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RESUMEN

El objetivo del presente trabajo fue evaluar la posible utilizacion de la
espectroscopia de impedancia y de la potenciometria en la determinacién de
la calidad higiénica del jamén curado. En ambos casos se utilizaron equipos
desarrollados por el Instituto de Quimica Molecular Aplicada de la
Universidad Politécnica de Valencia (IQMA, Valencia, Espafa) y conectados
a un ordenador con un software que permitia ajustar las condiciones de
medida, monitorizar graficamente la obtencién del espectro y registrar los
valores obtenidos. En el caso de la espectroscopia de impedancia se
utilizaron tres electrodos diferentes en geometria y disefio: la aguja coaxial
(AC), el electrodo doble (ED) y la punta de flecha (PF). Para las medidas de
potenciometria se emplearon tres sensores: el cepillo, compuesto por
electrodos de diferentes materiales (Iridio, Rodio, Platino, Oro, Plata,
Cobalto, Cobre y Niquel) y dos méas terminados en punta con un angulo de
30° y 45° Las mediciones se realizaron en medio liquido 6 matriz liquida
(sobre el filtrado obtenido para la deteccién de cloruros) y en la matriz sélida
(directamente en la muestra de jamoén). Los andlisis discriminantes indicaron
una mejor capacidad de discriminacion entre jamones en base a las medidas
de impedancia, la cual estuvo acorde con los valores obtenidos para los
parametros fisicoquimicos y microbiologicos. Ademas, las medidas
realizadas directamente sobre las muestras sélidas permitieron una mejor
discriminacion que las realizadas sobre el extracto acuoso, siendo el sensor
de eleccioén el electrodo doble. Al correlacionar las medidas de impedancia y
potenciometria con los pardmetros fisicoquimicos y microbiolégicos, los
resultados obtenidos indican que ninguno de estos parametros, por si
mismo, es capaz de explicar las variaciones observadas en las medidas
realizadas con estas dos técnicas. No obstante, la cantidad de sal, el nivel
de actividad de agua y los recuentos totales (aerobios meséfilos) son los
parametros que mejor correlacion presentaron.

RESUM

L'objectiu del present treball va ser avaluar la possible utilitzacié de
I'espectroscopia d'impedancia i de la potenciometria en la determinacio de la
qualitat higiénica del pernil curat. En ambdds casos es van utilitzar equips
desenrotllats per I'Institut de Quimica Molecular Aplicada de la Universitat
Politecnica de Valéncia (IQMA, Valéncia, Espana) i connectats a un
ordinador amb un programari que permetia ajustar les condicions de mesura,
monitoritzar graficament l'obtencid de I'espectre i registrar els valors
obtinguts. En el cas de I'espectroscopia d'impedancia es van utilitzar tres
eléctrodes diferents en geometria i disseny: I'agulla coaxial (AC), I'electrode
doble (ED) i la punta de fletxa (PF). Per a les mesures de potenciometria es
van emprar tres sensors: el raspall, compost per eléctrodes de diversos
materials (Iridio, Rodi, Plati, Or, Plata, Cobalt, Coure i Niquel) i dos més
acabats en punta amb un angle de 30° i 45° Els mesuraments es van



realitzar al mig liquide o matriu liquida (sobre el filtrat obtingut per a la
deteccié de cloruros) i en la matriu solida (directamente en la mostra de
jamoén). Les analisis discriminants van indicar una millor capacitat de
discriminaci6é entre pernils basant-se en les mesures d'impedancia, la qual
va estar d'acord amb els valors obtinguts per als parametres fisicoquimics i
microbiologics. A més, les mesures realitzades directament sobre les
mostres solides van permetre una millor discriminacié que les realitzades
sobre l'extracte aquds, sent el sensor d'eleccié l'eléctrode doble. Al
correlacionar les mesures d'impedancia i potenciometria amb els parametres
fisicoquimics i microbioldgics, els resultats obtinguts indiquen que cap
d'estos parametres, per si mateix, és capac d'explicar les variacions
observades en les mesures realitzades amb estes dos tecniques. No obstant
aixo, la quantitat de sal, el nivell d'activitat d'aigua i els recomptes totals
(aerobios mesdbfilos) sén els parametres que millor correlacioé van presentar.

ABSTRACT

The aim of this study was to determine the ability of the impedance and
potentiometric techniques to determine the hygienic condition of dry cured
ham. In both cases equipments developed by the Instituto de Quimica
Molecular Aplicada of the Universidad Politécnica de Valencia (IQMA,
Valencia, Espafa) were used, plugged to a computer with a software which
allowed to fit the measurement conditions, monitoring graphically the
sprectrum obtained and register the measured results. In the impedance
spectroscopy, three different shape and design electrodes were employed:
Concentric Needle (AC), Double Electrode (ED) and Arrowhead (PF). In the
potentiometric measures three sensors were used: the brush, composed by
electrodes from different materials: Iridium, Rhodium, Platinum, Gold, Silver,
Cobalt, Copper and Nickel; and two more pointed end with an angle of 30°
and 45°. The measurements were made in liquid medium (with the filtrate
obtained in the detection of chlorides) and in solid medium (directly in the
ham sample). The discriminant analysis showed a better capacity of
discrimination between hams in case of the impedance measurements,
which matched with results obtained with the physicochemical and
microbiological analysis. In addition, the measures made directly over the
solid samples allowed a better discrimination than those made in liquid
extract, being the ED the best election. When impedance and potentiometric
measures where correlated with physicochemical and microbiological
parameters, the results showed that any of these parameters, by themselves,
were able to explain the observed variations in the measurements made with
these two techniques. However, the amount of salt, water activity level and
total recounts (aerobic mesophiles) are the parameters that showed a better
correlation.



