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RESUMEN

En esta tesis se abord6 en primer lugar el estudio “in vitro” del efecto del
NaCl, KCI, MgCl, y CaCl, sobre la actividad de las enzimas proteoliticas
musculares (catepsinas, dipeptidilpeptidasas y aminopeptidasas). Se comprobd que
el KClI no ejercia ningin efecto significativamente diferente al del NaCl sobre la
actividad de dichas enzimas, mientras que se necesitaron concentraciones mucho
mas bajas de sales divalentes (CaCl, y MgCl,) para conseguir el mismo efecto
inhibidor.

Seguidamente, se aplicaron una serie de tratamientos de salado en lomo
curado, en los que se habia sustituido parcialmente el contenido de NaCl por sales
de K', Ca®" y Mg¥, y se evalué el efecto de dicha sustitucion sobre la proteolisis,
lipolisis y la calidad sensorial del producto final. A partir de estos resultados se
seleccionaron los tratamientos de salado que obtuvieron mejores resultados: 50 %
NaCl- 50 % KCl y 55 % NaCl, 25 % KCI, 15 % CaCl, y 5 % MgCl,. Estas
formulaciones fueron utilizadas para la fabricacion de dos lotes de jamones con bajo
contenido en sal, alrededor de 2.5 % en producto final, en los que se llevé a cabo el
estudio de la proteolisis a lo largo del proceso de elaboracion de los mismos, y de la
calidad sensorial del producto final. Asimismo, se elaboraron otros dos lotes de
jamones utilizando una técnica alternativa de salado, el salado a vacio, con un
contenido en sal de producto terminado de entre el 4.5-5.5 % y se evalud la calidad

sensorial del producto final.

Los resultados obtenidos en jamon curado indican que, la sustitucion parcial del
NaCl por mezclas de sales de cloruro de K, Mg®" y Ca®" en las proporciones
indicadas, no alteraba de manera significativa el fendmeno proteolitico que tuvo
lugar durante su elaboracion. Asimismo, el analisis sensorial mostro que los jamones
elaborados con mezclas de NaCl-KCl al 50 % y concentraciones de sal alrededor de
2.5 % fueron bien valorados por el panel de catadores, mientras que en los que
contenian una mayor cantidad de sal (4.5 a 5.5 %) se detectaron defectos,

especialmente en cuanto al sabor amargo, debido al alto contenido en K.






ABSTRACT

In this thesis an “in vitro” study on the effect of NaCl, KCl, MgCl, and
CaCl, on muscle protease activities (cathepsins, dipeptidylpeptidases and
aminopeptidases) was performed. It was found that KCI did not exert any significant
different effect than that due to NaCl on the activity of theses enzymes, while
divalent salts (CaCl, and MgCl,) required much lower concentrations to obtain a

similar enzyme inhibition rate than NaCl.

Then, a series of salting treatments on dry-cured loin with partial
replacement of NaCl content by chloride salts of K*, Mg”" and Ca*" were applied,
and their effects on proteolysis, lipolysis and sensory quality of the final product
were assessed. From these results, those salting treatments which had obtained the
best marks, consisting of 50 % NaCl-50 % KCI and 55 % NaCl, 25 % KCl, 15 %
CaCl, y 5 % MgCl, were selected. These formulations were used for the
manufacture of two batches of hams with low total salt content, around 2.5 % at the
final product, with the aim to study the proteolysis phenomena during the processing
and the sensory characteristics of the final product. Also, other two batches of hams
using an alternative technique of salting vacuum impregnation with a total salt
content among 4.5-5.5 % at the final product were elaborated and the sensory

quality of the final product evaluated.

These results pointed out that the partial replacement of NaCl in the dry-
cured ham by the indicated K, Mg*" and Ca®"chloride salts mixtures, did not alter
significantly the proteolytic phenomena ocurring during processing. Additionally,
the sensory analysis showed that the hams manufactured with NaCI-KClI at 50 %
and total concentrations of salt around 2.5 % were the most valued by the non-
trained panel, whereas some defects appeared in those salted using more total salt

content (4.5 -5.5 %), particularly related to bitter taste, due to the high K* content.






RESUM

En aquest treball de tesi es va abordar en primer lloc l'estudi “in vitro” de

l'efecte del NaCl, KCI, MgClp i CaCly sobre l'activitat dels enzims proteolitics

musculars (catepsines, dipeptidilpeptidases i aminopeptidases). Es va comprovar que
el KCl no exercia cap efecte significativament diferent respecte al NaCl sobre
l'activitat dels enzims, mentre que es van necessitar concentracions molt més baixes

de sals divalentes (CaClp i MgClp) per tal d” aconseguir el mateix efecte inhibidor.

A continuacid, es van aplicar una série de tractaments de salat en llom
curat, en els que s’havia substituit parcialment el contingut de NaCl per sals de K™,

Ca2Zt i Mg2%, i es va avaluar l'efecte d’aquesta substitucié sobre la proteolisi,
lipolisi i la qualitat sensorial del producte final. A partir d'estos resultats es van
seleccionar els tractaments de salat que van obtindre millors resultats: 50 % NaCl-
50 % KCI i 55 % NaCl, 25 % KCI, 15 % CaClp i 5 % MgCly. Aquestes
formulacions van ser utilitzades per a la fabricacié de dos lots de pernils amb baix
contingut total de sal de 2.5 % en producte final en els que es va dur a terme 1'estudi
de la proteolisi al llarg del procés d'el.laboracié dels mateixos, i de la qualitat
sensorial del producte final. Aixi mateix, es van el.laborar altres dos lots de pernils
utilitzant una técnica alternativa de salat, la impregnacié a buit, i un contingut total
en sal entre el 4.5-5.5 % en producte acabat i es va avaluar la qualitat sensorial del

producte final.

Els resultats obtinguts en pernil curat indiquen que, la substitucié parcial

del NaCl per mescles de Kt, Mg2™ i Ca2™ en les proporcions indicades, no alterava
de manera significativa el fenomen proteolitic que va tindre lloc durant la seua
elaboracio. Aixi mateix, l'analisi sensorial va mostrar que els pernils elaborats amb
mescles de NaCl-KCl al 50 % i concentracions de sal de 2.5 % van estar ben
valorats pel panell de tastadors, mentre que en els que s'havia empleat una najor
quantitat de sal (4.5-5.5 %) van detectar defectes especialment quant al sabor amarg,

degut al elevat contigut en K.
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Introduccion

1. Introduccion
1.1 Historia de la Sal

La costumbre de adicionar sal a la comida se remonta a tiempos de la
prehistoria. Hay quienes la sitian en el periodo del Neolitico (7.000 afios antes de
Cristo), otros en la edad de Bronce. Durante la época neolitica, el mayor consumo de
vegetales que sigui6 a la introduccion de la agricultura y de la vida sedentaria la
convirtié en un elemento de primera necesidad. Se habia incorporado a su modo de
vida, primero como conservante de alimentos y luego afiadida como condimento a la
dieta, permitiendo de este modo el desarrollo y asentamiento de las comunidades y

convirtiéndose en una de las sustancias mas comerciadas y apreciadas.

La sal empez6 a utilizarse en los sitios donde se encontraba facilmente, es
decir, regiones como el Oriente Medio, del Jordan, Nilo, valles de Méjico y del
Pera, China y Europa Central. La cultura que primero document6 el uso, extraccion
y explotacion de la sal fue la china (desde el siglo XXVII A.C.). En el Imperio
chino, la sal tuvo un gran auge, de tal forma que 511 afios antes de Cristo, el

impuesto sobre la venta de sal significaba el 80 % de sus ingresos.

El valor de la sal queda reflejado, por ejemplo, en la antigua Grecia, donde
un esclavo valia su peso en sal. Ademas, en la cultura de los pueblos antiguos la
imagen de la sal estaba unida a los conceptos de fidelidad, de la amistad y de la
mutua confianza e incluso se convirti6 en un simbolo religioso. En el Imperio
Romano se crearon rutas especificas en Europa para facilitar el mercadeo de la sal,
una de las mas importantes tiene su origen en Roma, y es la denominada “Via
Salaria”. El uso de la sal estaba tan extendido, que los legionarios romanos recibian
cada dia como parte del pago de sus servicios un pufiado de sal al que denominaron
“salarium”, término del que deriva la palabra salario en castellano. Mientras que, en
Roma, uno de sus primeros reyes, Ancus Martius instaur6 un tipo de impuesto sobre
la sal denominado “salinator”. La valoracion como moneda de cambio de la sal que

habia estado llevandose a cabo, asi como el hecho de que sélo se encontraba en
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Introduccion

determinados y concretos puntos de un territorio y debia de ser transportada por las
obligadas “rutas de la sal”, desperto la codicia hacia su control y monopolio, dando
origen a importantes ciudades y centros de comunicacion, a la par que fue causa de

multiples guerras (James et al., 1987, Nestle 2002).

Durante la Edad Media los sefiores feudales se hicieron con el control de las
explotaciones salinas e impusieron elevados impuestos a sus consumidores (Puig,
1984). En épocas mas modernas, se impuso la compra obligatoria de la sal, en la
cantidad que los recaudadores estipulaban y a un precio fijado. Es decir, no se
compraba la sal que uno suponia necesitar, sino que le imponian la cantidad que
tenia que comprar o consumir, lo que en Francia se denomin6 “la gabelle”. En otros
paises no existia “la gabelle”, sino un fuerte impuesto sobre la venta de sal. De
hecho, en el siglo XVII, a un obrero el coste de sal de un afio le equivalia a dos
semanas de trabajo (Fritsche, 1964). No fue hasta la Revolucion Francesa (1789),
cuando se inicid la abolicion de este impuesto, dado que se desarrollaron nuevos

procesos industriales para la conservacion de alimentos.

Ya a comienzos del siglo XIX, la idea de generar frio artificial para
conservar los alimentos se va perfeccionando poco a poco con numerosas
invenciones que mejorarian las prestaciones ya existentes. De tal manera que
progresivamente la explotacion y venta de la sal fue declarandose libre en toda
Europa culminando el libre comercio de la misma durante el siglo XX (Laszlo,
2001). Los avances en la conservacion de alimentos y la eficiencia de la industria de
la sal hicieron decrecer la demanda mundial de sal. Asi pues el uso de la sal fue mas
alla de la condimentaciéon y la conservacion ya que empezd a emplearse en la
fabricacion de numerosos productos industriales, quimicos y farmacéuticos.
Asimismo, durante este siglo los beneficios y perjuicios del consumo excesivo de sal
se fueron clarificando cuando en el afio 1994 el COMA (Comitte on Medical
Aspects of Food and Nutrition Policity) recomienda una dosis maxima de ingesta de

sal por persona de 6 g al dia.
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Y a comienzos del siglo XXI, las normas dietéticas de la mayoria de paises
occidentales recomienda reducir la cantidad total de sal en los alimentos procesados,
tal y como se refleja en la Tabla 1 en la que aparecen las recomendaciones de la
Food Standard Agency (FSA) para algunos de estos productos. Todo esto se debe a
que cada vez es mas evidente la relacion existente entre la ingesta de elevadas
cantidades de sal en la dieta y el aumento de la presion arterial (He y MacGregor,

2003; Obarzanek et al., 2003).

1.2 Usos de la Sal en la Industria Alimentaria

El cloruro de sodio, cominmente conocido como “sal”, representa el
ingrediente mas usado en alimentacion después del azucar (Reddy y Marth, 1991).
De manera tradicional se ha usado como conservante de alimentos ya que es capaz
de disminuir la actividad de agua del producto previniendo el crecimiento de
microorganismos patdgenos (Kurlanski, 2002). Sin embargo, la sal no solo actiia
como agente conservante sino que también ejerce diversas funciones en el alimento
ya que es capaz de enriquecer el sabor de un producto e incluso a veces se le
atribuye la capacidad de influir en la textura y el “cuerpo” de un alimento. Por todas
estas razones, se utiliza en el proceso de elaboracion de una gran variedad de

alimentos (ver Tabla 1).

Asi, en productos lacteos como los quesos ademas de controlar el
crecimiento microbiano, ayuda al desarrollo del sabor y la textura del alimento
durante la etapa de maduracion ya que regula la actividad de los enzimas

proteoliticos (Kilcast y Ridder, 2007).

En la industria panadera se utiliza como enriquecedor del sabor y juega un
papel importante controlando el ritmo de fermentacion de las levaduras. En los
encurtidos, el alimento se sumerge durante un cierto tiempo en una solucion de
vinagre y sal, donde la sal actia controlando la flora bacteriana y evitando el
desarrollo de procesos fermentativos indeseables (Reddy y Marth, 1991). En
pescados, como el bacalao y la anchoa la utilizacion de la sal representa un método

clasico para la conservacion de este tipo de productos, que tradicionalmente
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comprende una etapa de salazén seguida por un secado al aire libre (Bjornson,
2000).

Tabla 1. Contenido de sodio en alimentos procesados (2007) y las recomendaciones de la Food
Standards Agency (FSA) para el afio 2010.

Nivel maximo de sodio

. . Contenido de
Tipo de Alimente n sodio (mg/100g) (mpg(/) 1(:2% g:oel::;l(l)‘i?)do

Pan

Blanco 29 449 400

Integral 13 459 400

Otros 15 448 400
Cereales

Bajos en Fibra 5 618 300

Altos en fibra 27 226 300
Queso

Curado 23 637 670

Fundido 16 1183 1170

Cremoso 3 282 320
Galletas

Para el Desayuno 13 708 500

Rellenas de Chocolate 5 166 280

Aperitivos Salados 14 887 500
FProductes Cdrnicos

Productos curados vy embutidos 10 1101 1000

Salchichas 8 747 550

Bacon 9 1420 1400

Hamburguesas 2 440 400
Pescados

Conservas de Atiin 7 357 300

Conservas de Salmén 2 440 300
Sopas

En sobre 9 274 280

En conserva 9 329 25
Piza 15 405 470
Salsas

Para pasta 3 439 470

Para el resto de platos 8 539 470
Mayonesas 7 604 600
Conservas de pastas 6 331 300
Conservas de legumbres 13 235 50
Snacks 9 659 600

Pero sin duda alguna, es en los productos carnicos donde la sal tiene una

mayor importancia debido a que contribuye a la capacidad de retener agua del
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producto, controla el crecimiento microbiano, facilita la solubilizacion de ciertas
proteinas y confiere el tipico sabor salado. Ademas, afecta a reacciones enzimaticas
como la proteolisis, la lipdlisis y la oxidacion que influyen directamente en el
desarrollo de la textura, el aroma y el sabor del producto (Andrés et al., 2004;

Guardia et al., 2006; Toldra, 2006a).

De la sal se puede conocer el consumo en toneladas por una determinada
nacion; sin embargo, la cifra pierde precision cuando se refiere a la cantidad que se
destina a la alimentacion, y de ésta, la destinada a la salazon y conservacion de
alimentos y la destinada a la cocina y mesa. La imprecision aumenta a medida que
intentamos acercarnos al consumo individual, ya que existen numerosas diferencias.
De cualquier manera, se podria establecer que la mayor parte de la sal presente en
nuestra dieta es afiadida por la industria de la alimentacion y el sector de la
hosteleria (restaurantes, catering y comida rapida). Esta representa aproximadamente
el 76 % de la ingesta diaria de sal, siendo el pan y los cereales (38 %), los productos
carnicos (17 %), los productos lacteos (11 %) y los condimentos (9 %) los mayores
colaboradores a dicha ingesta (Dyer et al., 1997; Margerison et al., 2004). Del 24 %
restante, el 19 % es afiadida durante el cocinado o en la mesa y tan solo el 5 % es

constituyente natural de los alimentos (Gilbert y Heiser, 2005).

1.3 Efecto de la Sal en la Salud

1.3.1 Antecedentes Historicos

200 afios A.C. los chinos Huan Ti Nei y Ching Su Wen, ya relacionaban el

consumo de sal con las funciones renal y cardiaca.

A principios del siglo XIX, clinicos franceses sefialaron la interrelacion
existente entre la sal y la hipertension, e intentaron disminuir el consumo de sal por
parte de los enfermos hipertensos. Estas observaciones estimularon una serie de
estudios sobre la relacion entre la sal y la hipertension, que a causa de los recursos
de la época y las técnicas analiticas empleadas, condujeron a malas interpretaciones.

Puesto que, se dedujo que era el i6n cloro el causante de los trastornos en la tension

27



Introduccion

arterial, y consecuentemente se recomendaron dietas llamadas “decloruradas”, a
base de sales de sulfato, formiato u otras, hasta que Gamble et al. (1923)
demostraron que era el i6n sodio y no el ion cloro el responsable de provocar

problemas de hipertension.

A principios del siglo pasado, cuando el tema quedd aclarado, se produjo de
nuevo una grave controversia, ya que los cientificos de la época pretendieron
sustituir el cloruro sodico por el cloruro potasico, dado que aunque este ultimo, si
bien puede amortiguar los efectos del sodio, también puede provocar alteraciones

del ritmo cardiaco, acidosis y debilidad muscular (Puig, 1984).

En la actualidad, se han llevado a cabo estudios empleando suplementos
alimenticios de CaCl, y MgCl, como tratamiento para la hipertension aunque los

resultados obtenidos no han sido concluyentes (Beyer et al., 2006).

1.3.2 Efectos de la Sal en el Organismo

La sal esta constituida por los iones sodio y cloruro en una proporcion del
40 y 60 %, en peso respectivamente; de modo que una cucharadita de sal

(aproximadamente 6 g) contiene 2.4 g de sodio.

Ambos iones (Na” y CI') desempefian diferentes funciones en el organismo.
El sodio junto con el potasio es un elemento mineral esencial para poder llevar a
cabo la regulacion del balance hidrico corporal, la transmision del impulso nervioso
y la inervacion muscular. Este se encuentra en un 50 % en los liquidos
extracelulares, un 10 % dentro de las células y en un 40 % en los huesos. El cloruro
es el anion del acido clorhidrico; forma parte del liquido intra y extracelular, es
necesario para mantener el equilibrio acido-base y la osmolaridad de los tejidos;

asimismo participa en la activacion enzimatica digestiva (Reddy y Marth, 1991).

1.3.3 Sal y Presion Arterial

En la mayor parte de las dietas actuales, el contenido de sal excede la

necesaria para el mantenimiento de la homeostasis electrolitica del organismo. En
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estas condiciones de exceso es de vital importancia el rifion como érgano regulador
aunque se ha sugerido que existe un cierto grado de incapacidad por parte de éste
para eliminar el exceso de sodio. Esta circunstancia daria lugar a un aumento de la
presion arterial, que forzaria la eliminacion del sodio sobrante a través de un
mecanismo de incremento de presion denominado natriuresis. Cualquier fallo en
esta adaptacion, que requiere un funcionamiento coordinado del sistema circulatorio,
de la filtracion glomerular y de la funcion tubular renal puede provocar la aparicion

de hipertension arterial.

Esta hipdtesis viene avalada por diversos experimentos realizados en
animales de experimentacion. De hecho, los efectos de la sal sobre la hipertension
son muy evidentes en algunos animales de laboratorio. En el chimpancé, por
ejemplo, se ha demostrado que al afiadir sal a su dieta habitual, se produce un
significativo aumento de la presion arterial al cabo de un periodo de solo veinte
meses. Los estudios en animales de experimentacion sugieren también que las dietas
ricas en sal no solamente dan lugar a un aumento de la presion arterial, sino que
favorecen ademas las complicaciones derivadas del mismo como la hipertrofia del

ventriculo izquierdo o los accidentes vasculares cerebrales.

En cambio, la demostracion de que existe una relacion entre el consumo de
sal y los niveles de presion arterial en el ser humano se basan en investigaciones de
tipo antropoldgico, en estudios de caracter epidemiologico, de migracion, ensayos
de intervencion clinica y genéticos (Segura et al., 2000; He, y MacGregor, 2003;

Lev-Ran y Pota, 2005; He y Mac Gregor, 2007).

1.3.3.1 Estudios epidemiolégicos

La mayoria de estudios epidemiologicos realizados por investigadores de
todo el mundo relacionan el consumo elevado de sal y la hipertension. Uno de los
mas conocidos es el estudio INTERSALT (An International Study of Electrolyte
Excretion and Blood Pressure), que comprobd de manera positiva el grado de

asociacion entre la ingesta de sal y la presion arterial. Segun este estudio, aquellos
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individuos cuya ingesta diaria de sal se redujo a 5.8 g al dia presentaron una
disminucion de la presion arterial sistolica de 3.1 mm de Hg (INTERSALT, 1988).
De hecho, aquellas poblaciones que tenian una dieta baja en sal presentaban niveles

mas bajos de presion arterial (Elliott et al., 1996).

Estudios mas recientes como el INTERMAP (International Study on
Micronutrient and Blood Pressure), el EPIC-Norfolk (The Norfolk Cohort of the
European Prospective Investigation into Cancer) y el WHO-Cardiac (World Health
Organization Cardiovascular Diseases and Alimentary Comparison) también
confirmaron la relacion existente entre la presion arterial y la sal, llegando a la
conclusion final de que una disminucion en la ingesta diaria de sal produciria una
disminucién generalizada de la presion arterial en la poblacion (He y MacGregor,

2007; Mohan y Campbell, 2009).

1.3.1.2 Estudios de migracion

Los grupos de poblacién que migran de zonas donde se consume poca
cantidad de sal, generalmente zonas rurales, a otras donde la ingesta de sal es
elevada, generalmente grandes urbes, muestran un aumento en la presion arterial (He

y MacGregor, 2007; Mohan y Campbell, 2009).

1.3.1.3 Estudios genéticos en humanos

Actualmente se conocen las causas genéticas de la hipertension humana por
las que se encuentra afectada la capacidad de excrecion de sodio por los rifiones y se
indica claramente la relacion de la sal con la regulacion de la presion arterial (Lifton

et al., 2001).

1.3.1.4 Estudios de intervencion clinica

Los resultados de la mayoria de estudios de intervencién clinica en

humanos generalmente confirman que se produce un aumento de la presion arterial
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cuando se incrementa la ingesta de sal y por el contrario, dietas bajas en sal

producen una reduccion de la presion arterial.

Uno de los estudios mas importantes fué el DASH (Dietary Approaches to
Stop Hypertension) que tratd sobre el efecto de la ingesta de sodio sobre la presion
arterial a tres niveles diferentes (bajo, intermedio y alto) utilizando dos dietas: la
dieta DASH (rica en magnesio, potasio, calcio asi como proteinas y fibras) y una
dieta control. El tipo de dieta y la cantidad de sodio que se ingirieron fueron

determinantes en la reduccion de la presion arterial (Sacks, et al., 2001).

1.3.3.5 Empleo de suplementos alimenticios de KCl, CaCl, y MgCl,

como tratamiento para la hipertensiéon

Durante la ultima década se han llevado a cabo diversos estudios que
sugieren una relacion clara y evidente entre la ingesta de calcio, potasio y/o
magnesio y la presion arterial. Asi pues, un aumento en el consumo de estos
minerales podria disminuir la presion arterial a corto plazo. De hecho, las funciones
y la concentracion celular de estos minerales en el organismo estan interrelacionadas
con las del i6n sodio (Laragh y Brenner, 1995; Hooper et al., 2002; He y
MacGregor, 2004).

El potasio es uno de los cationes mas abundantes en el organismo. En la
naturaleza esta presente en forma de sal organica e inorganica en gran cantidad de
frutas, verduras, legumbres y oleaginosas. De hecho, el consumo diario de K™ se
sitiia entre 25-90 mmol/dia (Luft y Weinberger, 1987). La ingesta de K' juega un
papel importante en la regulacion de la presion arterial. Un incremento en la ingesta
diaria de potasio, alrededor de 30-45 mmol K’ al dia, es capaz de provocar una
disminucion de la presion arterial entorno a 2-3 mm de Hg (INTERSALT 1988;
Dyer et al., 1994; Buemi et al., 2002; He y MacGregor, 2007). Varios mecanismos
parecen estar involucrados en la disminucion de la presion arterial provocada por el
potasio; ya que es capaz de mejorar la natriuresis, asi como de reducir la actividad

nerviosa simpatica y de disminuir la respuesta presora a la noradrenalina y a la
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angiotensina II (Vaskonen, 2003; Nowson et al., 2003; Beyer, et al., 2006; He y
MacGregor, 2007).

El calcio es un elemento esencial para llevar a cabo muchas de las
funciones bioldgicas en el organismo. La mayor parte se encuentra en los huesos y
dientes y unicamente el 1% se encuentra en el liquido plasmatico. De este 1 %, casi
la mitad se encuentra en forma ionizada, mientras que el resto se encuentra unido a
proteinas o formando complejos (Schuchardt et al., 2008). Solo la forma ionizada es
fisiologicamente activa y actia como mensajero secundario mediando respuestas
celulares a una gran variedad de estimulos y al mismo tiempo actia como
vasoconstrictor del tono muscular, en la secrecion de catecolaminas, en la regulacion
del sistema nervioso simpatico, y en la regulacion de la presion arterial (Buemi et
al., 2002). Los pacientes hipertensos normalmente muestran niveles bajos de calcio
plasmatico por lo que elevar los niveles de calcio en la dieta aumentaria la excrecion
de sodio y favoreceria una disminucion de la presion arterial (Beyer et al., 2006;
Schuchardf et al., 2008). Sin embargo, estudios realizados con anterioridad por
Sacks et al., (1998) cuestionaron esto, debido a que solamente se logr6é una pequeiia

disminucion de la presion arterial, de 0-1.7 mm Hg, en personas hipertensas.

El i6n magnesio es otro de los cationes mas abundantes en el organismo.
Interviene como cofactor en la regulacion de muchos procesos biologicos a nivel
celular, como la sintesis de proteinas, también regula el funcionamiento de las
bombas de Na'™-K" e incluso interviene en la contraccién muscular. Por otro lado,
participa estrechamente en la regulacion del equilibrio osmotico celular, a través de

su asociacion con el sodio, el calcio y el potasio (Gums, 2004).

Diversos estudios sostienen que niveles bajos de magnesio en el organismo
estan relacionados con problemas de hipertension, en base a las propiedades
vasodilatadoras que este cation posee. De hecho existe una clara relacion dosis-

respuesta entre la ingesta de magnesio y la presion arterial (Beyer et al., 2006).
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Asi pues, una reduccion de la ingesta diaria de sodio, junto con un
incremento en la ingesta de potasio podria ayudar a mantener la presion arterial
dentro de sus limites en personas hipertensas. Sin embargo, actualmente no existen
estudios suficientes para que podamos sugerir que los suplementos alimenticios de
calcio y magnesio tengan el mismo efecto, con eso y con todo, la dieta DASH, rica
en potasio, calcio, magnesio, fibra y proteina y baja en sodio, podria ser una dieta
relativamente eficaz para reducir la presion arterial, ya que se comprobd una

disminucion de ésta en los sujetos sometidos a este tipo de dieta (Sacks et al., 2001).

1.3.4 Adopcion de Medidas sobre Sal y Salud

En la mayoria de paises desarrollados, la reduccion de la ingesta de sal se
puede lograr mediante un descenso gradual y sostenido en la cantidad de sal que la
industria alimentaria afiade a sus productos. Paralelamente son necesarias las
campafias de salud publica para alentar a los consumidores a usar menos cantidad de

sal en el cocinado doméstico.

En este sentido, son mucho los paises que han elaborado sus propias
recomendaciones sanitarias dirigidas a distintos sectores de la poblacion (nifios,
ancianos, industria alimentaria, restauracion) y han sugerido distintas medidas para
llegar a la meta admitida como saludable por la Organizaciéon Mundial de la Salud

(OMS), que es de 6 g al dia como maximo (ver Tabla 2).

Tabla 2. Directrices de la ingesta de sal marcadas por el “Scientific Advisory Committee on Nutrition”

(SACN).
(Fuente: http:www.sacn.gov.uk).

Edad Ingesta media recomendada de sal (g/dia)
0-6 meses <1 gf dia

7-12 meses 1 g/dia

1-3 afios 2 g/dia

4-6 afios 3 g/dia

7-10 afios og/dia

11-14 afios 6g/dia

Adultos 6g/dia
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En Espaia, una de las acciones mas relevantes llevada a cabo durante los
ultimos afios desde el Ministerio de Sanidad y Consumo, a través de la Agencia
Espafiola de Seguridad Alimentaria y Nutricion (AESAN) fue la Estrategia NAOS
(Estrategia para la Nutricion, Actividad Fisica y Prevencion de la Obesidad) cuyo
objetivo fue fomentar una alimentacion saludable y promover la actividad fisica para
invertir la tendencia ascendente de la obesidad y, con ello, reducir sustancialmente la
morbilidad y mortalidad atribuible a enfermedades cronicas como las enfermedades
cardiovasculares, diabetes mellitus tipo 2, hipertension arterial y ciertos tipos de

cancer (Fuente: Ministerio de Sanidad y Politica Social, 2005).

Uno de los proyectos surgidos a raiz de esto seria reducir la sal en la
alimentacion. Asi pues, han surgido nuevas iniciativas para contrarrestar los datos
recogidos por la AESAN que aseguran que en nuestro pais el pan es el alimento que
mas sodio aporta a la dieta, en concreto, el 19 % del total ingerido. Hasta el
momento se ha conseguido que la misma cantidad de pan aporte un 25.9 % menos

de sal (Fuente: Ministerio de Sanidad y Asuntos Sociales, 2005).

Asimismo, un estudio reciente en el cual se determind la cantidad de sal
que contienen 67 alimentos procesados, entre los cuales figuran embutidos, cereales
de desayuno, patatas fritas, anchoas en conserva, etc., reveld que solamente, 15 de
los 67 alimentos estudiados indicaban la cantidad de sal o sodio que contenian (ver

Tabla 3).

Dado que el consumo excesivo de sal esta vinculado con la hipertension,
pareceria exigible que el contenido en sal estuviera claramente indicado en la
etiqueta de los alimentos ya que el consumidor necesita informacion precisa y veraz
para elegir conforme a sus necesidades (Fuente: Revista Consumer.es, 2006). Con
esta informacion, se deberia evitar el consumo de alimentos con mas de un 1.3 % de
sal o al menos ser consumidos de manera ocasional por personas que deban seguir

una dieta baja en sodio.
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Tabla 3. Contenido de sal en 67 alimentos procesados.

()

Etiquetado incorrecto; hace referencia

exclusivamente a si la cantidad de sal o de sodio es la correcta. Se ha estimado incorrecta cuando la
cantidad de sal supera en un 20 % a la indicada en su etiqueta. @ Sopas de sobre: el contenido reflejado
en la tabla hace referencia a 100 gramos de sopa ya elaborada (Fuente: www.revista.consumer.es:
Alimentos elaborados cuanta sal tienen, 2006).

— — -
VALORES DECLARADOS VALORES REALES VALORACION
Sal(%) . Sal (g/100g) Sodio DEL
PRODUCTO MARCA (Clorura sodica) Sodio (Clorurasodico) (mg/lo0g)  ETIQUETADO
TFiletes de anchoa de la costa del Cantébrico La Mutrikuarra Mo indica Mo indica 14,67 377
Filetes de anchoa del Cantabrico De Nuestra Tierra Noindica No indica 13,65 537
TFiletes de anchoa Aldaz Mo indica o indica 13,26 521
Jamén Trevelez Cumbre Fria Woel Mo indica Mo indica 6,63 261
Jamén curado Nayidul Noindica No indica 5,14 2.02
Jamon curado loncheado Espufia o indica o indica 3,99 1.57
Salchichas Junier Oscar Mayer o indica No ndica 572 2.25
Salchichas Frankfurt El Pozo Noindica No indica 3,28 129
Salchichas Frankfirt Carnpoftio o indica o indica 2,75 1.08
Chorizo recto Soria extra Moreno Saez Mo indica Mo indica 4,55 179
Chorizo extra Tradicién Revilla Noindica No indica 448 176
Chorizo Vela Argal o indica o indica 3,92 1.54
Aceitonas rellenas de anchoa Clasicas La Espafiola o indica 1,16¢g 3,59 141 Incorrectol
Aceitunasrellenas de anchoa Sarasa Noindica No indica 234 920
Aceitunas manzanillas verdes rellenas de anchoa Torre de Plata Mo indica Mo indica 1,96 770
Ketchup Heinz o indica No ndica 32 1.26
Ketctup Prima Mo indica No indica 3,19 125
Ketchup Orlando o indica o ndica 2,83 1.11
Jamén Tork Woel Mo indica Mo indica 28 11
Jamén York Carnpofrio Mo indica No indica 2,34 920
Jamon York Argal No indica No indica 2,26 890
Quesa curado Gamonal Mo indica Mo indica 28 11
Queso curado El Pastor Noindica No indica 2,11 830
Queso curado Flor de Esqueva No indica No indica 16 630
Apertivos de maiz horneado Rufines o indica No ndica 275 1.08
Froductos de aperitivo horneados Tejitas hatarile Mo indica No indica 0,86 340
FProductos de aperitivo horneados: Gusanitos Risi No indica No indica 0,79 310
Paté dehigado de cerdo La Piara o indica No ndica 2,01 790
Faté de higado de cerdo Apls No indica Mo indica 1,81 710
FPaté de higado de cerdo Mina No indica No indica 1,6 630
Patatas fiitas Santa Ana Mo indica Mo indica 1,94 760
FPatatas fitas Lays No indica 07g 1.91 750 Correcto
Patatas fritas atesanas en aceite de oliva Santa Clara No indica No indica 0,96 380
Cepos de maiz totados Pascual o indica 083g 1,83 720 Correcto
Copos de trigo integral Nestlé Noindica 05g 1,17 460 Correcto
Copos de maiz tostados y azucarados Kellogs No indica 0,45¢g 1,04 410 Correcto
Queso en lonchas “ Sabanitas” Hochland Noindica No indica 1,73 650
Queso en lonchas El Cagerio Noindica No indica 0,05 20
Queso en lonchas “ Tranchetes” Krafft o indica No indica 0,03 10
Pizza Palacios Noindica No indica 1,42 560
Pizza Tarradellas o indica No indica 14 550
Pan cormun Mo indica Mo indica 1,28 500
Croquetas con jamon serrano cengeladas La Cocinera Noindica No mdica 1,17 460
Croguetas de jamén congeladas Findus o indica 0,5 1,12 440 Cotrecto
Ensalada rusa con atin Mizanor Noindica No indica 1,14 450
Ensalada rusa con atin McSalad Mo indica Mo indica 0,92 360
Ensaladilla tusa Frudesa 0,9 o indica 0,88 350 Cotracto
Alubias con chotizo Orlando Mo indica Mo indica 1,13 440
Fabada asturiana Litoral Noindica 0,33g 09 350 Correcto
Fabada La Ashuriana No indica No indica 044 170
Atin claro en aceite girasol Rianxeira o indica 062¢g 1,09 430 Cotrecto
Atin claro en aceite vegetal Calvo Noindica 067g 1 390 Correcto
Atin claro en aceite vegetal Isabel Noindica 0,5 0,03 10 Correcto
Pan demolde Brook’s No indica 0,59¢g 1,05 410 Correcto
Pan demolde Bimbo Noindica 0445 ¢ 1,03 400 Correcto
Pan demolde Panrico Noindica 0,43 0,96 380 Correcto
Lasafia bolofiesa Noel Noindica No indica 1,01 400
Lasafia bolofiesa Comea casa WNoindica No indica 0,99 390
Lasafia bolofiesa Buitoni Mo indica o indica 076 300
Galletas Marbi) Dorada Fontaneda Noindica No ndica 0,84 330
Galletas Doradas al horno Flora Mo indica 03g 0,52 200 Cotracto
Galletas Doradas al hormo Tayitas de Lu Mo indica o indica 0,2 80
Preparado alimenticio al cacao Nesquik Nondica No mdica 041 160
Preparado alimenticio al cacao Cola Cao o indica o ndica 0,19 70
Sopa de sobre® Scpa Maravilla” 2 Enor Noindica No ndica 0,09 34
Sopa de sobre® Sepa de cocidd” 2 Maggi Noindica No ndica 0,08 30
Sopa de sobre” Sopa de verdurag” 2 (allina Blanca No indica No indica 0,08 30
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1.4 La Sal en el Sector Carnico

La sal es uno de los ingredientes habitualmente empleados en la
elaboracion de productos carnicos; de hecho ha sido utilizada desde la antigiiedad
por su accion conservante debido a que es capaz de reducir la actividad de agua del
producto y, por lo tanto, retrasar el crecimiento microbiano. La sal es ademas un
agente potenciador del sabor y también es responsable del desarrollo de la textura, y

caracteristico sabor en los productos carnicos procesados.

1.4.1 Aporte de Sodio de los Productos Carnicos

La carne y los productos carnicos contribuyen en gran medida al aporte
diario de sodio, ocupando el segundo puesto después de los cereales y sus derivados

(Figura 1).

B Cereales y Derivados

B Productos Lacteos

E Huevos y Derivados

O Carne y Productos Carnicos
O Pescado y Derivados

O Verduras y Hortalizas

B Snacks

28% 20, 8% O Bebidas
W Conservas y Dul ces

B Otros

Figura 1. Contribucion de diferentes alimentos procesados a la ingesta diaria de sal (NDNS adults aged
19 to 64, volume 5, 2004).

La mayor parte de este aporte provine de los productos carnicos
procesados, aunque hay diferencias entre paises. El consumo de productos carnicos
estd ampliamente extendido, representando una parte importante de la ingesta diaria

de sal, que puede llegar al 30 %, en Irlanda, Inglaterra o E.E.U.U. la contribucion
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diaria de sal por parte de los productos carnicos procesados se situa entorno al 20 %

(Desmond et al., 2006).

También hay que tener en cuenta que no todos los productos carnicos
contienen los mismos niveles de sal e incluso dentro de un mismo producto puede
variar considerablemente su contenido en sal. Asi, en productos cocidos y en
embutidos carnicos fermentados, como el salchichon, nos podemos encontrar
porcentajes de sal del orden del 2-3 %, en bacon del 3- 4 %, mientras que en jamén
curado el porcentaje de sal se sitia entorno al 5-8 % (Ruusunen y Puolanne, 2005;

Matthews y Strong, 2005; Guardia et al., 2006; Desmond et al., 2006).

En el caso del jamon curado, la sal es sin duda alguna el ingrediente mas
importante tanto desde el punto de vista cualitativo como cuantitativo. Por ello, el
Na' es el elemento mayoritario, variando su concentracion entre 30.8 y 57.0 mg / g
en funcion del método de salado empleado en los diferentes tipos de jamén curado

procedentes de paises del sur de Europa (Tabla 4).

Tabla 4. * Valores medios y S.D. del contenido en NaCl y grasa del musculo Biceps femoris de jamones
Europeos expresado en base humeda (Monin, 1995); ® Valor medio y S.D. del contenido de Na” del
musculo Biceps femoris de jamones Europeos expresado en base seca (Lozano et al., 1998).

Tipo
4 ltalian
Parametro 4
Jaman De Corse Ibérico Country Parma Serrano
Bayona S
tyle
“NaCl (%) 6.940.8 10.3+1.5 5.2+0.9 7.1£1.5 6.9+0.6 7.9+0.9
“Grasa (mg/g) 31.0+8.7 12834448 10504228 314112 42.7+£13.9 41.24+15.7
"Na* (mg/g) 49.1+7 57.0+15.8 30.8+6.4 48.4+10.6 51.4+6.7 55.146.5

Asimismo, durante la elaboracion de algunos productos carnicos se afiaden
ciertos aditivos adicionales como el glutamato monosddico, el fosfato sodico, el
nitrato sodico, el ascorbato sddico o el nitrito sédico que van a actuar como fuentes
adicionales de sodio, aunque, la contribucién al contenido final de sodio por parte de
éstos es baja en comparacion con la del cloruro sédico que es aproximadamente de

un 75 % (Ruusunen y Puolanne, 2005; Desmond, 2006).
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1.4.2 Funciones de la Sal en los Productos Carnicos

La sal mejora la aptitud tecnoldogica de los productos carnicos. Afecta a la
textura al aumentar la capacidad de retencion de agua y facilita la incorporacion de
la grasa a la masa carnica. Es también esencial para el desarrollo del aroma y sabor.
Asimismo, es necesaria para la conservacion de los productos carnicos por su efecto
bacterioestatico (Terrell, 1983). Los estudios para la reduccion de sal deben abordar
la problematica que plantea la disminucion o la sustitucion parcial de ésta sobre el

producto carnico (propiedades sensoriales, estabilidad, tiempo de vida util, etc.,).

