
 

 

  

  
 UNIVERSIDAD POLITÉCNICA   

DE VALENCIA   
Departamento de Tecnología 

de Alimentos

INSTITUTO DE   
AGROQUÍMICA Y   
TECNOLOGÍA DE   
ALIMENTOS   

 
 
 
 
 
 
 
 

 
INTERACCIÓN DE LOS COMPUESTOS AROMÁTICOS 

DEL JAMÓN CURADO CON LA MATRIZ PROTEICA 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
Tesis Doctoral 

María Pérez Juan 

Valencia, 2006 



 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 



   
 UNIVERSIDAD POLITÉCNICA  

DE VALENCIA  
Departamento de Tecnología 

de Alimentos

 
 

INSTITUTO DE  
AGROQUÍMICA Y
TECNOLOGÍA DE
ALIMENTOS  

 
 
 
 
 

   
 
 
 
 
D. Fidel Toldrá Vilardell, Profesor de Investigación y Dña. Mónica 

Flores Llovera, Científico Titular, ambos del Instituto de Agroquímica 

y Tecnología de Alimentos del Consejo Superior de Investigaciones 

Científicas, 

 
 
 
HACEN CONSTAR: que el trabajo de investigación titulado 

“INTERACCIÓN DE LOS COMPUESTOS 
AROMÁTICOS DEL JAMÓN CURADO CON 
LA MATRIZ PROTEICA” que presenta Dña. María 
Pérez Juan por la Universidad Politécnica de 
Valencia, ha sido realizada en el Instituto de 
Agoquímica y Tecnología de Alimentos (IATA-CSIC) 
bajo nuestra dirección y que reúne las condiciones 
para optar al grado de Doctor. 

 
 

Valencia, Mayo de 2006 
 
 
 
 
 
 
 
Fdo: Prof. Dr. Fidel Toldrá Vilardell Fdo: Dra. Mónica Flores LLovera 
 

 



 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 



RESUMEN 
 

En este trabajo de tesis se estudió el efecto de la matriz en la generación y 

percepción de la principal característica que define la calidad del jamón curado, su 

aroma. Para ello, se analizó en las diferentes secciones de jamón curado de 7 y 12 

meses la composición en proteínas, aminoácidos, ácidos grasos libres y compuestos 

volátiles. La principales diferencias entre las secciones del jamón se encontraron en 

la composición de aminoácidos y compuestos volátiles, siendo esta más elevada en 

el centro que en las otras secciones estudiadas, aunque la proporción de compuestos 

volátiles se vió modificada con el tiempo de curado. 

Asimismo, se analizó la interacción existente entre las proteínas de la matriz y 

determinados compuestos volátiles utilizando la técnica de microextracción en fase 

sólida (SPME) y la cromatografía de gases. En este sentido, la capacidad de 

interacción de las proteínas sarcoplásmicas de músculo porcino fue mayor que la 

capacidad que mostraron las proteínas de jamón de 7 y 12 meses. Además, se puso 

de manifiesto una menor capacidad de interacción de las proteínas miofibrilares. 

Por otra parte, se purificaron la actomiosina y actina de músculo porcino en 

estado post-rigor mediante un proceso simultáneo el cual, permitió conservar sus 

propiedades y obtener cantidad suficiente de proteína para estudiar su capacidad de 

interacción con los compuestos volátiles. En este sentido, se demostró que el efecto 

de la concentración y conformación de actomiosina y actina puras afectó a la 

capacidad de interacción con los compuestos volátiles aunque dicho efecto dependía 

del compuesto volátil estudiado. 

Estos resultados demuestran la existencia de interacciones entre la matriz 

proteica y los compuestos volátiles responsables del aroma además de demostrar el 

efecto que la concentración y conformación proteíca ejercen en dicha interacción. 

Todo ello, supone un aumento del conocimiento del proceso de interacción y su 

posible repercusión en la percepción del aroma del jamón curado. 

 
 
 
 

 



 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 



ABSTRACT 
 

In this thesis work, the main quality characteristic of dry-cured ham, its 

flavour, was analyzed through the study of the matrix effect on flavour generation 

and perception. The composition in proteins, free amino acids, free fatty acids and 

volatile compounds were analysed in different sections of dry-cured ham of 7 and 12 

months of processing. The main differences among sections were detected in free 

amino acids and volatile compounds being higher in the centre section than in the 

other sections although the curing time changed the proportion of volatile 

compounds among sections.  

Furthermore, the binding ability of protein matrix was studied using solid 

phase micro extraction (SPME) and gas chromatography analysis. The binding 

ability of sarcoplasmic proteins from pork muscle was higher than the ability 

showed by 7 and 12 months dry-cured ham sarcoplasmic homogenates and also 

higher than the binding ability of myofibrillar homogenates.  

On the other hand, actomyosin and actin were isolated from post-rigor 

porcine muscle by a simultaneous process that maintained their properties and 

produced enough quantity for its use in binging ability studies. In this sense, the 

concentration and conformation affected the binding ability of isolated actomyosin 

and actin although, this effect was different depending on the volatile compound 

studied. 

These results showed the existence of interactions between the protein matrix 

and the volatile compounds responsible for aroma. The effect of protein 

concentration and conformation on the binding was also demonstrated. All of these 

increase the knowledge about the binding process and its possible role on dry-cured 

ham aroma perception. 

 
 
 
 
 
 
 

 



 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 



RESUM 
 

En aquest treball de tesis, s’estudià l’efecte de la matriu en la generació de 

l’aroma, principal característica que defineixen la qualitat del pernil. Per això, 

s’analitzà la composició en proteïnes, aminoàcids, àcids grassos lliures i compostos 

volàtils en les diferents seccions del pernil de 7 i 12 mesos. Les principals 

diferències entre les seccions estudiades es trobaren en la composició d’aminoàcids i 

compostos volàtils sent més elevada en el centre que en les altres seccions 

estudiades, encara que la proporció dels compostos volàtils es modificà amb el 

temps de processament. 

Al mateix temps, l’interacció existent entre les proteïnes de la matriu amb 

determinants compostos volàtils s’estudià utilitzant la microextracció en fase sòlida 

(SPME) i la cromatografia de gasos. En aquest sentit, la capacitat d’interacció de les 

proteïnes sarcoplàsmiques de múscul de porcí fou més elevada que la de les 

proteïnes de pernil de 7 i 12 mesos. Més aviat, es posà de manifest una menor 

capacitat d’interacció de les proteïnes miofibrilars. 

D’altra banda, l’actomiosina i l’actina de múscul de porcí en estat de post-

rigor es purificaren seguint un procés simultani que va permetre mantenir les seues 

propietats i obtindre quantitat suficient per estudiar la seua capacitat d’interacció 

amb el compostos volàtils. En aquest sentit, es demostrà que l’efecte de la 

concentració i la conformació de l’actomiosina i l’actina pures afectà la seua 

capacitat d’interacció amb el compostos volàtils encara que aquest efecte depén del 

compost volátil estudiat. 

Aquests resultats demostren l’existència d’interaccions entre la matriu 

proteica i els compostos volàtils responsables de l’aroma a més de demostrar l’efecte 

de la concentració i la conformació proteica en aquesta interacció. Tot açó suposa un 

aument del coneixement dels processos d’interacció i de la seua possible repercusió 

en l’aroma del pernil.  
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1 INTRODUCCIÓN 
 
1.1 MATRIZ PROTEICA DE LA CARNE 
 
1.1.1 COMPOSICIÓN Y ESTRUCTURA DEL MÚSCULO 

ESQUELÉTICO 
 

El músculo contiene aproximadamente un 72 % de su peso en agua, un 

21 % de proteínas, un 5 % de lípidos, 1 % de cenizas y 1 % de 

carbohidratos (Kauffman, 2001). Además, el músculo es un tejido 

especializado formado por células alargadas o fibras que se encuentran 

agrupadas formando las miofibrillas (figura 1.1 a,b,c) y en las que se pueden 

distinguir las siguientes partes:  

 

 Sarcolema o membrana celular. 

 Fibrillas o elementos estructurales para la contracción, cuyas 

proteínas se llaman miofibrilares. 

 Mitocondrias musculares, que suministran la energía necesaria para 

la contracción. 

 Sarcoplasma que contiene diversas proteínas, llamadas 

sarcoplásmicas.  

 

Cuando se observan dichas miofibrillas al microscopio, éstas poseen 

una apariencia estriada debido a la alternancia entre bandas claras y 

oscuras (Figura 1.1 f). La unidad estructural del músculo, llamada 

sarcómero, se encuentra entre dos líneas Z consecutivas. La banda I o 

isotrópica se encuentra a cada lado de la línea Z y esta compuesta por los 

filamentos delgados constituidos mayoritariamente por una proteína llamada 

actina. La banda A o anisotrópica tiene dos zonas: una más clara que 

contiene únicamente los filamentos gruesos y otra zona más oscura que 

contiene los filamentos gruesos superpuestos con los extremos de los 

filamentos delgados (Pearson y Youg, 1989). 
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Figura 1.1.  Estructura muscular: a) Músculo b) detalle de 3 miofibrillas; c) una 

 
 

 

d

f

b

c 

a

e

 

 

fibrilla; d) detalle de una miofibrilla e) sarcómero f) vista al microscopio y esquema de 
la distribución de un sarcómero. Fuente (Whitaker, 1977). 
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1.1.2 CLASIFICACIÓN DE LAS PROTEINAS MUSCULARES 
 

Las proteínas musculares pueden dividirse en tres grandes grupos: 

proteínas sarcoplásmicas, proteínas contráctiles o miofibrilares, y proteínas del 

estroma. 

 
1.1.2.1 Proteinas sarcoplásmicas 

 

Las proteínas sarcoplásmicas constituyen alrededor del 29 % del total de 

las proteínas del músculo esquelético (Kauffman, 2001) y corresponden a la 

fracción soluble a baja fuerza iónica (0,1 o inferior) a pH neutro (Pearson y 

Young, 1989). Dependiendo de las condiciones usadas para su extracción, 

esta fracción puede contener entre 100 y 200 proteínas diferentes. Su 

composición variará según la velocidad y el grado de homogeneización del 

tejido antes de la extracción, el pH, la naturaleza del solvente utilizado para la 

extracción y la fuerza centrífuga seleccionada para separar las proteínas 

sarcoplásmicas (solubles) de la fracción insoluble. La fracción de proteínas 

sarcoplásmicas contiene las mismas proteínas que se extraen de otras células, 

es decir, enzimas asociados con la glucólisis y síntesis de carbohidratos y 

proteínas, junto con otras proteínas exclusivas de la célula muscular, tales 

como precursores para la síntesis de la miosina y la mioglobina (Whitaker, 

1977). 

La mioglobina es la proteína más abundante de esta fracción y está 

formada por una porción proteica, la globina, y una porfirina o grupo hemo que 

es responsable de su color. Dentro del anillo de porfirina, y en posición central, 

existe un átomo de hierro que mantiene unido el complejo formado por la 

globina y el grupo hemo.  

El color de la carne dependerá del estado de oxidación de la mioglobina, el 

tipo de ligando unido al grupo hemo y el estado de la globina. El hierro del 

anillo de porfirina puede existir en dos formas: como hierro ferroso reducido 

(+2) o férrico oxidado (+3). Cuando el hierro del grupo hemo está en estado +2 

(ferroso) se denomina mioglobina, de color púrpura y es la forma que se 
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encuentra mayoritariamente en el músculo. Cuando se produce la oxidación de 

la mioglobina, el átomo de hierro ferroso se convierte en férrico, formándose 

metamioglobina que es de color marrón. La unión al oxígeno por oxigenación 

produce oximioglobina dando un color rojo brillante al músculo. La 

interconversión de las tres formas ocurre fácilmente, dependiendo de las 

condiciones del medio como la presión parcial de oxígeno, temperatura y pH, 

produciendo los cambios de color de la carne (Young y West, 2001). 

 

1.1.2.2 Proteínas miofibrilares 
 

Las proteínas miofibrilares constituyen alrededor del 60 % del total del 

músculo esquelético (Kauffman, 2001). Son las proteínas estructurales que 

forman las miofibrillas y poseen una solubilidad intermedia entre las proteínas 

sarcoplásmicas y las del estroma (Pearson y Young, 1989). 

Las proteínas miofibrilares, cuya unidad estructural se denomina 

sarcómero son las responsables de la contracción muscular aunque no todas 

las proteínas de esta fracción se encuentran directamente relacionadas con la 

contracción. Por tanto, según su función las podemos dividir en 3 grupos 

(Pearson y Young, 1989): 

 Proteínas contráctiles mayoritarias, incluyen actina y miosina. 

 Proteínas reguladoras, juegan un importante papel en la iniciación y 

control de la contracción y relajación muscular. 

 Proteínas del citoesqueleto o estroma, aportan soporte estructural y 

mantienen las miofibrillas alineadas  

 

En la Tabla 1.1 se muestran las diversas proteínas miofibrilares según los 3 

grupos indicados anteriormente, las proporciones relativas de cada proteína en 

la miofibrilla, su localización en el sarcómero y su función principal. 

La miosina y la actina combinadas constituyen el 70 % del total de las 

proteínas miofibrilares siendo la miosina un 50 % y la actina un 20 % del total.  
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Las proteínas reguladoras, aunque no participan directamente en el 

proceso de la contracción muscular, juegan un papel importante en la 

modulación de la contracción e inician el movimiento en el músculo 

esquelético. En este grupo se incluyen la tropomiosina, las troponinas y las 

actininas. La tropomiosina supone un 3 % del total de proteínas 

miofibrilares. En el músculo, la tropomiosina se encuentra siempre asociada 

con la actina y con el complejo de las troponinas.  

Por otra parte, las troponinas constituyen el 4,5 % del total de las 

proteínas miofibrilares (Tabla 1.1). La troponina consiste en 3 subunidades 

llamadas troponina C, troponina I y troponina T (1,15 %, 1,35 % y 1,95 % 

respectivamente, del total de las proteínas miofibrilares). La troponina C se 

llama así porque tiene alta afinidad por el Ca2+ libre. La troponina I debe su 

nombre al hecho de inhibir la interacción de la miosina y la actina en la 

relajación muscular junto con la tropomiosina, la troponina C y la troponina 

T. La troponina T recibe este nombre porque se une a la tropomiosina y 

conecta el complejo troponina C-troponina I a la actina-F. Las subunidades 

de la troponina juegan un papel importante en el ciclo contracción-

relajación. 

Las actininas actúan en la regulación de la contracción, aunque menos 

directamente que la tropomiosina y el complejo de troponinas. La α-actinina 

es probablemente la más importante del grupo de actininas y comprende el 

1 % del total de proteínas miofibrilares. Es el componente mayoritario de la 

línea-Z y ancla los filamentos delgados de los sarcómeros adyacentes. Las 

otras actininas presentes en el músculo incluyen las β-actinina, γ-actinina y 

la Eu-actinina que comprenden menos del 0,01 %, 0,01 % y 0,3 % de las 

proteínas miofibrilares, respectivamente. La β-actinina se encuentra al final 

de la banda A de los filamentos delgados y regula su longitud, la γ−actinina 

se localiza en los filamentos delgados e inhibe la polimerización de la G-

actina. La Eu-actinina se encuentra en el disco Z y probablemente no tiene 

función en la regulación de la contracción pero contribuye a la densidad del 

disco Z por interacción con la actina y la α-actinina.  
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Las proteínas del citoesqueleto, el tercer grupo de proteínas 

miofibrilares aislado e identificado en el músculo, son proteínas 

estructurales y sirven de soporte a las proteínas contráctiles mayoritarias y a 

las reguladoras. Este grupo incluye la conectina, proteína-C, miomesina, 

nebulina, desmina, filamina, vimentina, sinemina, proteína-X, proteína-H, 

proteína-I, proteína-F y creatinquinasa. La conectina, es un componente de 

alto peso molecular que constituye el 8 % del total de las proteínas de la 

miofibrilla. Se encuentra localizada entre los sarcómeros y parece mantener 

los filamentos gruesos en posición lateral en medio de la banda-A. La 

proteína-C constituye el 1,5 % de las proteínas miofibrilares y une las 

moléculas de miosina en los filamentos gruesos, aunque está situada en los 

filamentos delgados. El resto de proteínas constituyen menos del 1 % de las 

proteínas miofibrilares. Sus funciones y localización se recogen en la Tabla 

1.1. 

 
1.1.2.2.1 Miosina 
 

La miosina es el principal constituyente de los filamentos gruesos y está 

constituida por una cabeza globular con un peso molecular de alrededor de 

480 kDa y una longitud de unos 1600 Å. Está formada por dos cadenas 

idénticas de polipéptidos de unos 225 kDa que pueden separarse tratando 

la miosina con disoluciones concentradas de urea o guanidina (Pearson y 

Young, 1989). Cada una de las cadenas posee una estructura de α-hélice y, 

a su vez, se enrollan formando una doble hélice. Al final de la molécula de 

miosina, ambas cadenas se pliegan en una estructura globular formada por 

dichas cadenas mas dos cadenas de polipéptidos más pequeñas (Pearson 

y Young, 1989).  

A partir de los estudios de fragmentación enzimática se ha obtenido 

información muy importante sobre la estructura de la miosina y su actividad 

ATPasa. La exposición de la miosina a tripsina o quimotripsina da lugar a 

dos fragmentos llamados meromiosina pesada y meromiosina ligera (HMM y 

LMM). La meromiosina ligera no tiene actividad ATPasa ni capacidad de 
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unión a la actina. La meromiosina pesada tiene actividad ATPasa y 

capacidad de unión a la actina pero no forma filamentos. El tratamiento con 

tripsina de la meromiosina pesada da lugar a dos subfragmentos llamados 

HMM-S1 y HMM-S2. El subfragmento 1 tiene actividad ATPasa y capacidad 

de unión a la actina mientras que el fragmento 2 no tiene estas 

características, lo cual indica que dicha actividad reside enteramente en su 

cabeza y que hay dos sitios catalíticos por molécula de miosina (Whitaker, 

1977). 

 

1.1.2.2.2 Actina 
 

La actina es el mayor constituyente de los filamentos delgados y supone 

el 20 % de las proteínas miofibrilares (Asghar, 1985). La actina puede 

encontrarse en dos formas, actina-G (actina globular) y actina-F (actina 

filamentosa) que se obtiene por la polimerización de la actina-G. La forma 

monomérica (actina-G) es estable en agua destilada, pero bajo ciertas 

condiciones polimeriza formando actina-F (Whitaker 1977). 

 

1.1.2.2.3 Actomiosina 
 

Durante la contracción muscular se produce la unión de los filamentos 

de actina y de miosina formando el complejo actomiosina. También, en 

procesos in vitro en los que se ponen juntos miosina y actina se forma dicho 

complejo. Su formación va acompañada de un aumento de la viscosidad de 

la solución (Morrissey, 1987). 

La composición y el peso molecular de la actomiosina dependen mucho 

de las condiciones experimentales, tales como el pH y las concentraciones 

de KCl, MgCl2 y proteína (Morrissey, 1987). Los complejos de actomiosina 

pueden ser extraídos del músculo por exposición prolongada a 0,6 M de 

KCl. Una propiedad de los complejos de actomiosina es que se disocian en 

presencia de ATP y Mg2+ y, cuando esto ocurre, la disociación va 

acompañada por una disminución rápida y elevada de la viscosidad de la 
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solución y por la hidrólisis del ATP. Cuando la hidrólisis se completa, la 

actina y la miosina se reagregan por la interacción de los grupos sulfhidrilos 

que parecen ser los responsables tanto de la actividad ATPasa de la 

miosina como de su capacidad de unión a la actina (Lehninger, 1970). 

 

1.1.2.3 Proteínas del estroma 
 

Las proteínas del estroma suponen el 10-15 % del total de proteínas en 

el músculo esquelético (Morissey et al., 1987) y constituyen la fracción 

insoluble (en solventes acuosos neutros y disoluciones diluidas de sal) de 

las proteínas de la célula muscular. La mayoría de las proteínas del tejido 

conectivo se clasifican como fibrosas y consisten en cadenas de 

polipéptidos dispuestos paralelamente unas a otras formando láminas o 

fibras. Son las encargadas de aportar dureza, dar forma y proteger el 

músculo esquelético (Pearson y Young, 1989). 

Las principales proteínas del tejido conectivo son el colágeno, la elastina 

y la queratina. Junto con estas proteínas existen otras, que se encuentran 

unidas covalentemente a los carbohidratos y se denominan glicoproteínas. 

Aunque el porcentaje de la composición puede variar ampliamente 

dependiendo de la fuente del músculo, el colágeno frecuentemente supone 

el 95 % del total de las proteínas del estroma y la elastina supone el 5 % de 

la proteína total del estroma (Kauffman, 2001). 

 

1.1.3 PURIFICACIÓN DE LAS PROTEÍNAS MIOFIBRILARES 

MAYORITARIAS 

 
1.1.3.1 Purificación de la miosina 

 

En la mayoría de los casos, la extracción de miosina se realiza a partir 

de músculo en pre-rigor aunque algunos autores realizan la extracción a 

partir de músculo post-rigor (Dudziak y Foegeding, 1988). 
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Aunque el método utilizado para la purificación depende de la cantidad 

de tejido muscular disponible y del grado de pureza deseado, se suele 

iniciar con la eliminación de las proteínas sarcoplásmicas (solubles a baja 

fuerza iónica) mediante un lavado con tampón a pH neutro de fosfato 

diluido. Posteriormente, se realiza la extracción de la miosina basada en la 

solubilidad de ésta a alta fuerza iónica. Las disoluciones más utilizadas para 

extraer miosina son modificaciones de la disolución de Guba–Straub (KCl 

0,3M, KH2PO4 0,1M, K2HPO4 0,05 M, Na4P2O7 4 mM, EDTA 1 mM pH= 6,5) 

(Hermansson, 1986) y Hasselback-Scheneider (KCl 0,6M, KH2PO4·10 H2O 

10 mM, MgCl2 1 mM, EGTA 20 mM, KH2PO4 0,1 M a pH= 6,4) (Dudziak y 

Foegeding, 1988). La adición de EDTA o EGTA se realiza para eliminar los 

metales pesados y proteger así la actividad enzimática de la miosina 

(Syrovy, 1984). En algunas modificaciones se han añadido DTT 1mM o β-

mercaptoetanol 2 mM debido a la susceptibilidad de la miosina a la 

oxidación. Asimismo, para obtener una mayor purificación de la miosina se 

puede realizar un fraccionamiento con sulfato amónico y posterior 

separación cromatográfica (Syrovy, 1984). 

Macfarlane et al, (1976) ensaya el uso de altas presiones para aumentar 

la solubilidad de las proteínas miofibrilares y concluye que la 

desnaturalización que sufren las proteínas depende del tiempo que se 

aplica la presión y la temperatura que se utiliza. También observan que en 

la extracción influyen otros factores como el tipo de sal usado, la 

concentración de la disolución y el pH. En 1992, Murch utiliza la técnica de 

HPLC para extraer miosina y otras proteínas solubles a alta concentración 

de sal a partir de músculo de cerdo para lo cual utiliza, como fase móvil, 

disoluciónes con alta fuerza iónica y una bomba resistente a altas 

concentraciones de sal. 

 

1.1.3.2 Purificación de la actina 
 

El método clásico para aislar actina consiste, primero, en la eliminación 

de la miosina y otras proteínas musculares mediante una extracción con 
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una disolución a alta fuerza iónica. Posteriormente, se rompen los enlaces 

intermoleculares de la actina-F y finalmente, se extrae la actina-G. Por 

tanto, la purificación de la actina se puede dividir en dos: primero, la 

preparación del polvo de acetona y segundo, la extracción de la actina-G. 

