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INTRODUCCION

El desarrollo del aroma en los productos carnicos es muy complejo,
debido al gran numero de reacciones involucradas. En general, los
compuestos responsables del aroma son el resultado de reacciones quimicas
y enzimaticas. De hecho, la proteolisis y la lipolisis constituyen las
principales reacciones en la generacion de compuestos precursores del
aroma. Existen ademas otros factores que influyen en las caracteristicas del
aroma de la carne procesada como las propiedades de la carne propiamente,
los aditivos, y las condiciones de procesamiento.

En los productos carnicos curados se desarrolla una intensa
proteolisis y lipolisis que contribuye al desarrollo de la textura, el aroma y el
sabor (Toldra, 1998; Toldra, 2002). Debido a la necesidad de mejorar la
calidad en los productos carnicos curados, se han realizado gran variedad de
estudios sobre la actividad enzimatica y su influencia en la generacion de los
compuestos relacionados con el aroma, el sabor y la textura (Toldra et al.,
1997; Toldra y Flores, 1998). En este contexto, también resulta de gran
importancia conocer los compuestos responsables de las caracteristicas
sensoriales de los productos carnicos (Flores et al., 1997a; 1997b).

Las proteinas influyen directamente en la textura de forma que una
mayor rotura enzimatica se corresponde con una mayor terneza, pero
también influyen en la percepcidon del aroma y sabor. Esto ultimo se debe a
dos tipos de interaccion entre las proteinas y los componentes responsables
del aroma: 1.- adsorcion fisica reversible por enlaces de Van der Waals y 2.-
reacciones quimicas por enlace covalente y/o electrostatico (Fischer y
Widder, 1997; Leland 1997).

Por tanto, los cambios experimentados por las proteinas durante el
proceso de industrializacion de la carne y productos carnicos tienen una gran
influencia no solo en la textura sino también en las interacciones con los
componentes del aroma y sabor resultando en distintas percepciones

sensoriales de los mismos. El conocimiento de los factores que afectan la
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interaccion entre proteinas y compuestos responsables del aroma es
importante para modular dicho aroma y asi mejorar las propiedades
sensoriales de los productos carnicos.

La correcta percepcidén del aroma y sabor de un alimento implica
necesariamente la liberacién de los compuestos responsables del aroma
desde la matriz del alimento durante la ingestion. En este sentido, resulta de
gran importancia conocer la interaccion entre los compuestos volatiles y las
proteinas. Para que una proteina funcione como un buen transportador del
aroma debe fijar fuertemente estos compuestos volatiles, retenerlos durante
el procesado o durante su generacion y liberarlos durante la masticacion del
alimento en la boca (Lubbers et al., 1998). El perfil de volatiles en cada fase
es, en gran parte, dependiente del coeficiente de particion. Por tanto, en la
percepcion del aroma es fundamental la interaccion entre las proteinas
presentes en la matriz del alimento y los compuestos volatiles responsables
del aroma.

Las técnicas de extraccion de los compuestos volatiles desde el
espacio de cabeza de los alimentos y su posterior andlisis por cromatografia
de gases son de gran interés para conocer qué compuestos son los
responsables del aroma caracteristico del alimento. Diversas técnicas tales
como espacio de cabeza estatico, dindmico vy, ultimamente, la
microextraccion en fase sélida (SPME), han sido empleadas en el estudio de
la composicion de los compuestos volatiles.

Las principales ventajas de la microextraccioén en fase sélida son la
ausencia de solvente, su rapidez y menor coste de analisis. Ademas, permite
la concentracion de los compuestos volatiles del espacio de cabeza en la
fibra, permitiendo su analisis, a pesar de que se encuentren a muy baja
concentracion en el alimento.

Es importante destacar que en la actualidad apenas existen estudios

sobre la interaccion entre la matriz proteica de la carne y los compuestos
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responsables del aroma. Por ello, resulta de gran interés estudiar la
interaccion entre la matriz proteica de jamoén curado y los componentes
responsables del aroma, mediante el empleo de la técnica de microextraccion
en fase solida, con el fin de estudiar los factores que afectan la percepcion

del aroma del jamoén curado.
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I.1.- INTERACCION ENTRE COMPUESTOS VOLATILES Y
PROTEINAS

Las proteinas presentan una estructura tridimensional que se encuentra
estabilizada por enlaces covalentes y no covalentes. Los aminoacidos
hidrofobicos estan localizados en el interior de la molécula (Fischer y
Widder, 1997), mientras que diversos aminodcidos polares se encuentran en
la superficie de la misma. Esta estructura hidrofilica e hidrofébica determina
las caracteristicas fisicas y funcionales de las proteinas. La estructura de la
proteina no es rigida y la intensidad de la unién depende de la naturaleza de
la proteina, condiciones del medio, pH, fuerza idnica y temperatura. Por
tanto, los cambios experimentados por las proteinas durante el proceso de
industrializacion tienen una gran influencia no solo en la textura sino
también en las interacciones con los componentes del aroma y sabor dando
como resultado una percepcion sensorial caracteristica (Lubbers et al.,
1998).

La region interna, mas bien hidrofobica, puede constituir el principal
sitio de union de los ligandos apolares. En los alimentos con un elevado
contenido de agua, los mecanismos de fijacion de compuestos volatiles
implican, principalmente, la interaccion de compuestos volatiles apolares
con zonas o cavidades hidrofobicas de la superficie de las moléculas de la
proteina (Fennema, 2000). Ademas, la interaccion hidrofobica de estos
compuestos, que tienen en sus extremos grupos polares, tales como grupos
hidroxilo y carboxilo, puede fijar las proteinas via formacion de puentes de
hidrogeno o por interacciones electrostaticas. Por ejemplo, los compuestos
volatiles como los aldehidos y cetonas pueden difundir al interior
hidrofébico de la molécula de proteina tras su fijacion a las regiones

hidréfobas de la superficie (Fennema, 2000).
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I1.1.1.- Importancia de la interaccién en la percepcion del aroma

Las proteinas pueden fijar los compuestos responsables del aroma,
afectando asi a las propiedades sensoriales de los alimentos (Taylor, 1996).
La correcta percepcion del aroma y sabor de un alimento implica la
necesaria liberacion de los compuestos responsables desde la matriz del
alimento durante la ingestion y, en este aspecto, juega una gran importancia
las interacciones entre los compuestos volatiles y las proteinas. La fijacion
de estos compuestos volatiles por las proteinas resulta a veces deseable, ya
que permite utilizar las proteinas como transportadores de aromas o
modificadores del aroma y sabor de los alimentos. Para que una proteina
funcione como un buen transportador del aroma y sabor debe fijar estos
compuestos fuertemente, retenerlos durante el procesado y liberarlos durante
el proceso de masticacion del alimento en la boca (Lubbers et al., 1998). Sin
embargo, en algunos casos las proteinas arrastran consigo algunos
compuestos volatiles responsables de aromas indeseables, que limitan la
utilizacion de concentrados proteicos en productos alimenticios. Estos
compuestos son fundamentalmente aldehidos, cetonas y alcoholes generados
durante la oxidacion de acidos grasos insaturados (Kinsella, 1978;
Damodaran y Kinsella 1980).

Los estudios de interaccion entre proteinas y compuestos volatiles se
muestran en la tabla II.1. La mayoria de estos estudios se han realizado con
proteinas como la caseina (Le Thanh et al., 1992; Landy et al., 1995) y la 3-
lactoglobulina, debido a su importancia en la industria lactea (O’Neil y
Kinsella, 1987; Dufour y Haertlé, 1990; Pelletier et al., 1998; Guichard y
Langourieux, 2000; Fabre et al., 2002). Otros estudios incluyen la proteina
de soja debido a su extendido uso como ingrediente funcional en los

alimentos (Damodaran y Kinsella, 1981a; 1981b; O'Keefe et al., 1991a); sin
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Tabla II.1.- Interaccion de proteinas presentes en los alimentos con diversos

compuestos volatiles.

Proteina Compuesto volatil Referencia
Gelatina acetona Nowar (1971)
2-butanona

2-pentanona
2-heptanona

a-lactoalbumina hexanal Franzen y Kinsella
Albtimina de suero bovino  octanal (1974)
2-hexanona
2-heptanona
2-octanona
Fracciones de proteina de 2-nonanona Damodaran y

soja Kinsella (1981b)
B-lactoglobulina 2- heptanona O’Niel y Kinsella
2-octanona (1987)
2-nonanona Andriot et al.
(2000)
B-lactoglobulina ésteres Pelletier et al.
acidos (1998)
pirazinas
B-lactoglobulina 2-nonanona O’Neil y Kinsella
(1988)
Proteina de soja n-butanol Chung y Villota
n-hexanol (1989)
B-lactoglobulina 2-heptanona Jouenne y Crouzet
2-octanona (2000)
2-nonanona

etil hexanoato
etil octanoato
etil nonanoato
1soamil acetato
limoneno
mirceno

Caseinato sodico

diacetilo

etil acetato
etil butanoato
etil hexanoato

Landy et al. (1995)

Ovoalbumina

disulfuros

Adams et al. (2001)
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Tabla II.1.- (Continuacion)

Proteina Compuesto volatil Referencia
B-lactoglobulina d-linalol Seuvre et al. (2001)
2-nonanona
benzaldehido
isoamil acetato
Proteinas de leche diacetil Fabre et al. (2002)

etil butanoato
Metil hexanoato
etil hexanoato

hexenol
y-octalactona

B-lactoglobulina aldehidos van Ruth y
ésteres Villeneuve (2002)
alcoholes

Miofibrillas de pollo hexanal Goodridge et al.

(2003)

embargo, la utilizacién de esta proteina estd limitada por los problemas de
aroma y sabor producidos por los compuestos volatiles generados por
oxidacion de los lipidos insaturados presentes en el frejol de soja. Estos
compuestos se encuentran asociados a las proteinas y no son completamente
eliminados con las técnicas empleadas en la produccion de concentrados
proteicos (Kinsella, 1978; Damodaran y Kinsella, 1980; 1981a). Por tanto,
permanecen en el producto final limitando la aceptacion por el consumidor

de los productos alimentarios que contengan estos concentrados proteicos.

I1.1.2.- Tipos de interaccién

La interaccion se define como la unidon molecular existente entre un

compuesto volatil y una proteina. En términos microscopicos es posible

definir la interaccién en funcidon de las constantes termodindmicas de



ANTECEDENTES BIBLIOGRAFICOS

equilibrio con la contribucion de las propiedades fisicoquimicas, es decir,
volatilidad y solubilidad de los compuestos volatiles (Lubbers et al., 1998).

La interaccién entre los compuestos volatiles y las proteinas es uno de
los factores determinantes en la percepcion y realce del aroma y sabor.
Existen dos tipos de interaccion entre las proteinas y los componentes
responsables del aroma y sabor: (i) adsorcioén fisica reversible por enlaces de
Van der Waals y (ii) reacciones quimicas por enlace covalente y/o
electrostatico. En el primer caso, las fuerzas de interaccidon son relativamente
débiles, mientras que en el segundo, se forman fuertes enlaces quimicos tales
como sales, amidas, ésteres y condensacion de aldehidos con grupos amina y
sulfidrilo (Fischer y Widder, 1997; Leland, 1997).

La fijacion de un compuesto volatil es el resultado de varios procesos
de union entre los componentes de los alimentos: (i) Uniéon covalente e
irreversible, que es el caso de fijacion de aldehidos y cetonas a los grupos
amino de las proteinas, (ii) Puentes de hidrogeno entre proteinas y sustancias
volatiles polares como los alcoholes, y (iii) Unidon hidrofobica entre
compuestos volatiles apolares y proteinas (Le Thanh et al., 1992). Especial
atencion tienen los aldehidos que pueden interaccionar con las proteinas de
forma reversible mediante fuerzas de Van der Waals y puentes de hidrogeno,
e irreversiblemente formando enlaces covalentes con los grupos amino

presentes en las proteinas (Plug y Haring, 1993).

I1.1.3.- Medida de la interaccion

Es importante conocer coémo interaccionan las proteinas y los
compuestos responsables del aroma y sabor en condiciones de equilibrio. La
fijacion no covalente y reversible de compuestos responsables del aroma y

sabor con las proteinas sigue la ecuacion de Scatchard (Scatchard, 1949)
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(Ec.1). Esta ecuacion, expresada en la forma de dobles reciprocos, es

denominada ecuacién de Klotz (Ec.2).

v/L =K - vK Fol

1/v=1/n+1/nKL Ec.2

donde:
v: Numero de moles de ligando (compuesto volatil) unido por mol
de proteina
L: Concentracion de ligando (compuesto volatil) libre en la solucion
acuosa (M)
n: Numero total de sitios de unién

K: Constante intrinseca de union (M)

Para medir el efecto de la interaccion con los compuestos volatiles, se
deben cumplir algunos requisitos para que el ajuste de los datos a la ecuacion
de Scatchard ((Ec.1) sea valido (Klotz, 1982). Para ello, se representa (ver
figura I1.1) el nimero de moles de ligando unido por mol de proteina (v) en
funcioén del logaritmo de la concentracion de compuesto volatil libre (log L).
En esta grafica debe existir un punto de inflexion a la mitad del valor del
numero de sitios de unidn, es decir, en n/2. Ademas, la curva debe ser
sigmoidal y simétrica respecto del punto de inflexidn y, por tltimo, a medida
que la concentracion de ligando libre aumenta el valor del nimero de moles
de ligando unido por mol de proteina se aproxima asintéticamente al valor

del nimero de sitios de union.

10
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Punto de
____________ Inflexion

NN}

Log L

Figura II.1.- Numero de moles de ligando unidos por mol de proteina en

funcion de la concentracion de compuesto volatil libre.

Los parametros obtenidos del estudio de interaccion entre proteinas
y compuestos volatiles como las constantes de equilibrio, nimero de sitios
de unién y energia libre se muestran en la tabla I1.2. Para medir el grado de
interacciéon se encuentra el numero de sitios de unidén y la constante de
afinidad (K), que indica la fuerza de la interaccion. Estos valores se pueden
obtener de la ecuacion 1 (Ec.1), al representar (ver figura I1.2), el cociente
entre el nimero de moles de ligando (compuesto volatil) unido por mol y la
concentracion de ligando (compuesto voldtil) libre en la solucion acuosa
(v/L) en funcion del nimero de moles de ligando unido por mol de proteina
(v). Se obtiene una linea recta, donde la constante intrinseca de union (K) es

la pendiente y la interseccion con la abscisa es el nimero de sitios de unién

(n)

11
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Figura. I1.2.- Grafica de Scatchard.

También es posible obtener las constantes de interaccion entre
compuestos volatiles y proteinas mediante la ecuacion de Klotz o de dobles
reciprocos (Ec.2). Estas constantes se obtienen al representar el inverso del
numero de moles de ligando unido por mol de proteina (1/v) en funcién del
inverso de la concentracion de ligando (compuesto volatil) libre en la
solucion sin proteina (1/L). Se obtiene una linea recta (ver figura 11.3), donde
la pendiente es el inverso del nimero de sitios de union por la constante
intrinseca de union (1/nK) y la interseccion con la abscisa es el inverso del

numero de sitios de union (1/n).

A

[—
[—

=

>
1/L

Figura I1.3.- Grafica de Klotz o de dobles reciprocos.
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Sin embargo, en algunos casos la uniéon de un compuesto volatil
modifica la unién a los centros de unién (Landy et al., 1995). Esta unién
corresponde a un mecanismo de cooperacion entre los sitios. En este caso de
cooperacion, la interaccion entre ligando y proteina puede ser representada

por la ecuacién de Hill (Hill, 1910):

1/v=n/(1/(xL)" J+1) Ee.3

donde:
h: Coeficiente de Hill

El coeficiente de Hill refleja la cooperacién entre los sitios. La
ecuacion de dobles reciprocos se utiliza para determinar los parametros de la
interaccion (n, K, h).

Es posible obtener el valor del cambio de la energia libre de Gibbs
para el proceso de interaccion entre compuestos volatiles y proteinas (Ec.4).

Esta ecuacion de energia es:

AG =-RTInK Ec.4
donde:
R: Constante universal de los gases (J/mol °K)

T: Temperatura absoluta (°K)

Los cambios en la entalpia (AH), son despreciables en los procesos
de unién entre proteinas y compuestos volatiles. En termodinamica clasica
encontramos que AG = AH-TAS. Si el cambio de entalpia (AH) es muy
pequefio, los cambios de energia libre (AG) son debidos a un incremento en

la entropia (AS) del sistema (Castellan, 1987). El cambio positivo de

15
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entropia puede ser debido a cambios estructurales en el solvente cuando la
interaccion soluto-solvente es remplazada por la interaccidén soluto-soluto,
generando posiblemente una desorientacion y desplegamiento de la molécula

de proteina (Damodaran y Kinsella, 1980).

I1.1.4.- Factores que influyen en la interaccion

La estructura y caracteristicas fisicas de la proteina estan
determinadas por la distribucion especifica de regiones hidrofilicas e
hidrofobicas presentes en ella. Existen factores presentes en los alimentos o
en sistemas modelo tales como, la fuerza ionica del medio, pH y temperatura
que pueden modificar la configuracion de la proteina. Estos factores
modifican la estructura especifica de la proteina y, por tanto, también

modifican la interaccion entre las proteinas y los compuestos volatiles.

I1.1.4.1.- Proteinas

11.1.4.1.1.- Efecto de la estructura

El efecto de la estructura de la proteina sobre la interaccidon con los
compuestos volatiles ha sido estudiado por Damodaran y Kinsella (1980) en
la proteina de albumina de suero bovino (BSA). Los puentes disulfuro son
parcialmente responsables de la estructura nativa de BSA. La reduccion de
estos puentes por accidon de agentes como el tiol, altera la conformacion de la
proteina y, en consecuencia, se produce una modificacion en la estructura de
BSA. Durante el estudio de la interaccién entre dicha proteina y
determinados compuestos volatiles, como la 2-nonanona, se observa un
importante cambio en la grafica de Scatchard por efecto del tiol, ya que

cambia la afinidad por los sitios de unién con 2-nonanona.

16
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El efecto de la estructura de los aminoacidos y péptidos es muy
importante ya que afecta a la interaccidn entre compuestos volatiles y
proteinas. Zhou y Decker (1999a y 1999b) han estudiado la interaccion entre
los aminoacidos y dipéptidos presentes en el musculo, y los compuestos
aldehidos generados durante la oxidacion lipidica. La interaccién entre
histidina y lisina con trans-2-hexenal es mayor que la encontrada con otros
aminoacidos como B-alanina, glicina, L-alanina, 4cido y-amino butirico y L-
valina. Esto indica que el grupo a-amino no reacciona fuertemente con el
grupo o, B-carbonilo de los aldehidos insaturados (Zhou y Decker, 1999a).
Sin embargo, en estudios de interaccion entre hexanal y varios aminoacidos
(L-alanina, B-alanina, acido y-amino butirico, glicina, L-histidina, DL-lisina,
L-valina) (Zhou y Decker, 1999b), se observa que solo existe una reduccion
de la concentracion de hexanal en el espacio de cabeza en presencia de
histidina. Esto indica que los grupos amino a, 3 y y de los aminoacidos no
afectan a la interaccion con el grupo carbonilo del hexanal. Por otra parte, se
ha estudiado la interaccion entre trans-2-hexenal, histidina e imidazol (Zhou
y Decker, 1999a). La concentracion en el espacio de cabeza de trans-2-
hexenal en presencia de cada uno de estos compuestos disminuye un 8%, lo
cual sugiere que el sitio de reaccion principal de la histidina es el grupo
amino del anillo de imidazol y no el grupo a-amino. Ademas, en la
interaccion entre trans-2-hexenal y los siguientes dipéptidos que contienen
histidina: glicina-histidina, leucina-histidina, valina-histidina, carnosina ([3-
alanina-histidina) e isoleucina-histidina se observa que disminuye la
concentracion en el espacio de cabeza en un 75,5%, 62,1%, 59%, 56%, y
54,4%, respectivamente. Sin embargo, la interaccion de trans-2-hexenal e
histidina es menor que la observada con los dipéptidos que contienen este
aminoacido. Esta mayor disminucién del porcentaje de trans-2-hexenal en el

espacio de cabeza en presencia de los dipéptidos respecto de la histidina, se
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puede deber a un aumento de la reactividad del grupo amino del enlace
peptidico. Este aumento de la reactividad también se pone de manifiesto en
los dipéptidos que no contienen histidina, donde la reactividad de los
dipéptidos es mayor que la encontrada con cada aminoacido de forma
individual (Zhou y Decker, 1999a).

En el estudio de la interaccion de hexanal con dipéptidos que
contienen un grupo amino libre en la posicion “o” (alanina-glicina, glicina-
alanina y leucina-glicina), la concentracion en el espacio de cabeza de
hexanal disminuye entre un 4 y 5%, lo cudl indica también que el enlace
peptidico incrementa la reactividad de grupo a-amino (Zhou y Decker,
1999b). Estos autores estudian también el efecto del grupo -amino libre del
dipéptido B-alanina-B-alanina. Este dipéptido no tiene ninglin efecto sobre la
concentraciéon de hexanal en el espacio de cabeza, lo que sugiere que la
influencia de la unién peptidica no puede ser ampliada al grupo [-amino
libre.

También se observa que a medida que aumenta el nimero de
carbonos en la cadena del aminoacido la interacciéon aumenta. Asi, la
interaccion entre hexanal y los dipéptidos leucina-histidina, valina-histidina,
alanina-histidina, y glicina-histidina reduce la concentracion de hexanal en el
espacio de cabeza en un 17,8%, 9,6%, 8,4% y 7%, respectivamente (Zhou y
Decker, 1999b). Por tanto, la longitud de la cadena del aminoacido que
acompafia a la histidina en dipéptidos tendria un efecto positivo en la
interaccion.

Los mismos autores observan que la histidina interacciona
débilmente con el hexanal ya que la presencia de este aminoacido solo
reduce un 2% la concentracion de hexanal en el espacio de cabeza. Sin
embargo, dipéptidos que contienen histidina con el grupo a-amino libre,

como alanina-histidina y leucina-histidina, reducen la concentracion de
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hexanal en el espacio de cabeza en un 7% y 19,7% respectivamente. Cuando
estudian la interaccion de hexanal con carnosina y homocarnosina, con su
grupo amino libre en la posicion B (B-alanina) o en la posicion y (GABA)
respectivamente, el porcentaje de reduccidén de la concentracion de hexanal
en el espacio de cabeza es similar a la reduccion de porcentaje obtenido con
histidina. Esto sugiere, una vez mas, que el sitio de union principal de la
histidina es el grupo amino del anillo de imidazol y no los grupos B o y
amino libres presentes en los dipéptidos, tal y como lo indicaron con
anterioridad en el estudio de interaccion entre trans-2-hexenal e histidina
(Zhou y Decker, 1999a).

Por otra parte, cuando se estudia la interaccion entre hexanal y los
dipéptidos leucina-histidina y isoleucina-histidina, se observa que en
presencia de isoleucina-histidina el porcentaje de hexanal en el espacio de
cabeza es mayor que el obtenido al interaccionar con leucina-histidina. Es
decir, la leucina-histidina tiene mayor afinidad por el hexanal que la
isoleucina-histidina. Esto indicaria que el grupo metilo en el primer carbono
de la cadena tiene menor impacto en la uniéon de hexanal que cuando el
grupo metilo esta en el segundo carbono de la cadena (Zhou y Decker,
1999b). Sin embargo, en la interaccién de estos dipéptidos con trans-2-
hexenal se observa el efecto contrario, es decir, la isoleucina-histidina tiene
mayor afinidad por trans-2-hexenal que la leucina-histidina (Zhou y Decker,
1999a).

Los resultados de la interaccion hidrofobica entre ligando y proteina
dependen tanto de la compatibilidad estérica como de la hidrofobicidad de
los sitios de union (Damodaran y Kinsella, 1980). Por lo tanto, cualquier
cambio del estado estructural de los sitios de uniéon deberia afectar a la
interaccion hidrofébica entre el ligando y la proteina. Los cambios
estructurales en la proteina pueden ser inducidos por la presencia de urea. El

efecto de la urea en la interaccion entre 2-nonanona y proteina de soja ha
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sido estudiado por Damodaran y Kinsella (1981b) quienes observan una
disminuciéon de la constante de afinidad al aumentar la concentracién de
urea, principalmente causado por cambios en la estructura de la proteina en
presencia de urea. La proteina de soja presenta un maximo de fluorescencia a
337 nm, y se debe principalmente a los restos de triptéfano presentes. La
intensidad de la fluorescencia disminuye cuando la concentraciéon de urea
aumenta hasta 4M, pero cuando la concentracion de urea excede una
concentracion 4M, comienza a aumentar la intensidad de la fluorescencia. El
mayor cambio estructural ocurre cuando se alcanza una concentracion 4M de
urea, debido a la disociacion de las subunidades que constituyen la proteina
de soja. Sin embargo, el desdoblamiento de las subunidades ocurre cuando
se alcanza una concentracion SM de urea (Damodaran y Kinsella, 1981b).
O’Niel y Kinsella (1987) también han estudiado el efecto de la
concentraciéon de urea en la interaccion entre la [-lactoglobulina y la 2-
nonanona. Al desnaturalizar la proteina con urea, se despliega la estructura
terciaria de la proteina, de tal modo que alteran las regiones hidrofobicas de
la estructura y, por tanto, los sitios de unidén hidrofébicos. Al aumentar la
concentracion de urea, disminuye la constante de afinidad entre la f-
lactoglobulina y la 2-nonanona aunque el numero de sitios de union
permanece constante. Esto indica que la molécula de B-lactoglobulina se
despliega parcialmente en presencia de urea, pero no destruye los sitios de
union iniciales. No obstante, reduce la hidrofobicidad de la regiéon de union

lo que genera una disminucion en la afinidad.

11.1.4.1.2.- Efecto de la proporcion entre compuesto volatil y proteina

Cuando interaccionan las proteinas con compuestos volatiles,
pueden existir cambios en la estructura proteica como consecuencia del

comportamiento cooperativo, de manera que la union del ligando altera la
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conformacion de la proteina (Landy et al., 1995). En un estudio de
interaccion entre la 2-nonanona y la albimina de suero bovino (BSA), se han
detectado cambios en la adsorcion UV y en la fluorescencia al incrementar la
razén molar de la 2-nonanona, lo cual indica cambios en la estructura de
BSA cuando interacciona con la 2-nonanona (Damodaran y Kinsella, 1980).

Landy et al. (1995) han estudiado la interaccion en soluciones de
caseinato sodico con cetonas y €steres. Los resultados indican que la adicién
de una pequena concentracién de proteina produce una disminucion en la
volatilidad relativa, es decir, existe menos compuesto volatil en la fase
vapor, lo que indica que existe interaccion. Esto se refleja como un
incremento en la retencion de los compuestos volatiles, debido a la presencia
de diferentes sitios de union, en particular en los sitios de afinidad
hidrofobica. Al aumentar la concentracion de la proteina se observa una
disminucion en la volatilidad relativa y un aumento del porcentaje de
compuesto volatil retenido por la caseina. Ademds, al aumentar la
concentracion de proteina disminuye progresivamente el nimero de sitios
disponibles para la union, indicando que el aumento de la concentracion de
proteina influye de manera importante en la interaccion proteina-proteina y,
por tanto, el ligando interacciona mas con un menor niimero de sitios. Este
mismo efecto de la concentracién de proteina ya es detectado por Ng et al.
(1989) cuando estudian la interaccidon de vainillina y una proteina micelar de
haba.

Recientemente, Goodridge et al. (2003) han estudiado la interaccion
de miofibrillas de pollo con el hexanal. Los resultados indican que las
miofibrillas interaccionan con hexanal, aunque el porcentaje de hexanal
unido por la proteina es menor cuando la concentracidén de hexanal aumenta.
En este trabajo, la concentracion de proteina es constante, de manera que el

nimero de sitios de unién para el hexanal se encuentra limitado por la
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concentracion de proteina, es decir, al aumentar la concentracion de hexanal

se produce una saturacion de los sitios de unién.

11.1.4.2.- Compuestos volatiles

La volatilidad de los compuestos responsables del aroma depende de
su estructura quimica (Buttery et al., 1971), pero esta volatilidad cambia en
presencia de las proteinas dependiendo de la naturaleza del compuesto
volatil y de la proteina. Compuestos volatiles tales como: cetonas, alcoholes,
aminas, acidos carboxilicos, ésteres, se pueden unir reversiblemente a las
proteinas mediante interacciones hidrofobicas y, su mayor o menor afinidad

a la proteina dependera de su polaridad (Lubbers et al., 1998).

I1.1.4.2.1.- Efecto de la longitud de cadena

El efecto de la longitud de la cadena del compuesto volatil también
tiene un efecto importante en su interaccion con las proteinas. En un estudio
de interaccién realizado entre cetonas y la actomiosina de pescado
(Damodaran y Kinsella, 1983), se observa que la constante de afinidad
aumentaba alrededor de 5 veces por cada grupo metilo de aumento en la
longitud de la cadena de las cetonas. Estos resultados son diferentes a los
obtenidos con proteina de soja (Damodaran y Kinsella, 1981a) y BSA
(Damodaran y Kinsella, 1980), en los cuales la constante de afinidad
aumentaba 3 veces con cada grupo metilo que aumenta la longitud de cadena
de las cetonas. La diferencia de estos resultados se atribuye a que en el
primer caso las experiencias son realizadas con actomiosina de pescado en
suspension mientras que las otras dos experiencias son realizadas con la

proteina en solucion (Damodaran y Kinsella, 1983). En estos estudios se
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observa que la naturaleza de la interaccion es hidrofobica ya que la constante
de afinidad aumenta con la hidrofobicidad de la cadena de las cetonas.

Por otra parte, los estudios de interaccion realizados con [-lacto-
globulina y cetonas, indican que el nimero de sitios de unioén para las tres
cetonas estudiadas es el mismo, aumentando la constante de afinidad con la
longitud de la cadena (O’Niel y Kinsella, 1987). El incremento en la
constante de afinidad es de 3 veces cuando la cadena incrementa un grupo
metilo desde 2-heptanona a 2-octanona y alrededor de 5 veces cuando la
cadena aumenta en un grupo metilo desde 2-octanona a 2-nonanona. Asi
pues, la interaccion entre proteina y compuesto volatil se ve favorecida por

la adicion de estos grupos (O'Neill y Kinsella, 1987).

11.1.4.2.2.- Efecto del grupo funcional

El efecto de los grupos funcionales presentes en el compuesto volatil
en su interaccion con las proteinas es importante. Asi, el efecto que tiene la
posicion del grupo ceto en la cadena del compuesto volatil en la interaccion
con BSA, asi como en la constante de afinidad ha sido estudiado por
Damodaran y Kinsella (1980). La constante de afinidad en la interaccién
entre nonanal y BSA es mayor que la constante de afinidad en la interaccion
entre 2-nonanona y BSA. Esta diferencia se debe a la posicion del grupo ceto
en la cadena. En el caso de la 2-nonanona, la presencia del grupo ceto en la
segunda posicidon puede introducir un impedimento estérico para la afinidad
hidréfobica con toda la cadena. Por otra parte, en el caso del nonanal, donde
el grupo aldehido se encuentra en la primera posicion, el impedimento
estérico seria menor al compararlo con las cetonas.

Damodaran y Kinsella (1981a) han investigado el efecto de la
posicion en la cadena del grupo ceto en la interaccion con proteina de soja.

Los resultados indican que no existe un efecto de la posicion del grupo ceto
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sobre el nimero de sitios de union pero si sobre la constante de afinidad. El
nonanal muestra mayor afinidad que la 2-nonanona y la 5-nonanona. En el
caso del nonanal, la presencia del grupo ceto en la primera posicion permite
el contacto de toda la cadena del ligando con los sitios de union de la
proteina. Cuando se trata de la 2-nonanona y la 5-nonanona, la presencia del
grupo ceto en la segunda y en la quinta posicidn, respectivamente, presenta
un impedimento estérico que desestabiliza la interaccion hidrofobica. Esta
desestabilizacion aumenta progresivamente cuando el grupo ceto se acerca al

centro de la cadena.

11.1.4.3.- Efecto del pH

La influencia del pH en la interacciéon proteina-compuesto volatil es
muy importante, pero depende de la naturaleza de la proteina. Para un pH
dado, el estado de ionizacion de la proteina es diferente dependiendo de su
punto isoeléctrico, lo que causa cambios conformacionales en la proteina
(Lubbers et al., 1998).

Kinsella (1990) ha estudiado el efecto del pH en la afinidad de la 2-
nonanona con BSA. La afinidad de uniéon aumenta a pH 3,0, 5,0, y 6,0 y
disminuye a pH 9,0. Esto se debe principalmente a alteraciones en los sitios
de unioén inducidos por cambios conformacionales de la proteina.