Por lo tanto, para establecer el tipo de estrategia a seguir a la hora de
reducir el contenido de sal en los productos carnicos es de vital importancia revisar

las funciones que realiza la sal en los mismos.
1.4.2.1 Estabilizacién microbiolégica del producto

El cloruro soédico actia como agente bacteriostatico, frenando el
crecimiento microbiano. Este hecho se debe fundamentalmente al descenso de la
actividad del agua (a,) que provoca su adicion y que se ve reflejado en una
deshidratacion osmotica del producto carnico y, por consiguiente, inhibe la

prolifereacion de los microorganismos.

El modo de actuacion del cloruro sodico “sal” sobre la a,, se debe a que es
capaz de ionizarse completamente en soluciones acuosas en los iones Na" y CI°, los
cuales son capaces de atraer hacia si las moléculas de agua haciendo que no estén
disponibles para el crecimiento de los microorganismos y provocando la
deshidratacion del producto céarnico. Este efecto de deshidratacion también ejerce
una accion directa sobre las enzimas que se expresa en un aumento de la vida util del

producto (Man, 2007).

El efecto conservador del NaCl se encuentra condicionado por la
concentracion de sal afiadida al producto. De hecho, se requieren concentraciones

muy altas en medios de cultivo (en torno al 10 % en peso) para inhibir el
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crecimiento de gran numero de especies microbianas. En la practica, las
concentraciones de cloruro sodico presentes en los productos carnicos curados, en
concreto en jamon curado no llegan a niveles del 10 % en peso por lo que no serian
suficientes para ejercer un efecto bacteriostatico por si solo que permita la
conservacion del producto y, por tanto, se hace necesario el uso paralelo de otros
conservantes como los nitratos y los nitritos que controlen el crecimiento
microbiano, protegiendo asi al producto de posibles contaminaciones y con ello
lograr inhibir o retardar el crecimiento de bacterias como Clostridium botulinum,
Listeria monocytogenes, Salmonella o Staphylococcus aureus (Toldra, 2002;

Matthews y Strong, 2005; Betts, et al., 2007).

Por otro lado, hay muy pocos datos disponibles acerca de las propiedades
antimicrobianas de las sales empleadas como sustitutivas del NaCl como son el
cloruro potasico (KCl), el cloruro célcico (CaCl,), el cloruro magnésico (MgCl,) y el
lactato sodico o potasico. Solamente se ha demostrado que el empleo de KCl tiene
efectos similares al del NaCl, sobre la conservacion de los productos carnicos, lo
mismo que el lactato potdsico a concentraciones del orden del 3 % (Betts et al.,

2007).
1.4.2.2 Contribucion al Caracteristico Sabor Salado

La sal confiere el sabor salado a los productos carnicos curados y potencia
el desarrollo de su sabor caracteristico. La percepcion del sabor salado y su
intensidad dependen del contenido de sal en el producto y es provocada por la
estimulacion de las papilas gustativas de los bordes laterales de la lengua al entrar en
contacto con la sal. De este modo, los iones Na* y CI', que a bajas temperaturas se
encuentran formando complejos estables con las proteinas, son destruidos por el
calentamiento, hecho que hace que se perciba la sensacion a salado. Esto explica que
un mismo producto tenga sabores salados mas acusados cuando es calentado (Figura

2) (Russunen y Puolanne, 2005; Desmond, 2006; Kilcast, y Ridder, 2007).
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,{I & Flavour

B Amarge
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Aminoacidos
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Esquema topografico de la
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Figura 2. El flavour del jamon es el resultado de la percepcion conjunta del sabor, olor y textura (Garcia y
Timoén, 2001).

Por otro lado, la misma cantidad de sal no supone la misma sensacion de
sabor ya que influyen otros factores como las propias caracteristicas del producto, la
cantidad de grasa o la formacion de complejos entre los aniones y las proteinas, que

secuestran cierta cantidad de sal disminuyendo el grado de sabor salado.

Ademas, la percepcion del sabor salado también esta afectada por la
presencia de algunos aminoacidos u otras sustancias procedentes de la proteolisis

que pueden ser potenciadores o enmascarantes del sabor (Aristoy y Toldra, 1995).

Otras especies quimicas (cloruros, bromuros, yoduros, nitratos y sulfatos de
potasio o litio) pueden producir un sabor salado combinado con otras percepciones,

pero solamente el cloruro sodico da lo que generalmente se reconoce como sabor
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“salado puro”. Asi, las sales de litio producen sabores salados, el cloruro potasico
produce sabores amargos y las sales divalentes como el cloruro calcico o magnésico
pueden generar sabores metalicos o incluso sensaciones astringentes al contactar con

las papilas gustativas (Fennema, 1993; Lawless et al., 2003).

Asi pues, las variaciones, tanto en el contenido de sal como en su
composicion, pueden tener importantes consecuencias tanto directas, sobre el sabor
del producto final, como indirectas, al verse afectadas las reacciones bioquimicas
responsables del desarrollo del sabor y que llevarian a la aparicion de sabores

desagradables (amargos, metalicos, etc.,) (Toldra y Flores, 1998; Toldra 2006b).

1.4.2.3 Regulacion de la actividad de las enzimas proteoliticas

musculares

El efecto de la sal sobre el sistema proteolitico muscular ha sido
ampliamente estudiado a lo largo de las tltimas décadas, dado que la actividad sobre
algunos de sus enzimas como las catepsinas y algunas proteasas, como la alanil-
aminopeptidasa (AAP), estan influidas por el contenido de sal (Rico et al., 1991;
Toldra et al., 1993; Flores et al., 1997a; Sentandreu and Toldra, 2001c; Toldra,
2002).

El sistema enzimatico muscular implicado en la proteolisis es bastante
complejo y esta dividido en dos grandes grupos de enzimas; las endoproteasas
(calpainas I y II, catepsinas B, B+L y H y proteosoma) y las exopeptidasas que
incluyen las tri-peptidilpeptidasas I y II, las di-peptidilpeptidasas I, II, IIT y IV, las
carboxipeptidasas y la alanil-, arginil-, metionil-, leucil- y piroglutamil-
aminopeptidasas (Toldra y Flores, 1998). Todas ellas juegan un papel importante en
la cadena proteolitica, especialmente durante la etapa de curado, ya que originan una
serie de productos finales (péptidos y aminoacidos libres) implicados en el

desarrollo del aroma y del flavor del producto (Figura 3) (Toldra 1998).
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Figura 3. Esquema de la cadena proteolitica implicada en la degradacion de las proteinas musculares.

1.4.2.3.1 Endopeptidasas

Las endopeptidasas son enzimas proteoliticas tisulares responsables
mayoritariamente de la degradacion de proteinas miofibrilares y sarcoplasmicas. El
resultado de su actuacion es la generacion de fragmentos proteicos y peptidicos
procedentes en su mayoria de la rotura de las proteinas miofibrilares que van a servir
de sustrato para la actuacion de las exopeptidasas (Toldrd y Flores; 1998; Toldra

2006b).
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Dentro de este grupo nos encontramos con las calpainas, catepsinas y

proteosoma que son descritas a continuacion.

1.4.2.3.1.1 Calpainas

Las calpainas (EC 3.4.22.17) son cisteina endopeptidasas localizadas en el
citosol, alrededor del disco Z, y de ahi su importancia en la rotura de la estructura
miofibrilar y en el aumento de la terneza de la carne. Estan formadas por la calpaina
I (u-calpaina), la cual requiere de 50-70 uM de Ca®" para su activacion, la calpaina
II (m-calpaina), que requiere de concetraciones de 0.1-0.5 mM de Ca®" para su
actuacion y la calpastatina, una proteina que inhibe de modo especifico la actividad

de las calpainas I y II (Koomaraie, 1994).

Las calpainas I y II presentan una actividad 6ptima a pH neutro, alrededor
de 7.5, muy poca actividad a pH 6.0 y son inactivas a pH 5.5-6.0. Son heterodimeros
de un tamafio molecular de alrededor de 110 kDa, compuestos por una subunidad
catalitica de 80 kDa y otra subunidad con funcion aun desconocida de 30 kDa. Son
capaces de degradar las troponinas T e I, tropomiosina, proteina C, filamina,
desmina, vinculina, titina y nebulina generando un gran niimero de péptidos, pero no
son activas sobre la miosina, la actina, la troponina y la a-actinina (Koohmaraie,

1994; Sentandreu et al., 2002).

Durante el curado de productos carnicos, la actividad de las calpainas
quedaria restringida a las primeras semanas, debido a la pobre estabilidad de estas
enzimas. En productos como el jamén curado solo se detecta actividad calpaina
hasta los inicios de la etapa de post-salado. Asimismo, agentes de curado como la sal
(NaCl), activan la calpaina a bajas concentraciones de sal pero un exceso de sal en el

producto podria inhibirla completamente (Rosell y Toldra, 1996).

1.4.2..3.1.2 Catepsinas

Las catepsinas son proteinasas acidas lisosomales de pequefio tamafio

molecular (entre 20-40 kDa), siendo especialmente activas a pH acido; de hecho, sus

43



Introduccion

optimos de pH estan alrededor del pH de la carne (pH 6.0). De todas ellas, las mas
estudiadas son las catepsinas B (EC 3.4.22.1), H (3.4.22.16), L (EC 3.4.22.15) y D
(EC 3.4.23.5). Todas ellas pertenecen a la clase de las cisteina proteinasas a
excepcion de la catepsina D que es una aspartil proteinasa. Las cisteina proteinasas
requieren de un medio reductor para expresar su actividad de manera Optima
(Toldra, 2002). La actividad de todas ellas esta regulada en el musculo “in vivo” por

sus inhibidores endogenos que se denominan cistatinas (Sentandreu et al., 2002).

La catepsina B, ademdas de poseer actividad endopeptidasa, también se le
atribuye una cierta actividad exopeptidasa. Asimismo, es capaz de hidrolizar
miosina, actina, tropomiosina, troponina T y coladgeno. La catepsina H, aparte de su
débil actividad endopeptidasa posee una importante actividad aminopeptidasa, por lo
que también se la conoce como “arginil aminopeptidasa lisosomal”. La catepsina L
degrada una amplia variedad de proteinas miofibrilares como la titina, nebulina, a-

actinina, desmina y elastina (Barret et al., 1998).

La actividad de las catepsinas tiene una gran importancia al provocar la
liberacién de fragmentos proteicos de tamafio intermedio procedentes en gran
medida de la degradacion de las proteinas miofibrilares. Sin embargo, en la
degradacion de la estructura miofibrilar hay que pensar en una accion sinérgica entre
calpainas y catepsinas, puesto que ambas son capaces de atacar a la mayoria de

proteinas estructurales que forman las miofibrillas (Sentandreu et al., 2002).

A diferencia de las calpainas, todas las catepsinas son bastante estables a lo
largo del proceso de curado (6 meses aproximadamente), incluso muestran
actividad, del orden del 5 a 10 %, después de 15 meses de curado (Rico et al., 1991;
Sarraga et al., 1993; Toldra y Flores, 1998). Sin embargo, agentes de curado como la
sal inhiben fuertemente su actividad y por tanto, controlan la proteolisis. Hay que
tener en cuenta que un exceso en la actividad catepsina en productos como el jamén
curado, cuando las piezas poseen en su interior una concentracion salina baja y

ademas se someten a temperaturas moderadamente altas, puede dar lugar a un
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ablandamiento de la pieza y/o incluso a la formacion de cristales de tirosina (Martin

et al., 1998; Garcia-Garrido, et al., 2000; Toldra, 2006a).

1.4.2.3.1.3 Proteosoma

El proteosoma, o complejo endopeptidasa multicatatalitico, (EC 3.4.99.46)
es un complejo enzimatico de numerosas subunidades, con una masa molecular en
torno a los 700 kDa. Presenta una estructura cilindrica (11x17 nm) con una
disposicion en subunidades (de 20-30 kDa) a modo de hélice. Tiene un intervalo
optimo de pH entre 7y 9, dependiendo de la reaccion que catalize. En el musculo se
supone que su funcidon estd relacionada con la regulaciéon del recambio de las
proteinas musculares (Sentandreu et al., 2002). Sin embargo, se desconoce todavia
la evolucion y actuacion del proteosoma a lo largo del proceso de curado de los

productos carnicos.

1.4.2.3.2 Exopeptidasas

Las exopeptidasas son un grupo de enzimas proteoliticos caracterizados por
hidrolizar las cadenas péptidicas por sus extremos terminales dando lugar a la
liberacién de péptidos y aminodcidos libres. Dentro de este grupo podemos

distinguir:

1.4.2.3.2.1 Tripeptidilpeptidasas (TPP)

Las tripeptidilpeptidasas (TPP) son capaces de hidrolizar diferentes
tripéptidos del extremo N- terminal de péptidos y proteinas. La TPP I (EC 3.4.14.9)
esta localizada en los lisosomas, tiene un pH 6ptimo acido (pH 4.0) y es capaz de
hidrolizar tripéptidos con la secuencia Gly-Pro-X, donde X es un aminoacido de
naturaleza hidrofobica. La TPP II (EC 3.4.14.10) es una enzima con una masa
molecular relativamente alta (1,000 kDa), tiene un pH 6ptimo neutro (6.5-7.5) y una
amplia especificidad de sustratos, con preferencia hacia la secuencia Ala-Ala-Phe

(Toldra, 2002).
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1.4.2.3.2.2 Dipeptidilpeptidasas (DPP)

Las dipeptidilpeptidasas (DPP) constituyen un grupo de exopeptidasas,
capaces de liberar dipéptidos del extremo N-terminal de péptidos y proteinas. Se han
descrito cuatro dipetidilpetidasas diferentes: DPP I (EC 3.4.14.1), DPP II (3.4.14.2.),
DPP 1II (3.4.14.4) y DPP IV (3.4.14.5) en funcion de su especificidad por un tipo de
sustrato determinado. DPP I y DPPII estan localizadas en los lisosomas, DPP III en
el citosol y la DPP IV esta ligada a la membrana plasmatica. Su masa molecular es
entre 100 y 200 kDa, y el pH 6ptimo de actuacion es tanto acido (5.5 para la DPPI y
DPPII) como basico (7.5-8.0 para la DPPIII y IV) (Sentandreu y Toldra, 1998, 2000,
2001a, 2001b).

La DPPI es la mas activa en el musculo postmortem y mantiene un
importante porcentaje de actividad a bajas temperaturas, asi que puede estar activa
durante las fases de salado y post-salado en el jamon curado (Sentandreu y Toldra,
2000). Tiene especial preferencia por hidrolizar dipéptidos con la secuencia Ala-Arg
y Gly-Arg, mientras que la DPPII y la DPPIV por Gly-Pro y la DPPIII por la Arg-
Arg y Ala-Arg. De cualquier manera, estas enzimas son capaces de hidrolizar otros

dipéptidos aunque en menor porcentaje.

Estas enzimas estan implicadas en la generacion y acumulacion de una gran
variedad de dipéptidos en el musculo postmortem y durante el procesamiento de los
productos cérnicos. Agentes de curado como la sal manifiestan una moderada

inhibicion sobre la actividad dipeptidilpeptidasa (Sentandreu y Toldra, 2001c).

1.4.2.3.2.3 Carboxipeptidasas

Las carboxipeptidasas estan localizadas en los lisosomas y presentan un pH
optimo de actuacion acido. Estas enzimas liberan aminoacidos del extremo carboxi-
terminal de péptidos y proteinas. La carboxipeptidasa A (3.4.16.1) tiene preferencia
por los aminoacidos hidrofobicos, mientras que la carboxipeptidasa B (3.4.18.1)

presenta un amplio espectro de actuacion (McDonald y Barret, 1986).
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1.4.2.3.2.4 Aminopeptidasas

Las aminopeptidasas son metaloproteinas con pesos moleculares altos y
estructura compleja. Se han purificado y caracterizado 5 aminopeptidasas diferentes
en el musculo porcino: la alanil- (AAP) (3.4.11.14), arginil- (ARG) (3.4.11.6),
leucil-(LAP) (3.4.11.1), piroglutamil- (PGAP) (3.4.19.3), y metionil- (MAP)
(3.4.11.18) aminopeptidasa (Flores et al., 1997a; Flores et al., 2000). Todas ellas son
activas a pH neutro (AAP y RAP) o basico (LAP o PGAP) y son capaces de
hidrolizar aminoacidos del extremo N-terminal de péptidos y proteinas,
incrementando el poo/ de aminoacidos libres especialmente durante las fases de
secado y maduracion de los productos carnicos (Flores et al., 1997a, Toldra y Flores,

1998; Toldra et al., 2000).

La alanil-aminopeptidasa es la aminopeptidasa mas importante de todas
ellas, ya que su actividad representa el 86 % de la actividad aminopéptidasica total
de la fraccion citosolica del musculo esquelético. Presenta una amplia especificidad
de sustratos y es activa en presencia de Co>" y Ca’’, mientras que se inhibe en
presencia de agentes quelantes, bestatina, amastatina, puromicina y en menor
medida por agentes bloqueantes del grupo tiol (Flores et al., 1996). La arginil-
aminopeptidasa, también conocida como aminopeptidasa B, hidroliza
preferentemente aminoacidos basicos, arginina o lisina, del extremo N terminal a un
pH optimo de 6.5. Se activa notablemente en presencia de i6n Cl" y se inhibe por
bestatina (Flores et al., 1993). La metionilaminopeptidasa es activada por Ca®', y
tiene un amplio espectro de actividad con cierta preferencia por hidrolizar
metionina, alanina, lisina y leucina (Flores et al., 2000). Mientras que, la leucil- y
piroglutamil- aminopeptidasas estdn presentes en el musculo porcino en niveles
bajos, y su pH 6ptimo de actuacion estd muy lejos del que nos podemos encontrar en

jamon (Toldra, 2002).

Todas estas enzimas son bastante estables a lo largo del proceso de
maduracion del jamon curado, e incluso se mantienen activas después de 8 meses de

curado (Toldra y Flores, 1998). Sin embargo, agentes de curado como la sal pueden
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reducir significativamente la actividad de alguna de ellas como en el caso de la AAP
y la PGAP que se ven fuertemente inhibidas por la sal, mientras que la LAP y la
MAP no se ven afectadas y la RAP experimenta una sensible activacion en
presencia de sal, debido a que es una enzima activada por cloro (Flores et al., 1997a;

Flores et al., 2000; Toldra et al., 2000).

Los aminoacidos libres y pequefios péptidos liberados por la accion de las
exopeptidasas son de gran importancia puesto que contribuyen al desarrollo del

sabor y el flavor tipico del producto (Toldra, 1998).

1.4.2.4 Parcial solubilizacion de las proteinas miofibrilares

Las proteinas solubles, tanto las sarcoplasmicas como las miofibrilares,
experimentan durante la maduracion de los productos carnicos curados un proceso
de desnaturalizacion que se manifiesta en un descenso en la cantidad de proteina
solubilizada (Bellati et al., 1983; Toldra et al., 1993; Cordoba et al., 1994).
Cualquier factor que altere la solubilidad de dichas proteinas afectara
necesariamente a la textura del producto ya que dicha pérdida de solubilidad puede
influir sobre los procesos proteoliticos, estimulandolos o inhibiéndolos, y modifica
algunas propiedades funcionales, como la capacidad de retencion de agua que

disminuye, favoreciéndose la deshidratacion.

La desnaturalizaciéon de las proteinas se desencadena, pero también se
controla, por las condiciones que van creandose durante el proceso de elaboracion de
los productos carnicos curados. Aunque se produce tanto en proteinas
sarcoplasmicas como miofibrilares son estas ultimas las que van a verse mas
afectadas. Los principales agentes causantes de estos fendmenos son la sal y/o la

temperatura (Antequera y Martin, 2001a).

La presencia de sal en el medio provoca un incremento en la fuerza ionica
aumentando la solubilidad de las proteinas miofibrilares que son solubles en
soluciones de fuerza ionica media-alta. Asimismo, la sal junto con temperaturas

relativamente altas que se producen en determinadas etapas del proceso ocasionan
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cambios estructurales en las proteinas debido principalmente a las interacciones
electrostaticas que se producen entre éstas y los iones sodio y cloruro (Xiong, 1997;

Sarraga y Garcia-Regueiro, 1998).

Una vez solubilizadas la proteinas, por el efecto conjunto de la sal, la
deshidratacion y la temperatura, éstas pueden sufrir procesos de desnaturalizacion
parcial y reorganizacion que daran lugar a un gel proteico, constituido por carne,
grasa y agua, que va a permitir una mejor ligazon de la masa muscular y, por lo
tanto, la terneza y jugosidad del producto se va a ver mejorada (Ruusunen y

Puolanne, 2005; Desmond 2006).

1.4.2.5 Modificador de la capacidad de retencion de agua

La presencia de cloruro sodico en la carne aumenta su capacidad de
retencion de agua (Figura 4). La mayoria del agua presente en la carne se encuentra
retenida por fendomenos de capilaridad entre los microfilamentos de las fibras
musculares formados principalmente por las proteinas actina y miosina. Esto se debe
a que el anion CI, que es capaz de unirse a los grupos cargados positivamente en las
proteinas, provoca una disminucion de su punto isoeléctrico. Como consecuencia, se
produce un incremento del nimero neto de cargas negativas en las proteinas, y por
fenémenos de repulsion se produce un aumento del espacio entre las proteinas y, por
consiguiente, un incremento en la capacidad de retener agua (Figura 4) (Andrés y

Ruiz, 2001).
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Figura 4. Efecto del cloruro sodico sobre la capacidad de retencion de agua de la carne. Se
esquematiza la union de los iones cloruro a los grupos con carga positiva de las proteinas miofibrilares
(Andrés y Ruiz, 2001).

1.4.3 Sal y Oxidacién

La sal es un potente agente pro-oxidante que va a favorecer en gran medida
el enranciamiento oxidativo de los lipidos en productos carnicos curados como el
jamoén curado. Aunque esta caracteristica se podria considerar negativa a priori, la
oxidacion de los lipidos juega un papel determinante en el desarrollo del aroma
caracteristico del producto, aunque si las reacciones oxidativas se producen en

exceso podrian generar olores y sabores desagradables en el producto.

Por consiguiente, es fundamental que exista un equilibrio entre factores
pro-oxidantes y compuestos con actividad antioxidante que puedan frenar el proceso
de oxidacion como los tocoferoles, nitrito, acido ascérbico, aminoacidos libres,
péptidos y productos de la reaccion de Maillard formados durante el proceso de
elaboracion de productos carnicos como el jamon curado (Antequera y Martin,

2001a; Toldra, 2006a).
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El estudio del dafio oxidativo en los productos carnicos tradicionalmente se
ha centrado en la oxidacion lipidica. Sin embargo, recientemente varios autores han
demostrado que las proteinas pueden ser susceptibles de sufrir también dafio
oxidativo (Xiong et al., 1995; Lund et al., 2007). Las causantes del dafio oxidativo
de las proteinas musculares sarcoplasmicas y miofibrilares son los productos de la
oxidacién lipidica (hidroperoxidos y aldehidos), iones metalicos (Cu®" y Fe*"),
agentes pro-oxidantes endogenos del misculo (mioglobina y/o ferritina) y otros
productos generados durante el procesamiento del producto (Park et al., 2006). En la
carne y productos carnicos los aminoacidos que tienen grupos sulfidrilo (metionina
y cisteina) son especialmente susceptibles de sufrir este dafio oxidativo agudizado

por la presencia de agentes pro-oxidantes.

El principal cambio que se produce en las proteinas oxidadas es la
formacion de grupos carbonilo, seguido por la formacién de puentes de union
(cross-links) entre aminoacidos como es el caso de los puentes ditirosina (Figura 5)

o los puentes disulfuro.

OH OH OH OH
2e”
) T 2H* , CH*
—_— —_—
Peroxidase L
H2C)2/F€24r
R R R R
. Tyrosyl o .
Tyrosine radical 0O,0’-dityrosine

Figura 5. Formacion de puentes de unién ditirosina (Estévez et al., 2008b).

El desarrollo de este tipo de reacciones de oxidacion implica una pérdida de
aminoacidos y vitaminas que afectaria a propiedades como el color, el flavor, la
textura y el valor nutritivo del producto (Estévez et al., 2008b). En vista de esto
existe una necesidad incipiente por investigar la oxidacion de las proteinas

musculares durante el manejo, procesamiento y almacenamiento de los productos
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carnicos, especialmente por el caricter prooxidante del Na', ingrediente fundamental

en los productos curados.

Las técnicas que se estan utilizando para detectar el dafo oxidativo en
proteinas de origen carnico son en su mayoria adaptadas de aquellas desarrolladas en
la investigacion biomédica. Asi pues, la cuantificacion de los grupos carbonilo a
través del método de la dinitrofenilhidrazina (DNPH) se ha convertido en el
procedimiento de uso generalizado y rutinario en gran variedad de productos
carnicos como la carne fresca, las emulsiones céarnicas y los productos carnicos
curados (Estévez y Cava, 2004; Ventanas et al., 2006a; Lund et al., 2007). Este
método cuantifica los grupos carbonilo presentes en las proteinas previa
derivatizacion con DNPH (Oliver et al., 1984). E1 DNPH es capaz de reaccionar con
los grupos carbonilo formando un compuesto croméforo, la DNP- hidrazona, que se

cuantifica espectrofotometricamente a 370 nm (Figura 6).

NH
>_O + HZN/ u T _’_,..,-”7 - L | ":-_\_\ + H.O
- .0 -
- Py A PN
| < N
on o
Carbonyl group DNPH DNP hydrazone

Figura 6. Deteccion de grupos carbonilo usando DNPH (Estévez et al., 2008b).

Aunque este método se ha descrito como robusto y preciso, el DNPH no
reacciona especificamente con los grupos carbonilo de las proteinas sino que
también es capaz de reaccionar con los grupos carbonilo de los lipidos, dando lugar
a una sobreestimacion en la concentracion total de carbonilos procedentes de
proteinas. Asimismo, es un procedimiento muy tedioso y necesita un gran volumen

de reactivos para su realizacion.

Un método alternativo es la espectroscopia de fluorescencia que

recientemente ha sido aplicada con éxito para evaluar el dafio oxidativo en
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emulsiones, liposomas y proteinas miofibrilares (Estévez et al., 2008a; Viljanen et
al., 2004). Se basa en que determinados compuestos carbonilicos generados como
resultado de las reacciones entre los productos de oxidacion lipidica (aldehidos) y
los grupos amino de las proteinas son conjugados fluoréforos con propiedades
espectrales que pueden ser medidas a 450 nm cuando son excitados a 350 nm. Sin
embargo, este método resulta también poco especifico ya que mide la concentracion
total de una gran variedad de productos carbonilicos formados a través de rutas
inespecificas durante los procesos oxidativos que tienen lugar en los productos

carnicos.

Por lo tanto, se necesitan métodos mas especificos para determinar el dafio
oxidativo, inicamente en proteinas de la carne. En este sentido, los semialdehidos a-
aminoadipico y el y-glutdmico (AAS y GGS, respectivamente) podrian utilizarse
como marcadores de dafio oxidativo en proteinas de origen carnico puesto que se
consideran los principales compuestos carbonilicos derivados de la oxidacion de las
proteinas y ya se han utilizado como biomarcadores de dafio oxidativo en proteinas
de origen bioldégico; en concreto para el estudio de enfermedades
neurodegenerativas como el Alzheimer (Daneshvar et al., 1997; Choi et al., 2002).
El AAS deriva de la oxidacion del aminoacido lisina, mientras el GGS se forma

como resultado de la oxidacion de los aminoacidos arginina y prolina (Figura 7).

Durante las tltimas décadas se han desarrollado varios procedimientos
para cuantificar estos semialdehidos (AAS y GGS) en muestras bioldgicas basados
en la cromatografia de gases acoplada a un espectrometro de masas (CG-MS)
(Daneshvar et al., 1997), en la cromatografia liquida de alta resolucion con detector
de diodos (HPLC-DAD) (Requena et al., 2001) o con detector de fluorescencia
(HPLC-FLD) (Akagawa et al., 2006). Estos métodos implican un paso previo de
derivatizacion usando NaBH,_ fluoresceinamina (FINH,) o 4cido p- amino benzoico

(ABA), respectivamente.

Mas recientemente, Estévez et al., (2009) analizaron ambos semialdehidos

(AAS y GGS) en proteinas miofibrilares, o-lactoalbumina, albumina (BSA) y
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proteinas de soja usando cromatografia liquida acoplada a un espectrometro de
masas (LC-ESI-MS) y ABA como reactivo de derivatizaciéon, mientras que
Armenteros et al., (2009d) detectaron y cuantificaron ambos semialdehidos (AAS y
GGS) utilizando LC-ESI-MS en diferentes tipos de productos carnicos, entre ellos
el jamoén curado, y propusieron al semialdehido GGS como indice del dafio

oxidativo en proteinas de origen cérnico.

Hydroxyl LISINA

ARGININA Ho' Redioa]

Z
1N

H

HO. Hydroxy!

k/il/w Radical
j\(\/\ NH2
NH

CI—LN

”u\]ﬂ W V\‘/V
NH: 2 +
. L~ NH2
NH NH

VM\
by

T
Ve

Semialdehido y-glutamico Semialdehido a-aminoadipico

Figura 7. Formacion de los semialdehidos y-glutdmico (GGS) y a-amino adipico (AAS) a partir de la
oxidacion de la arginina y lisina, respectivamente (Armenteros et al., 2009d).
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1.5 Elaboracion de los Productos Curados

Los productos carnicos curados, entre ellos el lomo y el jamén curado
tienen una larga tradicion en la gastronomia espafiola. Estos productos se procesan
conforme a métodos tradicionales de elaboracion, aunque en los ultimos afios han

sido incorporadas nuevas tecnologias a este proceso (Pérez-Alvarez, 1997).

1.5.1 Lomo Curado

Segun la orden de 27 de febrero de 1980, B.O.E. 21/3/80, el lomo curado es
un producto elaborado a partir del musculo ileo-espinal del cerdo (practicamente
libre de grasa externa), aponeurosis y tendones, salado, adobado y embutido en
tripas naturales o artificiales permeables y que se ha sometido a un proceso de

maduracién apropiado.

Para elaborar el lomo curado se pueden utilizar gran variedad de
procedimientos diferentes, variando las proporciones, etapas y parametros de

tiempos, temperaturas y humedades.

Asi pues podemos diferenciar varias etapas en su elaboracion:

=  Preparacion: Tras el sacrificio, los lomos se refrigeran durante 48
horas en una camara frigorifica industrial a 2-4 °C. Transcurrido
este tiempo se congelan a -40 °C en un congelador industrial y se
almacenan durante aproximadamente 5 dias a -20 °C. Finalmente,
son sometidos a un proceso de descongelacion previo a su
procesado en una camara de refrigeracion a 3-4 ° C durante 5 dias

(Baiion et al., 1999).

= Nitrificacion: En esta etapa se mezclan las sales de nitrificacion
(nitratos y nitritos) con la cantidad de sal correspondiente y a
continuacion se frotan los lomos mediante masaje en bombo
durante aproximadamente 20 minutos. Seguidamente se depositan

en una cubeta o contenedor afiadiendo la sal que haya podido
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quedar restante en el bombo y de esta forma se llevan a la camara
de frio. A continuacion se mantienen en refrigeracion a 4 °C

durante 2 dias para estabilizar el producto.

Adobo: Se sacan los lomos de la camara de refrigeracion y se
adoban con una mezcla de especias, aditivos y azlcar, mediante
masaje en bombo durante 20 minutos a velocidad lenta,
preferiblemente empleando vacio. Acabado el proceso se vuelven

a colocar en las cubetas.

Maceracion: Se mantienen en las cubetas, tapados con plastico,

en camara de maceracion, durante 4-8 dias a 4°C.

Embuchado: A continuaciéon se embuten en tripas naturales o
artificiales de un calibre adecuado al grosor del lomo, se debe
procurar unas condiciones de secado mas suaves si se utilizan
estas ultimas, para que no se retraiga mas rapidamente la carne que

la tripa y ésta quede despegada.

Secado-Maduracion: Si se desea una curacion rapida se efectia
un ligero estufaje a una temperatura de 20-22 ° C y una humedad
relativa del 95 %, durante 2-3 dias segiin el grosor del lomo,
pasando entonces al secadero. Si no se hace el estufaje, se deben
mantener con una humedad entre el 90-95 %, durante los primeros
4-5 dias a 10 °C y después en el secadero se va reduciendo

progresivamente la humedad.

La curacion del lomo de cerdo blanco, se efectiia en secadero a
una temperatura de 10-12 ° C y 75-80 % de H.R. la duracion
puede oscilar entre 25 y 45 dias, seglin la clase de tripa utilizada y
su calibre. Si no se dispone de secadero con temperatura y
humedad controladas, se debe aproximar al maximo a los datos

citados y las piezas deben situarse en un lugar que no tenga
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corrientes de aire, evitando en lo posible los cambios bruscos de

temperatura y humedad.

Asi pues, la utilizacion de bajas temperaturas y un proceso de curado lento

favorecen la elaboracion de un lomo con calidades organolépticas excepcionales.

1.5.2 Jamon Curado

El jamén curado constituye uno de los productos tipicos de la gastronomia
espafiola. Su elaboracion se realiza mediante salazonado y posterior secado-
maduracion de los perniles. La calidad del producto final es el resultado de una
combinacion de factores ligados a la raza y al proceso de elaboracion del jamoén que

requiere de largas etapas de secado en bodega.

La produccion y comercializacion de jamon y paleta curados alcanza un
volumen de gran importancia en el conjunto de la industria alimentaria espafiola con
una produccién anual que supone mas de 4.000 millones de euros al afio (Fuente:
Ministerio de Medio Ambiente y Medio Rural y Marino, 2009). De hecho, en los
ultimos 10 afios, la produccién de jamones y paletas se ha incrementado en un
42. 2 %, y este hecho implica un consumo aproximado de 5 Kg per cépita y sitiia a
estos productos como los elaborados carnicos mas importantes del mercado espafiol

(Figura 8) (Cruz, 2007).

265.168 |

251.345
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Figura 8. Evolucion de la produccion de jamén curado en Espaiia (Cruz, 2007).
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Todo esto, a pesar de que en las sociedades occidentales existe una
concienciacion cada vez mayor de que la ingesta de elevadas cantidades de sal esta
estrechamente ligada con el aumento de la tension arterial, y de que existe una
tendencia por parte de los consumidores a demandar productos con bajo contenido
en sodio (Morgan et al., 2001; Guardia et al., 2006). Uno de los principales retos con
el que se esta encontrando el sector del jamén curado consiste en disminuir el
contenido de NaCl que se sitlia en torno al 5-8 %, y que convierte al jamoén en un

producto desaconsejable para aquellas personas que padecen de hipertension.

La principal dificultad para alcanzar dicho objetivo se encuentra en la
propia complejidad del producto y de los cambios que sufre éste durante su proceso

de elaboracion, proceso que se describe a continuacion.

1.5.2.1 Proceso de Salado

El jamoén curado es un producto céarnico en el que la sal constituye el
ingrediente fundamental. Tradicionalmente, junto a la sal se afiaden otras sales de
curado como son los nitratos s6dico o potasico para productos de larga maduracion
y el nitrito en los procesos en los que se desea una nitrificacion rapida, aunque lo
mas comln es una combinacion de ambos para asegurar una buena cobertura de

seguridad microbioldgica a lo largo de todo el proceso (Toldra, 2003).

El proceso de salado va normalmente precedido por la seleccion, la
clasificacion, la identificacion y el desangrado de la materia prima, y suele constar

de una fase de presalado y una posterior de salado.

1.5.2.2 Sales de curado

Los nitratos y los nitritos son los principales agentes de curado utilizados
en la elaboracion del jamén curado. La sal es el ingrediente de curado por
excelencia debido a las caracteristicas que confiere al producto y que se

describieron en el apartado anterior. La concentracion normal de sal en el interior
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del pernil es de un 5-8 % aunque se pueden encontrar concentraciones mas elevadas

del orden del 8-9 % o incluso superiores (Toldra, 2002).

El nitrito se afiade para evitar el crecimiento de microorganismos
patoégenos como Clostridium botulinum y Salmonella spp., pero ademas otorga al
producto el color rojizo caracteristico y contribuye al aroma. La concentracion de
nitrito en el interior del pernil disminuye durante el salado y primeras semanas del
post-salado. El nitrito, nada mas incorporarse a la pieza se transforma en oxido
nitrico, por lo que se requiere un aporte suficiente de nitrito para lograr un color
homogéneo al corte y evitar los halos de nitrificacion. El 6xido nitrico que se forma
es muy reactivo e interacciona con las proteinas y otros compuestos de la carne,
como son la mioglobina formando nitrosomioglobina, que confiere el color rojo

caracteristico a los productos carnicos curados (Toldra, 2002).

Por otro lado, el nitrato por si solo carece de las propiedades mencionadas
y su efecto depende de su reduccion a nitrito. La transformacion del nitrato a nitrito
depende del pH de la carne y de la flora con actividad nitratoreductasa, cuyo

crecimiento estd influido por la temperatura.

De acuerdo a la Directiva Europea 2006/52/EC, la cantidad maxima
permitida de adicion de nitrato y nitrito es de 150 ppm para cada uno si se adiciona
solo o bien de 300 ppm si se adicionan conjuntamente, mientras que el valor
residual maximo en el producto debe de ser de 100 ppm para el caso del nitrito o

250 ppm en el caso del nitrato (Toldra, et al., 2009).

A la mezcla de sales de curado también se pueden adicionar ciertos
aditivos como el ascorbato o el isoascorbato, azucares entre otros. El ascorbato o el
isoascorbato aceleran la transformacion del nitrito a 6xido nitrico evitando la
formacion de nitrosaminas. Los azicares (glucosa o fructosa) estabilizan el color,
favorecen el crecimiento de la flora superficial, confieren un ligero sabor dulce y
reducen los precipitados de fosfatos en la superficie del pernil; por el contrario,

pueden generar olores extrafios y sabores acidos (Boadas et al., 2000). En ciertas
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ocasiones, también se puede afiadir ciertas especias, vino, condimentos y aromas
que enriquecen el perfil de volatiles y pueden contribuir a mejorar la calidad

sensorial de los jamones que se elaboran mediante procesos de corta duracion.

1.5.2.3 Presalado

En los procesos de apilado, se efectlia un presalado previo mediante
masajeado en superficie de una pequeia cantidad de sal que contiene la dosis exacta
de aditivos (principalmente nitratos y nitritos) que se quiera incorporar al jamon, lo
que facilita la distribucion superficial y la penetracion de estos. Se puede realizar
manualmente, pero lo mas habitual es realizarlo mediante masajeadoras o bombos
(con o sin vacio). Este masajeado puede ser complementado con un ligero prensado,
que también reduce el espesor de la pieza y, por lo tanto, el tiempo necesario para
que las sales y los aditivos alcancen el centro del pernil (Toldra 2006a; Arnau,

2007).

1.5.2.4 Salado

El salado o salazén constituye la fase del proceso en que se adicionan
sobre la superficie del jamon la sal comun para que una vez distribuida por toda la
pieza, pueda darse el proceso de maduracion que generara las caracteristicas de
aspecto, textura y flavor, propias y caracteristicas del jamén curado. En estas
condiciones se produce la paulatina deshidratacion en el pernil y se inhibe el
desarrollo de microorganismos anaerobios alterantes y potencialmente patogenos

(Clostridium botulinum) (Toldra, 2002).