Para la obtención del polvo de acetona, el músculo picado se extrae primero 

con una solución de alta fuerza iónica. Después de lavar el residuo obtenido 

con agua, se trata varias veces con acetona y posteriormente se seca, 

obteniéndose el polvo de acetona que es estable almacenado a –20 ºC 

(Pardee y Spudich, 1982). No obstante, se puede utilizar acetona o yoduro 

potásico para romper los enlaces sin desnaturalizar la actina (Syrovy, 1984). 

La extracción de la actina-G se realiza por extracciones sucesivas con el 

tampón A (Pardee y Spudich, 1982): tampón Tris-HCl 2 mM a pH 8,0 con 

ATPNA2 0,2 mM, 2-mercaptoetanol 0,5 mM, CaCl2 0,2 mM y NaN3 al 0,005 

% (p/v). 

Mediante la técnica de electroforesis se demuestra que durante la 

purificación de la actina se obtiene un extracto contaminado con algunas 

proteínas asociadas a las proteínas del músculo como la tropomiosina y la 

α-actinina por lo que el proceso de purificación continúa con ciclos de 

polimerización y despolimerización para eliminar las contaminaciones de 

tropomiosina (Pardee y Spudich, 1982). El producto final puede guardarse 

como solución de actina-F o como pellets de actina-F.  

A partir de este método se han desarrollado distintos protocolos de 

extracción de actina, dependiendo del grado de pureza que se quiera 

conseguir y el uso que se le vaya a dar a la proteína. Las variaciones 

introducidas se centran fundamentalmente en las disoluciones de 

extracción, en las velocidades de centrifugación utilizadas y en el proceso 

utilizado para conseguir una mayor purificación (Tabla 1.2). 
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1.2 GENERACIÓN DEL AROMA Y SABOR DEL JAMÓN CURADO 
 

El jamón curado es un producto cuyo proceso de fabricación consiste en 

diversas etapas, iniciándose con el salado, donde la sal y otros agentes de 

curado comienzan a difundir lentamente hacia el interior de la carne, 

seguido del posterior post-salado y finalmente, se realiza el secado, etapa 

esencial para el desarrollo del aroma y sabor típico de estos productos 

cárnicos. Esta etapa del proceso varía en tiempo y temperatura según el 

tipo de jamón. Así por ejemplo, los Ibéricos necesitan entre 18 y 24 meses 

mientras que el jamón Serrano se obtiene en unos 9-12 meses (Toldrá y 

Flores, 1998). Dentro de este último tipo de jamón, la duración total del 

proceso permite distinguir entre dos tipos: los procesos de corta duración, 

en los que la etapa de secado dura menos de 6 meses y los procesos de 

larga duración, en los que dicha etapa es superior a 9 meses (Arnau, 1987). 

 

 

1.2.1 DEGRADACIÓN PROTEICA EN EL CURADO 
 

Durante el curado tienen lugar numerosas y complejas reacciones en la 

estructura muscular, entre ellas se observa una intensa proteólisis, debido a 

que las enzimas proteolíticas del músculo permanecen activas durante el 

proceso (Rodríguez-Nuñez et al., 1995; Hansen-Moller et al., 1997; Toldrá 

et al., 1997). Dicha proteólisis muscular implica la degradación de las 

proteínas sarcoplásmicas y miofibrilares del músculo por la acción de las 

enzimas musculares: catepsinas B, D, H y L, que se encuentran localizadas 

en los lisosomas y, por otra parte, las calpaínas que son activas sólo en la 

fase inicial del curado (Toldrá y Flores, 1998). El último paso de la 

proteólisis consiste en la generación de aminoácidos libres por la acción de 

las aminopeptidasas que también son estables durante el proceso (Toldrá y 

Flores, 1998). En los procesos de corta duración, los fenómenos de 

proteólisis son más rápidos que en los de larga duración, debido a que la 
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actividad catepsínica se ve favorecida por el incremento de la temperatura 

del proceso (Arnau et al., 1987). 

Este proceso de proteólisis se ha estudiado ampliamente (Toldrá et al., 

1993; Rodríguez-Nuñez et al., 1995; Flores et al. ,1997a,b) utilizando 

diferentes técnicas como la electroforesis capilar o la cromatografía de 

filtración en gel, en las que se separan los péptidos obtenidos. En 1993, 

Toldrá et al., comparan los patrones electroforéticos de diferentes etapas 

del proceso de curado del jamón. Estos autores observan la desaparición de 

la cadena pesada de miosina así como las cadenas ligeras I y II, las 

troponinas C e I y la aparición de fragmentos con pesos moleculares de 

150, 95 y 16 kDa junto con numerosos fragmentos en las regiones de 50 a 

100 kDa y de 20 a 45 kDa lo que indica que se produce una intensa 

proteólisis. Posteriormente, Rodríguez-Nuñez et al. (1995), mediante 

cromatografía de filtración en gel obtienen los mapas peptídicos de las 

diferentes etapas del proceso, separando distintas fracciones de péptidos: 

4,5-2,7 kDa (I), 2,7-1,2 kDa (II), 1,2-0,5 kDa (III), 0,5-0,375 kDa (IV) y 0,375-

0,160 kDa (V). Estos autores observan un aumento general de las 

fracciones de bajo peso molecular III-V y un descenso para las de alto peso 

molecular (I) a partir de los 3 meses y medio de curado. Por otra parte, otros 

autores han estudiado la generación de aminoácidos durante el proceso de 

curado observando un incremento de los mismos (Toldrá et al, 1993; Flores 

et al., 1997a; Sentandreu et al., 2001). Los aminoácidos que experimentan 

un mayor incremento son el Glu, Asp, Ala, Leu, Lys y Val (Toldrá et al, 

1993) aunque (Flores et al 1997a) también encuentran una disminución en 

Tau, Asn y Gln. Asimismo, estos aminoácidos generados en la proteólisis se 

correlacionan con sabores específicos del jamón, como el sabor salado del 

Glu, el sabor a añejo de la Tyr y Lys o el sabor ácido de la Leu (Careri et al., 

1993). En 2003, Sentandreu et al., separan 6 fracciones peptídicas cuya 

composición de aminoácidos es mayoritariamente Gly, Ser y Met y cuyo 

análisis sensorial revela que poseen aroma y sabor típico a jamón curado.  
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1.2.2 DEGRADACIÓN LIPÍDICA EN EL CURADO 
 

La oxidación lipídica es un proceso complejo donde, en primer lugar, se 

forman los compuestos peróxido por el mecanismo de radicales libres y 

posteriormente se producen las reacciones secundarias que dan lugar a un 

gran número de compuestos volátiles, como los hidrocarburos aromáticos, 

aldehídos, cetonas, ácidos carboxílicos y ésteres (Frankel, 1972). Los 

compuestos específicos que se forman dependen de la estructura del ácido 

graso precursor, la posición del grupo hidroperóxido en la molécula, así 

como del lugar donde ocurre la escisión y de las reacciones posteriores 

sufridas por el radical. Además, se cree que el aroma y sabor característicos 

de la carne de las diferentes especies animales es debida a la diferente 

composición lipídica, siendo los aldehídos, como productos mayoritarios de 

la degradación de los lípidos, los que están probablemente implicados en 

las características organolépticas de ciertas especies. Así, la alta proporción 

de ácidos grasos insaturados en los triglicéridos de cerdo y pollo, 

comparados con los de cordero y ternera, dan lugar a una proporción más 

elevada de aldehídos volátiles insaturados en las primeras que en las 

segundas especies animales, siendo importante en las características 

aromáticas de cada una de estas especies (Mottram, 1998). Los aldehídos 

saturados e insaturados con 6-10 átomos de carbono son los mayores 

componentes de las carnes cocinadas y además, juegan un papel 

importante en el aroma de la carne, que en el caso de estos compuestos se 

describe como “verde” y “graso” (Mottram, 1998). 

Por otra parte, el umbral de percepción de estos compuestos volátiles 

generados en la oxidación lipídica, en general, es mucho más alto que el de 

los compuestos azufrados y los compuestos heterocíclicos con nitrógeno 

que proceden de la degradación de precursores presentes en la carne y que 

además son hidrosolubles (Mottram, 1998; Forss, 1972).  
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1.2.3 COMPUESTOS RESPONSABLES DEL AROMA DEL 

JAMÓN CURADO 

 
La generación de los compuestos volátiles típicos del jamón curado se 

ha correlacionado con la iniciación de la oxidación lipídica y la degradación 

que sufren los aminoácidos procedentes de la intensa proteólisis que se 

produce en el músculo especialmente en procesos largos de curado (Toldrá 

et al, 1997; Toldrá y Flores, 1998; Dirinck et al.,1998). Dentro de los 

compuestos responsables del aroma se han identificado decenas de 

compuestos siendo los grupos más abundantes los hidrocarburos, 

aldehídos y alcoholes, aunque también existen otros compuestos como 

cetonas, ácidos grasos libres, γ-lactonas y ésteres (Möhler, 1982) . En 

particular, el aroma del curado ha sido relacionado con la presencia de 

aldehídos ramificados con grupos metilo, alcoholes secundarios, metil-

cetonas, etil ésteres y el dimetil trisulfuro  (Hansen-Moller et al, 1997; 

Carrapiso et al., 2002a,b).  

Dentro del grupo de los hidrocarburos se han identificado más de 60 

compuestos procedentes preferentemente del desdoblamiento oxidativo de 

ácidos grasos (Möhler, 1982). En general, los alcanos no poseen ningún 

poder aromático (Shahidi et al, 1986) por lo que no contribuyen 

significativamente al aroma y sabor de la carne. Sin embargo, en el jamón 

Serrano los hidrocarburos aromáticos como el m- y p- xileno poseen un 

aroma descrito como “ahumado fenólico”, mientras que el o-xileno se 

describe como aroma a “caramelo-frutal” (Flores et al., 1997c) . 

Los alcoholes son en su mayor parte productos de oxidación de los 

lípidos (Shahidi et al, 1986). Dentro de este grupo se identifican más de 16 

de ellos como, por ejemplo, 1-propanol y 1-butanol que podrían derivar del 

ácido miristoleico, el 1-pentanol del ácido linoleico, el 1-hexanol se podría 

formar a partir de los ácidos palmitoleico y oleico y el 1-octanol de la 

oxidación del oleico (Forrs, 1972). En cambio, los alcoholes ramificados, 

como el 2-metil-propanol, 2-metil-butanol y 3-metil-butanol derivan de los 

aminoácidos (Ruiz et al., 1999). En cuanto a su influencia en el aroma, ésta 
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es menor que la de otros compuestos carbonilo como los aldehídos debido 

a que el umbral de percepción de los alcoholes es más elevado (Drum y 

Spanier, 1991). Sin embargo, en carne de cerdo se considera que los 

alcoholes de cadena lineal producen ciertas notas “verdes”, “a madera” y a 

“grasa-floral” y tienen una contribución importante en el aroma de jamón 

(Barbieri et al., 1992). En este sentido, en jamón Ibérico, Serrano, Parma y 

Bayona se encuentran alcoholes insaturados como 1-penten-3-ol y 1-octen-

3-ol, de alta potencia aromática. 
Los aldehídos constituyen una de las familias más importantes en el 

análisis cuantitativo de compuestos volátiles presentes en el jamón curado 

(Sabio et al, 1998; García et al 1991; López et al., 1992) debido a su bajo 

umbral de percepción (Shahidi et al, 1986). En cuanto a su origen, los 

aldehídos lineales como el hexanal, heptanal, octanal y nonanal provienen 

principalmente de la degradación oxidativa de los ácidos grasos oleico, 

linoleico, linolénico y araquidónico, respectivamente (Lopez et al., 1992). 

Por otra parte, los aldehídos ramificados y aromáticos como 2-metil-butanal, 

3-metil-butanal, 4-metil-2-pentenal y fenilacetaldehído, podrían provenir de 

la degradación de Strecker de los aminoácidos (García et al, 1991; López et 

al, 1992). En cuanto a su contribución al aroma, los aldehídos con un bajo 

número de átomos de carbono (C3-C4) poseen un aroma fuerte e irritante; 

los aldehídos intermedios (C5-C9) dan un olor descrito como “verde”, 

“aceite”, “grasa” y por último, los aldehídos de cadena larga (C10-C12) tienen 

un olor a “cítrico” o “cáscara de naranja” (Forss, 1972). Los compuestos 

derivados de aminoácidos como 2-metil-butanal, 3-metil-butanal y 2-metil-

propanal, realizan una importante contribución al aroma de jamón curado 

(Hirinchsen y Pedersen, 1995) y, concretamente en el jamón Serrano, el 

aroma de 3-metil-butanal se ha descrito como a “queso-verde” (Ruiz et al, 

1999). 
Las cetonas se forman por oxidación lipídica (Shahidi et al., 1986). En el 

jamón Serrano, la 3-hidroxi-2-butanona ha sido identificada como 

responsable del olor a “fresa” y la 2,3-butanodiona como responsable de 

notas a “mantequilla” (Flores et al, 1997c). En otros jamones, como en el 
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francés, la presencia de 2-butanona, 2-pentanona y 2-hexanona, ha sido 

correlacionada con el aroma a jamón curado y la presencia de 2-hexanona y 

2-heptanona con el aroma a carne curada (Buscailhon et al, 1994). 

Los ácidos carboxílicos provienen de la hidrólisis de triglicéridos y 

fosfolípidos y las enzimas responsables de estos procesos permanecen 

activas durante el proceso de curado (Motilva et al, 1993). El perfil de ácidos 

encontrado depende mucho del método de extracción utilizado. Así, Timón 

et al. (1998) extraen 15 ácidos carboxílicos del jamón Ibérico con dióxido de 

carbono supercrítico, mientras que cuando la extracción se realiza con 

SPME (microextracción en fase sólida) se identifican entre 4 y 10 

compuestos dependiendo de la fibra utilizada (Ruiz et al., 1998a) y con 

purga y trampa se extraen 7 ácidos carboxílicos (López et al., 1992). 

Las lactonas resultan de la degradación de lípidos por la formación de 

compuestos cíclicos a partir de los correspondientes hidroxiácidos que son 

sub-productos del metabolismo de los ácidos grasos (Forrs, 1972). En el 

jamón se identifican la presencia de algunas lactonas, entre ellas, las γ-

lactonas con un bajo umbral de percepción (Ruiz et al., 2002) y asociada 

con el aroma a “carne” (Shahidi et al., 1986). 

Los ésteres se forman a partir de la interacción de los ácidos grasos 

libres y los alcoholes generados durante la oxidación lipídica en el tejido 

intramuscular (Shahidi et al, 1986). En el espacio de cabeza de jamón 

Serrano se encuentran ésteres de ácidos entre 1 y 10 átomos de carbono 

que contribuyen con ciertos aromas “frutales” como el metil-2-metil 

propanoato, el etil butanoato, etil 2-metilbutanoato y se describen con aroma 

a “caramelo-dulce”. Por otra parte, el metil hexanoato es el único éster 

encontrado en jamón Serrano con aroma a “carne cocida” (Flores et al., 

1997c).  

Los furanos se forman a partir de la oxidación de ácidos grasos y 

contribuyen al olor a carne cocinada (Shahidi et al., 1986). El 2-pentil-

furano, es un producto de la oxidación del ácido linoleico (Ruiz et al., 2002), 

se identifica, entre otros, en jamón Serrano donde se describe con aroma a 

“jamón” (Flores et al, 1997c).  

 46



_____________________________________________ INTRODUCCIÓN 

La potencia aromática de los compuestos cíclicos nitrogenados es muy 

importante en la percepción total, ya que la mayoría de ellos tienen un bajo 

umbral de percepción (Ruiz et al., 2002). Los compuestos de esta clase sólo 

aparecen en parte preformados en la carne y la mayoría se forman 

generalmente al calentar. En carne se han hallado más de 50 (Möhler, 

1982) siendo los grupos fundamentales el pirrol, pirazol y pirazina. Las 

pirazinas son consideradas como componentes clave en los alimentos por 

impartir ciertas notas de aroma a “frutos secos” y “tostado” (Barbieri et al., 

1992). En los estudios realizados para identificar compuestos volátiles en 

jamón curado, las pirazinas identificadas en jamón Serrano son la 

metilpirazina asociada a aroma a “frutos secos” y la 2,6-dimetilpirazina con 

aroma a “frutos secos tostados” (Flores et al., 1997c). 

Los compuestos volátiles con azufre se forman a partir de aminoácidos 

azufrados como la cisteína, la cistina y la metionina por la reacción de 

degradación de Strecker (Shahidi et al., 1986). Estos compuestos son los 

más sobresalientes del aroma de la carne (Möhler, 1982) porque poseen un 

bajo umbral de percepción (Chang y Petersen, 1977; Drumm y Spanier, 

1991). Algunos compuestos de este grupo, encontrados en jamón curado, 

son el metional (3-metil-tio-propanal) con aroma a “patata cocida” (Ruiz et 

al., 2002) y el dimetil-disulfuro descrito como “aroma a pies”, el cual 

disminuye en el proceso de curado (Flores et al., 1997c). 

Finalmente, en el jamón Serrano sólo se detectan tres compuestos 

clorados: 2-cloronaftaleno, 2-diclorometano, triclorometano (Flores et al., 

1997c; Dirinck et al., 1997) aunque el origen de estos compuestos podría 

ser los residuos de pesticidas ingeridos por los cerdos (Buscailhon et al., 

1993). 
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1.3 INTERACCIÓN DE LAS PROTEÍNAS CON LOS COMPUESTOS 
VOLÁTILES 

 
1.3.1 INTERACCIÓN 

 
La interacción se define como la unión molecular existente entre un 

compuesto aromático y una proteína. A escala macroscópica se expresa 

como una modificación del equilibrio termodinámico que contribuye a las 

propiedades físico-químicas como la volatilidad o la solubilidad de estos 

compuestos aromáticos (Lubbers et al., 1998).  

Dicha unión puede ser de dos tipos: adsorción física reversible, vía 

interacción de Van der Waals, donde las fuerzas de interacción son 

relativamente débiles y reacción química, vía unión covalente o hidrostática, 

donde se forman fuertes uniones químicas, incluyendo sales, amidas, 

ésteres con grupos amino o tiol (Fischer et al., 1997; Leland, 1997). Así, en 

el caso de los aldehídos y cetonas unidos a los grupos amino de las 

proteínas, la interacción se produce por uniones covalentes y son 

irreversibles; los puentes de hidrógeno sirven de unión entre los 

compuestos volátiles polares como los alcoholes y las proteínas, mientras 

que los compuestos no polares interaccionan mediante uniones 

hidrofóbicas. Además, otro mecanismo de interacción es la formación de 

complejos de inclusión con los compuestos volátiles (Le Thanh et al., 1992). 

 

1.3.2 ESTUDIO DE LA INTERACCIÓN PROTEÍNA-VOLÁTIL 
 

El estudio de la interacción entre las proteínas y los compuestos 

volátiles se ha realizado con proteínas vegetales de soja (Damodaran y 

Kinsella, 1981 a,b; Chung y Villota, 1989) y de guisante (Heng et al., 2004), 

así como con proteínas animales como la β-lactoglobulina (Jounne y 

Crouzet, 2000a,b; Guichard, 2002; O’Neill y Kinsella, 1987), albúmina de 

suero bovino (Damodaran y Kinsella, 1980) y actomiosina de pescado 

(Damodaran y Kinsella, 1983). Asimismo, se ha estudiado la interacción 

entre compuestos volátiles y pequeños componentes del tejido muscular 
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como los dipéptidos carnosina y anserina (Zou y Decker, 1999; Gianelli et 

al., 2003).  

Para el estudio de la interacción proteína-volátil se han empleado 

distintos métodos siendo los más utilizados los que se basan en el equilibrio 

(Jouenne y Crouzet, 2001). Sin embargo, algunos autores han utilizado la 

espectroscopía de fluorescencia para medir la interacción (Dufour et al., 

1990) basándose en los cambios conformacionales que la unión de los 

compuestos volátiles originan en las proteínas provocando un cambio en la 

emisión de fluorescencia. 

Dentro de los métodos basados en el equilibrio se pueden distinguir, 

según la manera en que se alcanza dicho equilibrio, los dinámicos y los 

estáticos (Figura 1.2).  

 

 

 

MÉTODOS DE EQUILIBRIO

DINÁMICOS: 
 
-Filtración en gel 
-HPLC 
-Dilución exponencial 

ESTÁTICOS: 
 

-Desorción 
-Diálisis de equilibrio 
-Análisis del espacio de cabeza 

Figura 1.2. Clasificación de los métodos de equilibrio para el estudio de la 
interacción. 

 

Dentro de los dinámicos se encuentran: la filtración en gel, la 

cromatografía líquida y la dilución exponencial (Jouenne y Crouzet, 2001). 

La técnica de HPLC ha sido utilizada para el estudio de la interacción de la 

“vainillina” con proteínas vegetales (NG et al., 1989) y con proteínas lácteas 

(Mcneill et al., 1993). Pelletier et al. (1998), utiliza dos técnicas 

cromatográficas (cromatografía de filtración en gel y cromatografía de 

afinidad) para el estudio de la interacción entre la β-lactoglobulina y los 
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compuestos volátiles. Por otra parte, la dilución exponencial ha sido 

utilizada para el estudio de la interacción de diferentes compuestos volátiles 

con el caseinato de sodio (Landy et al., 1997) y la β-lactoglobulina (Jouenne 

y Crouzet, 2000a). 

Por otra parte, dentro de aquellos métodos en los que el equilibrio se 

alcanza de manera estática se encuentran la desorción, la diálisis de 

equilibrio y el análisis del espacio de cabeza. Así, Le Thanh et al. (1992), 

combina la técnica de desorción y de espacio de cabeza para estudiar la 

interacción entre compuestos volátiles y distintos compuestos no volátiles 

(carbohidratos y caseinato de sodio). Por otra parte, Damodaran y Kinsella, 

(1981a,b) utilizan el método de la diálisis de equilibrio para el estudio de la 

interacción proteína-volátil. En este método, el equilibrio se alcanza entre 

dos celdas separadas por una membrana que separa una disolución que 

contiene la proteína y otra disolución que contiene el compuesto volátil. 

Asimismo, las técnicas de análisis del espacio de cabeza se dividen 

en dos grandes categorías: espacio de cabeza estático y espacio de cabeza 

dinámico (Wampler, 1997). En cada caso, sin embargo, el principio 

fundamental es el mismo. Los analitos volátiles, que forman parte de un 

material sólido o líquido, se muestrean de la atmósfera adyacente a la 

muestra, dejando la muestra intacta. Dentro de estas técnicas, la 

microextracción en fase sólida (SPME) es una técnica relativamente nueva 

y se utiliza para el estudio de la interacción entre diversas proteínas y 

compuestos volátiles (Adams et al., 1999; Elmore et al., 1997 y Gianelli et 

al., 2003). 

La concentración del analito en la fibra de SPME depende del 

equilibrio entre tres fases: el recubrimiento líquido polimérico de la fibra, el 

espacio de cabeza y la matriz (Zhang et al., 1993). En esta técnica, la 

selección de la fibra de SPME dependerá del compuesto a analizar, de su 

polaridad y su peso molecular (Gianelli et al., 2002b). Los compuestos 

volátiles o de bajo peso molecular generalmente requieren una fibra cubierta 

con 100 µm de polidimetilsiloxano (PDMS). Los compuestos semivolátiles 

de mayor peso molecular, se extraen mejor con la PDMS 7 µm (Gianelli et 
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al., 2002b). Para extraer analitos polares en muestras polares es mejor usar 

una fibra recubierta con poliacrilato de 85 µm (Zhang et al., 1993). Otras 

fibras son bi-polares como la polidimetilsiloxano/divinilbenzeno (PDMS/DVB) 

y la carboxen/polidimetilsiloxano (CAR/PDMS). El recubrimiento de 

CAR/PDMS extrae en mayor medida compuestos de bajo peso molecular, 

aunque las moléculas pequeñas se analizan mejor usando recubrimientos 

porosos como los de las fibras Carboxen o DVB. Los mejores resultados 

para analitos de masa molecular media y alta se obtienen con la 

PDMS/DVB (Dufour et al., 2001). 