Adams et al. (2001) han investigado el efecto del pH en la
interaccién entre ovoalbumina y compuestos disulfuro (dietil-, dialil-,
dipropil-, dibutil- y 2-furfurilmetil sulfuros). Dichos autores indican que
cuando el pH aumenta desde 6,7 a 8,0 la cantidad de compuestos disulfuros
disminuyen el espacio de cabeza en presencia de ovoalbumina nativa y
ovoalbumina desnaturalizada por calor. En este caso, el aumento del pH

produce un aumento en la interaccion.
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En el caso de la B-lactoglobulina, la variacion de interaccion segun
el pH del medio estd también relacionada con cambios estructurales de la
proteina (Jouenne y Crouzet, 2000). Se ha observado que al incrementar el
pH desde 3,0 a pH 9,0, aumenta también la retencion de los compuestos
volatiles, metil-cetonas y etil-ésteres. El aumento de pH genera una
modificacion en la flexibilidad de la proteina, que facilita la interacciéon con
las regiones hidrofobicas de la proteina. Sin embargo, la retencion disminuye
drasticamente a pH 11,0 como consecuencia de la desnaturalizacion alcalina
de la B-lactoglobulina. Otro estudio realizado por van Ruth y Villeneuve
(2002) sobre el efecto del pH en la interaccion de compuestos volatiles con
la B-lactoglobulina muestra que, con hexanal, heptanal y octanal se produce
una disminuciéon del coeficiente de particion aire / liquido. Ademds con
octanal se obtiene la mayor disminucidn del coeficiente de particion, lo que
indica una mayor interaccion entre el octanal y la B-lactoglobulina. Por otra
parte, el coeficiente de particion disminuye cuando el pH aumenta desde 3,0
a 9,0. Es decir, el incremento del pH aumenta también la interaccion entre la
B-lactoglobulina con los aldehidos estudiados (van Ruth y Villeneuve,

2002).

11.1.4.4.- Efecto de la fuerza ionica

La concentracion de sal afecta a la conformacion de la proteina y, por
consiguiente, al grado de interacciéon con los compuestos volatiles. En el
estudio de interaccion de actomiosina con cetonas (Damodaran y Kinsella,
1983), se ha observado que al aumentar la fuerza idnica, aumenta la
constante de afinidad, es decir, la afinidad de la unién. Sin embargo, al
aumentar la fuerza ionica esta proteina aumenta también su solubilidad,

disminuyendo el nimero de sitios de union. En la interaccion de proteina de
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soja con cetonas también se observa un aumento en la afinidad de la union
con el incremento de la fuerza idnica, pero el aumento de la constante de
afinidad es independiente del ion y depende solo de la fuerza idnica
(Damodaran y Kinsella, 1981Db).

El efecto de diferentes sales de sodio fue evaluado en la interaccion
entre BSA y 2-nonanona. La fijacion de este compuesto aumenta linealmente
con la concentracion de sulfato de sodio, cloruro de sodio, bromuro de sodio
y perclorato de sodio. Este efecto se relaciona con la estabilidad
conformacional de la proteina ya que los sulfatos y cloruros estabilizan la
estructura globular nativa de la proteina de BSA, aumentando la interaccion
hidrofobica entre los sitios hidrofobicos de la cadena, e incrementado la
afinidad por ligandos no polares (Kinsella, 1990). Sin embargo, se observa
una disminucion en la fijacion de 2-nonanona en presencia de tricloro-
acético, ya que este compuesto cambia la interaccion hidrofobica y reduce la

interaccion de BSA con este compuesto volatil.

I1.1.4.5.- Efecto de la temperatura

El efecto de la temperatura en la interaccion entre proteinas y
compuestos volatiles depende del intervalo de temperatura usado y la
naturaleza de la proteina (Damodaran y Kinsella, 1980; 1981a; 1983). Los
cambios conformacionales en la proteina causados por el calor pueden
alterar la afinidad de la proteina por los compuestos volatiles lo cual es de
gran transcendencia en el procesamiento de alimentos ya que puede causar
una reduccién o un incremento de la afinidad dependiendo de los cambios
conformacionales causados a la proteina y la alteracién de los sitios de
union.

La afinidad de unidén aumenta drasticamente con el incremento de la

temperatura debido a que la proteina se despliega con una mayor exposicion
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de regiones que originalmente se encontraban en el interior de la molécula
(O’Keefe et al., 1991a). Se ha observado que el incremento de temperatura
produce un aumento en la constante de afinidad (K) y en el nimero de sitios
de unioén (n). Por tanto, el incremento de la temperatura induce cambios en la
afinidad de uniéon debido a cambios conformacionales en la estructura
terciaria y cuaternaria de la proteina (Damodaran y Kinsella, 1983).

O’Neil y Kinsella (1988) han estudiado el efecto del tratamiento
térmico en la interaccion entre la P-lactoglobulina y la 2-nonanona. Al
aumentar el tiempo de tratamiento térmico disminuye la constante de
afinidad pero el niimero de sitios de union permanece constante. También se
observaron cambios en la fluorescencia con el tratamiento térmico debido a
cambios conformacionales bien en la proteina o bien en la asociacion
proteina- proteina.

Estudios realizados sobre el efecto de la temperatura sobre la
afinidad de la 2-nonanona con la actomiosina de pescado indican que la
afinidad de union aumenta cuando la temperatura aumenta de 0 °C a 25 °C
(Damodaran y Kinsella, 1983). Sin embargo, Damodaran y Kinsella (1980),
observan un pequefio efecto sobre la afinidad de la unién en la interaccion
entre la 2-nonanona y el BSA, cuando la temperatura aumenta de 10 °C a 30
°C. Por otra parte, Damodaran y Kinsella (1981a), observan el cambio de la
afinidad de union entre la 2-nonanona y la proteina de soja cuando la
temperatura aumenta de 25 °C a 45 °C. Los resultados indican que en este
intervalo de temperatura, los parametros termodinamicos de afinidad de
uniéon y nimero de sitios de unidon son idénticos, mientras que a 5 °C el
nimero de sitios de union disminuye y la constante de afinidad aumenta.
Este efecto de la temperatura sobre la afinidad de union es explicado por
cambios producidos en las estructuras cuaternaria y terciara de la proteina de
soja al bajar la temperatura. Asimismo, en la interacciéon entre la y-

decalactona con el BSA (Druaux et al., 1995) se observa que entre 20 y 30
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°C no existe diferencia en la constante de unidn, pero a 10 °C esta constante
de union es 3,5 veces mayor que los valores obtenidos a 20 6 30 °C. Por otra
parte, dado que el niimero de sitios de unién no cambia significativamente
con las diferentes temperaturas, se puede deducir que la disminucién de la

temperatura produce cambios conformacionales en la proteina.

Desnaturalizacion

La desnaturalizacion de la proteina puede aumentar el nimero de
sitios hidrofobicos disponibles a los compuestos volatiles, reduciendo su
concentracion en el espacio de cabeza (Fischer y Widder, 1997),
probablemente debido a la exposicion de regiones hidrofobicas de la
proteina (Leland, 1997). Sin embargo, el estudio de la interaccion entre
compuestos volatiles y proteina de soja parcialmente desnaturalizada,
muestra que la constante de afinidad aumenta pero el numero de sitios de
union no cambia lo cual indica que la desnaturalizacion parcial no afecta a la
estructura y, en consecuencia, no hay mas regiones hidrofobicas donde se
pueda realizar la uniéon (Damodaran y Kinsella, 1981a). El aumento de la
constante de afinidad a altas temperaturas se puede deber a una mayor

exposicion de las regiones hidrofobicas que favorecerian la union al ligando.

I1.2.- LA MATRIZ PROTEICA DE LA CARNE

Las proteinas del musculo esquelético se clasifican en tres grandes
grupos: sarcopladsmicas, miofibrilares y proteinas del tejido conectivo. Esta
clasificaciéon se basa en su localizacion y solubilidad. Las proteinas
sarcoplasmicas son solubles en agua o en soluciones diluidas de sal
(<50mM). Las proteinas miofibrilares son solubles en soluciones con alta

fuerza ionica, especialmente a 0,6 M de KCl. Estas proteinas representan
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aproximadamente el 11,5% de total de la proteina del musculo. Las proteinas

del tejido conectivo son insolubles y estructurales (Pearson y Young, 1989).

I1.2.1.- Proteinas miofibrilares

Las proteinas miofibrilares forman parte de la miofibrilla e imparten
al musculo rigidez estructural y trasforman la energia quimica en energia
mecanica en la contraccion. La unidad contractil de la miofibrilla es el
sarcomero, que estd formada por filamentos longitudinales gruesos y
delgados (Fennema, 2000). La banda A comprende filamentos gruesos
(principalmente miosina) y filamentos delgados (principalmente actina), en
tanto que la banda I esta compuesta unicamente por filamentos delgados que
se prolongan a ambos lados de los discos Z. Durante la contraccion del
musculo se produce un acercamiento de la banda I mientras que la longitud

de la banda A permanece constante.

I1.2.2.- Proteinas sarcoplasmicas

Las proteinas del sarcoplasma representan alrededor del 30-35% del
total de las proteinas del musculo (Pearson y Young, 1989). Mediante
centrifugacion diferenciada es posible aislar cada una de las fracciones que

la constituyen: citoplasmatica, nuclear, mitocondrial y microsomal.

11.2.2.1.- Mioglobina

La mioglobina es una proteina globular formada por una sola cadena
polipeptidica. La globina es la porcidén proteica y una porfirina denominada
hemo es el componente cromoforo responsable de la absorcion de la luz y el

color. Dentro del anillo de porfirina y en posicion central, existe un &tomo de
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hierro formando un complejo de globina y hemo. El hierro localizado
centralmente posee seis puntos de coordinacion, cuatro de los cuales estan
ocupados por atomos de nitrogeno del anillo tetrapirrolico. El quinto punto
de coordinacion estd unido al residuo de histidina de la globina, quedando el
sexto punto disponible para formar complejos con atomos electronegativos
donados por diversos ligandos.

El color de la carne depende de la quimica de la mioglobina, su
estado de oxidacion, el tipo de ligando unido al grupo hemo y el estado de la
globina. El hierro hemo del anillo de porfirina puede existir en dos formas:
como hierro ferroso reducido (+2) o férrico oxidado (+3). Se denomina
mioglobina cuando el hierro hémico esta en estado +2 (ferroso) y falta un
ligando en la posicion seis (Fennema, 2000). El estado de oxidacion del
atomo de hierro del grupo hemo debe distinguirse de la oxigenacion de la
mioglobina. Cuando el oxigeno molecular se une a la mioglobina, se forma
la oximioglobina, lo que se conoce como oxigenacion. Cuando ocurre la
oxidacion de la mioglobina, el 4tomo de hierro ferroso se convierte en
férrico, formandose metamioglobina de color marrén. El tejido muscular
contiene principalmente mioglobina (desoximioglobina) de color purpura.
La unidon del oxigeno produce oximioglobina y el color del tejido cambia a
rojo brillante. Las reacciones del color de la carne fresca son dinamicas y
estan determinadas por el estado del musculo y las proporciones resultantes
de mioglobina, metamioglobina, y oximioglobina. La interconversion entre
las formas ocurre facilmente, dependiendo de las condiciones del medio
como presion parcial de oxigeno, temperatura, pH, etc.

Durante el proceso de curado, ocurren reacciones especificas que
son responsables del color rosa tipico de estos productos. La primera
reaccidén se produce entre el 6xido nitrico y mioglobina dando mioglobina
oxido nitrica denominada también nitrosilmioglobina. La mioglobina 6xido

nitrica es de color rojo brillante e inestable. Al calentarla, se forma 6xido
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nitrico miohemocromoégeno (nitrosilhemocromoégeno) que es mas estable.
Este producto confiere el deseable color rosaceo de los productos carnicos
cocidos. El calentamiento de este pigmento desnaturaliza la globina, pero

persiste el color rosa.

11.2.3.- Péptidos

I1.2.3.1.- Carnosina y anserina

La carnosina (B-alanil-L-histidina) y la anserina (f-alanil-1-metil-
histidina), son dipéptidos que se encuentran presentes en forma natural en el
musculo. La concentracion de carnosina y anserina en carne de cerdo es de
20,62 y 1,2 mM, respectivamente (Plowman y Close, 1988). Estos
dipéptidos tienen estructura semejante y posiblemente cumplen similares
funciones biologicas. Ambos contienen histidina que tiene la capacidad de
actuar como un excelente agente tamponante a valores de pH fisiologico.
Esta capacidad tamponante se debe a que el anillo imidazol tiene un pK, de
6,83 en carnosina y de 7,04 en anserina (Chan y Decker, 1994).

Durante el proceso de elaboracion de jamoéon Serrano la
concentracion de anserina permanece constante, y la concentracion de
carnosina disminuye ligeramente cuando han trascurrido 100 dias de proceso
(Toldra et al., 2000).

Por otra parte, se ha demostrado que carnosina y anserina inhiben la
oxidacion lipidica pero esta actividad antioxidante es dependiente de la
concentracion y ocurre a concentraciones comparables a las del musculo
(Decker et al., 1992). El mecanismo antioxidante de la carnosina y la
anserina es una combinacion de su capacidad para complejar iones metalicos
que participan en el proceso de oxidacion y para atrapar radicales libres

(Chan y Decker, 1994). Se ha determinado, por evaluacion sensorial, que la
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carnosina es capaz de mantener el color rojo de la carne de cerdo (Decker y
Crum, 1991) y puede inhibir la oxidacion de la mioglobina previniendo su
decoloracion (Decker et al.,1995).

Ademas la presencia de carnosina y anserina en caldo de carne
prolonga la sensacion de sabor en la cavidad bucal (MacLeod y Seyyedain-
Ardebili, 1981), y se ha encontrado una correlacion entre los niveles de
carnosina y anserina y la calidad sensorial de dicho caldo (Pereira-Lima et

al., 2000).

I1.3.- JAMON CURADO

Historicamente, el curado consisti6 en un procedimiento para
conservar la carne mediante la adicion de sal. Actualmente, el término
curado de la carne se refiere a la conservacion de la carne y mejora del sabor
del producto por adicion de sal, nitrato, nitrito y en algunos casos otros

ingredientes o coadyudantes.

I1.3.1.- Tipos

En el area del Mediterraneo hay diferentes tipos de jamén curado.
Los mas importantes son: Ibérico y Serrano en Espafia con una gran variedad
de denominaciones de origen, Parma y San Danielle en Italia, y Bayona en
Francia. Otros productos elaborados en otras regiones, y que antes de ser
consumidos son ahumados y cocinados son el jamon Country-style
producido en USA y el jamén Wesphalia en Alemania.

Las caracteristicas sensoriales de cada uno de estos tipos de jamon
dependen fundamentalmente de factores genéticos, ambientales y de las
condiciones de proceso. En el desarrollo del proceso de elaboracién de

jamon curado espafiol se distinguen las siguientes etapas: salado, post-salado
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y maduracion / secado. En la tabla I1.3. se observa las condiciones tipicas de

fabricacion de jamén curado.

IT 3.2.- Caracteristicas sensoriales

La percepcion del aroma y sabor es un factor muy importante que
determina la aceptacion de un producto alimenticio. La percepcion general
del alimento durante el proceso de ingestidn es el resultado de una respuesta
integrada a una mezcla compleja de estimulos y wvarias sensaciones
incluyendo olor, gusto, tacto (figura I1.4). La percepcion general del
alimento esta determinada por tres factores (Plug y Haring, 1994): (i) la
razéon en el alimento entre compuestos volatiles y no volatiles, (ii) la
capacidad y liberacion de cada uno de estos componentes en el sistema
sensorial, y (iii) el mecanismo de percepcion.

El aroma percibido depende del umbral de percepcion y de los
coeficientes de particion de los compuestos volatiles en cada una de las
fases. La particion de los compuestos responsables del aroma en la fase gas
determina un perfil caracteristico de los compuestos volatiles (Taylor, 1998).
Las proteinas participan en la liberacion y la percepcion del aroma, debido a
la interaccion que existe entre compuestos volatiles y las proteinas presentes
en los alimentos, modificando los coeficientes de particion de los
compuestos volatiles (Lubbers et al., 1998).

La sefial quimica que es percibida como aroma, se realiza durante la
ingestion del alimento. En esta situacion, la naturaleza del alimento cambia
si es mezclado con agua adicional y la temperatura se ajusta a valores
proximos a la temperatura fisioloégica (Taylor, 1998). Ademas, en esta
situacion el equilibrio no se alcanza, debido a los fendmenos de transferencia
de masa que ocurren, y que vienen determinados por los coeficientes de

particion de los compuestos en cada fase.
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Tabla I1.3.- Condiciones tipicas de la fabricacion del jamon curado Serrano,

Ibérico, Parma, Francés, y Country (Toldrd y Flores, 1998).

Serrano Ibérico Parma Frances  Country
SALADO
I Etapa
T (°C) 0-4 0-4 1-4 1-3 1-4
t (dias) 10-12 10-12 5-6 14-21 40-50
RH (%)  75-95 75-95 75-90 85-95
II Etapa
T (°C) --- --- 1-4 --- ---
t (dias) - - 21 - -
RH (%) 70-80
POST-SALADO
I Etapa
T (°C) 0-6 0-6 1-4 1-3 10-12
t (dias) 40-60 40-60 14 21-28 15
RH (%) 70-95 70-95 50-60 70-85 75
II Etapa
T (°C) 1-4
t (dias) - - 70 --- ---
RH (%) --- --- 70-80 --- ---
AHUMADO
T (°C) 38
t (dias) --- --- --- - 24
SECADO
I Etapa
T (°C) 6-16 6-16 15-18 20-25 25-30
t (dias) >45 >90 180-330 2-4 30-90
RH (%) 79-90 60-80 65-75 75-85 65
II Etapa
T (°C) 16-24 16-26 --- 14 ---
t (dias) >35 >90 --- 90-215 ---
RH (%) 70-95 55-85 --- 70-80 ---
11 Etapa
T(C)  24-34 12-22
t (dias) >30 >115 --- --- ---
RH (%) 70-95 60-90 --- --- ---
IV Etapa
T(C) 1220
t (dias) >35 - - - -
RH (%) 70-95 --- --- --- ---
Tiempo total >215 >365 300-455 143-270 85-145
(dias)
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IMPRESION SENSORIAL

—» ORAL GENERAL D EE—
A
GUSTO SENTIDO del TACTO
(Impresion gustativa) (Impresion tactil)
AROMA

(Impresion de olor general)

1 1

OLOR OLOR
(nasal) (retronasal)

Figura I1.4.- Diagrama de los factores incluidos en la percepcion oral de los

alimentos.

Los compuestos responsables del aroma caracteristico de la carne
estan presentes en concentraciones muy bajas, del orden de ppm, ppb, y
hasta ppt. Existe una gran variedad de compuestos volatiles en la carne y
productos carnicos, pero no todos ellos son responsables del aroma porque
depende de su concentracion y de su umbral de percepcion. Por lo general,
contienen grupos quimicos diferentes, y son compuestos volatiles con
temperaturas de ebullicion que oscilan entre 20 °C y 300 °C (Acree y
Teranishi, 1993).

Los compuestos volatiles que participan activamente en el aroma de
jamon curado han sido analizados por cromatografia de gases olfatométrica,
mediante el método de frecuencia de deteccion (Carrapiso et al., 2002). Una
gran variedad de regiones aromadticas activas se han encontrado en el espacio

de cabeza de jamoén curado (ver tabla I1.4), entre ellas se puede mencionar
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Tabla II.4.- Compuestos volatiles identificados en regiones aromaticas

activas (Carrapiso et al., 2002).

Compuesto volatiles Frecuencia de
Deteccion
2-metil-3-furantiol/2-heptanona 49
metanotiol 45
3-metil-butanal 45
sulfuro de hidrégeno 43
hexanal/(Z)-3-hexenal 43
1-penten-3-ona 39
2-metil-propanal 30
etil-2-metilbutirato/(E)-2-hexenal 26

2-propionil-1-pirrolina/octanal
2-acetil-1-pirrolina
1-octen-3-ona/l-octen-3-ol
metional/2-furfuriltiol

etil 2-metilpropanoato
(E)-2-heptenal
heptanal/3-mercapto-2-pentanona
(E)-2-octenal

pentanal

2,3-butanodiona
2-metil-butanal

2-pentanona

dimetil-trisulfuro

WwwhuoaaaoRRE

regiones con olor frutal, a queso, a setas o frutos secos. Los compuestos que
tienen una mayor frecuencia de deteccion han sido identificados por
espectrometria de masas. Algunos de estos compuestos volatiles
identificados son: metanotiol, 2-metil-propanal, 3-metil-butanal, hexanal, 2-
heptanona, y 1-octen-30l, los cuales han sido identificados como los
compuestos volatiles que constituyen el aroma a jamon curado. Sin embargo,
su contribucion general al aroma de jamén curado no esta clara. Otros

compuestos identificados como 2-metil-3-furantiol, 2-furfuriltiol, 3-
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marcapto-2-pentanona, 2-acetil-1-pirrolina, destacan por tener un fuerte olor
a carne.

En el jamon curado se ha descrito que existe un aumento positivo del
aroma y sabor cuando aumentan los niveles de 2-metil-butanal y 3-metil-
butanal y se reducen los niveles de hexanal y de otros productos de
oxidacion (Ruiz et al.,, 1999). Ademas, se ha encontrado una relacion
positiva entre el aroma a curado y la concentracién de 2-metil-butanal. Estos
compuestos volatiles, 2-metil-butanal y 3-metil-butanal, se han asociado con
aromas producidos durante procesos de maduracion largos (Careri et al.,

1993; Hinrichsen y Pedersen, 1995).

I1.3.3.- Generacion del aroma a lo largo del proceso de curado

El desarrollo del aroma en los productos carnicos es muy complejo,
debido al gran numero de reacciones involucradas. En general, los
compuestos responsables del aroma son el resultado de la accion enzimatica
o de reacciones quimicas como la oxidacion lipidica, la reaccion de Maillard,
y la degradacion via Strecker de aminoacidos. Existen ademas otros factores
que influyen en las caracteristicas del aroma de la carne procesada como las
propiedades de la carne propiamente, aditivos, condiciones de
procesamiento. Sin embargo, la proteolisis y la lipolisis constituyen las
principales reacciones en la generacion de compuestos precursores del aroma
(aminoacidos, y acidos grasos libres).

La proteolisis es importante en la calidad final de jamén curado ya
que involucra los cambios bioquimicos mas importantes dentro del proceso y
tiene una contribucion directa en la textura, pero también contribuye
directamente en el sabor y aroma, con la generaciéon de aminodcidos y
péptidos que poseen ciertas caracteristicas especificas de sabor (Toldra y

Flores, 1998). Ademas, los aminoacidos generados de este proceso pueden
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contribuir en forma indirecta al aroma caracteristico, participando en
reacciones posteriores que implican la generacion de compuestos volatiles.
La oxidacion lipidica es uno de los principales factores que afectan
la calidad y aceptabilidad de la carne y los productos carnicos, (Morrissey et
al., 1998). Los aldehidos lineales que provienen de la degradacion oxidativa
de los acidos grasos insaturados, participan de forma importante en la
percepcion del aroma de los productos carnicos debido a su olor
caracteristico y por ser detectados a muy bajas concentraciones por el
sistema olfativo humano (Shahidi et al., 1986). Dicha oxidacion lipidica es
necesaria para el desarrollo del aroma caracteristico de los productos
carnicos pero también es responsable del desarrollo de aromas desagradables

en la carne (WOF) (Shahidi et al., 1986).

I1.3.3.1.- Reacciones quimicas responsables del aroma

El desarrollo del aroma en jamon curado es un proceso complejo. En
general, los compuestos responsables del aroma pueden ser resultado de
degradaciones de azucares; degradacion de Strecker de aminodcidos;
reaccion de Maillard; degradacion de los lipidos y degradacion de la tiamina
(Mottram, 1998). Todas estas reacciones generan una gran variedad de
compuestos volatiles que contribuyen al aroma y sabor caracteristico de la
carne.

Las principales vias de formacion de compuestos volatiles en el
jamon curado son: degradacion de Strecker de aminoacidos, y la oxidacion
lipidica (Barbieri et al., 1992; Flores et al., 1998). La reaccion de Maillard
como la degradacion de la tiamina se dan en presencia de altas temperaturas,
y durante el procesado de jamon curado, no se alcanza dichas temperaturas,
por ello estas reacciones no son las vias principales de formacion del aroma

en jamoén curado. Aunque, se ha encontrado algunos compuestos que
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proceden de la reaccion de Maillard como las pirazinas (Barbieri et al., 1992;
Bolzoni et al., 1996; Dirinck et al., 1997; Ruiz et al., 1998; Sabio et al.,
1998; Flores et al., 1997a).

11.3.3.1.1.- Degradacion via Strecker de aminoacidos

La degradacion via Strecker de aminodcidos consiste en una
desaminacién oxidativa y decarboxilacion de un o-aminoacido en presencia
de un compuesto dicarbonilo, y la posterior generaciéon de un o-amino-
cetona y un aldehido que contiene un atomo de carbono menos que el
aminoacido precursor (MacLeod y Seyyedain-Ardebili, 1981). Los aldehidos
generados sufren a menudo nuevas reacciones y el a-amino-cetona puede
generar dimeros en forma de pirazina, aumentado asi el numero de

compuestos volatiles generados.

11.3.3.1.2.- Reaccion de Maillard

La reaccién Maillard es una de las rutas mas importantes en la
generacion de compuestos responsables del aroma y sabor en los alimentos
procesados mediante tratamiento térmico o almacenado a temperatura
ambiente, incluyendo los productos carnicos (Shahidi et al., 1986).

Esta reaccion ocurre entre un compuesto con un grupo amino (por
ejemplo, aminoacidos, aminas, péptidos, proteinas, y el amoniaco) y un
azucar reductor. Implica la condensacion del grupo carbonilo del azicar con
el grupo amino, dando lugar a una glicosilamina. Posteriormente, a través de
sucesivas reacciones es posible obtener compuestos como furfural y
derivados furanona, hidroxi-cetonas y compuestos dicarbonilo (Mottram,
1998). Las etapas siguientes de la reaccion de Maillard implican la

interacciéon de estos compuestos con otros compuestos reactivos como
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aminas, aminoacidos, aldehidos, sulfuro de hidrégeno y amoniaco (MacLeod
y Seyyedain-Ardebili, 1981). Una reaccién importante asociada a la reaccion
de Maillard es la degradacion de Strecker de aminoacidos. Esta reaccion usa
el compuesto dicarbonilo formado en la reaccion Maillard y si el aminoacido
es cisteina, la degradacion de Strecker puede conducir a la producciéon de
sulfuro de hidrégeno, amoniaco y acetaldehido (Mottram, 1998). Estos
compuestos, junto con compuestos carbonilo producidos en la reaccion de
Maillard, proporcionan una variedad de compuestos intermedios para las
reacciones que contribuyen a la formacion del aroma. En la reaccion de
Maillard se forman varios compuestos heterociclicos que son reconocidos

por su enorme contribucion al aroma total en la carne (Gandemer, 1999).

I1.3.3.1.3.- Reacciones de oxidacion de los lipidos

La oxidacion de los lipidos es un proceso complejo. En primer lugar,
los peroxidos se forman por el mecanismo del radical libre vy,
posteriormente, ocurren reacciones secundarias que dan lugar a un gran
numero de compuestos volatiles, como hidrocarburos alifaticos, aldehidos,
cetonas, alcoholes, acidos carboxilicos y ésteres (Frankel, 1991).

Los hidroperdxidos procedentes de la oxidacion de los lipidos son
inodoros. Sin embargo, estos compuestos son inestables y se degradan dando
lugar a una gran variedad de productos (Love, 1996). Los compuestos
especificos que se forman dependen de la estructura del acido graso
precursor, la posicion del grupo hidroperéxido en la molécula, asi como del
lugar donde ocurre la escisidn, y de las reacciones posteriores sufridas por el
radical. Estas reacciones posteriores se ven afectadas por factores tales como
la temperatura, la presion de oxigeno y la presencia en el alimento de

catalizadores o antioxidantes.
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Predecir los compuestos volatiles que se forman a partir de la
degradacion de hidroperoxidos es complicado porque se generan ademads
productos insaturados que también pueden sufrir reacciones posteriores
(Love, 1996).

Los valores del umbral de percepcion de estos compuestos volatiles
generados en la oxidacion lipidica, en general, son mucho mas altos que el
valor del umbral de percepcion de aquellos compuestos que contienen azufre
y compuestos heterociclicos que contiene nitrogeno obtenidos a partir de
precursores presentes en la carne y ademas, son solubles en agua (Forss,
1972; Mottram, 1998). Los aldehidos saturados e insaturados, con 6-10
atomos de carbono, son los principales componentes volatiles de todas las
carnes cocinadas y, por lo tanto, juegan un papel importante en el aroma de
carne. El aroma de estos aldehidos es descrito como verde, graso (Mottram,
1998).

El aroma caracteristico de cada especie de carne se cree que es
responsabilidad de las diferencias en el perfil lipidico particular de cada
especie animal. Los aldehidos, son el producto principal de degradacion de
los lipidos, y se encuentran implicados en ciertas caracteristicas
organolépticas de cada especie. Por ejemplo, la carne de cerdo y pollo tienen
una proporciéon mas alta de acidos grasos insaturados en los triglicéridos
comparada con la carne de ternera o de cordero. Esto permite la generacién
de mas aldehidos en estas carnes, que determina el aroma de las especies

(Mottram, 1998).

11.3.3.1.4.- Degradacion de la tiamina

La tiamina es una vitamina del grupo B que se encuentra en carne de
cerdo en una concentracion 5 a 10 veces mayor que en ternera y cordero. La

degradacion térmica de la tiamina produce tres clases de compuestos
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volatiles derivados del azufre como tiofenos, furanos y tiazoles (MacLeod y
Seyyedain-Ardebili, 1981). Los compuestos derivados del azufre se
caracterizan por poseer umbrales de percepcion muy bajos (Shahidi et al.,
1986), lo cual hace que sean de gran interés por su potencia aromadtica.
También, se debe tener en cuenta la interaccion con otros componentes de
alimentos que afectaran su concentracidn en la fase de gas y, por lo tanto, el

aroma percibido.

I1.3.3.2.- Extraccion e identificacion de los compuestos volatiles

responsables del aroma

11.3.3.2.1.- Técnicas de extraccion

El estudio de los compuestos volatiles caracteristicos del aroma de
jamon curado se ve afectado por muchos factores. No solo afectan factores
genéticos, ambientales y condiciones de procesamiento en la composicion de
los compuestos volatiles, también los resultados se ven afectados por la
metodologia analitica empleada (Flores et al., 1998; Ruiz et al., 2001) como:
la extraccidon con solvente, destilacion a vacio, espacio de cabeza dindmico,
etc. Los estudios realizados en la extraccion de los compuestos volatiles

presenten en jamoén curado se muestran en la tabla I1.5.

11.3.3.2.1.1- Extraccion con disolventes

La técnica de extraccion con disolvente se realiza mezclando la
muestra con un disolvente, y dejando reposar la mezcla hasta que ocurra la
separacion de fases. La fase de extraccion contiene los compuestos volatiles,
aunque algunos pueden permanecer retenidos en la matriz en el proceso de

extraccion, lo que dificulta su separacion. Ademas, el empleo de esta técnica
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Tabla IL.5.- Técnicas empleadas en la extraccion de compuestos volatiles en

el jamon curado.

Tipo de jamén  Técnica de Extraccion  Temperatura Referencia
CO
Bayonne, Purga y trampa (Tenax) 35 Sabio et al. (1998)
Corsican,
Parma, Iberico,
Serrano,Country
-Style
Francés Destilacion a vacio y -- Berdagué et al.
trampa fria (1991)
Francés Purga y trampa (Tenax) 25 Buscailhon et al.
(1993)
Ibérico Fluidos supercriticos 40-60 Timon et al. (1998)
(COy)
Ibérico Purga y trampa (Tenax) 40 Ruiz et al. (1999)
Ibérico Destilacion a vacio y -- Garcia et al. (1991)
trampa fria
Ibérico Purga y trampa (Tenax) 29 Lopez et al. (1992)
Ibérico Microextraccion en fase 25 Ruiz et al. (2001)
solida (SPME)
Ibérico Microextraccion en fase 40-60 Ruiz et al. (1998)
solida (SPME)
Serrano Purga y trampa (Tenax) 40 Flores et al. (1997a)
Serrano y Parma Destilacidon-extraccion -- Dirinck et al. (1997)
Purga y trampa (Tenax) 60
Parma Purga y trampa (Tenax) 40 Barbieri et al.
(1992)
Parma Purga y trampa (Tenax) 50 Hinrinchsen y
Pedersen (1995)
Parma Purga y trampa (Tenax) 40 Bolzoni et al. (1996)

produce la extraccion de lipidos presentes en el alimento que posteriormente

dificultan el anélisis de los compuestos volatiles. Por otra parte, estos

disolventes favorecen la extraccion selectiva de los compuestos volatiles en

funcion de la polaridad del disolvente y de los compuestos volatiles.

Esta técnica no se emplea en el andlisis de compuestos volatiles de

jamon debido a que la extraccion también extrae los lipidos presentes en el

jamon (tabla IL5).
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11.3.3.2.1.2.- Destilacion simultanea con arrastre de vapor

Los compuestos volatiles se obtienen mediante una destilacion a
vacio, de una suspension acuosa del alimento. Este destilado se condensa
mediante trampas refrigeradas para obtener los compuestos en fase acuosa.
Los compuestos volatiles son extraidos de este condensado acuoso mediante
extraccion con disolventes (apartado 11.3.3.2.1.1). En este caso se evita la
posible interferencia de la extraccion de lipidos.