Entre los procedimientos de salado se pueden distinguir el salado en seco,
y el salado himedo con salmuera. Asimismo, se han probado diversas tecnologias
para acelerar la penetracion de la sal en el jamon, como son la inyeccion, el masaje,
los ultrasonidos, la centrifugacion, el vacio, la congelacion, la corriente eléctrica, la

sobrepresion y la alternancia de sobrepresion y vacio (Vandendriessche, 2005).
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En paises del 4area mediterranea se utiliza el salado por via seca, mientras
que en el norte de Europa es comun tanto el salado por via seca como el salado en
salmuera. El salado en seco, produce una mayor deshidratacion osmotica del jamon
y un mayor consumo de sal, mientras que con el salado en salmuera tanto la

deshidratacion osmotica como el consumo de sal son menores (Barat et al., 2006).

1.5.2.4.1 Salado por via seca

El salado por via seca puede realizarse utilizando dos metodologias

distintas:

a) Salado de los jamones por recubrimiento ilimitado de sal:

Este método se utiliza normalmente en paises como Espafia, Francia o
Italia. Puede hacerse mediante salado individual de los perniles por frotacion de la
sal sobre la superficie magra del pernil o por recubrimiento de toda la superficie del
pernil con sal. En el primer caso los perniles una vez salados se disponen en
bandejas individuales, mientras que en el segundo caso una vez que los perniles son
recubiertos totalmente con la sal se disponen en capas alternativas de perniles y sal,
con la cara muscular hacia arriba, es lo que denominamos salado en npila.
Actualmente, se va generalizando la utilizacion de contenedores de acero
inoxidable o plastico, que van reemplazando a las tradicionales pilas de sal,
facilitando asi la manipulacion de un nimero mayor de piezas (Figuras 9.1, 9.2 y

9.3).

Figura 9.1. Salado en bandejas. Figura 9.2. Salado en pila. Figura 9.3. Salado en contenedores.
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Es muy importante durante la salazon controlar la temperatura y la
humedad relativa de los saladeros. En principio, cuanto mas elevada es la
temperatura mayor es la difusion pero también el desarrollo de microorganismos.
Por consiguiente, para conseguir un equilibrio entre ambos aspectos, la temperatura
se mantiene durante todo el proceso entre 3-4 °C, mientras que la humedad relativa

se sitta entorno al 90-95 %.

Estas condiciones se mantendran durante aproximadamente 1.1 dia por
kilo de peso de la pieza para los jamones refrigerados y dos dias menos para los

congelados (Ventanas et al., 2001a; Toldra, 2002; Arnat, 2007).

b) Salado mediante una cantidad de sal limitada (proporcional al

peso del jamon):

Esta metodologia consiste en adicionar la cantidad exacta de sal por kilo de
la pieza sobre la superficie magra del pernil. Este método lleva consigo un periodo
de tiempo prolongado, entre 14-21 dias dependiendo del tamafio del pernil, puesto

que es necesario esperar hasta que toda la sal sea absorbida.

Una metodologia alternativa a esta consiste en realizar un masaje en
bombo junto con los ingredientes y aditivos y un reposo posterior en contenedores

donde el jamoén esta en contacto directo con la salmuera exudada (Arnau, 2007).

1.5.2.4.2 Salado por via himeda

El salado por via humeda puede realizarse por inmersion en salmuera o
mediante su inyeccion en el producto. Cuando se utilizan salmueras saturadas el
pernil adquiere un contenido de sal excesivo y existe mayor riesgo de quemaduras
debidas a la sal. Ademas tiene la ventaja de que no hace falta descongelar los
perniles previamente a su introduccion en la salmuera con lo que se reduce
considerablemente el tiempo de descongelacion y el necesario para que la sal
penetre en el interior del pernil, pero debido a que se produce poca deshidratacion

osmotica se alarga el tiempo de secado (Barat et al., 20006).
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Una vez acabado el periodo de salazén, tanto por via seca como por via
himeda, se elimina la sal superficial de los perniles mediante lavado y cepillado, y

a veces se puede aplicar un masaje adicional en maquinas de rodillo (Arnau, 2007).

1.5.2.5 Factores que afectan a la penetracion y difusién de la sal en el

interior del jamoén

La penetracion de la sal provoca unos movimientos internos de las
moléculas salinas y de agua desde aquellos tejidos mas profundos con menores
contenidos salinos hacia las zonas exteriores, donde dicha concentracion es
superior. Tales movimientos tienen la finalidad de proporcionar una distibucion
homogénea de dichas moléculas para que se establezca el correspondiente
equilibrio osmoético y con ello facilitar de una manera lenta pero constante la
evaporacion superficial del agua, con la consiguiente desecacion de las piezas
(Bello, 2008).

El factor principal que regula la velocidad de penetracion de la sal es la
formacion de una salmuera saturada en la superficie de la carne, lo cual explica que
la sal humeda penetre mas rapidamente que la seca. De ahi que sea necesario un
control riguroso de la humedad relativa de las camaras de salado, dado que la sal va
a tomar la humedad ambiental y se va a transformar en salmuera que sera la que
penetrara en el interior del pernil. Asimiso, hay que tener en cuenta que la elevacion
de la temperatura va a favorecer la difusion de la sal, sin embargo se hace necesario
utilizar temperaturas bajas durante las etapas de salado y post-salado con el fin de
evitar el desarrollo microbiano (Arnau et al., 1987). Otros factores que van a afectar
a la penetracion y difusién de los iones Na' y CI en el interior de pernil se

describen brevemente a continuacion (Poma, 1998):

= Superficie de Intercambio. La sal se absorbe con mayor facilidad por la
parte magra del pernil. Cuanto mayor sea la superficie magra en contacto con la sal
mayor sera su absorcion. En cambio, la cantidad de sal que penetra por la corteza

aumenta a medida que disminuye el espesor de la grasa subcutanea. También
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influye la presencia de huesos, de forma que, si los huesos coxal y codillo son
retirados antes del salado se facilitara la absorcion y la penetracion uniforme de la
sal por todo el jamon. La forma de colocar los jamones en los contenedores, o su
situacion en la pila, también va a afectar de manera diferencial a la absorcion de sal.
Para paliar este efecto, se puede alterar el orden de los jamones a mitad de proceso
de salado, al efecto de que los jamones que queden arriba pasen abajo y viceversa

(Albarracin et al., 2005).

=  Espesor de la pieza. La distancia a recorrer por la sal desde la superficie
va a afectar al perfil de concentracion de sal en el interior del pernil. Para disminuir
la distancia que tenga que recorrer la sal desde la superficie se puede pulir la
corteza y la grasa externa, utilizar jamones menos conformados, prensar los
jamones antes, durante o después del salado, inyectar salmuera o bien utilizar

jamones deshuesados (Arnau, 2007).

= Difusividad. La difusividad de la sal se reduce a medida que aumenta el
contenido de grasa intramuscular y disminuye el contenido de agua e incrementa al
disminuir el valor de pH. Cuanto mayor sea el contenido de grasa intermuscular peor
sera la difusion desde los musculos Semimembranosus y Adductor hacia el Biceps
femoris. El proceso de congelacion/descongelacion de los jamones también puede
aumentar la velocidad de difusion de la sal debido a la rotura de estructuras celulares
que producen los cristales de hielo, especialmente cuando estos crecen por efecto de
la recristalizacion que se produce a temperaturas ligeramente inferiores al punto de
congelacion, o por almacenamiento prolongado y oscilaciones de temperatura. Barat
et al. (2006) encontraron una mayor absorcion de sal en jamones
congelados/descongelados que en jamones frescos al realizar el salado en salmuera.
En los jamones descongelados los dafios celulares dependen de la forma en que se
realiza la congelacion-descongelacion y del tiempo y condiciones de
almacenamiento, por lo que es de esperar que el uso de jamones descongelados

genere una mayor variabilidad de contendido de sal que los frescos.
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= Gradiente de concentraciones de sal. La zona mas superficial de los
jamones salados en pila suele estar saturada de sal. Sin embargo, cuando el aporte
de sal es limitado o cuando se realiza el salado en salmuera, la diferencia de
concentraciones sera menor a lo largo del proceso de salado, lo que puede afectar a

la difusion.

= Tiempo de Salado. El tiempo de salado depende del tipo de procesamiento
utilizado. Este puede oscilar entre unos 0.65 a 2 dias por kilo de pieza en el caso del
salado tradicional (con aporte de sal ilimitado), hasta unos 30 dias cuando se utiliza
un aporte de sal limitado. En el caso del salado en pila, para determinar el tiempo de
salazon, es conveniente tener en cuenta que la cantidad de sal absorbida aumenta
con el tiempo, y por ello se debe tener en cuenta los dias de pre-salado. En el salado
en contenedores se produce una pérdida de exudado importante que se ve reflejada
en una disminucion del area de contacto del jamon con la sal. Por lo tanto el tiempo
en que la superficie del jamon esta cubierta de salmuera saturada sera variable en

funciodn de las condiciones de salado utilizadas.

1.5.2.6 Factores a tener en cuenta en la reduccion del contenido de

sal en el jamén

El contenido de sal en el jamon curado se puede reducir disminuyendo el
tiempo de salazon, la cantidad de sal cuando se opta por un aporte se sal limitado 6
por sustitucion parcial del NaCl por otras sales alternativas como el KCI, el CaCl,,
el MgCl,, el lactato potasico, etc., (Gou et al., 1996; Gelabert et al., 2003;
Armenteros et al., 2009 b,c). Para efectuar una reduccion en la concentracion de sal
en el jamén curado sin que tenga efectos importantes en la flora microbiana, la

textura y/o el flavor debemos de tener en cuenta las siguientes premisas:

= Dado que una reduccion importante del contenido de NaCl disminuye la
inhibicion de las catepsinas reflejandose en la aparicion de texturas blandas en el
producto (Toldra et al., 1992, 1993), se deberia seleccionar si es posible mediante

métodos de genética molecular animales con bajo potencial proteolitico al igual que
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establecer las condiciones de cria mas adecuadas para que disminuya dicho
potencial proteolitico en los animales. De esta manera podremos obtener materia
prima que genere pocos problemas de texturas blandas, cristales de tirosina y

sabores amargos (Guerrero et al., 2004).

= En el caso que se utilice KCI como sustituto parcial del contenido de NaCl,
hay que tener en cuenta que cristaliza a HR. <87.7a5°Cya<84.3a25°Cy, por
lo tanto, pueden aparecer cristalizaciones de KCI en la superficie del jamon en las
condiciones habituales de secado. Por otro lado, el empleo de altas concentraciones
de KCI puede aumentar el sabor amargo. Si se emplean sales divalentes como el
CaCl, o él MgCl,, como sustitutos parciales del NaCl en la salmuera, hay que tener
en cuenta que los cationes Ca*" y Mg®" al difundir hacia el interior del pernil
pueden unirse fuertemente con los grupos polares de las proteinas ralentizandose la
penetracion de la sal por toda la pieza (Xiong y Brekke, 1991); ademas de los
defectos que pueden aparecer en las caracteristicas organolépticas del producto

como son los sabores metélicos del Mg*" (Lawless et al., 2003).

= Adaptar las condiciones de la cAmara de secado durante las etapas de post-
salado, secado y maduracién ya que a una misma H.R., la superficie del jamon es
mas susceptible al encostrado. Ademas, si el contenido de sal es bajo el jamon es
menos fibroso, y mas blando, pastoso y adhesivo como consecuencia de la actividad

de las enzimas proteoliticas (Sarraga et al., 1989; Rico et al., 1991).

= Utilizar tratamientos adicionales, como las altas presiones para lograr que
el producto siga siendo seguro y estable en las condiciones normales de

comercializacion y consumo (Serra et al., 2006).

= Afadir potenciadores del sabor o aroma que potencien el flavor del jamén
con baja cantidad de sal, ya que por una parte la sal actia tanto como saborizante
como potenciador del sabor y, por otra, modifica el aroma global del producto

debido a su accidn sobre la liberacion de compuestos volatiles.
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Por lo tanto, la salazén es una etapa critica para evitar el crecimiento de
microorganismo indeseables y para el desarrollo de las caracteristicas
organolépticas del jamoén curado. Asi pues, las investigaciones para reducir el
contenido de sodio en jamén curado deben dirigirse en dos sentidos. Por un lado,
seleccionar una materia prima adecuada, para mantener unos buenos niveles de
seguridad y estabilidad y por otro, adaptar y/o modificar el proceso con el fin de
obtener un producto con unas caracteristicas aceptables desde el punto de vista

sensorial.

1.6 Reduccion del Contenido de Sal en los Alimentos Procesados

La reduccion o eliminacion total de la sal en los alimentos resulta compleja
en muchos casos debido a las funciones que cumple en éstos: conservacion, realza el
sabor, mejora la textura, confiere aromas caracteristicos, aporta minerales, etc. Con
la reduccion de sodio se consigue modificar el perfil nutricional de los alimentos,
permitiendo posicionarlos en el mercado como alimentos “saludables”. Sin
embargo, la reduccion de la sal en los alimentos procesados continta siendo un
importante desafio para la industria alimentaria, por lo que la investigacion en este
campo se centra en la busqueda de soluciones que no comprometan la seguridad, la

textura y el sabor del producto final.

Los sustitutos de la sal existentes en el mercado suelen estar constituidos
por uno o varios compuestos, formulados en funcion del tipo de alimento al que van
destinados. Poseen un sabor agradable, parecido a la sal comun, y generalmente se
dosifican en una proporcion similar a la sal. La mayoria contiene cloruro potésico
como componente principal ya que es el producto que mas se asemeja al cloruro
sodico, tanto en sabor como en propiedades funcionales. Otros compuestos que
suelen estar presentes en estas formulaciones son los nucledtidos, extractos de

levadura, acidos organicos, especias y hierbas (Picaza y Riesco, 2008).

La legislacion espaiiola (Santiago y Cuervo, 2003) sefiala que para que un
alimento sea considerado de “reducido contenido en sodio” debe de contener como

maximo 120 mg de sodio / 100 g de producto terminado, y el alimento calificado
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como “muy pobre en sodio” tendrd un maximo de 40 mg de sodio/ 10 g de producto
terminado. Existen ya productos en el mercado, como pan, biscotes, jamon de york,
caldos vegetales deshidratados, mantequilla, salsas de tomate y Ketchup, etc., con

bajo contenido en sodio.

Sin embargo, en relacion a los productos carnicos curados y a pesar de la
importancia socio-economica de éstos en nuestro pais (ver apartado 1.6) existe muy
poca informacion cientifico-técnica acerca de las consecuencias de reducir el
contenido de sal en ellos. Si bien el desarrollo de productos bajos en sal no es
sencillo, cuando se trata de productos curados se presentan problemas afiadidos a la
disminucion de la percepcion del caracteristico sabor salado y/o la intensidad del

flavor del producto, y que se discuten en este trabajo.

1.6.1 Problematica que Plantea la Reduccion o Sustitucién de NaCl en

Productos Carnicos

El éxito en la reduccion del contenido de sodio no s6lo depende de aspectos
tales como el tipo de producto sino también de las condiciones de preparacion, la
composicion y el tipo de procesamiento requerido. Todos estos factores van a
determinar cuales son las limitaciones tecnoldgicas a la hora de poder establecer una
reduccion del contenido de sal empleado (Ruusunen et al., 2005). Asi pues, para
desarrollar productos bajos en sal las industrias de la alimentacion y en concreto la

industria carnica dispone de varias estrategias a seguir:

= Reduccidn del contenido total de NaCl afiadido.

=  Sustitucion total o parcial del contenido de NaCl por otras sales

(KCI, MgCl, y CaCly).

= Sustitucién parcial del contenido de NaCl por sales no cloradas
como los fosfatos o bien por otras sustancias como el K-lactato o

la glicina.
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= Cambios en las técnicas de elaboracion y/o el empleo de varias de

estas propuestas simultineamente (Ruusunen y Puolanne, 2005).

Todas estas propuestas presentan limitaciones a su uso, especialmente en
los productos carnicos, ya que la reduccion del contenido total de NaCl afiadido en
éstos, puede originar defectos en el producto acabado como texturas blandas, etc.,
debido a un exceso de proteolisis como resultado de un aumento en la actividad
degradativa de las catepsinas (Rico, et al., 1991; Toldra et al., 1993; Sarraga, et al.,
1993; Gil et al., 1999). Asimismo, las exopeptidasas pueden sobreactuar sobre los
péptidos y proteinas generando un exceso de compuestos nitrogenados de bajo peso
molecular que podrian originar en el producto sabores desagradables (metélicos y/o
amargos) (Martin et al., 1998; Toldra, 1998; Toldra et al., 2000). De hecho, Barbut
et al., (1986) detectaron considerables defectos en la apariencia y en la palatabilidad
del producto acabado (salchichas tipo “Frankfurt) cuando la cantidad total de sal se

redujo aun 1-1.5 %.

La disminucién del contenido total de sal en productos carnicos parece que
tiene un ligero efecto promotor de la lipolisis (Andrés et al., 2005), y asi Flores et
al., (2005) y Olesen et al., (2004) observaron en embutidos curados que la
disminucioén de la cantidad total de sal influye significativamente sobre la liberacion

de los compuestos volatiles y sobre el flavor del producto.

Finalmente, cabria mencionar la necesidad de aumentar los niveles de
sustancias nitrificantes afiadidas para estabilizar microbioldgicamente a un producto
al que se ha disminuido el contenido total de sal afiadida y con ello su a,, (Toldra,

2003; Ruusunen y Puolanne, 2005; Blesa et al., 2008).

1.6.2 Empleo de Sustancias Alternativas al NaCl

La reduccion parcial del contenido de NaCl mediante el empleo de sales y/o
sustancias alternativas como el KCl, el CaCl,, el MgCl,, el K-lactato, la glicina, etc.,
es una técnica que ya se ha utilizado en la elaboracion de salsas, salchichas, quesos,

, uti u , jamo ido, jamo u u
an, embutidos curados, jamén cocido, jamon ‘“country style” lomo curado
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(Salovaara, 1982; Reddy y Marth, 1991; Ibaiiez et al., 1995; Gou et al., 1996;
Gimeno et al., 1999, 1998; Katsiari et al., 2000a,b; Gelabert et al., 2003; Sanceda et
al., 2003; Ruusunen, et al., 2003; Devlieghere et al., 2009).

De todas ellas, parece que la sustitucion parcial de NaCl por KCl es la
mejor alternativa para reducir el contenido de sodio en productos céarnicos puesto
que ambas sales tienen propiedades quimicas similares y la ingesta de potasio no
esta relacionada con el aumento de la presion arterial (Buemi et al., 2002; Kimura et
al., 2004; Geleijnse et al., 2007). No obstante, hay que tener en cuenta que la adicion
de KCI a los productos alimenticios esta limitada debido a que el empleo de
elevadas cantidades de KCI origina sabores amargos en el producto (Reddy &

Marth, 1991).

Durante las tltimas décadas se han desarrollado productos bajos en sal con
cualidades organolépticas aceptables usando mezclas de NaCl/KCI en diferentes
proporciones. Asi, en salsas de pescado se han llevado a cabo sustituciones de NaCl
por KCl en el ratio 75:25 o 50:50 sin que afectara a las caracteristicas sensoriales del
producto (Chayovan et al., 1983; Sanceda et al., 2003). En queso tipo Feta y
Kefalograviera sustituciones del orden del 50 % de NaCl por KCI no afectan ni a los
fenomenos proteoliticos ni a los lipoliticos que tienen lugar durante el proceso de
curado, y tampoco a las caracteristicas organolépticas del producto acabado (Katsiari
et al., 1997; 1998; Katsiari et al., 2000a; Katsiari et al., 2000b; Katsiari et al., 2001).
En productos carnicos curados como el jamén y el lomo curado, y los embutidos
curados fermentados como el salchichoén o las salchichas secas, sustituciones < 50 %
de NaCl por KCl parecen ser adecuadas para obtener un producto aceptable desde el
punto de vista sensorial y bioquimico (Gou et al., 1996; Gelabert et al., 2003;
Ghardia et al., 2008; Armenteros et al., 2009b).

El uso del CaCl, y del MgCl, como sales sustitutivas del NaCl se ha
empleado con el fin de enriquecer a los productos lacteos o zumos (Weaver, 1998)
en este tipo de minerales ya que proporcionan una excelente oportunidad para

aumentar la ingesta diaria de calcio y magnesio por parte del consumidor. También
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el CaCl, se ha utilizado tradicionalmente para mejorar la terneza de la carne

(Koohmarie y Shackelford, 1991).

El uso de este tipo de sales durante la elaboracion de productos como el
queso tipo Cheddar, las salchichas, los embutidos curados fermentados o el jamén
curado ha originado considerables defectos en la calidad final del producto (Seman
et al., 1980; Hand et al., 1982b; Fitzgerald y Buckley, 1985; Frye et al., 1986;
Gimeno et al., 1999, 1998; Flores et al., 2005). Sin embargo, Armenteros et al.,
(2009c¢), utilizaron una mezcla de sales divalentes junto KCl como sustitutos
parciales del contenido de NaCl en lomo curado sin que se vieran afectadas las
caracteristicas del producto. Asimismo, Gimeno et al., (2001), usaron ascorbato
calcico como parcial sustituto del contenido de NaCl en embutidos curados y no
detectaron cambios tecnoldgicos en el proceso de elaboracion del producto (Gimeno

et al., 2001).

El uso de otras sustancias alternativas como el K-lactato o la glicina como
sustitutos del NaCl en lomo curado en porcentajes < 40 % no alteran el flavor ni la
textura del producto (Gou et al., 1996). Estos sustitutivos han sido utilizados mas en
productos cocidos y asi, el uso de sales comerciales como el Purasal® Opti. Form
PD4, que contienen una mezcla comercial de K-lactato y Na-diacetato, permite la
reduccion del contenido de sal de hasta un 40 % en productos carnicos cocidos, sin
que afecte a la vida util del producto ni a sus caracteristicas organolépticas
(Devlieghere et al., 2009). De igual modo, el uso de sustancias como el citrato
sodico o el carragenato para reducir el contenido de sal en productos como las
salchichas tipo Bologna pueden usarse sin que afecte a las caracteristicas
organolépticas del producto, aunque puede aumentar la percepcion a sabor salado
(Ruusunen et al., 2003). Asimismo, ¢l uso de pequefios péptidos como la L-ornitil
taurina o la L-ornitil B-alanina y los ésteres metilicos y etilicos de la glicina podrian
originan sabores salados en el producto e incluso parece que lo pueden potenciar

(Seki et al., 1990; Nakamura et al., 1996; Kuramitsu et al., 1997).
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1.6.3 Respuesta de la Industria Alimentaria a la Reduccion del

Contenido de Sodio

La industria de la alimentacion reconoce la necesidad de responder a la
demanda de los consumidores de reducir el nivel de sal en los productos
alimenticios procesados, empleando alternativas al sodio pero al mismo tiempo
manteniendo las caracteristicas sensoriales del producto. A lo largo de la ultima
década se han realizado numerosos esfuerzos por parte de los gobiernos, la FSA
(Food Standard Agency) y el CASH (Consensus Action Salt and Health) para
animar a las grandes industrias de la alimentacién a disminuir de manera gradual el
porcentaje de sal en sus productos hasta que alcanzaran reducciones del orden del
50 %. De hecho en los ultimos aflos se ha observado una gran actividad en cuanto al

lanzamiento en Europa de productos bajos en sodio.

Las categorias de alimentos lideres en lo que respecta a la reduccion de sal
son los alimentos para la poblacion infantil, las bebidas sin alcohol (aguas y zumos),
los productos de panaderia y snacks, las salsas y condimentos y las comidas

preparadas.

En productos carnicos, el plan de accion se focalizd principalmente en
aquellos productos con alto contenido en sal, en prevision de los obstaculos
tecnologicos que se podrian encontrar en este tipo de productos y que dificultarian la
reduccion del nivel de sal en ellos (Tabla 5). De hecho, empresas del sector carnico
como Campofrio y el Pozo ya han lanzado al mercado una gama de productos
carnicos cocidos bajos en sal.

Tabla 5. Nivel maximo de sal que se podria alcanzar en productos carnicos procesados (Matthews y
Strong, 2005).

Nivel Maximo de sal

Categoria Subcategoria (mg/100)*

Hamburguesas 450
Productos carnicos cocidos 800
Salchichas tipo frankfurt y perritos calientes 800
Productos carnicos derivados del pollo Hamburguesas de pollo, nuggets, productos marinados 450
Salchichas 750
Bacon -
Productos carnicos curados Jamon curado, lomo curado y embutidos curados fermentados

* Segun el plan de accion para la reduccion de sodio establecido por el Joint Sodium Working Party
(JSWP) (Matthews y Strong, 2005).
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El sector del jamon curado es uno de los méas perjudicados por estas nuevas
tendencias ya que debido a sus caracteristicas y método tradicional de elaboracion es
un producto de elevado contenido en sodio y que lo convierte en un producto
desaconsejable para aquellas personas que padecen problemas de hipertension.
Algunos productores de jamoén curado en Espaia ya estan intentando reducir la

cantidad de sal junto con una reduccion del tiempo de salado (Blesa et al., 2008).

El éxito de estos nuevos productos bajos en sal dependera del sabor final
del producto, de la textura, de la vida util y seguridad del producto y del precio final
ya que en muchos casos es necesario reemplazar la sal comun por otros compuestos
mas caros. Hay que destacar que también la palatabilidad y el sabor del producto son

claves en la aceptacion y el éxito del mismo por parte de los consumidores.

Por lo tanto, la mejor estrategia a seguir se basara en la reduccion de sodio
mas que en la eliminacion total, que resulta muy compleja. La transparencia y
claridad en el etiquetado es especialmente importante con el fin de que el
consumidor sepa en todo momento la cantidad diaria de sodio que estd ingiriendo al

dia (Picaza y Riesco, 2008).
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Objetivos

2. Objetivos

Teniendo en cuenta la problematica que plantea la ingesta de elevadas
cantidades de sal en la dieta sobre la hipertension arterial y, dado que en Espafia el
consumo de jamoén curado es muy apreciable y esta ampliamente extendido, se

plantean los siguientes objetivos:

1. Estudiar el efecto “in vitro” de varias sales sustitutivas del NaCl como son
el KCl, CaCl, y MgCl,, sobre la actividad de las enzimas proteoliticas musculares

con una destacada actuacion durante el curado del jamon.

2. Utilizar el lomo curado, por su forma caracteristica, homogeneidad y corto
periodo de elaboracion como un sistema modelo para evaluar los tratamientos de
salado que pudieran resultar mas adecuados con miras a su posterior aplicacion a

jamon curado.

3. A partir de los resultados obtenidos tras los ensayos “in vitro” y aplicados
en lomo curado, establecer las condiciones mas adecuadas para su aplicacion al

jamon curado, y realizar los siguientes estudios:

3.1. Estudio de la penetracion de las sales empleadas mediante su
analisis en el interior del jamoén a diferentes tiempos de post-salado y en

el producto final.

3.2. Medida de la actividad enzimatica a diferentes tiempos de post-

salado y en el producto final.

3.3.Estudio de la degradacion de las proteinas musculares (miofibrilares
y sarcoplasmicas), a diferentes tiempos de post-salado y en el producto

final.
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3.4. Analisis de los productos resultantes de la actividad proteolitica
(aminoacidos libres), a diferentes tiempos de post-salado y en el

producto final.

3.5. Evaluacion de las propiedades sensoriales del producto final

acabado.

3.6. Analisis del dafio oxidativo de las proteinas del jamoén curado en

comparacion a otros productos carnicos.
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Plan de Trabajo

3. Plan de Trabajo

Con el fin de llevar a término los objetivos propuestos anteriormente, se

planteo el siguiente plan de trabajo:

1. Estudio “in vitro” del efecto de las sales sustitutivas del NaCl (KCl, CaCl,
y MgCl,) sobre la actividad de las enzimas proteoliticas musculares de tipo
endopeptidasas  (catepsinas B, B+L 'y H) y exopeptidasas
(dipeptidilpeptidasas I, II, III y IV y alanil-, arginil-, leucil-, y metionil-

aminopeptidasas).

2. Utilizacion del lomo curado como sistema modelo por su forma,
homogeneidad y corto periodo de elaboracion con el fin de optimizar los
tratamientos de salado mas adecuados para su posterior aplicacion a jamén

curado. Para tal fin se llevaron a cabo los siguientes estudios:

2.1 Analisis de las sales empleadas en el producto acabado
(~ 2 meses).
2.2 Medida de la actividad de las enzimas proteoliticas

musculares en el producto acabado (lomo curado).

2.3 Analisis de los productos resultantes (fragmentos
proteicos, aminoacidos libres y acidos grasos libres) de la actuacion
de las enzimas proteoliticas y lipoliticas que sirven como marcadores

de proteolisis y lipdlisis, respectivamente.

24 Realizacion de una prueba de aceptacion sensorial de los
lomos curados mediante catadores no entrenados usando
descriptores previamente establecidos en productos carnicos

curados.
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4.

Todos estos resultados nos permiten disponer de una primera aproximacion
acerca de lo que puede suceder en el jamon curado, asi como seleccionar
las combinaciones de sales que hayan dado un producto de mayor
aceptacion, especialmente en sabor y aroma. Asi pues, sobre estos
resultados se establecieron los tratamientos de salado mas adecuados con
los que se fabricé un primer lote de jamones en los que se realizaron los

siguientes estudios:

3.1 Analisis de las sales empleadas en el interior del pernil a distintos

tiempos de post-salado (20, 50 y 80 dias) y en el producto acabado.

3.2 Medida de la actividad de las enzimas proteoliticas (catepsinas,
dipeptidilpeptidasas y aminopeptidasas) a distintos tiempos de de
post-salado (20, 50 y 80 dias) y en el producto acabado.

3.3 Estudio de la degradacion de las proteinas musculares (miofibrilares
y sarcoplasmicas) por las enzimas musculares a distintos tiempos de
post-salado (20, 50 y 80 dias) y en el producto acabado y se
analizaran los productos resultantes de dicha actividad enzimatica

(aminoacidos libres).

3.4 Evaluacion de las propiedades sensoriales del producto acabado (9

meses de proceso, aproximadamente).

En funcién de los resultados obtenidos, se elaboré un segundo lote de
jamones curados en el que se corrigieron aquellos aspectos que eran
susceptibles de mejora como son el ajuste de la cantidad de sal, tiempos de
cada etapa, etc. Finalizado el proceso de curado, se realizaron nuevamente
los estudios que se detallan en el apartado anterior pero solamente en el

producto acabado (~ 11 meses de proceso).

Se analizaron los productos derivados de la oxidacién proteica en jamén

curado en comparacion con otros productos carnicos. Para ello se compard
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la técnica espectrofotométrica del DNPH usada de manera habitual en el
estudio del dafio oxidativo, con la espectroscopia de fluorescencia y con el
analisis de los semialdehidos a-aminoadipico y vy-glutdimico como
marcadores de dafio oxidativo, por cromatografia liquida acoplada a

espectrometria de masas (LC-ESI-MS).
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4.1 Materiales y Métodos
4.1 Materiales

4.1.1 Materias Primas

4.1.1.1 Sal

Las sales: cloruro sddico, cloruro potasico, cloruro calcico y cloruro
magnésico empleadas en los tratamientos de salado fueron suministradas por
Quality Chemicals (Quality Chemicals S.L., Esparraguera, Barcelona, Espafia).
Dichas sales se mezclaron en diferentes proporciones de acuerdo a un disefio

experimental de seis combinaciones tal y como se muestra en la Tabla 1.

Tabla 1. Tratamientos de salado.

T‘j‘:g‘:l‘:g;"s NaCl (%) KCI(%) CaCl (%) MgCl, (%)
I 100 - - -
i} 65 35 : :
i1 50 50 : :
v 30 70 : :
v 55 25 15 5
Vi 45 25 20 10
VII 30 50 15 5

"El tratamiento I (100% NaCl) se corresponde con el tradicionalmente empleado en el salado de productos
carnicos tales como el lomo y el jamén curado.
4.1.1.2 Carne

El estudio “in vitro” de las sales de curado (NaCl, KCI, CaCl, y MgCl,)
sobre la actividad de las enzimas proteoliticas musculares se realizé en el musculo
Longissimus dorsi (lomo) procedente de cerdos del cruce Landrace x Large White

de seis meses de edad. Los lomos utilizados fueron loncheados y envasados al vacio
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entre las 12 y 24 horas postmortem para ser inmediatamente congelados a -20 °C

hasta su posterior uso.

4.1.1.3 Productos carnicos para el estudio de oxidacion proteica

Para realizar el estudio de la oxidacion proteica se emplearon seis tipos de
productos carnicos, representativos de los que se encuentran de manera habitual en
el mercado. Asi pues, la carne picada, el salami, las salchichas y el paté se
adquirieron en una gran superficie del area de Helsinki (Finlandia), mientras que el
lomo y el jamén curado de aproximadamente 2 y 9 meses de curacion,
respectivamente, se compraron en la seccion de charcuteria de una gran superficie

comercial de la zona de Valencia.

4.1.1.4 Materia prima empleada en la elaboracion de los productos

curados

La materia prima para las experiencias de curado se obtuvo de una

empresa carnica de la zona de Valencia.

Para las experiencias con lomo curado se emplearon lomos frescos
(Longissimus dorsi) procedentes de cerdos con las caracteristicas descritas en el
apartado 4.1.1.2. Se seleccionaron 30 lomos frescos en base al criterio de
homogeneidad de peso (entre 2.600 y 3.400 g), se envasaron al vacio y fueron
inmediatamente congelados en un tinel de congelacion a -40 °C y almacenados

durante un minimo de 5 dias a -20°C hasta su uso.

Para la realizacion de las diferentes experiencias de jamon curado se
utilizaron las extremidades posteriores del cerdo, el denominado pernil. Se
seleccionaron un total de 57 perniles procedentes de cerdos del cruce Landrace x
Large White de 6 meses de edad, con un peso medio comprendido entre 10-11 kg y
un pH de 6.0 £0.2. Una vez seleccionados fueron congelados en un tinel industrial

a -40 °C y almacenados a -20 °C hasta su uso.
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4.1.2 Reactivos Quimicos

Analisis enzimaticos: Los sustratos peptidicos derivados de la 7-amino-4-
metil-cumarina (AMC), el acido etilenglicoltetraacético (EGTA), el ditiotreitol
(DTT), el p-mercaptoetanol, la cisteina, la puromicina, la bestatina, y el cloruro de
cobalto empleados para los analisis enzimaticos fueron de la marca Sigma-Aldrich
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, E.E.U.U). El cloruro de sodio, el cloruro de
potasio y el cloruro de magnesio 6-hidrato, el Triton X-100, la sal disodica del
acido etilenodiaminotetraacético 2-hidrato (EDTA) y los compuestos quimicos
utilizados en los distintos tampones se adquirieron de Panreac (Panreac Quimica,
S.A., Barcelona, Espafia) mientras que el cloruro de calcio fue de Scharlau

(Scharlau Chemie, S.A., Barcelona, Espaia).

Analisis de cationes y aniones: Los patrones de Na', K', Ca®*, Mg*", CI,
NO; y NO;™ (1000 ppm) utilizados fueron de Fluka (Fluka Chemie GMBH, Buchs
SG, Suiza). Los reactivos utilizados para la fase movil de la cromatografia fueron
obtenidos de Scharlau (el 4cido nitrico) y Panreac (la acetona, el bi-carbonato

sodico y el carbonato sddico anhidro).

Electroforesis: Los patrones de proteina para las electroforesis, la
acrilamida, el N, N, N’, N’-tetra-metil-etilendiaminna (TEMED), el persulfato
amoénico y el Comassie Brillant Blue R-250 se obtuvieron de Bio-Rad (Bio-Rad
Laboratorios, Hercules, CA, E.E.U.U.). El resto de reactivos quimicos utilizados
fueron adquiridos en Panreac, a excepcion de la urea, la glicina, el DTT y el azal
de bromofenol que fueron de Sigma-Aldrich, el sodio dodecil sulfato (SDS) de
Merck ( Merck Egaa, Darmstadt, Alemania) y el metanol y el dicromato potasico

de Scharlau.

Analisis de Aminoacidos libres: Los patrones de aminoacidos y los
reactivos empleados para la derivatizacion se obtuvieron de Sigma-Aldrich y
Fluka, respectivamente. Los disolventes organicos utilizados para la fase movil
(acetonitrilo y metanol) fueron de Scharlau calidad HPLC supragradient y el resto

de reactivos quimicos utilizados se obtuvieron de Panreac.
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Acidos grasos libres: Los patrones de los acidos grasos libres se
obtuvieron de Sigma-Aldrich. Los reactivos utilizados fueron obtenidos de
Scharlau a excepcion de la acetona que se adquirid de Panreac, la resina de
intercambio i6nico Amberlyst A26 de Rohm & Haas (Rohm & Haas, Delf,
Holanda) y el trifluoroboro-metanol de Sigma-Aldrich.

Analisis de la oxidacion proteica en productos carnicos: Los reactivos
quimicos utilizados fueron adquiridos de Fluka, Sigma-Aldrich y J.T Baker
(Deventer, Holanda). El etanol y acetato de etilo grado espectrofotometria de
absorcion atomica se adquirieron de Rathburn Chemicals Ltd. (Walkerburn,

Escocia).

El agua bidestilada empleada en todos los analisis fue de calidad Milli®-Q

(Millipore, Milli®-Q Plus, Billerica MA, E.E.U.U.).
4.2 Métodos

4.2.1 Fabricacion del Lomo Curado

Se elaboraron dos lotes (lote 1 y 2) de lomos curados diferentes, con 15
lomos cada uno. Asi, en el lote 1 se emplearon 4 tratamientos de salado diferentes
con distintos niveles de sustitucion del contenido de NaCl por KCI tal y como

aparece en la Tabla 2.

Tabla 2. Tratamientos de salado empleados en la elaboracion del Lote 1.

T';‘:%':l‘:gz"s NaCl(%) KCI(%) CaCl, (%) MgCl (%)
g 100 i i i
1] 65 35 ; ;
T 50 50 ; ;
v 30 70 ; ;

* El tratamiento I: 100% NaCl se utilizé como control.

90



Materiales y Métodos

En el lote 2 se emplearon 4 tratamientos de salado diferentes con
sustituciones parciales del contenido de NaCl por una mezcla de KCl, CaCl, y
MgCl, tal y como se muestra en la Tabla 3. En ambos casos, el tratamiento de
salado I (100% NaCl) se utilizd como control en los andlisis bioquimicos y

sensoriales.

Tabla 3. Tratamientos de salado empleados en la elaboracion del Lote 2.

T‘;i“;‘;‘:g;“ NaCl (%) KCI(%) CaCl, (%) MgCl (%)
T 100 - - -
v 55 25 15 5
VI 45 25 20 10
VI 30 50 15 5

“El tratamiento I: 100% NaCl se utiliz6 como control.

Los lomos, descritos en el apartado 4.1.1.3 fueron descongelados en una
camara refrigerada a 3-4 °C durante 5 dias con el fin de simular las condiciones que
se llevan a cabo durante el proceso industrial (Bafion et al., 1999). Una vez
descongelados, tres lomos por cada lote se emplearon para caracterizar la materia
prima fresca. El resto, 12 lomos por lote, fue divido en cuatro grupos con el fin de

aplicar las diferentes mezclas de sales objeto de estudio (Tabla 2 y 3).

El método de salado empleado en todos ellos fue por frotacion de la sal
sobre la superficie del lomo, también denominada como la técnica del aporte de sal
limitado (Andrés y Ruiz, 2001). Una vez pesados los lomos, se colocaron en
bandejas de plastico de manera individual, con el fin de proceder al masajeado
sobre la superficie magra del mismo de las distintas formulaciones de sales. A la
cantidad de sal inicial se incorporé 150 ppm de nitratos, en forma de nitrato
potasico y 150 ppm de nitrito, en forma de nitrito sédico (en relacion al peso de la

materia prima) con el fin de prevenir el desarrollo de microorganismos patégenos

(Toldra, 2006a).
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La aplicacion de la sal sobre la superficie del lomo mediante masajeado
duré aproximadamente 20 minutos, transcurridos los cuales los lomos se colocaron
en estantes en la camara de salado donde las condiciones termohigrométricas
fueron de 3 £ 1 °C de temperatura y un 90 % de humedad relativa (H.R.) durante 6

dias.