Por otra parte, la cuantificación del grado de interacción entre la 

proteína y el compuesto volátil tras la utilización de los métodos basados en 

el análisis del espacio de cabeza se consigue analizando la señal que se 

obtiene con un detector cromatográfico (FID, MS) ya que su respuesta es 

proporcional a la cantidad de analito en la muestra. Con estas cantidades 

(áreas) se calcula la proporción relativa respecto a un control (que no 

contiene proteína) o se aplica una ecuación matemática para la medida de 

interacción (Gianelli et al., 2003). 

En este sentido, la ecuación de Scatchard (1949) representa la unión 

no covalente y reversible de los compuestos volátiles responsables del 

aroma de los alimentos con las proteínas y se expresa como:  

[ ] vKnKLv −=/  

donde “v” es el número de moles unidos por mol de proteína, [L] es la 

concentración molar de ligando libre, “n” es el número total de sitios de 

unión en la proteína y “K” es la constante intrínseca de unión. De acuerdo 

con esta ecuación, al representar [L] vs v se obtiene una línea recta cuya 

pendiente es (-K) y el corte con el “eje y” (nK) de donde es posible calcular n 

y K. Basándose en esta ecuación diversos autores han representado la 

interacción entre los compuestos volátiles y las proteínas utilizando diversas 

aproximaciones matemáticas (Kinsella, 1990; Landy et al., 1995; Okeefe et 

al., 1991). 
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1.3.3 FACTORES QUE AFECTAN A LA INTERACCIÓN 

PROTEÍNA-VOLATIL 

 
Las proteínas están plegadas en una estructura tridimensional 

mediante uniones covalentes y no covalentes como puentes disulfuro, 

puentes de hidrógeno, o interacciones dipolo-dipolo. Los aminoácidos 

hidrofóbicos se encuentran localizados principalmente en el interior de la 

molécula, mientras que los aminoácidos polares se encuentran en la 

superficie de la proteína (Lubbers et al., 1998). La región interna de la 

proteína, aún siendo hidrofóbica, puede constituir el principal sitio de unión 

para los ligandos no-polares (Lubbers et al., 1998). 

La distribución específica de las regiones hidrofóbicas e hidrofílicas en 

la proteína determina su conformación, estructura superficial y 

características físicas. En los alimentos, aquellos factores que modifican la 

conformación de las proteínas tienen una influencia considerable en la 

interacción con los compuestos volátiles y por tanto, los principales factores 

que afectan a la interacción proteína-volátil son (Fisher et al., 1997): 

 

 Naturaleza proteica. 

 Naturaleza del compuesto volátil. 

 Fuerza iónica del medio. 

 Concentración de otros componentes del alimento. 

 Temperatura. 

 pH.  

 

Todos estos factores han sido estudiados utilizando tanto sistemas modelo 

como distintas proteínas como las de soja, la ovoalbúmina, la β-

lactoglobulina y distintos componentes del músculo esqueletico (Tabla 1.3 ). 
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Tabla 1.3 .Factores que afectan a la interacción proteina-volátil 
 

 

FACTOR 
 

PROTEÍNA 
 

FUENTE 

Naturaleza proteica 

(conformación) 

Soja 

Ovoalbúmina 

β-lactoglobulina 

Damodaran y Kinsella, 1981a 

Adams et al., 2001 

Jouenne y Crouzet, 2000b 

Naturaleza del 

compuesto volátil 

Soja  

Actomisina de pescado 

Músculo esquelético 

Damodaran y Kinsella, 1981b 

Damodaran y Kinsella, 1983 

Zhou y Decker, 1999 

Fuerza iónica del medio 

β-lactoglobulina 

Soja 

Actomiosina de pescado 

Guichard et al., 2002 

OKeefe et al., 1991 

Damodaran y Kinsella, 1983 

Temperatura 

Soja 

Varias proteínas 

Varias proteínas 

Damodaran y Kinsella, 1981b 

Fischer y Widder, 1997  

Leland, 1997 

pH 

Soja 

β-lactoglobulina 

Varias proteínas 

Ovoalbúmina 

β-lactoglobulina 

Damodaran y Kinsella, 1981a 

Oneill y Kinsella, 1987 

Lubbers et al., 1998 

Adams et al., 2001 

Jouenne y Crouzet, 2000b 

 

 

1.3.4 EFECTO DE LA INTERACCIÓN EN LA PERCEPCIÓN 

DEL AROMA Y SABOR 

 
La percepción del aroma y sabor esta provocada por una respuesta 

neurológica a los componentes de los alimentos, lípidos, proteínas y 

carbohidratos y es uno de los parámetros más importantes en la aceptación 

de un producto por parte de los consumidores (Salles et al., 2003).  

Por otra parte, cuando los alimentos son ingeridos se producen 

muchos cambios tales como, la hidratación y dilución con la saliva y el 

aumento de la superficie por la disgregación producida por la masticación. 

Todo esto afecta a la liberación de los compuestos volátiles del alimento y 

por tanto, al perfil de los compuestos percibidos durante el consumo (Taylor, 
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1996). Generalmente, los compuestos volátiles liberados durante la 

ingestión se han estudiado mediante análisis sensorial, utilizando los 

ensayos de tiempo-intensidad (Brossard et al., 2006; Guillard et al., 1997; 

Pionnier et al, 2003; Weel et al., 2002) aunque recientemente se han 

desarrollado métodos para el análisis de dichos compuestos mientras el 

alimento es ingerido. Estos análisis se denominan in vivo, “breath-by-breath” 

o “nosespace” y en ellos se analiza el aire exhalado por la nariz durante el 

consumo del alimento (Taylor, 1996; Lethuaut et al., 2004; Schober y 

Peterson, 2004; Yeretzian et al., 2004). 

La combinación de los métodos sensoriales, que aportan datos 

globales de la medida de la percepción del aroma y sabor, y los métodos 

instrumentales, que pueden seguir potencialmente la liberación de todos y 

cada uno de los compuestos volátiles, permite obtener un cuadro completo 

de los perfiles aromáticos generados durante el consumo del alimento 

(Taylor, 1996). Además, los estudios combinados de ambas técnicas han 

permitido demostrar, que la medida de un perfil de volátiles durante el 

consumo difiere del perfil del espacio de cabeza del alimento. En segundo 

lugar, que los perfiles de compuestos volátiles en la boca durante la 

ingestión cambian dependiendo del tiempo durante el cual el alimento es 

masticado y tercero, que la liberación de los volátiles de los alimentos con 

un bajo contenido en agua se ve afectado por la hidratación que se produce 

en la boca (Taylor, 1996). La medida combinada del aroma antes, durante y 

después de la ingestión de los alimentos, permite entender los enlaces entre 

la liberación del aroma, la interacción de los volátiles con los sensores 

olfativos situados en la nariz y la percepción total del aroma y sabor del 

alimento (Taylor, 1996). 

Sin embargo, para percibir el aroma los compuestos volátiles deben 

llegar a los receptores situados en la nariz y la boca (Taylor, 1998). En este 

sentido, los componentes de la matriz tales como las proteínas, lípidos y 

carbohidratos pueden interaccionar con los compuestos responsables del 

aroma y sabor (Guichard, 2002) del alimento, además de modificar su 

distribución según la volatilidad y la solubilidad de dichos compuestos 
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volátiles. Todo ello hace que la percepción esté relacionada con la 

composición de la matriz del alimento (Figura 1.3).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 MATRIZ

Proteínas Lípidos Carbohidratos

-Interacción con los 
compuestos responsables 
del aroma 
-Palatabilidad. 

Cambio de la viscosidad 
que modifica la difusión 

de los compuestos 
volátiles. 

Retención o liberación 
de los compuestos 
responsables del 

aroma. 

Figura 1.3. Efecto de la interacción de los componentes de la matriz de los 
alimentos en la percepción del aroma y sabor. 

 

 

En particular, los lípidos afectan la percepción del aroma y sabor  por 

su efecto en el aroma, gusto y palatabilidad (deRoos, 2006; Le Thanh et al., 

1998). Los resultados in vivo indican que el efecto de los lípidos en el aroma 

y el sabor, se debe a la partición y transporte de los compuestos volátiles 

entre las fases (Guichard, 2002; Chevance and Farmer; 1998), mientras que 

la palatabilidad está afectada por el efecto de los lípidos en la textura 

(deRoos, 2006).  

En cuanto, a los carbohidratos, estos componentes de los alimentos 

también pueden interaccionar con los compuestos volátiles afectando a su 

percepción aunque el mayor efecto que producen es el cambio de 

viscosidad de la disolución que afecta a la difusión de los compuestos 

volátiles (Guichard, 2002).  

Por último, las proteínas tienen poco aroma en si mismas pero 

influyen en la percepción debido a la interacción y/o reducción del impacto 

percibido de ciertos aromas deseables (O’Neill, 1996). En general, la 

interacción de las proteínas con los compuestos volátiles es mucho menor 

que con los lípidos. Sin embargo, al estudiar emulsiones, la presencia de 
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proteínas en la interfase aceite/agua induce un efecto significativo en la 

liberación y percepción de los compuestos aromáticos hidrofóbicos 

(Guichard, 2002). Se han realizado diversos estudios de interacción entre 

las proteínas y los compuestos volátiles responsables tanto de aromas 

deseables como no deseables (Jounne y Crouzet, 2000a,b; Guichard, 2002; 

O’Neill y Kinsella, 1987; Damodaran y Kinsella, 1980; Damodaran y 

Kinsella, 1983) para estudiar su correlación con la percepción del aroma y 

sabor. Datos procedentes de estudios modelo ilustran que diversos factores 

determinan la extensión de la interacción entre las proteínas y compuestos 

responsables del aroma incluyendo, la naturaleza química del compuesto 

aromático, la temperatura, las condiciones iónicas, y la estructura y 

procesado que sufre la proteína del alimento (O’Neill, 1996).  

Finalmente, se han realizado estudios en carne sobre la generación 

de los compuestos volátiles durante la cocción (Elmore et al., 2001; 

Motrram, 1998; Mottram et al.,1982) y en los distintos procesos de 

obtención de los productos cárnicos (Martín et al., 2000; Flores et al., 

1997c). Además, en el caso de productos cárnicos curados existen 

numerosos estudios sobre el perfil de compuestos volátiles responsables 

del aroma aislados del espacio de cabeza, así como la descripción de estos 

compuestos en términos sensoriales olfatométricos (Flores et al., 1997c; 

Dirink and Van Opstaele, 1998; Carrapiso et al., 2002a,b). 

Sin embargo, apenas existen estudios sobre el efecto de la matriz 

proteica de la carne y productos cárnicos en la liberación de los compuestos 

responsables del aroma. Por tanto, es necesario profundizar en el estudio 

de la interacción proteína-volátil con el objetivo de llegar a conocer mejor su 

efecto en la percepción del aroma y sabor de la carne y los productos 

cárnicos. 
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2 OBJETIVOS 
 

Se plantean los siguientes objetivos de investigación: 

 

2.1 Determinar el efecto de la estructura bioquímica (lípidos y proteínas) y 

sus productos de degradación en el contenido de compuestos volátiles 

de las diferentes secciones del jamón curado para estudiar su 

contribución a la generación del aroma y sabor. 

 

2.2 Estudiar el efecto de las proteínas sarcoplásmicas y miofibrilares del 

músculo porcino y del jamón curado en la interacción con los 

compuestos aromáticos clave al objeto de determinar el impacto relativo 

de los componentes del músculo en la liberación de los compuestos 

responsables del aroma.  

 

2.3 Purificar actomiosina y actina, en un único proceso de extracción, a 

partir de músculo post-rigor de porcino para obtener fracciones 

proteicas que puedan usarse en los estudios de interacción. 

 

2.4 Dilucidar el efecto de la concentración y conformación de la actomiosina 

y actina en la interacción con los compuestos aromáticos clave. 
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3 EFECTO DE LAS DISTINTAS SECCIONES DEL JAMÓN 
CURADO EN LA GENERACIÓN DE COMPUESTOS 
VOLÁTILES AROMÁTICOS.  
 

3.1 INTRODUCCIÓN 
 

La alta calidad del jamón curado depende, en gran medida, del aroma 

y sabor que se origina a lo largo de las etapas de curado y secado. Sin 

embargo, para percibir dicho aroma y sabor, los compuestos volátiles deben 

liberarse de la matriz del alimento y llegar hasta los receptores situados en 

la nariz y en la boca (Taylor, 1998). En este sentido, al aroma que se 

percibe depende de la concentración y umbral de detección de los 

compuestos volátiles generados en el jamón curado así como a su 

interacción con otros componentes del alimento que alterará la 

concentración en la fase vapor. 

El jamón curado es un producto heterogéneo en el que se pueden 

apreciar diferentes secciones debido a las variaciones intra e inter 

musculares que existen en los tejidos animales (Segars et al., 1974). 

Además, el jamón curado se somete a un proceso de salado y 

deshidratación que influye en la migración del agua, cloruro de sodio, nitrato 

y nitrito (Arnau et al., 1995). Asimismo, la difusión de la humedad está 

relacionada con las características de la carne incluyendo la temperatura, el 

pH, la estructura y la composición (Gou et al., 2004). 

Muchos estudios del aroma del jamón curado se han realizado 

considerando distintas localizaciones anatómicas, generalmente, en la parte 

central del jamón como en el caso de los músculos Biceps femoris 

Semimembranosus y Semitendinosus (Bolzoni et al., 1996; Careri et al., 

1993; Flores et al., 1997c; Gianelli et al., 2002a), en el Biceps femoris 

(Berdagué et al., 1993; Buscailhon et al., 1993; Buscailhon et al., 1994) o en 

los músculos Semimembranosus (Ruiz et al., 1998b), debido principalmente 

a que dichos músculos son representativos de la parte interna y externa del 

jamón, respectivamente. Del mismo modo, el efecto de la localización se ha 
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estudiado en las propiedades sensoriales en las que se demuestra su 

importancia en la textura y la apariencia mientras que apenas se observan 

diferencias en el aroma y el sabor (Ruiz et al., 1998b). Sin embargo, 

ninguno de estos estudios considera las diferentes secciones dentro de un 

mismo jamón. En cada sección, se producen reacciones bioquímicas 

durante el proceso de curado y secado que afectan a la proteólisis y lipólisis 

y contribuyen al desarrollo de una textura adecuada y del sabor y aroma 

característico (Toldrá y Flores., 1998). Por otra parte, las diferencias en el 

contenido de cloruro sódico y de humedad en cada sección afectan a la 

actividad enzimática responsable de las diferentes cantidades de 

precursores del aroma y sabor y finalmente, esta actividad enzimática afecta 

a la degradación de la matriz.  

Por tanto, el objetivo que se plantea en este capítulo es determinar 

como la estructura bioquímica (lípidos y proteínas) y sus productos de 

degradación afectan al contenido en compuestos volátiles de las diferentes 

secciones del jamón curado para estudiar su contribución a la generación 

del aroma y sabor. 

 

3.2 MATERIAL Y MÉTODOS 

 
3.2.1 MATERIAL 

 
Dos jamones se seleccionaron de una industria local y se procesaron 

según la metodología tradicional curándose durante 7 m (proceso corto) y 

12 m (proceso largo). El procesado consintió en las siguientes etapas: 

salado (12 días a 3 ºC), post-salado (50 días a 4-6 ºC) y curado-secado (1ª 

fase 60 días a 12 °C; 2ª fase 60 días a 18 °C; 3ª fase 30 días a 30° C, donde 

termina el curado de 7 meses y 4ª fase 150 días a 15 °C, final de los 12 

meses). 

Las muestras se tomaron seccionando los jamones a nivel de la parte 

del codillo (S), del centro (C) y de la punta (B) como se muestra en la figura 

3.1. Cada sección contenía principalmente los músculos siguientes: la 
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sección del codillo (S) contenía el Biceps femoris, Flexor digitorum 

superficialis y Gastrocnemius; la sección del centro (C) contenía el Biceps 

femoris, Semitendinosus y Semimembranosus y la sección de la punta (B) 

contenía Biceps femoris y Gluteous accesorius, medius y profundus. De 

todas las secciones se envasaron al vacío 4 porciones de unos 100 g, sin la 

grasa subcutánea y se almacenaron a –80 ºC hasta su análisis. 

 

Figura 3.1. Localización de las muestras en las diferentes secciones del jamón 

curado. 

 

 

3.2.2 ANÁLISIS QUÍMICOS 

 
El contenido en humedad de los jamones curados se determinó tras la 

deshidratación a 100 ºC hasta peso constante (ISO, 1973) mientras que el 

contenido en cloruros se determinó por el método de Volhard (ISO 1841-
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1:1996). El pH se midió en una mezcla de jamón curado en agua (1:1) 

usando un pH-metro EA 920 (Orion Research, Boston, USA). 

 

3.2.3 ANÁLISIS DE PROTEÍNAS 
 

La extracción de las proteínas sarcoplásmicas y miofibrilares se 

realizó por el proceso descrito por Molina y Toldrá (1992). El jamón curado 

se homogenizó (dilución 1:10, p/v) en un homogeneizador de palas Lab-

blender 400 (Seward Medical, London, UK) con tampón fosfato 30 mM a pH 

7,4 durante 4 min. La mezcla se centrífugo a 10.000 g durante 20 min a 4 ºC 

en una Sorvall RC-5B y el sobrenadante se usó para el análisis de las 

proteínas sarcoplásmicas. El proceso se repitió dos veces y el precipitado 

se suspendió finalmente en 9 vol de tampón fosfato 100 mM a pH 7,4 con 

0,7 M de yoduro potásico. La mezcla se homogeneizó en un 

homogeneizador de palas (IUL Instruments GMBH) durante 8 min y se 

centrífugo posteriormente a 10.000 g durante 20 min a 4 ºC en una Sorvall 

RC-5B. La concentración de proteína de ambos sobrenadantes que 

contienen las proteínas sarcoplásmicas y miofibrilares se calculó por el 

método de Smith et al., (1985) usando el ácido bicinconínico como reactivo 

y la albúmina de suero bovino como patrón. 

El análisis de las proteínas se realizó por electroforesis 

desnaturalizante con dodecil-sulfato sódico en geles de poliacrilamida (SDS-

PAGE) usando el método descrito por Toldrá et al. (1992). Los extractos de 

proteínas sarcoplásmicas y miofibrilares se mezclaron en proporción 1:1 con 

tampón Tris-HCl 50 mM a pH 6,8 con urea 8 M, tiourea 2 M, ditiotreitol 

(DTT) 75 mM, SDS al 3 % (p/v) y azul de bromofenol al 0,05 %. La mezcla 

se calentó a 100 ºC durante 4 min y se usó posteriomente para la 

electroforesis. La cantidad de proteína inyectada en cada carril fue de 12 µg. 

Los geles de SDS-PAGE se prepararon al 10 % y se tiñeron con Azul de 

Coomassie R-250 (Laemli., 1970). Los patrones proteicos utilizados fueron 

miosina 200 KDa, β-galactosidasa 116,3 kDa, fosforilasa b 97,4 kDa, 

albúmina de suero 66,2 kDa, ovoalbúmina 45 kDa, anhidrasa carbónica 31 
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kDa todos ellos adquiridos de BioRad (Hercules, CA, USA). Estos patrones 

se analizan junto a las muestras para permitir la identificación de las masas 

moleculares.  

 

3.2.4 ANÁLISIS DE AMINOÁCIDOS LIBRES 

 
Las muestras para el análisis de aminoácidos libres fueron 

manipuladas para su extracción y desproteinizaron siguiendo el método 

descrito por Aristoy y Toldrá (1991). Las muestras de jamón curado se 

homogeneizaron con HCl 0,01 M (dilución 1:5) en un homogeneizador de 

palas durante 8 min a 4 ºC y se centrifugaron en frío a 10.000 g durante 20 

min. Los sobrenadantes se filtraron a través de lana de vidrio y se 

almacenaron a –20 ºC hasta su utilización. Las muestras descongeladas 

(100 µL) junto con 50 µL del patrón interno (10 mM nor-leucina) se 

desproteinizaron con 2,5 vol de acetonitrilo. El sobrenadante, que contenía 

los aminoácidos libres, se derivatizó para obtener los derivados 

feniltiocarbamílicos según el método de Bidlingmeyer et al. (1987). Las 

muestras derivatizadas se analizaron en un sistema de HPLC 1050 Hewlett 

Packard (Palo Alto, CA, USA) con un detector variable de UV a 254 nm en 

una columna Nova-Pack C-18 (3.9 x 300 mm) (Waters Co, MA, USA). La 

separación se realizó en 65 min a 52 ºC usando un gradiente entre dos 

disolventes: acetato de sodio 70 mM a pH 6,55 con 2,5 % de acetonitrilo 

(solvente A) y acetonitrilo: agua: metanol (45:40:15, v/v, solvente B) (Flores 

et al., 1997b). 

 

3.2.5 ANÁLISIS DE ÁCIDOS GRASOS LIBRES 

 
Los lípidos se extrajeron a partir de 5 g de jamón con una mezcla de 

diclorometano/metanol (2:1) según el método de Folch et al. (1957) y se 

expresaron como contenido de grasa intramuscular (IMF). La composición 

en ácidos grasos libres se determinó como describe Needs et al. (1983) 

mediante cromatografía de gases de los correspondientes ésteres metílicos. 
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Los derivados se obtuvieron según el método de Berry et al (1965). El 

análisis se realizó en un cromatógrafo de gases Fisons 816 equipado con 

inyector split, detector de ionización de llama y una columna capilar DB-225 

(J & W Scientific, Barcelona, España), de 30 m de longitud, con un d.i. de 

0.25 mm y con un espesor de fase interna de 0.25 µm. La temperatura del 

horno se mantuvo a 160 ºC durante 2 min, se aumentó a 190 ºC a razón de 

10 ºC/min  y se mantuvo 5 min, posteriormente se aumentó a 210 ºC a 10 

ºC/min y se mantuvo 10 min, finalmente se elevó hasta 220 ºC a razón de 7 

ºC/ min y se mantuvo 5 min. La presión de cabeza del gas portador (He) fue 

de 140 kPa, el flujo se mantuvo a 0,9 mL/min y el ratio del split fue 1:50. La 

temperatura del detector y del inyector se mantuvo a 240 ºC. Los ácidos 

grasos se identificaron individualmente por comparación de sus tiempos de 

retención con los de sus respectivos patrones. El patrón interno utilizado fue 

C20:0. 

 

3.2.6 ANÁLISIS DE LOS COMPUESTOS VOLÁTILES 
 

Los compuestos volátiles se extrajeron del espacio de cabeza de 3 g 

de jamón curado cortado en cubos de 2 mm, usando la técnica de SPME 

(microextracción en fase sólida) con la fibra de 85 µm 

carboxen/polidimetilsiloxano (CAR/ PDMS) stableflex (Supelco, Bellefonte, 

PA) (Gianelli et al., 2002a). Los compuestos se separaron en un 

cromatógrafo de gases (GC HP 5890 series II, Hewlett Packard, Palo Alto, 

CA) y se identificaron con un espectrómetro de masas HP 5972 (Hewlett 

Packard, Palo Alto, CA), siguiendo el proceso descrito por Gianelli et al. 

(2002a). Los resultados se expresaron como el cromatograma de iones 

totales o individuales en escala arbitraria (eV). 

 

3.2.7 ANÁLISIS ESTADÍSTICO 

 
El efecto de las diferentes secciones del jamón curado en las 

variables estudiadas (composición química, aminoácidos libres, ácidos 
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grasos libres y compuestos volátiles) se realizó mediante análisis de la 

varianza usando el software estadístico SPSS para windows (v 11.5) (SPSS 

Inc., Chicago, Illinois, USA). En aquellos casos en los que el efecto fue 

significativo, las medias se compararon usando el análisis de la diferencia 

honestamente significativa de tukey (HSD).  

