€00
1000
¢00°0
S0'0
70°0
€10
¢l0
0€0
1000
LC 0
€00
LT°0
80°0
¢00°0
900
¢0°0
S

(£-®) 9:220 ‘(£-®) €:02D v ((9-0) +:22D ‘(9-®) Z:0TD (9-®) €:81D ‘¢ ‘T:LTD ‘T:HID iz ‘0:LTD ‘0:STD ‘0:CID 1

¢c'0 ST'I €80
100 600 600
100 100 91°0
100°0 €00 €00
100 100 ¢00
100 00 €10
I¢0 L0 G80
¢0°0 900 800
€00 810 GC0
910 ¢80 [,°0
S¢0 ¢O'l €e¢
70°0 ¢00 ¢ 0
9¢0 760 [G°¢C
¢0°0 OT'0 Q)
970 0} A0 L8'1
€00 700 70°0
¢€0 €c0 9%°0
L0°0 810 140!
€00 €00 SO0
14 € 4
SNSoOUDALqUIDWIIWIS

9¢'1
€¢0
€000
800
¢0°0
LT°0
8Y'1
ST°0
IS0
€80
IG°¢C
600
|8
100
81°C
I¢0
801
ev'l
€ro
I

ST°0
000
10°0
10°0
€000
¢00°0
ST°0
€00
10°0
IT°0
0¢'0
¢00
810
10°0
9¢0
10°0
80°0
v1°0
¢0°0
S

¥C¢°0 ¢00
€00 ¢0'0
100 I0°0
+00°0 ¢00'0
100°0 €000
¢0°0 I0°0
LCO 100
100 G000
050 80°0
¢c'0 900
¢l'0 6¢°0
¢0°0 100
IT°0 ¢c0
€00 S0'0
80°0 80°0
€00 ¥00°0
900 ¥0°0
S00 ¥0°0
100°0 100°0
12 €
sriowaf sdaorq

8L°0
910
100
60°0
1000
80°0
8L°0
70°0
€90
8¢€0
S50
¢00
050
€00
I¢°0
900
ST°0
60°0
70°0
4

¢€0
691
19°1
900
¢0°0
10°0
0G'I
€00
6G'1
I¢°0
0€0
L0°0
I¢°0
OT0
¢6°0
€00
870
6€°0
70°0
I

sopeanjesurrjod 1e30],
€-0 TVLOL
»SOI}O
(g-®) G:gTO
(€-®) G:02D
(¢-®) €:810
9-® TV.LOL
£¢S0I30
(0-®) $:02D
(0-®) 2:810D
sopeinjesurouow [elo],
¢S0I30
1:810
1:910
sopeanjes [elo],
1S0I30
0:81D
0:91D
010

sose1sd sopIoy

TV.LO.L NOIDOVAId

‘(uorsnosiq A sopelnsay ap £1°Al Ilqel) ‘(S) JonIsL ‘O'd, opeind uowel £ (4) uoroeinpew ua uouwrel

‘(g) operesisod uowrel ‘(g) operes 1tuiad ‘(1) tuiad ap snsouviquownuas A suowaf sdoolg SONOSNW SO U Je[nosnweljul eseid e]

op (sarejo3 soseid sopoe 3 00T / oseld oproe 3) soseid SOPIOB Ul UOIDISOdWOD 9P SAI0[BA SO] 9p JEPUBIS? UoeIasa( T IIIA elqel

241



VIII. Anexos

SO'I
OT'0
¢00
S0'0
100
S0'0
860
70°0
€00
¢6°0
991
700
8Y'1
61°0
8G°0
80°0
61°0
0€0
€00
S

(€-®) 9:2zD ‘(€-®) £:020 v (9-®) $:2TD (9-®) €:02D ‘(9-®) :02D (9-®) €:8T1D ¢ ‘T:0TD ‘T:LID z ‘0:LT1D ‘0:ST1D ‘0:CIO 1

S9°0 080 Seo
100 IT°0 850
70°0 S0'0 LSO
000 100 000
000 000 000
70°0 900 I10°0
S9°0 690 ¥C¢°0
G000 600 €00
¢0°0 €00 70°0
89°0 850 €c0
¢S'€ 00T 600
I1T°0 600 €00
¢C'€ 660 91°0
0¢0 OT'0 70°0
8L'C €0 0€0
70°0 900 000
S6°0 OT'0 90°0
6L'1 8¢°0 ¥C'0
L0°0 ¢0°0 000
14 € 4
SNSoOUDALqUIDWIIWIIS