Transcurrida la fase de salado se procedié al embutido manual de los
lomos en tripas de colageno y al secado de los mismos en camaras de secado a 3 °C
y 90 % H.R durante cinco dias mas. Transcurridos doce dias aproximadamente
desde el inicio del salado, los lomos fueron introducidos en la camara de
maduracion, a 10 °C y 85 % H.R; estas condiciones se mantuvieron durante siete
dias mas, transcurridos los cuales se cambiaron a 12 °C y 75 % H.R hasta que los

lomos alcanzaron una humedad comercial del 47 % (equivalente a 35 % mermas).

Una vez alcanzada dicha humedad, un lomo por tratamiento de salado se
destind a la realizacion del andlisis sensorial, mientras que el resto (2 lomos por
tratamiento) se envasaron al vacio y se almacenaron a -20 °C hasta la realizacion

de los respectivos analisis bioquimicos.

4.2.2 Fabricacion del Jamon Curado

Se realizaron 2 fabricaciones de jamoén curado diferentes donde se aplicaron
los tratamientos de salado (para la reduccion de sodio) previamente optimizados en
las experiencias con lomo curado. La primera fabricacion se usd para estudiar los
efectos de la sustitucion del NaCl por otras sales en la etapa del post-salado y la

segunda en el producto curado.

4.2.2.1 Elaboracion de los jamones destinados a estudio del post-

salado

Con el objeto de estudiar el efecto de la sustitucion parcial del contenido
de sodio en el pernil, durante la etapa de post-salado, se seleccionaron 30 perniles

congelados del lote inicial (ver Aptdo 4.1.1.3) con un peso medio de 10.7+0.5 kg.
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Los perniles seleccionados fueron descongelados en una camara de
refrigeracion a 3 °C durante 5 dias con el fin de simular el proceso que se lleva a
cabo en cualquier industria carnica (Blesa, et al., 2008). Tres perniles se usaron
para caracterizar la materia prima en estado fresco. El resto, 27 perniles, fueron
divididos en tres grupos a los que se les aplico las formulaciones de sales de la
siguiente forma: los perniles pertenecientes al 1% grupo (7 perniles) se salaron
usando el método tradicional, 100 % NaCl (Tratamiento I), el 2% grupo (10
perniles) se saléo con 50 % NaCl -50 % KCI (tratamiento II) y el 3% grupo (10
perniles) con 55 % NaCl- 25 % KCI-15 % CaCl,-5 % MgCl, (tratamiento I1I). El
tratamiento de salado I, 100 % NaCl, fue utilizado como control en los

correspondientes analisis bioquimicos (Tabla 4).

Tabla 4. Tratamientos de salado seleccionados para el estudio con jamén curado.

Tratamientos
de Salado NaCl(%)  KCI(%)  CaCL (%) MgChL (%)
I 100 - - _
I 50 50
111 55 25 15 5

*El tratamiento I: 100% NaCl se utiliz6 como control en los andlisis bioquimicos.

En los 3 grupos la sal fue aplicada sobre la superficie magra del pernil con
el fin de incorporar las sales mediante masajeado en superficie durante 4 dias, y asi
favorecer la penetracion de toda la sal adicionada en funcion del peso inicial de la
pieza. Adicionalmente, a esa cantidad de sal se afadieron 200 ppm de nitrato

potasico y 100 ppm de nitrito sédico (Toldra, 2006a).

Durante toda la etapa de salado, los perniles se colocaron de manera
individual en bandejas de plastico con el magro en contacto con la bandeja y se
apilaron de tres en tres en la camara de salado, donde las condiciones
termohigrométricas eran similares a las que se utilizan en el salado en pila; 3+1 °C

de temperatura y 90 % de humedad relativa.
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Estas condiciones se mantuvieron durante aproximadamente diez dias.
Transcurrido el tiempo de salazén, el exceso de sal exterior se elimind de la

superficie del pernil mediante un cepillado.

Finalizada la etapa de salado, los perniles fueron introducidos en la
camara de post-salado, donde permanecieron 20, 50 y 80 dias (en funcion del
intervalo de tiempo a estudiar) a temperaturas entre 4-5 °C y humedad relativa
entre 75-85 %. A lo largo de todo el proceso se registré de manera automatica por
ordenador, la temperatura (T*) y la humedad relativas (H.R.) de la camara de
refrigeracion. También fueron registradas semanalmente por pesada las pérdidas de

peso (mermas) experimentadas por los perniles.

La primera toma de muestra (3 perniles por tratamiento de salado) se
realizd a los 20 dias de post-salado. La segunda toma de muestras se realizo a los
50 dias de post-salado (4 perniles por tratamiento de salado), tiempo que se
considerd suficiente para que los iones Na' y CI', inicialmente en la superficie del
pernil, penetraran en el interior del mismo deprimiendo la actividad de agua (ay) y
asegurando la estabilidad del producto; de hecho es el tiempo que normalmente se

usa en la industria carnica.

Finalmente, la tercera toma de muestra se realizo a los 80 dias de post-
salado unicamente en los tratamientos de salado II y III (3 perniles por
tratamiento), tiempo que se considerd necesario para que los iones K', Ca*" y Mg**
penetraran en las zonas mas internas del jamon y se alcanzaran los mismos valores

de a,, que en el pernil salado tradicionalmente (Blesa et al., 2008).

En todos los casos, la toma de muestra se realizé cortando dos lonchas de
la parte central del pernil por seccidn transversal respecto al eje mayor del jamén
(Figura 1). Las muestras se envasaron al vacio y se almacenaron en un congelador

a -80°C hasta la realizacion de los correspondientes analisis bioquimicos.
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Seccion
Transversal

v

Musculo Biceps femoris

Figura 1. Muestreo para el estudio del postsalado. El misculo Biceps femoris se utilizé para la realizacion de
los analisis bioquimicos.

4.2.2.2 Elaboracion de los jamones destinados al estudio del producto

terminado

Para la elaboracion de los jamones curados se utilizaron 27 perniles del
lote inicial congelados con un peso medio de 10+1 Kg, con los que se elaboraron

dos lotes mediante dos técnicas de salado diferentes:

Por un lado se aplico el salado por frotacion de la sal sobre la superficie
del pernil segun fue optimizada previamente en el apartado 4.2.2.1. Sin embargo,
esta técnica presenta limitaciones tales como el alto coste de produccion debido a
la mano de obra requerida (Andrés y Ruiz, 2001), por lo que se ensayé ademas una
técnica alternativa que consistio en el salado en seco usando vacio, también

denominada como salado a vacio.

El primer lote de perniles se elaboro aplicando la técnica de frotacion de
la sal sobre la superficie magra del pernil (Figura 2). Asi pues, 18 perniles del lote

inicial, se descongelaron en una camara de refrigeracion a 3 °C durante 5 dias y se
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dividieron en tres grupos con el fin de aplicar los tratamientos de salado

optimizados en la experiencia anterior (Tabla 4). Asi, al grupo I (6 perniles) se

aplico la metodologia tradicional de salado 100 % NaCl, el grupo II (6 perniles) se
salo con 50 % NaCl- 50 % KCl y el grupo III (6 perniles) con 55 % NaCl- 25 %
KCI-15 % CaCl,-5 % MgCl,. El grupo I (100 % NaCl ) se us6 como control.

SELECCION DE LOS
PERNILES ——> | O Fese
o pH
CONSERVACION DE
LOS PERNILES
(3 °C / 5 dias)
ETAPA né SALADO T* SERCHIR S
‘ 2 ' (Sales de curado: sal, nitratos
(mdximo 15 dias) i
Y nitratos)
Y
ETAPA DE CEPILLADO
Y LAVADO
ETAPA DE POSTSALADO ,| Reparto homogénea de Sal
(<80 dias) T 4-5 °C y H.R 75-85%
ETAPA DE SECADO Control manual de la T® y la H.R
Y MADURACION —
(9-11 meses) durante todo el proceso

4

/.-""---J ---""-\‘
( JAMON CURADO )
N e

Figura 2. Esquema de fabricacion de Jamon Curado.

La etapa de salado se llevo a cabo en una camara frigorifica donde los

perniles estuvieron sometidos a temperaturas

de 3+1 °C y humedades relativas

entorno al 90 % durante un total de 10 dias. Finalizada la etapa de salado y tras

proceder a la eliminacion del exceso de sal y las impurezas de la superficie de cada
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pieza se inici6 la etapa de post-salado. La etapa de post-salado se llevo a cabo en
las mismas condiciones que se indican en el apartado 4.2.2.1 durante un periodo de
tiempo de hasta 80 dias. Finalizada la etapa de post-salado, se paso6 a la etapa de
secado, durante la cual la temperatura de la cdmara aumento6 y la H.R. disminuyo
paulatinamente llegando a estar sometidos los perniles a temperaturas de 22 °C y
humedades relativas entorno al 65-75 %. Una vez que los perniles alcanzaron un
porcentaje de pérdidas de peso (merma) entorno al 33-34 %, fueron mantecados

para evitar un secado excesivo.

Durante todo el proceso se registrd de forma automatica la temperatura

(T*) y la humedad relativa (H.R.) de la camara.

La toma de muestra se realizo una vez que los perniles alcanzaron 9 meses
de curado y una merma del 33-34 %. Se analizaron 6 jamones curados por cada
grupo (I, II, IIT). Cada muestra se dividié en dos porciones por seccion transversal

respecto al eje mayor del jamon (Figura 3).

Seccion Transversal
Loncha
Muiisculo Biceps femoris
Loncha
Punta .
Seccion Transversal
Punta

Figura 3. Muestreo para el estudio del jamén curado. Esquema de obtencion de muestras transversales
respecto al eje mayor del jamén. Se us6 el musculo Biceps femoris, para la realizacion de los analisis
bioquimicos, mientras que la punta se utiliz6 para la realizacion de los analisis sensoriales.
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De cada pernil se extrajo una loncha central de aproximadamente 3 cm de
grosor, se envaso al vacio y se almacend a -80 °C hasta la realizacion de los
correspondientes analisis bioquimicos (musculo Biceps femoris), mientras que de la
parte central hacia la punta se reservo en refrigeracion para la realizacion del

analisis sensorial.

Finalizada la elaboracion del primer lote de jamon curado y tras el analisis
de los resultados, se procedio a la fabricacion de un segundo lote de perniles, pero

en este caso se incorporo la sal mediante el método de salado a vacio.

Para tal fin, se usaron 9 perniles del lote inicial con un peso medio de 10+1
Kg. Tras ser descongelados en una camara frigorifica a 3 °C durante

aproximadamente 5 dias, se procedio al salado de las piezas.

En este caso se aplico la técnica del aporte de sal limitado usando bolsas
de vacio (salado a vacio). Asi pues, los perniles se dividieron en tres grupos con el
fin de aplicar a cada uno de ellos los tratamientos con las distintas sales de curado
(Tabla 4). Asimismo, se afiadieron 200 ppm de nitrato potasico y 100 ppm de
nitrito sodico a la sal con el fin de evitar posibles alteraciones microbianas (Toldra,

2006a).

Cada pernil fue introducido de manera individual en una bolsa de vacio, y
se le aplico sobre la superficie magra del mismo la cantidad de sal adecuada en
funcién del peso inicial de la pieza, siendo finalmente envasado a vacio con una

envasadora industrial (Figura 4).

Durante la etapa de salado, los perniles se colocaron en estantes en la
camara de refrigeracion dispuestos de manera individual en bandejas de plastico
(Figura 5). El proceso de salado duré entorno a 13-15 dias, durante los cuales las
condiciones de la camara fueron de 3 °C de temperatura y 90 % de humedad
relativa. Transcurrido el tiempo de salazon, el exceso de sal exterior se elimind

para iniciarse la etapa de post-salado, que dur6 aproximadamente 80 dias. Durante
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este tiempo, los perniles estuvieron expuestos a temperaturas de 5 °C y humedades

relativas entorno al 75 % (Figura 6).

Figura 4. Salazon de los perniles mediante Figura 5. Etapa de Salado

salado a vacio. (T* 3£1°C y H.R. 90%).

Las etapas siguientes fueron las fases de secado y bodega donde las
condiciones de la camara se mantuvieron constantes entorno a 15 °C de

temperatura 'y 75 % de humedad relativa (Figura 7).

Figura 7. Etapa de Secado-Maduracién (~ 6
meses).

Figura 6. Etapa de Postsalado (T* 5°C y H.R.
75%/ 60 dias).
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Cuando alcanzaron un 33-34 % de mermas se mantecaron y se

mantuvieron en la camara de maduracion hasta los 11 meses de curado.

La toma de muestra se realizo a los 11 meses de maduracion como en la

fabricacion anterior.

4.2.3 Determinacion de la Actividad Enzimatica

4.2.3.1 Preparacion de extractos enzimaticos musculares

4.2.3.1.1 Catepsinas

El extracto enzimatico para el ensayo de catepsinas se prepard tal y como
describen Toldra y Etherington (1988). Se utilizaron 2.5 g de musculo triturado
exento de grasa y tejido conectivo visible. Posteriormente, se homogenizaron 1:10
(p/v) a 4 °C con 25 mL de tampoén citrato soédico 50 mM, pH 5.0, conteniendo
EDTA 1 mM vy Tritén X-100 al 2 % (v/v), usando un Polytron® PT-MR 2100
(Kinematica AG, Luzenerstrasse, Suiza) (3 x 10s) a 26.000 r.p.m. El
homogeneizado resultante se centrifugé a 10.000 x g durante 20 minutos a 4 °C, en
una centrifuga refrigerada Sorvall® Evolution RC (Thermo Fisher Scientific Inc.,
Waltham, TX, E.E.U.U). El sobrenadante se recogio y se filtrd a través de lana de
vidrio con el fin de retener la grasa y se almacen6 a 4 °C hasta su uso. Este

sobrenadante constituye el extracto enzimatico.

4.2.3.1.2 Dipeptidilpeptidasas y aminopeptidasas

La  preparacion del extracto  enzimatico para  peptidasas
(dipeptidilpeptidasas y aminopeptidasas) se realizd como previamente describen
Flores et al. (1997a). Se tomaron porciones de 4.0 g de musculo triturado
desprovisto de grasa y de tejido conectivo visible, que se homogenizaron 1:5 (p/v)
con 20 mL de tampon fosfato 50 mM, pH 7.5, conteniendo EGTA 5 mM, y se

procesaron y almacenaron en las condiciones descritas en el apartado anterior.

100



Materiales y Métodos

4.2.3.2 Medida de la actividad enzimatica

Las actividades enzimaticas se midieron empleando sustratos fluorescentes

especificos para cada tipo de enzima.

4.2.3.2.1 Catepsinas

El ensayo fluorimétrico para medir la actividad catepsina se realizd
siguiendo el método descrito por Rico et al. (1991). Las catepsinas B (EC 3.4.22.1)
y B+L (EC 3.4.22.15) se ensayaron en tamp6n fosfato 40 mM, pH 6.0, conteniendo
cisteina 10 mM y EDTA 0.4 mM. En el caso de la catepsina B se usé N-CBZ-Arg-
Arg-AMC 0.05 mM como sustrato fluorescente, mientras que para la catepsina
B+L se utilizd como sustrato N-CBZ-Phe-Arg-AMC 0.05 mM. La actividad de la
Catepsina H (EC 3.4.22.16) se ensayo en el mismo tampén pero a pH 6.8 y usando
Arg-AMC 0.05 mM como sustrato.

4.2.3.2.2 Dipeptidilpeptidasas

La actividad de cada una de las dipeptidilpeptidasas se determino tal y
como describieron Sentandreu y Toldra (2001c). Para determinar la actividad de la
dipeptidilpeptidasa I (DPPI) (EC 3.4.14.1) se utiliz6 como sustrato Gly-Arg-AMC
0.5 mM en tampoén acetato 50 mM, pH 5.5, conteniendo DTT 5 mM, mientras que
para la dipeptidilpeptidasa II (DPPII) (EC 3.4.14.2) se emple6 el mismo tampén
pero usando como sustrato Lys-Ala-AMC 0.5mM conteniendo bestatina 0.032
mM. La medida de actividad de la dipeptidilpeptidasa III (DPPIII) (EC 3.4. 14.5)
se determind empleando como sustrato H-Arg-Arg-AMC 0.5 mM, en tetraborato
sodico 50 mM, pH 8.0, conteniendo cloruro de cobalto 0.05 mM y bestatina 0.032
mM. Finalmente, para determinar la actividad de la dipeptidilpeptidasa IV
(DPPIV) (EC 3.4.14.5) se us6 como sustrato Gly-Pro-AMC 0.25 mM en tampén
Tris base 50 mM, pH 8.0, conteniendo DTT 5 mM.

101



Materiales y Métodos

4.2.3.2.3 Aminopeptidasas

Para determinar la actividad alanil aminopeptidasa (AAP) (EC 3.4.11.14.)
en el extracto carnico se utilizé tampon fosfato 100 mM, pH 6.5, conteniendo [B-
mercaptoetanol 2 mM y como sustrato fluorescente se usdé Ala-AMC 0.1 mM
(Flores et al., 1996). Mientras que en el caso de la arginil aminopeptidasa (RAP)
(EC 3.4.11.6) se utilizé el mismo tampodn, pero conteniendo cloruro soédico (NaCl)
200 mM, puromicina 0.25 mM y Arg-AMC 0.1 mM como sustrato (Flores et al.,
1993). La actividad de la leucil aminopeptidasa (LAP) (EC 3.4.11.1) se determind
utilizando como tampdn de reaccion borato-NaOH 50 mM, pH 9.5, conteniendo
cloruro de magnesio 5 mM y Leu-AMC 0.25 mM como sustrato (Flores, et al.,
1997a). Por tltimo, la medida de actividad de la metionilaminopeptidasa (MAP) se
realizd en tampon fosfato 100 mM, pH 7.5, afiadiendo DTT 10 mM y bestatina
0.05 mM usando Ala-AMC 0.15 mM como sustrato (Flores, et al., 2000).

4.2.3.2.4 Método de medida

La medida de la actividad enzimatica se realizd mediante un lector de
fluorescencia Fluoroskan Ascent FL (Thermo Electron Corporation Labsystems,
Helsinki, Finlandia). Asi pues, a 250 pL de cada uno de los tampones de reaccion
anteriormente citados incluyendo el sustrato se adicion6 50 pL del extracto
enzimatico. La mezcla de reaccion (300uL) se depositdé en una placa de
fluorescencia de 96 pocillos y se incub6 a 37 °C durante 15 minutos. La lectura de
fluorescencia se realiz6 en continuo (t=0 y t=15), empleando longitudes de onda de

excitacion y emision de 355 nm y 460 nm, respectivamente.

Las medidas se realizaron por cuadruplicado, a excepcion del caso de las
dipeptidilpeptidasas que se realizaron por triplicado. Una unidad de actividad (U)
se define como la cantidad de enzima que hidroliza 1 pmol de sustrato por minuto

a37°C.
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4.2.3.2.5 Calculos

La actividad enzimatica se expreso en micromoles de AMC liberados por
minuto y por mL de disolucion de enzima. Los micromoles de AMC liberados por
cada enzima durante el tiempo de incubacion se obtienen por interpolacion de los
valores de fluorescencia obtenidos en las lecturas del fluorimetro en una recta
patron que correlaciona distintos valores de fluorescencia con sus correspondientes
concentraciones micromolares de AMC. La ecuacion general que proporciona el

valor de dicha actividad enzimatica es:

pmoles AFxkx Vix Vg, xD
Actividad | —— | =
min*mlL.

txV,xg

AF: Incremento de fluorescencia en el pocillo desde t=0 al tiempo de

medida (en este caso t= 15 minutos).

k: pendiente de la recta patron que relaciona los AF con la

concentraciones de AMC.
V¢ Volumen total de reaccion (mL).
Vir: Volumen de extracto obtenido (mL).
D: factor de dilucion de la muestra.
t : tiempo de incubacion (minutos).

Vg: Volumen de la muestra enzimatica afiadida al volumen de sustrato

(mL).

g: Cantidad de carne o jamon utilizados (gramos).
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4.2.4 Efecto del Cloruro Sédico, Potasico, Calcico y Magnésico sobre la

Actividad de las Enzimas Proteoliticas Musculares

El efecto del NaCl y el KCl sobre la actividad de las proteasas musculares
(catepsinas, dipeptidilpeptidasas y aminopeptidasas) se estudi6 en extractos de
musculo L. dorsi siguiendo las metodologias anteriormente descritas, adicionando
NaCl y KCl al tampén de reaccion en el intervalo de concentracion de 0-1.5 M.
Mientras que el efecto de las sales divalentes (MgCl, y CaCl,) sobre la actividad
proteasa se ensayo en presencia de MgCl, 0-500 mM 6 CaCl, 0-150 mM usando el
medio de reacciéon apropiado para cada enzima, pero con algunas modificaciones
(Armenteros et al., 2009a). Asi pues, el efecto del MgCl, sobre la actividad de las
catepsinas B, B+L y H se estudié usando los tampones anteriormente descritos y
los sustratos especificos para cada tipo de enzima pero sin adicionar EDTA,
mientras que el efecto del CaCl, sobre la actividad de la catepsina B y B+L se
estudio usando tampon Tris (tris-(hidroximetil)-aminometano)-HCI, 0.1 M a pH
6.0, como medio de reaccion, y en el caso de la catepsina H se determiné usando
tampon acetato 0.1 M a pH 6.8. En ambos analisis se utilizaron sustratos

apropiados para cada tipo de enzima.

Para estudiar el efecto del CaCl, sobre la actividad de la alanil-, arginil-, y
metionil- aminopeptidasa se utilizé tampon acetato 0.1 M a pH adecuado para cada
enzima al igual que se usaron los sustratos y reactivos especificos para cada una de

ellas.

Se utilizd como control la medida de la actividad enzimatica (catepsina,
dipeptidilpeptidasa y aminopeptidasa) de un extracto de misculo L. dorsi fresco sin
adicionar sal (NaCl, KCI, MgCl, y CaCl,) al tamp6n de reaccion. La actividad de

cada enzima se expreso6 en unidades U.

4.2.5 Determinacion de la Actividad Enzimatica en Productos Carnicos

La actividad de las diferentes enzimas proteoliticas musculares
(catepsinas, dipeptidilpeptidasas y aminopeptidasas) se cuantifico en productos

carnicos siguiendo la metodologia descrita en el apartado 4.2.3. Tras obtener los
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correspondientes extractos enzimaticos para cada grupo de enzimas, se determind
su actividad mediante la utilizacion de sustratos fluorescentes especificos para cada
una de ellas. Los resultados se expresaron en micromoles de AMC liberados por

minuto y por mL de solucién de enzima.

4.2.6 Determinacion de la Concentracion de Cationes y Aniones en

Productos Carnicos

La extraccion de los iones se realizd previo troceado y picado de las
muestras en una trituradora de uso doméstico. Asi pués, 5 g de la muestra triturada
se homogenizaron con 50 mL de agua bidestilada (calidad Milli®-Q) en un
masticador (IUL Instruments, Barcelona, Espafia) durante 10 minutos a 4 °C. Los
homogeneizados obtenidos se centrifugaron a 10.000 x g, 20 minutos a 4 °C en una
centrifuga refrigerada (Sorvall® Evolution). El sobrenadante obtenido se filtrd a

través de lana de vidrio e inmediatamente se congeld a -20 °C hasta su uso.

Previo a la realizacion del andlisis cromatografico, las muestras
descongeladas se filtraron a través de filtros de nylon de 0.45 pm de tamaifio de
poro para seguidamente ser inyectadas en el equipo cromatografico de analisis de
iones Metrohm 838 Advanced Sample processor (Metrohm, Lt., Herisau, Suiza).
Este equipo dispone de un modulo para la preparacion de la muestra constituido
por una Unidad de Manejo de Liquidos (838 Advanced Sample Processor), que
cuenta con un carro para 148 viales y una aguja para la toma de muestras
conectada con una bomba peristaltica de doble canal, que impulsa la muestra de
manera continua a través de una membrana de ultrafiltracion “in line” de acetato de
celulosa de 0.2 pm de tamafio de poro, hasta el bucle de inyeccion y 20 pL son
inyectados en la columna. Para el analisis de cationes (Na', K, Mg”" y Ca’") se
utilizé una columna de intercambio cationico, Metrosep C3 -250 de 4.0 x 250 mm
y 5 um de tamafio de poro equipada con un guarda columna S-Guard de 5.0 x 4.0
mm (Metrohm Ltd. Herisau, Suiza). La fase movil utilizada fue acido nitrico 3 mM
al que se adicion6 50 mL/L acetona. Para el analisis de aniones (Cl', NO,  y NO;)

se utiliz6 una columna de intercambio anidénico, Supp 5-250 de 4.0 x 250 mm y 5
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pm de tamafio de poro equipada con un guarda columna A Supp 4/5 de 5.0 x 4.0
mm (Metrohm Ltd. Herisau, Suiza) y como fase movil se utilizd bi-carbonato
sodico 1.0 mM y carbonato sddico 3.2 mM, con adicion de 30 mL/L de acetona. La
deteccion de los iones se realizo por conductimetria y en el caso de los aniones (CI°
, NO; y NO3') se llevo a cabo una supresion idnica cuya finalidad fue amplificar
quimicamente la sefial de las muestras en el detector a base de eliminar
previamente la conductividad de la fase movil. Previo al andlisis de las muestras se
obtienen rectas de calibrado para cada uno de los iones estudiados, utilizando
patrones estandar de cationes (Na', K, Ca*" y Mg®") y aniones (CI', NO, y NO5).
Para procesar y analizar los datos se empleo el software IC Net 2.3 Metrohm® Ltd.

(Herisau, Suiza).

La concentracion de cada cation se determind por interpolacion del area
cromatografica en su correspondiente recta de calibrado. Los resultados se

expresaron en mg/ 100g de muestra tras realizar la media de tres determinaciones.

4.2.7 Estudio de la Degradacion Proteica en Productos Carnicos

El estudio de la degradacion de proteinas miofibrilares y sarcoplasmicas,

se realizo mediante electroforesis en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE).
4.2.7.1 Extraccion de proteinas sarcoplasmicas y miofibrilares

La extraccion de las proteinas sarcoplasmicas y miofibrilares se realizod
siguiendo el método descrito por Molina y Toldra (1992). Asi pues, las muestras
trituradas (5g) se homogenizaron 1:10 (p/v) con tampoén fosfato 0.03M, pH 7.4
durante 3 minutos a 4 °C usando un masticador (IUL Instruments) y se
centrifugaron a 10.000 x g durante 20 minutos a 4 °C. El sobrenadante obtenido,
que contenia las proteinas sarcopldsmicas se filtr6 a través de lana de vidrio y se
reservo en frio (4 °C) hasta su uso, mientras que el pellet se lavo tres veces mas en
las condiciones descritas anteriormente con el objeto de eliminar cualquier resto de
proteinas sarcoplasmicas. El pellet resultante se pesdé y se resuspendié en 9

volimenes de tampon fosfato 100 mM a pH 7.4 conteniendo KI 0.7 M y azida de

106



Materiales y Métodos

sodio al 0.02 % (p/v) y se homogeniz6 en el masticador durante 8 minutos para
seguidamente centrifugarse a 10.000 x g durante 20 minutos a 4 °C. El
sobrenadante, que contenia las proteinas miofibrilares fue filtrado a través de lana

de vidrio y se mantuvo en frio (4 °C) hasta su uso.

4.2.7.2 Determinacion de la concentracion de proteina

La concentracion de proteina se determind por el método de Smith et al.
(1985), empleando el acido binciconinico (BCA) (BCA proteina assay kit, Sigma-
Aldrich) como agente reactivo y la albumina de suero bovino (BSA) (Roche
Diagnostiscs Corporation, Indianapolis, IN, E.E.U.U.) como proteina patrén. Se
construyeron curvas patron de 6 puntos en el intervalo de concentracion de 0 a 1.20

mg/ mL. La proteina se monitorizé mediante la lectura de absorbancia a 565 nm.

4.2.7.3 Electroforesis en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)

El estudio de la proteolisis se llevdo a cabo en condiciones
desnaturalizantes mediante SDS-PAGE al 12 o al 15 % como se describe en Toldra
et al. (1992). Los extractos de proteinas sarcopldsmicas y miofibrilares, obtenidos
segun el apartado 4.2.7.1 (100 uL) se mezclaron en la proporcion 1:1 (v/v), con
tampon Tris S0 mM, pH 6.8 conteniendo 8 M urea, 2 M tiourea, 75 mM DTT, 3 %
(p/v) SDS y 0.05 % (p/v) de azul de bromofenol. Las mezclas (200 pL) se
calentaron a 100 °C durante 4 minutos, se enfriaron rapidamente y se almacenaron

a -20 °C, hasta su uso.

Los geles se prepararon usando una concentracion de acrilamida del 12 o

15 % y utilizando en el gel de Stacking una concentracion del 3 %.

Conocida la carga de proteina de las muestras (ver Apdo 4.2.7.2), se
ajustd dicha carga a 1 mg / ml mediante diluciéon con el tampdn anterior.
Seguidamente, 12 pL (equivalente a 12 pg de proteina) de cada una de las
muestras fueron inyectadas en el gel de electroforesis, hasta un maximo de 9

muestras por gel, junto con una muestra patroén (en este caso 5 pL) compuesta por
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una mezcla de miosina (200 kDa), B-galactosidasa (116 kDa), fosforilasa B (97
kDa), albumina del suero (66 kDa), ovoalbumina (45 kDa), anidrasa carbénica (31
kDa), inhibidor de tripsina (21,5 kDa), lisozima (14 kDa) y aprotinina (6,5 kDa).
La electroforesis se realizo siguiendo el método descrito por Laemmli (1970),
empleando una fuente de alimentacion 3000 Xi (Bio-Rad, Richmond E.E.U.U) a la
que se aplico un voltaje de 200 V y 25 mA. La tincion se realizé usando Coomasie
Brillant Blue R-250 (Laemmli, 1970) y/o plata (Merril et al., 1981) para mejorar la
visualizacion de las bandas de los geles de electroforesis, como fue el caso de los
perniles utilizados en el estudio de post-salado. Finalmente, los geles se
fotografiaron con un equipo Fujifilm Las 1000 Intelligent Dark Box II (Fujifilm,
S.A., Espafia).

En los casos donde se requirio, se determinaron las masas moleculares de
los fragmentos proteicos resultantes de la degradacion de proteinas miofibrilares y
sarcoplasmicas. Para ello, se calculd el cociente (valor Rf) entre la distancia de
migracion de cada uno de los patrones y la distancia recorrida por el frente de la
electroforesis y se relacion6 con el logaritmo de los respectivos valores de masa
molecular de cada una de las proteinas patrén, obteniéndose una curva
semilogaritmica que permiti6é determinar mediante interpolacion de los respectivos
valores Rf de las bandas proteicas, las masas moleculares de los fragmentos

proteicos presentes en el gel.

4.2.8 Analisis de Aminoacidos Libres en Productos Carnicos

Las muestras fueron troceadas y trituradas (5g) y homogeneizadas 1:5
(p/v) con écido clorhidrico (HCI) 0.01 N en el masticador durante 8 minutos a 4 °C.
Los homogenizados obtenidos se centrifugaron a 10.000 x g, durante 20 minutos a
4 °C. El sobrenadante se filtr6 a través de lana de vidrio y se almaceno a -20 °C

hasta su uso (Aristoy y Toldra, 1991).

Los extractos se desproteinizaron siguiendo el método descrito por Aristoy
y Toldra (1991). Para ello, a los extractos descongelados se les afiadid un patron

interno Nor-leucina (10 mM) y aproximadamente 2.5 volumenes de acetonitrilo.
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Las cantidades (volimenes) de extracto y patrén interno dependieron del tipo de

muestra, tal y como aparece en la Tabla 5.

Tabla 5. Volumen en pL de patron interno y de acetonitrilo que se afiade a cada extracto proteico.

Volumen de Volumen de Patron Volumen
Extracto (ML) Interno® (ul) Acetonitrilo (pL)

Carne Fresca 250 500 750
Perniles Frescos 250 50° 750
Lomo Curado 200 50 600
Jamoén Curado 100 50 400

# Patron Interno: Norleucina 10 mM.

®Patrén Interno diluido a la mitad.

Tras dejar reposar durante 15 minutos a temperatura ambiente, las
muestras se centrifugaron en una microcentrifuga Microfuge® 22R Centrifuge
(Beckman Coulter TM, Fullerton, CA, E.E.U.U.) durante 5 minutos a 12.000 r.p.m.
y a 4 °C. Los sobrenadantes se sometieron a derivatizaciéon con fenilisotiocianato
siguiendo el método descrito por Bidlingmeyer et al. (1987) y se analizaron por
cromatografia liquida de alta resoluciéon en fase reversa empleando una columna
Nova-Pak®™ C18 (3.9x300mn) (Waters Corporation, Milford, MA, E.E.U.U), en un
cromatografo modelo 1100 de Agilent Technologies (Palo Alto, CA, E.E.U.U)
equipado con un sistema de bombeo cuaternario, sistema de desgasificacion de
disolventes en linea, horno para la columna y detector de fotodiodos. La separacion
se realizd en 56 minutos, manteniendo la columna a 52 °C, y empleando un
gradiente entre dos fases: A: acetato sodico 70 mM a pH 6.55, conteniendo 2.5 %
de acetonitrilo y B: metanol, acetonitrilo y agua bidestilada grado Milli®-Q, en la
siguiente proporcion 40:45:15 (v/v), a un flujo de 1 mL / min, tal y como se
describe en Flores et al. (1997b). La deteccion se realizé a 254 nm. Los resultados

se expresaron en mg /100g muestra como medias de tres determinaciones.
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4.2. 9 Analisis de Acidos Grasos Libres en Productos Carnicos

Los lipidos totales fueron extraidos a partir de 5 g de muestra utilizando el
método descrito por Folch et al. (1957), empleando como disolvente
diclorometano: metanol 2:1 (v/v) en lugar de cloroformo: metanol 2:1 (v/v). La
fraccion de los acidos grasos libres se purificd siguiendo el método descrito por
Countron- Gambotti y Gandemer (1999) usando una resina de intercambio
anionico Amberlyst A26 (Rohm & Haas, Delf, Holanda). La composicién de
acidos grasos libres se determind como describe Needs et al. (1983), mediante
cromatografia de gases de los correspondientes ésteres metilicos, con algunas
modificaciones. Los derivados fueron obtenidos seglin el método de Berry et al.
(1965) y la separacion y analisis se llevo a cabo tal y como describen Navarro et al.
(2001) usando un cromatografo de gases Fisons 816 (Fisons Instruments, San
Carlos, CA, E.E.U.U) equipado con un detector de ionizaciéon de llama. La
inyeccion se realizo en split (1:50) y se utilizd una columna capilar DB-225, de
30m x 0,25 mm y 0.25 pm de espesor de film; (J&W Scientific, Barcelona,
Espafia). El detector y el inyector se mantuvieron a temperatura de 240 °C. Los
acidos grasos se identificaron individualmente por comparacion de sus tiempos de
retencion con los respectivos patrones. El patron interno utilizado fue &cido
araquidico C20:0. Los resultados se expresaron en mg / 100g muestra como medias

de tres determinaciones.

4.2.10 Analisis de Humedad

El contenido en humedad de los perniles se determind usando un analizador
de humedad halégeno compacto HB 43 (Metteler Toledo, Greifensee, Suiza). Asi
pues, 2.5 g de muestra triturada se expuso durante aproximadamente 28 minutos a
una temperatura constante de 150 °C con el fin de obtener de manera automatica el

contenido en humedad del producto.

4.2.11 Analisis Sensorial

Las sesiones se realizaron en cabinas individuales a 22 °C, equipadas con

luz blanca fluorescente (220-230 V 35 W) y un ordenador personal (Hewlett-
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Packard). La evaluacion de los respectivos analisis sensoriales se realiz6 utilizando
el programa de ordenador Compusense® five version 4.6 (Compunsense Inc.,

Guelph, Ontario, Canada).

4.2.11.1 Lomo Curado

Al final del proceso de curado (~ 2 meses), los lomos se envasaron al
vacio y se mantuvieron en refrigeracion hasta el dia del analisis. Entonces, se
cortaron lonchas de aproximadamente 5 mm de grosor usando un cortafiambre
industrial. Las lonchas se dispusieron en platos de plastico para la evaluacion de
los atributos sensoriales sabor y textura y se dejaron equilibrar durante 20 minutos
a temperatura ambiente (20-30 °C) antes de servirse a los catadores, junto con un
vaso de agua y una tostada de pan sin sal. Para el analisis de color, las muestras se
dispusieron en una camara de iluminaciéon Multilight D65. Las lonchas para el

aroma se colocaron en placas petri.

El analisis se llevo a cabo por un panel de 48 catadores no entrenados en
cuatro sesiones diferentes y consistid en un prueba de comparaciéon por parejas
(ISO 5495, 1983), en la que se utilizd como control los lomos salados con el
tratamiento I (100% NaCl). Cada tratamiento de salado se compard respecto al
control, para determinar qué muestra era la preferida por cada catador respecto a

los atributos color, aroma, sabor, textura y aceptacion global.

4.2.11.2 Jamon Curado

4.2.11.2.1 Muestreo

El jamon curado es una pieza formada por varios musculos, corteza y
grasa, lo que le confiere una elevada heterogeneidad, por lo que resulta de suma
importancia definir la zona de muestreo si queremos obtener unos resultados
reproducibles y comparables (Guerrero et al., 1996). Asi pues, para tener una

buena caracterizacion sensorial del jamon se decidi6 analizar cortes que incluian
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los musculos Semimembranosus (SM), Semitendinosus (ST) y Biceps femoris (BF)

(Gou et al., 1995).

Con el fin de obtener muestras representativas y lo mas homogéneas
posible de dichos musculos se realizaron dos cortes transversales en la punta del
jamoén obteniéndose una loncha de 10-15 cm de espesor (ver Apdo 4.2.2.2). Sobre
estd se realizO un tercer corte logitudinal obteniéndose una loncha de
aproximadamente 3 cm sobre la cual se valoraran los atributos visuales
correspondientes. El resto de loncha (~ 7 cm) fue dividido en dos por la parte
central con el fin de obtener lonchas transversales de los musculos SM, ST y BF de
aproximadamente 2 mm de grosor usando un cortafiambre industrial. En total se
necesitaron dos lonchas por muestra y catador; una para la evaluacion de los
atributos sabor y aroma y otra para la textura. Una vez cortadas las lonchas,
inmediatamente se enrollaron de tal manera que la grasa quedd situada hacia el
interior del rollito y se dispusieron en placas petri con el fin de conservar todas sus

propiedades organolépticas, especialmente el aroma (Figura 8).

Lonchas para la evaluacion
de los atributos sensoriales

Loncha para la evaluacién
de los atributos visuales

Figura 8. Esquema de obtencion de muestras para la realizacion del analisis sensorial.

Posteriormente las muestras fueron evaluadas por el panel de catadores no

entrenados.
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4.2.11.2.2 Evaluacion de las muestras

Las pruebas de evaluacion sensorial que se llevaron a cabo fueron las

siguientes:

a. Prueba de comparacion por parejas

La prueba de comparacion por parejas se realizé segun la norma ISO 5495
(1983) para establecer si existia o no preferencia manifiesta por alguna de las
muestras presentadas en cada par. Las parejas se establecieron de forma que las
muestras a evaluar se enfrentaban con la muestra control (tratamiento I, 100%

NaCl) y entre si.

Las muestras se analizaron por un panel de 48 catadores no entrenados en
una sola sesion. A cada catador se le presentaron cada una de las parejas de
muestras y se le pidio que escogiera cual preferia dentro de cada pareja en base a
los atributos sensoriales: aroma, sabor, textura en sus parametros dureza y
jugosidad, asi como la aceptacion global. Para el atributo apariencia, las lonchas de
aproximadamente 3 cm de grosor se colocaron en platos de plastico sobre un fondo
blanco en una cabina de iluminacién Multilight D65. Junto con las muestras se

sirvi6 un vaso de agua y una tostada de pan sin sal.

b. Prueba Triangular (ISO 4120, 1983)

El objetivo de esta prueba fue establecer diferencias entre jamones
curados con los tres tratamientos de salado que se describen en la Tabla 4, para
evaluar el impacto de éstos sobre las caracteristicas sensoriales del producto

acabado. El tratamiento I (100% NaCl) se usé como control.