 

3.3 RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

 
La conservación del jamón curado se debe a la reducción de la 

actividad de agua como consecuencia esencialmente de la penetración de 

la sal y la reducción del contenido de agua de la carne (Arnau et al., 1995). 

En este trabajo, se compararon diferentes secciones del jamón para 

determinar el efecto de la estructura en el desarrollo del aroma y sabor. 

Los resultados de los análisis químicos en las diferentes secciones se 

muestran en la tabla 3.1. Las diferentes secciones, codillo (S), centro (C) y 

punta (B), mostraron diferencias significativas en el contenido en humedad y 

en la concentración de NaCl en el jamón curado durante 7 m mientras que, 

en el jamón curado 12 m sólo se observó diferencia significativa en el 

contenido de grasa intramuscular (IMF). Estos resultados eran de esperar 

debido a que después de 7 m de curado la humedad del jamón disminuye 

por deshidratación aunque su contenido depende del área del jamón (Arnau 

et al., 1995). Estos autores mostraron que el contenido de humedad 

disminuye más rápidamente en la punta y en los músculos externos que no 

se encuentran cubiertos por la piel y la grasa mientras el codillo es la zona 

más aislada donde la penetración de sal tiene lugar principalmente a través 

de la piel y la grasa, que absorben la sal durante el periodo de salado, 

difundiendo después hacia el músculo. En este sentido, se obtuvo una 

concentración de NaCl significativamente menor en el codillo que en el 

centro después de 7 m de curado, sin embargo, no se apreciaron 

diferencias significativas después de 12 m de curado. 
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Las proteínas sarcoplásmicas y miofibrilares se extrajeron de las 

diferentes secciones del jamón y su composición se analizó por 

electroforesis (ver figura 3.2). La diferencia más relevante se observó en las 

proteínas miofibrilares debido a la hidrólisis de estas, mientras que el perfil 

de las proteínas sarcoplásmicas fue muy similar en las tres secciones de los 

jamones de 7 y 12 m de curado.  

 
 
 
 

 
 
Figura 3.2. Geles SDS-PAGE (10 %) de las proteínas miofibrilares en las diferentes 
secciones del jamón curado después de 7 y 12 m de curado. (Std) Patrones (B) 
Punta, (C) Centro y (S) Codillo. 
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Las principales diferencias en las proteínas miofibrilares se 

observaron en la sección de la punta en ambos jamones (7 y 12 m). En el 

jamón curado de 7 m, las bandas de 111, 100, 55, 31 y 25 kDa fueron más 

intensas en la punta que en las secciones del centro y del codillo. También 

la banda de la actina (45 kDa) fue más intensa en la punta, lo que indica 

que existió una menor degradación de esta proteína miofibrilar. Resultados 

similares se observaron en el jamón con 12 m de curado, donde se 

apreciaron bandas más intensas en la punta que en otras secciones. Estos 

resultados están en concordancia con Toldrá et al. (1993) quien indicó que 

los principales cambios proteolíticos que se producen durante el proceso de 

curado se observan en las proteínas más abundantes, especialmente en la 

cadena pesada de miosina que experimenta una importante degradación en 

casi 7 meses de curado mientras que la banda de actina aparece poco 

degradada después de los 12 meses de curado.  

La generación de pequeños péptidos y aminoácidos libres durante la 

proteólisis en el curado de los jamones se produce principalmente por 

enzimas endógenos, exopeptidasas, que todavía continúan activas durante 

el largo proceso de curado (Toldrá y Flores, 1998). Estos compuestos son 

muy importantes para el aroma y sabor del jamón curado ya que pueden 

experimentar nuevas reacciones que generen posteriormente compuestos 

aromáticos. Los resultados de la concentración de aminoácidos libres en las 

diferentes secciones del jamón curado se presentan en la tabla 3.2. En los 

jamones con 7 m de curado, la concentración de todos los aminoácidos fue 

significativamente diferente en todas las secciones excepto para la OH-Pro 

y la β−Ala. La concentración de Val, Met, Ile, Leu, Phe, Asn y Tyr fue 

significativamente mayor en el centro que en la punta y el codillo mientras 

que His, Thr, Trp, Lys, Asp, Ser, Gly, Gln, Ala, Arg, Pro y Tau fueron 

significativamente mayores en el codillo y en el centro que en la punta. Sin 

embargo, en el jamón curado de 12 m, se observaron pocas diferencias 

entre las secciones. Solo Thr, Gly, Pro y Tau fueron significativamente 

menores en la punta que en el centro y el codillo mientras que Val, Leu, Ala, 

Arg y Tyr fueron menores en la punta que en el centro. En cuanto al 
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contenido de dipéptidos naturales, no existieron diferencias significativas en 

los jamones de 7 m mientras que en el jamón de 12 m de curado el 

contenido de balenina fue más bajo en la punta que en el codillo. Los 

aminoácidos se representan por grupos (esenciales y no esenciales), 

dipéptidos y compuestos totales en cada sección y para cada tiempo de 

curado (tabla 3.2). En los jamones curados durante 7 m la punta fue la 

sección que presentó un menor contenido en aminoácidos esenciales y no 

esenciales; sin embargo, después de 12 m de curado la punta seguía 

conteniendo una menor concentración aunque las diferencias fueron 

menores.  

La elevada humedad en la parte central del jamón puede favorecer la 

actividad de las enzimas proteolíticas endógenas del músculo, 

especialmente aminopeptidasas (Toldrá y Flores, 1998), que son 

responsables de la generación de aminoácidos y, por tanto, de la mayor 

concentración de aminoácidos observada en el centro respecto a las otras 

secciones. Por el contrario, la mayor concentración de aminoácidos 

obtenida en el codillo estaría favorecida por la menor concentración de sal 

hallada en esta sección (tabla 3.1). Probablemente estos resultados se 

deban a la actividad de la principal aminopeptidasa del músculo porcino, 

alanilaminopeptidasa, no solo por su abundancia en el músculo sino 

también por su amplio espectro de actividad, ya que esta enzima es capaz 

de hidrolizar la mayoría de los aminoácidos que se presentan en el extremo 

amino (Flores et al., 1996). Asimismo, esta enzima es inhibida en presencia 

de cloruro de sodio (Flores et al., 1997c). 

Los ácidos grasos libres se analizaron en las diferentes secciones 

como indicadores del proceso de lipólisis producida en el músculo (Tabla 

3.3). En 1994, Motilva et al. indicaron que la lipólisis en la grasa 

intramuscular durante el procesado del jamón curado era más intensa 

durante los primeros 5 meses del proceso. En el presente estudio, se 

detectaron pocas diferencias significativas entre las secciones. Tras 7 

meses de curado sólo el ácido poliinsaturado C20:3 fue significativamente 

menor en el centro que en otras secciones.  
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Por otra parte, en el jamón curado de 12 m, el ácido C14:0 fue menor 

en el centro que en otras secciones y el C18:1 fue menor en el centro que 

en el codillo. Existen otros factores, tales como las condiciones de proceso y 

la materia prima, que producen muchas de las variaciones en la 

composición de ácidos grasos libres (Martín et al., 1999). 

El análisis de los compuestos volátiles en el espacio de cabeza de las 

diferentes secciones podría ser indicador del aroma percibido. Los 

compuestos volátiles presentes en cada sección del jamón se extrajeron 

mediante microextracción en fase sólida (SPME) utilizando el proceso 

optimizado por Gianelli et al. (2002a). Un total de 82 compuestos se 

identificaron siendo 21 de ellos alcoholes, 11 aldehídos, 12 cetonas, 10 

ésteres, 7 ácidos, 5 hidrocarburos alifáticos, 3 azufrados, 3 compuestos 

nitrogenados y 10 otros compuestos (Tabla 3.4).  

En general, los compuestos identificados en el espacio de cabeza se 

han detectado previamente en el espacio de cabeza de diferentes tipos de 

jamón curado usando diferentes técnicas de extracción (Flores et al., 1997c; 

Berdagué et al., 1993; Ruiz et al., 1999). Además, estos compuestos se 

extrajeron previamente mediante la técnica de SPME y la fibra CAR/PDMS 

por Gianelli et al (2002a) aunque en el presente estudio se detectó una 

proporción mayor de ésteres. 

La concentración de estos compuestos volátiles en las diferentes 

secciones se presenta en la figura 3.3. El espacio de cabeza de los jamones 

curados de 7 y 12 m contenía esencialmente los mismos compuestos. En el 

jamón curado de 7 m, la concentración de alcoholes fue la más abundante 

en las secciones del centro, codillo y punta mientras que después de 12 

meses de curado, el contenido de alcoholes fue también el más abundante 

en las secciones del centro y la punta. Sin embargo, el contenido de ácidos 

fue más elevado en el codillo que los demás compuestos volátiles. 
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Los compuestos extraídos en mayor proporción en ambos jamones 

fueron el 3-me-butanal, hexanal, etanol, isopropanol, 3-metil-butanol, 

acetona, 3-hidroxi-2-butanona, etil acetato, etil 3-metil-butanoato y los 

ácidos acético y butanoico. Además, se observaron diferencias significativas 

entre las diferentes secciones estudiadas (Tabla 3.4).  

La abundancia de estos compuestos volátiles concuerda con un 

estudio previo donde se utilizó la fibra Car/PDMS y se obtuvieron elevadas 

proporciones de 3-metil-butanal, hexanal y ácido acético en el espacio de 

cabeza de jamón Serrano curado durante 12 m (Gianelli et al., 2002a). Por 

el contrario, estos compuestos no se han encontrado en porcentajes 

elevados en otros jamones curados analizados por espacio de cabeza 

dinámico (Flores et al., 1997c; Berdagué et al., 1993; Bidlingmeyer et al., 

1987) debido probablemente a la baja afinidad del Tenax por los 

compuestos de bajo punto de ebullición, mientras que las fibras utilizadas 

presentan una alta afinidad por estos compuestos. 

En el jamón curado de 7 m, el contenido de la mayoría de los 

alcoholes, cetonas, ácidos y esteres fue significativamente más elevado en 

la sección del centro que en la del codillo y de la punta (figura 3.3), mientras 

que entre los aldehídos sólo el acetaldehído fue mayor en el centro y en el 

caso del butanal y hexanal su contenido fue más elevado en el codillo que 

en el centro y la punta (Tabla 3.4). Además, los compuestos nitrogenados 

se detectaron sólo en el centro mientras que el dimetil disulfuro estuvo 

presente en mayor proporción en el codillo y el metional lo estuvo en las 

secciones del centro y la punta. 

En el jamón curado de 12 m, la sección del centro fue la única con 

una concentración estimada significativamente más elevada en la mayoría 

de los alcoholes, cetonas, ácidos y esteres pero también presentó una 

concentración estimada más elevada de todos los aldehídos excepto en el 

caso del nonanal (Tabla 3.4 y figura 3.3). Los compuestos azufrados fueron 

significativamente diferentes en las secciones estudiadas, especialmente el 

metional cuya concentración estimada fue menor en la punta que en el 

codillo y el dimetil trisulfuro que sólo se encontró en la sección del centro del 
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jamón curado de 12 m. También, los compuestos nitrogenados fueron más 

elevados en el centro que en la punta. 
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Figura 3.3. Principales grupos químicos de los compuestos volátiles extraídos de las 
diferentes secciones de jamón curado de 7 m (a) y 12 m (b). Las barras con 
diferentes letras muestran diferencias significativas (p<0,05) entre las diferentes 
secciones del jamón curado para un grupo químico dado. 
 

 

Por otra parte, muchos compuestos volátiles formados a partir de la 

oxidación de los ácidos grasos insaturados, aldehídos y alcoholes, fueron 

también significativamente más elevados en la sección del centro del jamón 

curado de 12 m a pesar de que se detectaron pocas diferencias entre las 

secciones en cuanto al contenido de ácidos grasos libres. Probablemente, la 
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oxidación de los ácidos grasos insaturados a compuestos carbonilo volátiles 

se vio favorecida en el centro del jamón donde la mayor cantidad de sal 

encontrada actúa como prooxidante. 

Es de destacar la alta proporción encontrada de los compuestos 2- y 

3- metil-butanal aunque estos compuestos también han sido detectados en 

jamón ibérico (Ruiz et al., 1999). Estos compuestos volátiles son 

importantes en jamones de Parma por su contribución al aroma y sabor 

dando notas aromáticas a “nuez”, “queso” y “salado” (Hinrichsen et al., 

1995). Estos compuestos se originan a través de reacciones de degradación 

de Strecker de los aminoácidos Ile y Leu, respectivamente (Forss, 1972). El 

2-metil-propanal que también se detectó, proviene de la degradación de la 

Val. El análisis de los compuestos volátiles en el jamón curado de 12 m dio 

como resultado que los metil aldehídos, 2-metil-propanal y 2-metil-butanal, 

se hallaban en mayor proporción en el centro y el codillo que en la punta, 

mientras que el 3-metil-butanal fue más elevado en el centro que en las 

otras dos secciones. Estos resultados concuerdan con el contenido de Val, 

Leu e Ile que se encontró significativamente más elevado en la sección del 

centro del jamón curado de 7 m mientras que en el jamón curado de 12 m, 

el contenido en la punta fue siempre de menor proporción. Resumiendo, la 

mayor concentración de aminoácidos libres de la sección del centro actúa 

como reservorio para la generación de los compuestos volátiles que son de 

gran importancia para el sabor y aroma del jamón curado.  

Otros compuestos como los alcoholes y ácidos ramificados pueden 

derivar de los aminoácidos a través de la degradación de Strecker. Estos 

compuestos se encontraron también significativamente en mayor proporción 

en el centro que en las secciones del codillo y la punta en ambos jamones. 

Finalmente, los compuestos éster derivados de los ácidos ramificados 

fueron también significativamente más elevados en el centro pero esta 

diferencia se vio de manera más pronunciada en el jamón curado de 7 m 

que en el de 12 m. Los compuestos ésteres son importantes para el aroma 

y sabor ya que son los responsables de las notas dulces afrutadas que se 

detectan en la carne de porcino (Baines et al., 1984).  
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Debido al número reducido de jamones analizados en este estudio, 

las diferencias observadas entre las secciones del jamón podrían ser 

diferentes debido a la amplia variabilidad que existe entre los jamones 

curados (Toldrá et al., 1996), sin embargo, estos resultados pueden ser de 

gran utilidad para dilucidar la diferente percepción que describen los 

consumidores en las distintas secciones existentes en el jamón curado. 

En conclusión, la parte central del jamón curado de 7 m presentó una 

mayor proporción de compuestos volátiles que la sección del codillo y la 

punta esencialmente debido al mayor contenido de aminoácidos libres. Por 

otra parte, cuando el proceso de curado continua, como ocurre en el jamón 

de 12 m, existieron cambios en la proporción de los compuestos volátiles 

siendo la sección del centro la que presentó una mayor proporción de 

compuestos volátiles debido no sólo a la mayor proporción de aminoácidos 

libres sino también a la oxidación de los ácidos grasos insaturados. 
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4  EFECTO DE LAS PROTEÍNAS SARCOPLÁSMICAS Y 
MIOFIBRILARES DEL MÚSCULO PORCINO Y DEL JAMÓN 
CURADO EN LA INTERACCIÓN CON COMPUESTOS 
VOLÁTILES. 
 
4.1 INTRODUCCIÓN 
 

La concentración existente de los compuestos volátiles en la fase 

gaseosa depende de diversos factores como son sus propiedades 

fisicoquímicas y la presencia de interacciones con otros constituyentes de 

los alimentos (Landy et al., 1996). Además, es de gran importancia conocer 

el comportamiento de los compuestos responsables del aroma y sabor en 

las diversas fases (Kinsella, 1990) y existe un interés creciente en poder 

dilucidar las interacciones que se dan entre los compuestos del aroma y 

sabor con los componentes no volátiles de los alimentos. En este sentido, la 

interacción de las proteínas con los compuestos volátiles modifica 

significativamente la concentración de éstos en el espacio de cabeza, y esta 

interacción ha sido estudiada en proteínas vegetales como la proteína de 

soja (Damodaran et al., 1981a; Damodaran et al., 1981b; Chung y Villota, 

1989) y de guisante (Heng et al., 2004) así como en proteínas animales 

como la β-lactoglobulina (Jouenne y Crouzet, 2000b; Guichard, 2002; O’Neill 

et al., 1987), la albúmina de suero bovino (Damodaran et al., 1980) y la 

actomiosina de pescado (Damodaran y Kinsella, 1983). Así mismo, existen 

estudios de interacción en los cuales se han empleado pequeños 

componentes del tejido muscular como los dipéptidos carnosina y anserina 

(Zhou y Decker., 1999; Gianelli et al., 2000). 

Por otra parte, el jamón curado es uno de los productos cárnicos más 

típicos del área Mediterránea y su aroma y sabor han sido ampliamente 

estudiados (Carrapiso et al 2002b; Flores et al., 1997c; González et al., 

2000; Toldrá y Flores, 1998). Sus componentes principales (lípidos y 

proteínas) sufren una intensa lipólisis y proteólisis durante el curado y 

también han sido objeto de numerosos estudios (Toldrá y Flores., 1998; 
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Toldrá et al., 2000; Gandemer, 2002; Vestergaard et al., 2000). Las 

principales proteínas presentes en el músculo esquelético son las proteínas 

sarcoplásmicas y miofibrilares que representan el 30-40 % del peso vivo del 

animal (Pearson y Young, 1989). Las proteínas sarcoplásmicas, que son 

solubles en agua o en disoluciones diluidas de sal, forman una mezcla de 

proteínas similares a aquellas presentes en otros tipos de células y incluyen 

principalmente enzimas glicolíticos, mioglobina, mioalbúmina y otras 

(Syrovy, 1984). Esta fracción también contiene dipéptidos como la 

carnosina, que es el dipéptido más abundante en el músculo esquelético 

porcino, y la anserina, los cuales son importantes debido a su actividad 

tamponante y antioxidante (Chan y Decker, 1994). Además, los principales 

constituyentes de las proteínas miofibrilares, miosina y actina, no sólo son 

importantes en el músculo debido a su función en la contracción y relajación 

(Pearson y Young, 1989), sino también por su contribución a las 

propiedades funcionales de los productos cárnicos como la capacidad de 

retención de agua, de emulsión, de unión y gelificación (Asghar et al., 1985). 

En general, durante el proceso de curado del jamón, la fracción de 

proteínas miofibrilares experimenta una proteólisis más intensa que la 

fracción de las proteínas sarcoplásmicas, dando lugar a un gran número de 

péptidos de bajo peso molecular (Toldrá y Flores, 1998). La última etapa de 

la proteólisis consiste en la generación de aminoácidos libres (Toldrá y 

Flores, 1998) que contribuyen al sabor y también a la generación de 

compuestos volátiles como resultado de la degradación de Strecker que da 

lugar a compuestos azufrados, aldehídos ramificados, alcoholes y pirazinas. 

Estos compuestos, junto con los compuestos volátiles formados durante la 

oxidación lipídica y los compuestos no volátiles generados por la proteólisis, 

tienen un gran impacto en el aroma y el sabor del jamón curado (Toldrá y 

Flores, 1998). Sin embargo, existen pocos estudios que demuestren la 

interacción de los compuestos solubles con los compuestos aromáticos a 

excepción de aquellos realizados en queso (Pionnier et al., 2002). Estudios 

recientes en productos cárnicos (Gianelli et al., 2003; Gianelli et al., 2005) 
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han mostrado la interacción de los compuestos volátiles con los péptidos y 

proteínas sarcoplásmicas extraídas del músculo esquelético. 

Sin embargo, el efecto de la estructura de la carne en la interacción 

con los compuestos volátiles no ha sido todavía dilucidada. Por tanto, el 

objetivo de este capítulo es esclarecer el papel de las proteínas 

sarcoplásmicas y miofibrilares del músculo porcino y del jamón curado en la 

interacción con compuestos aromáticos seleccionados, para establecer el 

impacto relativo de los componentes del músculo en la liberación de los 

compuestos responsables del aroma. 

 

4.2 MATERIAL Y MÉTODOS 

 
4.2.1 MATERIALES 

 
Los compuestos aromáticos, 2-metil-butanal, 3-metil-butanal, 2-

pentanona, hexanal, metional y octanal se adquirieron de Fluka Chemie 

(Buchs, Switzerland). 

El músculo porcino post-rigor (Longissimus dorsi) se adquirió de un 

supermercado local. La grasa y el tejido conectivo se eliminaron y la carne 

se cortó en porciones de 100 g, se envasó al vacío y se almacenó a –20 ºC. 

Dos jamones seleccionados de una industria local, se procesaron 

según el método tradicional y se curaron durante 7 meses (proceso corto) y 

12 meses (proceso largo). El procesado consistió en las siguientes etapas: 

salado (12 días a 3 ºC), post-salado (50 días a 4-6 ºC) y curado-secado (1ª 

fase 60 días a 12 °C; 2ª fase 60 días a 18 °C; 3ª fase 30 días a 30° C, donde 

termina el curado de 7 meses y 4ª fase 150 días a 15 °C, final de los 12 

meses). Se utilizó la sección final del jamón que contenía los músculos 

Biceps femoris y Gluteous accesorious, medious y profundus. Cuatro 

porciones de esta sección (aproximadamente 100 g cada una) se envasaron 

a vacío sin la grasa subcutánea y se almacenaron congeladas a –20 ºC 

hasta su análisis. 
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4.2.2 PREPARACIÓN DE LOS EXTRACTOS DE PROTEINAS 

SARCOPLÁMICAS Y MIOFIBRILARES 

 
Las proteínas miofibrilares y sarcoplásmicas se obtuvieron según el 

proceso descrito por Molina y Toldrá (1992). Tanto el músculo de cerdo 

como el jamón curado procesado durante 7 y 12 m se homogeneizaron 

(dilución 1:10, p/v) con tampón fosfato 30 mM a pH 7,4 con 0,02% de azida 

sódica durante 4 min en un homogenizador de palas (IUL Instruments 

GMBH). El homogeneizado se centrifugó a 10.000 g durante 20 min a 4 ºC 

en una centrífuga Sorvall RC-5B (Dupont Instruments, France). El 

sobrenadante contenía las proteínas sarcoplásmicas. El proceso se repitió 

dos veces y finalmente, el precipitado se resuspendió en 9 vol de tampón 

fosfato sódico 100 mM a pH 7,4 conteniendo yoduro potásico 0,7 M y azida 

sódica al 0,02 %. La mezcla se homogeneizó en un homogenizador de 

palas (IUL Instruments GMBH) durante 8 min y posteriormente se centrifugó 

a 10.000 g durante 20 min a 4 ºC en una Sorvall RC-5B. El sobrenadante 

contenía las proteínas miofibrilares. La concentración proteica de todos los 

sobrenadantes se calculó por el método de Smith et al. (1985) usando como 

reactivo el ácido bicinconínico y como patrón la albúmina de suero bovino. 

 

4.2.3 DIÁLISIS DE LOS EXTRACTOS PROTEICOS  
 

Para estudiar el efecto de la fuerza iónica en la interacción, los 

extractos de proteínas miofibrilares y sarcoplásmicas de los músculos de 

porcino y jamón curado de 7 y 12 meses se dializaron utilizando una 

membrana de diálisis de tamaño 6 con un tamaño molecular de corte de 

12000-14000 Da (Medicell International Ltd, London). La diálisis de los 

extractos de proteínas sarcoplásmicas y miofibrilares se realizó durante 24 

h. Los extractos de proteínas sarcoplásmicas se dializaron frente a dos 

tampones: tampón fosfato sódico 30 mM a pH 7,4 con azida sódica al 0,02 

% y cloruro sódico 0,3 M y el mismo tampón pero sin cloruro sódico. La 

diálisis de los extractos de proteínas miofibrilares se realizó frente a dos 
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tampones: tampón fosfato sódico 100 mM a pH 7,4 con azida sódica al 0,02 

% y cloruro sódico 0,3 M y el mismo tampón pero sin cloruro sódico.  