Uno de los primeros trabajos realizados para identificar los
compuestos volatiles presenten en el jamdén curado, se ha realizado
utilizando un sistema de destilacion a vacio equipada con trampas de frio
(Ockerman et al., 1964). En este trabajo se han identificado aldehidos,
cetonas, acidos carboxilicos y compuestos que contienen azufre.

Esta técnica ha sido empleada para el andlisis de compuestos
volatiles de jamon curado Francés (Berdagué et al., 1991), Ibérico (Garcia et
al., 1991), Serrano y Parma (Dirinck et al ., 1997).

Esta técnica se caracteriza por una mayor extraccion de compuestos
volatiles como los acidos carboxilicos, lactonas e hidrocarburos alifaticos

(Flores et al., 1998).

11.3.3.2.1.3.- Extraccion con fluidos supercriticos

La extraccién con fluidos supercriticos (SFE) es una técnica
atractiva, libre de solventes, para la extracciéon de compuestos volatiles. Sin
embargo, se requiere de una inversion inicial alta, debido a que necesita de
un sistema de altas presiones. Ademads, con este tipo de extraccidon se
consume una gran cantidad de didxido de carbono (Zhang et al., 1994). Esta

técnica permite la extraccion de compuestos sensibles a la temperatura
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debido a que las temperaturas de operacion son bajas (Merkle y Larick,
1994).

En la extraccion de compuestos volatiles con dioxido de carbono
supercritico son importantes las condiciones de operacion de presion y de
temperatura. A una menor presion y temperatura (91 atm, 40 °C) se observa
que el nimero y concentracion de compuestos volatiles extraidos del jamoén
curado es mayor que los obtenidos a una presion y temperatura mayor (129
atm, 60°C) (Timon et al., 1998). Dichos autores indican que probablemente
la presion y la temperatura alta modifican la matriz del jamon y puede causar
reacciones entre los componentes de la matriz y los compuestos volatiles
impidiendo la entrada de didxido de carbono, también en dichas condiciones
se pueden producir alteraciones de los compuestos volatiles. Por otra parte,
la solubilidad de acidos grasos y triglicéridos aumenta en condiciones de
presion alta, lo cual impide la extraccion e identificacion de otros

compuestos volatiles.

11.3.3.2.1.4.- Extraccion del espacio de cabeza

La técnica de espacio de cabeza es un método muy popular para la
extraccion de compuestos volatiles en los alimentos y posee las ventajas de
evitar el uso de disolventes, permite el analisis de compuestos de bajo peso
molecular y permite la relaciéon con el aroma nasal percibido antes de ingerir

el alimento.

a) Espacio de cabeza estatico

Consiste basicamente en retirar una porcion del espacio de cabeza,
que posteriormente es analizada. Los volatiles se distribuyen en cada una de

las fases que lo contienen segin el coeficiente de distribucion. La
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temperatura ayuda a disminuir el tiempo requerido para que se alcance el
equilibrio entre la fase gas y la fase (s6lida y/o liquida) que constituye el
alimento (Stevenson et al., 1996).

En la practica, la muestra del alimento se coloca en un vial que
posteriormente es sellado, en algunos casos la muestra es calentada para
permitir la vaporizacion de los compuestos volatiles y se mantiene a una
temperatura un periodo de tiempo lo cual permite establecer el equilibrio en
cada una de las fases. Una vez que los compuestos volatiles se han
equilibrado en cada una de las fases, una alicuota del gas presente en el
espacio de cabeza es retirada con una jeringa, la porcion de espacio de
cabeza es inyectada en el puerto de inyeccion y analizada por cromatografia
de gases.

La cantidad de compuesto volatil presente en el espacio de cabeza
depende de varios factores tales como la cantidad del compuesto presente en
la muestra original, la volatilidad, la solubilidad del compuesto volatil en la
matriz del alimento, la temperatura de analisis, y el tiempo que se mantiene
la muestra para ser acondicionada en el vial.

Las principales ventajas de esta técnica de extraccion son las
siguientes:

- Permite analizar compuestos volatiles de bajo peso molecular, que son
dificiles de cuantificar con la técnica de extraccion con disolventes.

- Existen instrumentos automaticos que calientan los viales con la
muestra, luego retiran una porcién del espacio de cabeza y la inyectan
en el cromatografo de gases. El control automatico aumenta la
reproducibilidad de esta técnica.

- Es un método simple y répido, elimina la presencia de otros reactivos

(disolventes), y el coste es relativamente bajo.
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Las principales inconvenientes del uso de esta técnica son:

- Esta técnica tiene baja sensibilidad debido a la ausencia de
concentracion previa de los compuestos. La concentraciéon del
compuesto volatil en el espacio de cabeza se encuentra en equilibrio
con la matriz del alimento y s6lo una parte del espacio de cabeza es
retirado y transferido al cromatografo de gases para su andlisis.

- La reproducibilidad requiere que se alcance el equilibrio, aunque esta
condicion de equilibrio es dificil de alcanzar por los compuestos menos

volatiles.

b) Espacio de cabeza dinamico

- Purga y trampa

Esta técnica consiste en arrastrar los compuestos volatiles presentes
en el espacio de cabeza mediante una corriente de gas inerte durante un
tiempo suficiente para extraer la mayoria de los compuestos volatiles
presentes.

Los compuestos volatiles arrastrados por el fluyjo de gas son
concentrados o atrapados en un material poroso. Los cuatro materiales
comunmente usados son: Tenax TA, Tekmar N° 8, Vocarb 3000 y Vocarb
4000 (Pillonel et al., 2002). Tenax es el mas usado, es efectivo en recuperar
aldehidos, ésteres, hidrocarburos alifaticos y aromaticos. Es capaz de
concentrar una amplia gama de compuestos voldtiles, es especialmente
eficaz con compuestos aromaticos. Este material puede ser calentado a
temperaturas relativamente altas para la desorcion, y es duradero. No es
conveniente para hidrocarburos muy volatiles (pentano) o para pequefios
alcoholes. Este material ha sido usado para el analisis de diferentes tipos de

espacio de cabeza dindmico existiendo amplia informacion sobre su
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conveniencia para un analisis particular (Wampler, 1997). Por otra parte,
Vocarb 3000 es mas efectivo para atrapar alcoholes y cetonas.
Las principales ventajas de esta técnica son:

- Ofrece las mismas ventajas que la técnica de espacio de cabeza
estatico, es decir, eliminacion de un frente de disolvente,
automatizacion y simplicidad en la preparacion de la muestra.

- Aumenta la sensibilidad, permitiendo el andlisis de compuestos
volatiles a niveles de ppb.

Los principales inconvenientes son:

- Los instrumentos son complejos y requieren ser supervisados en varios
pasos, existen valvulas, zonas de calefaccion, por esto la
instrumentacion es mas compleja y puede ser mas cara, con riesgo de
escapes.

- Requiere mas tiempo de preparacion y analisis que el método estatico.

- La adsorcion de los compuestos volatiles depende del material

adsorbente utilizado.

I1.3.3.3.- Compuestos volatiles aislados en los distintos tipos de jamén

curado

Se han realizados investigaciones para identificar y cuantificar los
compuestos volatiles en jamones curados de Francia (Berdagué et al., 1991;
1993; Buscailhon et al., 1993), Parma (Barbieri et al., 1992; Careri et al.,
1993; Hinrichsen y Pedersen, 1995; Bolzoni et al., 1996) asi como en los
espaifioles Iberico y Serrano (Garcia et al., 1991; Lopez et al., 1992; Flores et
al., 1997a; Timén et al., 1998; Ruiz et al., 1998; 1999; 2001). La tabla I1.6
muestra los compuestos volatiles identificados en estos jamones curados.
Una gran variedad de aldehidos, hidrocarburos alifaticos y aromaticos,

alcoholes, cetonas, y ésteres, se han identificado en jamoén curado, en menor
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Tabla II.6- Compuestos volatiles detectados en el jamon curado.

1Lo6pez et al. (1992), 2Garcia et al. (1991), 3Hinrichsen y Pedersen (1995),
4Barbieri et al. (1992), 5Berdagué et al. (1991), 6Buscailhon et al. (1993), 7Bolzoni
et al. (1996), 8Dirinck et al. (1997), 9Ruiz et al. (1998), 10Ruiz et al. (1999),
11Timon et al. (1998), 12Sabio et al. (1998), 13Flores et al. (1997a), 14Ruiz et al.
(2001), 15Carrapiso et al. (2002).

ALDEHIDOS
(C-T)-2,4-Decadienal ® 2-Pentenal ®
(E)-2-Heptenal * 2-Undecenal > '
(E)-2-Nonenal ? 3-Metil-2-butenal !
(E)-2-Octenal * 3-Metilbutana] > 7% % 10- 1112 13. 14.15
(E)-2-Pentenal * 3 3-Metilhexanal ¢
(E-E)-2,4-Decadienal ® 4-Metil-2-pentenal '
(E-E)-2,4-Pentadienal * 9-Octadecanal °
(E-Z)-2,4-Decadienal > * Acetaldehido > '
(T-T)-2,4-Decadienal * Benzaldehido "% * %% 1112
(Z)-2-Decenal * Benzenacetaldehido > ' '?
(Z)-2-Nonenal * Butanal >+ %!
2,4-Docadienal 11,14 Decanal &89 11.12.13.14
2,4-Nonadienal 381112 Dodecanal %% 1!
2,4-Octadienal 3 Fenilacetaldehido % %°
2-Decenal & 14 Heptanal 785 10. 11, 12,13, 1415
2-Dodecenal ' Hexadecanal >°
2-Furaldehido ' Hexanal 7% 9 10-11. 12, 13. 14.15
2-Heptenal > 7% 101415 Hexenal
Z-Hexenal 1,3,4,6,8,15 Nonanal 1,3,5,6,8,9,11, 12, 13,14
2-Metil-2-butenal * Octadecanal ®
2-Metil-2-pentenal ! Octadecenal > **
2-Metil-2-propenal * Octana] "% 78 11 1213 14,13
2-Metilbutanal > %789 10- 11 12. 13.14.15 Pentadecanal >*
2-Metilbutenal ° Pentanal -+ ¢ 78 % 11 12.13.14.15
2-Metilpropanal > &8 % 12.14.13 Propanal ®
2-Nonenal > %% 121314 Tetradecanal > *
2-Octenal > %12 Undecanal >’

HIDROCARBUROS ALIFATICOS

(E) 2-Octeno ' 1-Hexadeceno '

1,3- Pentadieno '* 1-Octadeceno
1,3-Octadieno ' 1-Octeno + &7 1314
1-Dodeceno ! 1-Tetradeceno '
1-Hepteno *’ 2,2,3-Trimetilpentano *°
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Tabla I1.6- (Continuacién)

2,2,4,6,6-Pentametilheptano ©
2-Dodeceno !
2-Etil-1-dodeceno'!
2-Metildecano !
2-Octeno ¥
2-Tetradeceno !
3-Dodeceno !
3-Hexadeceno '
3-Metilheptano '’
3-Metilhexano '°
3-Metilnonano °
3-Tetradeceno !
4,6,8-Trimetilnoneno 4
4-Metil-1-undeceno !

Dimetilundecano’
Docosano >

Dodecano 2 5 111213
Etilciclopentano '
Heneicosano >3
Heptadecano > !
Heptano 3,4,6,7,8,11,12,13, 14
Hexadecano > !

Hexano 6,8,11,12,13, 14
Metilciclopentano ' 2
Metildecano

Mirceno "2
Nonadecano 2

Nonano 1> 56 112,13

4-Metilheptano Noneno *

4-Octeno ° Octadecano > !!
5-Metildodeceno ! Octano ** 678 9 10.11.12.13
5-Metildecano ! Pentadecano > 31114
Alcano ramificado ! Pentano + &% 14

Alquil ciclopentano ° Policiclopentano ’

. 11 2,8, 11,14
Ciclododecano Tetradecano =™
Decang %% 6% 1113 Tridecano % >'% 14

3 2,511, 12
Deceno Undecano =~ '~
ALCOHOLES

(E)-2-Octen-1-o01*
(z)-2-Octen-1-o0l*
1,2-Propanediol *
1,3-Butanediol "'
1,4-Butanediol '
1-Butano] + 67 8 13.14
1-Butoxi-2-propanol *’
1-Butoxietoxietanol >
1-Decanol !
1-Dodecano
1-Etilciclopropanol ®
1-Heptanol > * 712
1-Heptenol '

1-Hexanol =578 10.11.12.13
1-Octano] -4 5% 13.14
1-Octen-3-o] 2 789 12.14.15
1-Pentano] 78 % 12.13.14
|-Penten-3-o] >4 6.7-10.12.13. 14

1,9,11,12
1,55
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1-Propanol 3,4,7,8,13, 14
1-Tetradecanol *°

2,2- Dimetiloctanol 13
2,3-Butanediol "'
2-Butanol > #7813
2-Butoxietanol > * &7 13
2-Etoxietoxi etanol >
2-Etil-1-hexanol *!!
2-Heptanol '*
2-Hepten-1-ol *
2-Hexanol *
2-Metil-1-butanol **

2-Metil-1-propanol * & 7% 101213

2-Metil-2-buten-1-ol * 7
2-Metil-3-buten-2-01>* 7 12
2-Metilbutan-1-ol 33612
2-Pentanol >+ 7% 12
2-Propanol 3,8,9, 13



Tabla I1.6- (Continuacién)

3-Etoxi-1-propanol '
3,7-Dimetil-1-octen-3-ol*
3-Etilfenol "
3-Metil-2-hexanol "
3-Metil-3-buten-1-01* > 7
3-Metil-butan-1-0l 1+ 7+ & 10- 13
3-Metilfenol '
3-Penten-1-ol°
4-Metilfenol **
4-Metil-2-pentanol "'
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4-Metil-4-heptanol !
5-Metilheptan-2-ol '
cis-3-Hexen-1-ol '
Dodecanol !

Etano] > 68 1213

Etil fenol "2
Feniletanol > > %!
Furfurilalcohol '
Hexadecanol °
Metanol *

HIDROCABUROS AROMATICOS

1,2,3-Trimetilbenceno " * & *

1,2,4-Trimetilbenceno
1,2-Dimetil-3-etilbenceno !
1,2-Dimetilbenceno (o-Xileno)
1,3,4,5-Tetrametilbenceno 1
1,3,5-Trimetilbenceno 10
113,3—Dimetilbenceno (m-Xileno)

1,3,6,12

4,7,12,

1,4-Dimetilbenceno (p-Xileno) "+ &7
8.9, 10,13

1-Etil-2-metilbenceno * & '* 12

1-Etil-3,5-dimetilbenceno '
1-Metoxihexano *
1-Metil-3-metiletil-benceno !

4-Etil-1,2-dimetilbenceno '

Benceno >+ 7®
Bencenometanol !!
Benzonitrilo *
Dimetilfenol ®
Epoxidihidrolinalool *
Etenilbenceno " * & 1°
Etilbenceno
Isopropilbenceno *
Metilvinilbenceno *
Naftaleno !
Propilbenceno
tert-Butilbenceno *
Tolueno > 89 10, 1112, 13,14

395 /5 0y

10, 11,14

CETONAS

1-Hidroxi-2-propanona * %!

1-Penten-3-ona
2,3-Octadien-2-ona 8
2,3-Octanediona 10, 14
2,5-Octadien-2-ona 8

2,6 bis(1,1-dimetil)-2,5-
ciclohexadiene-1,4-diona’
2-Hexanona &% 11314
2-Hidroxi-3-pentanona ®
2-Metiloctan-3-ona’
2-Pentanona '* '
2-Propanona 3,4,6,7,12,13, 14
2-Undecanona *

51

3-Decen-2-ona !

3-Hexanona & 2
3-Hexen-2-ona !!
I’)}—Igigrﬁxibutan-}ona (acetoin)
3-Metil-2-butanona
3-Metil-2-pentanona
3-Nonen-2-ona !
3-Octanona '°
3-Octen-2-ona '
3-Penten-2-ona ' 12
4-Heptanona ' ' 14
4-Hidroxi-4-metil-2-pentanona "'

2,4,7.8,

2,4,7
6,12
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Tabla I1.6- (Continuacién)

4-Metil-2-heptnona ' Butan-2-ona > 7+ #1213 14
4-Metil-2-pentanona ’ Cetona ramificada '
4-Metil-3-penten-2-ona ' Ciclohexanona * ' 2
4-Octen-3-one >+ 7 12 Heptan-2-ona 235 6:8.% 10 1112, 13,14
5-Etil-3-metil-5-hepten-2-ona " Nonan-2-ona > 1% 4
5-Hidroxi-3-metil-3-hexnona ! Octan-2-ona > &% 10-12:14
6,10-Dimetil-(E)5,9-undecadien-2-ona Pentan-2,3-diona > * 8

9 1,3,4,6,7,8,12,13, 14, 15

Pentan-2-ona

4,6,7,9,12,13 : 5
67,9, 12, trans-Geranil-acetona

2,3,6,7,8,12,

6-Metil-5-hepten-2-ona

Butan-2,3-diona (Diacetil)
13,15

ACIDOS CARBOXILICOS

2-Metilbutanoico > ' ' Hexadecanoico®
2-Metilpropanoico *'! Hexanoico "+ 1114
3-Metilbutanoico > ° ' 14 Isohexanoico !
9,12-Octadecadienoico’ Isooctanoico !
9-Hexadecenoico’ Nonanoico > 14
9-Octadecenoico’ Octanoico > 114
Acético '3 111314 Pentadecanoico *°
Benzoico ! Pentanoico 3% 1!
Butanoico lé 41’ 19’1;1’ 1 Propanoico > * !
Decanoico ™ ' Tetradecanoico
Dodecanoico &'+ 14 Undecanoico ’
Heptanoico > '

ESTERES
1-Penten-3-ol acetato ' Etil heptanoato *'?
2-Metilpropil acetato ' Etil hexadecanoato
3-Metilbutil acetato ° Etil hexanoato * 712
Alquil ftalato > Etil octanoato > * 7 12
Butil acetato & ' Etil pentanoato *
Butil decanoato’ Etil propanoato ** '
Dietil ftalato ° Etil tetradecanoato °
Dimetil ftalato ® Hexil butirato !
Etil 1-metilbutanoato ** Linalil acetato !

2,4,6,7,10,12,13 4,6,7

4,7,13

Etil 2-metilbutanoato Metil 2-metilbutanoato
Etil 2-metipropanoato '* Metil 2-metilpropanoato
Etil 3-metilbutanoato > * 1% 1213 Metil 3-hexenoato

Etil acetato >* & 71213 Metil 3-metilbutanoato *’
Etil butanoato >+ 7 12 Metil 3-octenoato *

Etil decanoato >*%° Metil 4-decenoato *
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Metil 4-metilhexanoato *’
Metil 4-metilpentanoato *
Metil 5-hexenoato *’
Metil 6-metilheptanoato*
Metil acetato * 2

Metil benzoato *
Metil butanoato
Metil carbamato !
Metil decanoato *
Metil heptanoato *’

4,7,10,13
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Metil hexadecanoato
Metil hexanoato * 7 1'% 13
Metil nonanoato *

Metil octanoato *’

Metil pentanoato *’

Metil propanoato *’

Pentil butanoato '

Propil acetate

Propil decanoato ®

Propil loctanoato ’

LACTONAS

3-Butirolactona '

y-Butirolactona *'!
y-Hexalactona > > ¢
y-Nonalactona *°

y-Octalactona >
y-Pentalactona ¢
y-Valerolactona®
a-Lactona’

COMPUESTOS AZUFRADOS

9,15

3-(Metil-tio)propionaldehido
3-Metil-tio propanol *
Carbon disulfuro

Dimetil disulfuro >*¢7% 101213
Dimetil tetrasulfuro *°

Dimetil trisulfuro %78 % 10.12.15

Metanetiol > °

Metil 3-(metil-tio)propanoato *
Metil etildisulfuro

Metil n-pentil disulfuro *'?

COMPUESTOS CLORADOS

2,2-Dicloroetanol 6.9
2-Cloronaftaleno > '*
Diclorobenceno
Diclorometano ®®

Tetracloroeteno * '
Tricloroetano '°

Triclorometano (Cloroformo)
11,13

FURANOS

2,2,4-Trimetil-2,5-dihidrofurano !
2,5-Dimetiltetrahidrofurano " °
2-Butilfurano "

2-Ethilfurano &% 10
2-Metil-4,5-dihidrofurano '

53

2-Pentilfurano * 7% 10 13.14
4-Propil 2-metilfurano °
5-etildihidro-2(3H)-furanona’
Dihidro-5-pentil-2(3H)-furanona’
Tetrahidrofurano ®

2,5,6,8,9,
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Tabla I1.6- (Continuacién)

COMPUESTOS NITROGENADOS

2,6-Dimetil 3-etilpirazina’ 3-Vinilpiridina *
2,6-Dimetilpirazina * 7% 1> 13 Acetamida ’
Pirazina *® Isovaleramida '
Trimetilpirazina * ' Propanodiamida '
2-Metilpirazina * 3-Metilbutamina !
Pirrol * 1% Feniletilamina '

1-Metil-2-pirrolidinona’

MISCELANEOS
alfa-Pineno > ' ' Butil hidroxitolueno (BHT)>®
beta-Pineno '* 2 Farnesol °
Acido 1,2-Bencene-di- carboxilico™ ! Limoneno * %% 10-11. 12
2,4,6-Trimetil-1,3,5-trioxano’ Pentiloxirano '
3- Careno
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cantidad se encuentran los acidos carboxilicos, lactonas, compuestos con
azufre y compuestos clorados. La mayoria de los compuestos volatiles
encontrados en jamén curado derivan de la autoxidacion de los dcidos grasos
insaturados, aunque algunos compuestos pueden ser el resultado de la accion
de microorganismos o de la degradacion de Strecker de aminoacidos, y otros
pueden tener su origen en la alimentacién animal como algunas cadenas de

alcanos (Ruiz et al., 2001).

Aldehidos

Constituye una de las familias mas importantes en el analisis
cuantitativo de compuestos volatiles presentes en el jamoén curado (Sabio et
al., 1998; Garcia et al., 1991; Lopez et al., 1992). Los aldehidos tienen
mucha importancia en el aroma de jamon curado debido a su bajo umbral de
percepcion (Shahidi et al., 1986).

Los aldehidos lineales como hexanal, heptanal, octanal, y nonanal
provienen principalmente de la degradacion oxidativa de los acidos grasos
oleico, linoleico, linolénico y araquidonico. El hexanal proviene de la
oxidacion del acido linoleico o de la oxidacion del acido linolénico
esterificado. Es de destacar que la grasa de cerdo tiene altos niveles de acido
linoleico (Lopez et al., 1992).

Los aldehidos con un bajo nimero de atomos de carbonos (C;-Cj)
tienen un aroma fuerte e irritante. En cambio los aldehidos intermedios (Cs-
Cy) tienen un olor descrito como verde, aceite, grasa y, por ultimo los
aldehidos C;-C; tienen un olor a citrico, cascara de naranja (Forss, 1972).

Por otra parte, los aldehidos ramificados y aromaticos como 2-metil-
butanal, 3-metil-butanal, 3-metil-2-butenal, 4-metil-2-pentenal, fenil-
acetaldehido, pueden provenir de la degradacion de Strecker de los

aminodcidos (Garcia et al., 1991; Lopez et al., 1992). En el jamén
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curado, ésta es probablemente la ruta mas importante en la formacion de
aldehidos ramificados (Garcia et al.,1991). Ademas, en el jamdn existe en
alto contenido de aminoécidos debido a la intensa proteolisis y los bajos
valores de actividad de agua que facilitan la generacion de aldehidos
ramificados (Barbieri et al., 1992). Esta ruta de formacion se ha confirmado
al observarse que cuando aumenta el contenido de aldehidos ramificados
disminuye la mayor parte de los a-aminoacidos, incluyendo leucina y
isoleucina, que son los precursores de 3-metil-butanal y 2-metil-butanal,
respectivamente (Ruiz et al., 1999).

Los compuestos derivados de aminoacidos como 2-metil-butanal y
3-metil-butanal, 2 metil-propanal, tienen una importante contribucién en el
aroma de jamon curado (Hinrichsen y Pedersen, 1995). En jamon Serrano se
ha descrito el aroma de 3-metil-butanal como a queso-verde, asociados con
el olor a queso y con olor verde producido al cortar grasa. Durante el proceso
de elaboracion de jamén curado la concentracion de estos aldehidos
ramificados aumenta por lo cual se han propuesto como indicadores del
proceso de maduracion (Ruiz et al., 1999).

Sabio et al. (1998) compara los compuestos volatiles presentes en
diferentes tipos de jamon curado. Todos los aldehidos identificados se
encuentran en los seis tipos de jamon estudiados (Bayona y Corcega de
Francia, Ibérico y Serrano de Espafia, Parma y Light de Italia). En el jamén
Ibérico se encuentra comparativamente una mayor cantidad de estos
compuestos, a excepcion de benzaldehido que se encuentra en mayor
cantidad en el jamon de Corcega y de acetaldehido que se encuentra en
mayor cantidad en el jamén Serrano. Este ultimo compuesto no ha sido
identificado por otros autores en el jamén Serrano (Flores et al., 1997a;
Dirinck et al., 1997) pero si en el jamoén de Parma (Hirinchesen y Pedersen,

1995).
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Al utilizar la técnica de SPME en la extraccion de compuestos
volatiles, el area de respuesta obtenida para el 3-metil-butanal solo alcanza el
1% del total (Ruiz et al., 2001). Este compuesto volatil ha sido descrito
como unos de los que se encuentra en mayor proporcion en jamén curado,
representando el 26,3% del area total de los compuestos volatiles, cuando se
utiliza la técnica de extraccion purga y trampa (Ruiz et al., 1999). Hay que
tener en cuenta que, el area obtenida en cada compuesto por las técnicas que
utilizan materiales adsorbentes (purga y trampa, SPME) no reflejan
necesariamente la proporcion de dichos compuestos en el espacio de cabeza.
Cada compuesto tiene una diferente estructura y exhibe diferente volatilidad
y también diferentes propiedades fisicas que afectan a los coeficientes de
particion entre los materiales adsorbentes y los compuestos (Ruiz et al.,
2001).

Alcoholes

Los alcoholes son en la mayor parte productos de oxidacion de los
lipidos (Shahidi et al., 1986). Mas de 16 alcoholes se han identificado como
productos de la descomposicion oxidativa de lipidos. Por ejemplo, 1-
propanol y 1-butanol pueden derivar del acido miristoleico, 1-pentanol del
acido linoleico, 1-hexanol puede ser formado a partir del 4cido palmitoleico
y acido oleico y 1-octanol de la oxidacion de oleico (Forss, 1972). Por otra
parte, los alcoholes ramificados como 2-metil-propanol, 2-metil-butanol y 3-
metil-butanol derivan de los aminoécidos (Ruiz et al., 1999).

El umbral de percepcidn de estos compuestos es mas elevado que el
de los otros compuestos carbonilos (aldehidos) y, por lo tanto, su influencia
en el aroma es menor (Drumm 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 contribuciéon importante en el

aroma de jamon (Barbieri et al., 1992). Por otra parte, los alcoholes
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insaturados como 1-penten-3-ol y 1-octen-3-ol de alta potencia aromatica se
han encontrado en jamon Ibérico, Serrano, Parma, y Bayona (tabla I1.6).

En el estudio de comparacion de los compuestos volatiles en los
distintos tipos de jamoén (Sabio et al., 1998) se ha encontrado que la
concentracion de los alcoholes insaturados (1-penten-3-ol y 1-octen-3-ol) y
de pentanol es mucho mas alta en jamén de Coércega. Los alcoholes
ramificados (2-metil-propanol, 2-metil-butanol, y 3-metil-butanol) y el
etanol son mas abundantes en el jamén Bayona y Serrano. Los alcoholes
secundarios (2-pentanol y 2-heptanol) se encuentran en mayor proporcion en
jamon Serrano, y los alcoholes de cadenas media (hexanol y heptanol) son
mas abundantes en el jamon Ibérico. Por otra parte, el efecto del tiempo de
proceso sobre la generacion de los alcoholes es importante ya que Flores et
al. (1997a) han encontrado que el jamoén Serrano sometido a un proceso de
curado largo se caracteriza por una alta concentracion de 2-propanol en
comparacion con otros alcoholes. Los niveles de 2-metil-propanol, 1-
butanol, 1-penten-3-ol, 2-pentenol y 1-hexanol se ven reducidos en el jaméon
que ha sido sometido a un largo proceso de curado.

Al utilizar la técnica de SPME en la extraccion de compuestos
volatiles del espacio de cabeza de jamon, se obtiene que el 2-propanol
representa el mayor porcentaje del area de respuesta respecto de los otros
alcoholes identificados (Ruiz et al., 1998). Con la técnica de destilacion a
vacio y trampa fria aplicada en la extraccion de los compuestos volatiles
presentes en jamon Ibérico (Garcia et al 1991) se extrae una gran proporcion
de alcoholes siendo del 22,27% del area de respuesta total. El alcohol en
mayor proporcion es feniletanol (el porcentaje de este compuesto alcanza el
10,27% del area total) que se forma a partir del catabolismo de fenilalanina y
es responsable de ciertas notas frutales.

En jamoén Serrano solo tres alcoholes se han descrito con aromas

especificos 1-penten-3-ol se ha descrito con aroma a cebolla-tostada, 3-
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metil-1-butanol tiene un aroma penetrante a hierba, descrito como aroma
verde y 3-metil-2-hexanol es definido como aroma a patata-trigo (Flores et
al., 1998). También se ha descrito a 1-octen-3-ol como constituyente del
aroma a jamén curado y ha sido definido como responsable de notas de
setas, polvo (Carrapiso et al., 2002). En jamén Francés se ha correlacionado
la concentracién de 1-butanol con el aroma a jamén curado y a carne curada

(Buscailhon et al., 1994).

Hidrocarburos Alifaticos

Las cadenas de alcanos, alquenos y alcadienos pueden ser
producidas por division de los hidroperoxidos generados durante la
oxidacion de los acidos grasos poliinsaturados como linol€ico y linolénico y
araquidonico (Shahidi et al., 1986). Los alcanos y alquenos con mas de 6
carbonos son productos tipicos de la oxidacion lipidica (Berdagué et al.,
1991).

En general, los alcanos no contribuyen significativamente al aroma y
sabor de la carne debido a que no poseen ningun poder aromatico (Shahidi et

al., 1986)

Hidrocarburos Aromaticos

Estos compuestos provienen en muchos casos de la oxidacion de los
acidos grasos, por ejemplo, benzaldehido que proviene del acido linoleico
(Forss, 1972). Los hidrocarburos aromaticos como o-xileno y p-xileno tienen
caracteristicas completamente diferentes que dan olores a caramelo y
frutales, respectivamente (Shahidi et al., 1986). En jamdén Serrano, estos
compuestos (m- o p-) xileno poseen un aroma descrito como ahumado
fendlico, mientras que o-xileno se describe como aroma a caramelo-frutal

(Flores et al., 1997a)
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Cetonas

Estos compuestos se forman a partir de la esterificacion de varios
alcoholes y acidos carboxilicos (Shahidi et al., 1986). En el jamoén Ibérico se
encuentran sé6lo algunos de estos compuestos al utilizar la técnica de purga y
trampa (Lopez et al., 1992). Sin embargo, en el jamoéon Ibérico se ha
encontrado una alta proporcion de 2-propanona, al utilizar la técnica SPME.
La presencia de este compuesto representa el 7,0% del area total (Ruiz et al.,
2001).

En el jamén Francés, la presencia de 2-butanona, 2-pentanona y 2-
hexanona, se ha correlacionado con el aroma a jamén curado y la presencia
de 2-hexanona y 2-heptanona se ha correlacionado con el aroma a carne
curada (Buscailhon et al., 1994). También, en el jamén Francés se ha
observado que 2-pentanona, aumenta en las etapas finales del proceso de
maduracién, y que 2-propanona representa el 36% del area total de los
compuestos volatiles identificados en carne fresca (Buscailhon et al., 1993).

Se ha descrito que 3-hidroxi-2-butanona contribuye con ciertas notas
a mantequilla en carne cocida (Shahidi et al., 1986), aunque, en el jamon
Serrano es identificado como responsable del olor a fresa, y 2,3-butanediona

es responsable de notas a mantequilla (Flores et al., 1997a).

Acidos Carboxilicos

Los 4cidos carboxilicos provienen de la hidrolisis de triglicéridos y
fosfolipidos. Las enzimas responsables de esta hidrolisis son activas durante
el proceso de curado (Motilva et al., 1993).

En la extraccion con didxido de carbono supercritico de compuestos
volatiles de jamén curado se obtiene en el extracto un alto porcentaje de
acidos carboxilicos (32%) (Timon et al., 1998), ya que la extraccion de
acidos grasos y triglicéridos mejora al utilizar fluidos a alta presion (Merkle

y Larick, 1994). Sin embargo, al aplicar esta técnica en jamon curado el alto
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contenido de estos compuestos interfiere en la identificacion de otros
compuestos volatiles (Timon et al., 1998), al tener algunos acidos similares
indices de retencién que compuestos de interés como el hexanal y el 1-octen-
3-ol.