La muestras se presentaron tal y como se describe en el apartado
4.2.10.2.1. La evaluacion de las muestras se realizo por un panel constituido por 50
catadores no entrenados, en una sola sesion, de modo que a cada catador, se le

sirvieron de manera simultanea tres muestras, dos de la cuales eran iguales, con el
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fin de que identificara la muestra diferente. Junto con las muestras, se suministro

una tostada de pan sin sal y un vaso de agua.
c. Prueba hedonica de aceptabilidad

Se aplico una prueba de aceptabilidad de escala hedoénica de 9 puntos (1=
me disgusta extraordinariamente a 9= me gusta extraordinariamente) con el fin de
evaluar las preferencias de cada catador no entrenado en base a los atributos
sensoriales; sabor, aroma, texura en sus parametros dureza y jugosidad, asi como la
aceptacion global para cada una de las muestras objeto de estudio (Willians y
Langron, 1984). Las muestras fueron analizadas por un panel de catadores no
entrenados formado por estudiantes y personal de ambos sexos pertenecientes al
Instituto de Agroquimica y tecnologia de alimentos (IATA, Valencia, Espafia),
dentro del rango de edad comprendido entre los 18-65 afios. El tratamiento de las
muestras fue el descrito en el apartado 4.2.10.2.1. Para el atributo apariencia, las
lonchas de aproximadamente 3 cm de grosor se colocaron en platos de plastico
sobre un fondo blanco en una cabina de iluminaciéon Multilight D65. Las muestras
se analizaron por un panel de 100 catadores en dos sesiones diferentes. A cada
catador se le sirvid, de manera individual y aleatoria, cada muestra junto con un

vaso de agua y una tostada de pan sin sal.
4.3 Analisis Estadistico de los Resultados

La evaluacion del efecto de la sustitucion parcial de NaCl por otras sales
de curado (KCI, CaCl, y MgCl,) sobre las variables estudiadas (actividades
enzimaticas, aminoacidos, 4cidos grasos libres y el contenido de Na', K*, Ca*" y
Mg *"), asi como en los resultados de los anélisis sensoriales, se llevé a cabo
mediante un analisis de la varianza (ANOVA) realizado con el software estadistico
Stagraphics plus (version 5.1). En aquellos casos en que el efecto del tratamiento
de salado sobre la variable estudiada fuera significativo (p <0.05), las medidas de
cada tratamiento se compararon por medio del test de Fisher de la diferencia

minima significativa (LSD) (p <0.05).
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4.4 Analisis del Dafo Oxidativo en Productos Carnicos

4.4.1 Analisis Quimicos en Productos Carnicos

Las muestras (ver Apdo 4.1.1.3) se caracterizaron mediante la
determinacion del contenido en humedad y de la concentracion total de grasa y
proteina siguiendo los métodos oficiales de analisis para productos carnicos de la

AOAC (2000a, 2000b, 2000c).

4.4.2 Estudio de la Oxidacion Lipidica en Productos Carnicos

El estudio de la oxidacion lipidica en productos carnicos se llevo a cabo
por 2 métodos: el andlisis de la formacion de hexanal por cromatografia de gases
de espacio de cabeza estatico y el analisis de las sustancias reactivas al acido

tiobarbitarico (TBARS).

El analisis de hexanal se realizé a partir de 1 g de muestra, previamente
triturada, usando un cromatografo de gases de espacio de cabeza estatico equipado
con un inyector automatico (Autosystem XL; Perkin-Elmer, Shelton, CT, USA;

column NB-54, Nordion) siguiendo el método descrito por Frankel et al. (1994).

Los TBARS se cuantificaron siguiendo el método descrito por Salih et al.
(1987). Asi pues, 2.5 g de cada muestra, previamente descongelada y triturada se
homogenizaron 1:3 (v/v) con acido perclorico al 3.86 %, conteniendo 0.25 mL de
BHT (butilhidroxitolueno) (disuelto en etanol al 4.2 %) usando un Ultra-Turrax®
T-50 Homogenizer (IKA®, Staufen, Alemania) durante 1 minuto. Durante la
homogenizacion las muestras se mantuvieron sumergidas en un bafio de hielo para
minimizar el desarrollo de reacciones de oxidacion durante la extraccion de los
TBARS. El homogenizado resultante se filtrd a través de filtros de papel de 70 mm
de diametro y se centrifugd a 3.500 r.p.m durante 5 minutos. A continuacion, se
tomaron alicuotas de 2 ml de cada muestra, se mezclaron con 2 mL de acido
tiobarbiturico 0.02 M (TBA) y se incubaron en un bafo a 90 °C durante 30
minutos. Al mismo tiempo se realiz6 un curva patréon y un blanco (2 ml de acido

perclérico y 2 mL de TBA). Tras la incubacion, las muestras, la recta patron y el
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blanco se enfriaron en un bafio de hielo para seguidamente medir la absorbancia en
un espectrofotometro a 532 nm. La recta patrdon se prepard usando 1,1,3,3-
tetractoxipropano (TEP) (25 nmol / mL) en &cido perclorico a 3.86 %. Los

resultados se expresaron como nmol malondialdehido (MDA)/ Kg muestra.

4.4.3 Estudio de la Oxidacion Proteica en Productos Carnicos

El estudio de la oxidacion proteica en productos carnicos se llevo a cabo
por tres métodos diferentes: en 1¥ lugar, por cuantificacion de los grupos
carbonilo mediante espectrofotometria utilizando 2,4- dinitrofenilhidrazina
(DNPH) como reactivo, en 2° lugar mediante la evaluacion de los productos de la
oxidacion proteica que emiten fluorescencia natural por espectrofluorescencia y
por ultimo se realiz6 el analisis de los semialdehidos a-aminoadipico y y-glutdmico
(AAS y GGS) utilizados como marcadores del dafio oxidativo en proteinas
mediante cromatografia liquida acoplada a un espectrometro de masas (LC-ESI-

MS).

4.4.3.1 Método del DNPH

El andlisis de la oxidaciéon proteica mediante el método del DNPH se
realizo previa derivatizacion con 2,4 —dinitrofenilhidrazina (DNPH) segun describe

Oliver et al. (1987) con ligeras modificaciones (Lund et al., 2007).

Los productos cérnicos se descongelaron, trituraron y homogenizaron
1:10 (v/v) con tampdn pirofosfato (NayP,07) 2 mM, tris-maleato 10 mM, KCI 100
mM, MgCl, 2 mM y EGTA 2 mM, pH 7.4 usando un Ultra-Turrax® T-50 durante
30 segundos. Los homogenizados resultantes se dividieron en dos alicuotas de 0.1
mL. Las proteinas presentes se precipitaron mediante la adicion de 1 mL de 4cido
tricloroacético (TCA) al 10 % y se centrifugaron a 5.000 r.p.m durante 5 minutos
desechando los sobrenadantes. Uno de los pellets se tratd con 1 mL de HCI 2 N
(para cuantificar la concentracion de proteina) y al otro se adicion6é 1 mL de DNPH
al 0.2 % disuelto en HCI 2 N (para cuantificar la concentracion de carbonilos).

Ambas alicuotas se incubaron durante 1 h a temperatura ambiente (agitandose cada
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15 minutos). Finalizada la incubacion, se adiciond a cada alicuota 1 mL de TCA al
10 %, para, seguidamente, lavarse dos veces con 1 mL de etanol: etilacetato 1:1
(v:v). En cada paso de lavado las muestras se agitaron y centrifugaron a 10.000
r.p.m durante 5 minutos. Finalmente, los pellets se resuspendieron con 1.5 mL de
tampon fosfato 20 mM, pH 6.5 conteniendo hidrocloruro de guanidina 6 M, se
agitaron y centrifugaron durante 2 minutos a 5.000 r.p.m con el fin de eliminar

fragmentos insolubles presentes en las muestras.

La proteina se monitorizd6 mediante la lectura de la absorbancia emitida
por las muestras a 280 nm. La concentracion de proteina se determind usando
albiimina de suero bovino como proteina patrén. Se construyeron curvas patron de

6 puntos en el intervalo de concentracion de 0 a 2 mg/ mL.

La cantidad total de carbonilos se midi6 a 370 nm y se expresé como
nmol de carbonilos por mg de proteina, usando el coeficiente de extincién molar

para las hidrazonas (21.0 mM ' cm™).
4.4.3.2 Espectroscopia de fluorescencia

La oxidacién proteica en productos carnicos se evalud también mediante
la medida de la fluorescencia emitida por los productos de oxidacidén proteica
presentes en extractos carnicos acuosos segun describen Estévez et al. (2008a), y
Heinonen et al. (1998). Los productos carnicos se trituraron y homogenizaron 1:10
(v:v) con tampoén fosfato 10 mM, pH 6.0 conteniendo cloruro sodico 0.6 N usando
un Ultra-Turrax®. Previo al analisis, las muestras fueron filtradas a través de gasa
quirtrgica. Entonces, 4 mL de cada extracto se transfirieron a una cubeta de cuarzo
de 4 mL de capacidad. Las medidas se realizaron en un fluorimetro LS 55 Perkin-
Elmer (Beaconsfield, Inglaterra), midiendo la fluorescencia a una Aex= 350 nm y

una Aem= 450 nm.

Los resultados obtenidos se expresaron en unidades de fluorescencia
emitidas por los productos de oxidacion proteica a 450 nm. Estos valores fueron

corregidos teniendo en cuenta el contenido de proteina en cada producto. Asi, las

117



Materiales y Métodos

unidades de fluorescencia (U) se multiplicaron por un factor de correccion (Cf); Cs
=P/ P, donde P es la concentracion media de proteina de los productos cérnicos
objeto de estudio y P, es la concentracién de proteina en cada producto cérnico

(ver Apdo. 4.4.1).

4.4.3.3 Analisis de los semialdehidos a-aminoadipico (AAS) y y-
glutamico (GGS)

Se analizaron las concentraciones de AAS y GGS en productos carnicos
previa derivatizacion de las muestras segun el método descrito por Akagawa et al.

(2006), usando LC-ESI-MS como describe Estévez et al. (2009).

4.4.3.3.1 Preparacion de las muestras

Las muestras fueron cortadas, trituradas y seguidamente se
homogenizaron 1:10 (p/v) en tampon fosfato 10 mM conteniendo cloruro sodico
0.6 M usando un Ultra-Turrax® durante 30 segundos. A continuacion, se tomaron
alicuotas de 200 pL de cada muestra, se precipitaron con 2 mL de TCA al 10 % y
se centrifugaron a 2.000 r.p.m durante 30 minutos. Los sobrenadantes se
desecharon y el pellet resultante se tratdé con 2 mL de TCA al 5 % y se centrifugd a
5.000 r.p.m durante 5 minutos. A continuacion las muestras se derivatizaron. En
primer lugar se afiadio a cada muestra 500 pL de tampon acido 2-(N-morfolino)
etanosulfonico (MES) 250 mM, pH 6.0, conteniendo SDS al 1 % y 1 mM de acido
dietilenotriaminopentaacético. Seguidamente, se adiciono 500 pL. de tampon MES
250 mM, pH 6.0 conteniendo 50 mM de acido p- amino benzoico (ABA) y 250 puL
de tampon MES, pH 6.0 conteniendo NaCNBH; 100 mM. La mezcla se incubod en
un bafio termostatico con agitacion a 37 °C durante 1 hora. Finalizada la
incubacion, las proteinas presentes en la muestras fueron precipitadas mediante la
adicion de 500 pL de TCA al 50 % y se separaron por centrifugacion a
10.000 r.p.m durante 10 minutos. El sobrenadante obtenido se desechd y el pellet
se lavo en primer lugar con 1 mL de TCA al 10 % y después otras dos veces mas
con etanol/éter etilico 1:1 (v/v); en cada paso de lavado las muestras se agitaron y

centrifugaron 5 minutos a 10.000 r.p.m. Posteriormente, los precipitados se

118



Materiales y Métodos

hidrolizaron usando HCl 6 N a 110 °C durante 18 h. Las proteinas hidrolizadas se
secaron en un evaporador rotatorio a 40 °C. Finalmente, los hidrolizados fueron
resuspendidos en 200 pL de agua calidad Milli®-Q, para su analisis por LC-ESI-
MS. Por otro lado, las soluciones patron de AAS y GGS, se sintetizaron “in vitro”
a partir de N-acetil- -lisina y N-acetil- -ornitina usando lisil oxidasa extraida de la
membrana de la cascara del huevo, siguiendo el método descrito por Akagawa et
al. (2000).

4.4.3.3.2 Cuantificacion del AAS y del GGS

Para cuantificar los semialdehidos AAS y GGS presentes en los
hidrolizados de muestras carnicas, se inyectaron 2 pL. de cada hidrolizado en un
equipo HPLC Agilent 1100 series, equipado con una columna de fase reversa Luna
(5 um, 150 x 1.00 mm) (Phenomenex Torrance, CA, E.E.U.U) utilizando como
fase movil una mezcla de agua-acido acético al 2.5 % (solvente A; 95 %) y
metanol-acido acético 2.5 % (solvente B; 5 %) a un flujo de trabajo de 50 puL/ min.
La columna se mantuvo durante todo el andlisis a 30 °C. El eluido de la columna se
transfirié a un espectrémetro de masas de tipo cuadrupolo-trampa idnica equipado
con interfase electrospray (ESI) (Esquire-LC quadrupole ion trap mass
spectrometer with ESI interface, Broker Daltonics, Bremen, Alemania) que nos
permitié detectar cada semialdehido por separado. El voltaje aplicado fue de 3500
V. Los espectros de masas de los semialdehidos AAS y GGS se obtuvieron
cubriendo el intervalo de masas de 100 a 700 m/z. La presion del gas nebulizador
(nitrogeno) fue de 50 psi, a un flujo de 8 L/ min, manteniendo la temperatura a
300 °C.

Para recoger y analizar los datos se utilizé el programa informatico LC-
MSD, version 5.2 (Bruker Daltonics). La identificacion de ambos semialdehidos se
confirmé mediante correlacion con los tiempos de retencién y los espectros de
masas de los correspondientes patrones. Los picos que se corresponden con las
formas moleculares de los iones AAS-ABA y GGS-ABA se integraron

manualmente y las areas resultantes se utilizaron como indicadores arbitrarios de
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abundancia de ambos semialdehidos. Los resultados se corrigieron considerando la
concentracion de proteina de cada producto carnico, como se describe en el

apartado 4.4.3.2.

4.4.4 Analisis Estadistico de los Resultados

A lo largo del estudio se utilizaron dos lotes de productos y todos los
analisis se realizaron por triplicado (n=6). Los datos obtenidos del analisis de
oxidacion proteica y lipidica se usaron como variables del estudio y se les realizo
un analisis de la varianza (ANOVA) (SPSS, 1999) para comparar medias entre

diferentes productos carnicos.

En los casos en que las diferencias fueron significativas, las medias se
compararon usando el Test de Tukey’s. Adicionalmente, se utilizo el coeficiente de
correlacion de Pearson’s para establecer analogias entre los resultados de los

analisis proteicos y lipidicos.
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5. Resultados y Discusion

El presente apartado de resultados y discusion esta formado por una
compilacion de capitulos que forman parte de una serie de publicaciones que se
detallan en el apartado de difusion de resultados. Al mismo tiempo cabe mencionar
que al final de cada capitulo se incluye una discusion general del mismo que engloba

y enlaza los temas tratados durante la realizacion de esta tesis doctoral.

CAPITULO I: Efecto del Cloruro Sédico, Potdsico, Cdlcico y Magnésico

Sobre la Actividad de las Enzimas Proteoliticas Musculares.
(European Food Research and Technology, 2009: 229, 93-98)

CAPITULO II: Cambios Bioquimicos en Lomos Curados Salados con
Sustitucion Parcial del Contenido de NaCl por KCI.

(Food Chemistry, 2009: 117, 629-633)

CAPITULO III: Propiedades Bioquimicas y Sensoriales en Lomos

Curados con Sustitucion Parcial de Sodio por Potasio, Calcio y Magnesio.
(Journal of Agricultural and Food Chemistry, 2009: 57 (20), 9699-9705)

CAPITULO 1IV: Cambios Bioguimicos Durante la Elaboracién del Jamoén

Curado con Sustitucion Parcial del Contenido de NaCl por Otras Sales.
(Pendiente de enviar Meat Science )

CAPITULO V: Caracteristicas Sensoriales del Jamon Curado con
Sustitucion Parcial del Contenido de NaCl por Otras Sales: Influencia del

Contenido de Sal y las Condiciones de Procesamiento.

(Pendiente de enviar Meat Science)
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CAPITULO VI: 4ndlisis de la oxidacién en Proteinas de Origen Cdrnico
Mediante el Empleo del Meétodo de la Dinitrofenilhidrazina (DNPH),
Espectroscopia de Fluorescencia y Cromatografia Liquida Acoplada a un

Espectometro de Masas Con Fase Electrospray (LC-ESI-MS).

(Meat Science, 2009: 83 (1), 104-112)
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Efecto del Cloruro Sodico, Potasico, Calcico y Magnésico Sobre

La Actividad de Las Enzimas Proteoliticas Musculares.
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Capitulo 1

Capitulo 1. Efecto del Cloruro Sddico, Potasico, Calcico
y Magnésico Sobre la Actividad de las Enzimas

Proteoliticas Musculares.

Durante la ultima década la mayoria de estudios realizados han demostrado
que el cloruro de sodio actia como fuerte inhibidor de la actividad de las enzimas
proteoliticas musculares (Sarraga, et al., 1989; Rico et al., 1991; Toldra et al., 1993;
Flores et al., 1997a). Sin embargo, no existen actualmente datos disponibles acerca
del efecto que podria causar el uso de las sales sustitutivas del NaCl (KCl, CaCl, y

MgCl,) sobre la actividad de dichas enzimas proteoliticas.

Asimismo, a la hora de reducir el contenido de sodio en los productos
carnicos o sustituirlo por otras sales alternativas hay que tener en cuenta que el
empleo de éstas podria tener importantes consecuencias sobre los fenomenos
proteoliticos, que a su vez se veria reflejado en las caracteristicas organolépticas del
producto final. Por este motivo, es de suma importancia conocer los efectos que
provocaria el empleo de estas sales alternativas sobre la actividad de las enzimas
proteoliticas, ya que éstas juegan un papel de suma importancia durante la
elaboracion de los productos cérnicos curados. Mas aun si se considera que su
actividad, de manera general, estd regulada por la concentraciéon de NaCl que se

afiade al producto.

Por consiguiente, en este capitulo se comparara el efecto del NaCl con el
del KCl, CaCl, y MgCl, sobre la actividad de las enzimas proteoliticas musculares
con el fin de conocer si el uso de dichas sales como sustitutivas del NaCl, podria
tener consecuencias importantes sobre la actividad enzimatica proteolitica del

musculo porcino.

Entre los resultados obtenidos se comprobd que el KCI ejerce el mismo

efecto inhibidor que el NaCl sobre la actividad de las enzimas proteoliticas

127



Eur. Food Res. Tech. 2009: 229, 93-98

estudiadas (catepsinas, dipeptidilpeptidasas y aminopeptidasas), mientras que las
sales divalentes, CaCl, y MgCl,, mostraron fuertes diferencias sobre la actividad de
dichas enzimas en relacion al NaCl. Mas concretamente, las cuatro sales estudiadas
pero especialmente las sales divalentes (CaCl, y MgCl,) inhibieron fuertemente la

actividad catepsina (ver Figura 1).

Actividad Relativa (%0)
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20 1

0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600

Conc de Sal (mM)

Figura 1. Efecto de las sales de cloruro (®) NaCl, (o) KCI, (¥) MgCl> y (V) CaCl sobre la actividad de la
catepsina B (A), la catepsina B+L (B) y la catepsina H (C).
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De tal manera que la presencia de bajas concentraciones tanto de CaCl,
como de MgCl, provocaron un efecto inhibidor mas pronunciado que el del NaCl
sobre la actividad catepsina. Ambas sales tuvieron un efecto muy similar sobre la
actividad de las catepsinas B y B+L, pero en relacion a la catepsina H, el efecto
inhibidor del MgCl, fué mucho mayor, y asi, mientras que una concentracion de
0.1 M de CaCl, inhibi6 hasta el 60 % la actividad de la catepsina H, la misma

concentracion de MgCl, inhibid la actividad en mas del 80 % (ver Figura 1 C).

En el caso de las dipeptidilpeptidasas, solo la DPPIII y la DPPIV se
mostraron inhibidas en presencia de todas las sales estudiadas. Y de nuevo el KCl
ejercio un efecto similar al del NaCl sobre la actividad dipetidilpeptidasa (ver
Figura 2). Adicionalmente, cabe mencionar que la DPPI fue activada en presencia de
concentraciones de NaCl, KCl y MgCl, inferiores a 0.6 M (ver Figura 2 A).
Asimismo, muy bajas concentraciones de CaCl, alrededor de 10 mM activaron al
enzima, aunque concentraciones de esta sal del orden de 100 mM provocaron una

fuerte inhibicidén de la misma.

La DPPII fue activada en presencia unicamente de MgCl, en el medio de
reaccion y moderadamente inhibida por las otras sales (ver Figura 2 B), mientras que
la DPPIII y DPPIV fueron inhibidas por todas las sales estudiadas (ver Figura 2 C,
D), mostrando perfiles de inhibicion mucho mas pronunciados en presencia de bajas

concentraciones de sales divalentes (MgCl, y CaCl,).
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Figura 2. Efecto de las sales de cloruro () NaCl, (0) KCl, (¥) MgClz y (V) CaCl sobre la actividad de la
DPPI (A), la DPPII (B), la DPPIII (C) y la DPPIV (D).
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Para finalizar, cabe mencionar que el efecto de las sales sustitutivas del
NaCl sobre la actividad aminopeptidasa fue diferente dependiendo del tipo de
enzima a estudiar (ver Figura 3). En general, el CaCl, se mostré como el inhibidor
mas potente de la actividad aminopeptidasa a excepcion del caso de la enzima leucil
aminopeptidasa (LAP). El KCI ejercid6 nuevamente un efecto muy similar al del
NaCl sobre la actividad aminopeptidasa, y inicamente present6 algunas diferencias
en el caso de la enzima arginilaminopeptidasa (RAP) (ver Figura 3 B). Asimismo, la
aminopeptidasa mas importante a nivel proteolitico, la alanilaminopeptidasa (AAP),
fue fuertemente inhibida por todas las sales estudiadas y, en especial, por las
divalentes (ver Figura 3A). Por el contrario, la arginilaminopeptidasa (RAP) mostrd
una activacion en presencia de sales monovalentes y se inhibié en presencia de
CaCl, en el medio de reaccion. E1 MgCl, ejercid una activacion del enzima a muy
bajas concentraciones pero concentraciones alrededor de 200 mM inhibieron su
actividad (ver Figura 3 B). La actividad de la enzima leucilaminopeptidasa (LAP) no
se vi6 afectada por la presencia de las sales estudiadas en el medio de reaccion (ver
Figura 3C), mientras que la metionilaminopeptidasa (MAP) no estuvo afectada por
la presencia de sales monovalentes. En cambio, la presencia de las sales divalentes

en el medio de reaccion (CaCl, y MgCl,) inhibio su actividad a diferentes grados.
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Figura 3. Efecto de las sales de cloruro () NaCl, (0)KCl, (¥) MgCL y (V) CaCl sobre la actividad de la
alanil- (A), arginil- (B), leucil- (C) y metionil (D) aminopeptidasa.
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Asi pues, el KCI no ejercio ningun efecto significativamente diferente al del
NaCl sobre la actividad de las enzimas proteoliticas musculares estudiadas mientras
que las sales divalentes (CaCl, y MgCl,) por su parte ejercieron un efecto similar al
del NaCl pero mucho mas acusado para la mayoria de las enzimas estudiadas, es
decir, que se requeririan concentraciones mucho mas bajas de estas sales para
conseguir el mismo efecto. La que presentd el efecto mas dispar fue el CaCl,, en

especial sobre la DPPI y I, y sobre la arginilaminopeptidasa (RAP).

Por consiguiente, la sustitucion parcial del contenido de NaCl por una
concentracion similar de KCl o por bajas concentraciones de sales divalentes no
deberia alterar la actividad enzimatica, especialmente si ajustamos debidamente las
concentraciones de las sales divalentes. Con esto se podria disminuir la
concentracion de NaCl en productos carnicos curados, sin afectar sensiblemente el

proceso proteolitico que tiene lugar durante su elaboracion.
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Capitulo 11

Capitulo II. Cambios Bioquimicos en Lomos Curados

con Sustitucion Parcial del Contenido de NaCl por KCI.

Actualmente existe la tendencia por parte de los consumidores de demandar
productos elaborados bajos en sal, dado que se ha comprobado la relacion existente
entre el aumento de la presion arterial y el consumo elevado de sal en la dieta

(Matthews y Strong, 2005; Russunen y Puolanne, 2005).

Por este motivo, y a tenor de que el NaCl es uno de los ingredientes
esenciales de los productos carnicos, durante los ultimos afios se han llevado a cabo
numerosos estudios con el fin de elaborar productos céarnicos bajos en sal usando
mezclas de NaCl y KCI. Sin embargo, unicamente sustituciones de hasta un 50 % de
NaCl por KCI resultaron adecuadas para obtener un producto aceptable desde el
punto de vista de la calidad sensorial sin que se vieran afectadas sus propiedades
microbioldgicas (Whiting y Jenkins, 1981; Hand et al., 1982b; Keeton, 1984; Pasin
et al., 1989; Gou et al., 1996; Gelabert et al., 2003).

Por otro lado, existe muy poca informacion acerca del efecto que produce la
sustitucion del contenido de NaCl por KCI sobre los fendmenos proteoliticos y
lipoliticos que tienen lugar a lo largo del proceso de elaboracion de los productos
carnicos curados. Por lo tanto, el objetivo fundamental de este capitulo fue evaluar
el efecto que provoca la sustitucion parcial del contenido de NaCl por KCl sobre las
caracteristicas bioquimicas y sensoriales del lomo curado, al final de la fase de

maduracion de dicho producto.

En primer lugar, con el fin de comprobar la correcta penetracion de las
sales utilizadas en los tratamientos de salado, se determiné el contenido residual de
los cationes sodio y potasio en los lomos curados al final del proceso de maduracion.

Los resultados se muestran en la Tabla 1.
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Tabla 1. Contenido de sodio y potasio (mg /100 g m.s) en los lomos curados utilizando cuatro tipos de
tratamientos de salado: I: Control, 100 % NaCl; II: 65 % NaCl-35 % KCI; III: 50 % NaCl-50 % KCl y IV:
30 % NaCl-70 % KCI.

Cationes Tratamientos de Salado
1 1T I v
Na' 2732.0 24540 1555.0 1230.0
K 621.0 1707.0 1859.0 2631.0
Na":K' ratio 4.48 1.44 0.84 0.47
mEq Na' 120.9 106.6 67.6 53.4
mEq K' 15.9 437 47.6 67.4
mEq Na":K' ratio 7.60 2.43 1.42 0.79

mEq Na'=mg/ 100 g Na'/23.
mEq K'=mg /100 g K/39.

Como era de esperar, los lomos curados salados con una mezcla de NaCl y
KCI (tratamientos II, III y IV) mostraron un aumento en el contenido residual del
ion K7, el cual aumenté de manera proporcional a la concentracién de KCI que se

afiadia a la mezcla de sales.

El analisis sensorial de los lomos curados, al final de la etapa de
maduracion, y cuyos resultados aparecen en la Tabla 2, no mostré diferencias
significativas (p > 0.05 %) con respecto a los atributos aroma, textura y sabor entre
los lomos control (tratamiento I, 100 % NaCl), y aquellos lomos sometidos a los
tratamientos de salado II y III, donde se produjeron sustituciones de hasta un 50 %
de NaCl por KCI. Ademas, los lomos curados salados con los tratamientos I y II1
fueron preferidos por el panel de catadores respecto a los atributos color y
aceptacion global. Sin embargo, los lomos curados salados con un 70 % de KCl
(tratamiento I'V) recibieron baja puntuacion por el panel de catadores con respecto a
todos los atributos estudiados a excepcion del color el cudl no mostrd diferencias

significativas (p > 0.05 %) con respecto a los lomos control.
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Tabla 2. Analisis Sensorial (test de preferencia por parejas) de los lomos curados salados con los cuatro
tratamientos de salado diferentes al final del proceso de maduracion.

Atributos Tratamientos de Salado
Sensoriales I 11 111 I\ P-valor"
Color
8¢ 40 <(.001
5 43 <().001
23 25 ns
Aroma
28 20 ns
29 19 ns
34 14 <0.01
Textura
18 30 ns
19 29 ns
31 17 <0.01
Sabor
18 30 ns
21 27 ns
37 11 <0001
Aceptacion Global
14 Rl <0.01
17 31 <01
33 10 <0.001

* Tratamientos de salado: I: Control (100 % NaCl); II: lomos curados salados con el tratamiento II (65 %
NaCl- 35 % KCI); III: lomos curados salados con el tratamiento III (50 % NaCl- 50 % KCl); IV: lomos
curados salados con el tratamiento IV (30 % NaCl- 70 % KCl).

" Nivel de significacién: n.s (p > 0.05 %).

“Numero de catadores que prefieren cada tratamiento (niimero total igual a 48).

Estos resultados se correlacionan con los encontrados por Gelabert et al.
(2003) vy Gou et al., (1996) en embutidos curados fermentados y en lomo curado,
respectivamente, e indican que sustituciones de hasta un 50 % de NaCl por KCI no
afectan a la textura o el color del producto y ademas proporcionan un flavor
aceptable sin que se aprecie sabor a amargo de manera notable. De hecho, los

mejores valores obtenidos en nuestro estudio se corresponden con los lomos curados
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salados con sustitucion parcial de un 50 % del contenido de NaCl por KCl

(tratamiento III).

Con el fin de conocer como se vieron afectadas las enzimas proteoliticas
tras el empleo de los distintos tratamientos de salado (I, II, IIl y IV) se estudiaron las
actividades residuales catepsinas, dipeptidilpeptidasas y aminopeptidasas en los

lomos curados.

Estudios previos ya habian demostraron que la sal (NaCl) induce un efecto
inhibitorio sobre la actividad de las catepsinas B y B+L (Rico et al., 1991; Toldra et
al., 1993). En este caso, en los lomos curados en presencia de KCI se observd una
mayor actividad residual de la catepsina B y B+L en comparacion con los lomos
sometidos al tratamiento control (tratamiento I, 100 % NaCl). La diferencia fue
significativamente mayor (p < 0.05 %) en aquellos lomos sometidos a los
tratamientos de salado III y IV (50 y 70 % de KCIl, respectivamente) como se
muestra en la Tabla 3. Por otro lado, la actividad de la catepsina H no se vi6 afectada
seriamente por ninguno de los tratamientos de salado experimentales estudiados (II,
My IV).

Tabla 3. Actividad proteoliticas enzimatica (U x g « 10'3) en los lomos curados salados con los cuatro

tipos de tratamientos de salado: I: Control, 100 % NaCl; II: 65 % NaCl- 35 % KCI; III: 50 % NaCl- 50
% KClyIV: 30 % NacCl- 70 % KCI.

Enzima Tratamientos de Salado
Media

I i 1| v ES]
Catepsina B 1.26°+0.28 1.33%+0.05 2.29°+0.06 2.23°+0.00 0.10
Catepsina B+L 3.68%+0.29 4.46°+£0.24 7.92°41.09 3.63°£0.01 0.41
Catepsina H 0.08+0.05 0.2440.00 0.024+0.00 0.12+0.06 0.09
Dipeptidipeptidasa I 4644041 2354012 1.00%40.15 2.42°40.05 0.18
Dipeptidilpeptidasa II 0.284+0.13 0.31+0.04 0.36+0.10 0.37+0.06 0.08
Dipeptidilpeptidasa ITT 576029  5.02%+0.24 4.10°+0.08 1.63%0.50 028
Dipeptidilpeptidasa IV 1.19°:0.28 0.39°40.01 0.99°+0.11 1.25%+0.05 0.11
Alanilaminopeptidasa 8.48%£0.90  9.45°+031 6.52°+0.16 10.23°+0.29 0.42
Arginilaminopeptidasa 0.71+0.13 0.61°+0.02 1.08°+0.04 0.92°4+0.02 0.05
Leucilaminopeptidasa 4374006 4974011 4.73%+0.21 6.41%+0.12 0.13
Metionilaminopeptidasa ~ 2.11°£0.45  1.22°0.16 0.86°+0.17 1.14°+0.06 0.21

Diferentes superindices dentro de la misma linea, indican diferencias significativas entre tratamientos
de salado (p < 0.05 %).

'E.S.: Error estandar.
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Estos resultados sugieren que sustituciones del orden del 50 % de NaCl por
KCl o superiores podrian dar lugar a un aumento de la actividad de la catepsina B y

B+L que se veria reflejado en una prolongacion de la proteolisis.

La actividad residual de las dipeptidilpeptidasas en los lomos curados fue
diferente dependiendo del tipo de tratamiento de salado empleado (ver Tabla 3). La
excepcion fue la DPPII, que no se vio afectada por el tipo de tratamiento
(p < 0.05 %). Asi pues, la actividad de la DPPI fue significativamente mayor (p <
0.05 %) en los lomos curados con 100 % NaCl (tratamiento I, control) en
comparacion con aquellos salados con los tratamientos experimentales II, 11T y IV.
La actividad de la DPPIII disminuyé significativamente (p < 0.05 %), tanto mas
cuanto mayor fue el porcentaje de sustitucion de NaCl, mientras que la actividad de
la DPPIV no se vi6 afectada por ninguno de los tratamientos de salado estudiados,
excepto por el tratamiento II que ejercid un ligero efecto inhibitorio sobre su
actividad (p < 0.05 % ).

Por tltimo, la actividad aminopeptidasa estuvo afectada por los
tratamientos de salado empleados de la siguiente manera: la RAP mostr6 mayor
actividad residual en aquellos lomos salados con los tratamientos III y IV, mientras
que la LAP solamente en aquellos lomos salados con el tratamiento IV (ver Tabla

3).

Por el contrario, la actividad residual de la MAP fue significativamente
menor en los lomos salados con mezclas de NaCl y KCl. El efecto del potasio sobre
la actividad residual de la AAP, fue variable y no se encontr6 una clara relacion con

el porcentaje de sustitucion.
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Las proteinas sarcopldsmicas y miofibrilares se extrajeron al final del
proceso de curado de los lomos salados con los cuatro tratamientos de salado y su

composicion se analizo por electroforesis (ver Figura 1 y 2, respectivamente).

Tratamientos de Salado
kDa Sta*  I° o m IV

200.0

166.3
974

66.2

45.0

31.0

215

144

Figura 1. SDS-PAGE al 12% de las proteinas miofibrilares de los lomos curados salados con cuatro tipos de
tratamientos de salado. “Std: Masas moleculares de los patrones de proteina. ® Tratamientos de salado: I:
100% NaCl; II: 65 % NaCl- 35 % KCI; III: 50 % NaCl- 50 % KCly IV: 30 % NaCl — 70 % KCI.

Como se muestra en las Figuras 1 y 2, las diferencias mas relevantes se
observaron en las proteinas sarcopldsmicas, mientras que los perfiles
electroforéticos de las proteinas miofibrilares fueron muy similares en todos los
tratamientos. De hecho, los electroferogramas de las proteinas miofibrilares (ver
Figura 1) mostraron en todas las muestras una intensa degradacion de las bandas de
miosina y actina, a lo largo de la fase de maduracion como previamente ya se habia

observado en jamon curado (Toldra et al., 1993).
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Por otro lado, los perfiles electroforéticos de las proteinas sarcoplasmicas
mostraron mas densidad de bandas en los lomos curados salados con sustitucion
parcial del contenido de NaCl (tratamientos II, III y IV) que aquellos salados
tradicionalmente (tratamiento [), como se muestra en la Figura 2. Mas
concretamente, los lomos curados con los tratamientos II, III y IV mostraron un
progresivo incremento en la intensidad de bandas entre los 55 kDa y los 28 kDa.
Esto estaria relacionado con la alta actividad catepsina B y B+L que se encontr6 en
aquellos lomos salados con alta concentracion de potasio. La excepcion fue la banda
de 36 kDa, correspondiente a la glicelradehido-3-fosfato-deshidrogenasa, y que se

mantuvo en todas las muestras con la misma densidad.

Tratamientos de Salado
KDa Std? I’ 11 m 1Iv

200.0

166.3
97.4

6.5

Figura 2. SDS-PAGE al 12% de las proteinas sarcoplasmicas de los lomos curados salados con cuatro
tipos de tratamiento de salado diferentes. Std: Pesos moleculares de los patrones de proteina. °
Tratamientos de salado: I: 100% NaCl; II: 65 % NaCl- 35 % KCl; III: 50 % NaCl- 50 % KCl y IV: 30 %
NaCl - 70 % KCL.
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Los aminoacidos libres, que se originan como producto final de la
proteolisis, son de gran importancia no solamente porque contribuyen a generar
sabores especificos sino también porque estan implicados en reacciones de
degradacion que generan compuestos volatiles responsables del flavor tipico de los

productos carnicos (Toldra et al., 2000).

Del estudio de los aminoacidos libres también podemos deducir cual ha
sido el comportamiento de las enzimas proteoliticas en su conjunto durante el
proceso de curado. Asi, tal como se ve en la Tabla 4, no ha habido un efecto
significativo de los tratamientos de salado sobre la liberacion total de los
aminodacidos (p > 0.05 %), lo cual indica que la actividad aminopeptidasa global fue
similar en ellos. Si que existio alguna diferencia en el contenido de algln
aminoacido aunque no parece muy importante.

Tabla 4. Concentracion de aminoacidos libres (mg / 100g muestra) en los lomos curados salados con los

cuatro tipos de tratamientos de salado diferentes. Tratamiento I: Control, 100 % NaCl; tratamiento II: 65
% NaCl- 35 % KCI; tratamiento I1I: 50 % NaCl- 50 % KCl y tratamiento IV: 30 % NaCl- 70 % KCL

Aminoacidos libres Tratamientos de Salado

(FAA) 1 11 111 1V

Asp 7.3620.94 7.98+1.14 12.21+4.14 5.39+1.77
Glu 34.86+4.24 35344627 44.4046.16 27.23+1.98
Ser 4134+2.33 36.32+1.62 46.1744.52 36.94+1.16
Asn 15.93+1.20 12.27+0.68 14.12+0.94 10.78+2.52
Gly 32.13+1.57 30.87+1.58 36.48+3.41 30.2140.42
Gln 34.39°£1 95 33.31%1.51 37.23%+1 63 45.324+3.05
B-alal 3.55+0.30 3.38+0.41 4.2140.49 3.73+0.02
Ala 70.94+£2.37 75.39+4.28 79.90+4.87 68.74+3.65
Arg 36.41%£2.69 25.85%41 54 33.48%+3 15 28.90%+1 56
Pro 35.92%130 34.73%£4.88 58.36%+3.61 37.4543.71
Tyr 40634273 46.70%+1.07 45.84%+0 86 36.83"42.55
His 1791+1.34 13.6340.51 18.6242.10 14.67+£2.01
Thr 36.65+1.78 33.61+1.59 41.0143.54 32.45+0.65
Val 54.56°£1 65 52.34%2.18 69.33%43.01 44221 93
Met 32.78+2.00 30.80+1.28 30.17£1.32 27.67+2.05
Tle 49.88+3.26 45.4042.72 48.20+2.68 39.74+5.46
Leu 92.36+5.93 75.5043.80 83.00+2.62 74.15£12.56
Phe 55344453 50.08+3.10 40.66+2.82 46.06£8.54
Lys 47.94+4.94 33.65+1.95 44.9946.57 33.35+1.79
Total FAA 749.88+4.86 677.16£4.48 797.40+4.89 643.83+4.20

Los resultados se expresan como media de tres repeticiones + error estandar.