 

4.2.4 PREPARACIÓN DE LA DISOLUCIÓN DE COMPUESTOS 

VOLÁTILES 

 
Se preparó una disolución stock con 50.000 mg kg-1 de cada 

compuesto volátil. Los compuestos volátiles aromáticos se añadieron por 

triplicado a los extractos proteicos y a la disolución control a una 

concentración final de 2 mg kg–1 en el caso del 2-metil-butanal y del 3-metil-

butanal; 1 mg kg–1 para la 2-pentanona, el hexanal y el octanal y 5 mg kg–1 

para el metional. Todos los compuestos volátiles estuvieron presentes 

simultáneamente en la disolución empleada en las experiencias. 

La selección de los seis compuestos aromáticos se fundamentó en su 

presencia en el espacio de cabeza y su contribución al aroma y sabor típico 

de los productos cárnicos curados españoles. El hexanal, 2-metil-butanal, 3-

metil-butanal y la 2-pentanona fueron seleccionados por encontrarse en alta 

proporción en el espacio de cabeza del jamón Serrano (Flores et al., 1997c; 

Gianelli et al., 2002b), mientras que el octanal y metional fueron 

seleccionados debido a su potencia aromática en el jamón Ibérico 

(Carrapiso et al., 2002b). 

 

4.2.5 INTERACCIÓN PROTEÍNA-VOLÁTIL 
 

Los compuestos aromáticos se adicionaron a la concentración 

adecuada (apartado 4.2.4) a la disolución de proteína. Los extractos de 

proteínas miofibrilares y sarcoplásmicas de carne y jamón curado de 7 y 12 

m se utilizaron en la disolución proteica. También los extractos proteicos 

dializados se emplearon en la disolución proteica para el estudio del efecto 

de la fuerza iónica en la interacción. En los estudios de interacción se 

prepararon viales control y de proteína. Los viales de proteína contenían 5 

mL del extracto proteico en un vial de espacio de cabeza de 10 mL y se 
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sellaron con un septo de PTFE silicona (Supelco, Bellefonte, PA, USA). El 

vial control contenía el mismo tampón que el extracto proteico utilizado 

(para la extracción o para el proceso de diálisis) pero sin proteína. Los 

viales control y de proteína se almacenaron durante 16 h a 30 ºC para 

equilibrar el espacio de cabeza. 

La cantidad de compuesto aromático presente en el espacio de 

cabeza de los viales de proteína y control se determinó utilizando 

condiciones optimizadas por Gianelli et al. (2005) con la técnica de 

microextracción en fase sólida (SPME) y cromatografía de gases. Para 

adsorber los compuestos aromáticos, se expuso al espacio de cabeza una 

fibra carboxen/poli(dimetilsiloxano) (CAR/PDMS) de 75 µm (Supelco, 

Bellefonte, PA, USA). Después de 30 min de adsorción, los compuestos 

aromáticos se desorbieron insertando la fibra en el puerto de inyección 

mantenido a 220 ºC de un cromatógrafo de gases durante 5 min en modo 

splitless. La válvula de split se abrió 1 min después de la inyección. La fibra 

se mantuvo 5 min en el puerto de inyección para evitar la contaminación 

entre las muestras. La linealidad de la detección de cada compuesto 

aromático bajo estas condiciones se confirmó en un rango de concentración 

entre 0,02-5 mg kg –1. 

 

4.2.5.1 Análisis por cromatografía de gases  
 

Para el análisis cromatográfico se utilizó un cromatógrafo de gases 

8000 CE instruments (Rodano, Milan, Italia) equipado con detector de 

ionización de llama (FID). Los compuestos aromáticos se separaron en una 

columna capilar DB-624 (J&W Scientific, 60 m, 0,32 mm d.i. y 1,8 µm de 

espesor de la fase interna). Se utilizó helio como gas portador con una 

velocidad lineal de 20,4 cm s–1. La fibra se situó en el inyector y la 

temperatura del horno del cromatógrafo de gases se mantuvo 6 min a 38 ºC, 

a continuación se incrementó hasta 105 ºC a razón de 6 ºC min-1, 

posteriormente se incrementó hasta 220 ºC a razón de 15 ºC min-1 y se 

 94



________________________________________________ CAPÍTULO II 

mantuvo 5 min. La temperatura del detector se mantuvo a 240 ºC durante 

todo el análisis. 

Los resultados se expresaron como porcentaje de compuesto volátil 

libre en el espacio de cabeza respecto del hallado en la disolución sin 

proteína. Todos los experimentos se realizaron por triplicado y los valores 

se representaron como media y coeficiente de varianza. 

 

4.2.5.2 Cálculo de la cantidad de compuesto volátil unido por 
g de extracto proteico.  
 

Los compuestos volátiles se añadieron a los viales control y con 

proteína a la misma concentración mencionada en el apartado 4.2.4 y 

también se adicionaron diluidos 1/100 y 1/500. La cantidad de compuesto 

volátil se determinó por cromatografía de gases previa extracción con SPME 

utilizando las condiciones optimizadas. Todos los experimentos se 

realizaron por triplicado. 

La concentración en el espacio de cabeza ([HS]) se calculó 

empleando la ecuación 1  

[ ]
KVm

AHS
F

F

××
=  Ecuación 1 

 

donde AF es el área (CG-FID) de los compuestos volátiles adsorbidos 

por la fibra de SPME, m es la pendiente de la recta patrón obtenida al 

inyectar cantidades conocidas de cada compuesto aromático, VF es el 

volumen de la fibra (5,3 x 10–7 L) y K es el coeficiente de partición fibra-aire 

de cada compuesto volátil para la fibra CAR/PDMS 75 µm obtenido de 

Gianelli et al (2003). 

La concentración de volátil libre en la fase acuosa (µM) y el volátil 

unido/ proteína (µmol/g) se calcularon utilizando la concentración en el 

espacio de cabeza de los viales con y sin proteína (ecuaciones 2 y 3, 

respectivamente). 
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Concentración de volátil en la fase acuosa = [ ]
[ ] O
HS
HS

C

P ×  Ecuación 2 

 

Volátil unido / proteína = 
[ ] [ ]( )

[ ]
p

C

PC

C

O
HS

HSHS
×

−

 Ecuación 3 

Donde [HS]C (mol/L) es la concentración de compuesto volátil en el 

espacio de cabeza en los viales control, [HS]P (mol/L) es la concentración de 

compuesto volátil en los viales con proteína, O (mol/L) es la concentración 

inicial añadida a las disoluciónes y Cp (g/L) es la concentración de proteína 

presente en los viales. 

 

4.2.6 ANÁLISIS ESTADÍSTICO.  
 

El efecto de la proteína en la disolución, el tipo de extracto utilizado 

(músculo porcino, jamón curado de 7 m y 12 m) y el efecto de la fuerza 

iónica en la interacción con los compuestos volátiles se estudió por análisis 

de la varianza (ANOVA) con el programa estadístico Statgraphics plus v.5.1. 

Las medias se compararon mediante el proceso de diferencia mínima 

significativa de Fischer’s (LSD) (p<0,05). 

 

4.3 RESULTADOS Y DISCUSIÓN  
 
4.3.1 INTERACCIÓN DE COMPUESTOS VOLÁTILES CON 

EXTRACTOS DE PROTEÍNAS SARCOPLÁSMICAS 

 
Todos los cambios ocurridos en las proteínas cárnicas durante el 

procesado son muy importantes ya que estos afectarán no solo a la textura 

sino también a la interacción entre los compuestos responsables del aroma 

y sabor y las proteínas y péptidos, y por tanto, estas interacciones serán las 

responsables de las diferentes percepciones sensoriales (Toldrá y Flores, 

1998). En la figura 4.1 se muestra el porcentaje libre de cada compuesto 

 96



________________________________________________ CAPÍTULO II 

volátil en el espacio de cabeza en presencia de los extractos de proteínas 

sarcoplásmicas de: músculo porcino y jamón de 7 y 12 m de curado.  

 

 
Figura 4.1. Efecto del tipo de extracto de proteínas sarcoplásmicas utilizado 
(músculo porcino, jamón de 7 y 12 m) en la interacción con los compuestos volátiles. 
Los resultados se expresan como porcentaje de compuesto volátil libre en el espacio 
de cabeza de la disolución respecto del encontrado sin proteína. 

 

 

La presencia de las proteínas sarcoplásmicas produce una 

disminución (p<0,05) en el espacio de cabeza del porcentaje libre de los 

compuestos volátiles en el caso del 3-metil-butanal, 2-metil-butanal, 

hexanal, metional y octanal. Esta disminución significó que los extractos de 

proteínas sarcoplásmicas presentes unieron estos compuestos volátiles. Sin 

embargo, el efecto opuesto se observó para la 2-pentanona donde se 

detectó un aumento (p<0,05) del porcentaje libre en presencia de estos 

extractos proteicos. Por otra parte, el efecto de los extractos proteicos no 

siempre fue el mismo y dependió del tipo de extracto (músculo porcino o 

jamón curado). La presencia del extracto de proteínas sarcoplásmicas de 

músculo porcino en la disolución produjo una reducción del porcentaje libre 

 97



CAPÍTULO II ________________________________________________  

del 3-metil-butanal, 2-metil-butanal, hexanal, metional y octanal y un 

aumento del porcentaje libre de 2-pentanona, mientras que este efecto 

resultó significativamente diferente al producido por los extractos proteicos 

de jamón curado de 7 y 12 m. 

Los extractos proteicos obtenidos en este estudio son una mezcla 

compleja de proteínas sarcoplásmicas que incluyen enzimas glicolíticas, 

mioglobina y también pequeños péptidos, aminoácidos y sales como 

previamente indicaron Pérez-Juan et al. (2006b). En este sentido, Gianelli et 

al. (2003) estudió la interacción de los péptidos solubles y proteínas del 

músculo esquelético en la liberación de los compuestos volátiles. Estos 

autores mostraron que la carnosina era capaz de unir los mismos 

compuestos volátiles excepto la 2-pentanona mientras que la anserina y la 

mioglobina unían significativamente hexanal y 2-metil-butanal. La 

mioglobina, como componente de la fracción sarcoplásmica, está presente 

en los extractos de proteínas sarcoplásmicas de músculo porcino y jamón 

de 7 y 12 meses. Los dipéptidos, carnosina y anserina, que no se degradan 

durante el proceso de curado también están presentes en estos extractos 

(Toldrá et al., 2000). Por tanto, estos compuestos podrían ser los 

responsables de la interacción observada en el figura 4.1 junto con otros 

compuestos presentes en los extractos proteicos. En este sentido, las 

diferencias observadas en la interacción con los extractos de jamón de 7 y 

12 meses en comparación con los de músculo porcino podría deberse a la 

degradación de las proteínas sarcoplásmicas o también a la presencia de 

una elevada concentración de sales. Asimismo, la presencia de sales 

minerales en queso produjo un efecto de liberación de compuestos 

aromáticos (Pionnier et al., 2002). 

Los moles de 3-metil-butanal, 2-metil-butanal, hexanal y metional 

unidos por los extractos de proteínas sarcoplásmicas de músculo porcino y 

jamones de 7 y 12 m se muestran en la figura 4.2. El aumento de la 

concentración de compuesto volátil añadido a la disolución proteica produjo 

un aumento en la cantidad de compuesto unido por el extracto proteico 

(figura 4.2). Los extractos de proteínas sarcoplásmicas de músculo porcino 

 98



________________________________________________ CAPÍTULO II 

unieron una mayor cantidad de 3-metil-butanal (figure 4.2 A), 2-metil-butanal 

(figure 4.2 B), hexanal (figure 4.2 C) y metional (figure 4.2 D) que los 

extractos de jamón de 7 y 12 meses. Este hecho concuerda con los 

resultados mostrados en la figura 4.1. Gianelli et al. (2003) uso un modelo 

termodinámico para evaluar los parámetros de unión (número de sitios de 

unión, n, la constante de afinidad, K y la energía libre de Gibb’s, ∆G) de la 

carnosina con el 3-metil-butanal, 2-metil-butanal, 2-pentanona, hexanal, 

metional y octanal mostrando una ausencia de fenómenos de competición. 

Sin embargo, los resultados obtenidos en nuestro estudio no pueden 

compararse con modelos termodinámicos porque la unión observada se 

debe probablemente a la presencia de diversos componentes en los 

extractos de proteínas sarcoplásmicas. 

 
Figura 4.2. Moles de compuesto volátil unidos por el extracto de proteínas 
sarcoplásmicas de músculo porcino (-●-), jamón curado de 7 m (--) y jamón curado 
de 12 m (-▼-) vs a la concentración de volátil libre en la fase acuosa. A) 3-metil-
butanal, B) 2-metil-butanal, C) hexanal y D) metional. 

 99



CAPÍTULO II ________________________________________________  

4.3.2 INTERACCIÓN DE COMPUESTOS VOLÁTILES CON 

EXTRACTOS DE PROTEÍNAS MIOFIBRILARES 

 
Las proteínas de la fracción miofibrilar sufren una proteólisis más 

intensa que la fracción sarcoplásmica, dando lugar a un gran número de 

péptidos de bajo peso molecular que contribuyen al aroma y sabor del 

jamón curado (Toldrá y Flores, 1998). En cuanto a la interacción, el 

porcentaje libre de los compuestos volátiles en el espacio de cabeza en 

presencia de los extractos de proteínas miofibrilares de músculo porcino y 

jamones de 7 y 12 meses se muestra en la figura 4.3.  
 

 
Figura 4.3. Efecto del tipo de extracto de proteínas miofibrilares utilizado (músculo 
porcino, jamón de 7 y 12 m) en la interacción con los compuestos volátiles. Los 
resultados se expresan como porcentaje de compuesto volátil libre en el espacio de 
cabeza de la disolución respecto del encontrado sin proteína. 

 

La presencia del extracto de proteínas miofibrilares produjo un 

descenso (p<0,05) del porcentaje libre de 3-metil-butanal, hexanal y octanal. 

Esto significa que las proteínas miofibrilares interaccionan con estos 

compuestos. Sin embargo, únicamente la interacción del octanal se vio 

afectada por el tipo de extracto miofibrilar empleado. La presencia de 
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extractos miofibrilares de músculo porcino produjo una disminución 

significativa del porcentaje libre de octanal mientras que se observó una 

liberación significativa de octanal en presencia de extractos miofibrilares de 

jamón de 7 y 12 meses. Sin embargo, el tipo de extracto miofibrilar (músculo 

porcino o jamón de 7 y 12 meses) no produjo una diferencia significativa en 

el porcentaje libre de 3-metil-butanal, 2-metil-butanal, 2-pentanona, hexanal 

y metional en el espacio de cabeza. Aunque existen pocos trabajos sobre la 

interacción de las proteínas miofibrilares, Goodridge et al. (2003) 

encontraron que las miofibrillas congeladas de pollo actuaban como 

reservorio de hexanal. Asimismo, al utilizar bajas concentraciones de 

hexanal (0,01 mg/mL), estos autores observaron una diferencia de un 20 % 

entre el área del pico del hexanal solo comparado con el área obtenida en 

presencia de miofibrillas de pollo. Esto indicaba que el hexanal era retenido 

por las miofibrillas. En nuestro estudio, observamos una disminución de un 

20 % de hexanal en presencia de las proteínas miofibrilares de porcino sin 

embargo, esta disminución fue menor en presencia de los extractos 

miofibrilares de jamón de 7 y 12 meses. 

Para estudiar la interacción entre 3-metil-butanal, 2-metil-butanal, 

hexanal y octanal con los extractos de proteínas miofibrilares de músculo 

porcino y jamones de 7 y 12 meses, se calcularon los moles unidos por 

gramo de extracto proteico. Los resultados se muestran en la figura 4.4. Las 

diferentes cantidades de compuesto volátil adicionado a los extractos 

miofibrilares aumentaron la concentración de compuesto volátil libre en la 

fase acuosa pero sólo en el caso de los extractos miofibrilares de músculo 

porcino se observó un aumento en los moles unidos por g de extracto 

proteico de 3-metil-butanal (figura 4.4 A), 2-metil-butanal (figura 4.4 B) y 

hexanal (figura 4.4 C). Sin embargo, la adición de diferentes cantidades de 

compuesto volátil a los extractos de proteínas miofibrilares de 7 y 12 m no 

incrementó los moles unidos de los compuestos volátiles excepto en el caso 

del hexanal (figura 4.4 C). Comparando con los moles unidos por los 

extractos de proteínas sarcoplásmicas (figura 4.2), los extractos de 

proteínas miofibrilares unen menos moles de 3-metil-butanal, 2-metil-
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butanal y hexanal como se observa en la figura 4.4. Sin embargo, 

Goodridge et al. (2003) encontraron que el porcentaje de hexanal que se 

extraía del sistema en presencia de las miofibrillas de pollo era menor a 

altas concentraciones de hexanal. Esto podría ser debido a la saturación de 

un número limitado de los sitios de unión del hexanal. En nuestro estudio, la 

saturación de los sitios de unión no se alcanzó debido a la baja 

concentración de compuesto volátil. 
 
 
 

 
Figura 4.4. Moles de compuesto volátil unidos por el extracto de proteínas 
miofibrilares de músculo porcino (-●-), jamón curado de 7 m (--) y jamón curado de 
12 m (-▼-) vs  a la concentración de volátil libre en la fase acuosa. A) 3-metil-
butanal, B) 2-metil-butanal, C) hexanal y D) octanal. 
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4.3.3 EFECTO DE LA FUERZA IÓNICA EN LA CAPACIDAD DE 

INTERACCIÓN DE EXTRACTOS DE PROTEÍNAS 

SARCOPLÁSMICAS Y MIOFIBRILARES 

 
La sal (NaCl) es uno de los ingredientes más importantes usados 

durante el proceso de curado y por tanto, estará presente en los extractos 

de proteínas sarcoplásmicas de jamón curado de 7 y 12 m pudiendo afectar 

a su interacción con los compuestos volátiles. El efecto de la sal en la 

volatilidad de los compuestos aromáticos se ha estudiado en disolución 

(Nawar, 1971) y en sistemas modelo (Guichard, 2002) debido a su efecto de 

“salting-out” (Kinsella, 1990). Por este motivo, las proteínas sarcoplásmicas 

extraídas de músculo porcino y de jamones de 7 y 12 meses se dializaron 

frente a diferentes tampones, con y sin NaCl. El porcentaje libre de cada 

compuesto volátil respecto del control en presencia de los extractos de 

proteínas sarcoplásmicas y de los extractos dializados se muestra en la 

figura 4.5. 

En presencia de las proteínas sarcoplásmicas extraídas de músculo 

porcino, se observó que cuando las proteínas se dializaron frente a los dos 

tampones, con y sin sal, se produjo un aumento significativo del porcentaje 

libre de 3-metil-butanal (figura 4.5 A), 2-metil-butanal (figura 4.5 B), hexanal 

(figura 4.5 D), metional (figura 4.5 E) y octanal (figura 4.5 F), y una 

disminución significativa del porcentaje libre de 2-pentanona (figura 4.5 C). 

Este efecto fue debido probablemente a la pérdida de pequeños péptidos y 

aminoácidos durante el proceso de diálisis que podrían ser los responsables 

de la interacción con los compuestos ensayados (Zhou y Decker, 1999; 

Gianelli et al., 2003). Asimismo, se observó un aumento significativo para el 

octanal (figura 4.5 F) entre las proteínas dializadas frente al tampón sin sal y 

dializadas en presencia de sal.  
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Figura 4.5. Efecto de la fuerza iónica en la capacidad de interacción de extractos de 
proteínas sarcoplásmicas con compuestos volátiles. Los resultados se expresan 
como porcentaje de compuesto volátil libre en el espacio de cabeza de la disolución 
respecto del encontrado sin proteína en cada disolución tampón. A) 3-metil-butanal, 
B) 2-metil-butanal, C) 2-pentanona, D) hexanal, E) metional y F) octanal. 

 

 

Por otra parte, los extractos de proteínas sarcoplásmicas extraídas de 

jamón curado de 7 m sólo mostraron un aumento significativo del porcentaje 

libre de metional (figura 4.5 E) y octanal (figura 4.5 F) cuando se dializaron 

sin NaCl. Sin embargo, se apreció una disminución del porcentaje libre de 2-

pentanona (figura 4.5 C) cuando la diálisis se realizó frente al tampón con 

0,3 M de NaCl. Finalmente, con los extractos de proteínas sarcoplásmicas 

de jamón curado de 12 m después de la diálisis se observó un aumento 

significativo del porcentaje libre de 3-metil-butanal (figura 4.5 A), 2-metil-
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butanal (figura 4.5 B), hexanal (figura 4.5 D), metional (figura 4.5 E) y 

octanal (figura 4.5 F). Sin embargo, se observó una disminución significativa 

en el porcentaje libre de 2-pentanona (figura 4.5 C) después de la diálisis 

frente al tampón con sal. Resumiendo, la diálisis de las proteínas 

sarcoplásmicas extraídas de músculo porcino y de jamón curado produjo 

una pérdida de compuestos responsables de la interacción con los 

compuestos volátiles estudiados (Zhou y Decker, 1999; Gianelli et al., 2005) 

como se observó por el incremento del porcentaje libre de los compuestos 

volátiles después de los procesos de la diálisis excepto en el caso de la 2-

pentanona. Aunque, no existen estudios sobre el efecto de la fuerza iónica 

en la capacidad de interacción de los extractos de proteínas 

sarcoplásmicas, Guichard et al. (2002) estudió el efecto de la composición 

de la disolución en la conformación proteica y su capacidad para 

interaccionar con los compuestos volátiles. Estos autores encontraron que 

la disminución en la retención de benzaldehido por la β-lactoglobulina en 

presencia de NaCl se debía al efecto de “salting-out”. 

En el caso de las proteínas miofibrilares, se debe tener en cuenta que 

dichas proteínas se extrajeron en presencia de yoduro potásico 0,7 M. A 

esta elevada fuerza iónica, las proteínas se solubilizan y su conformación se 

ve, por tanto, afectada (Pearson y Young, 1989). Por este motivo, los 

extractos de proteínas miofibrilares de músculo porcino y de jamones 

curados de 7 y 12 m fueron dializados frente a dos tampones diferentes, con 

presencia o ausencia de NaCl, con el objeto de estudiar cómo el cambio en 

la conformación proteica afecta a la capacidad de interacción proteína-

volátil. En la figura 4.6 se muestra el porcentaje de cada volátil libre 

respecto del control en presencia de los extractos de proteínas miofibrilares 

y de estos extractos tras el proceso de diálisis.  
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Figura 4.6. Efecto de la fuerza iónica en la capacidad de interacción de extractos de 
proteínas miofibrilares con compuestos volátiles. Los resultados se expresan como 
porcentaje de compuesto volátil libre en el espacio de cabeza de la disolución 
respecto del encontrado sin proteína en cada disolución tampón. A) 3-metil-butanal, 
B) 2-metil-butanal, C) 2-pentanona, D) hexanal, E) metional y F) octanal. 

 

 

En presencia de las proteínas miofibrilares extraídas de músculo 

porcino, se observó que cuando los extractos se dializaron frente al tampón 

que no contenía NaCl, se produjo un aumento significativo del porcentaje 

libre de 3-metil-butanal (figura 4.6 A), hexanal (figura 4.6 D), metional (figura 

4.6 E) y octanal (figura 4.6 F). Sin embargo, cuando el tampón de diálisis 

contenía NaCl 0,3 M solo el porcentaje libre de 2-pentanona (figura 4.6 C) 

se incrementó significativamente y el porcentaje libre de metional (figura 4.6 

E) disminuyó significativamente. Estas diferencias podrían explicarse por el 
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cambio en la fuerza iónica que afecta a su vez a la conformación de las 

proteínas miofibrilares (Pearson y Young, 1989) y también a su capacidad 

de interacción. Este hecho se observó en el caso del hexanal, metional y 

octanal donde la capacidad de interacción de las proteínas miofibrilares se 

perdió en ausencia de sal mientras que se mantuvo en presencia de NaCl 

0,3 M. El mismo efecto se observó en el caso de los extractos de proteínas 

miofibrilares de jamón de 7 meses para el hexanal (figura 4.6 D) y metional 

(figura 4.6 E) y en el caso de los extractos de proteínas miofibrilares de 

jamón de 12 m sólo para el metional (figura 4.6 E). Sin embargo, se observó 

una disminución significativa del porcentaje libre de octanal (figura 4.6 F) 

cuando los extractos de jamón de 7 y 12 m se dializaron con y sin sal. 