El efecto de la técnica de extraccién para la deteccion de acidos
carboxilicos en el jamoén curado es muy importante. En jamon Ibérico se han
identificado hasta 15 acidos carboxilicos cuando se utiliza la ténica de
extraccion de dioxido de carbono supercritico (Timén et al.,, 1998). En
cambio, en el espacio de cabeza de jamén Ibérico, se identifican 4 acidos
carboxilicos cuando la extraccion se realiza mediante SPME y con la fibra
de polidimetilsiloxano (PDMS). Ademas, con esta fibra solo el acido acético
representa el 8,4 % de area total (Ruiz et al., 1998). Por otra parte, la fibra de
Carboxen/polidimetilsiloxano (Car/PDMS) extrae 10 acidos carboxilicos que
representan un porcentaje del area del 22,5% (Ruiz et al., 2001), la técnica
de purga y trampa extrae 7 acidos carboxilicos en jamon Ibérico (Lopez et
al., 1992), aunque, con la misma técnica Ruiz et al. (1999) no detecta acidos
carboxilicos en dicho jamon.

En jamon de Parma se han identificado en total 7 acidos carboxilicos
diferentes al utilizar la técnica de purga y trampa (Barbieri et al., 1992;
Hinrinchsen y Pedersen, 1995). En jamén Francés se encuentran 10 &cidos
carboxilicos diferentes cuando se utiliza la técnica de extraccion de
destilacion a vacid y trampa fria (Berdagué et al., 1991), pero cuando se
utiliza la técnica de purga y trampa no se han identificado acidos

carboxilicos (Buscailhon et al.,1993) .
Esteres

Estos compuestos contribuyen con ciertas notas frutales en los

alimentos. Los ésteres se forman de la interaccion de acidos grasos libres y
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alcoholes generados durante la oxidacion lipidica en el tejido intramuscular
(Shahidi et al., 1986).

Una gran cantidad de ésteres han sido identificados en jamoén de
Parma y son caracteristicos del aroma de dicho jamén curado (Barbieri et al.,
1992), pero se ha encontrado un porcentaje muy bajo de estos compuestos en
el jamén curado espafiol (Garcia et al., 1991; Lopez et al., 1992; Ruiz et al.,
1998; 1999; 2001) y también se ha encontrado en bajo porcentaje en el
jamon Francés (Berdagué et al., 1991; Buscailhon et al., 1993). Aunque en
jamon Bayona y Serrano se ha encontrado que tienen una cantidad
relativamente alta de etanol y también tiene altas cantidades de etil ésteres
(Sabio et al., 1998). El efecto inhibidor de la oxidacion lipidica que ejerce el
nitrito es probablemente la razéon de la baja concentracion encontrado en
jamon de origen Espafiol y Francés (Flores et al., 1998).

En el espacio de cabeza de jamon Serrano se han encontrado ésteres
de acidos con C;-Ciy que contribuyen con ciertas aromas frutales como
metil-2-metil-propanoato, etil-butanoato, etil-2-metilbutanoato y se ha
descrito con aroma dulce-caramelo. Por otra parte, el metil-hexanoato es el
unico éster encontrado en jamon Serrano que tiene aroma a carne cocida

(Flores et al., 1998).

Lactonas

Las lactonas resultan de la degradacién de lipidos por la formacion
de compuestos ciclicos a partir de los correspondientes hidroxiacidos que
son sub-productos del metabolismo de los 4acidos grasos (Forss, 1972).

En el jamon curado se ha identificado la presencia de algunas
lactonas (tabla I1.6). En el jamén Parma no se identifican estos compuestos
mientras que en jamon Francés se observa que y-pentalactona disminuye en

el proceso (Buscailhon et al., 1993).
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Las y-lactonas tienen un bajo umbral de percepcion (Ruiz et al.,
2002) y se han asociado con el aroma a carne (Shahidi et al., 1986). Las
lactonas con C;-Cy predominan en el aroma de grasa de cerdo caliente

(Forss, 1972).

Compuestos Azufrado

Los compuestos volatiles que contienen azufre se forman a partir de
aminoacidos azufrados como cisteina, cistina y metionina mediante la
degradacion de Strecker (Shahidi et al., 1986). Estos compuestos que
contienen azufre son importantes en el aroma y sabor de la carne porque
tienen un bajo umbral de percepcion (Chang y Petersen., 1977; Drumm y
Spanier, 1991). El compuestos dimetil disulfuro posee un aroma definido
como a “piés”, pero cuando el proceso de curado es largo la concentracion
de este compuesto disminuye (Flores et al., 1997a). El metional (3-metil-tio-
propanaldehido) es considerado como una sustancia aromatica (aroma a
patata cocida) importante en el olor de carne debido a su bajo umbral de

percepcion (Ruiz et al., 2002).

Compuestos clorados

En el jamén Parma no se han detectado compuestos clorados
(Barbieri et al., 1992; Hinrinchsen y Pedersen, 1995; Bolzoni et al., 1996).
En el jamoéon Serrano sélo se han detectado tres compuestos clorados
diferentes (2-cloronaftaleno, 2-diclorometano, triclorometano (Flores et al.,
1997a; Dirinck et al.,, 1997). El origen de estos compuestos es
probablemente por residuos de pesticidas ingeridos por los cerdos
(Buscailhon et al., 1993). También, se ha encontrado triclorometano
(cloroformo) en alta concentracion en jamon Ibérico al utilizar la técnica de
SPME. Sin embargo, la presencia de este compuesto se ha descrito como una

contaminacion de laboratorio (Ruiz et al., 1998).
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Furanos

Estos compuestos se forman a partir de la oxidacion de acidos grasos
y contribuyen al olor a carne cocinada (Shahidi et al., 1986).

Se ha descrito que el compuesto 2-pentil-furano es un producto de la
oxidacion de acido linoleico (Ruiz et al., 2002). Este compuesto se ha
identificado en jamoén Ibérico (Ruiz et al., 1998; 1999; 2001), en jamon
Serrano (Flores et al., 1997a) y en jamoén de Parma (Barbieri et al., 1992;
Bolzoni et al., 1996). En jamén Serrano este compuesto ha sido definido

como aroma a jamon (Flores et al., 1997a).

Compuestos Nitrogenados

En estos compuestos destacan las pirazinas por su poder aromatico.
Las pirazinas son productos de la reaccion de Maillard que ocurre
principalmente cuando la carne es cocinada (Mottran y Edwards, 1983;
Mottran, 1985; Mottran, 1998). La temperatura en el proceso de jamon
curado no favorece la formacion de estos compuestos, que normalmente se
encuentran en carnes cocinadas (Shahidi et al., 1986), ya que durante la
fabricacion del jamén curado las temperaturas usadas son bajas (<30° C). El
proceso de deshidratacion puede favorecer esta reaccion, pero solo se
produce una pequefia cantidad de pirazinas (Sabio et al., 1998).

En los estudios realizados para identificar compuestos volatiles en
jamon curado se han identificado s6lo cinco pirazinas diferentes (ver tabla
I1.6). Estos compuestos no se encuentran en estudios realizados en jamon
Ibérico, ni tampoco se identifican en estudios realizados en jamoén Francés.
En jamén Serrano se han identificado sélo dos; metilpirazina y 2,6-
dimetilpirazina (Flores et al., 1997a).

Las pirazinas son consideradas como un componente clave en los
alimentos por impartir ciertas notas de aroma a frutos secos y tostado

(Barbieri et al., 1992). En jamoén Serrano la metilpirazina se ha asociado con

64



ANTECEDENTES BIBLIOGRAFICOS

aromas a frutos secos y en el caso de 2,6 dimetilpirazina con aroma a frutos
secos tostados (Flores et al., 1997a). La nota aromatica de estos compuestos
es muy importante en la percepcidon total, ya que la mayoria de estos
compuestos nitrogenados tiene un bajo umbral de percepcidon (Ruiz et al.,

2002).

Terpenos

La presencia de limoneno y otros terpenos es usual en jamén curado,
y se debe a que estos compuestos son constituyentes de la fraccion
insaponificable de la grasa vegetal. Estos compuestos provienen de la
alimentacion y son acumulados en la grasa del animal (Sabio et al., 1998).
Estos compuestos se encuentran en mayor proporciéon en los jamones
curados de Bayona y de Corcega, y su el origen se debe probablemente a la
aplicacion de pimienta negra en la superficie de estos jamones franceses

durante su fabricacion.

IL4.- LA MICROEXTRACCION EN FASE SOLIDA (SPME) PARA
EL ANALISIS DE LOS COMPUESTOS VOLATILES

La microextraccion en fase solida (SPME) es una técnica
relativamente nueva y versatil que permite obtener y concentrar compuestos
volatiles desde el espacio de cabeza (Arthur y Pawliszyn, 1990). La
adsorcién de compuestos volatiles desde el espacio de cabeza se realiza al
exponer la fibra de SPME en el espacio de cabeza donde los compuestos
responsables del aroma y sabor son adsorbidos por la fibra de SPME y
posteriormente son liberados en el puerto de inyeccidon del cromatdgrafo de
gases para su correspondiente separacion y analisis. La desorcidon térmica

elimina completamente los compuestos organicos adsorbidos y permite la
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inmediata utilizacion de la fibra (Zhang y Pawliszn, 1993; Zhang et al.,
1994).

La unidad de SPME esta compuesta por un émbolo, un cuerpo y una
aguja protectora (figura I1.5). El émbolo permite exponer la fibra que se
encuentra protegida en la aguja protectora. La exposicion de dicha fibra
permite que los compuestos volatiles sean adsorbidos desde el espacio de
cabeza asi como la desorcion térmica de dichos compuestos en el puerto de
inyeccién del cromatdgrafo de gases permiten su analisis. El cuerpo contiene
un indicador que controla la profundidad de la inyeccidn tanto en el espacio
de cabeza como en el puerto de inyeccion del cromatégrafo de gases. La
aguja contiene la fibra de SPME, que consiste en una fibra de silice

recubierta por una capa de fase estacionaria selectiva.

—» EMBOLO

% CUERPO /

o b LY

—» AGUIA ™. .~
’ PROTECTORA ™~

Figura IL.5.- Diagrama de la unidad de SPME (Zhang et al., 1994).
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Los compuestos volatiles adsorbidos por la fibra son desorbidos en el
cromatdgrafo de gases. Cuando aumenta la temperatura, el coeficiente de
particion entre la fibra / gas disminuye y la habilidad de la fibra para retener
los compuestos adsorbidos decrece rdpidamente. La velocidad de flujo del
gas portador, constante en el inyector del cromatégrafo de gases, también
ayuda a desorber los compuestos. Los compuestos volatiles y semi-volatiles
son desorbidos en fraccion de segundos cuando la temperatura se encuentra
entre 150°C y 250°C (Zhang et al., 1994).

Esta técnica ha sido inicialmente desarrollada para adsorber
compuestos volatiles desde soluciones acuosas (Arthur y Pawliszyn, 1990),
pero su uso actual se ha extendido a la adsorcion de compuestos volatiles
desde el espacio de cabeza de multitud de alimentos (vinos, café, zumo de
naranja, queso, frutas, etc) (tabla I.7). Sin embargo, las aplicaciones de la
técnica de SPME para el andlisis de compuestos voldtiles en carne y
productos carnicos son muy escasas. Solo existen algunos estudios
relacionados con los compuestos volatiles presentes en carne de pavo
cocinada (Brunton et al., 2000; 2001), carne de cerdo cocinada (Elmore et
al., 2000; Estévez et al., 2003), y jamon curado (Ruiz et al., 1998; 2001). El

objeto del estudio y las condiciones (tipo de fibra) se detallan en la tabla I1.7.

I1.4.1.- Aspectos tedricos de la adsorcion de los compuestos volatiles por

la fibra de SPME

Cuando la fibra de SPME es expuesta para la adsorcion de los
compuestos volatiles, existen procesos de equilibrio de particién entre las
fases (Zhang y Pawliszyn, 1993), es decir, entre la fase liquida, (esta fase
contiene la solucion de compuesto volatil), la fase gas (que corresponde al

espacio de cabeza) y la fase solida (es decir, la fibra de SPME).
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Cuando las fases se encuentran en equilibrio, la cantidad total de
compuesto volatil (CyV,) es igual a la suma de las cantidades de volatiles

presente en la fibra, en el espacio de cabeza y en la solucion (Ec. 5).

C,V, =CyV,+CJV,+CJV; Ec5s

donde:
C, : Concentracion de volatil inicial en la solucion acuosa (mol L™)
C,”: Concentracién en equilibrio de compuesto volatil en la fibra (mol L™)
C,”: Concentracion en equilibrio de compuesto volatil en la solucion acuosa
(mol L™)
C;”: Concentracion en equilibrio de compuesto volatil en el espacio de
cabeza (mol L™
Vi: Volumen de la fibra (L)
V,. Volumen de la solucion acuosa (L)

V;: Volumen del espacio de cabeza (L)

Si se define un coeficiente de particion entre la fibra de SPME y el

espacio de cabeza como:

_G

K, =
C3

Ec.6

Y el coeficiente de particion entre el espacio de cabeza y la solucidon

acuosa como:

K,=—> Ec.7
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La cantidad adsorbida por la fibra (M,) es:

_ C0V1V2K|K2
K,K,V,+K,V; +V,

M,=C?"V, Ec.8

El potencial quimico del compuesto volatil en el espacio de cabeza

se puede expresar como:

i, = u’m + RTIn(P,/P%) Ec.9

donde:

us: Potencial quimico del compuesto volatil en el espacio de cabeza
(kJ/mol)
u O(T): Potencial quimico del compuesto volatil a la presion estandar P°
(P°=1atm) y temperatura absoluta

PY5: presion de vapor del compuesto volatil en la fase vapor (atm)

De igual forma, el potencial quimico del compuesto volatil en la

fibra y en la fase acuosa puede ser expresado como:

i, =p’m +RTIn(PY/P%) Ec.10

i, =p’m + RTIn(R) /P°) Ec.11

donde:
w;: Potencial quimico del compuesto volatil en la fibra (kJ/mol)

uy: Potencial quimico del compuesto volatil en la solucién acuosa
(kJ/mol)
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P,": presiéon de vapor del compuesto volatil que esta en equilibrio con el
compuesto volatil en la fibra (atm)
P,": presion de vapor del compuesto volatil que estd en equilibrio con el

compuesto volatil en la solucién acuosa (atm)

De acuerdo a la ley de Henry:

PY =K,C7 Ec.12
P, =K,C3 Ec.13

donde:
Kg: Constante de Henry del compuesto volatil en la fibra

Ky: Constante de Henry del compuesto volétil en la solucion acuosa

Cuando las tres fases se encuentran en equilibrio, el potencial

quimico de las tres fases es idéntico

Ly =H, = Hj Ec.14

A partir de las ecuaciones que define el potencial quimico en cada
fase (Ec.9, Ec.10, Ec.11) y la ecuacion de equilibro quimico (Ec.14), se

obtiene:

pY =P, =P; Ec.15

Si se considera que el compuesto volatil se comporta como un gas

ideal, entonces es valida la ecuacidn general de los gases ideales:
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PV, = N RT Ec.16

donde:

Ny: Numero de moles de compuesto volatil en el espacio de cabeza

A partir de la ecuacion anterior (Ec.16), se obtiene:

P,)) = C7RT Ec.17

De las ecuaciones Ec.12, Ec.13, Ec.15 y Ec.17 es posible obtener los

coeficientes de particion en funcion de las constantes de Henry:

K|=C—L:E Ec.18
G K

Klzc_lo:E Ec.19
G Kg

El coeficiente de particion entre la fibra y la solucion acuosa puede
ser expresado como:

_ Ky =K K, Ec.20
K

F

K

fibra—agua

donde:

Kibra-agua:  Coeficiente de particion entre la fibra y la solucién acuosa

Por tanto, la cantidad adsorbida por la fibra (M;, Ec.8) puede ser
expresada en funcion del coeficiente de particion entre la fibra y la solucion

acuosa, de la siguiente forma:
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COVIVZK fibra —agua

= Ec.21
Kﬁbra —agua Vl + K2V3 + V2

M,

La cantidad adsorbida por la fibra se puede calcular a partir de la
concentracion inicial de compuesto volatil, del coeficiente de particion entre
la fibra y agua, el coeficiente de particion entre la fibra y aire, y el volumen

de espacio de cabeza, volumen de la fibra y volumen de la soluciéon acuosa.

I1.4.2.- Optimizacion de las condiciones de operacion

La velocidad de la extraccion es controlada por el fenomeno de
transporte de masa de los compuestos volatiles desde la matriz a la fibra de
SPME. Varios factores incrementan la sensibilidad de esta técnica de
extraccion, entre ellos se puede mencionar la temperatura de anélisis,
caracteristicas de la matriz, tiempo de exposicion, fuerza idnica de la matriz,
estructura del compuesto volatil, y polaridad de la fibra. Por todo ello, en la
aplicacion de esta técnica de extraccion y concentracion de compuestos
volatiles se deben tener en cuenta las condiciones de operacion.

Se considera que la extraccidon con la fibra de SPME es completa
cuando la concentracion de compuesto volatil alcanza el equilibrio entre la
matriz de ensayo y la fibra (Roberts et al., 2000). Sin embargo, el tiempo de
equilibrio depende del tipo de compuesto volatil, de la matriz, de las
condiciones de agitacion y de la temperatura.

Para la cuantificacion de los compuestos volatiles no se requiere que
exista equilibrio entre la fibra y el espacio de cabeza, pero si se deben
realizar en las mismas condiciones la adsorcion de los compuestos volatiles

desde los patrones y en cada ensayo (Jelen et al., 1998).
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En el analisis cuantitativo de compuestos volatiles utilizando la fibra
de SPME se requiere una buena reproducibilidad entre los ensayos y debe
existir una respuesta lineal entre el compuesto volatil adsorbido por la fibra y
la concentracidon del compuesto volatil en el espacio de cabeza (Brunton et
al., 2000). En este sentido, al utilizar la técnica de SPME en el analisis de
compuestos volatiles del zumo de naranja, se han encontrado bajos
coeficientes de variacion, y una correlacion lineal entre la concentracion de
dichos compuestos y el area de respuesta. Por tanto, la técnica de SPME es
adecuada para el andlisis cuantitativo y cualitativo de compuestos volatiles
presentes en el zumo de naranja (Jia et al., 1998).

En el analisis de alimentos, donde los compuestos tienen afinidades
diferentes por la fibra y se encuentran en concentraciones diferentes, es
posible que la mayoria de los compuestos no se encuentren en el intervalo
lineal, debido a la alta sensibilidad de la fibra de SPME. Una alternativa para
solucionar este problema es la dilucion de la matriz o la reduccion del
tiempo de adsorcion (Roberts et al., 2000).

Algunos compuestos volatiles que tienen alta afinidad por la fibra, es
decir, el coeficiente de particion K; muy alto, son altamente adsorbidos por
la fibra y pueden reducir la adsorcion de otros compuestos. Este fenomeno
de competicion ocurre cuando la concentracién excede el limite superior del
intervalo lineal. Goérecki et al. (1999) observan este fendmeno de
competicion al utilizar las fibras PDMS/DVB y Caw/DVB. Este efecto es
semejante en ambas fibras, donde se extrac mas 4-metil-2-pentanona, si la
solucion contiene solo esta cetona. La cantidad adsorbida por la fibra
disminuye cuando la solucidén contiene 4-metil-2-pentanona y benceno, ya
que la constante de afinidad del benceno por las fibras es mayor que la
constante de afinidad de 4-metil-2-pentanona por las fibras.

Para evitar que ocurra este fendmeno de competicion se puede

reducir el tiempo de extraccion. De esta manera, se reduce la posibilidad de
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sobrecargar la fibra, especialmente cuando se analizan juntos compuestos de
baja y alta afinidad (Roberts et al., 2000), como ocurre en los alimentos.

La posicion de la fibra en el puerto de inyeccion, es decir, la
profundidad a la que es inyectada la fibra para su desorcidn en el puerto de
inyeccion del cromatdgrafo tiene un impacto significativo en el proceso de
desorcion (Arthur y Pawliszyn, 1990). Ademas, el tiempo necesario para la
desorcién de los compuestos volatiles en el cromatdgrafo depende de la
temperatura del inyector, debido a que la afinidad entre el compuesto volatil

y la fibra disminuye con la temperatura.

11.4.3.- Seleccion de la fibra de SPME

La seleccion de una fibra de SPME adecuada resulta de gran
importancia para establecer las condiciones de operacion para la extraccion
y analisis de compuestos volatiles.

La seleccion de la fibra recubierta de SPME es funcion de la polaridad
del compuesto y de su peso molecular. Compuestos volatiles o de bajo peso
molecular generalmente requieren una fibra recubierta con 100 pm de
polidimetilsiloxano (PDMS). Compuestos semivolatiles o de peso molecular
mas alto se extraen mas eficientemente con una fibra de 30 um de PDMS o
de 7 um de PDMS. Para extraer analitos muy polares en muestras polares es
recomendable usar una fibra recubierta con 85 um de poliacrilato (PA)
(Zhang et al, 1994). Analitos mas polares como los alcoholes y las aminas,
son adsorbidos mas eficientemente y liberados mas rapidamente con la fibra
de 65 um de polidimetilsiloxano/divinilbenzeno (PDMS/DVB). Para el
analisis de compuestos volatiles a nivel de trazas se recomienda el uso de 75

pm carboxen/polidimetilsiloxano (Car/PDMS) y para un intervalo de
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compuestos (C3;-Cy9) se recomienda la fibra de 50/30 divinilbenzeno/
carboxen en PDMS (DVB/Car/PDMS) (Pillonel et al., 2002).

Dufour et al. (2001) evalua la extraccién de compuestos volatiles de
queso desde el espacio de cabeza con diferentes fibras. Los compuestos
volatiles extraidos por las fibras incluyen 4cidos grasos, lactonas,
compuestos carbonilo y ésteres. La fibra de Car/PDMS 75 pum extrae la
mayor cantidad de compuestos volatiles desde el espacio de cabeza, seguido
en orden decreciente por las fibras de PDMS/DVB 65 pum,
carbowax/polidimetilsiloxano (Cw/PDMS) 65 um, PA 85 um y PDMS 100
pm. Las fibras bi-polares PDMS/DVB y, en menor grado, la fibra bi-polar
Car/PDMS, mostraron la mayor selectividad, es decir, el mayor niimero de
compuestos adsorbidos. Las fibras con polaridad simple (PA, PDMS,
Cw/PDMS) extraen un namero inferior de compuestos. Asi pues, las fibras
bi-polares son capaces de extraer una variedad mas amplia de compuestos
respecto de las fibras de polaridad simple.

Gorecki et al. (1998) identifica dos tipos de fibra segun el proceso de
extraccion de los compuestos. En el primer grupo se encuentran las fibras de
PDMS y PA, que extraen los compuestos volatiles via absorcion. La fibra de
PDMS es un liquido muy viscoso que parece un solido. La fibra de PA es un
solido cristalino que se convierte en liquido a temperaturas de desorcion. Las
fibras de PDMS/DVB, Cw/DVB, y Car constituyen el otro grupo de fibras
que en la primera fase de la extraccion se comportan como un sé6lido poroso,
extrayendo los compuestos via adsorcion. Los fundamentos de la adsorcion y
absorcion son diferentes, la figura 11.6, muestra el proceso de extraccion por
absorcion y adsorcion al utilizar las fibras de SPME en la etapa inicial y en
la etapa de equilibrio.

El compuesto volatil inicialmente es atraido por la superficie de la
fibra. El coeficiente de difusién determina si los compuestos migran al

interior o se mantienen en la superficie de la fibra. La difusién de los

78



ANTECEDENTES BIBLIOGRAFICOS

Inicial Equilibrio

Soporte

ora de SPME Compuesto volatil
ibra de /
AT Ry
B * o5 K o TAK

Adsorcién poros pequefios

Figura I1.6.- Extraccion de compuestos volatiles por la fibra de SPME via

absorcion y adsorcion. (Gorecki et al., 1998).

compuestos volatiles en la fibra de PDMS es relativamente rapida y esta
fibra extrae compuestos volatiles via absorcion. Los coeficientes de difusién
de la fibra de PA son bajos, pero todavia lo bastante grande para que el
mecanismo de extraccion sea la absorcion.

Por otra parte, en las fibras DVB y Car los coeficientes de difusion
de los compuestos volatiles son muy pequenos y el tiempo de anélisis con la
fibra de SPME es breve. A efectos de analisis el proceso de extraccion de
estas fibras es la adsorcidén ya que los compuestos volatiles permanecen
sobre la superficie de fibra (Gorecki et al., 1998).

Otro factor que afecta la eficiencia en la adsorcion de la fibra de
SPME es el tamafio del compuesto a extraer. Compuestos volatiles de bajo
peso molecular se extraen mejor utilizando fibras porosas como Car o DVB.

Un claro ejemplo es la extraccion de acidos grados de cadena corta presentes
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en el espacio de cabeza. Estos compuestos son adsorbidos eficientemente por
la fibra de Car/PDMS, pero esta extraccion disminuye cuando la cadena de
acido graso aumenta. Por otra parte, las fibras PA, PDMS, PDMS/DVB y
Cw/DVB alcanzan una adsorcion del 4acido decanoico muy similar
demostrando que la eficiencia de adsorcion de estas fibras aumenta con la
longitud de la cadena (Dufour et al., 2001).

Brunton et al. (2000) evaluaron la adsorcidon cuantitativa de hexanal
presente en la carne de pavo. Dichos autores encontraron que la fibra
Car/PDMS es mucho mas sensible que las Cw/PDMS y PDMS/DVB. Sin
embargo, al evaluar las mezclas de aldehidos (Cs-Cy) utilizando diferentes
fibras (Car/PDMS y PDMS/DVB), el area de respuesta de cada aldehido en
forma individual es muy similar al area de respuesta obtenida en la mezcla
de aldehidos. Por otra parte, al utilizar la fibra Cw/PDMS, el area obtenida
es mucho menor que la obtenida por las otras dos fibras, tanto con la mezcla

de aldehidos, como con cada aldehido en forma individual.

11.4.4.- Factores que afectan a la adsorcion de compuestos volatiles por
la fibra de SPME

La fibra de SPME estd compuesta por un soporte y por una fibra de
silice recubierta con una capa de una fase estacionaria selectiva. Cuando la
fibra de SPME es expuesta para el andlisis ocurren procesos de equilibrio de
particion entre la fibra de SPME vy el espacio de cabeza. El tiempo requerido
para alcanzar dicho equilibrio y la cantidad de compuesto volatil adsorbida
por la fibra de SPME se ve afectada por factores tales como la presencia de
sal, agitacion, temperatura y tipo de fibra (Jelen et al., 1998; Jia et al., 1998;
MacGillivray et al., 1994). En el caso del tipo de fibra ya se ha descrito el

efecto que tienen los distintos recubrimientos (apartado 11.4.3).
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11.4.4.1.- Efecto de la fuerza ionica

La presencia de electrolitos puede influenciar la adsorcion de la fibra
de SPME, cambiando las propiedades de la superficie del liquido y
disminuyendo la solubilidad de compuestos hidrofobicos en la fase acuosa
(Yang y Peppard, 1994). En la mayoria de los compuestos estudiados, se ha
observado que la adsorcidn de la fibra de SPME aumenta con el aumento de
la fuerza iodnica.

Jelen et al. (1998) estudia el efecto de la concentracién de sal sobre la
adsorcién de compuestos volatiles desde el espacio de cabeza. La fibra de
SPME de PA adsorbe desde el espacio de cabeza mas alcoholes y ésteres
presentes en la cerveza cuando la concentracion de cloruro de sodio
aumenta. Ademas, la adicion de cloruro de sodio a la cerveza permite una
disminucion en el limite de deteccion, es decir, la fibra de SPME adsorbe
una mayor cantidad de compuesto volatil y, por lo tanto, esta practica se
puede utilizar para analizar compuestos de interés como ésteres que se
encuentran presentes en trazas.

En la adsorcion con la fibra de PDMS 100 um, se observa que la
adicion de cloruro de sodio en solucidn tiene un efecto positivo sobre la
extraccion de hidrocarburos aromaticos (beceno, tolueno, etilbenceno, p-y
m-xileno) desde el espacio de cabeza de soluciones acuosas (MacGillivray et
al., 1994). Dependiendo del tipo de compuesto, la adsorcion puede aumentar
con la concentracion de cloruro de sodio (Yang y Peppard, 1994). Sin
embargo, se ha observado que con otros compuestos volatiles (cis-3- hexenil
acetato, etil acetato, geranial), la adsorcion aumenta inicialmente con la
concentracion de sal y posteriormente la adsorcion se estabiliza. En el caso
de etil hexanoato, acido hexanoico y triacetina, se ha observado que la
adsorcion aumenta inicialmente con la concentracion de cloruro de sodio y

luego esta adsorcion disminuye con el incremento de dicha concentracion.
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En otros casos (el limoneno, o la anetola y la B-ionona), se ha observado que
la adsorcion en la fibra de SPME decrece con la concentracion de sal (Yang

y Peppard, 1994).

11.4.4.2.- Efecto de la temperatura

La temperatura disminuye el tiempo requerido para alcanzar el
equilibrio entre el espacio de cabeza y la fibra de SPME pero, a su vez,
disminuye la cantidad de volatil adsorbida por la fibra de SPME desde el
espacio de cabeza. Al aumentar la temperatura, aumenta la energia cinética
de las particulas produciendo un aumento en el coeficiente de particion entre
el espacio de cabeza y la solucion acuosa (K;). Sin embargo, el proceso de
adsorcion de los compuestos volatiles por la fibra de SPME es exotérmico,
por lo que el coeficiente de particion entre la fibra y el espacio de cabeza
(K;) disminuye. Esto se traduce en una disminucion de la cantidad adsorbida
por la fibra desde el espacio de cabeza cuando la temperatura aumenta (Jia et
al., 1998).

Este efecto se ha descrito por MacGillivray et al. (1994) utilizando la
fibra de PDMS de 100 um. Se observa que la cantidad de compuesto volatil
adsorbida disminuye al aumentar la temperatura desde 22,5° a 40 °C. La
temperatura mas baja favorece el proceso de adsorcion, aunque el efecto de
la adsorcidon por la fibra a una temperatura inferior es mayor que el
incremento de la concentracion del compuesto volatil en la fase vapor por
efecto del incremento de la temperatura de extraccion a 40 °C (MacGillivray
et al., 1994).

Jia et al. (1998) en el andlisis de compuestos volatiles presentes en
zumo de naranja, y utilizando fibras de SPME de PDMS de 100 um,
observan que el area total de respuesta disminuye con el aumento de la

temperatura de andlisis desde 25 °C a 80 °C. Ademas, con el aumento de la
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temperatura disminuye el tiempo necesario para que se alcance el equilibrio
entre la fibra y el espacio de cabeza, ya que la energia cinética de los

compuestos volatiles es mayor.

11.4.4.3.- Efecto de la agitacion

El tiempo de equilibrio entre los compuestos volatiles y la fibra de
SPME se puede acortar mediante la agitacion de la solucién acuosa. La
velocidad de extraccion estd controlada por la velocidad de transporte de
masa de los volatiles desde la solucion acuosa a la fibra (Zhang y Pawliszyn,
1993). Los perfiles de extraccion de los compuestos volatiles desde el
espacio de cabeza se ven drasticamente afectados por efecto de la velocidad
de agitacion de la solucion (Louch et al., 1992). Se observa que a medida
que disminuye la velocidad de agitacion, aumenta el tiempo necesario para

que se alcance el equilibrio entre la fibra y el espacio de cabeza.

11.4.5.- Uso de la técnica de SPME en carne y productos carnicos

Los estudios realizados con la técnica de SPME en carne y productos
carnicos se han orientado al analisis de los productos de la oxidacion lipidica
y al estudio de los compuestos volatiles responsables del aroma y sabor. Esta
técnica de extraccion ha sido utilizada como una técnica alternativa para
detectar oxidacion lipidica en carne precocida (Nielsen et al., 1997). Al
utilizar la técnica de SPME con la fibra de PDMS 100 um obtienen un buen
coeficiente de correlacion (0,98) entre sustancias reactivas al dacido
tiobarbitarico (TBARS) y hexanal.

Brunton et al. (2000) han evaluado diferentes fibras de SPME para
medir cuantitativamente hexanal en carne cocida de pavo. La fibra

PDMS/DVB resulta mas efectiva en términos de linealidad y
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reproducibilidad. Los valores de los limites de deteccion obtenidos para las
fibras Car/PDMS, PDMS/DVB y Cw/DVB son 2, 7 y 12 ng hexanal/g de
musculo respectivamente, esto indica que la fibra Car/PDMS tiene una
mayor sensibilidad por hexanal.

Para analizar compuestos volatiles presentes en el espacio de cabeza
de jamon curado se han utilizado las fibras de PDMS de 100pum (Ruiz et al.,
1998) y de Car/PDMS (Ruiz et al., 2001). Con esta técnica de SPME es
posible obtener una variedad de compuestos volatiles con diferentes pesos
moleculares.

Recientemente, Estévez et al. (2003) han utilizado la fibra de
DVB/Car/PDMS para analizar la generacion de compuestos volatiles de
carne de cerdo refrigerada y cocinada. Goodridge et al. (2003) ha estudiado
la interaccion entre hexanal y miofibrillas de pollo con la fibra PDMS. En
este estudio los resultados se expresan como porcentaje de hexanal que

disminuye debido a la adicion de las miofibrillas.