" Diferentes superindices dentro de la misma linea, indican diferencias significativas entre tratamientos
de salado (p < 0.05 %).

'B-ala: B-alanina.
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De hecho, resultados similares se encontraron en salsas de pescado
fermentadas (Sanceda et al., 2003) y en queso Feta (Katsiari et al., 2000a), donde la
proteolisis no estuvo afectada por la sustitucion parcial del contenido de NaCl por

KCI durante la elaboracion de estos productos.

Finalmente, el contenido de 4acidos grasos libres (FFA) fue analizado al
final de la etapa de maduracion, con el fin de utilizarlos como indicadores del
proceso lipolitico que tuvo lugar durante el proceso de elaboracion del lomo curado

(ver Tabla 5).

Tabla 5. Composicion de acidos grasos libres (expresada en mg / 100 g de muestra) en los lomos curado
salados con los cuatro tipos de tratamientos de salado: I: Control, 100 % NaCl; II: 65 % NaCl- 35 % KCI;
III: 50 % NaCl- 50 % KCl y IV: 30 % NaCl- 70 % KCI.

Acidos Grasos Libres Tratamientos de Salado

(FFA)
I II 11 v
Cl14:0 2884042 4.14%+0.59 1.81%40.45 2.66™+0.33
C16:0 95.3049.44 103.05+4.70 923741149 105.98+2.86
C18:0 39.49+6.92 60.80+5.08 57.58+5.73 62.06+1.40
SFA! 1576741615 167.99+8.22 152.21417.00 170.70+3.91
C16:1 8524121 12.20+1.60 8.00+1.60 13.35£3.20
C18:1 136.81416.37  150.98+14.55 119.25423.26 17739424 56
C20:1 2254034 224%+032 1.62%:0.29 3.00°+0.34
MUFA? 147.58417.85  165.42+16.44 128.88+25.03 193.74438.89
C18:2 145.13412.30  158.8546.86 144 8441236 164.48+13.78
C18:3 3.5340.69 3.7440.22 3.414039 4.46£011
C20:2 2.06*+0.34 1.69%0.30 2.46%+0.35 3.29%0.46
C20:3 4.8840.40 3.9340.28 5.1840.89 5484064
C20:4 42,9843 81 30.24+1.54 4375+6.60) 44.60+2.70
C22:4 2.1040.61 1.012£0.49 1.650.35 2.59+0.69
PUFA® 203.47417.62  165.4148.56 215.64425 84 2249141670
Total FFA 508.72447.58  498.82+13.90 496.73£20.85 5893643822

Los resultados se expresan como media de tres repeticiones + error estandar.

b Diferentes superindices dentro de la misma linea, indican diferencias significativas entre tratamientos
de salado (p < 0.05 %).

'SFA: Concentracion total de acidos grasos saturados.
’MUFA: Concentracion total de acidos grasos monoinsaturados.

3PUFA: Concentracion total de acidos grasos poliinsaturados.
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Como se puede apreciar, los tratamientos experimentales de salado no
promovieron diferencias significativas (p<0.05) en la concentracion total de acidos
grasos saturados (SFA), monoinsaturados (MUFA) o poliinsaturados (PUFA) en los
lomo curados con respecto a aquellos salados tradicionalmente (tratamiento I,
control, 100 % NaCl). Estos resultados son semejantes a los encontrados en queso
(Lindsay et al., 1982; Katsiari et al., 2001), donde sustituciones de hasta un 50 % de
NaCl por KCl no afectaron al fenémeno lipolitico que tuvo lugar durante la
maduracion de este producto; incluso en jamon curado, el contenido de sal empleado
en la salmuera no afectd a la composicion final de acidos grados libres (Countron-

Gambotti et al., 1999).

En resumen, estos resultados ponen de manifiesto que sustituciones de
hasta un 50 % de NaCl por KCI no afectan significativamente a los fenomenos
proteoliticos y lipoliticos que tienen lugar durante la elaboracion de los lomos
curados. Tampoco se observaron diferencias significativas en cuanto a las
caracteristica sensoriales e incluso aquellos que contenian un 50 % de KCl (bajo las

condiciones de uso) estuvieron mejor valorados por el panel de catadores.

Asi pues, estos resultados pueden ser utiles como punto de partida para el
estudio de la reduccion del contenido de NaCl en otros productos carnicos curados

como el jamén curado.
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Capitulo III. Propiedades Bioquimicas y
Sensoriales en Lomos Curados con Sustitucion

parcial de Sodio por Potasio, Calcio y Magnesio.

Hoy en dia se han desarrollado diferentes estrategias con el fin de reducir el
contenido de sodio en productos carnicos; principalmente por sustitucion parcial del
NaCl por otras sales como el KCI (Terrell, 1983; Gimeno et al., 1998; Gou et al.,
1996; Armenteros et al., 2009b; Toldra y Barat, 2009). Sin embargo, el uso de
cantidades elevadas de KCl genera sabores amargos en el producto y, por
consiguiente, estd limitado (Leak et al., 1987). Recientemente, Armenteros et al.,
(2009b) lograron sustituir hasta un 50 % el contenido de NaCl por KCI en lomo
curado sin que se vieran afectados los fendomenos proteoliticos y lipoliticos ni sus

propiedades sensoriales.

El empleo de sales divalentes, como CaCl, y MgCl, como sustitutos
parciales del contenido de NaCl no estda muy estudiado, y las pocas investigaciones
que hay al respecto ponen de manifiesto que el uso de este tipo de sales genera
defectos en la calidad final de los productos (Hand et al., 1982a; Gimeno et al.,
1999). A pesar de ello, el empleo de estas mezclas de sales no solamente permite
reducir el contenido de sodio en los productos carnicos, sino que mejora la

aportacion nutricional diaria de este tipo de minerales (Gimeno, et al., 1998).

El objetivo principal de este trabajo fue determinar el porcentaje maximo de
sustitucion de NaCl por una mezcla de KClI y sales divalentes (CaCl, y MgCl,) sin
que las propiedades bioquimicas y sensoriales del producto final (lomo curado) se

vieran afectadas.

Se ha estudiado el efecto del cloruro sédico sobre la actividad de las
enzimas proteoliticas musculares (Toldra et al., 1993; Flores et al., 1997a;

Sentandreu y Toldré, 2001c). Recientemente, Armenteros et al., (2009a), llevaron a
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cabo un estudio “in vitro” orientado a esclarecer el efecto del KCl, CaCl, y MgCl,
sobre la actividad de las enzimas proteoliticas musculares y se pudo comprobar que
el KCI ejerce un efecto inhibidor muy similar al del NaCl sobre todas las enzimas
proteoliticas estudiadas (catepsinas, dipeptidilpeptidasas y aminopeptidasas),
mientras que las sales divalentes (CaCl, y MgCl,) alcanzaron valores de inhibicion

similares al del NaCl pero a concentraciones mucho menores.

Sin embargo, hay que tener en cuenta que la actividad proteolitica dentro
del lomo no solo depende de la cantidad y del tipo de sal empleada en su
elaboracion, sino también de la difusion de ésta hacia el interior del musculo, asi
como también de la actividad de agua (ay), la temperatura, el pH y las condiciones
de procesamiento (Bafidn et al., 1999; Toldra 2006a). Asi pues, cualquier variacion
en alguno de estos factores podria tener efectos notables sobre la textura, el flavor y

la apariencia final del producto (Toldra 2006a; Armenteros et al., 2009a).

El estudio de la penetracion de las sales de curado se realizd mediante el
analisis de los distintos cationes en el interior del lomo una vez terminado. Los

resultados se muestran en la Tabla 1.

Tabla 1. Contenido de los cationes sodio, potasio, calcio y magnesio (en mg / 100 g m.s.) en los lomos
curados salados con los cuatro tipos de tratamientos de salado diferentes. # Materia Fresca ® Tratamientos
de salado: I: Control, 100 % NaCl; II: 55 % NaCl, 25 % KCl, 15 % CaCl, y 5 % MgCl,; II1: 45 % NacCl,
25 % KCl, 20 % CaCl, y 10 % MgCl, y IV: 30 % NaCl; 50 % KCl, 15 % CaCl, y 5 % MgCl,.

Cationes Materia Prima’ I i} 111 v

Na* 55.83%:0.65 2944.23°£88.65  1685.13°:18043 1634.85%£134.57  1414.78%+125.76
K 359.58%1 .66 597.00%17.72 1235.29°46134 1350.66%£39.38 1886.32°£77.69
Ca®* 13.48%0.30 81.91°9.16 166.78"+17.80 212.29%20.55 162.33%7.30
Mg® 9.49%0.05 43.46%+1.93 92.11°48.10 120.75°48.18 91.73°+4 26

Los resultados se expresan como medias de tres determinaciones + error estandar.

b€ Diferentes superindices dentro de la misma linea, indican diferencias significativas entre tratamientos
de salado (p< 0.05 %).
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Teniendo en cuenta la concentracion natural de estos cationes en el lomo
fresco (ver Tabla 1), la concentracion de los mismos al final de la fase de
maduracion es un reflejo de la penetracion y difusion de las sales empleadas en los
tratamientos de salado. Sin embargo, se encontraron concentraciones mas bajas
respecto a las esperadas de los cationes de Ca>" y Mg”" en los lomos sometidos a los
tratamientos de salado II, IIT y IV en relacion con la proporcion de éstas sales (CaCl,
y MgCl,) en la salmuera . Estos resultados estan en concordancia con los obtenidos
por Alifio et al., (2009b) en lomo de cerdo y Martinez-Alvarez (2005) en bacalao, y
ponen de manifiesto la dificultad de los cationes Ca*" y Mg®" para penetrar en el
interior del lomo. Este hecho se podria explicar porque ambos cationes presentan
alta densidad de carga (0.050 y 0.082 unidades de carga / peso molecular,
respectivamente), lo que incrementaria su dificultad para penetrar en el interior del
lomo (Blesa et al., 2008). Ademas, los cationes Ca’" y Mg®" se pueden unir
fuertemente con los grupos funcionales mas externos de las proteinas musculares
compactando la superficie de la carne y, por consiguiente, retardando su penetracion

hacia el interior del lomo (Iyengar y Sen, 1970).

La actividad residual de las enzimas proteoliticas (catepsinas,
dipeptidilpeptidasas y aminopeptidasas) al final del proceso de maduracion de los
lomos curados con los cuatro tratamientos de salado (tratamientos I, II, IIT y IV) se
muestra en la Tabla 2.

Tabla 2. Actividad proteolitica (U / g) 107 en los lomos curados salados con los cuatro tipos de
tratamientos de salado diferentes. 'Tratamientos de salado: I: Control, 100 % NaCl; II: 55 %, 25 % KCI,

15 % CaCl, y 5 % MgCl,; II1: 45 % NaCl, 25 % KCI, 20 % CaCl, y 10 % MgCl, y IV: 30 % NaCl, 50 %
KCl, 15 % CaCl, y 5 % MgCl,. 2E.S: Error estandar.

Enzima Iy o i v 3 2E.S.
Catepsina B 0.89°£0.04 1.80°0.20 1.24°+0.07 2.01°£0.02 0.08
Catepsina B+L 3.10%0.21 6.22°£0.24 4.15%0.09 5.59°£0.18 018
Catepsina H 0.08+0.05 0.03+0.00 0.03+0.00 0.16+0.10 0.05
Dipeptidilpeptidasa 1 4.64%+£0.41 1.52°£0.08 1.03%0.07 1.06°+0.03 0.15
Dipeptidilpeptidasa I 0.27+0.04 0.38+0.07 0.31+0.01 0.2840.10 0.06
Dipeptidilpeptidasa 111 4.51%£0.79 4.49%£1.18 4.10°%£0.60 1.71°£0.29 0.72
Dipeptidilpeptidasa v 0.31+0.05 0.21+0.02 0.27+0.06 0.20+0.03 0.04
Alanilam inopeptidasa 7.66%0.66 1317°028 9.92%0.08 11.05%£0.19 030
Arginilaminopeptidasa 031°%0.07 0.81°0.02 0.59°+0.02 0.49°+0.01 0.03
Leucilaminopepﬁdasa 3.23%+0.36 7.55%0.09 4.24°+0.26 6.73%+0.22 023
Metionilaminopeptidasa 1.63%0.19 1.03°£0.06 1.16"+0.08 1.64°+0.05 0.10

»b¢ Diferentes superindices dentro de la misma linea, indican diferencias significativas entre tratamientos
de salado (p< 0.05 %).
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Como se puede apreciar, los lomos salados con los tratamientos Il y IV no
muestran diferencias significativas en la actividad residual de las catepsinas B y
B+L y ademas presentan valores significantemente mas altos en la actividad de estas
enzimas que aquellos sometidos al tratamiento III y que los salados tradicionalmente
(ver Tabla 2). Esto podria ser debido a que en ambos tratamientos se emplearon
concentraciones similares de sales divalentes (CaCl, y MgCl,), mayores que en el
tratamiento III, y que ademas los cationes Ca’"y Mg”" obstaculizan la penetracion
de la sal hacia el interior del lomo por unirse fuertemente a los grupos polares de las
proteinas (Xiong y Brekke, 1991). Por lo tanto, la mayor actividad catepsina que se
encontr6 en los lomos sometidos a los tratamientos de salado I y IV era de esperar

ya que la concentracion de la sal en el interior de los mismos fue menor.

Con respecto a las exopeptidasas (dipeptidilpeptidasas y aminopeptidasas),
los lomos salados con los tratamientos II, IIl y IV mostraron menor actividad
residual del enzima DPPI respecto a los lomos control, mientras que la actividad
residual de la DPPIII tinicamente fue inferior en aquellos lomos donde se aplico el
tratamiento de salado IV, donde el porcentaje de sustitucion de NaCl alcanzé valores
del 70 %. Las actividades residuales de la DPPII y DPPIV no estuvieron afectadas
por ninguno de los tratamientos experimentales de salado empleados (ver Tabla 2).
Finalmente, la actividad residual de las aminopeptidasas; AAP, RAP y LAP, fue
significantemente mayor en los lomos salados con los tratamientos experimentales
I, III y IV), salvo en el caso de la actividad de la MAP, la cudl fue

considerablemente menor en los lomos salados con los tratamientos II y III.

El resultado de la actividad proteolitica fue estudiado por electroforesis en
geles de poliacrilamida (SDS-Page) de las proteinas musculares. Los perfiles
electroforéticos de las proteinas miofibrilares (Figura 1) y sarcoplasmicas (Figura 2)
extraidas al final de la fase de curado no revelaron un claro efecto debido al tipo de

tratamiento de salado en la proteolisis de los lomos.
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200.0
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Figura 1. SDS-Page al 12% de las proteinas miofibrilares de los lomos curados salados con cuatro
tipos de tratamientos de salado diferentes.” Std: Pesos moleculares de los patrones de proteina.
"Tratamientos de Salado: I: 100% NaCl; II: 55 % NaCl, 25 % KCl, 15 % CaCl, y 5 % MgCly; III: 45 %
NaCl, 25 % KCl, 20% CaCl, y 10 % MgCl, y IV: 30% NaCl, 50 % KCl, 15 % CaCl, y 5 % MgCl.

66.2

6.5

Figura 2. SDS-Page al 12% de las proteinas sarcoplasmicas de los lomos curados salados con cuatro tipos
de tratamientos de salado diferentes.” Std: Pesos moleculares de los patrones de proteina. "Tratamientos de
Salado: I: 100% NaCl; II: 55 % NaCl, 25 % KCl, 15 % CaCl, y 5 % MgCly; I1I: 45 % NaCl, 25 % KCl, 20
% CaCl, y 10 % MgCl, y IV: 30 % NaCl, 50 % KCl, 15 % CaClL y 5 % MgCl,.
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Los polipéptidos generados durante la hidrdlisis de las proteinas carnicas
pueden ser degradados a pequefios péptidos y aminoacidos libres principalmente por
la accion de las exopeptidasas, (dipeptidilpeptidasas y aminopeptidasas) (Toldra y
Flores, 1998).

Algunos de los aminoacidos liberados son de gran importancia porque estan
involucrados en reacciones de degradacion que generan compuestos volatiles que a
su vez contribuyen al desarrollo del flavor de los productos carnicos. Los resultados
de la concentracién de aminoacidos libres de los lomos curados salados con los

cuatro tipos diferentes de tratamientos se muestran en la Tabla 3.

Tabla 3. Concentracion de aminoéacidos libres (mg / 100g muestra) en lomos curados con los cuatro tipos de
tratamientos de salado diferentes: Tratamiento I: Control, 100 % NaCl; tratamiento II: 55 % NaCl, 25 % KCl,
15 % CaClyy 5 % MgCl,; tratamiento III: 45 % NaCl; 25 % NaCl, 20 % CaCl, y 10 % MgCl, y tratamiento
1V: 30 % NaCl, 50 % KCl, 15 % CaCl, y 5 % MgCl,.

Aminodcidos libres I 1 I v
(FAA)

Asp 736°40.94 15,884 13 18.01°+3.64 14.86%£4.27
Glu 14.867+4.24 52254899 71.06°8.71 458874975
Ser 413474233 65.96"£12.06 6638°+7.76 5469684
Asn 15.931.20 27.79%+4 54 29.03"+3.24 2079267
Gly 32.13%41 .57 45.70°+7.21 45.70°+5.14 39.78%+4.30
Gln 34.39°41 95 766711045 63217421 43.00%+622
Ala 70.9442.37 99.83412.17 96.00°+11.54 820874732
Arg 36.41%2.69 63.52%12.98 715181218 51.04%6.24
B-ala? 35540.30 3.18+0.34 3.2540.39 2133019
Pro 35.92%41.30 50241743 50.74%47.38 3963694
Tyr 49634276 55.19+8.56 572346.55 55333.03
His 1791741 34 36.02°47.28 3647°46,69 25.79%44.74
Thr 36.65741.78 48.83°6.77 501745 67 4868%+5.74
Val 54,5641 65 69,8879 14 797741163 656274558
Met 32.78%£2.00 43,9374 45 51.61%4.90 45557219
Tle 49884326 71.76"8.63 79.93%10.13 64.27%£2.69
Leu 92.36%45.93 13146"£16.83 140.76"£19.26 119.63%24.68
Phe 55.34°44.53 76.28"48.05 8220°48.65 71.68%+1.64
Lys 47.94°:4.90 94.01%+11.84 1043141474 624571087
Total FAA 749.88744.86 1128.99742.99 1197.3347.29 953,08+5.82

Los resultados se expresan como medias de tres repeticiones + error estandar.

»b¢ Diferentes superindices dentro de la misma linea, indican diferencias significativas entre tratamientos de
salado (p < 0.05 %).
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Como se puede observar, se produjo una mayor concentracion total de
aminoacidos libres en los lomos salados con los tratamientos experimentales 11, 111 y
IV en relacion a los lomos control. Este incremento podria ser atribuido a la alta
actividad de las enzimas alanil-, arginil- y leucil-aminopeptidasas (AAP, RAP y
LAP) que se vio reflejada en una mayor actividad residual en los lomos salados con
los tratamientos experimentales II, III y IV en relacion al control, como se muestra

en la Tabla 2.

La composicion de acidos grasos libres (FFA) al final del proceso de
maduracion se utilizd6 como indice de la lipdlisis que tuvo lugar en los lomos

curados (Tabla 4).

Tabla 4. Composicion de acidos grasos libres (expresada en mg/ 100 g muestra) en los lomos curados
salados con los cuatro tipos de tratamientos de salado diferentes: I: Control, 100 % NaCl; I1I: 55% NaCl,
25 % KCl, 15 % CaCl, y 5 % MgCl,; 1II: 45 % NaCl, 25 % KCl, 20 % CaCl, y 5 % MgCl, y IV: 30 %
NacCl, 50 % KCl, 15 % CaCl, y 5 % MgCl,.

Acidos (G;;sAt;s Libres I m m v

C14:0 2.88%042 20194005 1.53°+0.20 236%40.56
Cle:0 95304944 113.141842 73.22410.02 105.66+17.56
C18:0 5949%1691 82.54%44 67 54754534 71.06%411.19
SFA? 157.67%416.15 197.70°412.66 129.49%415 35 179.08%429.11
Clo:1 8.52:121 6.87£0.26 5.38+1.04 9.82+1.70
C18:1 136.81%16.37 107.55%+5.29 71.18%49.62 155.27426 61
C20:1 22544034 1.87%20.08 1.28"+0.09 2.65%40.59
MUFA® 147.58%+17.85 1162944512 77.84%410.75 167.74°428 83
C18:2 145.13412.30 152.04+15.85 109.47+17.05 172.00+48.93
C18:3 3532069 3.19%4025 245%40 48 5.51%0.87
C20:2 2.06%+0.34 2487032 1.75%0.23 3.87°+0.99
C20:3 4 8870 40 43490 59 33382050 6.40°20.58
C20:4 4298%+3 81 4010%+6.24 30.51%43.02 57.77°48.70
C22:4 21044061 14974024 0.64"40.09 2794037
PUFA® 20347+17.61 203.64223.41 148.17+20.03 248.34+58.26
Total FFA 508.72+47.58 517.62+40.87 355.49+44 36 595.714115.22

Los resultados se expresan como medias de tres repeticiones + error estandar.

abe Diferentes superindices dentro de la misma linea, indican diferencias significativas entre tratamientos de salado

(p <0.05 %).

ASFA: Concentracion total de acidos grasos saturados .

BMUFA: Concentracion total de acidos grasos monoinsaturados.

CPUFA: Concentracién total de acidos grasos poliinsaturados.
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Los lomos sometidos a los tratamientos de salado experimentales (I, III y
IV) no manifestaron de manera significativa (p< 0.05 %) cambios en la
concentracion de acidos grasos saturados (SFA) con respecto al tratamiento de
salado tradicional (100 % NaCl). Ademas, los lomos salados con los tratamientos 11
y IV, que tenian la misma concentracion de sales divalentes no vieron afectada
significativamente ni la concentracion total de acidos grasos monoinsaturados
(MUFA) ni la concentracion total de acidos grasos poliinsaturados (PUFA), en
relacion a los lomos control. Sin embargo, los lomos salados con el tratamiento II1
mostraron una disminucion significativa en la concentracion total de MUFA y
PUFA. En quesos elaborados con mezclas de Mg” y Na', se observd una
disminucién del fenémeno lipolitico (Legase et al., 1993). Este fenémeno se ha
observado en los lomos curados con el tratamiento III, donde la mezcla de sales
contenia hasta un 25 % de sales divalentes. Parece indicar que el empleo de altas
concentraciones de cationes divalentes en la mezcla de sales contribuy6 a disminuir
el fenomeno lipolitico, lo que se vio reflejado en la menor concentracion de acidos

grasos totales, aunque ésta no fuera significativa.

Finalmente, se llevd a cabo la evaluacion sensorial de los lomos curados
con sustitucion parcial del contenido de sodio por una mezcla de sales. La tabla 5
muestra las puntuaciones obtenidas para los atributos sensoriales de color, aroma,
textura, sabor y aceptacion global de los lomos curados salados con los cuatro tipos

diferentes de tratamientos de salado.

Los lomos curados con el tratamiento de salado II, en los que el NaCl fue
sustituido hasta el 45 % no mostraron diferencias significativas (p<0.05 %) con los
lomos control (100 % NaCl) respecto a los atributos color, textura, sabor y
aceptacion global e incluso fueron preferidos por el panel de catadores en relacion al
atributo aroma (p<0.05 %). Estos resultados estdn en concordancia con los
encontrados en embutidos curados fermentados (Gelabert et al., 2003) y lomo
curado (Armenteros et al., 2009b) para porcentajes de sustitucion de hasta un 50 %
de NaCl. El tratamiento III que contenia mayor proporcion de cationes divalentes,

afectd negativamente al aroma (p<0.001 %), sabor (p<0.05 %) y aceptacion global
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(»<0.001 %). El tratamiento IV afecto a la textura (p < 0.01%), sabor (p<0.001 %) y
aceptacion global (p<0.001 %), siendo para estos atributos menos apreciado por el

panel.

Asi pues, los lomos control y los salados con el tratamiento II fueron los
preferidos por el panel de catadores con respecto a los atributos sabor y aceptacion
global. Esto podria atribuirse al empleo de una adecuada concentracion de KCI que
juntamente con pequefias cantidades de sales divalentes, evitd que se detectaran
olores y sabores extrafios (off-flavors) en el producto final. De hecho, varios autores
(Hand et al., 1982a; Frye et al., 1986) observaron ésto cuando usaron MgCl, como
agente de curado. Por consiguiente, el tratamiento II podria ser el elegido como la
mejor opcion para reducir el contenido de NaCl sin que se viera afectada la

aceptabilidad del producto final.

Tabla 5. Analisis sensorial (test de preferencia por parejas) al final del proceso de maduracion de los
lomos curado salados con los cuatro tratamientos de salado diferentes.

Atributos I o mr v P-valor®
Sensoriales
Color
27 21 ns
25 23 ns
19 29 s
Aroma
16 32 #
37 11 R
30 18 ns
Textura
22 26 ns
28 20 ns
33 15 *%
Sabor
25 23 ns
32 16 *
36 12 KR
Aceptacion Global
25 23 ns
35 13 ek
35 13 foxx

*Tratamientos de salado: I: Control, 100 % NaCl; II: 55 % NaCl, 25 % KCI, 15 % CaCl, y 5 % MgCly; III:
45 % NaCl, 25 % KCl, 20 % CaCl, y 10 % MgCl, y IV: 30 % NaCl, 50 % KCI, 15 % CaCl, y 5 % MgCl,.

™ Nivel de significacién: n.s: no significativo, (*) P< 0.05 %, (**) P<0.01 %, (***) P<0.001 %

“ Numero de catadores que prefieren cada tratamiento (nimero total igual a 48).
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En resumen, en este capitulo se estudio el efecto de la sustitucion parcial de
NaCl por una mezcla de sales de K, Mg®" y Ca®". A la vista de los resultados
obtenidos parece que la sustitucion parcial de NaCl por una combinacion de sales de
MgCl, y CaCl,, ademas de KCI provocé una mayor proteolisis en el producto final
(lomo curado) que se vio reflejada en un incremento en la concentracion de
aminoacidos libres al final de la fase de maduracion. Ademas, el analisis sensorial
demostr6 claramente que el tratamiento de salado II no mostré diferencias
significativas con los lomos control e incluso fue preferido por el panel de catadores
en relacion al atributo aroma. Por lo tanto, este tratamiento podria ser utilizado con
éxito para reducir el contenido de sodio en productos carnicos sin que se vieran

afectadas las propiedades bioquimicas y sensoriales del producto final.
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Capitulo IV. Cambios Bioquimicos Durante la
Elaboracion del Jamon Curado con Sustitucion
Parcial del Contenido de Cloruro Sodico por

Otras Sales (KCl, CaCl, y MgCl,).

El jamén curado es uno de los productos cérnicos curados tipicos de la
gastronomia del area mediterranea, con una produccion anual superior a 40 millones
de piezas en paises como Espafia (Cruz, 2007). El curado del jamén se remonta a
tiempos inmemoriales cuando se utilizaba esta técnica como método de
conservacion. Hoy en dia, gracias al uso extendido de la refrigeracion y a un mayor
conocimiento de la tecnologia del curado, se ha mejorado el proceso y se ha
extendido su produccidon a otros paises dando lugar a productos sabrosos y

exquisitos.

En el area mediterranea podemos diferenciar varios tipos de jamon curado
en base al tipo de alimentacion, edad y raza del animal y a las condiciones de
procesamiento de los perniles. Algunos de los mas importantes son el jamén Ibérico,
el jamén Serrano, el jamén de Parma, el jamoén San Daniele y el jamon de Bayona

(Toldra, 2002).

Durante afios, la falta de conocimientos acerca de los mecanismos
bioquimicos relacionados con el desarrollo del sabor, aroma y textura en el jamén
curado ha frenado la evolucion tecnologica de este tipo de producto. Sin embargo,
en los ultimos afios se ha producido un aumento significativo en el estudio de los
procesos bioquimicos, en especial de los cambios que afectan a proteinas y lipidos y
que tienen lugar durante la elaboracion de dicho producto (Andrés et al., 2004;
Toldra 2006a). El fenémeno proteolitico es el responsable directo del desarrollo de
una adecuada textura en el producto final mediante la rotura de la estructura

muscular (proteinas miofibrilares y sarcoplasmicas) por la acciéon de las enzimas
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proteoliticas enddgenas (Sentandreu et al., 2002). Asimismo, contribuye al
desarrollo del sabor y del aroma a través de la generacion de pequefios péptidos y
aminoacidos (Toldra, 2006a). El fendmeno lipolitico, por su parte, es el responsable
del desarrollo del aroma caracteristico del jamon curado a través de la generacion de
acidos grasos y las posteriores reacciones de formacion de compuestos volatiles a

partir de estos (Toldra, 1998).

Hoy en dia, existen claras evidencias acerca de que la dieta esta fuertemente
ligada a la salud. Se sabe que la ingesta de elevadas cantidades de sodio puede ser
determinante para el desarrollo de la hipertension (McCarty, 2004). Este
conocimiento y las consiguientes recomendaciones de las entes sanitarias, ha llevado
a la industria cérnica a intentar reducir la cantidad de sal en el jamon curado ya que
su elevado contenido en sal (5-8 %) lo convierte en un producto desaconsejable,
para aquellas personas que tienen problemas de hipertension. Sin embargo, a pesar
de la importancia socio-economica del sector del jamoén curado existe muy poca
informacion cientifico-técnica acerca de como reducir la sal, y la existente, se refiere
a la reduccion de la cantidad total de sal en el producto (Gelabert et al., 2003;

Andrés et al., 2005).

En este capitulo, se parte esencialmente de los conocimientos adquiridos
con las experiencias realizadas con el lomo curado (capitulos 2 y 3) y se ensaya la
sustitucion parcial del contenido de NaCl por una mezcla de sales de K', Mg*" y
Ca®". La composicion de las sales de curado que se van a estudiar son las que se
optimizaron para el lomo curado: 50 % NaCl, 50 % KCI (tratamiento II) y 55 %
NaCl, 25 % KCI, 15 % CaCl, y 5 % MgCl, (tratamiento III), y se compararan con la
tradicional de 100 % NaCl (tratamiento I, control). Los resultados obtenidos se

describen a continuacion:

I. Evolucion de los parametros fisicoquimicos durante la elaboracion de los
perniles con sustitucion parcial del NaCl por otras sales.

El jamon curado experimenta durante su elaboracidn una importante

pérdida de humedad, que junto a la paulatina incorporacion de la sal y las bajas
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temperaturas a las que se ve sometido durante las primeras etapas del procesado
(salado, post-salado), desarrolla un producto con una actividad de agua (a,) que
garantiza su estabilidad a temperatura ambiente. Este descenso en la a, no es
independiente de los fendmenos bioquimicos responsables de las caracteristicas del

jamon curado.

Al introducir cambios en el proceso de elaboracion tradicional del jamén
curado, como es la sustitucion parcial del contenido de NaCl por otras sales, se hace
necesario adaptar determinadas etapas del proceso como son el post-salado, el
secado y la maduracion para prevenir posibles alteraciones en el producto acabado
(Ventanas y Cava, 2001b). Asi, se hace necesario controlar bien la temperatura del
post-salado y secado-maduracion, y en especial reducir la temperatura en la fase de
bodega para obtener un producto final con unas caracteristicas organolépticas
aceptables. Las condiciones de temperatura (T*) y humedad relativa (H.R.) que se

aplicaron se muestran en la Figura 1.

100 - ot-sal: T
s Post-salado Secado-Maduracion Bodega

o 'l‘r-.llamimlo’i’l'r:llamirnlu
I i Lyl + 35

+ 25

+ 0

Humedad Relativa (%)
Tem peratura (°C)

L0

U] 22 36 53 67 0 94 109 128 143 159 180 209 230 250 267 288
Dias de procesado

Figura 1. Evolucion de la temperatura y la humedad relativa durante el proceso completo de elaboracion
de jamén curado con sustitucion parcial de NaCl por otras sales.® S: etapa de salado.” Tratamientos de
salado: I: 100 % NaCl, control; II: 50 % NaCl, 50 % KCI; 55 % NaCl, 25 % KCIl, 15 % CaCl, y 5 %
MgCl, (e, azul) Humedad relativa (H.R.). (A, rojo) Temperatura (T?).
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El proceso de deshidratacion que sufrieron los perniles bajo estas
condiciones, se controlé haciendo un seguimiento de las pérdidas de peso (%
mermas) a lo largo del proceso (Ver Figura 2). Este reveld que los mayores
descensos tuvieron lugar durante los primeros 150 dias, en los que los perniles
perdieron entorno a un 30 % del peso inicial, siendo la deshidratacion mucho mas
paulatina durante la etapa de bodega hasta que finalmente alcanzaron una merma

global cercana al 34 %.
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Figura 2. Pérdidas de peso (mermas) durante el procesado de elaboracién de los perniles sometidos a los
tratamientos de salado: Tratamiento I: 100 % NaCl (Control); tratamiento II: 50 % NaCl- 50 % KClI;
tratamiento III: 55% NaCl, 25 % KCIl, 15 % CaCl, y 5 % MgCl,.

Tras la etapa de salazon y durante el post-salado se registraron las pérdidas
de peso mas importantes debido a la accidon higroscopica de la sal que favorecié la
evaporacion de una gran cantidad de agua no retenida y situada mas
superficialmente. El aumento de la temperatura fue paulatino durante la etapa de

post-salado lo cual resultd en un incremento en la deshidratacion de los perniles
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hasta llegar a la etapa de secado-maduracion donde las condiciones
termohigrométricas de la camara se suavizaron y el ritmo de pérdida de peso se
ralentizo hasta llegar a estabilizarse en la etapa de bodega. La presencia de sales de

calcio y magnesio acelero las pérdidas de peso en las primeras etapas (Ver Figura 2).

Dado que el intercambio acuoso y salino se realiza a través de la zona del
jamén que estaba desprovista de piel y grasa (musculo Semimembranosus), la
humedad (%) en las zonas proximas a la superficie (misculo Semimembranosus) y
en las profundas (musculo B. femoris) fueron marcadamente diferentes, a lo largo de
todo el proceso y en el producto final (Ver Figura 3). En todos los perniles se
observo un descenso significativo de la humedad en ambos musculos que fue
cuantitativamente mas rapido y marcado en el musculo Semimembranosus por ser

este el mas externo y el que primero entrd en contacto con la sal.

% Humedad

50 T T T T T T T T T T
0 50 100 150 200 300 0 50 100 150 200 250 300

Dias de procesado
Figura 3. Evolucion de la humedad a lo largo del proceso de elaboracion de los perniles sometidos
a los tratamientos de salado: (e) Tratamiento I: 100 % NaCl Control; (o)tratamiento II: 50 %
NaCl- 50 % KClI; (V) tratamiento III: 55% NaCl, 25 % KCIl, 15 % CaCl, y 5 % MgCl,.* Misculo
Semimembranosus. ® Misculo B. femoris.
En la evolucion no hubo grandes diferencias debidas al tratamiento de
salado, y lo importante fue que al final de la etapa de bodega, se alcanzaron los

mismos valores de humedad en los tres tratamientos: 50-53 % en la zona externa

(Semimembranosus) y 62-64 % en la zona interna (B. femoris).
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II. Evolucion del contenido de nitrato y nitrito durante el procesado de los
perniles con sustitucion parcial de NaCl por otras sales.

La penetracion de los nitratos y nitritos y el seguimiento de su evolucion a
lo largo del proceso, y en especial en las primeras etapas es de suma importancia
para garantizar unas condiciones sanitarias adecuadas que impidan la proliferacion
de Clostridium botulinum y la produccion de su toxina (Toldra, 2003; Toldra et al.,
2009). Esto es especialmente importante cuando se utilizan bajas concentraciones de

sal (Betts et al., 2007).

Las figuras 4 y 5 muestran la evolucion del contenido de nitrito y nitrato en
el musculo Semimembranosus y B. femoris, respectivamente, durante el proceso de
elaboracion tanto de los perniles control (100 % NaCl, tratamiento I) como de
aquellos elaborados con sustitucion parcial del contenido de NaCl (tratamientos 11 y

11).

En el procesado del jamén curado se afiade una mezcla de nitratos y
nitritos. Los nitritos son muy reactivos y se reducen rapidamente a 6xido nitrico,
mientras que el aporte conjunto de nitratos supone una fuente adicional de nitritos

durante las primeras etapas del proceso (salado y post-salado).

Esto ha quedado reflejado en las graficas de la figura 4 donde puede
observarse, como el nitrito (Figura 4 A), una vez absorbido por el musculo
Semimembranosus, en lugar de desaparecer rapidamente, mantiene su concentracion
a lo largo del post-salado gracias al aporte de NO;3". Mientras que la concentracion
de nitrato decrece paulatinamente a medida que transcurre el proceso de elaboracion

de los perniles por su conversion a nitrito (Ver Figura 4 B).
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Figura 4. Evolucion del contenido de (A) nitrito y (B) nitrato en el musculo Semimembranosus a lo largo

del proceso de elaboracion de los perniles sometidos a los tratamientos de salado: (e) Tratamiento I: 100
% NaCl (Control); (o) tratamiento II: 50 % NaCl- 50 % KCl y (') tratamiento III: 55% NacCl, 25 % KCI,

15 % CaCl,y 5 % MgClL.

En el misculo B. femoris, 1o que se observa es un aporte correcto de nitrito
y nitrato confirmando la correcta penetracion de estas sales de curado desde la
superficie del pernil (musculo Semimembranosus), hacia zonas mas profundas

(musculo B. femoris) (Ver Figura 5 A y B).
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Figura 5. Evolucion del contenido de (A) nitrito y (B) nitrato en el musculo B. femoris a lo largo del

proceso de elaboracion de los perniles sometidos a los tratamientos de salado: (e) Tratamiento I: 100 %
NaCl (Control); (o) tratamiento II: 50 % NaCl- 50 % KCI; (V) tratamiento III: 55% NaCl, 25 % KCI,

15 % CaCl,y 5 % MgClL.

II1. Evolucion del contenido de sales empleadas como tratamientos de salado
durante el proceso de elaboracién de los perniles.