INTRODUCCION

Existen diferentes alteraciones descritas en el jamoén curado, entre las
que destacan: cala o putrefaccion profunda (“bone taint” en inglés), jamén
hinchado o “bombo”, presencia de acaros, reverdecimiento, etc. Cerca del 1-
2% de la produccién espanola de jamén sufre estas alteraciones, cantidad
nada despreciable si tenemos en cuenta que se producen unos 20 millones
de jamones anualmente en Espana (Paarup et al., 1999). Se sabe que en la
aparicién de alteraciones pueden ser claves factores como la actividad de
agua, la concentracion de cloruros, el pH y la temperatura a la que
transcurre el proceso de produccion del jamén. Estos pueden condicionar el
desarrollo de microorganismos alterantes como enterobacterias de las
especies Serratia liquefaciens y Proteus vulgaris (Marin y et al., 1996;
Losantos et al., 2000; Garcia et al 2000), asi como Enterobacter cloacae
(Paarup et al., 1999).También pueden estar involucrados otros
microorganismos tales como Micrococcus, Clostridium, bacterias acido
lacticas y Staphyloccocus (Marin, 1993).

La putrefaccién profunda o “bone taint”, ocurre fundamentalmente en los
musculos que circundan la estructura 6sea del jamoén y se caracteriza por
una textura pastosa y mal olor (Garcia et al., 2000). Esta alteracién se
produce por una protedlisis originada por el crecimiento microbiano y en la
que se producen compuestos como péptidos, aminoacidos, aminas, amonio,
sulfatos, alcoholes, aldehidos y otros compuestos organicos indeseables
(Garcia et al, 2000). Los microorganismos predominantes son
enterobacterias y cocos Gram-positivos catalasa positivos, también se ha
relacionado con la presencia de bacterias acido-lacticas (Garcia et al, 2000).

Los jamones con la alteracion denominada “bombo” poseen una
caracteristica anadida a los jamones con putrefaccién profunda: la
produccién de gas, que confiere al jamdn un aspecto hinchado (Carrascosa
et al., 1997). Esta alteracion fue inicialmente atribuida al desarrollo de
enterobacterias (Arnau, 1987; Marin, 1992). Estudios posteriores relacionan
la produccion de gas en jamones sujetos a esta alteracién a la presencia de
Serratia liquefaciens (Carrascosa et al., 1997).

Los métodos analiticos tradicionales empleados en la actualidad pueden
ser lentos y laboriosos. En algunos casos precisan de mucho tiempo para
conocer los resultados, como es el caso de los recuentos microbianos por
las técnicas clasicas, en los que generalmente se necesita un tiempo de
espera prolongado condicionado por el periodo de incubacién de los
microorganismos. Por lo tanto, la utilizacibn de técnicas analiticas no
destructivas para la identificacion de estos tipos de alteraciones, en el jamén
curado, seria de gran utilidad para la industria.

Asi, la espectroscopia de impedancias ha sido utilizada como

herramienta no destructiva en la caracterizacion de muchos alimentos de
acuerdo a su composicién, principalmente en el estudio de tejidos animales y
vegetales (Hayasi et al., 1992; Kent et al., 1996; Chanet et al., 1999; Altmann
et al., 2005; Daza et al., 2006). Las propiedades eléctricas de un alimento, y
por lo tanto la impedancia, dependen de diversos factores como el efecto



capacitivo de las membranas, las propiedades aislantes de la grasa, el poder
conductivo del agua y las soluciones salinas, la configuracién geométrica y el
volumen de muestra analizada (Chanet et al., 1999). La ley de Ohm, define
la resistencia al paso de una corriente eléctrica como R= V/I, donde V es la
diferencia de potencial e | es la corriente eléctrica. Sin embargo, su
aplicacion se encuentra limitada a circuitos con un resistor ideal, es por ello
que se utiliza el concepto de impedancia, que describe mejor el
comportamiento de circuitos reales. De esta manera, la impedancia se define
como Z = V/I (Ramirez, 2009). Sin embargo, en corriente alterna, Z es un
namero complejo que depende del valor de la frecuencia y que puede
escribirse como Z= R + Xj, donde la parte real (R), se denomina Resistencia
real, y la parte imaginaria (X), se conoce como Reactancia (Pliquett et al.,
2003). Otra manera de expresar el vector de la impedancia es en funcion del
médulo, |Z| = (R?® + X®" y del angulo o fase (Serway, 2002). La
espectroscopia de impedancias se basa en obtener valores de médulos y
fases para un barrido de frecuencias. Una vez obtenidos los espectros, a
través de programas informaticos estadisticos, se puede manipular la
enorme cantidad de datos generados e interpretarlos en base a andlisis
discriminantes y regresiones. En productos cérnicos se han realizado
diferentes estudios que emplean la espectroscopia de impedancias, tanto
para productos terminados como para animales vivos (Kent et al., 1996;
Chanet et al., 1999; Altmann et al., 2005; Daza et al., 2006), generalmente
como herramienta para describir sus propiedades fisicoquimicas en base a
las variaciones observadas en las medidas de impedancia. En estos
productos, el desarrollo microbiano juega un papel fundamental, como en el
caso de los productos crudo-curados. El desarrollo de aromas, sabores, el
color y la textura se debe en gran parte a la microbiota presente. En
cualquier caso, los diferentes grupos de microorganismos influyen en distinto
grado en la composicion y caracteristicas fisicoquimicas del producto, que
pueden ser marcadamente diferentes cuando se desarrollan
microorganismos alterantes. Estos, en estados avanzados de desarrollo,
ocasionan aromas acidos o putridos como consecuencia de fenémenos de
protedlisis o lipdlisis intensos, y pueden afectar la estructura y propiedades
de la pieza a nivel macroscopico.