11.4.6.- Uso de la técnica de SPME en el estudio de las interacciones

entre los compuestos volatiles y las proteinas

La técnica de SPME se ha utilizado en alimentos, principalmente en
la identificacién y cuantificacion de compuestos volatiles presentes en el
espacio de cabeza. Estos compuestos volatiles migran desde la matriz del
alimento y generalmente se encuentran en equilibrio quimico. Sin embargo,
hasta el momento son todavia escasas las publicaciones relacionadas con el
estudio de la interaccion entre los compuestos volatiles y las proteinas
utilizando la técnica de SPME. El estudio de la interaccion entre compuestos
volatiles que contienen azufre (bisulfuros) y la ovoalbimina se realiza
utilizando la fibra Car/PDMS de 65 um (Adams et al., 2001). En primer

lugar, al utilizar la técnica de SPME para medir compuestos volatiles
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presentes en el espacio de cabeza de una solucion de ovoalbumina se obtiene
una reproducibilidad muy buena con un coeficiente de variacion muy bajo.
En el estudio de la interaccion, se obtiene que el porcentaje de recuperacion
de los compuestos volatiles desde el espacio de cabeza es muy similar en
presencia de la proteina a pH 6,7 y en el control. Sin embargo, a pH 8,0 esta
diferencia es significativamente mayor, ya que al aumentar el pH aumenta
también la interaccion. Al desnaturalizar la ovoalbumina por calor
disminuye el porcentaje de recuperacion de los compuestos volatiles porque
la interacciébn aumenta. Los autores proponen una interaccion de tipo
irreversible, siendo las reacciones de intercambio entre grupos sulfuro de la
proteina y los grupos bisulfuro de los compuestos las responsables de la
disminucion de la concentracion en el espacio de cabeza.

Jung y Ebeler (2003) utilizaron la fibra de SPME para estudiar la
interaccion entre cetonas y BSA. Los resultados indican que la interaccion
con BSA es mayor con 2-nonanona (45%) comparada con la interaccion con
2-heptanona (29%). También estudian la interaccion entre la J-
lactoglobulina y algunos compuestos volatiles utilizando la fibra de SPME.
El porcentaje de reduccion desde el espacio de cabeza de hexanal,
heptanona, etil-heptanona e isoamilacetato en presencia de -lactoglobulina
alcanza un 30%, 20%, 20% y 5%, respectivamente. Sin embargo, en estos
estudios no se determinan los parametros de interaccion.

Una de las aplicaciones mas recientes, es el trabajo realizado por
Goodridge et al. (2003) que estudia la interaccion entre la miofibrilla de
pollo y el hexanal, utilizando la fibra de PDMS 100 um. Los autores
concluyen que la técnica de SPME es un método mas sensible que el

TBARS para el estudio en las etapas iniciales de la oxidacion lipidica.
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OBJETIVOS

Se plantean los siguientes objetivos de investigacion:

1.- Seleccionar las condiciones optimas de operacion de la microextraccion
en fase sélida para el andlisis de compuestos volatiles representativos del

aroma del jamén curado.

2.- Identificar y cuantificar los compuestos volatiles presentes en el espacio
de cabeza del jamon curado utilizando la técnica de micro-extraccion en

fase solida.

3.- Estudiar la interaccion de compuestos representativos del aroma del
jamoén curado con componentes de la matriz proteica de la carne:
dipéptidos (carnosina y anserina) y proteinas sarcoplasmicas

(mioglobina).
4.- Estudiar el efecto del pH, y la adicion de agentes de curado sobre la

interaccion entre los compuestos aromaticos del jamon curado con

componentes de la matriz proteica de la carne.
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PLAN DE TRABAJO

Con el fin de llevar a efecto los objetivos propuestos, se plantea el

siguiente plan de trabajo:

1.- Optimizacion de la técnica de microextraccion en fase solida (SPME)

para el andlisis de los compuestos volatiles presentes en el espacio de

cabeza del jamon curado.

1.1.-

1.2.-

Estudio de los factores que afectan la extraccion de los
compuestos volatiles por SPME.

Se estudian los factores que afectan a la extraccion como: tiempo
de contacto, pH, fuerza idnica, fibras.

Analisis de los compuestos extraidos por SPME.

Los compuestos volatiles extraidos por la técnica de SPME se
analizan por cromatografia de gases y se identifican utilizando un
espectrometro de masas (MS). Ademas, se cuantifican los
compuestos extraidos utilizando para ello un detector de

ionizacion de llama (FID).

2.- Estudio de la interaccion entre los compuestos volatiles y los

compuestos proteicos solubles presentes en jamon curado.

2.1.-

2.2.-

Optimizacion de la técnica de SPME para el estudio de las
interacciones.

Los estudios de interaccidn se llevan a cabo mediante la técnica
SPME y analisis de la concentracién de volatil retenida por CG-
FID. Las interacciones se estudian mediante la ecuacién de
Scatchard para el céalculo de la constante de interaccion (K) y el
numero de sitios de union (n).

Estudio de la interaccion entre compuestos volatiles y péptidos.

Entre los compuestos volatiles identificados en el espacio de
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2.3.-

cabeza de jamoén curado, se seleccionan 6 basandose en su
estructura quimica y en su poder aromatico y se escogen dos
péptidos (carnosina y anserina) presentes en jamon curado.
Estudio de la interaccidn entre compuestos volatiles y
mioglobina.

En este estudio se analizan los mismos compuestos volatiles que
en el apartado anterior y como proteina se selecciona mioglobina

representativo de las proteinas sarcoplasmicas.

3.- Efecto de los factores tecnologicos en la interaccién entre compuestos

volatiles y la matriz proteica.

3.1.-

3.2.-

Efecto de los agentes de curado.

En este estudio se utilizan los mismos compuestos volatiles,
péptidos y proteina ensayados en los apartados anteriores pero, en
este caso, se estudia el efecto de los agentes de curado (sal,
glucosa, nitrato, nitrito y acido ascorbico) en la interaccion.
Efecto de mezclas de agentes de curado simulando las etapas del
proceso de curado.

En este estudio se utilizan los mismos compuestos volatiles,
péptidos y proteinas ensayados en los apartados anteriores pero
en este caso se estudia el efecto del conjunto de las condiciones

de proceso sobre la interaccion.
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VI.1- PUESTA A PUNTO DE LA TECNICA DE
MICROEXTRACCION EN FASE SOLIDA (SPME) PARA EL
ANALISIS DE LOS COMPUESTOS VOLATILES

Para poner a punto la técnica de SPME se utiliza el compuesto
volatil hexanal, se selecciona la posicion de la fibra y el tiempo necesario
para la desorcién en el puerto de inyeccion. Ademas, se realizan las curvas
de calibrado correspondientes para poder determinar la concentracion de
compuesto volatil adsorbido por la fibra y la existente en el espacio de

cabeza.

V.1.1.- Compuesto volatil

En un vial de 10 mL y tapa de rosca con septos de PTFE silicona
(Supelco, Bellefonte, PA, USA) se introducen 5 mL de tampon fosfato 50
mM a pH 6 y se inyectan 0.25 pL de hexanal (Fluka Chemika, Buchs,
Suiza), obteniéndose una concentracion de 50 ppm. La disolucién se
mantiene a 30 °C en un calefactor de bloques (JP, Selecta, Barcelona,
Espana) durante 15 horas para que alcance el equilibrio entre la fase liquida

y la fase de vapor.

V.1.2.- Fibra de SPME

Se estudian tres fibras cubiertas con PDMS de 100 um, PDMS de 7
umy PA de 85 um, obtenidas de Supelco (Bellefonte, PA, USA).

Antes de su uso cada una de las fibras es acondicionada en el puerto
de inyeccion del cromatégrafo de gases a 220 °C tal como indica el

fabricante (Supelco, Bellefonte, PA, USA). La fibra de PDMS de 100 pum es
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acondicionada durante 1 hora, la fibra de PDMS de 7 um es acondicionada

durante 4 horas y la fibra de PA es acondicionada durante 5 horas.

V.1.3.- Extraccion de los compuestos volatiles con la fibra de SPME

La fibra del SPME se inyecta en el vial que contiene el compuesto a
extraer previamente equilibrado (apartado V.1.1). La fibra se expone al
espacio de cabeza durante 30 min a 30 °C, para que la fibra y el espacio de
cabeza alcancen el equilibrio. Posteriormente, el compuesto volatil es
desorbido en el puerto de inyeccion del cromatdgrafo de gases para su

cuantificacion.

V.1.4.- Cromatografia de gases

La deteccion y andlisis del compuesto volatil se realiza en un
cromatografo de gases marca, Fisons Instruments Serie 8000 CG (Milan,
Italia), con detector de ionizacidn de llama (FID) y con una columna DB-624
de longitud 60 m, diametro interno de 0,32 mm y pelicula de 1,8 pm (J&W
Scientific, Folson, USA). El gas portador es helio a una velocidad lineal de
20,49 cm s”', medida a una temperatura de 110 °C. La temperatura del
detector e inyector es de 240 °C y 220 °C, respectivamente.

La inyeccion de la fibra de SPME se realiza manualmente, la fibra se
mantiene en el puerto de inyeccion durante 5 min. En el programa de
temperatura, el horno se mantiene durante 5 min a 70 °C, luego se realiza un
gradiente lineal de temperatura de 10 °C min" hasta alcanzar 220 °C,
temperatura que se mantiene durante 5 min, siendo el tiempo total del
cromatograma de 25 min.

Se calcula el contenido de compuesto volétil a partir del area del FID

y se expresa en unidades de area.
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V.1.5.- Concentracién de compuesto volatil adsorbido por la fibra

Para determinar la concentracion del compuesto volatil adsorbido
por la fibra de SPME, se realiza una curva de calibrado. Se prepara una
disolucién patron de 1000 ppm de dicho compuesto en metanol. Esta
disolucién patron se diluye a diferentes concentraciones de 50, 100 200, 500,
700 ppm con metanol. 1 pl. de cada una de estas disoluciones diluidas se
inyecta por triplicado en el cromatografo de gases y se determina el area de
respuesta como se indica en el apartado V.1.4. Se representa el area frente a
los ng de compuesto volatil inyectado.

La cantidad de compuesto volatil adsorbida por la fibra se determina
a partir de la pendiente de la recta y expresa en ng de compuesto volatil.

Estas curvas de calibrado se realizan para cada compuesto volatil: 2-

metil-butanal, 3-metil-butanal, hexanal, octanal, 2-pentanona, metional.

V.1.6.- Concentraciéon del compuesto volatil en el espacio de cabeza

Para determinar la concentracion del compuesto volatil en el espacio
de cabeza se preparan disoluciones del compuesto volatil de 50 ppm de
hexanal, como se indica en el apartado V.1.1. De cada una de las
disoluciones se retira 10, 40, 60, 80, 100 uL del espacio de cabeza utilizando
una jeringa gastight (Hamilton, Reno, Nevada, USA) y se inyectan por
triplicado en el cromatografo de gases (apartado V.1.4). Se representa el area
frente al volumen de espacio de cabeza inyectado.

La pendiente obtenida nos permite estimar la cantidad de compuesto
volatil en un volumen de espacio de cabeza dado. Una vez obtenida el area y
mediante la pendiente de la recta del apartado V.1.5, se puede determinar la

concentracion existente de compuesto expresada en ng.
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Estas curvas de calibrado se realizan para cada compuesto volatil: 2-

metil-butanal, 3-metil-butanal, hexanal, octanal, 2-pentanona, metional.

V.1.7.- Posicion de la fibra de SPME en el puerto de inyeccion

La determinacion de la posicion 6ptima en el puerto de inyeccion se
realiza exponiendo la fibra de SPME a una disolucion de 50 ppm de hexanal
previamente equilibrada (apartado V.1.1). La fibra con el compuesto volatil
se desorbe en el puesto de inyeccion a 220 °C en las posiciones 2,5, 3,0, 3,5
y 4,0 para determinar la posicion en la que se obtiene un area de hexanal
maxima.

Se calcula la cantidad de compuesto volatil adsorbida por la fibra a
partir del area del FID, y se expresa en ng de compuesto volatil adsorbido

por la fibra utilizando la curva de calibrado del apartado V.1.5.

V.1.8.- Tiempo de desorcion de la fibra de SPME

El estudio para establecer el tiempo necesario para la desorcion de
los compuestos volatiles de la fibra de SPME en el puerto de inyeccion se
realiza manteniendo la fibra en el puerto de inyeccién a distintos tiempos (2,
3 y 5 min). Posteriormente, se vuelve a inyectar la misma fibra durante 5
min para analizar la cantidad de volatil que no fue desorbido durante la
primera inyeccion (Jelen et al., 1998).

Se calcula la cantidad de compuesto volatil adsorbida por la fibra a
partir del area del FID, y se expresa como porcentaje del compuesto volatil

desorbido.
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V.2.- OPTIMIZACION DE LA TECNICA DE MICROEXTRACCION
EN FASE SOLIDA (SPME) PARA EL ANALISIS DE LOS
COMPUESTOS VOLATILES PRESENTES EN EL ESPACIO
DE CABEZA DEL JAMON CURADO

V.2.1.- Preparacion de la muestra

La muestra de jamon curado seleccionada consistid en un jamén de
12 meses de curado y procesado de acuerdo a la metodologia tradicional. El
proceso de curado consistio en una etapa de salado (12 dias a 3 °C), etapa de
post-salado (50 dias a 4 °C ), y etapa de curado-secado (primera fase, 60 dias
a 12 °C; segunda fase 60 dias a 18 °C; tercera fase 30 dias a 30 °C; cuarta
fase 150 dias a 15 °C). Se corta el jamoén en la parte central, de forma
perpendicular al hueso. Esta porcion esta compuesta fundamentalmente por
los musculos Biceps femoris, Semitendinosus y Semimembranosus. La
muestra de jamon se divide en porciones de 50 g, que son envasadas a vacio

y almacenadas a -20 °C hasta el momento del analisis.

V.2.2.- Fibra de SPME

La extraccion de los compuestos volatiles se realiza usando diversas
fibras de SPME (Supelco, Bellefonte, PA, USA): PDMS de 100 um, PDMS
de 7 um, PA de 85 um, Car/PDMS de 75 um, DVB/Car/PDMS de 50/30
um. Las fibras son acondicionadas previamente en el puerto de inyeccion del
cromatografo de gases a 220 °C. Las fibras de PDMS y PA son
acondicionadas segun el procedimiento descrito en el apartado V.1.2. La
fibora Car/PDMS es acondicionada en el puerto de inyeccion del
cromatografo de gases a 220 °C durante 0,5 horas y la fibra DVB/Car/PDMS

es acondicionada durante 4 horas.
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V.2.3.- Procedimiento

Se introducen en un vial de 10 mL, 3 g de jamoén curado cortado en
cubos de 2 mm, y se cierra el vial con tapa de rosca con septos de PTFE
silicona (Supelco, Bellefonte, PA, USA). El vial se mantiene a 30 °C en un
calefactor de bloques (JP Selecta, Barcelona, Espaiia), durante 1,5 horas para
equilibrar el espacio de cabeza con los compuestos volatiles.

La fibra de SPME se expone al espacio de cabeza del vial durante
0,5, 1,5, 3, 5, y 17 horas, manteniéndolo a una temperatura de 30 °C. Los
compuestos adsorbidos por las fibras Car/PDMS y DVB/Car/PDMS son
cuantificados e identificados mediante analisis cromatografico usando

detectores de ionizacion de llama y selectivo de masas, respectivamente.

V.2.4.- Identificacion de los compuestos volatiles

Los compuestos volatiles adsorbidos por la fibra son desorbidos en
el puerto de inyeccion de un cromatdgrafo de gases HP 5890 series II de
Hewlett Packard equipado con un detector selectivo de masas HP 5972 (Palo
Alto, CA, USA). La desorcion se realiza manteniendo la fibra en el puerto de
inyeccién durante 6 min a 220 °C con la valvula de purga abierta (modo
splitless). Los compuestos son separados en una columna capilar DB-624 de
30 m de longitud, 0,25 mm de diametro interno y 1,4 um de pelicula (J&W
Scientific, Falsom, CA, USA). El gas portador es helio con una velocidad
lineal de 23,7 cm s 1

El programa de temperatura empieza cuando la fibra es insertada,
manteniendo la temperatura del horno a 38 °C durante 13 min, luego se
realiza un primer gradiente lineal de temperatura de 4 °C min™' hasta alcanzar
150 °C. Posteriormente, se realiza el segundo gradiente lineal de temperatura

de 10 °C min" hasta alcanzar 210 °C y se mantiene a esta temperatura
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durante 5 min mas. El tiempo total del cromatograma es de 52 min. La linea
de transferencia al espectrémetro de masas se mantiene a 240 °C. Los
espectros de masas se obtienen por impacto electrénico a 70 ev. Los
espectros de los compuestos volatiles se obtienen cubriendo el intervalo de
masa de 25 a 400 amu.

Los compuestos volatiles individuales son identificados mediante el
espectro de masas por comparacion con los contenidos en la libreria
NIST’98. La identificacion se realiza ademds por comparacién con los
indices de Kovats (KI) (Kovats, 1965) de sustancias patrones cuando se
encuentran disponibles, y por ultimo, se realiza la comparacion con valores

de indices de Kovats (KI) previamente publicados (Flores et al., 1997a).

V.2.5.- Cuantificaciéon de los compuestos volatiles

La cuantificacion de los compuestos volatiles se realiza en un
cromatografo de gases, Fisons Instruments Serie 8000 CG (Milan, Italia),
con detector de ionizaciéon de llama (FID) y con una columna DB-624 de
longitud 60 m, diametro interno de 0,32 mm y pelicula de 1,8 um (J&W
Scientific, Folson, USA). El gas portador es helio a una velocidad lineal de
20,49 cm s', medida a una temperatura de 110 °C. El programa de
temperatura del GC/FID es el mismo que el utilizado en el GC/MS (apartado
V.2.4). La temperatura del detector e inyector se mantiene a 240 °C y 220
°C, respectivamente. Los compuestos volatiles adsorbidos por la fibra son
desorbidos en el puerto de inyeccion del cromatdgrafo de gases manteniendo
la fibra en el puerto de inyeccién a 220 °C durante 5 min.

Se calcula el contenido de cada compuesto volatil en el jamoén
curado a partir del area del FID y se expresa en unidades de area. Cada
muestra se analiza por triplicado. Los resultados se expresan como la media

+ desviacion estandar del area de las tres réplicas analizadas para cada
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tiempo de exposicion. Los indices de Kovats (KI) de cada uno de los

compuestos volatiles también son calculados (Girard, 1996).

V.3.- ESTUDIO DE LA INTERACCION ENTRE LOS COMPUESTOS
VOLATILES Y LOS COMPUESTOS PROTEICOS SOLUBLES
PRESENTES EN JAMON CURADO  MEDIANTE
MICROEXTRACCION EN FASE SOLIDA (SPME)

V.3.1.- Optimizacion de la técnica de SPME para el estudio de la

interaccion

Para optimizar la técnica de SPME al objeto de estudiar la
interaccion se selecciona la fibra y el tiempo necesario para la extraccion del
compuesto volatil. También se determina la linealidad de deteccion de las

fibras y el efecto del pH sobre la adsorcion de los compuestos volatiles.

V.3.1.1.- Preparacion de la disolucion de compuesto volatil

Se utilizan los siguientes compuestos volatiles puros: 2-metil-
butanal, 3-metil-butanal, hexanal, octanal, 2-pentanona y 3-metil-tio-
propanal (metional), todos provienen de Fluka Chemika (Buchs, Suiza).

Se prepara una disolucion stock que contiene 10000 ppm de cada
compuesto volatil en agua, a excepcion de octanal y metional que son
preparados en etanol. Cada compuesto volatil es adicionado a un vial que
contiene 5 mL de tampon fosfato 50 mM a pH 6,0 resultando una
concentracion final del compuesto volatil de 50 ppm. El vial utilizado es de
de 10 mL y tapa de rosca con septos de PTFE silicona (Supelco, Bellefonte,

PA, USA). Las disoluciones se mantienen a una temperatura de 30 °C en un
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calefactor de bloques (JP Selecta, Barcelona, Espaiia) durante 15 horas para

que alcancen el equilibrio.
V.3.1.2.- Cuantificacion de los compuestos volatiles

La deteccién y analisis de los compuestos volatiles se realiza en un
cromatdgrafo de gases, Fisons Instruments Serie 8000 CG (Milén, Italia),
con detector de ionizacion de llama (FID) y con una columna DB-624 de
longitud 60 m, diametro interno de 0,32 mm y pelicula de 1,8 um (J&W
Scientific, Folson, USA). El gas portador es helio a una velocidad lineal de
20,49 cm s, medida a una temperatura de 110 °C. La temperatura del
detector e inyector es de 240 °C y 220 °C, respectivamente.

La inyeccion de la fibra de SPME se realiza manualmente. En
primer lugar, la fibra se mantiene en el puerto de inyeccion durante 5 min.
En el programa de temperatura, el horno se mantiene durante 5 min a 70 °C,
luego se realiza un gradiente lineal de temperatura de 10 °C min™ hasta
alcanzar 220 °C, temperatura que se mantiene durante 5 min, siendo el
tiempo total del cromatograma de 25 min.

La cantidad de compuesto volatil adsorbida por la fibra se calcula a
partir del area del FID y se expresa en ng de compuesto adsorbido por la
fibra utilizando la curva de calibrado del apartado V.1.5. Todos los ensayos

se realizan por triplicado.
V.3.1.3.- SPME

La extraccion de los compuestos volatiles se realiza utilizando
diferentes fibras de SPME: PDMS de 100 um, PDMS de 7 de um, PA de 85
um, Car/PDMS de 75 um, DVB/Car/PDM de 50/30 pum.
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La extraccion de cada compuesto volatil desde el espacio de cabeza,
se realiza con una fibra determinada, segun los resultados que se obtengan

del tiempo de equilibrio y linealidad.

V.3.1.4.- Afinidad de las fibras

La determinacion de la afinidad de la fibra por los compuestos
seleccionados se realiza preparando diferentes disoluciones de 50 ppm de
cada compuesto volatil en tampoén fosfato 50 mM a pH 6, segin el
procedimiento descrito en el apartado V.3.1.1. El espacio de cabeza de cada
una de estas disoluciones se pone en contacto con cada una de las fibras
durante 30 min para la adsorcion de los compuestos volatiles. La fibra con el
volatil atrapado se inyecta en el cromatografo de gases y se determina el area

del compuesto volatil obtenida con cada una de las fibras (apartado V.3.1.2).

V.3.1.5.- Tiempo de equilibrio

El espacio de cabeza de cada una de las disoluciones de 50 ppm de
cada compuesto volatil preparadas segun se describen en el apartado V.3.1.1,
se pone en contacto durante 0, 5, 10, 20, 30, 40 y 60 min, con la fibra
seleccionada para cada compuesto volatil (apartado V.3.1.4.). La fibra con el
volatil atrapado se inyecta en el cromatografo de gases y se determina el area

del compuesto tal como se indica en el apartado V.3.1.2.

V.3.1.6.- Linealidad de deteccion

Se preparan disoluciones con concentraciones entre 20 y 200 ppm de
cada compuesto volatil, tal y como se indica en el apartado V.3.1.1. El

espacio de cabeza de cada una de estas disoluciones se pone en contacto con
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la fibra de SPME seleccionada (apartado V.3.1.4) durante el tiempo
determinado en el apartado anterior (V.3.1.5, ver condiciones en la tabla
V.1) El contenido de compuesto volatil atrapado por la fibra, se desorbe en
el cromatografo de gases para su andlisis y se determina el area obtenida en

cada caso, tal como se indica en el apartado V.3.1.2.

Tabla V.1.- Condiciones de operacion seleccionadas para cada compuesto

volatil.
Compuesto volatil Fibra de SPME Tiempo de analisis

Fase selectiva Tamaiio (min)

(um)

2-Metil-butanal PDMS 100 10,00
3-Metil-butanal Car/PDMS 75 0,33
Hexanal PDMS 100 30,00
Octanal PDMS 7 20,00
2-Pentanona Car/PDMS 75 1,00
Metional Car/PDMS 75 30,00

V.3.1.7.- Efecto del pH en la adsorcion de la fibra SPME

Se preparan disoluciones con una concentracion de 50 ppm de cada
compuesto volatil a pH 5,0, 5,5, 6,0, y 6,5, tal y como se indica en el
apartado V.3.1.1. El espacio de cabeza de cada una de estas disoluciones, se
pone en contacto con la fibra de SPME en las condiciones indicadas en la
tabla V.1 para cada compuesto volatil. El contenido de compuesto volatil
atrapado por la fibra, se desorbe en el cromatografo de gases para su analisis
y se determina el area obtenida en cada caso, tal como se indica en el

apartado V.3.1.2.
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V.3.8.- Efecto de la concentracion de cloruro de sodio en la adsorcion de
la fibra de SPME

Se preparan disoluciones con una concentracion de 50 ppm del
compuesto volatil a pH 6,0, como lo indica el apartado V.3.1.1. En presencia
de 20, 40, 60, 80 y 100 g/L de NaCl. Dichas disoluciones se mantienen a
30°C durante 15 horas hasta alcanzar el equilibrio. El espacio de cabeza de
cada una de estas disoluciones se pone en contacto con la fibra de SPME en
las condiciones indicadas en la tabla V.1 para cada compuesto volatil. El
contenido de compuesto volatil atrapado por la fibra, se desorbe en el
cromatografo de gases para su andlisis y se determina el area obtenida en

cada caso, tal como se indica en el apartado V.3.1.2.

V.3.1.9.- Coeficiente de particién

V.3.1.9.1.-Coeficiente de particion fibra / aire (K)

Se determina el coeficiente de particion de la fibra de acuerdo al

método de Zhang y Pawliszyn (1993):

K, = Ec.23

donde:

Ar: Area de respuesta obtenida al inyectar la fibra con el compuesto
volatil extraido desde el espacio de cabeza

Ag: Area de respuesta de la inyeccion directa de compuesto volatil
de un volumen de espacio de cabeza

Vi: Volumen de la fibra (L)
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Vg: Volumen del espacio de cabeza (L)

Para el calculo de este coeficiente de particion, la fibra es expuesta
en el espacio de cabeza durante 30 min a 30 °C de una disolucion preparada
como se indica en el apartado V.3.1.1, obteniendo el valor de Afr. Los
valores de Ag y Vg se obtienen del apartado V.1.6, y el V; se calcula como

se indica a continuacion.
V.3.1.9.1.1.- Calculo del volumen de la fibra

El volumen de la fibra se calcula como el volumen de un cilindro
considerando la longitud de la fibra de 1 cm y el radio total de la fibra, es
decir, el radio de silice fundida (55 um) y el radio de la o las fases selectivas
que la constituyen indicado por el fabricante (Supelco, Bellefonte, PA,
USA), tabla V.2.

Asi pues, el volumen de la fibra se puede calcular a partir de la

siguiente ecuacion:

-y + 1] ¢ Ec.22
o 1x10°

1

donde:
ri: Radio de la fibra de silice (m)
r,: Radio de la fase selectiva (m)

¢: Longitud de la fibra de SPME (m)
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Tabla V.2.- Radio de las fases selectivas de la fibra de SPME

Fibra de SPME Radio de la fase selectiva

(m)
PDMS 100
PDMS 7
PA 85
DVB/Car/PDMS 80
Car/PDMS 75
V.3.1.9.2.- Coeficiente de particion aire / agua (K3)

El coeficiente de particion aire / agua de cada compuesto se
determina a partir de la concentracion en la fase aire, dividido por la
concentracion en la fase acuosa. La determinacion se realiza usando la

disolucién indicada en el apartado V.3.1.1.

K,=-—"23"2% Ec.24

donde
Ary: Area de respuesta del volumen total de la disolucién acuosa
Ars: Area de respuesta del volumen total del espacio de cabeza
V,: Volumen de la disolucion acuosa (L)

V3: Volumen del espacio de cabeza (L)

El valor de Ar, se obtiene de la siguiente ecuacion

A=A, +A, Ec.25
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donde:

Ar: Area de respuesta total

El area de respuesta total (Ar) se obtiene a partir de una curva de
calibrado obtenida en el apartado V.1.5 en la que se expresa el area de
respuesta del cromatégrafo frente a la concentraciéon de compuesto volatil.
Como la cantidad inicialmente afiadida de volatil es conocida, se puede
determinar el area de respuesta total del cromatografo.

El area de respuesta del volumen total del espacio de cabeza (Ats3) se
obtiene a partir de la curva de calibrado obtenida en el apartado V.1.6, en la
que se expresa el area de respuesta del cromatografo frente al volumen del

espacio de cabeza.

V.3.2.- Interaccion entre compuestos volatiles y proteicos

V.3.2.1.- Preparacion de las muestras

V.3.2.1.1.- Disolucion de los compuestos proteicos

Se preparan las disoluciones de péptidos y proteinas utilizadas en el
estudio de la interaccién en tampdn fosfato 50 mM a diferentes pH, 5,0, 5,5,
6,0, y 6.5. Los péptidos utilizados son L-carnosina (3-Ala-His), L-anserina
(B-Ala-1-metil-His), y la proteina seleccionada es la mioglobina de musculo
de caballo. Todos provienen de Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO. USA).
Las concentraciones de carnosina, anserina y mioglobina utilizadas en las
disoluciones sonde 4 g L', 1 g L y 4 g L', respectivamente. En el calculo
de la molaridad de la disoluciéon de mioglobina se utiliza el peso molecular

de 17000 (Carnegie et al., 1985).
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V.3.2.1.1.1.- Analisis de mioglobina

Las concentraciones de oximioglobina y metamioglobina presentes
en la disolucion de mioglobina preparada se determinan mediante el método
desarrollado por Krzywichi (1982). La absorbancia de la disolucion de
mioglobina se mide en un espectrofotometro UV 2101 PC (Shimadzu Inc.
Columbia, MD), a 572, 565, 545 y 525 nm y se realiza un blanco a 730 nm.

Las fracciones relativas de mioglobina, oximioglobina, y

metamioglobina se obtienen de las siguientes ecuaciones (Krzywichi, 1982).

[Mio]= CCMiO =0,369R, +1,14R, —0,941R; +0,015  Ec.26
T
[0x]= (éOX =0,882R, —1,267R, +0,809R; —0,361  Ec.27
T
[Met]= CCMet =-2,514R, +0,777R,, + 0,8R, +1,098  Ec.28
T

Los términos R;, R,, R; son las razones de absorbancias entre

AN A’ 65/A525, NN 25, respectivamente.

donde:
[Mio]: Fraccion relativa de mioglobina
[Ox]: Fraccion relativa de oximioglobina
[Met]: Fraccidn relativa de metamioglobina
Cr: Concentracién total de mioglobina (mmol L™

Cuio:  Concentracion de mioglobina (mmol L)
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Cox: Concentracion de oximioglobina (mmol L™

Cwmer: Concentracion de metamioglobina (mmol L'l)

La concentracién total de mioglobina en sus diferentes formas se

obtiene a partir de la siguiente ecuacion:

C; =0,132A°% Ec.29
donde:

Cr: Concentracién total de mioglobina (mmol L™

A*: Absorbancia medida a 525 nm

V.3.2.1.2.- Disolucién de compuesto volatil

Se utilizan los siguientes compuestos volatiles puros: 2-metil-
butanal, 3-metil-butanal, hexanal, octanal, 2-pentanona, y 3-metil-tio-
propanal (metional). Todos provienen de Fluka Chemika (Buchs, Suiza).

Se preparan disoluciones stock que contienen 10000 ppm de cada
compuesto volatil en agua, a excepcion de octanal y metional que son
preparados en etanol. Cada compuesto volatil es adicionado a un vial que
contiene 5 mL de la disolucion de péptido o proteina (apartado V.3.2.1.1). El
vial es de 10 mL y de tapa de rosca con septos de PTFE silicona (Supelco,
Bellefonte, PA, USA). La concentracidn final del compuesto volatil es de 50
ppm. La disolucion se mantiene a 30 °C durante 15 horas para que alcance el
equilibrio. Ademas, se prepara una disolucion en las mismas condiciones

pero en ausencia del péptido y/o proteina que sirve como control.
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V.3.2.2.- Efecto del pH

La cantidad de compuesto volatil en el espacio de cabeza de las
disoluciones preparadas en el apartado V.3.2.1.2 con peptido y/o proteina se
determina por SPME en las condiciones dptimas para cada compuesto segun
la tabla V.1. El contenido de compuesto volatil atrapado por la fibra, se
desorbe en el cromatografo de gases (apartado V.3.1.2) para su anélisis y se
cuantifica el area.

Todos los ensayos se realizan por triplicado. Los resultados son
expresados como porcentaje de compuesto volatil libre a cada pH respecto

del obtenido en ausencia del péptido y/o proteina en la disolucion.