S0°0
SS°0
090
000
000
900
090
¢0°0
000
850
ov'0
¢0°0
S¥°0
¢0°0
€¢0
100
LC 0
S0°0
100
I

680
71°0
OT0
80°0
000
91°0
SL°0
OT0
v1°0
050
9L'1
60°0
8¢l
9%°0
8L°0
70°0
0¢0
IS0
70°0
S

60°0 €00
100°0 100
S00°0 c0°0
100°0 100
000 60°0
+00°0 ¢l'0
010 ¥0°0
10°0 L0°0
100 ¥0°0
60°0 ¢0'0
¢l10 ¥S°0
¢0°0 010
L0°0 60°0
L0°0 L0°0
€00 ¢lo
¥0°0 600
100 IS0
80°0 ¢0°0
¢0°0 €00
12 €
sriowaf sdaorq

€80
970
?¥°0
€00
100
S00
8¢€0
60°0
OT'0
€eo
€60
60°0
L0
¢€0
G20
L0°0
L0°0
60°0
€00
4

0€0
810
91°0
000
000
¢00
¢l1'0
000
¢00
OT'0
?¥°0
€00
0€0
¢l10
99°0
80°0
I1¢°0
¢€0
900
I

sopeanjesurrjod 1e30],
€-® TVLOL
+S0I10
(€-) G:gTd
(€-®) G:020
(€-0) €:810
9-0 TY.LOL
¢S0I10
(9-0) $:020
(9-0) 2:810
SOopeinjesuiouow [elo],
zS0I110
1:810
1:910
sSopeanjes [ejo],
1S0JI10
0:81O
0:910
0:+10

soseid sopIoy

SOAIAIIITOIAL

"(uotsnosiq £ sopeInsay 9p $1°Al BIqel) *(S) JoNISL ‘O°d, opetnd uowrel £ () ugreinpew us uourel ‘(g)

operesisod uowrel ‘(g) operes [tuiad ‘(1) (ruiad ap snsouniquiawiuas A suowaf sdoolq so[nosSnNUW SO] Ud SOPIIIDISLI} 9P UOIOORI] ¥[

op (sor1e3103 soseid soproe 3 OQT / oseld oproe 3) SOSeId SOPIOE U UOIOISOdUIOd 9P SAIO[BA SO] 9P JepUB1Sd UOIOBIASO(( ‘g IIIA ®Blqel

242



VIII. Anexos

0€’s
000
000
000
000
000
0€’s
6L'1
9¢'1
¥C'¢C
96°¢
140!
€8°C
000
6C°C
000
¢G'l
€80
¥C¢'0
e

(€-®) 9:22D ‘(€-®) €:02D v (9-0) +:22D (9-®) €:020 (9-®) 2:02D (9-®) €:8T1D ¢ ‘T:0CD ‘T:L1D z ‘0:LTD ‘0:STID ‘0:CID 1

c9°¢cl 8G°L 25 1L
L6°S 145 7% ST°0
0SS vC'€ 000
000 €60 S0°0
¥C¢°0 000 ¢00
€¢0 L€0 L0°0
cl'L 149 % LET
8Y'1 9¢°0 Gco
€6t ¢6°C ¥C'0
LT 980 680
€8S 061 961
GC'l €10 601
LEY il L 880
I¢0 000 000
vy ¢S'S S6°¢C
000 000 8¢€0
SL'1 891 IC'1
GE'C €9°¢ 6¢'¢C
€eo I¢0 L0°0
14 € 4
SNSoOUDAqUIWIIWIS