En los ultimos afos se han desarrollado técnicas analiticas tales como la
nariz y la lengua electrénica. Estas se basan en la manera en que los
mamiferos reconocen las alimentos a través del olfato y del gusto (Gil et al,
2008). Se han desarrollado diferentes lenguas electronicas, las mas
utilizadas se basan en electrodos potenciométricos. Actualmente, se estan
desarrollando sensores metélicos debido a su estabilidad a largo plazo
(Kaneki, 2004). La potenciometria es una técnica electroanalitica basada,
entre otros aspectos, en la polarizacion espontanea de los metales y otros



elementos en presencia de ciertos compuestos quimicos (Soto et al., 2006).
Los cambios en el potencial redox de los electrodos se dan por procesos
inespecificos en los que pueden intervenir un gran numero de variables
relativas a la composicion y caracteristicas de la muestra como por ejemplo:
pH, potencial redox y reacciones de ciertas moléculas en la superficie de los
electrodos. Todos estos cambios pueden ser responsables de variaciones
significativas en el potencial de los electrodos. Sin embargo es este
comportamiento inespecifico lo que hace que los electrodos metalicos sean
aptos para la fabricacién de lenguas electrénicas (Gil et al., 2010).

Las nuevas tendencias en potenciometria se encaminan hacia el uso de
dispositivos para detecciones no especificas, combinados con procesadores
de datos informatizados, que puedan determinar la composicién de una
muestra y transmitir informacion acerca de la misma (Pravdova et al., 2002).
Actualmente esta técnica se utiliza para la deteccion de analitos en muestras
liguidas (lengua electrénica) o para gases y espacios de cabeza (nariz
electrénica) (Gallardo et al.,, 2005). Asi, el uso de sensores array
potenciométricos no selectivos, en combinacion con PCA (Andlisis de
Componentes Principales), empieza a ser una firme alternativa analitica para
la clasificacion o identificacién, especialmente en anadlisis de alimentos
(Deisingh et al., 2004). Por ejemplo, Toko (2000) usé esta técnica con éxito
para clasificar varias bebidas, incluyendo vino y agua. Ciosek et al (2004)
fueron capaces de distinguir el mismo tipo de bebida de diferentes marcas
usando métodos similares. Por otra parte, estas técnica se han utilizado en
la evaluacion de la frescura de carne y pescado (Kaneki et al., 2004; Gil et
al 2008; Gil et al., 2011).

El objetivo del presente trabajo fue evaluar la posible utilizacion de la
espectroscopia de impedancia y de la potenciometria en la determinacion de
la calidad higiénica del jamén curado.

MATERIALES Y METODOS
Plan de trabajo

El plan de trabajo seguido en el estudio se esquematiza en la FIGURA 1.
Materia prima

Para la realizacion de este estudio se utilizaron 9 jamones curados de
aproximadamente 8 Kg de peso todos ellos procedentes de la misma

empresa productora. Los jamones fueron clasificados por la empresa en tres
lotes de 3 jamones cada uno. El primer lote fue definido como jamones sin



alteraciones (P), el segundo como jamones con cala (C) y el tercero como
jamones hinchados 6 con bombo (B).

|_somones ]

. sin alteracién P
. hinchados B
e calaC

W

! Toma de
muestra
— e

crobioldgico J

\_

\

ias
Jlfito-reductores
do-lacticas
36filos

as

otolerantes
duras

/

FIGURA 1. Esquema del plan de trabajo.

Toma de muestra

La toma de muestra se realiz6 en tres zonas (figuras 2 y 3):

- M1 correspondiente a la zona mas cercana a la uniéon coxo-femoral,
tomandose muestras a ambos lados de dicha unién (M1, y M1g).

- M2 correspondiente a una zona mas alejada de la unién coxo-femoral
y a ambos lados de la zona M1 (M2, Y M2g).

- B que se obtuvo en una zona alejada de la articulacién principal y

cercana a la pezufia, a la altura de la tibia y peroné.

Tibia, peroné

Tarso y metatarso

nur

FIGURA 2. Esquema de la estructura 6sea del jamoén
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FIGURA 3. Jamoén con las zonas de interés extraidas

Determinaciones fisico-quimicas

Para cada una de las muestras se determinaron los siguientes
parametros fisicoquimicos por triplicado:

Aw - la determinacién de la actividad de agua se realiz6 mediante el
equipo Aqualab GB-X modelo FA-st lab (GBX, Romans-sur-Isére,
Francia), previa calibracion con una disolucién saturada de sulfato
potasico y trabajando a una temperatura de 25°C. Este equipo esta
basado en la determinacién mediante el punto de rocio.

pH-> se midi6 por puncién con un pH-metro Crison-507 (Crison
Instruments S.A, Barcelona, Espana).

Humedad-> este parametro se determino siguiendo el procedimiento
establecido en la norma ISO R-1442 (1973).

Cloruros—>para la determinacion del contenido en sal se procedié al
analisis de los iones cloruros para lo que se utiliz6 un analizador
automatico (Sherwood Chloride Analyzer, modelo 926, Sherwood
Scientific Ltd, Cambridge, Reino Unido). Se pes6é 1 g de muestra y se
trituro a 9000 rpm durante 5 minutos en un homegeneizador Ultra-
turrax modelo T25 (Janke & Kundel, Staufen, Alemania) con adicién
de agua destilada para favorecer su disgragacion y la liberaciéon de
sales solubles. EI homogeneizado asi obtenido se trasvasdé a un
matraz aforado de 100 mL, enrasandose con agua destilada hasta el
volumen indicado y posteriormente se filtrd. Para realizar la medida se
tomaron 2 mL de filtrado y se anadieron 10mL de agua destilada. El
extracto asi obtenido se diluyd con el fin de obtener resultados
significativos que estuvieran dentro del rango de medida del equipo.
Espectroscopia de impedancia—> las medidas de impedancia se
realizaron utilizando un equipo analizador de respuesta en frecuencia
y voltametria (V. 1.0), desarrollado por el Instituto de Quimica
Molecular Aplicada de la Universidad Politécnica de Valencia (IQMA,
Valencia, Espana). El equipo estaba conectado a un ordenador con