V.3.2.3.- Parametros de interaccion

V.3.2.3.1.- Preparacion de la muestra

Se preparan disoluciones con concentraciones que varian entre 20 y
180 ppm de cada compuesto volatil en presencia y ausencia del péptido o la
proteina, segin el procedimiento descrito en el apartado V.3.2.1.2. Estas
disoluciones se ponen en contacto con la fibra de SPME en las condiciones
indicadas en la tabla V.1, para cada compuesto volatil. El pH de la
disolucién se selecciona a partir de los resultados del apartado anterior
(V.3.2.2), que es aquél para el que la interaccion es mayor (Tabla V.3). Una
vez alcanzado el equilibrio (15 horas a 30 °C), se pone en contacto el espacio
de cabeza de cada una de estas soluciones, con la fibra de SPME. El
contenido de compuesto volatil es atrapado por la fibra, y analizado por

cromatografia de gases (apartado V.3.1.2).
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Tabla V.3.- Condiciones de pH seleccionado para el estudio de interaccion

entre los compuestos proteicos solubles y los compuestos volatiles.

Compuesto proteico Compuesto volatil pH
Carnosina 2-Metil-butanal 6,5
3-Metil-butanal 6.5
Hexanal 6,5
Octanal 6,5
Metional 6.5
Anserina 2-Metil-butanal 6,0
Hexanal 6,5
Mioglobina 2-Metil-butanal 6,0
V.3.2.3.2.- Calculo de los parametros de interaccion

La interaccion no-covalente y reversible entre proteinas y
compuestos volatiles puede ser representada por la ecuacién de Scatchard

(apartado I1.1.3).
v/L = nK — vK Ec1

La concentracion de ligando libre (L) se calcula utilizando la

ecuacion de O’Keefe et al. (1991a; 1991b)
L=(P/C)x0 Ec.30

donde:
P: Concentracion de compuesto volatil en el espacio de cabeza de la
disolucion tampoén que contiene proteina (mol L)

C: Concentracion de compuesto volatil en el espacio de cabeza de la
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disolucion libre de proteina (mol L™)
O: Concentracidn inicial de compuesto volatil adicionado en la disolucion

(mol L™)

Para obtener los valores de C y P es necesario calcular el coeficiente
de particion entra la fibra de SPME y el espacio de cabeza (K;). Este

coeficiente esta definido segtin la Ec.6 (apartado 11.4.1)

CCD
K, =— Ec.6

donde:
C:”: Concentracion en equilibrio de volatil en la fibra (mol L™)

C;”: Concentracion en equilibrio de volatil en el espacio de

cabeza (mol L™

La ecuacion anterior puede ser expresada en funcion del volumen y

las cantidades de compuesto volatil presente en la fibra y en el espacio de

cabeza, como se expresa a continuacion:

M1

K, = v, M, V, Ec.31
M3 Vl M3
V3

donde:
M;: Cantidad de compuesto volatil adsorbida por la fibra (mol)

M;: Cantidad total de compuesto volatil presente en el espacio de cabeza

(mol)
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Vi: Volumen de la fibra (L)

V3. Volumen del espacio de cabeza (L)

A partir del desarrollo anterior se puede definir un coeficiente de

particion aparente (K,”)
vV, M
KIVZKI,_I:_I Ec.32
V3 M3

Ademas, con la curva de calibrado que relaciona la cantidad de cada
compuesto volatil con el area de respuesta del cromatdgrafo de gases

(apartado V.1.5) se obtiene que:
Ap=m.-P, Ec.33

donde

Ap: area de respuesta de la disolucion inyectada

mc:  pendiente de la recta que relaciona la cantidad de compuesto volatil
con el area de respuesta

Pp:  peso del compuesto volatil en la disolucion inyectada
Por otra parte, a partir de inyecciones en el cromatografo de gases de
diferentes volumenes de espacio de cabeza en equilibrio con una disolucion

de 50 ppm de compuesto volatil (apartado V.1.6), se obtiene la siguiente

ecuacion:

Agso =my - Vg Ec.33
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donde:

Agso: Area de respuesta de la inyeccidn directa de compuesto volatil de un
volumen de espacio de cabeza, cuando la solucioén contiene 50 ppm
de compuesto volatil

my: Pendiente de la recta que relaciona el volumen del espacio de cabeza
del compuesto volatil con el area de respuesta

Vis: Volumen del espacio de cabeza inyectado

Con las ecuaciones anteriormente descritas es posible calcular el
valor del coeficiente de particion aparente (K;’). Este coeficiente se calcula a
partir de la curva de calibrado y el area de respuesta de la fibra al adsorber el
compuesto volatil desde el espacio de cabeza cuando la disolucion contiene

50 ppm, segun la ecuacion.

Arso
K=o Me Ao Ec.35
M; my-Vi omy-V;
Mme

donde:
Arso: Area de respuesta de la fibra al adsorber el compuesto volatil desde el

espacio de cabeza cuando la disolucién contiene 50 ppm.

A partir del valor calculado de K; y el area de respuesta de la fibra
de SPME, se puede obtener la cantidad total de compuesto volatil en el

espacio de cabeza (desde la Ec.32), que es:

M, =—- Ec.36

112



MATERIALES Y METODOS

La cantidad adsorbida por la fibra (M) se obtiene a partir de la curva

de calibrado (Ec.33), de manera que se puede expresar de la siguiente forma:

M, =% Ec.37

donde
Ax: Area de respuesta de la fibra al adsorber el compuesto volatil desde el

espacio de cabeza, cuando la disolucion contiene X ppm

Asi, la cantidad total de compuesto volatil en el espacio de cabeza

€S:

M; = Ax Ec.38

mC 'Kl

La concentracion del compuesto volatil en el espacio de cabeza se

calcula con la siguiente ecuacion:

C="D==——%X Ec.39
Vi me-K -V,

El valor de C se obtiene de la ecuacion anterior cuando la disolucion
se encuentra libre de péptido o proteina. El valor de P se obtiene cuando la
disolucién contiene la proteina o el péptido.

Estos valores de C y P se utilizan para el calculo de la concentracion
de ligando libre (L) a través de la ecuacion ya definida por O’ Keefe et al.

(1991a; 1991b) (Ec.30).
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L=((P/C)x0O Ec.30

También se calcula el nimero de moles de ligando (compuesto

volatil) unido por mol de proteina (v), utilizando la siguiente ecuacion.

(C-P/C)x0O
Cop

Ec.40

donde:

Cp: Concentracion molar de proteina (mol L™)

La extraccion del compuesto volatil mediante SPME del espacio de
cabeza de distintas concentraciones iniciales en ausencia y presencia de
proteina lleva a la obtencion de pares de valores de v y L que son

representados utilizando la ecuacion de Scatchard (Ec.1, apartado 11.1.3).
v/L = nK — vK Ec.1

Al representar, (v/L) en funcidén de (v). Se obtiene una linea recta,
donde la constante intrinseca de unidon (K) es la pendiente y el niimero de
sitios de union (n) se obtiene de la interseccion con la abscisa.

También es posible obtener los parametros de interaccion a partir de

la ecuacion de dobles reciprocos (Ec.2):

1/v =1/n+1/nKL Ec.2
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Estos parametros se obtienen al representar (1/v) en funcién de
(1/L). Se obtiene una linea recta, donde la pendiente es el inverso del nimero
de sitios de union por la constante intrinseca de unién (1/nK) y de la
interseccion con la abscisa se obtiene el inverso del numero de sitios de

unioén (1/n).

V.3.2.4.- Analisis estadistico

El efecto del pH en la interaccion entre péptidos, proteinas y
compuestos volatiles se estudia por analisis de varianza (ANOVA) usando el
programa estadistico Statgraphics plus v 2.0. Las medias son comparadas

usando la diferencia minima significativa de Fischer (p<0,05)

V.4.- ESTUDIO DEL EFECTO DE LOS AGENTES DE CURADO EN
LA INTERACCION ENTRE COMPUESTOS VOLATILES Y
PROTEICOS SOLUBLES PRESENTES EN EL JAMON
CURADO

V.4.1.- Seleccion de la concentracion de los compuestos volatiles en la

disolucion

La concentracién de los compuestos volatiles en la disolucion se
selecciona en funcion del coeficiente de particion fibra / aire y el area de
respuesta obtenida en el analisis de los compuestos volatiles presentes en el
espacio de cabeza de jamon curado (apartado V.2.3) bajo las mismas
condiciones de operacion.

El célculo de la concentracion de cada compuesto volatil en el
espacio de cabeza se calcula a partir del area de respuesta de la fibra de

Car/PDMS en el espacio de cabeza de jamon curado durante 30 min a 30 °C.
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Con dichas areas de respuesta es posible calcular la cantidad de compuesto
volatil adsorbido por la fibra de SPME con la ecuacion descrita en el

apartado V.3.2.3.2.

M, =—" Ec.33

Una vez calculada la cantidad de compuesto volatil adsorbida por la
fibra se puede obtener la cantidad de compuesto volatil en el espacio de

cabeza con el coeficiente de particion (apartado V.3.2.3.2).

M, = Ec.31

Y, por ultimo, se calcula la concentracion de compuesto volatil

presente en el espacio de cabeza (apartado V.3.2.3.2).

C =—2 Ec.39

V.4.2.- Determinacion de los parametros de operacion

V.4.2.1.- Disolucién de compuesto volatil

Se prepara la disolucion stock que contiene la mezcla de compuestos
volatiles a partir de disoluciones iniciales en etanol de cada uno de los
compuestos volatiles puros: 2-metil-butanal, 3-metil-butanal, hexanal,
octanal, 2-pentanona y 3-metil-tio-propanal (metional) (Fluka Chemika,

Buchs, Suiza). Con estas disoluciones iniciales se prepara la disolucion stock
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en etanol con la concentracion indicada en la tabla V.4. Una cantidad
apropiada de la disolucion (2 pL) se inyecta en el vial 10 mL y tapa de rosca
con septos de PTFE silicona (Supelco, Bellefonte, PA, USA) que contiene 5
mL de tampén fosfato 50 mM a pH 6,0 con o sin compuesto proteico hasta

conseguir una concentracion final indicada en la tabla V 4.

V.4.2.2.- Fibra de SPME

La extraccion de los compuestos volatiles se realiza utilizando la
fibra Car/PDMS de 75 um. Esta fibra es acondicionada segin el

procedimiento descrito en el apartado V.2.2.

Tabla V 4.- Concentracion de las disoluciones stock y finales de compuestos

volatiles para el estudio del efecto e los agentes de curado.

Compuesto volatil Concentracion (ppm)
Inicial Disolucion Stock  Final en el vial

2-metil-butanal 50000 5000 2
3-metil-butanal 50000 5000 2
Hexanal 25000 2500 1
Octanal 25000 2500 1
2-pentanona 25000 2500 1
Metional 125000 12500 5

V.4.2.3.- Tiempo de contacto

La fibra es expuesta en el espacio de cabeza de la disolucion que

contiene la mezcla de compuestos volatiles a 30 °C durante 30 min.
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V.4.2.4.- Linealidad de deteccion de la fibra de SPME

Con el fin de detectar la existencia de un efecto de competicion de
los compuestos volatiles por la fibra, se verifica la linealidad de respuesta de
cada uno de los compuestos volatiles. Para ello, se preparan disoluciones con
concentraciones de 1, 2, 5, y 10 ppm de cada compuesto volatil, segin el
procedimiento descrito en el apartado V.3.1.1 y se mantienen a 30° C
durante 15 horas hasta alcanzar el equilibrio. El espacio de cabeza de cada
una de estas disoluciones se pone en contacto con la fibra de SPME
(Car/PDMS de 75 pm) durante 30 min. El contenido de cada compuesto
volatil atrapado por la fibra, se desorbe en el cromatografo de gases para su

analisis y se determina el area segln el apartado V.4.2.5.

V.4.2.5.- Analisis de los compuestos volatiles por cromatografia de gases

cuantificacion

La deteccion y analisis de los compuestos volatiles se realiza en el
cromatdgrafo de gases, indicado en el apartado V.3.1.2 bajo las condiciones
indicadas en dicho apartado.

En el programa de temperatura, el horno se mantiene a 38 °C durante
6 min, luego se realiza un primer gradiente lineal de temperatura de 6 °C
min” hasta alcanzar 105 °C. Posteriormente se realiza un segundo gradiente
lineal de temperatura de 15 °C min™ hasta alcanzar 220° C, temperatura que
se mantiene durante 5 min, siendo el tiempo total del cromatograma de 27
min.

La cantidad de los compuestos volatiles adsorbida por la fibra se
calcula a partir del area del FID y se determina el porcentaje de compuesto
volatil que interacciona con el péptido o la proteina, segun la siguiente

ecuacion:
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M-IOO Ec.41

AC

I:

donde:
I: Porcentaje de interaccion
Axc: Area de respuesta mediante SPME de la disolucién de volatiles en
presencia de agentes de curado
Ancsp: Area de respuesta mediante SPME de la disolucion de volatiles en

presencia de agentes de curado y compuesto proteico

Todos los andlisis se realizan por triplicado y los resultados se
expresan como el porcentaje de interacciéon junto con el coeficiente de

varianza (CV).

V.4.3.- Efecto de los agentes de curado en la interaccion entre

compuestos volatiles y compuestos proteicos

V.4.3.1.- Preparacion de las muestras

La preparacion de la disolucidén de compuestos volatiles y proteicos
se realiza como se describe en el apartado V.3.2.1, excepto que el tampon
fosfato de la disolucion de compuestos proteicos contiene concentraciones
individuales de los siguientes agentes de curado:
cloruro de sodio (0, 20, 40, 60, 80 g L™
nitrato de potasio (0, 100, 200, 400 mg de NO™; L™
nitrito de sodio (0, 50, 100 mg de NO™, L™)

- acido ascoérbico (0, 250, 500 mg L'l)
glucosa (0, 0,25,0,5,1 g L")
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V.4.3.2.- Interaccién entre compuestos volatiles y proteicos en presencia

de los agentes de curado

Para estudiar el efecto de los agentes de curado en la interaccion
entre péptidos o proteina y compuestos volatiles, se prepara una disolucioén
de tampon fosfato 50 mM a pH 6,0 que contiene los péptidos o la proteina
descrita en el apartado V.3.2.1.1. La misma disolucién se prepara en
ausencia del compuesto proteico y se utiliza como blanco.

En un vial de 10 mL y tapa de rosca con septos de PTFE silicona, se
introducen 5 mL de la disolucion con o sin compuesto proteico con las
respectivas concentraciones de cada agente de curado (apartado 4.3.1). En
esta disolucion se inyectan 2 plL de la mezcla de disolucion stock de
compuestos volatiles (apartado V.4.2.1, tabla V.4), y se mantienen a 30 °C
durante 15 horas hasta alcanzar el equilibrio. El espacio de cabeza de cada
una de estas disoluciones se pone en contacto con la fibra de SPME
(Car/PDMS 75 pm) a 30 °C durante 30 min. El contenido de compuesto
volatil atrapado por la fibra, se desorbe en el cromatografo de gases para su
analisis y se cuantifica el area obtenida segtin el apartado V.4.2.5.

Los resultados son expresados como porcentaje de compuesto volatil

que interacciona con el péptido o la proteina (ver apartado V.4.2.5).

V.4.3.3.- Interaccion entre los compuestos volatiles y proteicos en

presencia de mezclas de agentes de curado

El efecto de la mezcla de los agentes de curado se estudia
preparando mezclas de agentes de curado a determinados pH, simulando las
etapas caracteristicas del proceso de curado (tabla V.5). Estas etapas
corresponden a las condiciones que se encuentran en el musculo Biceps

femoris (Rico et al., 1991). La etapa I corresponde a la etapa final de post
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salado. Las etapas Il y III corresponden a las etapas situadas a la mitad y al
final del proceso de curado, respectivamente.

Para estudiar el efecto de la mezcla de agentes de curado en la
interaccion entre péptidos o proteina y compuestos volatiles, se prepara una
disolucién en tampon fosfato 50 mM que contiene los péptidos o la proteina
descrita en el apartado V.3.2.1.1, al respectivo pH. La misma disolucion se
prepara en ausencia del compuesto proteico y se utiliza como blanco.

En un vial de 10 mL y tapa rosca con septos de PTFE silicona, se
introducen 5 mL de las disolucion con o sin compuesto proteico (V.3.2.1.1)
con la respectiva concentracion de la mezcla de los agentes curado (tabla
V.5). En esta disolucion se inyectan 2 uL de la mezcla de disolucién stock
de compuestos volatiles (apartado V.4.2.1, tabla V.4) y se mantiene a 30° C
durante 15 horas hasta alcanzar el equilibrio. El espacio de cabeza de cada
una de estas disoluciones se pone en contacto con la fibra de SPME
(Car/PDMS 75 pm) a 30 °C durante 30 min. El contenido de los compuestos
volatiles atrapado por la fibra, se desorbe en el cromatégrafo de gases para
su analisis y se cuantifica el area obtenida segun el apartado V.4.2.5.

Los resultados son expresados como porcentaje de compuesto volatil

que interacciona con el péptido o con la proteina (ver apartado V.4.2.5).

Tabla V.5.- Combinacion de los agentes de curado y pH correspondientes a

las distintas etapas de la fabricacion de jamoén curado.

Etapa pH NO7; NaCl Ac.Ascorb.  Glucosa
mg Kg' (%) mgKg'  mgKg'
I 5,5 400 8 500 1000
I 6,0 250 6 300 500
il 6,5 100 6 100 200
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VI.1- PUESTA A PUNTO DE LA TECNICA DE
MICROEXTRACCION EN FASE SOLIDA (SPME) PARA EL
ANALISIS DE LOS COMPUESTOS VOLATILES

VI.1.1.- Compuesto volatil adsorbido por la fibra

En primer lugar, se determina la relacién que existe entre la cantidad
de cada compuesto volatil y el area de respuesta del cromatografo de gases.
En Ia tabla VI.1 se relaciona las pendientes de las curvas y sus coeficientes
de regresion lineal obtenidas para cada compuesto volatil. Posteriormente, se
calcula con esta pendiente la cantidad de compuesto volatil adsorbido por la

fibra.

Tabla VI.1.- Valores de la pendiente que relaciona la cantidad de compuesto
volatil (ng) y el area de respuesta del cromatodgrafo, y sus respectivos

coeficientes de regresion lineal.

Compuesto volatil Pendiente Coeficiente de
regresion
2-Metil-butanal 17832 0,995
3-Metil-butanal 24406 0,998
Hexanal 31722 0,995
Octanal 30007 0,998
2-Pentanona 19931 0,999
Metional 4811 0,996
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VI.1.2.- Compuesto volatil en el espacio de cabeza

Una vez alcanzado el equilibrio entre la solucion de compuesto
volatil (50 ppm, pH 6,0) y el espacio de cabeza, es posible obtener una
relacion entre el volumen del espacio de cabeza y el area de respuesta del
cromatdgrafo de gases (tabla VI.2). Posteriormente, esta relacion se utiliza
para calcular la concentracién de cada compuesto volatil en el espacio de

cabeza.

Tabla VI.2.- Valores de la pendiente que relaciona el volumen de espacio de
cabeza (uL) y el area de respuesta del cromatdgrafo, y sus respectivos

coeficientes de regresion lineal

Compuesto volatil Pendiente Coeficiente de
regresion
2-Metil-butanal 11351 0,991
3-Metil-butanal 12850 0,987
Hexanal 10737 0,986
Octanal 3984 0,989
2-Pentanona 4665 0,998
Metional 4.6 0,983

Es de destacar la baja pendiente del compuesto metional debido a
que ademas de producir poca respuesta en el detector (ver tabla VI.1), dicho
compuesto es muy soluble en agua (coeficiente aire / agua: 1,95 x 10”, ver
tabla VL.7) y, por tanto, su concentracion en el espacio de cabeza es muy

baja.
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VI.1.3.- Condiciones de operacion

El primer paso consiste en determinar la posicién adecuada de la
unidad de SPME en el puerto de inyeccién con el fin de controlar la
profundidad de inyeccion en el cromatdgrafo de gases. El mayor valor de
respuesta se obtiene en la posicion 3,5 del soporte de SPME durante la
desorcion (figura VI.1), con esta posicion el extremo de la fibra de SPME se
encuentra en el puerto de inyeccion del cromatografo de gases a 5 cm. Esta
longitud corresponde a la recomendada en la inyeccion en el cromatografo
de gases marca Fisons. Asi pues, se utiliza la posicion 3,5 en la desorcion de
la fibra en el puerto de inyeccion del cromatografo para los posteriores
analisis. Por otra parte, con el incremento del tiempo de desorcion en el
puerto de inyeccion, el porcentaje desorbido de hexanal se mantiene
alrededor de 99% (tabla VI.3). Esto concuerda con lo descrito por Zhang et
al. (1994) que indica que los compuestos son desorbidos en fraccion de
segundos cuando la temperatura del inyector se encuentra entre 150 y 250
°C, ya que dichas temperaturas producen una disminucién en el coeficiente
de particion fibra / aire y los compuestos volatiles son desorbidos

rapidamente.
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Figura VI.1.- Efecto de la posicion del soporte de SPME en el puerto de

inyeccion sobre el area del hexanal adsorbido.

Tabla V1.3.- Variacion de la desorcion de la fibra de SPME con el tiempo

de desorcion.

Tiempo Desorcion
(min) (%)
2 99,04
3 99,14
5 99,23
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VI.2.- OPTIMIZACION DE LA TECNICA DE
MICROEXTRACCION EN FASE SOLIDA (SPME) PARA EL
ANALISIS DE LOS COMPUESTOS VOLATILES
PRESENTES EN EL ESPACIO DE CABEZA DEL JAMON
CURADO

VI1.2.1.- Seleccion de la fibra de SPME

La naturaleza de los compuestos extraidos utilizando la técnica de
SPME depende del tipo de fibra utilizada debido a la diferente afinidad de
los compuestos volatiles. En la figura VI.2 es posible observar el
cromatograma CG-MS obtenido al exponer las fibras de SPME de polaridad
simple (PDMS y PA), en el espacio de cabeza de jamon curado. Los
compuestos volatiles del jamon presentes en dicho espacio de cabeza tienen
muy poca afinidad por estas fibras. Solo los compuestos asignados con los
numeros 43, 47, 64 (ver tabla V1.4) son extraidos por la fibra de PDMS de
100 pum. Por otra parte, en las figuras VI3 y VL4 se observan los
cromatogramas obtenidos al utilizar las fibras bi-polares de Car/PDMS y de
DVB/Car/PDMS, respectivamente, en la extraccion de compuestos volatiles
desde el espacio de cabeza de jamdn curado. Con estas fibras el numero de
picos obtenidos es muy superior a los obtenidos con las otras fibras de
polaridad simple.

Zhang et al. (1994) y Steffen y Pawliszyn (1996) han recomendado
el empleo de la fibra de PA para extraer compuestos mas polares. Sin
embargo, ningiin compuesto se extrae con esta fibra desde el espacio de
cabeza de jamon curado (figura V1.2). Por otra parte, la fibra de PA ha sido
utilizada para el andlisis de compuestos volatiles del espacio de cabeza de
queso encontrando gran cantidad de compuestos sobre todo acidos

carboxilicos (Chin et al., 1996). Ademas, esta fibra ha sido utilizada para el
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5 0 1B 20 2 30D 3H 40 46 O

Tiempo (in)

Figura VI.2.- Cromatogramas obtenidos por CG-MS después de mantener
las fibras de SPME durante 5 horas a 30 °C en el espacio de cabeza de jamén

curado: (A), PA de 85 um; (B), PDMS de 7um; (C), PDMS de 100 um.
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analisis de alcoholes y ésteres en cerveza (Jelen et al., 1998).

La fibra de PDMS de 100 um solo extrae tres compuestos volatiles
desde el espacio de cabeza de jamén curado (figura VI.2). Estos resultados
contrastan con los obtenidos por Ruiz et al. (1998) donde han sido
identificados un gran nimero de compuestos volatiles con la fibra de SPME
desde el espacio de cabeza de jamon Ibérico, aunque en estos estudios la
temperaturas fueron superiores (40 y 60 °C) a la empleada en nuestro caso
(30 °C).

La fibra de Car/PDMS se ha utilizado en productos carnicos para
estudiar la generacion de compuestos volatiles durante la oxidacion lipidica
de carne de pavo cocinada (Brunton et al., 2000), y para la extraccion e
identificacion de una gran variedad de compuestos volatiles desde el espacio
de cabeza de jamon Ibérico (Ruiz et al., 2001). Por otra parte, la fibra de
DVB/Car/PDMS se ha utilizado en el estudio de compuestos volatiles en
carne de cerdo cocinada y refrigerada (Estévez et al., 2003) y en aceites
vegetales (Jelen et al., 2000)

Las fibras bi-polares de Car/PDMS y DVB/Car/PDMS (figuras VI.3
y VI4) extraen una amplia variedad de compuestos volatiles, lo cual
concuerdan con los resultados obtenidos por Clark et al. (1997) y Dufour et
al. (2001), donde las fibras bi-polares extraen una mayor variedad de
compuestos volatiles que las fibras de polaridad simple. Sin embargo, en
jamon Ibérico se han identificado un nimero similar de compuestos volatiles
con las fibras de PDMS (Ruiz et al., 1998) y Car/PDMS (Ruiz et al., 2001).

En resumen, las fibras Car/PDMS y DVB/Car/PDMS son
seleccionadas para el estudio de los compuestos volatiles presentes en el
espacio de cabeza de jamon debido al alto nimero de compuestos extraidos a
30 °C. La seleccion de esta temperatura tiene la ventaja adicional de evitar la
generacion de productos de oxidacion favorecidos por la accion de la

temperatura.
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V1.2.2.- Identificacién y cuantificacion de compuestos volatiles

Los compuestos volatiles extraidos con las fibras de Car/PDMS y
DVB/Car/PDMS son identificados y cuantificados por CG/MS como se
muestra en la tabla VI.4. En esta tabla se presenta el indice de Kovats (KI),
el 4rea promedio y el porcentaje de drea obtenido para cada compuesto
volatil.

Sesenta compuestos se extraen e identifican con la fibra de
DVB/Car/PDMS, mientras que con la fibra Car/PDMS solo se extraen 41 de
estos compuestos. Por otra parte, se extraen tinicamente 10 compuestos con
la fibra de Car/PDMS siendo todos ellos de peso molecular bajo. Todos los
compuestos volatiles extraidos con ambas fibras han sido identificados
previamente en jamén curado, excepto la 2-metil-1-hepten-3-ona, que se ha
identificado de forma tentativa.

La fibra de DVB/Car/PDMS extrae desde el espacio de cabeza de
jamoén curado, 13 aldehidos (36%), 11 alcoholes (14%), 12 cetonas (30%),
12 alcanos (11%), 5 acidos (5%), 2 pirazinas (0,9%), 1 furano (0,6%) y 4
compuestos de estructura quimica desconocida (1,5%). De todos ellos,
destacan 6 compuestos, que representan mas del 50% del area total, y que
son hexanal (18%), 2-pentanona (10%), 2-propanona (8%), un hidrocarburo
ramificado (BCH) (7%) (el pico 43 en la tabla VI1.4), 2-butoxi-etanol (5%) y
2-heptanona (4,5%). Por otra parte, cuando se utiliza la fibra Car/PDMS para
extraer compuestos volatiles del espacio de cabeza de jamdén curado se
obtienen 11 aldehidos (54%), 17 alcoholes (15%), 11 cetonas (21%), 4
alcanos (3%), 5 acidos (6%), 1 éster (0,4%), 1 pirazina (0,3%) y 1 furano

(0,2%). De todos ellos, destacan 7 compuestos, que constituyen mas del 65%
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Tabla VI.4.- Compuestos volatiles extraidos después de mantener las fibras
SPME (DVB/Car/PDMS y Car/PDMS) en el espacio de cabeza de jamén
curado durante 5 h a 30 °C.

DVB/Car/PDMS Car/PDMS

No" Compuesto KI" RI° Area® %° Area %

1 Etanol 566 ¢ - - 1,58 0,26
2 Propanal 572 ¢ - - 1,43 0,24
3 2-Propanona 575 ¢ 16,99 7,63 12,27 2,03
4 Metil acetato 583 ¢ - - 2,57 0,43
5 2-Metil-propanal 600 a 0,53 0,24 13,04 2,16
6 1-Propanol 615 a - - 1,17 0,19
7 2-Butanona 633 a 3,36 1,51 16,07 2,66
8 2-Butanol 646 b - - 2,25 0,37
9 2-Metil-propanol 684 a - - 1,74 0,29
10 3-Metil-butanal 692 a 5,59 2,52 119,72 19,80
11 2-Metil-butanal 702 a 3,32 1,49 107,04 17,70
12 Acido acético 722 a 1,68 0,76 2397 3,97
13 1-Butanol 729 a - - 4,25 0,70
14 2-Pentanona 736 a 21,72 9,77 46,60 7,70
15 Pentanal 741 a 4,29 1,93 13,89 2,30
16 1-Penten-3-ol 744 a 2,00 0,90 23,22 3,84
17 2,3-Pentanodiona 746 a 1,81 0,82 2428 4,02
18 2-Pentanol 758 a 0,62 0,28 9,74 1,61
19 3-Hidroxi-2-butanona 781 a 0,38 0,17 7,84 1,30
20 Tolueno 789 a 0,53 0,24 - -

21 3-Metil-1-butanol 794 a 0,53 0,24 10,00 1,66
22 2-Metil-1-butanol 796 a 0,30 0,14 543 0,90
23 Octano 800 a 2,90 1,31 3,90 0,64
24 Acido propanoico 813 a - - 0,86 0,14
25 1-Pentanol 826 a 4,10 1,85 13,73 2,27
26 2-Hexanona 836 a 5,30 2,38 7,56 1,25
27 Hexanal 841 a 40,64 18,27 56,65 9,37
28 2-Hexanol 853 a - - 0,61 0,10
29 Metil-pirazina 861 a 0,33 0,15 - -

30 2,3-Butanodiol 882 a - - 0,52 0,09
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Tabla VI1.4.- (Continuacion).

DVB/Car/PDMS  Car/PDMS
No" Compuesto KI" RI° Area® %° Area %
31 Acido butanoico 891 a 2,69 1,21 5,51 0,91
32 m- o p-DiMetil benceno 892 a 0,16 0,07 - -
33 Nonano 900 a 0,24 0,11 - -
34 o-Xileno 918 a 0,06 0,03 - -
35 1-Hexanol 920 a 3,38 1,52 7,45 1,23
36 2-Heptanona 936 a 10,02 4,50 9,36 1,54
37 Heptanal 942 a 7,26 3,27 442 0,73
38 2,6-DiMetil-pirazina 947 a 1,38 0,62 1,95 0,32
39 2-Butoxi-etanol 955 a 11,48 5,16 6,71 1,11
40 3-Metil-tio-propanal (metional) 970 a 0,71 0,32 0,49 0,08
41 Acido pentanoico 980 a 0,78 0,35 0,48 0,08
42 Desconocido (41, 55, 70, 83)% 91 ¢ 0,51 0,23 - -
43 BCH* 996 ¢ 15,27 6,87 9,56 1,58
44 Decano 1000 a 0,86 0,39 - -
45 2-Pentil-furano 1010 b 1,19 0,54 1,28 0,21
46 Benzaldehido 1018 a 0,21 0,10 0,23 0,04
47 Butirolactona 1020 a 2,78 1,25 1,75 0,29
48 1-Heptanol 1026 a 2,96 1,33 1,27 0,21
49 1-Octen-3-ol 1028 a 3,17 1,42 1,41 0,23
50 2-Metil-1-hepten-3-ona 1032 ¢ 0,91 0,41 - -
51 2-Octanona 1037 a 2,71 1,22 2,25 0,37
52 Octanal 1045 a 8,19 3,68 3,60 0,60
53 BCH* 1051 ¢ 0,65 0,29 0,14 0,02
54 BCH* 1058 ¢ 2,26 1,02 1,43 0,24
55 BCH* 1065 ¢ 0,48 0,22 - --
56 Acido hexanoico 1071 a 5,74 2,58 2,13 0,35
57 2-Etil-1-hexanol 1080 a 0,64 0,29 - -
58 Undecano 1100 a 0,59 0,26 - -
59 Benceno-acetaldehido 1109 ¢ 0,86 0,39 - -
60 1-Octanol 1120 a 1,12 0,50 0,41 0,07
61 Desconocido (41, 57, 70, 98)" 1123 ¢ 1,61 073 - -
62 Desconocido (43, 71, 99)" 1133 ¢ 0,55 0,25 - -
63 2-Nonanona 1139 a 0,87 0,39 0,25 0,04
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Tabla VI.4.- (Continuacion).

DVB/Car/PDMS  Car/PDMS

No" Compuesto KI" RI° Area® %° Area %
64 Nonanal 1148 a 8,84 3,98 2,79 0,46
65 5-Etildihidro2(3H)-furanona 1162 ¢ 1,14 0,51 0,45 0,07
66 Desconocido (41, 55, 70, 83,97)T 1222 ¢ 0,70 0,32 - -
67 Decanal 1256 a 0,37 0,17 - -
68 Acido octanoico 1260 a 0,49 0,22 - -
69 Tridecano 1300 a 0,16 0,07 - -
70 Undecanal 1405 a 0,16 0.07 - -

*Numero de pico correspondiente a las figures VI.3 y V1.4,

®KI; Indice de Kovats calculado para la columna capilar DB-624 (J&W Scientific,
longitud de 30 m, didmetro interno de 0.25 mm, grosor de pelicula 1.4 um), las
condiciones cromatograficas estan detalladas en apartado V.2.4

¢ RI; Fiabilidad de la identificacion: a, el espectro de masas y tiempo de retencion
idéntico con una muestra auténtica; b, el espectro de masas e indice de Kovats de la
bibliografia de acuerdo; ¢, identificacion tentativa por espectro de masas.