Es de suma importancia conocer la penetracion de la sal a lo largo del

procesado del pernil debido a su funcion reguladora del fenomeno proteolitico.
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De ahi que se haya estudiado la evolucion del contenido de cloruros en los musculos
B. femoris y Semimembranosus durante el proceso de fabricacion. Los resultados
obtenidos se muestran en la Figura 6. De la figura se interpreta que la concentracion
de CI' en el musculo Semimembranosus alcanza un pico de concentracion a los 20
dias de post-salado, tras el cual llega a un equilibrio (entre 1500 y 2000 mg / 100 g)
en la etapa de salado por su difusion hacia el interior del jamon. A partir de aqui, el
CI' que penetra difunde hacia zonas interiores del pernil (musculo B. femoris), donde
aumenta su concentracion hasta llegar también al equilibrio en la etapa de curado,

con las mismas concentraciones de CI” que en el musculo Semimembranosus.
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Figura 6. Evolucion del contenido de cloruros en los musculos (A) Semimembranosus 'y (B)B. femoris
a lo largo del proceso de elaboracion de los perniles sometidos a los tratamientos de salado :(e)
Tratamiento I: 100 % NaCl (Control); (o) tratamiento II: 50 % NaCl- 50 % KCl y('¥) tratamiento III:
55% NaCl, 25 % KCl, 15 % CaCl, y 5 % MgCl,.
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La concentracion de CI” que se alcanza en el musculo B.femoris fue mayor
en los perniles sometidos a los tratamientos de salado I (Control, 100 % NaCl) y 11
(50 % NaCl-50 % KCI) (Ver Figura 6 B), lo que puso de manifiesto la dificultad de
las sales divalentes (MgCl, y CaCl,) empleadas en el tratamiento de salado III para
penetrar hacia las zonas internas del pernil. Este hecho ya se habia observado en
lomo curado (Armenteros et al., 2009¢) y en bacalao, Martinez-Alvarez y Gomez-
Guillén, (2005). También, se estudio6 la evolucién del contenido de los cationes Na',

K", Ca*" y Mg*" en los mismos musculos. Los resultados se muestran en las Figuras

7y 8, respectivamente.
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Figura 7. Evolucion del contenido de los cationes (A) Na, (B) K', (C) Ca®*" (--) y Mg* (— ) en el misculo
Semimembranosus a lo largo del proceso de elaboracion de los perniles sometidos a a los tratamientos de salado: (e)
Tratamiento I: 100 % NaCl (Control); (o) tratamiento II: 50 % NaCl- 50 % KCly (¥ ,o, m) tratamiento III: 55% NaCl, 25

% KCI, 15 % CaCl,y 5% MgCl,.
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El Na" mostré los mismos perfiles de penetracion que el i6n CI', en ambos
musculos. En el Semimembranosus aparece un pico de concentracion al inicio del
post-salado, para llegar rapidamente al equilibrio a partir de los 50 dias de post-
salado y hasta el final del proceso (Figura 7A), mientras que en el B. femoris
(Figura 8A) se observa un aumento paulatino de concentracion, para llegar al
equilibrio durante el secado. Los cationes K, Ca® y Mg®" penetraron mas
lentamente que el Na“ en el misculo Semimembranosus, pero més ain en el B.
femoris por lo que en los tratamientos II y III se crey6d conveniente alargar la etapa
de post-salado hasta los 80 dias y asi asegurar una correcta difusion de los cationes

divalentes hasta el interior del pernil (Blesa et al., 2008).
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Figura 8. Evolucion del contenido de los cationes (A) Na', (B) K', (C) Ca®* (--) y Mg®* (=) en el musculos B. femoris a
lo largo del proceso de elaboracion de los perniles sometidos a los tratamientos de salado: (®) Tratamiento I: 100 % NaCl
(Control); (o) tratamiento II: 50 % NaCl- 50 % KCl y ('¥,o, m) tratamiento IIT: 55% NaCl, 25 % KCl, 15 % CaCl, y 5 %

MgCl,. 171
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La evolucién del contenido de los cationes Na“, K, Ca>" y Mg”" en el
musculo B. femoris (ver Figura 8) reflejo el perfil de penetracion de las sales
empleadas como tratamientos de salado durante el proceso de elaboracion de los

perniles.

IV. Efecto de los tratamientos de salado sobre la actividad de las enzimas
proteoliticas musculares

La proteolisis que tiene lugar durante el curado del jamon se atribuye a la
accion de las enzimas proteoliticas enddgenas del muisculo porcino (catepsinas,
dipeptidilpeptidasas y aminopeptidasas). La accion de las proteasas microbianas es
practicamente despreciable puesto que el crecimiento de microorganismos en el
interior del pernil esta limitado por el pH, la concentracion de la sal y nitrificantes y
la actividad de agua (Toldra, 2002). El estudio del fendémeno proteolitico es de gran
importancia por su impacto sobre la calidad final del jamén al contribuir de manera
directa al desarrollo de la textura, el sabor y el aroma del producto final (Toldra y

Flores, 1998).

Por estos motivos, y dado que la concentraciéon y naturaleza de las sales
empleadas en el curado influira en la proteolisis, se estudid la actividad de las
enzimas proteoliticas endogenas musculares (catepsinas, dipeptidilpetidasas y
aminopeptidasas), a lo largo del proceso de elaboracion del jamoén en los tres tipos

de tratamientos de curado.

Para este estudio se utilizo el musculo B. femoris, ya que su localizacion
mas interna lo convierten en un medio idéneo debido principalmente a que la
penetracion 'y difusion de la sal es mdas tardia en relacion al musculo
Semimembranosus (Rico et al., 1991; Toldra et al., 1993). En la figura 9 se muestran

los resultados obtenidos del estudio de actividad de las catepsinas B, B+L y H.
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Figura 9. Evolucion de la actividad de las catepsinas B, B+L y H en el musculo B. femoris a los largo
del proceso de elaboracion de los perniles sometidos a los tratamientos de salado: () Tratamiento I:

100 % NaCl (Control); (o) tratamiento II: 50 % NaCl- 50 % KCl y ('¥) tratamiento III: 55% NaCl, 25
% KCl, 15 % CaCl, y 5 % MgCl,.

Se observé un rapida disminucion en la actividad de las catepsinas B y B+L
hasta el final del post-salado en todos los jamones, aunque fue mas acusada en el
caso de los sometidos al tratamiento de salado II (50 % NaCl- 50 % KCI).
Trascurrido este tiempo, dicha actividad fue disminuyendo lentamente hasta
alcanzar el 16 y 41 % a los 9 meses de procesado. Estos resultados indican que estas

enzimas se mantienen activas a lo largo de todo el proceso de elaboracion del jamén
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curado (Toldré et al., 1993). La actividad de la catepsina H se redujo rapidamente
durante el post-salado hasta valores de actividad practicamente despreciables tanto
en los perniles control (tratamiento I, 100 % NaCl) como en aquellos salados con los
tratamientos II y III (Ver figura 9). Estos resultados indican que la sustitucion
parcial del contenido de NaCl por las mezclas de sales no alter6 la actividad
catepsina durante el procesado de los perniles. De hecho, este efecto fue observado
“in vitro” por Armenteros et al., (2009a), donde se demostré que la sustitucion
parcial de NaCl por KCl, o por bajas concentraciones de sales divalentes (CaCl, y
MgCl,), ejercerian el mismo efecto que el 100 % NaCl sobre la actividad de las

catepsinas B, B+L y H durante el proceso de elaboracion del jamén curado.

Las catepsinas son responsables de la generacion de polipéptidos que
pueden ser degradados a pequefios péptidos y aminoacidos por la accion de las
exopeptidasas. Estas exopeptidasas son las dipeptidilpeptidasas, capaces de liberar
dipéptidos del extremo amino de péptidos y proteinas, y aminopeptidasas
responsables de la liberacion de aminoacidos. Asimismo, tanto las
dipeptidilpeptidasas como las aminopeptidasas, permanecen activas hasta el final de

la fase de curado (Toldra y Flores, 1998).

No se observaron grandes diferencias en la actividad de la DPPI y la DPPIIL
entre los perniles control (100 % NaCl) y los sometidos a los tratamientos
experimentales II y III (Figuras 10 A y C). Sin embargo, la actividad de DPPII
durante las primeras etapas del post-salado fue menor en los perniles sometidos al
tratamiento de salado III, mientras que en los perniles elaborados con los
tratamientos I y II, se dio una activacion durante ese tiempo (Figura 10 B). La
actividad de la DPPIV sufri6 un ligero aumento en los perniles sometidos al
tratamiento de salado II, durante las primeras etapas de post-salado, en comparacion
con los sometidos a los tratamientos de salado I (Control 100 % NaCl) y III (Ver

figura 10D).

Como ya observaron Sentandreu y Toldra (2001), al final del proceso se

detecto actividad residual de las 4 dipeptidilpeptidasas, siendo casi inapreciable para
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el caso de la DPPII. Tampoco en la actividad aminopeptidasa se observd grandes

diferencias de actividad a lo largo del proceso en los tres tratamientos estudiados

(ver Figura 11).
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Figura 10. Evolucion de la actividad de 1a DPPI, DPPII, DPPIII y DPPIV en el musculo B. femoris a los largo del proceso
de elaboracion de los perniles sometidos a los tratamientos de salado: (e) Tratamiento I: 100 % NaCl (Control); (o)
tratamiento II: 50 % NaCl- 50 % KCl y ('¥) tratamiento III: 55% NaCl, 25 % KCI, 15 % CaCl, y 5 % MgCl,.

175



Capitulo IV

La evolucion de las 4 enzimas estudiadas AAP, RAP, LAP y MAP, fue
similar entre ellas y en los 3 tipos de tratamiento, con algunas salvedades (ver Figura

11).
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Figura 11. Evolucion de la actividad de la AAP, RAP, LAP y MAP en el musculo B. femoris a los largo del proceso de
elaboracion de los perniles sometidos a los tratamientos de salado: (e) Tratamiento I: 100 % NaCl (Control); (o) tratamiento
II: 50 % NaCl- 50 % KCly (') tratamiento IIT: 55% NaCl, 25 % KCl, 15 % CaCl, y 5 % MgCl,.
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Las 4 sufrieron una inactivacion paulatina a lo largo de todo el proceso, que
fue mas brusca en el caso de la RAP, que al final del post-salado habia llegado ya al
minimo de actividad (< 20 %). La actividad residual al final del proceso fue muy
baja para la AAP, RAP y MAP en los tres tratamientos. No asi para la LAP que
mostr6 una actividad residual, muy variable (ver la dispersion de los resultados),

pero importante (alrededor del 46.5 %) en los 3 tratamientos.

Los dipéptidos generados por la accion de las dipeptidilpeptidasas y los
aminodcidos liberados por la accidon de las aminopeptidasas son de gran importancia
porque van a contribuir de manera directa al desarrollo de sabor y aroma en el jamén

curado (Sentandreu y Toldra, 2001c).

Las proteinas sarcoplasmicas y miofibrilares fueron extraidas del musculo
B.femoris y analizadas mediante SDS-Page a lo largo del procesado de los perniles
sometidos a los 3 tratamientos de salado. Los electroferogramas obtenidos tanto para
proteinas miofibrilares como sarcoplasmicas no revelaron diferencias significativas
entre los perniles control y los sometidos a los tratamientos experimentale II y III.
Confirmando que la hidrélisis tanto de las proteinas miofibrilares como
sarcoplamicas fue muy similar durante su proceso de elaboracion como previamente
ya lo habia comprobado Armenteros et al. (2009b,c) en lomo curado (datos no

mostrados).

La intensa proteolisis que ocurre durante la maduracion del jamoén da lugar
a un considerable incremento en la concentracion de aminoacidos libres, superando
en muchos casos su umbral de percepcion del sabor con lo que se desarrolla el sabor
tipico de este producto y potenciando por lo tanto el flavor de este producto
(Nishimura y Kato, 1988; Kato et al., 1989; Aristoy y Toldra, 1995). El contenido de
aminoacidos fue utilizado como indicador del grado de protedlisis en funcion de la
composicion en sales de los 3 tipos de tratamientos. Los resultados se muestran en

las tablas 1,2y 3.
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Tabla 1. Evolucion de la concentracion de aminoécidos libres (mg / 100 g m.s) en el musculo B. femoris
en los perniles sometidos al tratamiento de salado I: Control, 100 % NaCl.

Aminoacidos Libres Post-salado Final Curado

(FAA) 0 20 50 270

ASP 19.26%0 94 65.85%16 88 2089241771 2373744377
GLU 51644577 229.15:6040  413.08°£151.89 741 53%475.64
SER 4268427 192.18":4562 335152631 4773843623
ASN 1497164 96.74%33.12 187.74%27.96 208.26°9.42
GLY 7565398 1864264172 368.20°51.09 439.26"29.71
GLN 200.00°+69.78 691902082 751.17%+10.14 94.5744.60

p-ALA® 17274121 24 8048 01 30.08"+8.46 9.10%1.38
TAU 68.84%11.02 74.96%19.18 70.1548.53 233.12"413.25
HIS 24394358 10083°£2453  206.75%17.77 2262742484
THR 224946 02 14831°3470  324.79%28.63 5079744356
ALA 114.93%30.08 PBEILT06 T12.66°38.43 790.2556.63
ARG 4017643 193.71%49.29  464.08%70 87 541 82'464.36
PRO 27734396 117712087 303.15%303.15 560972014
TYR 33.01%6.60 165344464 26231%32.12 287671662
VAL 6487399 BLEIL601L  48621%37.57 5514042015
MET 341245 8% 12670°63197 224932027 18049218
ILE 47644539 172214007 351.25%30.71 461 48%11.96
LEU 66.91%£2.25 333.86"48709 611105042 999.28%15.59
PHE 48.58°+6 88 17267°£4965  275.10%21.14 681 462893
LYS 6244%12.69 3563547089 560.59%+71.51 734.81487.54
Total FAA 1060.32° 4092.26" 7117.33° 9155.36°

Los resultados se expresan como media de tres determinaciones + error estandar.

+bed Diferentes superindices dentro de la misma linea, indican diferencias significativas entre el tiempo de
procesado.

A Dias de procesado.

BB-ala: p-alanina.
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Tabla 2. Evolucion de la concentracion de aminodcidos libres (mg / 100 g m.s) en el musculo B.
femoris en los perniles sometidos al tratamiento de salado II: 50 % NaCl- 50 % KCl.

Aminoacidos Libres

Post-salado

Final Curado

FFA 0* 20 50 80 270
ASP 19.26%:0.94 107.68%10.23 191.90%11.28 250.6443.15 262.58°£29.88
GLU 51.64%5.77 273.12%+4.22 391358152 43834134 89 692.10°£80.91
SER 42.68%4.27 278763256 366.60"3047 4273029860 460301684
ASN 14971 .64 118.57%£5.05 184.16"36.63 197.53%+77.42 203.71%9.79
GLY 75.65%3.98 292.89%+32.54 349 45"£19.96 414.33°+67.61 417.84%30.64
GLN 200.00°:69.78 773.13%1.99 901.30":70.94 914.17%114.46 63491212
|}-ALAB 17.271 25 21 968,02 24 86250 27.262.05 14.33%1.81
TAU 68.84%11 .02 68.84%9.73 74 38'£7 87 7374£13.04 220.71°10.86
HIS 394358 133.95%10.10 203.41%15.56 232085366 23420743211
THR 224546.02 22233542259 309.61°+1731 ITIITI6 41333042081
ALA 114.93%30.08 639.68"+46.83 668.44"+67.57 765.62%+139.48 783.59"£30.93
ARG 40176 43 268.33°£28.02 468.17°+44.73 535.13%115.24 623.37%49.98
PRO 277543.96 181.15%26.97 301342032 398.0720.52  437.89%:65.82
TYR 33.01%6.60 211.27%+14.29 266.63"+42.92 268.68104.04  280.80°:15.74
VAL 64.8743.99 32849%:2203 443 93":45.24 52530%115.69  571.09%21.76
MET 3412583 158.79%14.75 237.57°+24.30 258.64°%57.01 279.79%7.03
ILE 4764%£5.39 23540°%41624 291 58"%25.05 333.81%+117.508 397.18%6.47
LEU 66.91%2.25 41532°:4179  653.65"+88.19 77842%+186.97 833.15%29.68
PHE 48.58+6.88 20611741472 318.84"+51.19 44230°%115.06 557.41%30.83
LYS 6244712 69 5033064 43 572.29"+60.86 631.36"+18 46 833.42°62.22
Total FFA 1060.32° 5417.11° 7194.60% 8263.18° 8565.95°

Los resultados se expresan como media de tres determinaciones + error estandar.

sbed Diferentes superindices dentro de la misma linea, indican diferencias significativas entre el tiempo

de procesado.
A Dias de procesado.

BB-ala: p-alanina.
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Tabla 3. Evolucion de la concentracion de aminoécidos libres (mg / 100 g m.s) en el musculo B.
femoris en los perniles sometidos al tratamiento de salado III: 50 % NaCl, 25 % KCI, 15 % CaClL y 5
% MgCl,.

Aminoacidos Libres Post-salado Final Curado
FFA 0* 20 50 80 270
ASP 1926%0.94  84.44%:2548 174233011  22623"+57.63 283.70°+61.65
GLU 51.64%5.77 20162°44.03  382.07°+7697  396.03%:100.27 631.94°:47 39
SER 42684427 25082°:1201 3268674854 3691217346 430.60°31.61
ASN 149741 64 142.80°£10.59  144.72%37.37  176.67°+45.34 224.81%10.35
GLY 7565398 2316301557 243386810  347.81°:55.98 363.14°48.14
GLN 200.00%69.78  656.63%£23.66  701.27°+124.12  744.52°157.33 71.085.88

B-ALA® 17.2741.21 17.35¢1.01 18.53+4.08 20.90+2.99 13.25+2 85
TAU 63.84%11.02 87.18%2 96 69.58%£2 30 80.56%5 03 298.40°£33 .49
HIS 2439358 13552°15.63  141.69%37.26  188.11°%46.35 203.26%15.71
THR 22492602 16458°:11372  280.84"%3333  339.30°:58.45 455.07%:19.34
ALA 114.932£30.08  514.29%13807 52557°+163.39  589.86%177.94 622.72°+37.19
ARG 400174643 290.66°+26.67  332.30%:5866  356.22°:102.07 362.8635.74
PRO 27734396 116691938 237.18%2513 321485219 534.81°%19.63
TYR 33.01%6.60  227.08%17.04  259.31°:4498  28442°:10.74 283.79°+25.10
VAL 64872399  317.79%:£13059 3573748389  430.49°:141.83 573.04"12.04
MET 34.12%5.83 180.86%£1044  211.48":2098  228.75'+36.28 301.42°414.37
ILE 47644539 25231°%:11587  333.697=43.03  352.70"+61.04 401.29%17 44
LEU 6691225 483.61°2949  616.29™%57.00  727.20°%119.28 $29.51%16.88
PHE 48584688 24391°%14.03 305734060  30746°:41.05 539.42%14.07
LYS 624451269 45587°£32.28 4903714857 659.83°+203.02 679.11°£106 46

Total FFA 1060.32° 512829" 6133.86™ 7126.76% 8090.9°

Los resultados se expresan como media de tres determinaciones + error estandar.

+bed Diferentes superindices dentro de la misma linea, indican diferencias significativas entre el tiempo
de procesado.

A Dias de procesado.

BB-ala: p-alanina.
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Como se puede observar, la generacion de aminoacidos tanto en los
perniles control (tratamiento I, 100 % NaCl), como en aquellos sujetos a los
tratamientos de salado II y III va aumentando paulatinamente desde el inicio del

salado hasta el final de la etapa de curado.

La liberacion de aminoacidos es muy grande en los 3 tratamientos de salado
durante las etapas iniciales. Es en este periodo, cuando las enzimas proteoliticas, y
en especial las aminopeptidasas, se mostraron mas activas, y entre ellas cabe
destacar la alanilaminopeptidasa (AAP) que es capaz de hidrolizar un amplio
espectro de aminoacidos por el extremo amino terminal de las proteinas. En etapas
posteriores la generacion de aminoacidos sigue pero a un ritmo mas lento, debido
por un lado a la reduccion de la actividad aminopeptidasa y, por otro, a las
reacciones de degradacion de los aminoacidos a compuestos volatiles que participan

en el desarrollo del aroma (Toldra, 2000).

La concentracion de todos los aminoacidos aument6 entre 5 (glicina) y 20
(treonina) veces, excepto la -alanina. La B-alanina no es un aminoécido proteico y
Unicamente se encuentra libre o formando parte de los dipéptidos naturales;
carnosina, anserina y balenina, y el hecho de que no aument6 indica que estos
dipéptidos no se hidrolizan durante el proceso de curado como ya observaron otros
autores (Toldra et al., 2000). La glutamina es otra excepcion. Este aminoacido
aumenta durante el post-salado, pero disminuye drasticamente durante el curado o

maduracion como han observados otros autores (Flores et al., 2009).

La taurina no es un aminoacido propiamente dicho, ya que en su molécula,
en lugar de un acido carboxilico existe un acido sulfurico. No forma parte de

proteinas y, como puede observarse, se mantiene estable durante el post-salado.

El total de aminoacidos libres para los 3 tipos de tratamientos no se
diferenci6 significativamente (p< 0.05 %), excepto para el caso de los aminoacidos
metionina, isoleucina, leucina y fenilalanina que fue significativamente menor

(»<0.05 %) en los perniles sometidos a los tratamientos experimentales (II y III) de
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lo que se deduce que al final del proceso y de manera global, la proteolisis no se vid
afectada por la sustitucion parcial del NaCl por las otras sales en las proporciones

ensayadas.

Por lo tanto, la sustitucion parcial del contenido de NaCl por mezclas
alternativas (tratamientos II y III) se puede lograr con éxito sin que el fenomeno
proteolitico se vea afectado. Cuando se emplearon CaCl, y MgCl, fue necesario
aumentar el tiempo de post-salado para permitir una difusion adecuada hacia zonas

mas profundas del pernil y garantizar asi la estabilidad del producto.
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Capitulo V. Caracteristicas Sensoriales del Jamon
Curado con Sustitucion Parcial del Contenido de NaCl
por Otras Sales: Influencia del Contenido de Sal y las

Condiciones de Procesamiento.

El jamon curado es uno de los productos carnicos con mas aceptacion en el
mercado espafiol. Esta alta aceptacion se debe principalmente a las caracteristicas
sensoriales que presenta, que son el resultado tanto del empleo de una buena materia

prima como del método tradicional de salado y curado (Toldra, 2006a).

El proceso tradicional de elaboracion del jamoén curado incluye varias
etapas: salado, lavado-prensado, post-salado, maduracion, secado y la etapa final de
bodega (Toldra 2002). La salazon es una de las etapas criticas, ya que constituye la
fase del proceso en la que se adicionan a la superficie del jamon las sales de curado
necesarias para que una vez distribuidas por la pieza pueda darse el proceso de
maduracién que generara las caracteristicas de aspecto, textura, sabor y aroma
deseadas y propias del producto (Arnau, 2007). La sal, los nitratos y los nitritos
constituyen los principales ingredientes de las sales de curado empleados en su
elaboracion. Estos desempefian un papel importante en el desarrollo del color rojizo
caracteristico de los productos curados, en la prevencion del crecimiento de
microorganismos patégenos y en la estabilidad y desarrollo del sabor del producto

(Flores, 1997; Toldra, 2002; Arnau 2007).

Tradicionalmente, el salazonado de los perniles se lleva a cabo por
frotacion de las sales nitrificantes mezcladas con la sal fina sobre la superficie magra
del pernil y posterior introduccion de los perniles en pilas de sal, o bien una vez
salados se disponen en bandejas individuales en la camara de refrigeracion (Andrés
y Ruiz, 2001). El proceso de salazéon de este tipo de productos suele ser lento y tarda
varios dias (~ 10- 15 dias) debido a que la difusiéon de la sal se ralentiza a

temperaturas bajas (3-5 °C) (Barat et al., 2004). Por eso se ha propuesto el empleo
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de técnicas alternativas al proceso tradicional de fabricacion del jamoén curado como
es el salado a vacio (Chiralt et al., 2001). Esta técnica consiste en la fijacion de la sal
mediante el empleo de vacio y se ha aplicado con éxito en quesos tipo “Manchego”

(Chiralt y Fito, 1997) y en jamon (Barat et al., 1998).

Diversos estudios realizados durante la ultima década, tanto en animales
como en humanos, han demostrado la relacion existente entre la ingesta de elevadas
cantidades de sal y el aumento de la presion arterial (Tobian, 1991). Hoy en dia los
consumidores cada vez estdn mas concienciados de los efectos nocivos que produce
el consumo de elevadas cantidades de sal, por eso existe una demanda creciente de
alimentos procesados que cumplan con las recomendaciones dietéticas en cuanto a
contenido de sal y que son inferiores a 6 g / dia (Loria et al., 2001; Guardia et al,
2006). Por este motivo, la industria carnica estd interesada en el desarrollo de

productos con bajo contenido en sodio.

Dentro de este contexto, y utilizando el jamén curado como producto
carnico a estudiar, en este capitulo se analizo desde el punto de vista sensorial los
resultados de sustituir parcialmente el contenido de NaCl por una mezcla de sales de
K', Ca®" y Mg®" previamente ajustadas en los capitulos 2 y 3 (tratamiento I: 100 %
NacCl, control; tratamiento II: 50 % NaCl, 50 % KCI; tratamiento III: 55 % NaCl, 25
% KCl, 15 % CaCl, y 5 % MgCl,) y segln el proceso optimizado en el capitulo 4.
Para ello, se compararon dos técnicas alternativas de salado el masajeado en

superficie (MS) y el salado a vacio (IMV).

En primer lugar, se estudid la penetracion de las sales empleadas en los
tratamientos de salado mediante el andlisis de éstas en el musculo B. femoris al final
de la etapa de curado tanto en los perniles elaborados utilizando MS como en
aquellos elaborados mediante IMV. Los resultados se muestran en las Tablas 1y 2,

respectivamente.
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Tabla 1. Concentracion de las sales (mg / 100 g m.s) en el musculo B.femoris al final de la etapa de
curado de los perniles elaborados utilizando el masajeado en superficie (MS).

Tratamientos de Salado®

Sales de Curado
1 11 111
NaCl 67359 3865.6 4355.1
KCl1 - 2894.9 1045.7
CaCl, - - 338.7
MgCl, - - 312.8
Total 6735.9 6760.5 6052.3

*Tratamientos de salado: I: Control, 100 % NaCl; II: 50 % NaCl- 50 % KCI; III: 55 % NaCl, 25 %
KCl, 15 % CaCl, y 5 % MgCl,,

Tabla 2. Concentracion de las sales (mg / 100 g m.s) en el misculo B.femoris al final de la etapa de curado
de los perniles elaborados utilizando la técnica de salado a vacio (IMV).

Tratamientos de Salado®

Sales de Curado
1 11 111
NaCl 126144 7646.5 77109
KClI - 5927.4 2897.4
CaCl, - - 558.3
MgCl, - - 338.6
Total 12614.4 13573.9 11505.2

*Tratamientos de salado: I: Control, 100 % NaCl; II: 50 % NaCl- 50 % KCI; III: 55 % NaCl, 25 %
KCl, 15 % CaCl, y 5 % MgCl,.

La penetracion de la sal fue correcta mediante el empleo de las dos
tecnologias de salado. Sin embargo, la mayor concentracion de sal inicial utilizada
para la elaboracion de los perniles mediante IMV podria afectar a la calidad del
producto acabado, dando lugar a defectos en la textura o a la apariciéon de sabores
amargos, métalicos o astringentes por el empleo de mayores concentraciones de las
sales sustitutivas del NaCl (KCI, CaCl, y MgCl,) (Pasin et al., 1989; Lawless, et al.,
2003).

Asimismo, se comprobd que los perniles elaborados con el tratamiento de

salado III (55 % NacCl, 25 % KC1, 15 % CaCl, y 5 % MgCl,) aplicado mediante los
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dos métodos de salado (MS e IMV) obtuvieron una concentracion de sales al final
de la etapa de curado algo menor que en los otros dos tratamientos (I y II), poniendo
de manifiesto la dificultad de las sales divalentes (CaCl, y MgCl,) de penetrar hacia
zonas mas profundas del pernil (Xiong y Brekke, 1991) ain incluso cuando se
utilizan técnicas como la IMV. Esto ya se habia comprobado previamente en lomo
curado (Armenteros et al., 2009c; Alifio et al., 2009a) y, de hecho, se aument6 el
tiempo de post-salado para que pudieran difundir y penetrar hacia zonas mas

profundas del pernil tal y como sugirieron Blesa et al. (2008).

I. Influencia de las condiciones de procesado en la calidad sensorial de

los perniles

Las caracteristicas sensoriales del jamon curado dependen principalmente
de la materia prima utilizada y del proceso tecnologico aplicado. Durante el
procesado del jamén ocurren una serie de cambios que afectan a su composicion y
estructura y que influyen decisivamente en las caracteristicas sensoriales del
producto acabado. Por eso el andlisis sensorial es de gran importancia, ya que
nuestros sentidos son la manera mas simple y natural de decidir nuestra aceptacion o

preferencia hacia un producto (Flores et al., 1997c; Ruiz, et al., 2002a).

Las Tablas 3-5 muestran los resultados de los analisis sensoriales realizados
al final del proceso de curado de los perniles elaborados con diferente contenido de

sales y diferentes condiciones de procesamiento.

Al final de la etapa de curado (~ 9 meses) los perniles salados con las
diferentes composiciones de sal (tratamientos I, II y III) y elaborados aplicando
masajeado en superficie se sometieron a una prueba de comparaciéon por parejas
(ISO 5495, 1983) para los atributos aroma, sabor, dureza, jugosidad y aceptacion, en
la que a cada catador se le preguntaba cual de las muestras preferia de entre las dos

que se le presentaban. Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 3.
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Tabla 3. Resultados del test de preferencia por parejas de los jamones elaborados con NaCl
(tratamiento I, control) y con sustitucion parcial de este por otras sales (tratamientos II y III)
aplicadas por masajeado en superficie.

Tratamientos de Salado®

Atributos Sensoriales

I’ 11 111 P-valor”
Aroma 24¢ 24 ns
33 15 *
34 14 ok
Sabor 31 17 ook
37 11 otk
36 12 sotole
Dureza 28 20 ns
35 13 ok
34 14 ok
Jugosidad 27 21 s
32 16 -
30 18 n.s
Aceptacion global 31 17 ok
37 11 otk

*Tratamientos de salado: I: Control, 100 % NaCl; II: 50 % NaCl- 50 % KCI; III: 55 % NaCl, 25 %
KCl, 15 % CaCly y 5 % MgCl,.

" Nivel de significacién: n.s: no significativos, (¥) p< 0.05 %.,(**) p<0.01 %, (***) p< 0.001 %.

° Numero de catadores que prefieren cada tratamiento de salado (nimero total igual a 48).

No se observaron diferencias significativas (p < 0.05 %) con respecto a los
atributos aroma, dureza y jugosidad entre los perniles control (100 % NaCl,
tratamiento I) y aquellos sometidos al tratamiento de salado II. En cuanto a los
atributos sabor y aceptacion global, el panel de catadores prefirio aquellos salados
de manera tradicional (100 % NaCl, tratamiento I). Estos resultados estan en
concordancia con los encontrados por Askar et al. (1994), y ponen de manifiesto que
el empleo de KCI propicia la aparicion de sabores amargos en el producto acabado.
Aunque Armenteros et al. (2009b), en lomo curado y Guardia et al. (2008) en
embutidos curados de pequefio calibre lograron reducir el contenido de NaCl por
KCl hasta un 50 % sin que afectara a las caracteristicas sensoriales del producto. Sin
embargo, los perniles elaborados con el tratamiento III recibieron baja puntuacion

por el panel de catadores con respecto a todos los atributos estudiados,
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especialmente en cuanto a los atributos dureza y sabor. Resultados similares fueron
encontrados por Hand et al. (1982a) en salchichas tipo “Frankfurters” y Frye et al.
(1986) en jamon elaborado con Mg%. Estos resultados ponen de manifiesto que el
empleo de mezclas de KCl, MgCl, y CaCl, propicia la aparicion de defectos en la
calidad final del producto.

Con respecto a los jamones curados salados a vacio, el analisis sensorial se
realizo a los 11 meses de curado, con el fin de observar desde el punto de vista del
consumidor las diferencias relacionadas con la sustitucion parcial del contenido de
NaCl por otras sales (KCI, CaCl, y MgCl,). Se efectuaron dos pruebas, una
discriminatoria, que consiste en una prueba triangular para determinar si se
observaban diferencias significativas entre los jamones curados sometidos a los
tratamientos experimentales (II y III) y el control (tratamiento I, 100 % NaCl) y otra
preferencial, que es una prueba heddénica de consumidores mediante la cual los
catadores evaluaron distintos atributos de calidad del jamon curado: sabor, aroma,

textura en sus parametros dureza, jugosidad, apariencia y aceptabilidad global.

Los resultados de la prueba triangular se recogen en la Tabla 4.

Tabla 4. Resultados de la prueba triangular de los jamones elaborados con sustitucion parcial del
contenido de NaCl (tratamientos I, II y III) aplicando salado a vacio.

Namero de respuestas positivas

Parejas Tratamiento T1 Tratamiento TTT P-valor®
Control-11 33 0.1
Control-III 31 0.1

*Tratamientos de salado: I: Control, 100 % NaCl; II: 50 % NaCl- 50 % KCI; III: 55 % NaCl, 25 %
KCl, 15 % CaCly y 5 % MgCl,.

® P-valor: Nivel de significacion.
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La prueba revel6 diferencias significativas con un nivel de confianza del
90 % entre aquellos jamones sometidos a los tratamientos experimentales de salado
(I y III) y el control. De los 54 jueces que intervinieron en la prueba, 33 eligieron
los perniles elaborados con el tratamiento de salado II, en cambio 31 de los 54
catadores juzgaron mejor a los perniles elaborados con el tratamiento de salado III.
Asi pues, los resultados obtenidos permiten afirmar que existio una preferencia
significativa (p < 0.1%) por los jamones sometidos a los tratamientos de salado

experimentales (II y III).

Los resultados de la prueba preferencial (prueba hedonica de consumidores)
se recogen en la Tabla 5, donde figuran las puntuaciones obtenidas por los atributos
sensoriales evaluados, asi como la aceptabilidad global. Para evaluar estas

caracteristicas se utilizo una escala del 1 al 9.

Tabla 5. Resultados de la prueba hedénica de consumidores al final de la fase de curado de los
jamones elaborados con sustitucion parcial del contenido de NaCl (tratamientos I, II y III) aplicando
salado a vacio.

Tratamientos de Salado

Atributos EEM® P-valor®
I 11 I

Aroma 6.24* 5.82%" 5.59" 0.134 *x
Sabor 6.32° 5.20° 5.67 0.145 Tk
Dureza 6.41° 5.83° 6.05%® 0.132 o
Jugosidad 6.46" 575 5.95° 0.126 ook
Apariencia 5.48% 5.58* 4.52° 0.140 Bk
Aceptabilidad 6.38% 5.15° 5.67° 0.139 ok

*Tratamientos de salado: I: Control, 100 % NaCl; II: 50 % NaCl- 50 % KCI; III: 55 % NaCl, 25 %
KCl, 15 % CaCl, y 5 % MgCl,,

®E.E.M: error estandar de la media.

¢ P-valor: (*) p< 0.05 %, (**) p< 0.01 %, (***) p< 0.001 %.

No se detectaron diferencias significativas para los atributos aroma y
apariencia (p < 0.01 % y 0.001 %, respectivamente) entre los perniles control y los

elaborados con el tratamiento de salado II. Para el resto de atributos (sabor, dureza,
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jugosidad y aceptabilidad) se registraron puntuaciones significativamente inferiores
a los controles. Las bajas puntuaciones obtenidas pueden deberse a la aparicion de
sabores amargos propiciado por el aumento del contenido de KCl en la sal (Gou et

al., 1996; Gelabert et al., 2003).

Los perniles sometidos al tratamiento de salado III no fueron muy bién
valorados por el panel de catadores respecto a los perniles control, excepto en el
caso del atributo dureza, donde no se encontraron diferencias significativas entre los
perniles control y aquellos sometidos al tratamiento de salado III. La aparicion de
defectos en la calidad del producto podria ser atribuido a una mayor rotura de las
proteinas de la carne a causa de un aumento de la proteolisis (Knight y Parson, 1988;
Toldra, et al., 1993). Sin embargo, obtuvieron mejores puntuaciones para los
atributos sabor, dureza, jugosidad y aceptabilidad que los elaborados con el
tratamiento 11, asi que parece que el empleo de vacio permitié que la difusion de la
sal fuera mas uniforme y la calidad sensorial del producto mejorara en cuanto al
empleo de sales divalentes. De hecho, Guamis et al., (1997) en queso tipo
“Manchego” observaron este mismo efecto cuando aplicaron IMV y ademas no

detectaron defectos en la textura del producto final.

En resumen, el analisis sensorial del producto acabado nos sirvid para
averiguar si los procesos tecnoldgicos de salado y la concentracion inicial de sal
aplicados fueron o no adecuados. A la vista de los resultados obtenidos, el empleo
de ambos procesos tecnoldgicos no propicio diferencias significativas en cuanto a la
concentracion final de sales en el pernil. Las diferencias encontradas fueron debidas
a la cantidad inicial de sal que se afiadié en cada tratamiento. En cuanto al tipo de
proceso tecnologico aplicado, fueron los perniles sometidos al tratamiento de salado
IT y elaborados aplicando masajeado en la superficie los preferidos por el panel de
catadores, mientras que cuando se aplico vacio fueron los perniles elaborados con el

tratamiento III mejor valorados que con el tratamiento I1.

Por lo tanto, el uso de vacio permitié una penetracion mas intensa de la sal

en el interior del pernil, aunque el contenido de NaCl que se podria reemplazar es
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menor dado los defectos en la calidad final del producto que origina, en particular
cuando se utiliza KCI en la sal. Asi pues, ¢l salado a vacio se puede considerar como
una metodologia alternativa para obtener jamon bajo en sal y de hecho, ya se ha

empleado con éxito en queso tipo “Manchego” (Pavia et al., 2000).
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Durante las tltimas décadas, la mayoria de estudios que abordan el dafio
oxidativo en proteinas se han centrado en examinar el papel que desempefian las
proteinas oxidadas en enfermedades neurodegenerativas (Elias et al., 2008).
Solamente unos pocos trabajos han intentado elucidar el efecto del manejo,
procesamiento y manipulacion de los productos céarnicos sobre la intensidad e
incidencia de los procesos oxidativos en proteinas de la carne (Estévez et al., 2005;

Salminen et al., 2006; Ventanas et al., 2007).

Las proteinas musculares son susceptibles de dafio oxidativo promovido por
diferentes agentes prooxidantes. Como consecuencia de este dafio oxidativo, los
aminoacidos sufren diversas modificaciones como la generacion de grupos carbonilo
y/o la formacion de puentes de union disulfuro o ditirosina entre otros (Estévez et
al., 2008b). Por ese motivo, es de suma importancia estudiar el dafio oxidativo en
proteinas de origen carnico dado que afecta al valor nutricional de la carne, por
producir la pérdida de aminodcidos esenciales y disminuir la digestibilidad de las
proteinas, ademas de que puede provocar la aparicion de defectos en el color y la

textura del producto final (Estévez et al., 2005).

Asimismo, en vista de la falta de conocimiento de los efectos que provocan
la oxidacion de las proteinas musculares, existe la necesidad de investigar las rutas
de oxidacion proteicas, al igual que los productos que se originan de las mismas

durante el manejo, procesamiento y almacenamiento de los productos carnicos. A
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fin de cumplir estos objetivos, es esencial desarrollar procedimientos adecuados para
el control de dicha oxidacion. Como los semialdehidos AAS y GGS que se utilizan
de manera habitual como marcadores del dafio oxidativo en proteinas de origen

bioldgico.

El objetivo del presente capitulo fue analizar en diversos productos carnicos
la presencia de AAS y GGS mediante el empleo de la cromatografia liquida
acoplada a un espectrometro de masas con fase electrospray (LC-ESI-MS) y
comparar los resultados con los obtenidos por otras metodologias mas
convencionales y que se utilizan de manera rutinaria como son el método de la

dinitrofenilhidrazina (DNPH) y la espectroscopia de fluorescencia.

L Composicion quimica

La composicion quimica basica, humedad, grasa y proteina de los distintos
productos carnicos es muy diferente y depende de la materia prima empleada y del

tipo de proceso implicado en la fabricacion (ver Tabla 1).

Tabla 1. Composicion quimica (media + desviacion estandar) de los diferentes productos carnicos.
Los resultados se expresan como g/ 100 g de cada producto carnico.

Humedad Proteina Grasa
Carne Picada 67.47+0.84 20.60+0.96 9.3940.19
Jamoén Curado 56.04+0.70 32.88+0.79 9.55+0.65
Lomo Curado 52.52+0.25 37.64+1.04 5.540.21
Salami 34.66+0.40 20.85+1.36 34.724+1.10
Salchicha 65.22+0.70 14.76+0.20 14.47+0.15
Paté de Higado 55.4940.41 12.78+1.49 24 55+1.39

II. Cuantificacion de la oxidacion lipidica

Los parametros TBARS y hexanal fueron estudiados como indicadores de
oxidacion lipidica en los productos carnicos objeto de estudio. Los valores medios
de los niveles de TBARS, expresados como mg malondialdehido (MDA)/ Kg, y el
hexanal (expresados como unidades de absobancia, AU) se muestran en las Figuras

2 y 3, respectivamente.
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El método TBARS se utiliza normalmente para medir los productos
derivados de la oxidacion secundaria de los lipidos en sistemas musculares. Como se
puede apreciar (ver Figura 2), se encontraron diferencias significativas en los niveles
de TBARS entre los diferentes productos carnicos objeto de estudio. Los productos
curados mostraron niveles de TBARS significativamente mas altos que la carne
picada, los productos cocidos (salchicha) y el paté, mientras que entre los productos
carnicos curados, el jamoén, el lomo curado y el salami mostraron los valores mas

altos.