un software que permitia ajustar las condiciones de medida,
monitorizar graficamente la obtenciéon del espectro y registrar los
valores de médulos y fases para el rango de frecuencias empleado,
establecido entre 1 Hz y 1 MHz. Se utilizaron tres electrodos
diferentes en geometria y disefio para evaluar su efectividad. Uno de
ellos fue la aguja coaxial (AC), elaborada en acero inoxidable, con un
angulo de 159, longitud de 75 mm, diametro del electrodo interno de
0,64 mm y area de 0,07 mm? (Viasys Healthcare, Madison, WI,
EE.UU). Los otros dos electrodos fueron el electrodo doble (ED) y la
punta de flecha (PF), prototipos desarrollados por el Departamento de
Ingenieria Electronica del Instituto de Reconocimiento Molecular y
Desarrollo Tecnolégico. EI ED consiste en dos agujas de acero
inoxidable (diametro de 1 mm vy longitud efectiva de 15 mm)
separadas por una distancia de 10 mm, e incluidas en un bastidor de
resina epoxi. El disefio del electrodo PF se basa en la tecnologia
hibrida de circuitos de capa gruesa ( Thick-Film technology), al estar el
circuito eléctrico dispuesto en un sustrato aislante. Las mediciones se
realizaron en medio liquido é matriz liquida (sobre el filtrado obtenido
para la deteccion de cloruros, introduciendo los electrodos por
completo en el medio) y en la matriz sélida (directamente en la
muestra de jamon, manteniendo constante la profundidad de
penetracion de los electrodos).

Potenciometria=> las medidas de potenciometria se llevaron a cabo
mediante un equipo disefiado por el Instituto de Quimica Molecular
Aplicada de la Universidad Politécnica de Valencia (IQMA, Valencia,
Espana). El equipo, al igual que el de impedancia, estaba conectado a
un ordenador con un software que permitia ajustar las condiciones de
medida, monitorizar graficamente la obtencién del espectro y registrar
los valores obtenidos. Se utilizaron tres sensores: el cepillo
compuesto por electrodos de diferentes materiales (Iridio, Rodio,
Platino, Oro, Plata, Cobalto, Cobre y Niquel) y dos mas terminados en
punta con un angulo de 30°y 45°. De la misma forma que en el caso
de las medidas de impedancia, las mediciones se realizaron en medio
liquido y en medio sélido. En todos los casos las medidas se tomaron
durante 10 minutos obteniéndose senales cada 5 segundos.

Analisis microbioldgico

Se tomaron aproximadamente 9 g de muestra de cada zona, se diluyeron
con agua de peptona y se estudiaron los siguientes grupos de
microorganismos con sus respectivos medios, temperaturas y tiempo de
incubacion, por duplicado:

Enterobacterias> medio VRBG (agar Violeta Rojo Bilis Glucosa;
Scharlau, Chemie, S.A., Barcelona, Espana), 24h, 37°C (ISO 21528-
2/2004).



e Clostridios sulfito reductores> medio SPS (agar Sulfito polimixina
sulfadiazina; Scharlau, Chemie, S.A., Barcelona, Espana), 48h, 47°C
(Tomlinson, 1995).

e Bacterias acido lacticas> medio MRS (agar de Man, Rogosa y
Sharpe, Difco, BD & Co., Sparks, MD., EE.UU), 48h, 37°C (ISO
15214/1998).

e Aerobios mesofilos> medio PCA (agar Plate Count; Scharlau,
Chemie, S.A., Barcelona, Esparia), 72h, 30°C. (UNE-EN ISO 4833).

e Micrococaceas~> medio MSA (agar Manitol Sal; Scharlau, Chemie,
S.A., Barcelona, Espana), 72h, 30°C (Cordero, 2000).

e Halotolerantes> medio PCA 10% sal, 72h, 30°C (Tomlinson, 1995).

e Mohos y levaduras> medio CGA (agar Cloranfenicol Glucosa;
Scharlau, Chemie, S.A., Barcelona, Espana), 5 dias, 25°C (ISO
7954/1987).

Analisis estadistico

Para evaluar la significacion de los factores y sus interacciones se
realizaron ANOVAs. Cuando estos resultaron significativos (p<0.05) se
analizaron las diferencias entre los distintos niveles mediante Pruebas de
Multiple Rangos utilizando el procedimiento de Diferencia Minima
Significativa de Fisher (LSD). La diferenciacion entre muestras en base a las
medidas de impedancia, se determin6 a través de Analisis Discriminantes
precedidos de Analisis de Componentes Principales (PCA) en el que los
componentes extraidos estaban limitados a aquellos con un eigenvalor
mayor o igual a 1. Para correlacionar los datos fisicoquimicos vy
microbiolégicos con las medidas de impedancia se realizaron Analisis de
Regresion de Minimos Cuadrados Parciales (PLS) en los cuales la
validacion cruzada se realizé extrayendo una observacion a la vez. Se tomé
como variable independiente los resultados del PCA y como variable
dependiente los recuentos microbiolégicos y resultados de los andlisis fisico-
quimicos. En todos los casos se utilizd el paquete estadistico Statgraphics
Centurion XV versién 15.2.06 (Manugistics Corp., Rockville, EE.UU), con un
nivel de confianza de 95%.

En el caso de las medidas de potenciometria se utilizd6 el programa
estadistico SOLO version 6.3 (Eigenvalor Research, Inc., Washington,
EE.UU), con un nivel de confianza del 95%. El tratamiento de estos datos se
realiz6 aplicando un PLS, tomando como variable independiente los valores
de potenciometria y como variable dependiente los recuentos
microbioldgicos y resultados de analisis fisicoquimicos.
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RESULTADOS Y DISCUSION

En la TABLA 1 se muestran los resultados obtenidos para las
determinaciones fisicoquimicas: Aw, pH, cloruros y humedad. No se
observaron diferencias significativas entre las distintas zonas analizadas
(M1, M2 y B) independientemente del tipo de jamén. Con respecto al factor
jamén si que se detectaron diferencias (p<0.05) entre los distintos tipos
analizados (P: sin alteracion, C: con cala y B: hinchados) para: actividad de
agua, pH y cloruros (p<0,05). La humedad fue el Unico parametro en el que
el factor jamén no resulté significativo (p=0,294).