4 Resultados expresados como la media del 4rea de la corriente total de iones (TIC)
de tres replicadas.

‘ Porcentaje del area de TIC.

"Ton predominante del espectro de masas entre paréntesis.

*BCH, Hidrocarburo ramificado.

del area total extraida por la fibra, y que son 3-metil-butanal (19,8%), 2-
metil-butanal (17,7%), hexanal (9%), 2-pentanona (7,7%), 2,3-pentanodiona
(4%), acido acético (4%) y 1-penten-3-ol (4%).

El perfil de adsorcion de los compuestos volatiles extraidos desde el
espacio de cabeza de jamdn curado se realiza con ambas fibras manteniendo
el vial a una temperatura constante de 30 °C (figura VL5). Conforme

aumenta el tiempo de exposicion en el espacio de cabeza, aumenta también
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Figura VI.5.- Perfil de adsorcion total de los compuestos volatiles con

diferentes fibras de SPME: DBV/Car/PDMS (@);Car/PDMS(O).

la extraccion de compuestos volatiles. La fibra de Car/PDMS extrae 2-3
veces mas compuestos volatiles que la fibra de DVB/Car/PDMS. Estos
resultados coinciden con los presentados por Dufour et al. (2001) que
extraen mayor cantidad de compuestos volatiles del espacio de cabeza de
queso con la fibra de Car/PDMS que con otras fibras.

La figura V1.6 muestra el perfil de adsorcion de los diferentes grupos
de compuestos volatiles (cetonas, aldehidos, alcoholes y acidos) usando las
fibras de DVB/Car/PDMS y de Car/PDMS. La fibra de Car/PDMS muestra
mayor afinidad con 2-pentanona (figura VI.6B), hexanal (figura V1.6D), 1-
pentanol, 1-hexanol (figura VI.6F) y acido acético (figura VI.6H), mientras
que las concentraciones de estos compuestos extraidos por la fibra de
DVB/Car/PDMS son comparativamente inferiores. Por otra parte, la fibra de

DVB/Car/PDMS adsorbe comparativamente mas compuestos de peso
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Figura VI1.6.- Perfil de adsorcion de varios grupos de compuestos volatiles
con diferentes fibras de SPME: (A, B), cetonas; (C, D), aldehidos; (E, F),
alcoholes; (G, H), acidos. Los simbolos representan el niumero de carbono de
los compuestos: C2, (<); C5, (@); C6, (O); C7, (¥); C8, (V); C9, (M);
C1o, (0.
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molecular alto (2-octanona, 2-nonanona (figura VI.6A), heptanol y octanol
(figura VI.6E), acido hexanoico y acido octanoico (figura VI.6G) que la
fibra de Car/PDMS.

La fibra DVB/Car/PDMS tiene mayor afinidad por los compuestos
de peso molecular medio y alto, mientras que la fibra de Car/PDMS tiene
mayor afinidad por los compuestos de peso molecular bajo (figuras V1.3 y
VI1.4). Estos resultados son semejantes a los obtenidos por Dufour et al.
(2001) y por Shirey (2000) en la extraccion de compuestos volatiles con la
fibra de Car/PDMS. Ademads, los resultados obtenidos por Elmore et al.
(2000) también indican que la fase de "Car" es mas efectiva que la fase de
DVB en la extraccion de compuestos volatiles de bajo peso molecular y, que
la fibra de DVB/Car/PDMS es efectiva en el analisis de compuestos de peso
molecular alto.

En algunos compuestos volatiles el area sigue aumentando hasta las
5 horas de exposicion de la fibra Car/PDMS en el espacio de cabeza de
jamén curado (figura VI.6). Estos compuestos son: 2-pentanona, 2-
heptanona y 2-hexanona (figuras VI.6B), hexanal (figura VI1.6D), 1-pentanol
y l-hexanol, (figura VI.6F), los acidos acético y pentanoico (figura VI.6H).
Por otra parte, las areas de respuesta de algunos compuestos con la fibra de
DVB/Car/PDMS también siguen aumentando a las 5 horas. Estos
compuestos son: octanal, nonanal, decanal (figura VI.6C), 1-octanol (figura
VI.6E) y 4cido octanoico (figura VI.6G).

El aumento de hexanal y nonanal (figura VI.6C) puede deberse a la
oxidacion de la muestra durante el largo tiempo de incubacidn. Sin embargo,
la cantidad de hexanal adsorbida por la fibra de DVB/Car/PDMS disminuye
cuando la incubacion es de 3 y 5 horas. Esta disminucion en la adsorcion de
la fibra se explicaria por el fendmeno de competicion que se produce debido
a una alta afinidad por otros compuestos volatiles que reducen la adsorcion

de estos compuestos (Roberts et al., 2000). En este caso la adsorcion de
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octanal y nonanal competiria por la adsorcion de hexanal. De hecho, el
coeficiente de particion obtenido para octanal (coeficiente fibra /aire =
47019) con la fibra de DVB/Car/PDMS es 4 veces mayor que el coeficiente
de particion obtenido para hexanal (coeficiente fibra /aire = 12322) (ver tabla
VL7). Ademas, la fibra de DVB/Car/PDMS tiene mdas afinidad por los
compuestos de peso molecular alto, de manera que el octanal y nonanal se
unirian preferentemente a la fibra disminuyendo la cantidad de hexanal
adsorbida por esta fibra.

La selectividad de las fibras por los compuestos volatiles es
diferente. La fibra Car/PDMS extrae una mayor cantidad de compuestos que
la fibra de DVB/Car/PDMS (tabla V1.4). En resumen, ambas fibras extraen
mayoritariamente hexanal y 2-pentanona. Estos resultados coinciden con los
obtenidos por Ruiz et al. (1998) que extrajeron una alta proporcion de
hexanal y 3-metil-butanal desde el espacio de cabeza de jamon Ibérico al
utilizar la fibra de PDMS de 100 um. Por otra parte, el analisis de hexanal
con la fibra de SPME, se ha utilizado como una técnica alternativa para
detectar la oxidacion lipidica de carne de cerdo precocinada (Nielsen et al.,
1997).

En general, los principales compuestos que se extraen con ambas
fibras son basicamente los mismos que los encontrados en jamdén Serrano
(Flores et al., 1997a), jamon francés (Berdagué et al., 1991) y en jamén de
Parma (Barbieri., et al 1992), aunque es importante destacar la ausencia de
ésteres que estdn presentes en altas cantidades en el jamén de Parma
(Barbieri., et al 1992).

Ruiz et al. (2001) tampoco identifican ésteres en jamoén Ibérico con
la fibra de Car/PDMS. La ausencia de estos compuestos al utilizar la fibra de
SPME se puede atribuir a una baja concentracion de los mismos debido al
efecto inhibidor que ejerce el nitrito sobre la oxidacion lipidica (Flores et al.,

1998).
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La técnica de extraccion SPME permite extraer una gran cantidad de
compuestos que se han relacionado con el aroma a jamoéon curado. Sin
embargo, el aroma tipico de jamdn curado no se ha podido atribuir a ningun
compuesto especifico sino a un gran nimero de compuestos volatiles que se
encuentran en las proporciones apropiadas (Barbieri et al., 1992; Flores et
al., 1997a). Estos compuestos, al parecer, son formados por la oxidaciéon de
lipidos, excepto aquellos compuestos que contienen azufre, alcoholes y
aldehidos ramificados y pirazinas que provienen de la degradacién de
Strecker de aminoacidos.

En resumen, el area total obtenida en la adsorcion se ve afectada
fuertemente por la fibra seleccionada como por el tiempo de extraccion
(figura VI.6). Aunque el efecto del tiempo de exposicion es mas importante
con la fibra Car/PDMS que con la fibra de DVB/Car/PDMS. Por lo tanto, el
tiempo optimo para la extraccion debe ser el tiempo requerido para alcanzar
el equilibrio. En este caso, la mayoria de compuestos extraidos con la fibra
de DVB/Car/PDMS alcanzan el equilibrio después de 3 h de exposicion,
aunque, se debe tener en cuenta el efecto de competicion que se ve
favorecido cuando el tiempo de exposicion de la fibra es mayor. Los
compuestos extraidos con la fibra de Car/PDMS requieren al menos 5 h para
alcanzar el equilibrio. En resumen, cuando el objetivo es la extraccion
completa de los compuestos volatiles presentes en la matriz del alimento,
deber realizarse una extraccion exhaustiva con la fibra de SPME para

obtener las cantidades maximas de compuestos (Roberts et al., 2000).
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VI.3.- OPTIMIZACION DE LA TECNICA DE
MICROEXTRACCION EN FASE SOLIDA (SPME) PARA EL
ESTUDIO DE LA INTERACCION ENTRE COMPUESTOS
VOLATILES Y PROTEICOS SOLUBLES PRESENTES EN
JAMON CURADO

Los compuestos volatiles seleccionados para realizar el estudio de
interaccién con compuestos proteicos son: 2-metil-butanal, 3-metil-butanal,
hexanal, octanal, 2-pentanona y metional. La seleccién de estos seis
compuestos esta basada en su presencia y contribucion al aroma del jamén
curado. Los seis compuestos seleccionados se extraen desde el espacio de
cabeza de jamon curado con la técnica de SPME (ver apartado anterior), y
todos ellos presentan notas aromaticas que contribuyen al aroma del jamon
curado (Hinrichsen y Pedersen, 1995; Carrapiso et al., 2002; Buscailhon et
al., 1994). Ademas, se seleccionan hexanal, 3-metil-butanal, 2-metil-butanal
y 2-pentanona, porque se han extraido en una alta proporcion con la fibra de
SPME desde el espacio de cabeza de jamén curado. Como se mencionado en
el apartado VI.2.2, la fibra de DVB/Car/PDMS extrae mayoritariamente
hexanal y 2-pentanona que representan el 18% y 10% del area,
respectivamente. En la extraccién con la fibra de Car/PDMS los compuestos
3-metil-butanal, y 2-metil-butanal se extraen en una gran proporcién y
representan el 19.8% y 17,7% del area, respectivamente. Los otros dos
compuestos, octanal y metional, se seleccionan debido a su importante
contribucién al aroma a jamén curado tal y como se ha determinado por
métodos olfatométricos (Carrapiso et al., 2002).

Una vez seleccionados los compuestos volatiles, se requiere
optimizar las condiciones de operacion como la seleccion de la fibra de

SPME mas apropiada, el tiempo exposicion de la fibra en el espacio de
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cabeza y verificacion del intervalo lineal de respuesta de la fibra respecto de

la concentracion de cada compuesto volatil.

V1.3.1.- Seleccion de la fibra de SPME

La seleccion de la fibra mas apropiada se realiza estudiando la
afinidad de cada compuesto con las diferentes fibras (figura VI.7). La fibra
de Car/PDMS presenta la mayor afinidad por todos los compuestos
seleccionados, le siguen en orden decreciente en afinidad las fibras de
DVB/Car/PDMS, PDMS 100 de pm, PA de 85 um y PDMS 7 de um. La
fibra de PDMS 7 pum es la que tiene la menor afinidad para todos los
compuestos estudiados.

La fibra de DVB/Car/PDMS es muy poco tutil en los estudios
posteriores de interaccion debido a su baja durabilidad. Por otra parte, la
utilizacion de la fibra de Car/PDMS puede producir saturaciones en el
cromatografo al tener alta afinidad por algunos compuestos. A pesar de ello,
la fibra de Car/PDMS se selecciona para extraer 3-metil-butanal, 2-
pentanona y metional, ya que la fibra de DVB/Car/PDMS presenta una baja
durabilidad, en este caso es muy importante controlar el tiempo de
exposicidon para evitar saturaciones. Para extraer octanal, se selecciona la
fibra de PDMS de 7 um debido a que con esta fibra se logra un menor error
en las experiencias. Por ultimo, la fibra de PDMS de 100 pum se selecciona

para extraer 2-metil-butanal y hexanal.
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Figura VL.7.- Afinidad de las diferentes fibras. Los resultados se expresan
como ng de compuesto adsorbido por la fibra después de 30 min de
exposicion en el espacio de cabeza de una solucidon que contiene 50 ppm de

compuesto volatil en 50 mM de tampon fosfato, a pH 6,0.
VL.3.2.- Seleccion del tiempo de contacto de las fibras de SPME

La seleccion del tiempo de contacto de la fibra de SPME con el
compuesto volatil se determina analizando la cantidad de compuesto volatil
adsorbida por la fibra cuando varia el tiempo de exposicion de la fibra en el
espacio de cabeza (figura VL.8).

En la tabla VL5 se resumen las condiciones de operacion
seleccionadas. En el caso de hexanal, el tiempo de contacto seleccionado

entre la fibra y el espacio de cabeza permite que el compuesto volatil alcance
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Figura VL.8.- Efecto del tiempo de contacto en la adsorcion del compuesto
volatil por la fibra de SPME. Los resultados se expresan en ng de compuesto
adsorbido por la fibra (seleccionada en el apartado VI1.3.1) después de ser
expuesta en el espacio de cabeza de una solucidon que contiene 50 ppm de
compuesto volatil en tampon fosfato 50 mM, a pH 6,0: (A) 2-metil-butanal,
(@); 3-metil-butanal, (O); 2-pentanona, (H); (B) hexanal, (¥); octanal,
(V); metional, ().
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el equilibrio entre estas dos fases (espacio de cabeza y fibra de SPME). Por
otra parte, el tiempo de contacto seleccionado para los otros compuestos
volatiles estudiados es menor que el requerido para que el compuesto volatil
presente en la fibra de SPME se encuentre en equilibrio con el espacio de
cabeza. Lo cual significa que pequenas variaciones en el tiempo de contacto
pueden producir grandes variaciones de la cantidad de compuesto adsorbido
y por ello, es necesario controlar exactamente el tiempo de contacto.

Estos resultados también pueden ser expresados como el porcentaje
de compuesto volatil extraido por la fibra de SPME respecto de la cantidad
total de compuesto volatil presente en el vial. En la tabla V1.6 se observa que
todos los compuestos se extraen en un bajo porcentaje entre el 0,1% y 3%
del total presente en el vial. Es de destacar que la 2-pentanona se extrae en
un mayor porcentaje que los otros compuestos y que el octanal es el

compuesto que se extrae en menor proporcion.

Tabla VIL.5.- Condiciones de operacion seleccionadas para cada compuesto

volatil.
Compuesto Fibra de SPME
Tiempo (min)
volatil Fase Selectiva Tamafio (um)
2-Metil-butanal PDMS 100 10.00
3-Metil-butanal Car/PDMS 75 0.33
Hexanal PDMS 100 30.00
Octanal PDMS 7 20.00
2-Pentanona Car/PDMS 75 1.00
Metional Car/PDMS 75 30.00
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V1.3.3.- Determinacion del intervalo lineal de deteccion

El intervalo lineal de detecciéon de cada compuesto volatil en las
condiciones previamente seleccionadas (tabla VI.5) se encuentra en la figura

VL.

En las condiciones de operacion seleccionadas, la técnica SPME
puede ser aplicada para cuantificar cambios de la concentracion del
compuesto volatil comprendido entre los valores de 20 a 150 ppm para los 6

compuestos volatiles estudiados.

2500
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Compuesto Adsorbido (ng)

0 50 100 150 200 250
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Figura VL.9.- Intervalo lineal de deteccion: 2-metil-butanal, (@); 3-metil-

butanal, (O); hexanal, (V¥); octanal, (V); 2-pentanona, (l); metional, (CJ).
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V1.3.4.- Determinacion de los coeficientes de particién

La cantidad de compuesto volatil adsorbida por la fibra de SPME se
ve influenciada por el coeficiente de particion entre el espacio de cabeza y la
matriz, asi como por el coeficiente entre la fibra y el espacio de cabeza (Jung
y Ebeler, 2003). Los coeficientes de particion también determinan cual es la
fibra apropiada para analizar cada compuesto responsable del aroma. Para
todos los compuestos y las fibras estudiadas se observa que el coeficiente de
particion aire / agua es mucho menor que los valores obtenidos para el
coeficiente de particion fibra / aire (tabla VI.7). Por tanto, las fibras
desplazan el equilibrio hacia ellas al tener mayor afinidad.

Los coeficientes de particion pueden explicar por que el metional es
adsorbido por las cinco fibras en cantidades muy bajas (figura VL.7), ya que
este compuesto tiene un alto coeficiente de particion fibra / aire, sin
embargo, el coeficiente de particion aire / agua es muy bajo, es decir, el
metional se distribuye preferentemente en la fase acuosa.

Los compuestos 2-metil-butanal y 3-metil-butanal tienen
coeficientes de particion aire / agua muy altos, y con la fibra de Car/PDMS
dichos compuestos tienen coeficientes de particion fibra / aire moderados
(tabla VI.7). Por tanto, estos compuestos estan presentes en el espacio de
cabeza en altas concentraciones. Ademas, la cantidad extraida de 2-metil-
butanal con la fibra de Car/PDMS es levemente inferior a la cantidad
extraida de 3-metil-butanal con esta fibra (figura VI1.7), debido a que el
coeficiente de particion fibra / aire es levemente inferior para 2-metil-butanal
(tabla V1.7). La diferencia en la cantidad adsorbida por estos compuestos con
la fibra de DVB/Car/PDMS (figura VI.7) se debe a que el coeficiente de
particion fibra / aire es 2,5 veces mayor para 2-metil-butanal que para 3-
metil-butanal (tabla V1.7). Por otra parte, los valores de los coeficientes de

particion obtenidos para estos compuesto indican que son muy volatiles y
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tiene una afinidad moderada por la fibra de Car/PDMS permitiendo que 2-
metil-butanal y 3-metil-butanal sean extraidos en gran proporcién con esta
fibra desde el espacio de cabeza de jamon curado (tabla VI.4). En resumen,
la fibra de Car/PDMS se selecciona para analizar 3-metil-butanal, con un
tiempo exposicion corto para evitar saturar el cromatografo de gases. La
fibra de PDMS de 100 um se selecciona para la extraccion de 2-metil-
butanal, aunque, el tiempo de exposicion de la fibra es mayor porque el
coeficiente de particion para esta fibra es bajo (tabla V1.7).

El coeficiente de particion aire / agua de la 2-pentanona presenta un
valor medio (tabla VI.7), es decir, este compuesto tiene una volatilidad
media. Sin embargo, el valor obtenido para el coeficiente de particion fibra /
aire con la fibra de Car /PDMS es muy alto (tabla VI1.7), existiendo una alta
afinidad de la fibra de Car/PDMS por 2-pentanona. Estos resultados
concuerdan con el porcentaje de compuesto volatil extraido por la fibra
desde el vial (tabla VI.6) donde el mayor porcentaje de extraccion se obtiene
con 2-pentanona al utilizar la fibra de Car/PDMS. Por otra parte, en el
espacio de cabeza de jamon curado se extrae 2-pentanona en una alta
proporcion (tabla VL4, figura VI.6) debido a la afinidad que tiene este
compuesto por la fibra de Car/PDMS.

El coeficiente de particion fibra / aire obtenido para el hexanal con
la fibra de Car/PDMS es superior al obtenido con la fibra de
DVB/Car/PDMS (tabla V1.7) lo cual explica la mayor area de respuesta del
hexanal al utilizar la fibra de Car/PDMS desde el espacio de cabeza de
jamon curado (figura VI.6).

Existen muy pocos estudios sobre los coeficientes los de particion
entre las fibras de SPME y el espacio de cabeza. El valor del coeficiente de
particion fibra / aire obtenido para el 3-metil-butanal con la fibra de PDMS
de 100 pm a 30°C es ligeramente superior al obtenido por Roberts et al.

(2000) (coeficiente = 270). En cambio, en la extraccion de hexanal con la
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fibra de PDMS de 100 um se obtiene un coeficiente de particion fibra / aire
inferior al encontrado por Song et al. (1998) (coeficiente = 8640), ya que
este coeficiente fué calculado a 23 °C. Por otra parte, se ha descrito que la
temperatura afecta la afinidad de la fibra por el compuesto volatil de manera
que una menor temperatura favorece la afinidad (Jia et al., 1998;
MacGillivray et al., 1994). La diferencia en el valor del coeficiente de
particion fibra / aire obtenido para hexanal con la fibra de PDMS de 100 um
se explica por la diferencia en la temperatura utilizada. En el presente ensayo
la temperatura utilizada es mayor (30 °C), y dado que a una mayor
temperatura la afinidad por la fibra disminuye, se refleja en una disminucion

del coeficiente de particion fibra / aire.
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VL4.- ESTUDIO DE FACTORES QUE AFECTAN LA ADSORCION
DE LOS COMPUESTOS VOLATILES

VI1.4.1.- Efecto del pH

El pH afecta la interaccion entre proteinas y compuestos volatiles
(Kinsella, 1990; Jouenne y Crouzet, 2000; Adams et al., 2001; van Ruth y
Villeneuve, 2002). Inicialmente, es importante determinar si el pH tiene un
efecto sobre la extraccion de los compuestos volatiles (figura VI.10) en las
condiciones de operacion seleccionadas (tabla VL.5).

En la figura VI.10 se observa que el pH no tiene un efecto
significativo (p<0,05) sobre la adsorcion de los compuestos volatiles desde
el espacio de cabeza, en el intervalo de pH estudiado (5,0-6,5). Lo cual
coincide con lo indicado por MacGillivray et al. (1994), que determinan que
el pH no es un factor que afecte la adsorcidon de los compuestos volatiles al

utilizar la técnica de SPME.

C—1pH50
pH 5,5
pH 6,0
BRI pH 6,5
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800 -
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Compuesto Adsorbido (ng)
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o - X 7N

2-Metil-butanal ~ 3-Metil-butanal Hexanal Octanal 2-Pentanona Metional

Figura VI.10.- Efecto del pH en la adsorcion de cada compuesto volatil. Los
resultados se expresan como ng de compuesto volatil adsorbido desde el
espacio de cabeza de una solucidén que contiene 50 ppm de compuesto volatil

en 50 mM de tampon fosfato.
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V1.4.2.- Efecto de la concentracion de cloruro sddico

Uno de los factores que afecta a la adsorcidn, es la presencia de sales
en la solucién acuosa (Yang y Peppard, 1994). En la figura VI.11 se observa
que cuando incrementa la concentracion de cloruro de sodio en la solucion
también aumenta en forma lineal la cantidad de compuesto volatil adsorbido
por la fibra desde el espacio de cabeza, en las condiciones de operacion
previamente seleccionadas (tabla VI.5).

El efecto de la concentracion de sal sobre la adsorcion es mayor con
2-pentanona y hexanal en los que se observan mayores pendientes.

El efecto de la concentracion de cloruro de sodio sobre el aumento
de la adsorcion de los compuestos volatiles en el espacio de cabeza por la
fibora de SPME ha sido observado en la mayoria de los compuestos
estudiados por Yang y Peppard (1994) y en los estudios realizados por Jelen
et al. (1998).
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Figura VI.11.- Efecto de la concentracion de NaCl en la adsorcion de cada
compuesto volatil: Los resultados se expresan como ng de compuesto volatil
adsorbido desde el espacio de cabeza de una solucién que contiene 50 ppm
de compuesto volatil en 50 mM de tampoén fosfato, a pH 6,0: 2-metil-
butanal, (@); 3-metil-butanal, (O); hexanal, (V¥); octanal, (V); 2-

pentanona, (H); metional, ([J).
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VL5.- ESTUDIO DE INTERACCION ENTRE COMPUESTOS
VOLATILES Y PROTEICOS

Las proteinas influyen en la percepcion del aroma (Fischer y
Widder, 1997), de esta manera el estudio de la interaccidén entre proteinas
compuestos volatiles responsables del aroma es importante para modular el

aroma y mejorar las propiedades sensoriales de los productos carnicos.

VI1.5.1.- Efecto del pH

El pH es un factor que puede modificar la conformacion de la
proteina y ejercer una influencia considerable sobre la interaccion con los
compuestos volatiles (Kinsella, 1990; Jouenne y Crouzet, 2000).

La interaccion de la carnosina con los compuestos volatiles
estudiados es notable excepto con 2-pentanona que no presenta interaccion
(reduccion del porcentaje de compuesto volatil libre) a todos los pH
estudiados (figura VI.12A). Los demas compuestos volatiles interaccionan
con carnosina y en forma especialmente acusada el octanal.

Los porcentajes de hexanal y metional libre presentes en el espacio
de cabeza en presencia de carnosina son afectados por el pH. El porcentaje
de hexanal libre en presencia de carnosina es significativamente (p<0,05)
menor a pH 5,0, 6,0, y 6,5 que a pH 5,5. En el caso de metional, el
porcentaje de compuesto volatil libre es significativamente (p<0,05) mas
bajo a pH 6,0 y 6,5 que a pH 5,0 y 5,5. Si el porcentaje de compuesto volatil
baja en la solucion significa que a dicho pH existe una interaccion mas
elevada.

Por otra parte, la anserina muestra interaccién con 2-metil-butanal,
3-metil-butanal, hexanal y metional (figura VI.12B), la reducciéon con estos

compuestos en presencia de anserina alcanza aproximadamente el 10-20%
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del compuesto volatil libre en el espacio de cabeza. Ademas, el efecto del pH
es significativo solamente en la interaccidon de anserina con metional y 3-
metil-butanal. El porcentaje de metional libre en presencia de anserina es
significativamente (p<0,05) menor a pH 6,0 y 6,5 que a pH 5,0 y 5,5. En el
caso de 3-metil-butanal, el compuesto volatil libre es inferior a pH 5,0 y 6,5
que a 5,5y 6,0.

La estructura de los aminoacidos y péptidos es importante en la
interacciéon de los compuestos volatiles. Zhou y Decker (1999a; 1999b)
estudian la interaccién de una variedad de aminoacidos y péptidos del
musculo esquelético con compuestos volatiles que son productos de la
oxidacion lipidica. Ellos sugieren que el nitrogeno del grupo imidazol, y no
el grupo B-amino, es el sitio de reaccion principal de la histidina contenida
en los dipéptidos. Sin embargo, nuestros resultados indican que el
comportamiento de la interaccion es diferente entre la carnosina y la
anserina. Como ambos dipéptidos contienen el grupo imidazol, las
diferencias observadas se deberian a diferencias en la afinidad por la
presencia del grupo metilo en el anillo de la anserina.

Zhou y Decker (1999b) observan que el hexanal interacciona
débilmente con la carnosina, ya que la presencia de este dipéptido reduce
solo en un 3,2% la concentracién del hexanal en el espacio de cabeza. Sin
embargo, estos autores utilizan una razén molar de carnosina / hexanal
menor que la utilizada en el presente estudio. Esto significa que en el estudio
realizado por Zhou y Decker (1999b) existen menos moles de carnosina para
interaccionar con un mol de hexanal. Landy et al. (1995) indican que el
aumento de la concentracion de proteina aumenta el porcentaje de
interaccion. Esto explicaria la diferencia en los resultados obtenidos en el
porcentaje de interaccion entre la carnosina y el hexanal.

El efecto del pH sobre la interaccion entre cada compuesto volatil

con la mioglobina se observa en la figura VI.12C. Solamente, 2-metil-
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butanal y hexanal muestran interaccion con la mioglobina. El efecto del pH
en la solucién tUnicamente es significativo para el hexanal, siendo el
porcentaje de hexanal libre significativamente (p<0,05) mayor a pH 5,0 y 5,5
que a pH 6,0 y 6,5. Por otra parte, la interaccion entre 2-metil-butanal y
mioglobina no es afectada por el pH, pero es mayor que la interaccion
observada con el hexanal.

No existen antecedentes sobre la interaccion de la mioglobina con
compuestos volatiles. Sin embargo, hay estudios que indican que el pH
puede inducir cambios conformacionales en la proteina dando lugar a
alteraciones en los sitios de union de las proteinas con los compuestos
volatiles, como en el caso de la interaccion de BSA con 2-nonanona, la
constante de union aumenta a pH 3,0, pH 5,0 y pH 6,0 y disminuye a pH 9,0
(Kinsella, 1990). En el caso de la interaccion entre [B-lactoglobulina y
compuestos volatiles, metil-cetonas y etil-ésteres, aumenta la retencion de
los compuestos volatiles al incrementar el pH desde 3,0 a pH 9,0, mientras
que la retencion disminuye a pH 11,0 (Jounene y Crouzet, 2000). Adams et
al. (2001) investigan el efecto del pH en la interaccién de ovoalbimina y
compuestos disulfuro. Ellos indican que cuando el pH aumenta desde 6,7 a
8,0 disminuye la cantidad de compuestos disulfuros en el espacio de cabeza
en presencia de la ovoalbimina nativa y ovoalbumina desnaturalizada por

calor.
VI1.5.1.1.-Efecto del pH en la proporcion de mioglobina

En la tabla VI.8, se observa que el pH no tiene un efecto sobre los
tres estados de oxidacion de la mioglobina en el intervalo de pH estudiado.

En la interaccion de la mioglobina con compuestos volatiles (figura

VI.12) el pH solo afecta a la interaccion con hexanal (apartado anterior) a
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pesar de que el pH no es un factor que afecte el estado de oxidacion de la

mioglobina.

Tabla VI.8.- Efecto del pH sobre el porcentaje de los tres estados de

oxidacion de la mioglobina

pH Mioglobina  Oximioglobina  Metamioglobina

5,0 -- 6,8 93,2
5,5 -- 7,0 93,0
6,0 -- 6,8 93,2
6,5 -- 6,9 93,1

VI1.5.2.- Determinacion de los parametros de interaccion

La determinacion de los parametros de interaccion se estudia en
aquellos casos donde la interaccién produce una reduccion del porcentaje de
compuesto volatil libre mayor al 20% y a los valores de pH donde la
interaccion es mayor (figura VI.12).

Para medir el efecto de la interaccion, se deben representar
graficamente el numero de sitios de union en funcion del logaritmo de la
concentracion de ligando libre. Esta grafica debe cumplir algunos requisitos
establecidos por Klotz (1982) para que el ajuste de datos a la ecuacion de
Scatchard sea valido. Todas las curvas (figura VI.13) muestran el
comportamiento propuesto por Klotz (1982). Por otra parte, O'Keefe et al.
(1991Db) indican que al representar el ntimero de sitios de union en funcion
de la concentracién de ligando libre, tiene que mostrar un modelo
hiperbolico porque modelo sigmoidal indicaria la presencia de cooperacion
con los sitios de union. La representacion de los datos (no se muestra la

grafica) segun lo indicado por O'Keefe et al. (1991b), muestra curvas
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Figura VI.14.- Grafica de Scatchard: (A) carnosina con 2-metil-butanal,
(@); 3-metil-butanal, (O); hexanal, (¥); octanal, (V) y metional, (C(1); (B)
anserina con 2-metil-butanal, (@) y hexanal, (¥); (C) mioglobina con 2-

metil-butanal, (@).
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hiperbolicas y también las graficas de dobles reciprocos son lineales
indicando la ausencia de cooperacion.

Los parametros de interaccion (tabla VI.9) se obtienen a partir de la
pendiente e interseccion de la grafica de Scatchard (figura VI.14). El namero
de sitios de union es muy bajo en la interaccién con carnosina y anserina
probablemente debido a la estructura de estos dipéptidos (tablas VI.9). Sin
embargo, en la interaccion de mioglobina con 2-metil-butanal se determina
que existen 3 sitios de unidn.

Las constantes de afinidad (tablas VI.9) obtenidas indican que la
afinidad de la carnosina es mas alta para dos aldehidos lineales, hexanal y
octanal, y muy baja para 2-metil-butanal. Por otra parte, anserina muestra
una constante de afinidad mas alta con 2-metil-butanal que con hexanal,
mientras que la mioglobina muestra una constante de afinidad media para 2-
metil-butanal.

El porcentaje de interaccion de anserina con 2-metil-butanal y
hexanal es bajo a todos los pH estudiados (figura VI.12). Sin embargo, la
constante intrinseca de interaccion para ambos compuestos tiene un valor
medio. Esta diferencia en el porcentaje de interaccion se debe a que la razon
molar de anserina/compuesto volatil es menor que la razéon molar utilizada
con carnosina.

En la interaccién de los compuestos volatiles con carnosina, la
constante de afinidad es menor para 2-metil-butanal (tabla VI.9). Estos
resultados indicarian que la estructura de 2-metil-butanal produce un efecto
estérico que causaria menos afinidad para la unién a la carnosina. Sin
embargo, este efecto estérico no se observa en la interaccién de este
compuesto con anserina, debido a que la constante de afinidad es mayor
(tabla V1.9). Ademas, en este estudio el pH es diferente (pH = 6,0) y puede

alterar la afinidad de unidn entre anserina y 2-metil-butanal. Sin embargo, no
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existen diferencias significativas en la interaccion entre anserina y 2-metil-
butanal cuando el pH cambia (figura VI.12).

Los valores obtenidos para la energia libre de Gibbs (AG) son
menores para la interaccion entre carnosina y mioglobina con 2-metil-
butanal y son mayores para la interaccion entre carnosina y 3-metil-butanal,
hexanal y octanal (tablas VI.9). Damodaran y Kinsella (1981a) y O’Keefe et
al. (1991a) indican que el incremento de la energia libre de Gibbs con la
longitud de la cadena esta de acuerdo con una interaccion mas hidrofobica,
sin embargo, la interaccion de hexanal y octanal con carnosina (tablaV1.9)
no observamos un aumento en la energia libre de Gibbs con el incremento de
la longitud de la cadena.