660
S0'0
000
¢0°0
100
¢0°0
860
8G°0
I¢0
0¢0
I8°0
810
€90
100
8C¢'€
8¢°0
LO°1
881
70°0
I

0€’¢
000
000
000
000
000
0€’¢
€L0
Geo
¢C'C
€q’s
680
Y9'v
000
LY
000
8T'1
|
P¥°0
5

LEEC
061
660
6.0
¢0°0
60°0
8€'C
¢L 0
70°0
¢9'l
(0) 28
LE'T
0L
€€0
er's
870
70°0
68V
100
14

GE'T 9¢°¢l
00°0 199
00°0 I€9
00°0 IT°0
00°0 010
00°0 010
Ge'l 90°L
00°0 09°0
€80 ¢0’S
¢SS0 12!
9L'1 ¥0°S
¥6°0 9.0
¢80 98°¢
00°0 40
¥0°C ot
00°0 0} 0
8C'1 ¢t'0
IS0 9¢'¢
¥C0 8¢°0
€ 4
sriowaf sdaorq

LC'T
L0°0
000
€00
100
€00
LC'T
9¢0
800
€60
€eo
¢0°0
6¢°0
10°0
€L0
810
¢c'0
6¢°0
€00
1

sopeanjesurrod 1e30],
£-u TVIOL
+S0JI10O
(€-®) 5:zTo
(€-®) 5:020
(€-0) €:810
9-u TV.LOL
¢S0I10
(9-0) $:020
(9-0) g:810
Sopeidnjesulououw [el0],
zS0I110
1:81D
1:910
Sopeanjes [ejo],
1S0J10
0:810
0:91D
010

sosei3 sopIoy

SOdIdITOASOd

"(uorsnosiqg

A sopelmnsoy 9ap S1°Al ®iqel) °(S) .[enial, ‘O'd, opeindo uowel A () uomeinpew us uowel ‘(g) operesisod uowrel ¢(g) operes

rtuxad ‘(1) mrured op snsouviquownuds A suowaf sdaolg sOTNOSNW SO 9P JE[NOSNWeIIUl BSeI3 B] op SOpIdI[0JSOJ op UOIOORI] Bl

op (sore301 soseid soproe 3 901 / oseid opioe 3) soseld soproe U9 UoroIsoduIod ap SIIOTEA SO[ 9p Jepuelsa Uuoroeiasa( "€ IIIA elgel

243



VIII. Anexos

060
oLV
98t
80°0
100
70°0
€9's
91°0
00°'S
870
870
900
6€0
€00
690
€00
¢SO0
0¢0
¢00

E

(c-®) 9:22D ‘(€-®) €:02D v (9-0) +:72D (9-®) €:020 ‘(9-®) 2:02D (9-®) €:8T1D ¢ ‘T:0CD ‘T:L1D z ‘0:LTD ‘0:STID ‘0:CID 1

SL°0 19°0 6¢°0
6¢°0 70°0 ¢l
LG 0 000 000
€1o 000 000
9¢0 000 000
¥0°0 70°0 ¢l
6S°0 LS°0 [L'1
6€°0 000 000
€eo0 €00 I€0
710 €S0 1
090 €80 8¢€'1
000 000 000
€90 €L0 LSO
€00 OT0 I8°0
79°0 ¢C'v Or'8
91°0 €Ll €60
€c'l g8l S9°0
€90 99°0 6L,
S0'0 €00 €00

14 € 4

SNSoUDLqUIWIIWIS

€L°C
090
000
000
000
090
vEC
000
080
¥S'C
¢lL'e
000
GI'¢C
L6°0
090
¢l10
g80
19°0
€c0