Los resultados de Aw y contenido en sal indican diferencias entre los tres
tipos de jamones en estudio. Para la actividad de agua los valores mas
elevados se obtuvieron para los jamones hinchados seguidos por los
jamones con cala y por ultimo los jamones sin alteracién. En cuanto  al
contenido en sal, las menores concentraciones de cloruros se detectaron en
los jamones hinchados y las mayores en aquellos en los cuales no existian
alteraciones. En lo referente a cloruros el comportamiento observado en este
trabajo coincide con lo mencionado por Marin et al (1992) para jamones de
curacién larga. El comportamiento de estos dos parametros fisicoquimicos
indica la correlacion existente entre ellos, tal y como sugieren Monin et al
(1997) y su posible influencia sobre la aparicion de alteraciones.

En el caso del pH las diferencias Unicamente se establecieron entre
jamones alterados y patrén, observandose valores significativamente
superiores para las muestras By C.

TABLA 1. Caracterizacion fisicoquimica de los jamones (P: sin alteracion, C: cala y B:
hinchado) y zonas (M1, M2 y B) analizados.

Jamoén Aw pH cloruros humedad
P M1 0,924+0,001 5,84+0,01 0,054+0,003 0,4200,010
P M2 0,9230,002 5,800,04 0,0570,004 0,3950,009
PB 0,922+0,005 5,9040,03 0,054+0,004 0,44840,012
Media + DE 0,923+0,0012 5,84+0,062 0,055+0,0022 0,421+0,0192
cmi 0,92840,002 5,9140,04 0,048+0,002 0,43440,018
C M2 0,928+0,002 5,9240,04 0,04540,004 0,4570,017
cB 0,93340,002 5,9620,05 0,046+0,002 0,44420,011
Media + DE 0,930:0,003P 5,93+0,03P 0,0470,002 0,445+0,0182
BMi 0,9360,003 5,96+0,03 0,040+0,002 0,419+0,025
B M2 0,934+0,002 6,040,08 0,0400,005 0,484+0,010
BB 0,93540,004 5,8840,03 0,03540,002 0,38940,025
0,935£0,001¢ 5,960,090 0,038£0,003¢ 0,43140,0352

Las medias con diferente letra indican diferencias significativas (p<0,05) segun el test LSD.
Cloruros: expresado en cantidad de cloruros por gramo de muestra.

Humedad: expresado en cantidad de agua por gramo de muestra.
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Atendiendo a los resultados obtenidos, los jamones con alteracion
presentaron mayores valores de Aw, menor concentracién en cloruros y un
pH mas elevado, coincidiendo con los resultados obtenidos por Marin et al
(1992). Considerando que para un producto de calidad los valores de
cloruros se situarian entre 6-10% y los de actividad de agua en 0,85
(Rodriguez et al., 1994), los valores obtenidos en este estudio se alejan de
este estandar lo que explicaria la aparicion de alteraciones.

Respecto a la humedad, los resultados obtenidos, vienen a confirmar los
estudios que indican que a priori, el nivel de humedad final del jamén no
seria un indicador de posible alteracién (Pérez et al., 2010).

Los resultados referentes a los andlisis microbiolégicos se reflejan en la
TABLA 2. Al igual que en el caso de los parametros fisicoquimicos, no se
observaron diferencias significativas entre las distintas zonas analizadas
pero si con respecto al tipo de jamén.

TABLA 2. Caracterizacion microbiologica de los jamones (P: sin alteracion, C: cala y B:
hinchado) y zonas (M1, M2 y B) analizados.

aerobios acido lacticas  enterobacterias  micrococaceas halotolerantes mohos y

mesofilos levaduras

log ufc/g log ufc/g log ufc/g log ufc/g log ufc/g log ufc/g
P M1 3,99+1,6 2,55+2,66 0,74+2,60 2,10+2,06 4,04+1,49 3,70+1,07

P M2 3,85+0,64 1,81£1,78 0,99+1,94 2,08+2,14 4,04+0,50 4,06+0,61
PB 3,75+0,75 0,00+0.01 0,80+1,39 0,93+1,82 3,92+0,28 3,90+0,52
Media + DE 3,77+0,513 1,45+1,362 0,850,612 1,718+0,1692 4,00+0,652 3,8910,292
C M1 3,95+0,27 1,81+1,78 0,42+0,82 4,27+0,50 4,51+0,79 4,02+0,43

C M2 4,56+0,66 1,81+1,77 1,09+£2,13 4,65+0,97 4,94+1,13 4,13+0,23
CB 4,33+1,36 2,09+2,18 1,25+2,44 3,93+0,52 4,34+1,31 4,39+0,44
Media + DE 4,280+0,5532 1,90+0,232 0,92+0,862 4,28+0,27P 4,60+0,27P 4,18+0,122
B M1 6,09+0,30 4,20+0,48 1,85+1,86 4,82+0,49 4,87+0,60 4,81+0,70

B M2 6,310,50 4,50+0,54 2,33+2,13 5,52+1,64 5,7442,01 5,59+1,81
BB 5,31+2,52 2,61+2,58 1,31+£2,56 3,70+3,66 4,49+1,10 4,67+1,43
Media + DE 5,90+1,23P 3,77+1,20P 1,83+0,352 5,011,610 5,030,71P 5,020,570

Las medias con diferente letra indican diferencias significativas (p<0,05) segun el test LSD.