Las diferencias observadas en el octanal entre los extractos de jamón 

curado y de músculo porcino podrían deberse a la proteólisis ocurrida 

durante el proceso de curado que modifica la composición proteica de estos 

extractos (Pérez-Juan et al., 2006b) y, por tanto, afectará a su capacidad de 

interacción. Damodaran y Kinsella (1983) estudiaron el efecto de la fuerza 

iónica en la capacidad de interacción de la actomiosina con diversos 

compuestos carbonilo. Estos autores encontraron que la afinidad y la 

capacidad de interacción fueron más elevadas en presencia de NaCl 0,15 

M, condiciones similares a las del músculo, que a NaCl 0,6 M donde la 

actomiosina está totalmente soluble. Aunque los compuestos volátiles 

estudiados por estos autores fueron diferentes, sus resultados confirmarían 

lo observado en el presente estudio, es decir, el hecho de que la 

conformación de las proteínas miofibrilares es importante para su capacidad 

de interacción aunque ésta depende del tipo de volátil estudiado. O’Keefe et 

al (1991) estudió el efecto de la concentración de NaCl en la capacidad de 

interacción de las proteínas de soja (glicina y β-conglicina). Estos autores 

mostraron que la presencia de NaCl 0,5 M incrementa la presencia de 

hexanal en el espacio de cabeza y reduce su afinidad por la β-conglicina, 

mientras que no tiene efecto para la glicina. Como se vio con las proteínas 

miofibrilares, la fuerza iónica del medio afecta a la conformación de estas 

dos proteínas de soja. 
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Finalmente, la comparación de los resultados obtenidos con los de 

otros autores resulta difícil debido a las diferentes condiciones 

experimentales utilizadas. Sin embargo, el efecto de la estructura de la 

carne en la interacción con los compuestos volátiles no ha sido elucidado 

todavía, por lo que se requiere profundizar en la investigación sobre el 

efecto de las proteínas del músculo esquelético en la unión de compuestos 

responsables del aroma para determinar el impacto relativo de los 

componentes musculares en la liberación del aroma.  

En conclusión, la capacidad de interacción de la fracción de proteínas 

sarcoplásmicas fue más elevada que la de la fracción miofibrilar para los 

compuestos volátiles estudiados. Todos los compuestos estudiados fueron 

retenidos por los extractos de proteínas sarcoplásmicas y miofibrilares 

excepto la 2-pentanona que fue liberada. Esto se confirmó por una mayor 

unión por parte de las proteínas sarcoplásmicas que por las miofibrilares en 

el caso del 3-metil-butanal, 2-metil-butanal, hexanal y metional. Además, se 

determinó el efecto de la fuerza iónica en la capacidad de las proteínas para 

interaccionar con los compuestos volátiles. El efecto de la fuerza iónica fue 

mayor en el caso de las proteínas miofibrilares debido a su capacidad de 

producir cambios en la conformación proteica que afectaron a la capacidad 

de interacción de estas proteínas. Sin embargo, la capacidad de interacción 

de las proteínas sarcoplásmicas parece estar más relacionada con los 

componentes de pequeño tamaño contenidos en estos extractos que con la 

fuerza iónica. 
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5 PROCESO DE PURIFICACIÓN SIMULTÁNEO DE 
ACTOMIOSINA Y ACTINA DE MÚSCULO ESQUELÉTICO 
POST-RIGOR DE PORCINO  

 

 

5.1 INTRODUCCIÓN  
 

La purificación de los constituyentes del músculo es de gran utilidad 

para diversos estudios tanto fisiológicos como bioquímicos. En este sentido, 

la purificación de los componentes del músculo permite que puedan ser 

caracterizados y, por tanto, se puedan utilizar para relacionarlos con la 

calidad de la carne (Bowker, et al., 2004; Hidalgo et al., 2001), el 

conocimiento de los cambios post-mortem (Toldrá, 2005), la identificación 

de proteínas contaminantes que son añadidas a los productos cárnicos 

(Toorop et al., 1997) e incluso con el estudio de fenómenos de interacción 

con otros componentes de la matriz (Gianelli et al., 2003). La miosina y la 

actina, como componentes principales de las proteínas miofibrilares, no son 

sólo importantes en la fisiología del músculo, sino también se cree que son 

responsables de propiedades funcionales importantes en los alimentos tales 

como la capacidad de retención agua, de emulsión, de unión y gelificación 

tanto en la carne como en los productos cárnicos (Asghar et al., 1985). 

Dependiendo del propósito de la investigación, se han desarrollado un gran 

número de métodos con el fin de purificar estas proteínas, aunque la 

mayoría de ellos resultan muy tediosos ya que incluyen numerosos pasos 

de extracción (Syrovy, 1984). Sin embargo, también se han desarrollado 

diversos métodos rápidos de purificación para su aplicación industrial 

(Toorop et al., 1997; Murch et al., 1992). 

Por lo general, la mayoría de las proteínas miofibrilares se extraen en 

procesos separados (Syrovy, 1984). Concretamente, la purificación de la 

miosina suele iniciarse con la eliminación de las proteínas sarcoplásmicas 

mediante varios lavados con tampón fosfato diluido. Posteriormente, la 

purificación de miosina se realiza usando los tampones de Guba–Straub 
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(Hermansson et al., 1986) y Hasselback-Schneider (Dudziak y Foegeding, 

1988) con diversas modificaciones (apartado 1.1.3.1). Por lo general, estos 

tampones suelen contener EDTA o EGTA para eliminar los metales 

pesados y proteger la actividad enzimática de las proteínas (Syrovy, 1984). 

En otras modificaciones, el DTT o el β-mercaptoetanol se añaden a bajas 

concentraciones para evitar la oxidación de la miosina. Además, la 

eliminación de los contaminantes se realiza por precipitación con sulfato 

amónico y diversos métodos cromatográficos (Syrovy, 1984). Por otra parte, 

se han aplicado altas presiones para incrementar la solubilidad de las 

proteínas miofibrilares (Macfarlane y Mckenzie, 1976) y algunos autores 

incluso han utilizado la técnica de HPLC para separar miosina del extracto 

utilizando como fase móvil disoluciones con alta fuerza iónica (Murch et al., 

1992).  

Por otro lado, el método clásico de purificación de la actina se inicia 

con la eliminación de la miosina y otras proteínas miofibrilares usando 

técnicas de extracción que emplean disoluciones con alta fuerza iónica. 

Posteriormente, la ruptura de las uniones intermoleculares en la actina-F se 

realiza utilizando acetona o yoduro potásico (Syrovy, 1984) que finalmente 

conlleva a la extracción de la actina-G. En consecuencia, el protocolo de 

purificación de la actina puede dividirse en dos partes: primero, se prepara 

el polvo de acetona y seguidamente se realiza la purificación de la actina-G. 

En este último paso, se añade ATP al tampón de extracción para mantener 

la integridad funcional de la actina (Pardee y Spudich, 1982). Tras la 

extracción, el proceso de purificación continua durante varios días con ciclos 

sucesivos de polimerización y despolimerización para eliminar los 

contaminantes (Pardee y Spudich, 1982). Las variaciones existentes en este 

método se centran fundamentalmente en la disolución de extracción 

utilizada, en la velocidad de centrifugación y en el proceso utilizado para 

obtener un mayor grado de purificación dependiendo de la pureza deseada 

y del uso que se vaya a dar a la proteína. 

Además, la mayoría de los procesos de purificación parten de 

músculo en estado pre-rigor (Syrovy, 1984), pero en la fabricación de 
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productos cárnicos la mayoría de los músculos se encuentran en estado 

post-rigor. Asimismo, los constituyentes extraídos del músculo post-rigor 

pueden tener características diferentes a los de los músculos en estado pre-

rigor (Fukazawa et al., 1970). Por tanto, resulta de gran interés determinar, 

por ejemplo, las propiedades funcionales de las proteínas a nivel molecular 

en los productos procesados (Dudziak y Foegeding, 1988). 

Los métodos utilizados para purificar proteínas miofibrilares resultan 

largos y tediosos. Por tanto, el objetivo de este estudio es la purificación de 

actomiosina y actina, en un único proceso de extracción, a partir de músculo 

en estado post-rigor de porcino, mediante solubilidad diferencial, 

cromatografía de filtración en gel y diversos pasos de purificación para 

llegar a la obtención de fracciones proteicas que puedan utilizarse en 

estudios posteriores. 

 

 

5.2 MATERIAL Y MÉTODOS 
 
5.2.1 MATERIALES 

 
Las sales, MgCl2, KCl, NaCl, NaN3, NaH2PO4  se adquirieron de 

Panreac (Barcelona, España), CaCl2 de Sharlau (Barcelona, España) y 

Na4P2O7·10 H2O de Riedel-de Haën (Seelze), EGTA (ácido Etilen glicol-

bis(2-aminoetileter)-N,N,N’,N’-tetraacético), β-mercaptoetanol y ATPNa2 (sal 

disodica de adenosina 5’-trifosfato) de Sigma (St.Louis, MO, USA) y EDTA 

(ácido etilendiaminotetraacético) de Panreac (Barcelona, España). Tris 

(Tris(hidroximetil)-aminometano) y KH2PO4/K2HPO4 de Panreac (Barcelona, 

España). Todos los reactivos fueron de grado de pureza >98%. 

Los patrones de peso molecular de amplio rango para SDS-PAGE 

(Bio-Rad Laboratories, Richmond, CA) fueron: miosina (200 KDa), β-

galactosidasa (116 kDa), fosforilasa-b (97,4 kDa), albúmina de suero bovino 

(66,2 kDa), ovoalbúmina (45 kDa) y anhidrasa carbónica (31 kDa). Los 

patrones de peso molecular para la cromatografía de filtración en gel fueron: 
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miosina (450 kDa) y anhidrasa carbónica (31 kDa) de Sigma (St.Louis, MO, 

USA) y albúmina de suero bovino (66,2 kDa) de Roche (Mannheim, 

Alemania). 

 

 

5.2.2 MUESTRA 
 
Se adquirió el músculo porcino (Longissimus dorsi) a los 2 días post-

mortem, de una carnicería local. La grasa y el tejido conectivo fueron 

eliminadas y se cortó la carne en porciones, que se envasaron a vacío y se 

almacenaron a –20 ºC. 

 

 

5.2.3 PROCESO DE PURIFICACIÓN DE PROTEÍNAS 

 
5.2.3.1 Proceso simultáneo de purificación 
 

El proceso de purificación simultáneo (figura 5.1) empezó con el 

lavado por triplicado de 50 g de músculo de porcino post-rigor con Tris-HCl 

0,1 M a pH 7,0 con EDTA 20 mM (tampón de lavado) para eliminar las 

proteínas sarcoplásmicas. Posteriormente, las proteínas miofibrilares se 

extrajeron con el tampón Hasselbach-Schneider que consiste en 

KH2PO4/K2HPO4 0,1 M a pH 6,4 con KCl 0,6 M, Na4P2O7·10 H2O 10 mM, 

MgCl2 1 mM y EGTA 20 mM (Dudziak y Foegeding, 1988) y posteriormente 

se precipitaron diluyendo con agua destilada en proporción 1/20. El último 

precipitado (M4p, figura 5.1) se sometió a una purificación posterior 

empleando cromatografía de filtración en gel en una columna XK (Ø 2,6 cm 

x 66,5 cm. Amersham Pharmacia Biotech, Uppsala, Sweden)  rellena con  

Sephacryl  S-300 que posee un rango de fraccionamiento de 10-1500 kDa. 
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MÚSCULO DE PORCINO

 
Extracción tampón de lavado  (x3) 

 

Centrifugar 9.150 g 30 min 

 

Precipitado    Sobrenadante 

     PROTEINAS SARCOPLÁSMICAS  

     M1a, M1b and M1c 

 

Extracción tampón Hasselbach- Scheneider 30 min (M2) 

 

Centrifugar 11.700 g 30 min 

 

Sobrenadante (M3s)       Precipitado (M3p) 

 

Dilución 1/20 con agua destilada (p/v) 

 

Centrifugar 11.700 g 30 min 

 

Precipitado (M4p)   Sobrenadante 

 

Cromatografía de filtración en gel con Sephacryl S-300 

 

ACTOMIOSINA (M8) 

Extracción con acetona 10 min (x3) 

Secar 

POLVO DE ACETONA 

Extracción tampón A 15 min 

Centrifugar 10.400 g 20 min 

Precipitado    Sobrenadante  (A2s)  

Extracción tampón A 45 min   Filtrar             (A2sw) 

Centrifugar 10.400 g 20 min 

Precipitado    Sobrenadante   (A3s)   

Extracción tampón A 45 min  Filtrar               (A3sw) 

Centrifugar 10.400 g 20 min 

Precipitado    Sobrenadante    (A4s)  

Filtrar  

 

G-ACTIN          (A4sw) 

 

Figura 5.1. Proceso simultáneo de purificación de actomiosina y actina de músculo 
porcino en estado post-rigor. El tampón de lavado, el tampón Hasselbach Schneider 
y el tampón A se describen en Material y Métodos (apartado 5.2.3.1) 
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La muestra se eluyó con KH2PO4/K2HPO4 20 mM a pH 7,0 con 0,5 M 

NaCl. La elución se realizó a un flujo de 18 mL/h y se recogieron 80 

fracciones. El perfil de elución se siguió por la medida de la absorbancia a 

280 nm en un espectrofotómetro Ultrospec 3000 (Pharmacia Biotech, 

England). La fracción M8 quedó constituida por la combinación de las 6 

fracciones que dieron el máximo de absorbancia. Previamente, la columna 

se calibró usando 1 mg/mL de miosina (450 kDa), albúmina de suero bovino 

(66,2 kDa) y anhidrasa carbónica (31 kDa) que eluyeron en las fracciones 

12, 30 y 39 respectivamente (resultados no incluidos). 

En la segunda parte del proceso, el precipitado obtenido después de 

la extracción con el tampón Hasselbach-Schneider (M3p, figura 5.1) se usó 

para preparar el polvo de acetona, mediante tres extracciones sucesivas 

con acetona (20 vol/g precipitado) durante 10 min y posteriormente se filtró 

a través de papel Whatman. Mas tarde, el polvo de acetona se utilizó para la 

purificación de actina-G con tampón A (20 mL/g polvo de acetona) 

constituido por Tris-HCl 2 mM a pH 8,0 y ATPNa2 0,2 mM, β-mercaptoetanol 

0,5 mM, CaCl2 0,2 mM y NaN3 al 0,005 % utilizando distintos tiempos de 

extracción. Las fracciones obtenidas en cada paso se filtraron con papel 

Whatman dando lugar a las fracciones A2sw, A3sw y A4sw. 
 

5.2.3.2 Proceso de purificación de Dudziak 
 

Al mismo tiempo, se ensayó también el proceso descrito por Dudziak 

y Foegeding (1988) para purificar miosina y actomiosina de músculo porcino 

en estado post-rigor (figura 5.2).  

En este proceso se siguieron los mismos pasos que el proceso de 

purificación simultáneo (figura 5.1) hasta obtener la fracción M4p. 

Posteriormente, se realizaron dos lavados usando el tampón D1 (Tris-HCl 

0,5 M a pH 7,0 con 1,5 M KCl) y el tampón D2 (NaH2PO4 20mM a pH 7,0 

con 3,0 M KCl y 0,5 M NaCl) que dieron lugar a las fracciones M5p y M6s, 

respectivamente. 
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MÚSCULO DE PORCINO
 

Extracción con tampón de lavado (X3) 

Centrifugar 9.150 g 30 min 

 

Precipitado     Sobrenadante 

 

Extracción con tampón Hasselbach-Schneider 30 min (M2) 

Centrifugar 11.700 g 30 min 

 

Sobrenadante (M3s)    Precipitado (M3p) 
 

Dilución 1/20 con agua destilada (p/v) 
 

Centrifugar 11.700 g 30 min 

 

Precipitado (M4p)    Sobrenadante (M4s) 

 

Resuspender en D1 
 

Centrifugar 28.000 g 1h 

 

Precipitado (M5p)    Sobrenadante (M5s) 
 

Mezclar 1:1 con D2 
 

Centrifugar 28.000 g 1h 

 

Sobrenadante     Precipitado (M6p) 

 

ACTOMIOSINA (M6s) 

Figura 5.2. Proceso de purificación Dudziak de actomiosina a partir de músculo 
porcino en estado post-rigor. El tampón de lavado, el tampón Hasselbach-Schneider 
y los tampones D1 y D2 se describen en Material y Métodos (apartado 5.2.3.2). 
 

 

5.2.3.3 Proceso de purificación de Pardee y Spudich.  
 

Asimismo, el proceso descrito por Pardee y Spudich (1982) se ensayó 

para la purificación de actina (figura 5.3). Sin embargo, como material de 
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partid

igura 5.3
múscul  porcino en estado post-rigor. El tampón A se describe en Material y 
Métodos (apartado 5.2.3.1). 

M3p (de la extracción de actomiosina)
 

Extracción con acetona, 20 min (x5) 

 

Secar 
 

POLVO DE ACETONA  

 

Extracción con tampón A 30 min y filtración  (A2s) 

 

 Extracción con tampón A 30 min y filtración (A3s) 

 

Combinar filtrados (A4s) 

 

Centrifugar 10.400 g 1h 

 

Sobrenadante (A5)   Precipitado 

 

(Actin-G)

a se utilizó el precipitado (M3p) obtenido en el proceso de purificación 

simultáneo (figura 5.1) en lugar de comenzar con músculo porcino en 

estado post-rigor. Este proceso incluyó, la obtención del polvo de acetona y 

la purificación de la actina-G. El polvo de acetona se obtuvo de la extracción 

por quintuplicado de la fracción M3p con acetona durante 20 min (figura 

5.3). Posteriormente, la purificación de la actina del polvo de acetona se 

realizó repitiendo dos veces la extracción con el tampón A (descrito en el 

apartado 5.2.3.1) y agitando durante 30 min. Los sobrenadantes obtenidos 

(A2s y A3s) se combinaron para obtener la fracción A4s que se centrifugó y 

dio lugar a la fracción A5 constituida por actina-G. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
F . Proceso de purificación de Pardee y Spudich de actina a partir de 
o
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5.2.4 MEDIDA DE LA CONCENTRACIÓN DE PROTEÍNA 

 
n el 

étodo del ácido bicinconínico (Smith et al., 1985) usando albúmina de 

suero

 
se verificó por electroforesis 

esnaturalizante con dodecil-sulfato sódico en geles de poliacrilamida (SDS-

PAGE

NA 

 
oteína se obtuvo añadiendo 

Cl, MgCl2 y ATPNa2 a la fracción de actina-G a una concentración final de 

50 mM

La concentración proteica en cada fracción se determinó segú

m

 bovino como patrón. Los valores son la media de cuatro repeticiones. 

 
5.2.5 ANÁLISIS ELECTROFORÉTICO 

Las pureza de las fracciones extraídas 

d

) al 10 % y 12 % teñidos con plata (Merril et al., 1981). La 

identificación de las bandas se realizó por comparación con los patrones de 

peso molecular miosina (200 KDa), β-galactosidasa (116 kDa), fosforilasa-b 

(97,4 kDa), albúmina de suero bovino (66,2 kDa), ovoalbúmina (45 kDa) y 

anhidrasa carbónica (31 kDa) de Bio-Rad Laboratories (Richmond, CA). La 

cantidad de proteína añadida a cada carril fue de 5 µg y 12 µg para los 

patrones y las muestras, respectivamente. 

 
5.2.6 POLIMERIZACIÓN DE LA ACTI

La actina-F o forma polimerizada de la pr

K

, 2 mM y 1 mM, respectivamente. La mezcla se mantuvo durante 12 h 

a 5 ºC y la actina-F se separó por centrifugación a 3500 rpm durante 2 min 

(MSE Mistral 2000, England). El porcentaje de polimerización se calculó 

midiendo la cantidad de proteína en el sobrenadante antes y después de la 

centrifugación (Wang y Smith, 1994). 
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5.3 RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

OSINA 

Se han propuesto un gran número de métodos para purificar las 

a ormalmente se han aislado 

n pr

eo de purificación, se 

extrajeron principalmente las proteínas sarcoplásmicas (M1a, M1b y M1c, 

figura

respec

 
5.3.1 PURIFICACIÓN DE ACTOMI
 

proteín s miofibrilares aunque estas proteínas, n

e ocesos separados (Syrovy,1984). En este trabajo, la actomiosina se 

aisló de músculo porcino post-rigor usando el proceso simultáneo propuesto 

y también, el método propuesto por Dudziak y Foegeding (1988) como se 

muestra en las figuras 5.1 y 5.2, respectivamente.  

 

En el primer paso del proceso simultán

 5.4 A) como se observó por la elevada concentración de proteína 

extraída (tabla 5.1). 

Figura 5.4. Geles de SDS-PAGE (10%) del proceso de purificación de 
actomiosina teñidos con plata. Proceso simultáneo de purificación (A) y proceso de 
purificación de Dudziak (B). El nombre de las fracciones en los carriles corresponden 
a las fracciones obtenidas en los procesos descritos en las figuras 5.1 y 5.2, 

tivamente. St: patrones de peso molecular (miosina 200 kDa, β-galactosidasa 
116 kDa, fosforilasa-b 97,4 kDa, albúmina de suero bovino 66,2 kDa, ovoalbúmina 
45 kDa y anhidrasa carbónica 31 kDa).  
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Después de la extracción usando el tampón Hasselbach-Schneider, 

las fracciones se enriquecieron en proteínas miofibrilares (M2 a M4p, figura 

5.4 A). Esto se observó por la presencia de bandas de mayor intensidad a 

200 kDa, 25 kDa y 45 kDa que correspondieron a la cadena pesada de la 

miosina, a una de las cadenas ligeras de miosina y a la actina, 

respectivamente (M2 a M4p, figura 5.4 A). Además, estas fracciones 

mostraron otras bandas contaminantes como troponinas y tropomiosina a 

37 y 34 kDa, respectivamente, y la proteína-C a 140 kDa (Wang y Smith, 

1984). Asimismo, los geles de SDS-PAGE mostraron fracciones más 

purificadas a medida que avanzaba el proceso de purificación (M2-M4p, 

figura 5.4 A) y las fracciones extraídas utilizando alta fuerza iónica (M3s y 

M4p, figura 5.4 A) presentaron una concentración proteica similar alrededor 

de 7 mg/mL (tabla 5.1). 

Por otra parte, los resultados del proceso de purificación de Dudziak 

(figura 5.2) en la que se utilizó músculo porcino en estado post-rigor, se 

muestran en la figura 5.4 (B). El gel de SDS-PAGE mostró que la fracción 

más enriquecida en actomiosina fue la M4p en la que se observaron bandas 

más intensas a 200, 25 y 45 kDa que corresponden a las cadenas ligeras y 

pesadas de la miosina y a la actina, respectivamente. Se observó una 

reducción de varios contaminantes en los pasos posteriores de la 

purificación (M5p, figura 5.4 B) aunque, al mismo tiempo se redujo la 

cantidad de actomiosina, ya que se vio una disminución en la intensidad de 

las bandas que correspondían a la cadena pesada de la miosina y a la 

actina. 