I

S0'0
910
90°0
€00
70°0
800
I¢0
100
610
8¢€0
9G°0
000
050
900
780
€00
910
99°0
I0°0

S

IT°T
G8°0
000
v,.°0
S0°0
G00
9¢0
8¢0
I8°0
6,0
OT0
000
810
80°0
660
900
OT'0
¢L 0
I1T°0

.v

9¢'1 149
LT°0 0c'l
000 000
000 ¥9°'1
000 000
LT°0 9%°0
60°1 00°'¢C
000 610
I€0 050
LLO 0S'T
GE'l 14°H!
000 000
IT°T IC'1
¥C'0 ¥€°0
0L'C €8¢
010 0,0
6S°0 ¢0'¢C
0L'1 LY
I€°0 61°0

€ 4

s1iowaf sdaorq

690
€€0
000
000
000
€€0
9¢€0
660
€C'1
€ro
8¢°0
000
901
LL°0
99°0
I¢°0
v1°0
Sv°0
ST°0

I

sopeanjesurrjod 1e30],
£-u TVILOL
+SO0I10O
(e-®) g:zTO
(€-®) 5:020
(€-®) €:810
9-u TVLOL
¢S0JI10
(9-®) $:020
(9-®) 2:810
SopeJnjesuliououl [elo],
zS0J110
1:810
1:910
Sopeanjes [elo],
1S0I10O
0:810
0:91D
0410

sosei3 sopIoy

SHALIIT SOSYVIAD SOAIDY

"(uorsnosIqg

A sopelnsay ap 91 Al elgel) ‘() Jonis], ‘O'd, opeind uowel A (1) uooeinpew uo uowel ‘(¢) operesisod uowel ‘(g) operes ruiad

‘(1) Tuaad [ U9 snsouviquawnuas A sLowaf sdadlq SO[NIOSNUW SO 9p JE[NOSNWEIIUI BSBI3 B[ 9P SAI]QI] SOSBI3 SOPIOB 9p UOIOJBI] B]

op (sore301 soseid soproe 3 901 / oseid oploe 3) soseld soproe U9 UoroIsoduIod ap SIIOTEA SO[ 9p Jepuelsa Uuoroeiasa( H°IIIA elgel

244



VIII. Anexos

Tabla VIII.S. Desviacion estandar de los valores de composicion en acidos grasos (g acido
graso /100 g acidos grasos totales) de la grasa asociada al musculos biceps femoris y de
pernil (1), pernil salado (2), jamon postsalado (3), jamoén en maduracion (4) y jamoén curado
“D.O. Teruel” (5). (Tabla IV.18 de Resultados y Discusion).

FRACCION TOTAL Grasa asociada la musculo biceps femoris

Acidos grasos 1 2 3 4 S
C14:0 0.10 0.004 0.05 0.13 0.03
C16:0 0.04 0.04 0.53 3.45 0.15
C18:0 0.57 0.45 0.36 1.43 0.60
Otros! 0.03 0.09 0.02 0.21 0.01
Total saturados 0.40 0.50 0.96 5.22 0.73
Cl6:1 0.38 0.06 0.01 0.35 0.07
C18:1 0.16 1.57 1.05 6.39 3.53
Otros? 0.00 0.00 0.02 0.04 0.01
Total monoinsaturados 0.22 1.63 1.01 6.00 3.61
C18:2 (n-6) 0.11 0.35 0.06 0.95 0.41
Otros3 0.02 0.07 0.01 0.02 0.01
TOTAL (n-6) 0.08 0.28 0.05 0.93 0.42
C18:3 (n-3) 0.003 0.02 0.01 0.23 0.02
C20:5 (n-3) 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
C22:5 (n-3) 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
Otros* 0.01 0.002 0.001 0.03 0.002
TOTAL (n-3) 0.00 0.03 0.01 0.26 0.02
Total poliinsaturados 0.08 0.31 0.04 1.19 0.44

1. C12:0, C15:0, C17:0; 2: C17:1, C20:1; 3: C18:3 (n-6), C20:2 (n-6), C20:3 (n-6), C22:4 (n-6),
4: C20:3 (n-3), C22:6 (n-3).
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