Asi, para aerobios mesdéfilos, bacterias &acido lacticas y mohos y
levaduras los recuentos no presentaron diferencias significativas (p<0.05)
entre los jamones sin alteraciones (P) y en los jamones con cala (C) y estos
difirieron significativamente de los detectados en los jamones hinchados (B)
siendo en estos ultimos mas elevados. El incremento en la microbiota total,
en jamones hinchados, coincide con los resultados obtenidos por otros
autores (De Jesus et al., 2010) los cuales mencionan niveles de 6.86 y 4.02
unidades logaritmicas para jamones hinchados y normales, respectivamente.
Ademas, los niveles observados en el presente estudio para los jamones sin
alteracion, al final del proceso de elaboracion, son incluso inferiores a los
mencionados por Marin (1993). EI comportamiento respecto a la flora lactica
fue similar al observado para aerobios mesoéfilos observandose mayores
recuentos en los jamones hinchados respecto a los otros dos tipos de
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jamones estudiados. Asi, diversos autores atribuyen la presencia de gas en
jamones sujetos a esta alteracion a la presencia de bacterias acido-lacticas
junto con enterobacterias (Zeller & Renz, 1967; Giolitti et al.,, 1971;
Hechelmann et al., 1980; Simonetti et al., 1983; Arnau et al., 1986; Lenges,
1986; Poma, 1987). No obstante, en este estudio no se detecté un
incremento significativo de este Ultimo grupo microbiano para jamones
hinchados. Los recuentos mas elevados de enterobacterias podrian
relacionarse con una mayor degradacién de proteinas miofibrilares, en
particular troponina y tropomiosina, lo que influye en la textura del jamén, tal
como describe Martin et al (2008). Ademas, este grupo de bacterias se ha
perfilado como comun en las superficies de trabajo en industria carnica (Kuri
et al., 1996; Marin et al., 1996), lo que podria favorecer la contaminacién de
las piezas carnicas, que, junto con la habilidad para crecer a bajas
temperaturas y anaerobiosis (Jones, 1998) podria desencadenar la
putrefaccion profunda o “cala”. Los recuentos mas elevados de mohos y
levaduras en jamones hinchados podrian indicar un mayor grado de
protedlisis (Rodriguez et al., 1998), coincidiendo con los resultados de
Nunez et al (1996).

En cuanto al grupo de bacterias halotolerantes y micrococaceas, no se
observaron diferencias significativas entre los jamones alterados (C y B)
presentando recuentos significativamente superiores a los jamones P, lo que
coincide con los resultados de Marin et al (1992) y De Jesus et al (2010).
Dada la tolerancia a la sal de las micrococaceas, un aumento en la poblacién
de estos microorganismos va acompafado de un alto recuento de
halotolerantes. Por otro lado, muchos autores sefalan que son las bacterias
predominantes en el jamon curado, especialmente el género Staphilococcus
y la especie S. xylosus (Rodriguez, 1994; Garcia, 2000; Cérdoba, 2001).
Ademas de su caracter halotolerante, su resistencia a bajas Aw y altas
presiones osmoéticas, hace posible que puedan estar presentes en las
diferentes etapas del proceso de elaboracién. La actividad proteolitica y
lipolitica de estos microorganismos también se ha relacionado con las
caracteristicas organolépticas finales del jamén curado no alterado
(Rodriguez et al., 1994). Marin et al (1996) destaca como agentes
responsables de la alteracién profunda, ademas de las enterobacterias, a
Micrococcus sp. y Lactobacillus sp.

Cabe destacar que no se encontrd presencia de Clostridium en ninguna
de las muestras analizadas. Esto puede deberse a que tanto las células
vegetativas como sus esporas, se inhiben en presencia de las sales de
curado (Kemp et al., 1980).

Espectroscopia de impedancia

Se analizaron los espectros de impedancia para los tres tipos de jamones
objeto del presente estudio. Las mediciones se realizaron en medio liquido
(sobre el filtrado obtenido para la deteccion de cloruros) y en la matriz sélida
(directamente en la muestra de jamén).

Con los resultados obtenidos de las medidas de impedancia se realizd un
analisis de componentes principales (PCA) con la finalidad de reducir el
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namero de variables iniciales (50 variables correspondientes a médulos y 50
a fases). Con los datos obtenidos del PCA se realizd un analisis
discriminante, cuyos resultados se expresan en la TABLA 3.

Electrodos

Aguja coaxial

Electrodo Doble

Punta de flecha

Casos

TABLA 3. Analisis discriminante para impedancia

Aguja coaxial

Electrodo Doble

Punta de flecha

L . Porcentaje Correlacion Lambda Chi- Valor-
correctamente  Funciéon Eigenvalor . - . GL
clasificados relativo canonica de Wilks Cuadrada P
Matriz liquida
1 1,59195 88,63 0,78370  0,320361 291,9758 12 <0,05
63,74%
2 0,204297 11,37 0,41187 0,83036 47,6823 5 <005
1 1,1079 82,39 0,72498  0,383581 252,0076 10 <005
69,78%
2 0,23678 17,61 0,43755  0,808551 55,8905 4 <005
1 2,42191 90,84 0,84129  0,234871 3686988 8§ <005
73,75% 0,05
2 0,244233 9,16 0,44305  0,803708 55,6132 3 <0
Matriz sélida
1 3,02696 81,31 0,86699  0,146453 154,6445 12 <0,05
82,56%
2 0,695603 18,69 0,64050  0,589761 42,5071 5 <0,05
1 2,52265 87,48 0,84624  0,208581 126,1779 8 <0,05
84,71%
2 0,360992 12,52 0,51502  0,734758 24,8112 3 <0,05
1 0,501757 83,48 0,57803  0,605733 39,3533 12 <0,05
66,67%
2 0,0993065 16,52 0,30056  0,909664  7,4323 5 <0,05

En el caso de las mediciones realizadas en medio liquido los resultados
obtenidos muestran que la PF fue el electrodo que mejor discrimin6 entre
grupos de jamones con un 73,75% de casos correctamente clasificados,

seguido del ED con un 69,78%.
En la FIGURA 4, se muestran las funciones discriminantes de las
medidas de impedancia para electrodo PF.