Además, la fracción M4p se cromatografió usando Sephacryl S-300 

con el propósito de separar la miosina de la actomiosina. El perfil 

cromatográfico mostró un único pico (figura 5.5). Las diferentes fracciones 

de este pico contenían una banda que corresponde a 45 kDa junto con la 

cadena pesada de la miosina (200 kDa) y la cadena ligera (25 kDa) como se 

muestra en la figura 5.6. La ausencia de un pico separado en la fracción 12 

indicó que no se consiguió la separación entre la miosina y la actomiosina. 

Asimismo, la ausencia de un pico entre las fracciones 30 y 39 có que la  indi
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fracci

Figura

 en un proceso más corto ya que se eliminaron los dos lavados que 

utiliza

ón M4p obtenida por el proceso simultáneo no contenía actina (figura 

5.5).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 5.5. Purificación de actomiosina por cromatografía de filtración en gel usando 

Sephacryl S-300. Previamente, la columna se calibró con diferentes proteínas 
incluyendo miosina (450 kDa), albúmina de suero bovino (66,2 kDa) y anhidrasa 
carbónica (31 kDa) que eluyeron en las fracciones 12, 30 y 39, respectivamente 
(resultados no incluidos). 

 
 

Por último, se obtuvo una fracción de actomiosina altamente 

purificada al final del proceso de purificación incluyendo el paso 

cromatográfico. Esta fracción (M8, tabla 5.1) contenía 0,306 mg /mL de 

proteína que supone un rendimiento de 0,14 mg de actomiosina por g de 

músculo, similar al obtenido por Dudziak y Foegeding (1988) aunque 

obtenido

ban los tampones D1 y D2 (M5p y M6, figura 5.4 B). Por otra parte, los 

resultados obtenidos no se pueden comparar con los obtenidos por otros 

autores debido a los diferentes procesos usados para la purificación de 

estas proteínas, el tipo de músculo y la especie animal utilizada así como el 

uso de músculo en estado pre-rigor o post-rigor. Sin embargo, para reducir 

los tiempos de purificación, Hidalgo et al. (2001) y Murch et al. (1992) 

desarrollaron métodos para purificar proteínas miofibrilares que resultaron 

rápidos y satisfactorios para su uso en la industria pero éstos no resultan 
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adecuados para obtener elevadas cantidades de proteína con las que 

realizar estudios posteriores. 

Figura .6. Geles de SDS-PAGE al 10 % de las fracciones eluidas de la columna de 
Sephacr
fraccio

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 5

yl S-300 teñidos con plata. Los números en los carriles corresponden a las 
nes eluidas de la columna (figura 5.5). St: patrones de peso molecular 

(miosina 200 kDa, β−galactosidasa 116 kDa, fosforilasa-b 97,4 kDa, albúmina de 
suero bovino 66,2 kDa, ovoalbúmina 45 kDa y anhidrasa carbónica  31 kDa).  
 
 
5.3.2 PURIFICACIÓN DE ACTINA 
 

Desde que la actina fue aislada por primera vez por Straub (Pardee y 

Spudich, 1982) se han desarrollado un gran número de métodos para su 

purificación, la mayoría de los cuales utilizaron músculo de conejo en estado 

pre-rigor (Syrovy, 1984). En este estudio, el proceso simultáneo y el proceso 

de Pardee y Spudich (figura 5.1 y figura 5.3) se aplicaron para la obtención 

de la actina desde el precipitado (M3p, figura 5.1) proveniente de la 

purificación de la actomiosina. En ambos procesos, se obtuvo, primero, el 

polvo de acetona y posteriormente, se extrajo la proteína. 
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El gel de SDS-PAGE de las fracciones obtenidas usando el proceso 

simultaneo de purificación (figura 5.7 A) mostró que la banda de mayor 

intens correspondiente a la actina (45 kDa), se obtuvo en los últimos 

pasos s y A4sw) y su intensidad aumentó a medida que el proceso de 

purificación avanzaba. Por otro lado, el perfil electroforético (figura 5.7 B) de 

la purificación de actina-G usando el proceso de Pardee y Spudich mostró 

que el paso en el que se combinan los sobrenadantes A3s y A2s (figura 5.7 

B) só  incrementa los contaminantes en la fracción resultantes (A4s) y 

ningu  de estos contaminantes se eliminan en el paso posterior de 

ultracentrifugación (A5, figura 5.7 B). Sin embargo, el proceso simultáneo 

sustituye estos dos últimos pasos por dos extracciones más largas, sin 

combi ar los sobrenadantes (A3s y A4s, figura 5.1), obteniendo una fracción 

enriquecida en actina (figura 5.7). Además, la filtración de las fracciones a 

través del papel Whatman no redujo las bandas contaminantes (A2sw, 

A3sw y A4sw, figura 5.7 A). 

ro bovino 66,2 kDa, 

 

idad, 

 (A4

lo

no

n

 

 
Figura 5.7. Geles SDS-PAGE (12 %) de los procesos de purificación de la 

actina teñidos con plata. Proceso simultáneo de purificación (A) y Proceso de 
purificación de Pardee y Spudich (B). El nombre de las fracciones en los carriles 
corresponden a las fracciones obtenidas por el proceso descrito en la figura 5.1 y 
5.3, respectivamente. St: patrones de peso molecular (miosina 200 kDa, β-
galactosidasa 116 kDa, fosforilasa-b 97,4 kDa, albúmina de sue
ovoalbúmina 45 kDa y anhidrasa carbónica 31 kDa). 
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Asimismo, la tabla 5.1 muestra que la fracción final (A4sw), 

enriquecida en actina, tenía una concentración de proteína de 0,86 mg/mL. 

Esto supuso una recuperación de 18,6 mg de actina-G por g de polvo de 

acetona ó 2,5 mg por g de carne (músculo porcino post-rigor) mientras que 

Pardee y Spudich (1982) obtuvieron un rendimiento de 10 mg por g de polvo 

de acetona aunque sugirieron que se podía conseguir un mayor rendimiento 

(incluso 30 mg). 

Por otra parte, Kuroda et al. (1982) obtuvieron actina-G a partir de 

miofibrillas tratándolas con acetona pero estas proteínas perdían su 

capacidad de polimerización después de extracciones prolongadas. Para 

comprobar la funcionalidad de la actina aislada en el presente trabajo, se 

polimerizó la fracción A4sw. La proteína conservó la capacidad de 

polimerización aunque el porcentaje obtenido (64 %) fue menor que el 

obtenido por Wang y Smith, (1994) probablemente debido al uso de una 

fracción menos purificada y de una especie animal diferente. 

esumiendo, la actomiosina fue purificada usando un protocolo 

modificado de Dudziak y Foegeding (1988) donde se utilizó músculo porcino 

en estado post-rigor en lugar de en estado pre-rigor pero obteniendo una 

recuperación similar. En el mismo proceso de purificación, la actina-G se 

extrajo de la misma muestra de músculo siguiendo una modificación del 

proceso de Pardee y Spudich (1982). En este caso, sin embargo la 

recuperación fue mayor a la obtenida por estos autores probablemente 

debido a la obtención de una fracción menos purificada aunque mantuvo su 

capacidad de polimerización, lo que la hace adecuada para estudios 

posteriores. No obstante, comparando con los protocolos iniciales de 

purificación que también se han empleado, el desarrollo del proceso 

simul

R

táneo requirió menos tiempo siendo ésto de gran utilidad para la 

purificación de proteínas miofibrilares que posteriormente se usarán en 

otros estudios. 
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6 EFECTO DE LA CONCENTRACIÓN Y 
CONFORMACIÓN DE LAS PROTEÍNAS MIOFIBRILARES 
PURIFICADAS DE MÚSCULO PORCINO EN LA 
INTERACCIÓN CON COMPUESTOS VOLÁTILES. 
 
6.1 INTRODUCCIÓN 
 

La actina y la miosina son las proteínas miofibrilares principales del 

músculo esquelético, no sólo por su abundancia sino también por su 

participación en el mecanismo de contracción (Pearson y Young, 1989). En 

primer lugar, la miosina (50 % del total de las proteínas miofibrilares del 

músculo) es el constituyente principal de los filamentos gruesos que 

contienen unas 300 moléculas de miosina por filamento. Cada molécula, 

con un peso de 480 kDa, está compuesta por dos cadenas largas de 

polipéptidos, llamadas cadenas pesadas, y cuatro pequeñas cadenas 

denominadas cadenas ligeras (Pearson y Young, 1989). En segundo lugar, 

la actina es la segunda proteína miofibrilar más abundante en las miofibrillas 

musculares (20 % del total) y se puede encontrar de dos formas: actina-G o 

globular y actina-F o fibrosa. Además, cada molécula de actina contiene 5 

grupos sulfhidrilo y su polimerización (actina-F) le confiere una mayor 

protección frente a la proteólisis (Pearson y Young, 1989). Finalmente, la 

unión de los filamentos de miosina y actina tiene lugar durante la 

contracción muscular formando el complejo actomiosina, aunque, este 

complejo se puede formar también en procesos “in vitro” cuando estas dos 

proteínas se combinan. La formación del complejo actomiosina produce un 

aumento en la viscosidad de la disolución (Morrissey, 1987) y su 

composición y peso molecular dependerá mucho de las condiciones 

experimentales como el pH, la presencia de sales (KCl, MgCl2) y la 

concentración proteica (Morrissey, 1987). 

Por otra parte, Pearson et al. (1983) revisó la posible contribución de 

las proteínas purificadas a la generación del aroma y sabor en función de su 

composición en aminoácidos, prestando especial atención a los 

aminoácidos que contienen azufre y a ciertos aminoácidos que se 
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encuentran implicados en el desarrollo del aroma y sabor de la carne. 

Además, las proteínas pueden contribuir a la liberación del aroma debido a 

su habilidad para interaccionar con los compuestos volátiles. La interacción 

uede definirse como una unión molecular existente entre el p compuesto 

a. Esta capacidad de las proteínas ha sido 

mplia

tenía más g

observaron que un cambio de pH de 3,0 a 9,0, en el que se producía la 

aromático y la proteín

a mente estudiada (Damodaran y Kinsella, 1980; Jouenne y Crouzet, 

2001; Gianelli et al., 2003) y varios autores han desarrollado modelos 

matemáticos para describir el fenómeno de interacción proteína- volátil 

mediante el empleo de sistemas modelo (Kinsella, 1990; Okeefe et al., 

1991; Landy et al., 1995). 

Asimismo, se han estudiado diversos factores que pueden afectar a la 

interacción proteína-volátil, incluyendo la naturaleza del compuesto volátil 

(Damodaran y Kinsella 1981b; 1983; Zhou y Decker 1999), la fuerza iónica 

de la disolución (Damodaran y Kinsella, 1983), la temperatura (Damodaran 

y Kinsella 1981b; Fischer y Widder 1997; Leland 1997) y el pH (O’Neill y 

Kinsella, 1987; Lubbers et al., 1998; Jouenne y Crouzet 2000b). En este 

sentido, Damodaran y Kinsella (1981a) estudiaron la relación entre la 

estructura de la proteína de soja y la interacción con un ligando mediante el 

método de diálisis en equilibrio. Estos autores observaron que la interacción 

de la proteína de soja y los compuestos volátiles se debió a la orientación 

de las subunidades dentro de la estructura cuaternaria y no a la estructura 

terciaria individual de estas proteínas. Además, Adams et al., (2001) 

estudiaron el efecto de la conformación proteica (nativa o desnaturalizada) 

de la ovoalbúmina en la unión irreversible a una selección de compuestos 

aromáticos azufrados. Este estudio se realizó en disoluciónes acuosas que 

contenían una mezcla de disulfuros utilizando la técnica de micro extracción 

en fase sólida. Estos autores observaron que la proteína desnaturalizada 

rupos disulfuro disponibles para la interacción que la proteína 

nativa. Asimismo, Jouenne y Crouzet, (2000b), estudiaron el efecto del pH 

en la conformación de la β-lactoglobulina y como los cambios de pH 

afectaban a la retención de los compuestos volátiles. Estos autores 
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transición de monómero a dímero, no tenía ningún efecto en la retención de 

los compuestos volátiles. 

En cuanto a las proteínas musculares, Damodaran y Kinsella (1983) 

estudiaron la interacción de ciertos alcanos con la actomiosina de pescado, 

con el objetivo de proporcionar datos relevantes para la eliminación de 

aromas no deseados en los concentrados proteicos de pescado. 

Recientemente, Gianelli et al. (2003) estudiaron la capacidad de los 

dipéptidos musculares (carnosina y anserina) y de una proteína 

sarcoplásmica (mioglobina) para interaccionar con compuestos clave del 

aroma. Estos autores estudiaron el efecto del pH en la interacción y 

calcularon los parámetros de interacción termodinámicos (n, número de 

sitios de unión; K, constante de afinidad) para dichos dipéptidos y la 

proteína anteriormente mencionada.  

En el capitulo II se estudió la capacidad de interacción de los 

compuestos volátiles con los extractos de proteínas sarcoplásmicas y 

miofibrilares obtenidas a partir de músculo porcino fresco y de jamón 

curado. Las proteínas sarcoplásmicas y miofibrilares obtenidas de músculo 

fresco presentaron una mayor capacidad de interacción con ciertos 

compuestos volátiles que aquellas obtenidas a partir de jamón curado. 

Asimismo, la fuerza iónica afectó a la capacidad de interacción de las 

proteínas miofibrilares. Sin embargo, el efecto individual de las proteínas 

aisladas de músculo esquelético en la interacción con los compuestos 

volátiles responsables del aroma de los productos curados todavía resulta 

desconocido.  

Por estos motivos, el objetivo de este trabajo es dilucidar la 

contribución de las proteínas miofibrilares al aroma de la carne mediante el 

estudio del efecto de la conformación y concentración de proteínas 

miofibrilares purificadas en la interacción con una selección de compuestos 

volátiles aromáticos. 
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6.2 MATERIAL Y MÉTODOS 
 
6.2.1

tina, se purificaron usando el proceso 

simul

estudios de interacción, la muestra se centrifugó a 11.700 g 

duran

rificó del precipitado obtenido después de la extracción 

con el tampón Hasselbach-Schneider que se utilizó para preparar el polvo 

de ac tona mediante tres extracciones sucesivas con acetona durante 10 

min y filtración a través de papel Whatman. Posteriormente, el polvo de 

 MATERIALES 
 

Los compuestos volátiles aromáticos, 2-metil-butanal, 3-metil-butanal, 

2-pentanona, hexanal, metional y octanal se adquirieron de Fluka Chemie 

(Buchs, Switzerland). 

El músculo porcino post-rigor (Longissimus dorsi) se adquirió de un 

supermercado local. La grasa y el tejido conectivo se eliminaron y la carne 

se cortó en porciones de 100 g, se envasó al vacío y se almacenó a –20 ºC. 
 

6.2.2 PURIFICACIÓN DE PROTEÍNAS 
 

Las proteínas, actomiosina y ac

táneo de Pérez-Juan et al. (2006a) que aparece en la Figura 5.1. La 

actomiosina se purificó lavando tres veces el músculo porcino en estado 

post-rigor con Tris-HCl 0,1 M a pH 7,0 con EDTA 20 mM para eliminar las 

proteínas sarcoplásmicas. Después, las proteínas miofibrilares se extrajeron 

con el tampón Hasselbach-Schneider: KH2PO4/K2HPO4 0,1 M a pH 6,4 con 

KCl 0,6 M, Na4P2O7·10 H2O 10 mM, MgCl2 1 mM y EGTA 20 mM y se 

precipitaron diluyendo (1/20, p/v) con agua destilada. El precipitado, que 

contiene la actomiosina, se diluyó (1:1, p:v) con tampón fosfato potásico 20 

mM a pH 7,0 con NaCl 0,5 M que contenía glicerol al 50 % y se almacenó a 

–20 ºC.  

Para los 

te 30 min en una centrífuga Sorvall RC-5B (Dupont Instruments) para 

eliminar el glicerol (Doerscher et al., 2004). El precipitado obtenido se diluyó 

usando tampón fosfato potásico 20 mM a pH 7,0 con NaCl 0,5 M y esta 

fracción se usó para los estudios de interacción de la actomiosina. 

La actina se pu

e
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acetona se usó para la extracción de actina-G utilizando el tampón A que 

ontenía Tris-HCl 2 mM a pH 8,0, ATPNa2  0,2 mM, β-mercaptoetanol 0,5 

N3 al 0,005 %, usando diferentes tiempos de 

xtrac

 

CIÓN DE COMPUESTOS 

OLÁTILES 
 

uctos cárnicos curados españoles (capítulo II, apartado 4.2.4).  

s 

viales

c

mM, CaCl2 0,2 mM y Na

e ción. Finalmente, la última fracción enriquecida en actina-G, se filtró a 

través de papel Whatman y se usó para los estudios de interacción de la 

actina. 

La concentración de proteína de cada fracción, actina y actomiosina, 

se determinó por el método del ácido bicinconínico (Smith et al., 1985) 

usando albúmina de suero bovino como patrón. 

6.2.3 PREPARACIÓN DE LA DISOLU

V

Se preparó una disolución stock con 50.000 mg kg-1 de cada 

compuesto volátil. Los compuestos aromáticos se añadieron por triplicado a 

los extractos proteicos y a la disolución control a una concentración final de 

2 mg kg–1 para el  2-metil-butanal y el 3-metil-butanal; 1 mg kg–1 para la 2-

pentanona, el hexanal y el octanal y 5 mg kg–1 para el metional. Todos los 

compuestos volátiles están presentes simultáneamente en la disolución 

usada en las experiencias. 

La selección de los seis compuestos aromáticos se fundamentó en su 

presencia en el espacio de cabeza y su contribución al aroma y sabor típico 

de los prod
 

6.2.4 INTERACCIÓN PROTEÍNA-VOLÁTIL 
 

Los compuestos aromáticos se adicionaron en las concentraciones 

adecuadas (apartado 6.2.3) a la disolución de proteína y al control. Lo

 de proteína contenían 5 mL de la proteína (actomiosina o actina) en 

un vial de espacio de cabeza de 10 mL sellado con un septo de PTFE-

silicona (Supelco, Bellefonte, PA, USA). El vial control contenía el mismo 

tampón que los viales de actomiosina y actina pero sin la proteína. Los 
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viales control y de proteína se almacenaron durante 16 h a 30 ºC para 

permitir que se alcanzara el equilibrio. 

La cantidad de aroma presente en el espacio de cabeza de los viales 

de proteína y control se determinó con la técnica de microextracción en fase 

sólida y cromatografía de gases utilizando las condiciones previamente 

optimizadas (capitilo II, apartado 4.2.5).  

Para el análisis cromatográfico se utilizó un cromatógrafo de gases 

llama (FID). Los compuestos aromáticos se analizaron tal 

omo se describe en el apartado 4.2.5.1. 

 

a 

conce tración de 0,8 y 5 mg/mL, respectivamente. La cantidad de 

fía de gases previa 

extracción

 

6.2.4.1 Análisis por cromatografía de gases 
 

8000 CE instruments (Rodano, Milan, Italia) equipado con detector de 

ionización de 

c

Los resultados se expresaron como porcentaje de compuesto volátil 

libre en el espacio de cabeza respecto del hallado en la disolución sin 

proteína. Todos los experimentos se realizaron por triplicado y los valores 

se representaron como media y coeficiente de varianza. 

 

6.2.4.2 Cálculo del compuesto volátil unido por g de extracto 
proteico.  

El compuesto volátil fue añadido a los viales control y con proteína a 

la misma concentración mencionada en el apartado 6.2.3 y también diluidos 

1/100 y 1/500. La actina (G y F) y la actomiosina se usaron a un

n

compuesto volátil se determinó por cromatogra

 usando SPME bajo condiciones optimizadas. Todos los 

experimentos se realizaron por triplicado. 

La concentración del volátil en el espacio de cabeza ([HS]), la 

concentración de volátil en la fase acuosa y el volátil unido por g de proteína 

se calcularon utilizando las ecuaciones 1, 2 y 3, respectivamente, como se 

describe en el capitulo II (apartado 4.2.5.2). 
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6.2.5 EFECTO DE LA CONCENTRACIÓN PROTEICA  
 

La actomiosina purificada como se describe en el apartado 6.2.2. se 

diluyó a las siguientes concentraciones: 0,8, 1,6, 3,3, 4,9, y 8,2 mg/mL 

utilizando tampón fosfato potásico 20 mM a pH 7,0 con NaCl 0,5 M. 

La actina-G purificada como se describe en el apartado 6.2.2 se diluyó 

a 0,01, 0,1, 0,3, 0,5 y 0,8 mg/mL utilizando el tampón A sin ATPNa2. 

n e aron los viales para 

s do 6.2.4. 

ión. Para ello, dos muestras de 

actom

miento previo en 

congelación a –20 ºC. La concentración proteica de todas las muestras se 

mg

espués de eliminar el glicerol por centrifugación como se 

descri

ara los estudios de interacción se 

prepa

Co stas concentraciones de proteína se prepar

los es  de interacción tal como se describe en el apartatudio

 

6.2.6 EFECTO DE LA CONFORMACIÓN PROTEICA  
 

En el caso de la actomiosina, se estudió el efecto del cambio en la 

conformación producido por la congelac

iosina se obtuvieron usando el proceso simultáneo descrito en el 

apartado 6.2.2 . Ambas muestras se almacenaron a –20 ºC con y sin glicerol 

al 50 % durante una semana. También se utilizó otra muestra obtenida 

mediante el mismo proceso pero sin el almacena

fijó en 8 /mL. Para los estudios de interacción, las muestras congeladas 

e usaron ds

be en el apartado 6.2.2. 

Para el estudio del efecto de la conformación de la actina en la 

interacción se utilizaron actina-G y actina-F. La actina-G o forma globular se 

obtuvo como se describe en el apartado 6.2.2. La actina-F o forma 

filamentosa se preparó adicionando a la fracción de actina-G, KCl, MgCl2 y 

ATPNa2 a una concentración final de 50 mM, 2 mM y 1 mM, 

respectivamente. Los viales de proteína p

raron como se describe en el apartado 6.2.4. utilizando una 

concentración proteica de 0,8 mg/mL tanto para la actina-G como para la 

actina-F. 
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6.2.7 ANÁLISIS ESTADÍSTICO.  
 

El efecto de la presencia de proteína en la disolución y el efecto de la 

concentración y conformación proteica en la interacción con los compuestos 

volátiles se estudió por análisis de la varianza (ANOVA) usando el programa 

on purificadas 

e m

de la concentración de proteína en la 

interacci

o afectó al porcentaje libre de hexanal presente en el espacio de 

cabeza excepto a 4,6 mg/mL. Sin embargo, el aumento en la concentración 

estadístico Statgraphics plus v.5.1. Las medias se compararon mediante el 

proceso de diferencia mínima significativa de Fischer’s (LSD) (p<0,05). 

 

6.3 RESULTADOS Y DISCUSIÓN  

 
La actina y la actomiosina utilizadas en este estudio fuer

d úsculo esquelético porcino en estado post-rigor (Perez-Juan et al., 

2006a, ver capítulo III). El grado de purificación obtenido en ambas 

preparaciones fue muy elevado como se observó en los geles de SDS-

PAGE teñidos con plata (Pérez-Juan et al., 2006a, ver captítulo III). En 

concreto, para los ensayos de interacción se utilizaron las fracciones de 

actomiosina M4p y la fracción de actina A4s del proceso simultáneo con un 

grado de pureza del 80 % y 90 %, respectivamente. 

 

6.3.1 EFECTO DE LA CONCENTRACIÓN PROTEICA  
 

Para estudiar el efecto 

ón, el porcentaje libre en el espacio de cabeza de cada compuesto 

volátil en presencia de diferentes concentraciones de actomiosina (0,8 a 8,2 

mg/mL) y actina-G (0,01 a 0,8 mg/mL) se muestra en la figura 6.1 A y 6.1 B, 

respectivamente.  