Figura 2. Medida de los niveles de TBARS, expresados como mg malondialdehido / Kg, en
diferentes productos carnicos.
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En relacion al hexanal, los productos carnicos curados y las salchichas
mostraron cantidades significativamente mas altas de hexanal que la carne picada y

el paté (ver Figura 3).
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Figura 3. Medida de hexanal en diferentes productos céarnicos.
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A la vista de los resultados obtenidos, podemos decir que existe una
incoherencia entre la media de los niveles TBARS y el hexanal en nuestro estudio.
De acuerdo con los valores TBARS, los productos carnicos curados estarian mas
oxidados a pesar de que éstos y los productos carnicos cocidos (salchicha) sufren
reacciones de oxidacion en un grado similar de acuerdo con el analisis de hexanal
(ver Figura 3). Sin embargo, estos resultados estan en concordancia con los
encontrados anteriormente por otros autores (Antequera et al., 1992; Ruiz et al.,

2002b y Andrés et al., 2004).

Por otro lado, el hexanal deriva de la oxidacion de &cidos grasos
poliinsaturados (PUFA), principalmente del acido linoleico C18:2. El destino del
hexanal después de su formacion es bastante complejo, ya que puede verse
involucrado en otras reacciones y, por lo tanto, la cantidad de hexanal en los

productos céarnicos varia considerablemente durante el procesamiento 'y
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almacenamiento. Andrés et al., (2004) y Ventanas et al., (2008) describieron
fluctuaciones en la concentracion de hexanal durante la etapa de curado-maduracion
del jamén y lomo curado, respectivamente. Seglin estos autores, el hexanal no puede
ser un indicador fiable de la oxidacion de los lipidos en productos carnicos
sometidos a un proceso de maduracion largo, ya que eventualmente podrian
reaccionar con otros compuestos dando lugar a unos niveles inesperadamente bajos
de este compuesto. De hecho, se ha descrito el desarrollo de reacciones de Maillard
entre aldehidos derivados de la oxidacion de lipidos y los aminoacidos liberados
durante la maduracion de los productos carnicos (Antequera et al., 1992; Ventanas et
al., 1992; Pripis et al., 2000). Este hecho fue confirmado en sistemas modelo de
origen carnico donde se observo la formacion de aldehidos a través de la
degradacion de Strecker (Ventanas et al., 2006b). Ademas, la liberacion de hexanal
durante su analisis en el espacio de cabeza y, por tanto, su analisis usando
cromatografia de gases (GC) depende de una gran variedad de factores fisico-
quimicos (composicion y estructura del producto cérnico) que no tienen nada que
ver con los procesos de oxidacion. En nuestro estudio, el indice de TBARS fue mas
conveniente que la medida de hexanal para evaluar el dafio oxidativo de un grupo
muy heterogéneo de productos carnicos, ya que el hexanal podria no reflejar con
exactitud el estado oxidativo de los productos carnicos curados. De acuerdo con los
niveles de TBARS, serian los productos carnicos curados los que presentan valores
mas altos de oxidacion lo que cabe de esperar al estar sujetos a un largo periodo de
deshidratacion, altas temperaturas, rotura de tejidos, y una fase previa de salado, lo

que aumenta las reacciones de oxidacion en estos productos.

1. Cuantificaciéon de los compuestos carbonilo

La concentracion total de compuestos carbonilo presentes en diferentes

productos de origen carnico se estudié por tres métodos: el DNPH, la medida de la
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fluorescencia emitida a 450 nm y el analisis de los semialdehidos AAS y GGS. Los

resultados obtenidos con el método del DNPH se muestran en la Figura 4 .

Figura 4. Concentracion total de carbonilos de origen proteico en diferentes productos carnicos segun el
método del DNPH.
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»b¢ Diferentes superindices sobre las barras de error indican diferencias significativas
entre productos.

Como se puede observar, los productos carnicos cocidos (salchichas)
presentaron los valores mas altos en cuanto al contenido de hidrazonas mientras que
la carne picada mostr6 los valores mas bajos. Asimismo, se encontr6 una correlacion
positiva entre la medida de la concentracion de grupos carbonilo en proteinas
mediante el método del DNPH y la medida de la oxidacion lipidica, cuantificada
mediante la determinacion de la concentracién de hexanal (R*= 0.66; p < 0.001),
mientras que los resultados obtenidos por el método del DNPH no mostraron una

correlacion significativa con los niveles de TBARS.

Cuando se midio la fluorescencia emitida por los productos de oxidacion
proteica a 450 nm (ver Figura 5) como indicador del dafio oxidativo en proteinas en

los diferentes productos carnicos se encontraron diferencias significativas entre
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todos ellos (ver Figura 6). Los productos carnicos cocidos (salchicha) mostraron la
intensidad de fluorescencia mas alta seguida por el paté. La carne picada presento la
intensidad de fluorescencia mas baja y entre los productos carnicos curados, el
salami presentd una intensidad de fluorescencia significativamente mas alta que el
jamoén y el lomo curado.

Figura 5. Espectros de Fluorescencia de los grupos carbonilo de origen proteico (A excitacion 350 nm)
medidos en extractos acuosos procedentes de diferentes productos céarnicos.
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Figura 6. Intensidad de Fluorescencia' correspondiente de los grupos carbonilo de origen proteico,
medidos en extractos acuosos procedentes de diferentes productos carnicos.
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! Los valores medios de intensidad de fluorescencia fueron corregidos considerando la concentracion
total de proteina en cada producto carnico.

» b ¢ Diferentes superindices sobre las barras de error indican diferencias significativas entre
productos.

La fluorescencia emitida se correlaciond con el contenido de hexanal (R’=
0.74; p < 0.001) y con el analisis de los grupos carbonilo por el método del DNPH
(R>=0.83; p <0.001).

Los marcadores de oxidacion proteica AAS y GGS fueron analizados y
detectados por primera vez en proteinas de origen carnico previa derivatizacion con
ABA, usando LC-ESI-MS. Los picos correspondientes a los iones moleculares

[M+H]" de las formas derivatizadas de los semialdehidos GGS y AAS (GGS-ABA y
AAS-ABA, respectivamente) se muestran en los cromatogramas de MS (ver Figura

7). Ambos compuestos (GGS-ABA y AAS-ABA) fueron positivamente
identificados por los tiempos de retencion (GGS: 14.5 min; AAS: 28.4 min), el
espectro de masas (GGS: m/z 253; AAS: m/z 267) y los patrones de fragmentacion
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(Estévez et al., 2009), los cuales fueron idénticos a los mostrados por los patrones

estandar.

Figura 7. EIC cromatogramas correspondientes a (A) [M"H]™ 252 (GGS-ABA) y (B) [M'H]" 267
(AAS-ABA) y las estructuras quimicas de las formas derivatizadas de los semialdehidos
(semialdehidos-ABA) de los marcadores de oxidacion proteica.
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En el estudio realizado, la concentracion de GGS formado de la oxidacion

de proteinas fue considerablemente mas alta que la de AAS en todos los productos

carnicos (ver Figuras 8 y 9).

Figura 8. Niveles de GGS analizados en diferentes productos carnicos por LC-MS.
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'Los valores medios de las areas del pico correspondiente al semialdehido GGS derivatizado (EIC
[M+H]" 253 (GGS-ABA) fueron corregidos considerando la concentracion total de proteina de cada

producto carnico.

»b¢ Diferentes superindices sobre las barras de error indican diferencias significativas entre productos.

Los productos carnicos curados, y en particular el jamén curado y el salami,
mostraron la cantidad significativamente mas alta de GGS, seguidos por el paté y la
salchicha, mientras que la carne picada mostré los niveles mas bajos. En cambio, no
se encontraron diferencias en el contenido de AAS excepto en la carne y la salchicha
que mostraron niveles significativamente mas altos que los productos carnicos
curados. Asimismo, no se encontraron correlaciones significativas ni con el método
del DNPH (R*=0.02 y R*= 0.27, AAS y GGS, respectivamente) ni con la intensidad
de fluorescencia emitida por los productos de oxidacién proteica (R’= -0.09 y R*=

0.37, AAS y GGS, respectivamente). Sin embargo, se encontr6 una correlacion
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significativamente positiva y alta entre los valores de GGS obtenidos por MS y los

niveles de TBARS de los productos carnicos objeto de estudio (R*= 0.83, p < 0.001).

Figura 9. Niveles de AAS analizados en diferentes productos carnicos por LC-MS.
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La formacién de los compuestos carbonilo es uno de los cambios mas
notables que se produce durante la oxidacion de las proteinas (Stadman et al., 2000;
Requena et al., 2003). En este trabajo se han aplicado diferentes metodologias para
la evaluacion de los grupos carbonilos de las proteinas de origen carnico. El
contenido de grupos carbonilo presente en un determinado producto normalmente se
evalua mediante la cuantificacion de los derivados del DNPH. Sin embargo, en base
al estudio realizado por Estévez et al., (2008a) hemos tratado de ensayar la
idoneidad de la espectroscopia de fluorescencia para evaluar procesos oxidativos en

diferentes tipos de productos carnicos. En el presente estudio ademas se han
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detectado en productos carnicos, los productos de oxidacion proteica de
determinadas rutas especificas, es decir los semialdehidos GGS y AAS, que ya se
habian analizado en muestras biologicas usando GC-MS (Requena et al., 2001) y
HPLC-FLD (Akagawa et al., 2006). Para el analisis se emple6 LC-ESI-MS como
desarroll6 Estévez et al. (2009).

Los resultados demostraron que los residuos de lisina, prolina y arginina
procedentes de proteinas miofibrilares oxidadas durante el procesamiento y
almacenamiento de productos carnicos dieron lugar a los semiladehidos AAS y
GGS, respectivamente. Sin embargo, AAS mostré niveles considerablemente mas
bajos que el GGS aunque deriva del aminoacido lisina que es uno de los mas
abundantes en la carne. En trabajos anteriores, Estévez et al., 2009 observaron que el
AAS, a diferencia del GGS, disminuye lentamente durante los ensayos de oxidacion
“in vitro”, demostrando que este semialdehido podria actuar como reactivo en
determinadas reacciones. De hecho, se ha comprobado que el AAS formado como
resultado de la oxidacién del aminoacido lisina podria eventualmente verse
involucrado en reacciones alternativas durante el procesamiento y almacenamiento
de los productos carnicos (formacion de bases de Schiff) (Requena et al., 2001) que
podria explicar por qué los productos cocidos e incluso los productos carnicos
ligeramente procesados (i.e la carne picada) tienen niveles mas altos de AAS que
aquellos productos sujetos a procesos tecnoldogicos mas tediosos y largos periodos
de procesamiento. Mientras que, el GGS es un compuesto mas estable que puede
permanecer como tal en los productos carnicos y proporcionar asi una prueba fiable

de la situacion oxidativa de las proteinas de la carne.

Asi pues, los diferentes métodos para cuantificar el dafio oxidativo usados
muestran diferentes resultados, aunque el empleo de método del DNPH y la
espectroscopia de fluorescencia mostraron resultados muy similares. De hecho, se
encontrdé una correlacion significativamente positiva entre ambos métodos,
sugiriendo que ambas técnicas aportan medidas equivalentes. En contraste, se
observo una falta de consistencia entre las medidas realizadas usando LC-MS y

aquellas obtenidas usando el método del DNPH y la espectroscopia de fluorescencia.
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La falta de consistencia entre ambos métodos es causada por la sobreestimacion de
la cantidad total de compuestos carbonilo de origen proteico mediante la medida de
los productos de oxidacion lipidica (método del DNPH) (Estévez et al., 2008b) o los
productos derivados de la interaccion entre lipidos y proteinas oxidados (bases de
Schiff) (Cheld et al., 2007) mediante espectroscopia de fluorescencia, mientras LC-
MS proporciona informacién mas precisa de los productos de oxidacion proteica.
Comparando los resultados de los diferentes métodos, es evidente que existe una
notable sobreestimacion en productos como la salchicha, el salami y el paté. Estos
productos tiene la concentracion mas alta de lipidos y ademas las interacciones entre
los lipidos y las proteinas oxidadas es muy intensa en emulsiones carnicas como la
salchicha o el paté. Es razonable considerar a la vista de las reacciones de
interaccion que se producen entre lipidos y proteinas en emulsiones cérnicas y en
particular en productos cocidos, que estos productos muestren los valores mas altos
en cuanto a la concentracion de hidrazonas, los valores mas altos de fluorescencia y
los mas bajos de TBARS. En contraposicion a esto, Estévez et al. (2009),
recientemente encontraron una buena correlacion entre los resultados obtenidos por
el método del DNPH y el LC-MS. Sin embargo, en dicho estudio las proteinas se
oxidaron en ausencia total de lipidos, lo que apoya la hipotesis expresada en este

capitulo.

Por lo tanto, la evaluacion de los productos de oxidacion proteica usando el
método el DNPH y la espectroscopia de fluorescencia podria dar lugar a una
sobreestimacion de los resultados que dependen de la composicion lipidica del
producto y de su estructura. AAS y GGS obviamente no se ven afectados por la
composicion y la estructura de la matriz carnica y son muy especificos dado que
proporcionan informacioén precisa acerca del destino de determinados aminoacidos
durante el almacenamiento y procesamiento de los productos carnicos. Estos
compuestos, y particularmente el GGS, podrian ser usados como marcadores de
dafio oxidativo en proteinas como los TBARS se usa de manera rutinaria para

cuantificar dafio oxidativo en los lipidos. De hecho, ambas medidas muestran una
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correlacion positivamente alta y significativa lo cual ilustra la relacién entre ambos

eventos oxidativos.
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6. Discusion General

El cloruro de sodio, “sal comin”, ha tenido una especial importancia a lo
largo de la evolucion del hombre, representando el aditivo mas usado después del
azucar. La sal ejerce diversas funciones en los alimentos y, de hecho, se utiliza
durante el proceso de elaboracion de una gran variedad de estos (Reddy y Marth,
1991), siendo en los productos carnicos donde quizas tenga mayor relevancia,
utilizandose para el control del crecimiento microbiano, y ademas contribuye a la
capacidad de retencion de agua del producto, facilita la solubilizacién de ciertas
proteinas miofibrilares y confiere el tipico sabor salado. Ademas, afecta a reacciones
enzimaticas como la proteolisis, la lipdlisis y la oxidacion que influyen directamente
en el desarrollo de las caracteristicas organolépticas del producto (Andrés et al.,

2004; Toldra, 2006a).

Durante las ultimas décadas se han llevado a cabo diversos estudios que
han demostrado la relacion existente entre el consumo de elevadas cantidades de sal
y la hipertension (Elliot et al., 1996; Sacks et al., 2001; He y MacGregor 2007). A
raiz de esto, la industria carnica ha desarrollado diversas estrategias con el fin de
reducir el contenido de sal en sus productos que en algunos de ellos como es el caso
del jamon curado esta entre el 5y el 8 % lo que lo convierte en un producto
desaconsejado para aquellas personas que sufren problemas de hipertension (Toldra
2002; Guardia et al., 2006). Una de las estrategias que se ha empleado consiste en la
sustitucion total o parcial del NaCl por sales de K, Ca®" y Mg”" (Ruusunen y
Puolanne, 2005). Asi, se ha conseguido con éxito sustituir parte del NaCl por KCI
sin que se vieran afectadas las propiedades organolépticas de productos como los
embutidos y el lomo curado (Gou et al., 1996; Gelabert et al. 2003; Guardia et al.,
2009). Los porcentajes de sustitucion son muy reducidos cuando se emplean sales
divalentes debido a los defectos que pueden llegar a causar en la calidad del

producto final (Hand et al., 1982a; Frye et al., 1986; Gimeno et al., 1998, 1999).

Existe, sin embargo, un total desconocimiento acerca del efecto que puede

producir la sustitucion del NaCl por estas sales sobre los fendmenos proteoliticos
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que tienen lugar durante el proceso de elaboracion de productos carnicos curados
como el jamoén y el lomo curados. En vista de esto nos planteamos en primer lugar
estudiar el efecto “in vitro” de las sales sustitutivas del cloruro sodico, KCl, CaCl, y
MgCl, sobre la actividad de las enzimas proteoliticas del musculo porcino
(catepsinas, dipeptidilpeptidasas y aminopeptidasas) y compararla con la del NaClL
Se comprobd que el KCl actia de manera similar al NaCl sobre la actividad de
dichas enzimas, mientras bajas concentraciones de las sales divalentes (CaCl, y
MgCl,) ejercian un efecto similar al del NaCl e incluso mucho mas potente
(Armenteros et al., 2009a). Estos resultados marcan el punto de partida para poder
reducir la concentracion de NaCl en productos carnicos como el jamén y el lomo
curados a base de sustituir la concentracion de NaCl por sales de K*, Ca®" y Mg sin
que el fendmeno proteolitico se viera afectado sensiblemente, pero siempre y cuando

se ajuste correctamente la concentracion de sales que constituyen la salmuera.

En base a los resultados obtenidos en otros trabajos (Hand et al., 1982b,
Gou et al., 1996; Gimeno et al., 1998, 1999; Coutron-Gambotti et al., 1999; Gelabert
et al., 2003; Andrés et al., 2005; Armenteros et al., 2009a) se establecieron los
tratamientos de salado y los porcentajes mas adecuados de sustitucion de NaCl por
sales de K', Ca®" y Mg”". En primer lugar se optimizaron con lomo curado y
posteriormente fueron aplicados a jamén curado. Se pudo comprobar que
sustituciones < 50 % de NaCl por KClI en el lomo curado, no afectaron de manera
significativa al proceso proteolitico y lipolitico que tuvo lugar durante la maduracion
del mismo, tal y como revel6 el contenido de aminoacidos y acidos grasos libres que
se encontrd6 al final del proceso de maduracion. Estos resultados estan en
concordancia con los encotrados por Katsiari et al. (2000a,b) en queso tipo “Feta”.
Asimismo, el analisis sensorial realizado en los lomos curados confirmé que
aquellos salados con sustituciones del 35 y 50 % de NaCl por KCl, no mostraron
diferencia apreciables con los lomos control (100 % NacCl), e incluso los salados con
50 % NaCl- 50 % KCI fueron los mejor valorados por el panel de catadores
(Armenteros et al., 2009b). De hecho, Gou et al. (1996) en lomo curado y Gelabert

et al. (2003) en embutidos curados no encontraron defectos en la calidad sensorial
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del producto cuando realizaron sustituciones < 50 % de NaCl por KCl, confirmando
que dichos reemplazamientos pueden ser factibles y que no alteran las propiedades

sensoriales del producto.

También en lomo curado se observo que el empleo de mezclas de sales de
KCl, CaCl, y MgCl, como sustitutos parciales del NaCl produjo una mayor
proteolisis en el producto, mientras que el contenido total de acidos grasos libres fue
significativamente menor cuando se emplearon altas concentraciones de sales
divalentes. Este hecho ya habia sido comprobado previamente en queso tipo
“Camembert” (Lesage et al., 1983). Asimismo, el analisis sensorial demostr6 que
unicamente aquellos lomos donde se reemplazo el 45 % de NaCl por una mezcla de
K", Ca*" y Mg*" no mostraron diferencias significativas con los lomos control (100
% NaCl) e incluso fueron preferidos por el panel de catadores en relacion con el
atributo aroma (Armenteros et al., 2009c¢). Por lo tanto, esta composicion de sales de
curado podria ser utilizada con éxito para reducir el contenido de sodio en el jamén
curado sin que se vieran afectadas las propiedades bioquimicas y sensoriales del

producto final.

Partiendo de los conocimiento adquiridos con las experiencias realizadas
con lomo curado, se intentd extrapolarlas a la fabricacion del jamoén curado
eligiendo los tratamientos de salado que habian obtenido los mejores resultados en el
lomo curado y utilizando ademas una cantidad de sal ajustada a valores bajos

(Armenteros et al., 2008 b, Armenteros et al., 2008 c).

En primer lugar, se hizo necesario un control riguroso de las condiciones
termohigrométricas de las camaras durante la elaboracion de los perniles con bajo
contenido en sal con el fin de obtener un producto estable y seguro desde el punto de
vista microbiologico (Toldra 2006a). Se emplearon temperaturas frias y humedades
relativas altas durante las etapas iniciales (salado-post-salado) y temperaturas
suaves, mas bajas de lo normales, durante las etapas de secado maduracion

(Ventanas y Cava, 2001b).

215



Discusion General

Para garantizar la estabilidad del producto a los largo del proceso, era
necesaria una correcta difusion de las sales empleadas en los tratamientos de salado.
Se observo que las sales de K', Ca*" y Mg®" fueron capaces de difundir y penetrar
hacia las zonas mas profundas del pernil (musculo B.femoris), cuando se alargé el
tiempo de post-salado, tal y como habia sugerido Blesa et al. (2008). La velocidad
de penetracion de estos cationes es pues mas lenta puesto que son capacer de
interaccionar con los grupos polares de las proteinas retardando su difusion y
penetraciéon hacia zonas mas profundas del pernil (Iyengar y Sen, 1970; Xiong y

Brekke, 1991).

Tal y como habia sucedido en el lomo curado (Armenteros et al., 2009b,c¢),
la sustitucion parcial del contenido de NaCl por sales de K, Ca*" y Mg®" no alterd
significativamente el fendmeno proteolitico que tuvo lugar durante su elaboracion,
reflejandose en la concentracion total de aminodcidos libres, la cual fue muy similar
tanto en los tratamientos experimentales de salado como en el control, con 100 %
NaCl. Finalmente, el andlisis sensorial demostré que los perniles elaborados en la
primera experiencia con una mezcla de sales constituida por 50 % NaCl- 50 % KCI
estuvieron bien valorados por el panel de catadores, hecho corroborado

recientemente por Guardia et al. (2008) en embutidos curados de pequefio calibre.

Posteriormente se realizo otra experiencia de jamones curados para estudiar
la aplicacion de un proceso alternativo de salado, como fue el salado a vacio y un
aumento en la concentracion inicial de la sal permitié una mayor y mas homogénea
concentracion de sales en el interior de los perniles. De hecho, esta metodologia ya
habia sido aplicada con éxito para elaborar queso “Manchego” bajo en sodio (Pavia
et al., 2000). Sin embargo, aparecieron defectos en la calidad sensorial del producto
en los perniles salados con mezclas del 50 % NaCl/ 50 % KCl ya que se apreciaba el
sabor amargo debido al K" al aumentar la concentracion por encima del umbral de
deteccion (Askar et al., 1994). Por lo tanto, el empleo del vacio permitié una
penetracion mas homogénea y segura de las sales que el uso del masajeado, pero la
cantidad de NaCl que se puede reemplazar resulta menor debido a los defectos

observados en la calidad sensorial del producto.
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El analisis de los productos de oxidacion proteica mediante el empleo de
métodos tradicionales, como el DNPH, o técnicas madas recientes como la
espectroscopia de fluorescencia, dio lugar a una sobreestimacion de la concentracion
de carbonilos debido principalmente a la composicién y estructura de la matriz
carnica (Estévez et al., 2008b). El empleo de los semialdehidos a-aminoadipico
(AAS) y y- glutamico (GGS) como marcadores de dafio oxidativo, parece ser un
método mas fiable de medida ya que son capaces de cuantificar unicamente el dafio
oxidativo en proteinas sin otras interferencias. Se trata de una medida muy
especifica porque estos semialdehidos proceden de la oxidacion de determinados
aminoacidos, como lisina, arginina y prolina, de origen miofibrilar (Estévez et al.,
2009). Asi pues, se pudo comprobar que especialmente el semialdehido GGS podria
usarse como marcador de dafio oxidativo en proteinas de la carne, de forma similar a
como se utiliza el indice TBARS para cuantificar el dafio oxidativo en lipidos

(Armenteros et al., 2009d).
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7. Conclusiones

= La realizacion de ensayos “in vitro” de la actividad inhibidora de las
sales alternativas al NaCl (KCl, CaCl, y MgCl,) sobre la actividad de las
enzimas proteoliticas musculares (catepsinas, dipeptidilpeptidasas y
aminopeptidasas) demuestran que el KCI no ejercia ningiun efecto
significativamente diferente al del NaCl sobre la actividad de dichas
enzimas, mientras que las sales divalentes CaCl, y MgCl, ejercian un

efecto inhibidor més intenso a concentraciones mas bajas.

= Las experiencias de fabricacion de lomo curado pusieron de manifiesto
que sustituciones del 50 % de NaCl por KCI no afectaban de manera
significativa al proceso proteolitico ni a la calidad sensorial, por lo que
constituye una alternativa valida para la de reduccion de sodio en dicho
producto. El empleo de sales de Ca** y Mg®" produjo una mayor
proteolisis ademas de algunos defectos en la calidad sensorial del

producto, lo cual complica su uso potencial como alternativas al sodio.

= Las experiencias de fabricacion de jamon curado pusieron de manifiesto
que el empleo de sales de K, Ca®" y Mg®", como sustitutos parciales del
NaCl, a bajas concentraciones (alrededor de 2.5 %) de sales, no alteraba
de manera significativa el fendmeno proteolitico durante su proceso de
elaboracion. Los jamones elaborados con sustituciones del 50 % de

NaCl por KCI fueron bien valorados por el panel de catadores.

= El empleo en el jamoén curado de sales alternativas al NaCl a mayores
concentraciones (4.5 a 5.5 %) genero6 defectos en la calidad sensorial del

producto, debido a la alta concentracion final de potasio.
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Abstract This study is focused on the effect of sedium
chloride alternative salts (KCI, MgCl, and CaCly) on por-
cine muscle proteases (cathepsins, dipeptidylpeptidases and
aminopeptidases). In general, KCl exerted a very similar
effect to NaCl for all the studied enzymes, while the effect
of divalent salts (CaCl, and MgCl,) was more pronounced.
Cathepsins, dipeptidyl peptidase III, dipeptidyl peptidase
IV and alanyl aminopeptidase activities were strongly
inhibited by all the chloride salts especially by divalent
ones, Dipeptidyl peptidase [T and lewcy]l aminopeptidase
were little affected and methionyl aminopeptidase was only
inhibited by divalent salts. Dipeptidyl peptidase 1 was
strongly activated by low concentrations of the chloride
salts except NaCl. Arginyl aminopeptidase was activated
by NaCl and KCl and low amounts of MgCl,, while CaCl,
showed a strong inhibitory effect. This is very important as
these enzymes play important roles in dry-cured meats and
their activity is, in general, regulated by sodium chloride.
Thus, reductions in the sodium concentration with subse-
quent increases of other alternative cations may have rele-
vant consequences on enzyme activity that should be taken
into account when processing dry-cured meats.

Keywords Muscle proteases - Enzyme inhibition -
Sodium chloride - Potassium chloride - Magnesium
chloride - Calcium chloride

M. Armenteros - M.-C. Anistoy - F. Toldrd ()

Instituto de Agroquimica v Tecnologia de Alimentos (CSIC),
P.O. Box 73, 46100 Burassot, Valencia, Spain

e-miil: ftoldra@iatacsic.es

Introduction

Sodium chloride has been traditionally used in foods due to
its different roles such as a preservative, salty taste and
flavour enhancer. Sodium chloride is a typical ingredient in
dry-cured meats. It gives a typical salty taste and reduction
in water activity, but also affects the proteclysis and lipoly-
sis phenomena during the processing of dry-cured meat
products improving the product texture and contributing
directly to flavour [1, 2]. Nevertheless, sodium intake
exceeds the nutritional recommendations in many countries
(maximum of 5-6gfday), which is associated with an
increase in blood pressure and consequently with an
increased risk of stroke and cardiovascular diseases [3].
Therefore, there is a current trend towards the reduction of
the content of salt (NaCl) in meat products [4]. Sedium
reduetion can be achieved either by lowering NaCl addition
or by replacing it by other salts. Many compounds have
been assayed to replace NaCl in cured meat procuucts such
as other chloride salts like KCI, MgCl,, CaCl,, phosphates
or other substances like K-lactate or glycine [5]. The effect
of the NaCl replacement on the sensory quality and micro-
biological stability of meat products has been studied. KCI
has similar properties to NaCl, but its addition to meat
products is limited (<40%) because it contributes to bitter
tastes at higher content [6, 7]. The partial or total replace-
ment of sodium chloride by MgCl, and CaCl, may have
healthy and nutritional benefits although some effects on
texture, metallic after taste, colour and microbiological sta-
bility have been reported in dry-fermented sausages [8, 9.
On the other hand, unpleasant flavours were also detected
in dry-cured pork loin when NaCl was partially substituted
by other substances like K-lactate and glycine. [7].

The effect of salt reduetion on the proteolytic and lipo-
Iytic enzyme systems in meat products has been studied

f Springer
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The effect of partial replacement of NaCl by KCl in the dry-curing of loins has been evaluated by biochem-
ical and sensory analysis of the final products. End lytic enzymes like cathpesins B and B +L
appeared to be more active when more KCl and less NaCl were present in the curing salt while cathepsin
H remained unaffected. Proteolysis was reflected by SDS-PAGE in the higher density of the sarcoplasmic
proteins bands within the range 55.0-28.0 kDa. Alanyl aminopeptidase (AAP) was unaffected while argi-
nyl and leucyl aminopeptidases were more activated by KCI. On the other hand, methionyl aminopepti-
dase and dipeptidylpeptidase I and I1l were more inhibited as KCl increased in the curing salt blends. The
sensory analysis revealed no significant differences between control loins with 100% NaCl and those with
up to 50% of KCl substitution. Furthermore, loins elaborated with 50% of each salt obtained the highest
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1. Introduction

During the last decades, several studies have linked high levels
of sodium chloride {NaCl) intake with raised blood pressure, also
known as hypertension {He & MacGregor, 2003; Obarzanck et al.,
2003}, This fact has promoted the current tendency to reduce so-
dium intake, in order to proportionally lower blood pressure levels
and confer significant health benefits by contributing to a de-
creased risk of cardiovascular disease {Matthews & Strong, 2005,
For these reasons, consumer demand for a variety of low-salt prod-
ucts, especially meat products has increased considerably {Russun-
en & Puolanne, 2005).

NaCl is an essential ingredient in processed meat products for
its contribution to the water-holding capacity, prevention of
microbial growth, reduction of water activity, facilitating the solu-
bilisation of certain proteins and conferring a typical salty taste
by enhancing the flavour of such food products. Moreover, salt
affects some chemical and biochemical phenomena such as prote-
olysis, lipolysis and lipid oxidation which contribute to the devel-
opment of texture and typical flavour in meat products {Andrés,
Cava, Ventanas, Muriel, & Ruiz, 2004; Guardia, Guerrero, Gelabert,
Gou, & Amau, 2006; Toldrd, 2006a). Nevertheless, consumers are
demanding lower sodium chloride content in meat products
{Gou, Guerrero, Gelabert, & Arnau, 195%6; Gudrdia et al, 2006;
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Russunen & Puolanne, 2005), However, sodium chloride must be
reduced without altering the curing process. In this sense, main
approaches are focused towards the reduction of the NaCl added
of substitution with other salts like KCI, but these actions may re-
quire an alteration of the processing techniques. The reduction of
the level of NaCl added has led to some problems such as an excess
of proteolysis due to the intense action of endopeptidase enzymes
resulting in defective textures like softness, and also exopeptidase
enzymes which could overact on polypeptides and proteins gener-
ating excessive content of low molecular weight nitrogen com-
pounds {peptides and frec amino acids), which could lead to
unpleasant flavour by enhancing the bitter and metallic tastes
{Martin, Cérdoba, Antequera, Timdn, & Ventanas, 1998; Toldra
1958; Toldrd, Aristoy, & Flores, 2000}, Further, the decrease of salt
content in meat products also seems to have a slight promoting
effect on the lipolysis phenomena {Andrés, Cava, Martin, Ventanas,
& Ruiz, 2005).

The partial substitution of NaCl by KCI appears to be the best
altemative to reduce sodium content in meat products, Indeed
both salts have similar properties and potassium intake has not
been linked to the development of hypertension and cardiovascu-
lar diseases (Buemi et al, 2002; Geleijnse et al., 2007; Kimura et al,
2004), although its addition to meat products is mainly limited by
its bitter and astringent taste {Reddy & Marth, 1991}

In this sense, numerous attempts have been made during the
last decades by several researchers to develop acceptable low salt
meat products using NaCl{KC] mixtures. Thus, curing salts with up
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An attempt to decrease the NaCl content in dry-cured products through the use of three different
salting treatments (if: 55% NaCl, 25% KCl, 15% CaCl,, 5% MgCl,; iil: 45% NaCl, 25% KCl, 20%
CaCl,, 10% MgCly; and IV: 30% NaCl, 50% KCl, 15% CaCl,, 5% MgCl,) in comparison to a control
(I: 100% NaCl) was assayed to evaluate the biochemical and sensory characteristics in the final
product. Most proteolytic enzyme activities from the loins submitted to the experimental salting
treatments, especially treatments Il and IV, remained higher than those salted traditionally (control).
The higher aminopeptidase activity was also reflected in a larger release of free amino acids.
Finally, a sensory paired comparison test revealed that those loins salted with the treatment Il were
not significantly different from the loins salted traditionally (100% NaCl), sc that this treatment could
be successfully used for sodium reduction.

KEYWORDS: dry-cured loin; low sodium; low salt; potassium chloride; magnesium chloride; calcium

chloride

INTRODUCTION

Sodium chloride is the main curing agent used in the manu-
facture of processed meats because it contributes to characteristic
flavor and texture as well as improvement of shelf life and protein
solubilization (7). Moreover, it is known that salt is also control-
ling the proteolytic and lipolytic phenomena inside the meat
product. Indesd, salt has shown a strong inhibitory action on
cathepsins and other proteases such as alanyl aminopeptidase
(AAP) and also of neutral lipase and acid esterase (2—5). Hence,
the use of low salt concentrations in meat products is difficult
because it could lead to a defective texture in the final product,
such as softness (6—8).

On the basis of the scientific information and following health
recommendations, the meat industry is trying to develop low-salt
products because meat products repre: a relatively relevant
part of the dictary sodium intake. Furthermore, the demand for
low-salt ¢ products by is increasing in order to
reduce the risk of cardiovascular diseases, such as hypertension,
which is related to an excessive intake of sodium (92, 70).

Nowadays, different strategies have been attempted to
reduce sodinum content in meat products, mainly by replacing
the NaCl with other chloride salts such as potassium chloride
(KCl), magnesium chloride (MgCly), or calcium chloride
(CaCly) (/7--15). However, KCl, the most used NaCl substitute,
imparts a bitter taste at high concentrations, and consequently, its

*To whom correspondence should be addressed. Phone:
+34963900022. Fax: +34963636301. E-mail: ftoldra@iata.csic.es.

©2009 American Chemical Society

use is restricted (76). Indeed, the maximum level of NaCl that
could be substituted in fermented sausages (/7) and dry-cured
loins (73) without imparting undesirable flavor and texture
attributes was 40%. More recently, Armenteros et al. (/1) have
reported substitutions of up to 50% by KCl in dry-cured loin
without affecting the sensory properties nor the proteolytic and
lipolytic activity.

The substitution of Na¥ by CaCl, and MgCl, salts may
generate off-flavors (18, 19). Lately, Gimeno et al. 20) replaced
sodium content with calcium ascorbatein dry-fermented sausages
and obtained an acceptable product without affecting attributes
such as texture and color. The majority of the studies carried out
with divalent salts have focused on the fortification of food
products such as yogurt, fruit juice, or even beef frankfurter with
magnesium aud particularly with caldum to provide an oppor-
tunity for increasing their dietary intake (27, 22). CaCl, has also
been traditionally used in infusion, injection, or marination to
improve meat tenderuess (23). However, experimental studies
conducted to examine the taste of these divalent cations in meat
products have concluded that magnesium and calcium could lead
to bitter tastes, off-flavors, or metallic and astringent sensations.
Nevertheless, the presence of sodium chioride together with these
cations could suppress these unpleasant tastes, especially bitter-
ness (24, 25).

The main objective of this work is to reduce the sodium content
in dry-cured loin by partial substitation with 4 mixture of calcivm
and magnesium chlorides in addition to potassium chloride with-
out affecting the biochemical and sensory properties of the product.

Published on Web 09/28/2009 pubs.acs.orghJAFC
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Liquid chromatography-electrospray ionisation-mass spectrometry (LC-ESI-MS) was applied as an
advanced methodology to study the suitability of using o-amincadipic semialdehyde (AAS) and y-glu-
tamic semialdehyde {GGS) as protein oxidation markers in meat products. The results obtained were
compared to those obtained by using the DNPH-methed and fluorescence spectroscopy for the analysis
of protein carbonyls. Lipid oxidation was alse investigated in order to elucidate the relationship between
lipid and protein oxidation measurements. Both semialdehydes were originally detected in a food system
which proves that lysine, arginine and proline are degraded as a restlt of oxidative reactions to yield AAS
and GGS in meat products. A lack of consistency was observed between the MS results for AAS and GGS
and the values obtained by the DNPH-method and the fluorescence spectroscopy. Unlike the last two
methods, AAS and GGS meascrements have proved o be unaffected by the composition or the structure
of the food matrix providing precise infermation about the fate of particular amine acids during process
ing of muscle foods, These semialdehydes, and particularly GGS, could be used as indicators of protein
oxidation in meat products like TBARS numbers are commonly used as lipid oxidation markers, In fact,
a significant correlation was found between GGS values and TBARS highlighting the timely interaction
between lipid and protein exidation.

© 2009 Elsevier Lid, All rights reserved,

1. Introduction

sulphydryl groups, the generation of oxidized derivatives such as
protein carbonyls and the formation of cross-links and aggregates

During the last decades, most of the studies carried out on pro-
tein oxidation have been conducted to examine the role played by
oxidized proteins in a varicty of human diseases whereas the
occurrence of protein oxidation in food systems has been largely
unknown {Elias, Kellerby, & Decker, 2008). Only few studies have
recently tried to shed light on the influence of meat origin and
industrial processing conditions on the occurrence and intensity
of protein oxidation in meat products {Estévez, Ventanas, & Cava,
2005; Lund, Lametsch, Hviid, Jensen, & Skibsted, 2007, Salminen,
Estévez, Kivikari, & Heinonen, 2006; Ventanas, Ventanas, Tovar,
Carcia, & Estévez, 2007). Muscle proteins are susceptible to oxida-
tive reactions caused by different oxidation initiators like oxidizing
lipids, metal ions, and other pro-oxidants generated during meat

{revised by Estévez, Morcuende, and Ventanas {2008b)). The oxida-
tion of myofibrillar proteins has an impact on the putritional value
of meat as it involves the loss of essential amino acids and de-
creases protein digestibility (revised by Xiong, 2000). Furthermore,
the development of protein oxidation in meat systems has been re-
lated to colour and texture deterioration {Estévez et al, 2005)
whereas the precise chemical mechanisms are not well under-
stood. In view of the lack of knowledge of the chemical effects on
protein oxidation, there is a factual need to investigate the fate
of oxidizing proteins in muscle foods during handling, processing
and storage. In order to fulfil this objective, it is essential to devel-
op suitable advanced analytical procedures.

So far, the analytical procedures used in biomedical sciences for

processing {Estévez, Kylli, Puolanne, Kivikari, & Hei 2008a;
Xiong & Decker, 1995). Amine acid residues are modified as a di-
rect consequence of the oxidative damage leading to the loss of
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quantifying protein carbonyls, have also been extrapolated and
commonly used in muscle food systems, Amongst them, the 2.4-
dinitrophenylhydrazine {DNPH}-method {Oliver, Ahn, Moerman,
Goldstein, & Stadtman, 1987) has become a widespread and
routing procedure for evaluating protein oxidation in a large
variety of musce foods including raw meat, meat emulsions and
dry-cured products {Estévez & Cava, 2004; Lund et al, 2007,
Ventanas, Estévez, Tejeda, & Ruiz, 2006a). By using this method,
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