52 ' ' ' ' ' " Jamon
B
v C
3,2 — -1 e P
I * Centroides
S
S 12 - \ _|
c v
=}
L
08 - v —
'2,8 1 1 1 1 1 1]
-4,9 2,9 -0,9 1,1 3,1 5.1
Funcion 1

FIGURA 4. Andlisis discriminante para el electrodo punta de flecha en matriz liquida (B:
jamon hinchado, C: jamon con cala, P: jamén sin alteracién).
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Como se puede observar en dicha figura existe solapamiento en el caso
de los jamones alterados con cala y los jamones patrén, diferenciandose
estos de los jamones hinchados. Ademas, se aprecia una cierta dispersion
de los puntos, que podria deberse a que las medidas de impedancia estarian
afectadas por la posicién de los electrodos, la generacion de voértices y el
calentamiento de la muestra debida a la agitacion (Chanet et al., 1999).

En el caso de las medidas realizadas en medio sélido los resultados
obtenidos (TABLA 3) muestran que los electrodos AC y el ED fueron los que
mejor discriminaron los distintos tipos de jamdn, con un 82,56% y un 84,71%
de casos correctamente clasificados respectivamente. Al analizar las figuras
obtenidas para el andlisis discriminante (FIGURAS 5y 6).

' Jamén
. B
C
o P
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Funcién 2

N bbb e bl

4.3 2,3 -0,3 1,7
Funcién 1

@

FIGURA 5. Andlisis discriminante para el electrodo doble en matriz sélida (B: jamén
hinchado, C: jamén con cala, P: jamén sin alteracion).
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FIGURA 6. Analisis discriminante para el electrodo aguja coaxial en matriz sélida (B: jamén
hinchado, C: jamén con cala, P: jamén sin alteracion).
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Como se puede observar en dichas figuras, al igual que en medio liquido,
existe un solapamiento de las medidas correspondientes a los jamones con
cala y patrén. Por lo contrario, las muestras correspondientes a los jamones
hinchados si que se diferencian de las anteriores. Las diferencias que se
observan en las gréaficas de funciones discriminantes para estos dos
electrodos podrian deberse a su disefio (Chanet, 1999).

Comparando los resultados obtenidos en medio liquido y solido se
observé una mayor discriminacion entre tipos de jamoén cuando las medidas
de impedancia se realizaron en matriz sélida, exceptuando el electrodo PF,
con el que el porcentaje de casos correctamente clasificados fue mayor en
medio liquido, con un 73,75% frente al 66,67%.

Con la finalidad de correlacionar los datos fisicoquimicos y
microbioldgicos con las medidas de impedancia, tanto en medio sé6lido como
en liquido, se realizaron Andlisis de Minimos Cuadrados Parciales (PLS), en
los que se incluyeron los resultados promediados de los analisis
microbioldgicos y fisicoquimicos (TABLA 4).

Los resultados obtenidos de la regresion se representan mediante los
R2CV (R2 de validacion cruzada), componentes extraidos y RMSECV (error
cuadratico medio de la validacién cruzada). En general, se observé una
mayor correlacion entre las medidas de impedancia realizadas en medio
sélido y los parametros fisicoquimicos y microbiolégicos que cuando las
determinaciones se realizaron sobre matriz liquida. Sélo en el caso de las
bacterias acido lacticas la prediccion obtenida con la AC en medio liquido fue
superior a la observada en medio sélido.

De los tres electrodos testados, la AC fue la que mostré mejor correlacién
con los parametros fisicoquimicos y microbioldgicos, excepto en el caso de
las enterobacterias y los cloruros en los que los mejores resultados se
obtuvieron con el ED.

Las mejores correlaciones entre los valores de impedancia y parametros
fisicoquimicos se dieron con el contenido en sal y Aw. En el caso de la
concentracion de cloruros con R? de 65.6 y 66.3 para los electrodos AC y
ED, respectivamente. Mientras, que para Aw el electro que mejor R2 mostré
fue el AC (R2=57.27). Respecto a los pardmetros microbiolégicos, las
medidas de impedancia mostraron la mejor correlacion con aerobios
mesofilos y cuando se utilizé la AC (R?=63.64) seguido de micrococaceas y
mohos y levaduras.

En vista a los resultados mostrados en la TABLA 4, ninguna de la
variables estudiadas posee una correlacion lo suficientemente alta para
afirmar que es determinante en la respuesta obtenida en las medidas de
impedancia.
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TABLA 4. Andlisis de regresion por minimos cuadrados parciales (PLS) para impedancia.

MEDIO LiQUIDO MEDIO SOLIDO
AC ED PF AC ED PF PARAMETRO
6 5 4 6 4 6 componentes extraidos
:Z;%?:ﬁ;ss 59,08 40,1 60,47 | *6364 5378 20,92 ~Re CV
0,57 0,70 0,58 0,57 0,63 0,82 **RMSECV
6 5 4 6 4 6 componentes extraidos
Bacterias acido L ¥ci L VR B 37,47 | 39,44 34,37 6,76 Rz CV
lacticas
0,97 1,04 0,89 0,98 1,02 1,13 RMSECV
6 5 4 6 4 6 componentes extraidos
Enterobacterias 15,01 13,88 22,82 9,78 33,11 2,59 R? CV
0,56 0,59 0,59 0,62 0,51 0,63 RMSECV
6 5 4 6 4 6 componentes extraidos
Halotole rantes 34,59 20,73 28,87 36,66 32,19 17,91 R2 CV
0,44 0,47 0,43 0,42 0,43 0,46 RMSECV
6 5 4 6 4 6 componentes extraidos
Micrococaceas 41,21 22,08 25,63 47,18 21,53 6,61 R2 CV
1,21 1,24 1,09 1,06 1,25 1,27 RMSECV
6 5 4 6 4 6 componentes extraidos
ionasy 4882 3602 4698 | 4918 4754 2383 R2CV
0,39 0,43 0,39 0,37 0,39 0,48 RMSECV
6 5 4 6 4 6 componentes extraidos
53,64 36,41 47,12 57,27 39,24 11,7 R2 CV
0,0036  0,0039 0,0034 | 0,0033 0,0039 0,004 RMSECV
6 5 4 6 4 6 componentes extraidos
23,49 22,86 21,56 30,41 26,62 8,75 R2 CV
0,058 0,058 0,058 0,055 0,056 0,06 RMSECV
6 5 4 6 4 6 componentes extraidos
Cloruros 51,39 35,81 58,63 65,6 66,3 16,54 R2 CV
0,0044 0,0055 0,0048 | 0,0041 0,0040 0,0062 RMSECV
6 5 4 6 4 6 componentes extraidos
1,19 10,31 1,48 (0] 10,13 0 R2 CV
0,0272  0,0294 0,0272 | 0,0296 0,0262  0,0299 RMSECV