La presencia de actomiosina (figura 6.1 A) produce una reducción 

significativa del porcentaje libre de hexanal y octanal en el espacio de 

cabeza. Esto significa que la actomiosina es capaz de unir estos dos 

compuestos volátiles. Además, la diferente concentración de actomiosina 

estudiada n
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proteica produjo un aumento significativo del porcentaje de octanal libre en 

l espacio de cabeza. También, se observó que al aumentar la 

conce

 
 

e

ntración de actomiosina se produjo un leve aumento significativo del 

porcentaje libre de 2-pentanona y una leve disminución significativa del 

porcentaje libre de metional. Sin embargo, el rango de concentraciones de 

actomiosina estudiadas no produjo diferencias significativas en el porcentaje 

libre del 3-metil-butanal y 2-metil-butanal. 

 

 
Figura 6.1. Efecto de la concentración proteica en la interacción con los compuestos 
volátiles. A) actomiosina (0,8 a 8,2 mg/mL) y B) actina-G (0,01 a 0,8 mg/mL). Los 
resultados se expresan como porcentaje de compuesto volátil libre en el espacio de 
cabeza de la disolución respecto del encontrado sin proteína. 
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Por otra parte, la actina-G no interaccionó de manera significativa con 

los compuestos volátiles ensayados e incluso el aumento de la 

concentración de la actina-G produjo un aumento significativo del porcentaje 

libre de 3-metil-butanal, hexanal y metional, que significa que estos 

compuestos volátiles son liberados al espacio de cabeza (figura 6.1 B). Por 

otro lado, la concentración de proteína estudiada no produce diferencias 

significativas en el porcentaje libre de 2-metil-butanal y de 2-pentanona. En 

ambio, el porcentaje libre de octanal aumentó significativamente para las 

oncentraciones más altas de actina-G ensayadas (0,8 y 0,5 mg/mL) 

mientras que disminuyó significativamente cuando la actina-G se 

encontraba a baja concentración (0,1 mg/mL). 

En 1995, Landy et al., estudiaron la retención de los compuestos 

aromáticos (esteres) por el caseinato de sodio en disolución acuosa. Estos 

autores observaron que la interacción con los compuestos aromáticos 

dependía no solo de la naturaleza de los volátiles sino también del 

contenido de proteína en la disolución. Asimismo encontraron que la 

retención aumentó con el contenido en caseinato de sodio aunque esta 

retención variaba dependiendo del compuesto volátil. Por el contrario, 

Damodaran y Kinsella (1980) estudiaron los efectos termodinámicos y 

conformacionales en la interacción de los compuestos carbonilo con la 

albúmina de suero bovino. Estos autores sugirieron que la afinidad era 

mucho mayor a bajas concentraciones de proteína, probablemente debido a 

la interacción proteína-proteína que ocurría a altas concentraciones y que 

representaba una disminución aparente de la interacción proteína-ligando. 

Por ello, en el presente estudio la liberación de varios compuestos al 

espacio de cabeza (hexanal y octanal en la figura 6.1 A y el 3-me-butanal, 

hexanal, metional y octanal en la figura 6.1 B) en presencia de altas 

 

c

c

concentraciones de actomiosina y actina-G podrían deberse a la presencia 

de interacciones proteína-proteína que disminuyen su capacidad de 

interacción. 
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6.3.2 

ra en la figura 6.2.  

cia de actomiosina almacenada sin congelación produce 

una reducción significativa del porcentaje libre de hexanal, metional y 

EFECTO DE LA CONFORMACIÓN PROTEICA  
 

Diversos autores han estudiado el efecto que tiene la congelación en 

las proteínas miofibrilares (Careche et al., 1998; Cofrades et al., 1996) 

debido al impacto que este tratamiento produce en la conformación proteica 

afectando a sus propiedades. En este estudio, el efecto de la congelación 

en la estructura de la actomiosina se estudió en relación con su capacidad 

de interacción. El porcentaje libre en el espacio de cabeza de cada 

compuesto volátil en presencia de actomiosina almacenada bajo diferentes 

condiciones (almacenamiento sin congelación y congeladas en presencia o 

ausencia de glicerol como crioprotector) se muest

 

 

 
Figura 6.2. Efecto de la conformación de actomiosina modificada por 

congelación en la interacción con compuestos volátiles. La concentración de 
actomiosina fue de 8 mg/mL. Los resultados se expresan como porcentaje de 
compuesto volátil libre en el espacio de cabeza en la disolución respecto del 
encontrado sin proteína. 

 

presenLa 
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octana  en el espacio de cabeza lo que indicó que la actomiosl ina fue capaz 

de interaccionar con estos compuestos volátiles. Sin embargo, la interacción 

de la 

bargo, 

el porcentaje libre de octanal en el espacio de cabeza disminuyó 

signifi tivamente cuando la actomiosina se congelo utilizando glicerol y 

aumentó significativamente cuando la actomiosina se congeló sin glicerol. 

Diversos autores han descrito cómo el cambio en la conformación 

proteica afecta a la interacción entre los compuestos volátiles y las 

proteínas debido a la modificación que producen en la disponibilidad de los 

sitios de unión de las proteínas (Damodaran y Kinsella, 1981a; Jounne y 

Crouzet, 2000b; Adams, 2001). Damodaran y Kinsella, (1983) estudiaron el 

efecto de la conformación en la capacidad de interacción de las proteínas 

miofibrilares de pescado con compuestos volátiles a diferente fuerza iónica, 

debido al efecto que produce en la solubilidad de las proteínas lo que a su 

vez implica cambios conformacionales. Los resultados mostraron que la 

afinidad de la actomiosina de pescado fue significativamente mayor cuando 

la proteína estaba insoluble (a baja fuerza iónica) que con la proteína 

solubilizada (a alta fuerza iónica). Además, en el apartado 4.3.3., se 

establecido que las proteínas son capaces de unir 

compuestos responsables del aroma y sabor, tales como aldehídos y 

cetonas fundamentalm

actomiosina con los compuestos volátiles estudiados se vio afectada 

de diferente forma según el tipo de almacenamiento de la proteína (figura 

6.2). 

Por una parte, el porcentaje libre de 3-metil-butanal, 2-metil-butanal y 

2-pentanona en el espacio de cabeza no se vio afectado por la congelación 

cuando se utilizó glicerol como crioprotector aunque disminuyó 

significativamente cuando no se utilizó glicerol. Por otra parte, cuando la 

actomiosina se congeló (con y sin glicerol) el procentaje libre de hexanal y 

metional en el espació de cabeza aumentó significativamente. Sin em

ca

muestra que la capacidad de interacción de extractos de proteínas 

miofibrilares se ve afectada por la fuerza iónica. 

Asimismo, está 

ente mediante interacciones hidrofóbicas (O’Neill y 

Kinsella, 1987). Las alteraciones en la hidrofobicidad de las proteínas tienen 
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lugar durante los procesos de desnaturalización y agregación que se 

producen durante el calentamiento y la congelación (Lichan et al, 1985). En 

este sentido, Careche et al. (1998) analizaron el efecto del almacenamiento 

en congelación en la hidrofobicidad y en las propiedades de los extractos 

miofibrilares de pollo, cerdo y merluza. Estos autores hallaron que la 

hidrof

r, 

que s

 el espacio de cabeza de 

cada 

obicidad, el índice de actividad emulsionante, y la fuerza de los geles 

de la actomiosina natural dependían generalmente de la especie, la 

congelación y el proceso de conservación. En cuanto a las proteínas 

miofibrilares de porcino encontraron que la hidrofobicidad aumentó durante 

la primera semana de almacenamiento en congelación, pero posteriormente 

no experimentó cambios. El aumento de la hidrofobicidad debido al 

almacenamiento en congelación (Careche et al., 1998) podría explicar la 

disminución del porcentaje libre del 3-me-butanal, 2-me-butanal y 2-

pentanona cuando la actomiosina se congeló sin glicerol como crioprotecto

ignifica que esta proteína fue capaz de retener grandes cantidades de 

estos compuestos. Sin embargo, el aumento del porcentaje libre de hexanal, 

metional y octanal cuando la actomiosina se congeló sin glicerol como 

crioprotector, significa la liberación de estos compuestos, lo que indica 

probablemente que la interacción de la actomiosina con estos compuestos 

no es de naturaleza hidrofóbica y además, que el glicerol no fue capaz de 

proteger los sitios de interacción para estos compuestos. 

Por otra parte, la actina existe en dos formas: la actina-G o globular y 

la actina-F o filamentosa (Pearson y Young, 1989). El cambio entre estas 

dos formas supone un cambio conformacional antes de completar el 

proceso de polimerización (Pearson y Young, 1989) probablemente 

relacionado con sus grupos sulfhidrilo (Jiang et al., 1989). Para el estudio 

del efecto de la conformación de la actina (globular o filamentosa) en su 

capacidad de interacción, el porcentaje libre en

volátil en presencia de actina-F y actina-G se muestra en la figura 6.3. 

La forma fibrosa (actina-F) produjo una disminución significativa del 

porcentaje libre de todos los volátiles estudiados lo que significa un aumento 

en los compuestos volátiles unidos a la actina-F. 
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Figura 6.3. Efecto de la conformación de la actina (globular o actina-G y fibrosa o 
actina-F, ambas a 0,8 mg/mL) en la interacción de los compuestos volátiles. Los 
resultados se expresan como porcentaje de compuesto volátil libre en el espacio de 
cabeza de la disolución respecto del encontrado sin proteína. 

 

 

Al mismo tiempo, para confirmar la interacción entre los compuestos 

volátiles y las proteínas estudiadas (actomiosina, actina-G y actina-F) se 

calcularon los moles unidos por dichas proteínas y se muestran en la figura 

6.4. L

 no había sido descrito 

a actina-F interaccionó con una mayor cantidad de 3-metil-butanal 

(figura 6.4. A), 2-metil-butanal (figura 6.4. B), metional (figura 6.4. C), 

hexanal (figura 6.4. D) y 2-pentanona (figura 6.4. E) que la actina-G y la 

actomiosina. La disminución en los moles unidos por la actina-G de hexanal 

(figura 6.4. D), metional (figura 6.4. C) y octanal (figura 6.4. F) significan que 

estos compuestos fueron liberados al espacio de cabeza. Este hecho 

concuerda con los resultados observados en las figuras 6.2 y 6.3.  

Además, el aumento de la concentración de compuesto volátil 

añadida a la disolución proteica produjo un aumento del compuesto volátil 

unido por la actina-F (figura 6.4). El efecto de la conformación de la actina 

en relación con su capacidad de interacción
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anteriormente. En este estudio se estableció que el efecto de la 

conformación producido por la polimerización de la actina-G afectó a su 

capacidad de interacción aunque depende del tipo de compuesto volátil. 

 

 

, actina-G 
(-●-) y

 
Figura 6.4.     Moles de compuesto volátil unidos por la actomiosina (-▼-)

 actina-F (--) del músculo porcino vs a la concentración de volátil libre en la 
fase acuosa. A) 3-metil-butanal, B) 2-metil-butanal, C) 2-pentanona, D) hexanal E) 
metional y F) octanal. Las concentraciones de actina (-G y -F) y de actomiosina 
utilizadas fueron 0,8 y 5 mg/mL, respectivamente. 
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En resumen, la capacidad de interacción de las proteínas miofibrilares 

mayoritarias de la carne, actomiosina y actina, se vio afectada por su 

concentración y conformación. La actomiosina fue capaz de unir hexanal, 

metional y octanal mientras que la actina-G no fue capaz de interaccionar 

con ninguno de los compuestos volátiles analizados e incluso liberó 3-metil-

butanal, hexanal, metional y octanal. Además, el aumento en la 

concentración de actomiosina produjo un aumento significativo del 

porcentaje libre de octanal. También, en el caso de la actina-G, un aumento 

de la concentración de proteína aumentó significativamente el porcentaje 

libre de 3-metil-butanal, hexanal y metional. Sin embargo, el cambio 

conformacional de la actomiosina producido por el almacenamiento en 

congelación aumentó su capacidad de interacción con 3-metil-butanal y 2-

metil-butanal y redujo la interacción con hexanal, metional y octanal. Por 

otra parte, la polimerización de la actina aumentó su capacidad de 

interacción con todos los volátiles estudiados. 
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7 DISCUSIÓN GENERAL 
 

La alta calidad del jamón curado depende en gran medida, del aroma 

y sabor generados durante las etapas de curado y secado, pero en cada 

sección se producen unas reacciones bioquímicas durante estas etapas que 

afectan a la proteólisis y lipólisis y contribuyen al desarrollo de una textura 

adecuada y un sabor y aroma característicos (Toldrá y Flores, 1998). En 

este sentido, se han realizado numerosos estudios teniendo en cuenta la 

localización anatómica, generalmente en la parte central del jamón (Bolzoni 

et al., 1996; Careri et al., 1993;Flores et al., 1997c; Gianelli et al., 2002a; 

Berdagué et al., 1993; Buscailhon et al., 1993; Buscailhon et al., 1994; Ruiz 

et al., 1998b). Sin embargo, ninguno de estos estudios describen la 

diferente percepción descrita por los consumidores entre las distintas 

secciones dentro de un mismo jamón curado.  

En este estudio se han analizado las diferentes secciones de los 

jamones curados de 7 y 12 m (humedad, pH, contenido en NaCl, grasa 

intramuscular, aminoácidos, ácidos grasos libres así como el perfil de 

compuesto volátiles presentes en el espacio de cabeza) con el objetivo de 

estudiar el efecto de la matriz en la generación del aroma y sabor. Las 

principales diferencias entre las secciones estudiadas (punta, centro y 

codillo) se obtuvieron en cuanto al contenido en aminoácidos y a la 

concentración estimada de compuestos volátiles. La parte central del jamón 

contiene una mayor proporción de compuestos volátiles después de 7 

meses de curado que la sección del codillo y la punta esencialmente debido 

a un mayor contenido de aminoácidos libres. Por otra parte, cuando el 

proceso de curado continúa, como ocurre en el jamón de 12 meses de 

curado, existen cambios en la proporción de los compuestos volátiles y 

sigue siendo la sección del centro la que presenta una mayor proporción de 

compuestos volátiles debido no sólo a la mayor proporción de aminoácidos 

libres sino también a la oxidación de los ácidos grasos insaturados. 

Por otra parte, los compuestos volátiles generados en las distintas 

secciones durante el curado deben llegar a los receptores situados en la 
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nariz y en la boca para que el aroma de este producto sea percibido (Taylor, 

998). En este sentido, es bien conocido que la interacción de las proteínas 

con lo

representan el 30-40 % del 

peso 

, 2002) 

debid

1

s compuestos volátiles modifica significativamente la concentración de 

éstos en el espacio de cabeza pudiendo afectar por tanto a la percepción 

del aroma y sabor. Por ello, el fenómeno de interacción proteína-volátil ha 

sido ampliamente estudiado para diversas proteínas (Damodaran et al., 

1981a,b; Chung y Villota, 1989; Heng et al., 2004; Jouenne y Crouzet., 

2000a,b; Guichard, 2002; O’Neill et al., 1987; Damodaran y Kinsella, 1980; 

Damodaran y Kinsella, 1983) e incluso para pequeños componentes del 

músculo (Zhou et al., 1999; Gianelli et al., 2003). Sin embargo, el efecto de 

la estructura de la carne en la interacción con los compuestos volátiles no 

ha sido todavía esclarecida.  

Las principales proteínas presentes en el músculo esquelético son las 

proteínas sarcoplásmicas y miofibrilares que 

vivo del animal (Pearson y Young, 1989). Por tanto, con el objetivo de 

determinar el impacto relativo de los componentes del músculo en la 

liberación de los compuestos responsables del aroma, se estudió el papel 

de las proteínas sarcoplásmicas y miofibrilares del músculo porcino y del 

jamón curado en la interacción con los compuestos aromáticos 

seleccionados (3-metil-butanal, 2-metil-butanal, 2-pentanona, hexanal, 

metional y octanal). La capacidad de interacción de las proteínas 

sarcoplásmicas de músculo porcino fue más elevada que la capacidad que 

mostraron las proteínas sarcoplásmicas de jamón e incluso más alta que la 

capacidad de interacción de las proteínas miofibrilares.  

Aunque los extractos de proteínas sarcoplásmicas son una mezcla 

compleja, la presencia de mioglobina, carnosina y anserina (Toldrá et al., 

2000) junto con otros compuestos presentes en dichos extractos, fueron los 

responsables de la interacción observada (Gianelli et al., 2003). Cabe 

señalar que la sal, principal agente de curado utilizado en el jamón, afecta a 

la volatilidad de los compuestos aromáticos (Nawar, 1971; Guichard

o a su efecto de “salting-out” (Kinsella, 1990) y está presente en los 

extractos de proteínas sarcoplásmicas de jamón. Sin embargo, se observó 
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que la capacidad de interacción de las proteínas sarcoplásmicas estuvo 

más relacionada con pequeños componentes presentes en estos extractos 

que con la fuerza iónica de la fase acuosa. 

Por otro lado, la fuerza iónica ha demostrado tener efecto significativo 

en la capacidad de interacción de las proteínas miofibrilares ya que afecta a 

la conformación de las proteínas miofibrilares (Pearson y Young, 1989; 

Damodaran y Kinsella, 1983), aunque depende del volátil estudiado. 

Con el objetivo de seguir profundizando en el estudio de la matriz 

proteica en relación con la interacción con los compuestos volátiles 

responsables del aroma, resultó necesaria la purificación de las proteínas 

miofibrilares mayoritarias (actomiosina y actina). Para la purificación de las 

proteínas miofibrilares se han propuesto un gran número de métodos y, 

norma

e produjo liberación 

al es

lmente, estas proteínas se purifican por separado (Syrovy,1984). En 

este estudio se desarrolló un proceso simultáneo para extraer la 

actomiosina y la actina a partir de músculo porcino en estado post-rigor que 

requirió menos tiempo y, a su vez, permitió obtener fracciones útiles para 

estudios posteriores de interacción, ya que mantuvieron sus propiedades. 

Por último, con las fracciones obtenidas según el método de 

purificación propuesto, que contenían actomiosina y actina, se estudió su 

capacidad de interacción con los compuestos volátiles responsables del 

aroma así como el efecto de la concentración y la conformación. Dicha 

capacidad de interacción dependió de la proteína estudiada así como del 

compuesto volátil, produciéndose en algunos casos interacción (actomiosina 

con hexanal, metional y octanal) mientras que en otros s

pacio de cabeza (actina-G con 3-metil-butanal, hexanal, metional y 

octanal). 

Además, el incremento de la concentración de las proteínas 

purificadas también afectó a esta interacción, aunque dependía del 

compuesto volátil estudiado. En este sentido, la liberación de varios 

compuestos al espacio de cabeza en presencia de altas concentraciones de 

actomiosina y actina-G podría deberse a la presencia de interacciones 

proteína-proteína que disminuiría su capacidad de interacción con los 
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compuestos volátiles estudiados (Landy et al., 1995; Damodaran y Kinsella, 

1980). 

Existen numerosas referencias acerca del efecto que los cambios en 

la con

miento 

en co

re 

amba

ntes de la matriz proteica, sobre todo en lo que se refiere a las 

proteí

formación proteica tienen sobre la interacción entre los compuestos 

volátiles y las proteínas debido a la modificación de la disponibilidad de sus 

sitios de unión (Damodaran y Kinsella, 1981a; Jounne y Crouzet, 2000b; 

Adams, 2001). El aumento de la hidrofobicidad debido al almacena

ngelación de la actomiosina (Careche et al., 1998) podría explicar la 

disminución del porcentaje libre del 3-me-butanal, 2-me-butanal y la 2-

pentanona cuando esta proteína se congeló sin glicerol como crioprotector. 

Sin embargo, la liberación al espacio de cabeza del hexanal, metional y 

octanal cuando la actomiosina se congeló sin glicerol como crioprotector 

probablemente sugiere que la interacción de la actomiosina con estos 

compuestos no es de naturaleza hidrofóbica y además, el glicerol no es 

capaz de proteger los sitios de unión para estos compuestos.  

Por otra parte, la actina existe en dos formas: actina-G o globular y  

actina-F o filamentosa (Pearson y Young, 1989) y la trasformación ent

s supone un cambio conformacional (Pearson y Young, 1989) 

probablemente relacionado con sus grupos sulfhidrilo (Jiang et al., 1989). 

En este estudio se ha observado que, la polimerización de la actina-G a 

actina-F aumenta su capacidad de unión con todos los volátiles estudiados 

y por tanto, su conformación influye en su capacidad de retención de los 

compuestos volátiles.  

Todos estos resultados nos indicarían que probablemente los 

tratamientos que reciba el músculo y que puedan alterar la conformación de 

los compone

nas miofibrilares mayoritarias, podrían afectar no solo a ciertas 

propiedades funcionales de estas proteínas (Careche et al., 1998) sino 

también a la percepción del aroma ya que pueden modificar la 

concentración de ciertos compuestos volátiles en el espacio de cabeza, 

como ocurre en el caso de la congelación de las proteínas miofibrilares o en 

la polimerización de la actina-G.  
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En resumen, teniendo en cuenta que tanto el producto estudiado 

como el fenómeno de percepción del aroma son muy complejos, los 

resultados obtenidos amplían el conocimiento sobre el efecto de la matriz 

proteica en la percepción del aroma y sabor del jamón curado, aportando 

nuevos datos a los numerosos estudios realizados en este campo desde 

diferentes perspectivas (Carrapiso et al., 2002b; Flores et al, 1997c; 

González et al., 2000; Toldrá y Flores, 1998). 
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8. CONCLUSIONES 
 

• Los extractos de proteínas sarcoplásmicas y miofibrilares de músculo 

porcino interaccionan con los compuestos volátiles estudiados pero el 

grado de interacción es menor cuando los extractos se obtienen de 

jamones curados de 7 y 12 meses. Asimismo, se demuestra que la 

capacidad de interacción de las proteínas sarcoplásmicas está más 

relacionada con los pequeños componentes presentes en estos 

extractos que con la fuerza iónica de la fase acuosa. En el caso de las 

poteínas miofibrilares, la interacción está relacionada con la fuerza 

iónica de la fase acuosa debido al efecto que produce en la 

conformación proteica. 

 

• El proceso simultáneo desarrollado para la extracción de 

actomiosina y actina a partir de músculo porcino post-rigor permite 

extraer ambas proteínas conservando sus propiedades, lo cual permite 

su utilización en los estudios posteriores de interacción. Así, la 

actomiosina interacciona con los compuestos volátiles, hexanal, 

metional y octanal, mientras que la actina-G aislada no interacciona con 

ninguno de los compuestos volátiles ensayados e incluso produce la 

liberación del 3-metil-butanal, hexanal, metional y octanal al espacio de 

cabeza. 

 

• La conformación de las proteínas aisladas de músculo porcino 

afecta a la interacción con los compuestos volátiles estudiados. El 

cambio en la conformación por congelación de la actomiosina tiene un 

efecto diferente según el compuesto volátil estudiado, aumentando la 

interacción con el 3-metil-butanal y 2-metil-butanal y reduciéndola en el 

caso del hexanal, metional y octanal. Sin embargo, el cambio 

conformacional que experimenta la actina durante la polimerización 

aumenta la interacción con todos los compuestos volátiles estudiados. 
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• El aumento de la concentración proteica afecta a la interacción de 

las proteínas aisladas de músculo porcino con los compuestos volátiles 

estudiados produciendo un aumento de la concentración en el espacio 

de cabeza de octanal en presencia de actomiosina y de 3-metil-butanal, 

hexanal y metional en presencia de actina-G. Esto es debido a la 

presencia de interacciónes proteína-proteína que disminuye su 

capacidad de interacción. 

Los resultados obte

 

 

• nidos demuestran la existencia de interacciones 

entre los compuestos volátiles responsables del aroma y la matriz 

proteica de la carne y del jamón curado así como el efecto de la 

concentración y conformación proteíca en dicha interacción. Estas 

interacciones podrían afectar a la percepción sensorial del jamón curado 

debido a la modificación en la proporción relativa de los compuestos 

responsables del aroma en el espacio de cabeza. 
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