Zhou y Decker (199b) han estudiado la interaccion entre hexanal y
varios dipéptidos que contienen histidina, y observan que a medida que
aumenta el namero de carbonos de la cadena del aminoacido que acompaia
a la histidina, la interaccion aumenta. Por otra parte, el dipéptido isoleucina-
histidina tiene menos afinidad por el hexanal que la leucina-histidina. Esto
indica que el grupo metilo del primer atomo de carbono de la cadena del
aminodcido que acompafia a la histidina tiene mayor impacto en la
interacciéon con hexanal que cuando el grupo metilo estd ubicado en el
segundo atomo de carbono de la cadena (Zhou y Decker, 1999b). En
nuestros estudios, la constante obtenida en la interaccidén entre carnosina y
anserina con hexanal (tabla V1.9) es mayor para carnosina que para anserina,
lo cual indica que el grupo metilo presente en la anserina hace al grupo
amino menos reactivo. Sin embargo, el comportamiento contrario es
observado para la interaccion de 2-metil-butanal con carnosina y anserina
(tabla VI.9), donde la constante de afinidad de union es mas alta para la

interaccion con anserina.
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VL.6.- OPTIMIZACION DE LA TECNICA DE
MICROEXTRACCION EN FASE SOLIDA (SPME) PARA EL
ESTUDIO DEL EFECTO DE LOS AGENTES DE CURADO
EN LA INTERACCION ENTRE COMPUESTOS VOLATILES
Y PROTEICOS SOLUBLES PRESENTES EN EL JAMON
CURADO

V1.6.1.- Seleccion de la concentracion de los compuestos volatiles

La seleccion de la concentracion de los compuestos volatiles se basa
en el calculo de la concentracion de cada compuesto volatil en el espacio de
cabeza de jamon curado, segun los datos obtenidos en el apartado VI1.2.2.

La areas de respuesta del cromatografo obtenidas en la adsorcion de
los compuestos volatiles con la fibra de SPME de Car/PDMS que se
mantiene durante 30 min a 30 °C en el espacio de cabeza de jamén curado
(apartado VI1.2.2), se utilizan para el calculo de la concentracion de los
compuestos volatiles en el espacio de cabeza (tabla VI.10).

En el disefio del sistema modelo que simula la concentracion que
existe en el jamoén curado, se pretende seleccionar una concentracion en
proporcidn similar a la existente en el jamoén curado. Ahora bien, como en
este sistema modelo los estudios se realizan en disoluciones acuosas, las
concentraciones seleccionadas son diferentes pero se ha intentado mantener
la proporcion que existe en el jamon estudiado (tabla VI.10).

La seleccion de la concentracion de los compuestos volatiles se
desea mantener en una proporcidn similar en el espacio de cabeza y en la
disolucién modelo. Por ello, se selecciona 2 ppm de 2-metil-butanal y 3-
metil-butanal en la disolucién y la mitad de esta concentracidon (1 ppm) para
hexanal y 2-pentanona. Sin embargo, para 2-octanal y metional se selecciona

una concentracion superior a la concentracion proporcional (0,1 ppm) debido
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a que el area de respuesta del cromatografo de gases a dicha concentracion
es muy baja, por lo que se decide aumentar la concentracion en la disolucion

a 1 ppm para octanal y 5 ppm para metional.

Tabla VI.10.- Concentracion seleccionada de cada compuesto volatil.

Compuesto Area (FID) Concentracion
L. Calculada en el Seleccionada en la
volatil espacio de cabeza disolucion
Promediotdesv (ppb) (ppm)
2-Metil-butanal ~ 1133101+516171 11,726 2,0
3-Metil-butanal ~ 2747108+196226 12,190 2,0
Hexanal 974104+263969 3,356 1,0
Octanal 116024429811 0,127 1,0
2-Pentanona 2790393+547408 4,521 1,0
Metional 50154237 0,005 5,0

V1.6.2.- Linealidad de la deteccion

Con el fin de establecer si existe competencia entre los compuestos
estudiados por la fibra de Car/PDMS, se determina la linealidad de deteccién
de cada compuesto volatil (figura VI.15). Para ello, se mantiene la fibra
durante 30 min a 30°C en presencia de la mezcla de compuestos volatiles a
diferentes concentraciones. Se observa que a las concentraciones estudiadas
(2 a 10 ppm) la respuesta es lineal para todas ellas y no se observan

fendmenos de competicion.
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Figura VI.15.- Intervalo lineal de deteccion de los compuestos volatiles con
la fibra de Car/PDMS: 2-metil-butanal, (@); 3-metil-butanal, (O); hexanal,
('¥); octanal, (V); 2-pentanona, (l); metional, (OJ).
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V1.7.- ESTUDIO DEL EFECTO DE LOS AGENTES DE CURADO
EN LA INTERACCION ENTRE COMPUESTOS VOLATILES
Y PROTEICOS

VI1.7.1.- Estudio del efecto de los agentes de curado en la interacciéon

entre compuestos volatiles y carnosina.

Debido a la existencia de interacciones entre los compuestos
volatiles y proteicos es importante determinar si la presencia de agentes de
curado produce un efecto sobre la interaccion ya que eso supondra que su

presencia pueda modular la percepcion del aroma en jamon curado.

-Efecto de la concentracién de cloruro de sodio

El cloruro de sodio ejerce un leve efecto sobre la interaccion de la
carnosina con 2-metil-butanal (figura VI.16A), 3-metil-butanal (figura
VI.16B) y hexanal (figura VI.16C). El porcentaje libre de estos compuestos
volatiles aumenta levemente con el aumento de la concentracion de cloruro
de sodio. Esto significa que la interaccion de estos compuestos con la
carnosina disminuye levemente cuando aumenta la concentracion de cloruro
de sodio presente en la disolucion.

Por otra parte, el aumento de la concentracion de cloruro de sodio
produce un aumento lineal de la interaccion entre octanal y carnosina (figura
VI.16D), mientras que el porcentaje de metional libre en el espacio de
cabeza aumenta con la concentracién de cloruro de sodio hasta un maximo
(40g/L de NaCl) para luego comenzar a disminuir ligeramente (figura

VL16F).
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Figura VI.16.- Efecto de la concentracion de NaCl, (@) y glucosa, (O)
sobre el porcentaje de compuesto volatil libre en presencia de carnosina: (A),
2-metil-butanal; (B), 3-metil-butanal; (C), hexanal; (D), octanal; (E), 2-

pentanona; (F), metional.
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-Efecto de la concentracion de glucosa

El estudio del efecto de la concentracion de glucosa sobre la
interaccion con la carnosina se observa en la figura VI.16. Los porcentajes
libres de 2-metil-butanal (figura VI.16A), 3-metil-butanal (figura VI.16B) y
hexanal (figura VI.16C) disminuyen en presencia de glucosa, es decir, en
estos compuestos aumenta la interaccidon con el incremento de la
concentracion de glucosa. Por otra parte, se observa una mayor interaccion
con octanal (figura VI.16D) debido a un incremento en la concentracién de
glucosa, pero los resultados obtenidos a 1 g/L presentan un alto coeficiente
de varianza.

Se produce un aumento en el porcentaje de metional libre (figura
VIL.16F) en la interaccion entre metional y carnosina en presencia de glucosa,
lo cual significa que la concentracion de glucosa disminuye la interaccion
entre la carnosina y el metional

Por ultimo, tanto el cloruro de sodio como la glucosa no afectan el

porcentaje de 2-pentanona libre en presencia de carnosina (figura VI.16E).

-Efecto de la concentracion de nitrato

La concentracion de nitrato ejerce un efecto sobre la interaccion de
los compuestos volatiles con la carnosina. En presencia de una baja
concentraciéon de nitrato los porcentajes libres de 2-metil-butanal (figura
VI.17A), 3-metil-butanal (figura VI.17B), hexanal (figura VI.17C), y octanal
(figura VIL.17D) disminuyen. Posteriormente, se observa que conforme
aumenta la concentracidon de nitrato el porcentaje libre de estos compuestos
aumenta superando ligeramente en algin caso (hexanal) el porcentaje de

compuesto volatil libre en ausencia de nitrato.
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Figura VI.17.- Efecto de la concentracion de nitrato, (@); nitrito, (O) y

acido ascorbico, (V) sobre el porcentaje de compuesto volatil libre en

presencia de carnosina: (A), 2-metil-butanal; (B), 3-metil-butanal; (C),

hexanal; (D), octanal; (E), 2-pentanona; (F), metional.
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- Efecto de la concentracion de nitrito

El efecto de la concentracién de nitrito es muy variable segiin el
compuesto volatil. En el caso del octanal, la concentracion de nitrito
disminuye el porcentaje libre del compuesto en presencia de carnosina, es
decir, la presencia de nitrito aumenta la interaccion entre octanal y carnosina
(figura VI.17D). Lo mismo ocurre con el metional (figura VI.17F), aunque
este aumento en la interaccion se observa cuando la concentracion de nitrito
es mas elevada.

La concentracién de nitrito produce un aumento del porcentaje libre
de 2-pentanona cuando interacciona con carnosina este compuesto, superior
al 100% (figura VI.17E), esto significa que el nitrito produce una liberacion

de 2-pentanona al espacio de cabeza.

- Efecto de la concentracion de dcido ascérbico

En la interaccion con carnosina, el acido ascorbico produce un
aumento en el porcentaje de compuesto volatil libre para todos los
compuestos estudiados (figura VI.17), excepto para octanal y 2-pentanona
donde el acido ascorbico produce un leve descenso en el porcentaje de

octanal libre (figuras VI.17E y VI.17D, respectivamente).
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VL.7.2.- Estudio del efecto de los agentes de curado en la interacciéon

entre compuestos volatiles y la anserina.

-Efecto de la concentracion de cloruro de sodio

La concentracién de cloruro de sodio aumenta el porcentaje libre de
hexanal, octanal y metional (figura VI.18). Esta disminucién en Ia
interaccion entre estos compuestos volatiles y anserina es mayor cuando la
concentracion de cloruro de sodio es de 20 g/L, pero a mayor concentracion

no se produce variacion en el porcentaje de interaccion.

-Efecto de la concentracion de glucosa

La concentracion de glucosa disminuye levemente el porcentaje libre
de los aldehidos ramificados 2-metil-butanal y 3-metil-butanal en presencia
de anserina (figuras VI.ISA y VI.18B). Por otra parte, se observa que
cuando la concentracion de glucosa es 0,5 g/L, el porcentaje libre de
hexanal, octanal y metional (figuras VI.18C, VI.18D, VI.18F) aumenta
respecto de la solucidon que se encuentra en ausencia de glucosa, es decir, la
interaccion con anserina disminuye. Sin embargo, cuando la concentracion
de glucosa aumenta a 1g/L, los porcentajes libres de hexanal y metional
disminuyen y el porcentaje libre de octanal se mantiene en el valor obtenido
a 0,5 g/L de glucosa. Por tanto, la concentraciéon de glucosa produce un

efecto significativo sobre la interaccion.

-Efecto de la concentracion de nitrato

En el estudio del efecto del nitrato en el porcentaje de compuesto
volatil libre en presencia de anserina, se observa que la adiciéon de nitrato
aumenta los porcentajes libres de hexanal, octanal (figuras VI.19C y

VL19D) y metional (figura VI.19F). Por otra parte, los porcentajes de
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Concentracion de glucosa (mg/L)
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Figura VI.18.- Efecto de la concentracion de NaCl, (@) y glucosa, (O)
sobre el porcentaje de compuesto volatil libre en presencia de anserina: (A),
2-metil-butanal; (B), 3-metil-butanal; (C), hexanal; (D), octanal; (E), 2-

pentanona; (F), metional.
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Figura VI.19.- Efecto de la concentracion de nitrato, (@); nitrito, (O);
acido ascorbico, (V) sobre el porcentaje de compuesto volatil libre en
presencia de anserina: (A), 2-metil-butanal; (B), 3-metil-butanal; (C),

hexanal; (D), octanal; (E), 2-pentanona; (F), metional.
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compuestos volatil libre, 2-metil-butanal (figura VI.19A), 3-metil-butanal
(figura VI.19B) y 2-pentanona (figura VI.19E) se mantienen relativamente

constantes.

- Efecto de la concentracion de nitrito

En la interaccidon con anserina, el nitrito produce un aumento en el
porcentaje de compuesto volatil libre de los aldehidos lineales, hexanal
(figura VI.19C), y octanal (figura VI.19D).

La concentracion de nitrito no ejerce ningun efecto sobre la
interaccion entre anserina y 2-pentanona (figura VI.19E). Ademas, la
concentracion de nitrito tiene un ligero efecto sobre la interaccion con los

aldehidos ramificados (figuras VI.19A y VI.19B).

-Efecto de la concentracion de acido ascorbico

En la interaccion con anserina en presencia de acido ascorbico se
observa que el porcentaje libre de 2-metil butanal (figura VI.19A), 3-metil-
butanal (figura VI.19B), 2-pentanona (figura VI.19E), se mantiene alrededor
del 100% sin afectar el valor inicial de la interaccion. Por otra parte, a una
mayor concentracion de acido ascorbico aumenta el porcentaje de octanal
libre (figura VI.19D). En resumen, la concentracidon de acido ascdrbico tiene

un ligero o ningun efecto sobre la interaccion con anserina.
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VL.7.3.- Estudio del efecto de los agentes de curado en la interaccién

entre compuestos volatiles y la mioglobina

-Efecto de la concentracion de cloruro de sodio

La concentracién de cloruro de sodio no afecta a la interaccion entre
mioglobina y 2-metil-butanal (figura VI.20A), 3-metil-butanal (figura
VI1.20B) y 2-pentanona (figura VI.20E).

Los compuestos hexanal (figura VI.20C), octanal (figura V1.20D) y
metional (figura VI.20F) no son retenidos por la mioglobina en ausencia de
cloruro de sodio, aunque, la presencia y el aumento de la concentracidon de

cloruro de sodio disminuye el porcentaje libre de estos compuestos.

-Efecto de la concentracion de glucosa

La concentracion de glucosa no afecta a la interaccion entre
mioglobina y 2-metil-butanal (figura VI.20A), 3-metil-butanal (figura
VI.20B), y 2-pentanona (figura VI.20E).

En cambio, la concentracion de cloruro de sodio disminuye los
porcentajes libres de hexanal (figura VI.20C) y, de forma mas acusada, de

octanal (figura VI.20D) y metional (figura VI.20F).

-Efecto de la concentracion de nitrato

El porcentaje libre de todos los compuestos volatiles se encuentra
alrededor del 100% (figura VI.21), cuando la concentracion de nitrato
alcanza los 400 mg/L, excepto para 3-metil-butanal (figura VI.21B) donde el

porcentaje libre es menor, del orden de 76,4%.

177



RESULTADOS Y DISCUSION

Concentracién de glucosa (mg/L)
0 200 400 600 800 1000 O 200 400 600 800 1000

200 AT B

150 -

100

50 -

Compuesto volatil libre (%)

150

100 p— P— _Q__

50 -

0 T T T T T T T
0 20 40 60 80 100 O 20 40 60 80 100

Concentracion de NaCL (g/L)

Figura VI.20.- Efecto de la concentracion de NaCl, (@) y glucosa, (O) sobre
el porcentaje de compuesto volatil libre en presencia de mioglobina: (A), 2-
metil-butanal; (B), 3-metil-butanal; (C), hexanal; (D), octanal; (E), 2-

pentanona; (F), metional.
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Figura VIL.21.- Efecto de la concentracion de nitrato (@); nitrito, (O) y acido

ascorbico, (¥) sobre el porcentaje de compuesto volatil libre en presencia de

mioglobina: (A), 2-metil-butanal; (B), 3-metil-butanal; (C), hexanal; (D),

octanal; (E), 2-pentanona; (F), metional.
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- Efecto de la concentracion de nitrito

La concentracidn de nitrito disminuye el porcentaje libre de octanal
en presencia de la mioglobina (figura VI.21D), es decir, la concentracion de
nitrito aumenta la interaccion entre octanal y mioglobina. Lo mismo ocurre
con metional (figura VI.21F) y hexanal (figura VI.21C), aunque la
disminucion de este porcentaje libre es menor. Por otra parte, la
concentracion de nitrito no afecta la interaccion entre mioglobina y 2-metil-
butanal (figura VI.21A), 3-metil-butanal (figura VI.21B), y 2-pentanona
(figura VI.21E).

- Efecto de la concentracion de acido ascorbico

El acido ascorbico disminuye los porcentajes libres de hexanal
(figura VI.21C) y octanal (figura VI.21D), en presencia de mioglobina. Sin
embargo, cuando la concentracion de acido ascorbico es mas alta el
porcentaje libre de estos compuestos tiende a aumentar ligeramente. Por otra
parte, la concentracion de acido ascorbico no afecta la interaccion entre
mioglobina y 2-metil-butanal (figura VI.21A), 3-metil-butanal (figura
VI.21B) y 2-pentanona (figura VL.21E).

V1.7.3.1.- Efecto de los agentes de curado sobre el estado de oxidacion de

la mioglobina

El efecto de los agentes de curado sobre el estado de oxidacion de la
mioglobina se determina con el fin de establecer cual de las formas quimicas
de la mioglobina es la causante de los fenomenos de interaccion. La
concentracion de acido ascérbico tiene un efecto sobre el estado de
oxidacion de la mioglobina. Los porcentajes de mioglobina y oximioglobina
aumentan con la concentracion de 4acido ascérbico, mientras que el

porcentaje de metamioglobina disminuye (tabla VI.11), efecto debido a la
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actividad reductora del &cido ascorbico. Por otra parte, las concentraciones
de cloruro de sodio, glucosa y nitrito no tienen efecto sobre los estados de
oxidacion de la mioglobina. Sin embargo, para una concentracion de 400
mg/L de nitrato disminuye la proporcion de metamioglobina y aumenta la

proporcidn de oximioglobina (tabla VI.11).

Tabla VI.11.- Efecto de los agentes de curado sobre los porcentajes de los

tres estados de oxidacidon de la mioglobina, a pH 6,0

Concentracion de los Mioglobina Oximioglobina Metamioglobina

agentes de curado

Cloruro de sodio (g/L)
0 -- 6,8 93,2
40 -- 6,2 93,8
80 -- 6,4 93,6
Glucosa (mg/L)
0 -- 6,8 93,2
500 -- 5,9 94,1
1000 -- 6,1 93,9
Nitrato (mg/L)
0 -- 6,8 93,2
100 -- 6,7 92,8
200 -- 6,8 93,2
400 0,7 13,7 85,7
Nitrito (mg/L)
0 -- 6,8 93,2
50 -- 5,6 94,4
100 -- 5,8 94,2
Acido Ascérbico (mg/L)
0 -- 6,8 93,2
250 2,1 42,3 55,6
500 17,7 46,9 35,4
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A pesar de la existencia de cambios en el estado de oxidacion de la
mioglobina en presencia de acido ascorbico, los efectos sobre la interaccidén
fueron poco destacables y solo afectaron a la concentracion de octanal
(figura VI.21). Ademas, el efecto del acido ascorbico sobre la interaccion
entre octanal y carnosina sigue la misma tendencia que la observada en
presencia de los agentes de curado nitrito y nitrato (figura V1.21D), aunque
estos agentes tienen muy poco efecto sobre el estado de oxidacion de la
mioglobina (tabla VI.11). Este hecho indica que la parte del anillo de
porfirina donde se da el cambio del estado de oxidacion de la mioglobina
interviene muy poco en la liberacidén, y al parecer la estructura proteica
(globina) interviene en la liberacion de octanal.

De los resultados obtenidos del estudio del efecto de los agentes de
curado en la interaccion con compuestos volatiles es de destacar que la
adicion de una mezcla de compuestos volatiles varia el porcentaje de
interaccion de los compuestos volatiles respecto del porcentaje de
interaccion obtenido con cada compuesto en particular (ver figura V1.12).

Los porcentajes de interaccion entre carnosina y 2-metil-butanal, 3-
metil-butanal y metional y entre anserina y octanal y metional aumenta en
presencia de la mezcla de compuestos volatiles (figuras VI.16, VI.17, V.18,
VI.19), respecto del porcentaje de interaccidon obtenido con cada compuesto
en particular (figura VI.12). Este aumento del porcentaje de interaccion se
podria deber a que cuando se utiliza la mezcla de los compuestos volatiles, la
concentracion de cada compuesto volatil utilizada es menor que cuando se
utiliza cada compuesto en particular. Asi pues, existe mas proteina por mol
de compuesto volatil para la interaccion, de manera que el porcentaje de
interaccion aumenta cuando la concentracién de volatil es menor. Estos
resultados concuerdan con los obtenidos por Ng et al. (1989) y Landy et al.
(1995) que indican que cuando la razén proteina / compuesto volatil aumenta

también aumenta el porcentaje de interaccion del compuesto volatil.
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Por otra parte, en la interaccion entre carnosina y octanal (figuras
VIL.16, VI.17) disminuye el porcentaje de interaccién cuando se utiliza la
mezcla de compuestos volatiles respecto del porcentaje de interaccion
obtenido con dicho compuesto en particular en presencia de carnosina. En
este caso, la disminucion en el porcentaje de interaccion se podria deber a un
efecto de competicion por los sitios de uniéon a la carnosina por 3-metil-
butanal, 2-metil-butanal, metional y hexanal. La union de estos compuestos a
la carnosina impediria la interaccion con octanal. De acuerdo con las
constantes de afinidad medidas para cada compuesto volatil por separado
(tabla VI.9) la afinidad de unién de carnosina es mayor para hexanal y 3-
metil-butanal que para octanal, por lo cual estos compuestos competirian por
la unién de octanal a la carnosina.

Los resultados obtenidos en el estudio realizado sobre el efecto del
cloruro de sodio en la interaccion con la carnosina (figura VI.16) y la
anserina (figura VI.18) indican que solo con algunos compuestos volatiles
aumenta el porcentaje de interaccion con la concentracion de cloruro de
sodio. En estudios realizados por Damodaran y Kinsella (1981b) con
proteina de soja la afinidad de unién aumenta con la concentracion de
cloruro de sodio. Los mismos resultados se obtienen en la interaccion entre
BSA y 2-nonanona (Kinsella, 1990). Por otra parte, en la interaccion de la
mioglobina (figura VI.21) con octanal y metional, la concentracion de
cloruro de sodio permite retener estos compuestos. Respecto a los otros
agentes de curado no existen antecedentes sobre el efecto que tienen sobre la

interaccion con proteinas o péptidos.
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VL8.- ESTUDIO DE LA INTERACCION ENTRE COMPUESTOS
VOLATILES Y PROTEICOS EN PRESENCIA DE MEZCLA
DE AGENTES DE CURADO

El efecto de la mezcla de los agentes de curado se estudia
preparando mezclas de agentes de curado a determinados pH, simulando las
etapas caracteristicas del proceso del jamén curado. La etapa 1
corresponderia a la etapa final del post salado, mientras que las etapas II y III
corresponderian a la mitad y al final del proceso de curado, respectivamente.

La variacién de la concentracion de los agentes de curado puede
modificar la proporcion de mioglobina. En la etapa 1 el porcentaje de
mioglobina es mayor respecto de las otras etapas (II, III) (tabla VI.12) donde

las proporciones de oximioglobina y metamioglobina son mayores.

Tabla VI.12.- Efecto de la mezcla de los agentes de curado sobre los

porcentajes de los tres estados oxidacion de la mioglobina, a pH 6,0.

Etapas Mioglobina Oximioglobina Metamioglobina

I 8,9 18,7 72,3
I 0,8 19,3 79,8
111 -- 20,1 79,9

El efecto de la mezcla de los agentes de curado sobre la interaccion

entre compuestos volatiles y proteicos se muestra en la figura VI1.22.
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Figura VIL.22.- Efecto combinado de los agentes de curado en los
porcentajes de compuestos volatiles libres en presencia de: Carnosina,(e);
Anserina, (V); Mioglobina, (m): (A), 2-metil-butanal; (B), 3-metil-butanal;
(C), hexanal; (D), octanal; (E), 2-pentanona; (F), metional. Etapa 1
corresponde al post-salado, Etapa 2 corresponde a la mitad del curado, y

Etapa 3 corresponde al final del de curado.
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- Carnosina

El porcentaje de compuesto libre en presencia de carnosina se
mantiene con valores cercanos al 100% o ligeramente inferiores para los
compuestos; 2-metil-butanal (figura VI.22A), y 2-pentanona (figura VI.22E).
Por otra parte, la interaccién entre carnosina y; 3-metil-butanal (figura
VI1.22B), y hexanal (figura VI.22C), se mantiene relativamente constante en
las etapas de curado. Sin embargo, el porcentaje de interaccién de estos
compuestos es mayor que el obtenido con 2-metil-butanal y 2-pentanona.

La mezcla de los agentes de curado tiene un comportamiento distinto
sobre la interaccion entre carnosina y octanal (figura VI.22D). El porcentaje
de compuesto volatil libre aumenta durante las etapas de curado, es decir, la
interaccion disminuye durante el curado. Por otra parte, la interaccion
aumenta levemente entre carnosina y metional en la etapa final del proceso
de curado (figura VI.22F).

Es de destacar que los resultados de interaccion obtenidos con

carnosina son diferentes a los obtenidos con anserina y mioglobina.

- Anserina

El porcentaje libre de 2-metil-butanal (figura VI.22A), se mantiene
constante en las diferentes etapas de curado. El porcentaje de interaccion de
este compuesto con anserina es bajo, pero, el porcentaje de interaccion de 3-
metil-butanal (figura VI.22B), es ligeramente superior al obtenido con 2-
metil-butanal.

El porcentaje libre de los aldehidos lineales en presencia de anserina
aumenta durante el proceso de curado (figura VI.22C y VI.22D). Por otra
parte, no se observa ningin efecto de la mezcla de los agentes de curado
sobre la interaccion entre anserina y 2-pentanona (figura VI.22E), y metional

(figura VI.22F).
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- Mioglobina

Los resultados obtenidos en la interaccién de la mioglobina con
estos compuestos volatiles son similares a los obtenidos en la interaccién con
la anserina.

El porcentaje libre de 2-metil-butanal (figura VI.22A), se mantiene
constante en las diferentes etapas de curado. El porcentaje de interaccion de
3-metil-butanal (figura VI.22B), es levemente superior al obtenido con 2-
metil-butanal.

El porcentaje libre de los aldehidos lineales en presencia de
mioglobina aumenta durante el proceso de curado (figuras VI1.22C y VI1.22
D). Por otra parte, no se observa ningun efecto de la mezcla de los agentes
de curado sobre la interaccién entre mioglobina y 2-pentanona (figura

VIL.22E).

A partir de los resultados obtenidos del estudio del efecto de mezclas
de agentes de curado que simulan las etapas del proceso de curado es de
destacar que el porcentaje de interaccion de los compuestos volatiles con
carnosina es mayor que el obtenido con anserina y mioglobina en presencia
de la mezcla de los agentes de curado. Estos resultados concuerdan con los
obtenidos en el estudio de la interaccion entre los compuestos volatiles y los
agentes de curado de forma individual (figura VI.16). En el estudio del
efecto combinado de los agentes de curado, la presencia de acido ascérbico
en cada una de las etapas seria responsable de la disminucion de la
interaccion entre carnosina y 2-metil-butanal (figura VI.22A), 3-metil-
butanal (figura VI.22B) y metional (figura VI.22F), ya que en forma
individual es el agente que produce una mayor liberacion de estos
compuestos en presencia de carnosina (figura VI.17). Por otra parte, en la
interaccién entre carnosina y octanal en presencia de la mezcla de los

agentes de curado, la interaccion disminuye a medida que avanzan las etapas
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de curado, en este caso hay que destacar que el acido ascorbico no afecta la
interaccién entre carnosina y octanal (figuras VI.17D). Asi pues, la
disminuciéon de la interaccién entre carnosina y octanal en las etapas de
curado seria responsabilidad de las concentraciones de nitrato, glucosa y
cloruro de sodio, ya que estos agentes de curado aumentan la interaccion de
manera individual en la etapa inicial de curado (ver figura V.16 y VI.17).

El porcentaje de octanal libre en presencia de mioglobina aumenta
durante el proceso de curado (figura VI.22D). Este aumento se puede
explicar por el efecto que tendria la concentracion de glucosa (figura
VI.20D), 4cido ascorbico y nitrato (figura VI.21D) sobre el porcentaje de
octanal libre, ya que este porcentaje es menor cuando la concentracion de los
agentes de curado es mayor. Por ello, al avanzar el curado, la concentracion
de estos agentes de curado disminuye y produciria una liberacion del
octanal.

En resumen hay que sefialar que el aroma tipico a jamoén curado no
se atribuye a ningin compuesto especifico sino a un conjunto de compuestos
volatiles que se encuentran en las proporciones apropiadas (Barbieri et al.,
1992 y Flores et al., 1997a). Los compuestos volatiles utilizados en nuestro
estudio tienen un bajo umbral de percepcion (Shahidi et al., 1986;
Hinrichsen y Petersen, 1995) y se ha demostrado que participan en el aroma
de jamon curado (Carrapiso et al., 2002). La modificaciéon de la proporcion
relativa de estos compuestos volatiles debido a la interaccion con los
compuestos proteicos puede modular el aroma y, por consiguiente, cambiar

la percepcion sensorial del jamon curado.
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La técnica de microextraccion en fase solida es apropiada para el analisis
cualitativo y cuantitativo de los compuestos volatiles presentes en el
espacio de cabeza de jamon curado. Se debe tener presente que existen
muchos factores que afectan dicha extraccion tales como el tipo de fibra,
la volatilidad y la masa molecular de los compuestos volatiles. En el
caso del tipo de fibra, las fibras de polaridad simple (PA y PDMS) no
extraen ningin compuesto volatil del espacio de cabeza de jamon curado
mientras que las fibras bi-polares, Car/PDMS y DVB/Car/PDMS, son
capaces de extraer 70 compuestos volatiles distintos. La naturaleza de
los compuestos volatiles extraidos depende de la polaridad de la fibra.
La fibra de DVB/Car/PDMS extrac compuestos de media y alta masa
molecular y la fibra Car/PDMS presenta preferencia por compuestos de
baja masa molecular. Asi, en el espacio de cabeza de jamén curado la
fibra de DVB/Car/PDMS extrae mayoritariamente hexanal (18%) y 2-
pentanona (10%) mientras que los compuestos extraidos de forma
mayoritaria por la fibra de Car/PDMS son 3-metil-butanal (19,8%) y 2-
metil-butanal (17,7%) seguido de hexanal (7%) y 2-pentanona (8%).

La evolucion del perfil de adsorcion con el tiempo de las fibras bi-
polares de microextraccion en fase sélida depende no solo de la afinidad
de los compuestos por la fibra sino también de la existencia de
fendémenos de competicién. Es de destacar que la fibra Car/PDMS es
capaz de extraer de 2 a 3 veces mas cantidad de compuesto que la fibra

DVB/Car/PDMS.

La técnica de microextraccion en fase s6lida ha demostrado gran utilidad
para el estudio de la interaccion entre compuestos volatiles y proteicos.
La carnosina presenta interaccién con todos los compuestos volatiles

estudiados excepto con la 2-pentanona. La anserina presenta interaccion
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con 2-metil-butanal, 3-metil-butanal, hexanal y metional. Por ultimo, la
mioglobina solo presenta interaccion con 2-metil-butanal y hexanal. En
todos los casos estudiados, la interaccidn sigue la ecuacion de Scatchard
siendo una interacciéon no-covalente y reversible. En cuanto a los
parametros de interaccidon, la carnosina es el péptido con mayores
constantes de afinidad “K” (M) por hexanal, 3-metil-butanal y octanal,
mientras que la mioglobina presenta para el 2-metil-butanal un nimero

de sitios de unién (n=3) mayor que los dipéptidos.

4. La interaccion entre compuestos volatiles y proteicos se ve afectada por
la presencia de agentes de curado. De entre los agentes estudiados, el
acido ascorbico es el que produce un efecto mas destacado al disminuir
la interaccion entre los compuestos volatiles (2-metil-butanal, 3-metil
butanal, metional) y la carnosina. El efecto de la simulacion de las etapas
de curado sobre la interaccion entre compuestos volatiles y proteicos
solubles concuerda con los resultados obtenidos en los ensayos en
presencia de los agentes de curado de forma individual. El porcentaje de
interaccion es mayor en las etapas de curado en presencia de carnosina
que con anserina y mioglobina. En la 2% y 3* etapas de curado, la
interacciéon permanece constante excepto en el caso de octanal que
disminuye en presencia de los compuestos proteicos, y en el metional

que aumenta ligeramente sobre todo en presencia de carnosina.

5. Los resultados obtenidos demuestran la existencia de interacciones entre
compuestos volatiles y compuestos proteicos musculares solubles, las
cuales producen la modificacion de la proporcion relativa de estos
compuestos de gran potencia aromatica en el espacio de cabeza. Dicha
modificacion puede modular el aroma y, por consiguiente, cambiar la

percepcion sensorial del jamon curado.
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