*Los numeros en color rojo indican el mayor porcentaje de correlacién para R2 CV.
**R2 CV: R2 de validacién cruzada.
***RMSECYV: error cuadratico medio de la validacién cruzada.
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Potenciometria

Al igual que para la espectroscopia de impedancia las medidas
potenciométricas se realizaron en medio liquido (sobre el filtrado obtenido
para la deteccion de cloruros) y en la matriz sélida (directamente en la
muestra de jamon).

El andlisis de los datos se realizd6 empleando las medidas obtenidas con
los tres diferentes electrodos por separado y en conjunto, consiguiéndose los
mejores resultados con esta ultima configuracion (resultados no mostrados
con los electrodos por separado).

Los resultados (TABLA 5) muestran que los mayores porcentajes de
varianza total capturada se dieron para las muestras liquidas.

TABLA 5. Andlisis de componentes principales para potenciometria

Matriz liquida
1 5.97 37.33 37.33
2 4.27 26.67 64.00
Matriz sdlida
1 4.05 25.29 25.29
2 3.1 19.45 44.75

Cuando la determinacion se efectué en medio liquido (FIGURA 7) se
observé un solapamiento en los valores correspondientes a los jamones P y
B, mientras que los jamones C si que se diferenciaron de los anteriores. Esta
distribucién difiere de la observada en el caso de las medidas de impedancia
en donde el solapamiento ocurria entre los jamones P y C. Por lo tanto la
distribucién observada para las medidas de impedancia estaria mas acorde
con los valores obtenidos para los parametros fisicoquimicos y
microbiolégicos.

Las medidas potenciométricas obtenidas en medio solido (FIGURA 8) no
muestran una tendencia a agruparse en cuanto al tipo de jamén analizado.
No obstante, si que se observa agrupaciones correspondientes a las
distintas repeticiones de una misma muestra.

Con la finalidad de correlacionar los datos fisicoquimicos y
microbioldgicos con las medidas potenciométricas, tanto en medio solido
como liquido, se realizaron Analisis de Minimos Cuadrados Parciales (PLS),
en los que se incluyeron los resultados promediados de los analisis
microbioldgicos y fisicoquimicos (TABLA 6).
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Samples/Scores Plot of Resumen.xls
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Scores on PC 1 (37.11%)

FIGURA 7. Gréfica de PCA para potenciometria en matriz liquida (P: jamédn sin alteracién,
B: jamdn hinchado, C: jamén con cala)
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FIGURA 8. Gréafica de PCA para potenciometria en matriz sélida (P: jamon sin
alteracion, B: jamon hinchado, C: jamén con cala).
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TABLA 6. Analisis de regresién por minimos cuadrados parciales (PLS) para potenciometria

Medio sdlido Medio liquido

LV  *RMSECV  **R2CV LV RMSECV ReCV
Aerobios
4 0,8223 59,89 7 1,0032 38,20
Bacterias acido
6 1,2029 48,90 5 1,4202 31,90
Enterobacterias 5 1,0254 55,09 5 1,1607 35,91
4 1,3606 56,32 4 1,2623 53,26
Halotolerantes 5 0,7397 43,84 4 0,9261 30,29
Mohos y
5 0,6266 48,71 4 0,6869 38,87
E - 0,0039 67,77 6 0,0973 1520
I - 0,0659 57,17 6 06211 16,10
5 0,0057 55,22 8 0,0079 40,50
3 0,0270 47,68 6 00563 15,40

*LV: variables latentes
**RMSECV: error cuadratico medio de la validacién cruzada
***R2 CV: R2 de la validacion cruzada
Los numeros en negrita indican el mayor R? CV obtenido para cada parametro

Los resultados obtenidos muestran que la mejor correlacién entre las
medidas potenciométricas y los parametros fisicoquimicos y microbioldgicos
se obtenia cuando estas se realizaban en medio solido.

El parametro fisicoquimico que mejor se correlacion6 con la
potenciometria fue la Aw. Mientras que respecto a las determinaciones
microbiolégicas, las mejores correlaciones se obtuvieron para los aerobios
mesofilos seguidos de las micrococaceas.

CONCLUSIONES

e Los andlisis discriminantes indican una mejor capacidad de
discriminacion entre jamones en base a las medidas de impedancia.
Puesto que estas permiten diferenciar los jamones hinchados
respecto a los no alterados y los sometidos a cala. Ademas, esta
discriminacion es acorde a los valores obtenidos para los parametros
fisicoquimicos y microbiologicos. En el caso de la potenciometria no
se observa una discriminacién acorde a dichos parametros.

e En la espectroscopia de impedancia, las medidas realizadas
directamente sobre las muestras soélidas permiten una mejor
discriminacion que las realizadas sobre el extracto acuoso. Siendo el
sensor de eleccion el electrodo doble.

e Al correlacionar las medidas de impedancia y potenciometria con los
parametros fisicoquimicos y microbioldgicos, los resultados obtenidos
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indican que ninguno de estos parametros, por si mismo, es capaz de
explicar las variaciones observadas en las medidas realizadas con
estas dos técnicas. No obstante, la cantidad de sal, el nivel de
actividad de agua y los recuentos totales (aerobios mesdéfilos) son los
parametros que mejor correlacion presentan.
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