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RESUMEN

En este trabajo se plantearon dos objetivos. El primer objetivo fue optimizar
un nuevo método de salado-ahumado empleando el envasado a vacio, para
la obtencion de salmon ahumado. El segundo objetivo fue evaluar la
aplicacion de la espectroscopia de impedancia (EI) en la monitorizacién on-
line del proceso de salado-ahumado del salmén. En la primera fase del
trabajo se estudiaron diferentes condiciones de procesado: 4
concentraciones de sal dosificada, 3 tiempos de salado y salado envasando
a vacio y en aire. Durante el estudio se llevaron a cabo andlisis fisico-
quimicos y medidas de El empleando tres sensores diferentes. De todas las
condiciones ensayadas, se seleccionaron las que permitian obtener un
producto similar al salmén ahumado comercial (salado con 16% de
sazonador durante 24 h, envasando a vacio) y el sensor mas adecuado para
la correcta monitorizacién del proceso, para la siguiente fase del estudio. El
nuevo método permitio obtener salmén ahumado similar al del mercado,
reduciendo tiempos de procesado y residuos generados. Con el objetivo de
evaluar la aplicacion de El en el seguimiento del proceso de salado-
ahumado del salmén, se repiti6 el proceso con las condiciones
seleccionadas en la fase anterior. Durante el proceso se llevaron a cabo
analisis fisico-quimicos y medidas de impedancia a intervalos periédicos. El
sensor de impedancia seleccionado pudo diferenciar las muestras en funcion
del tiempo de salado. A partir de las medidas de impedancia se obtuvieron
modelos robustos para predecir el contenido en sal, humedad y a,, de las
muestras de salmén durante el procesado. Los mejores ajustes
correspondieron a la prediccion de los valores de a,, lo que resulta
especialmente interesante debido a la relacibn que existe entre este
parametro y la vida util de los productos ahumados. Los resultados
mostraron el potencial de la espectroscopia de impedancia como método
rapido de monitorizacién on-line del proceso de salado-ahumado de salmon.

RESUM

En aquest treball es van plantejar dos objectius. El primer objectiu va ser
optimitzar un nou métode de salat-fumat emprant I'envasament a buit, per a
I'obtencié de salmo fumat. El segon objectiu va ser avaluar l'aplicacié de
I'espectroscopia d'impedancia (El) en la monitoritzacié on-line del procés de
salat-fumat del salmo. En la primera fase del treball es van estudiar diferents
condicions de processat. 4 concentracions de sal dosificada, 3 temps de
salat i salat envasant a buit i en aire. Durant l'estudi es van dur a terme
analisis fisicoquimics i mesures d' El emprant tres sensors diferents. De



totes les condicions assajades, es van seleccionar les que permetien
obtindre un producte semblant al salmé fumat comercial (salat amb 16% de
sazonador durant 24 h, envasant a buit) i el sensor més adequat per a la
correcta monitoritzacio del proceés, per a la seglent fase de l'estudi. El nou
metode va permetre obtindre salmé fumat semblant al del mercat, reduint
temps de processat i residus generats. Amb l'objectiu d'avaluar I'aplicacio
d'El en el seguiment del procés de salat-fumat del salmg, es va repetir el
procés amb les condicions seleccionades en la fase anterior. Durant el
procés es van dur a terme analisis fisicoquimics i mesures d'impedancia a
intervals periodics. El sensor d'impedancia seleccionat va poder diferenciar
les mostres en funci6 del temps de salat. A partir de les mesures
d'impedancia es van obtindre models robustos per a predir el contingut en
sal, humitat i a,, de les mostres de salmé durant el processat. Els millors
ajustos van correspondre a la prediccié dels valors d'ay, la qual cosa resulta
especialment interessant a causa de la relacid que existix entre este
parametre i la vida util dels productes fumats. Els resultats van mostrar el
potencial de I'espectroscopia d'impedancia com a metode rapid de
monitoritzacié on-line del procés de salat-fumat de salmé.

ABSTRACT

In this work two objectives were proposed. The first objective was to optimize
a new method of salting-smoking using vacuum packaging, to obtain smoked
salmon. The second objective was to evaluate the application of impedance
spectroscopy (IE) in the on-line monitoring of salting-smoking process of
salmon. In the first part of the study, different processing conditions were
evaluated: 4 salt concentrations dosed, 3 times of salting and salting at
vacuum or in air. During the study, physico-chemical analyses and
measurements of IE with three different sensors were performed. For the
next phase of the study, among all the tested conditions, those that yielded a
product similar to the marketed smoked salmon were selected (salting with
16% salt for 24 h, vacuum packed), as well as the most appropriate sensor
for monitoring the process. The new method yielded smoked salmon similar
to the products available in the market, reducing processing times and
wastes. In order to evaluate the application of IE in monitoring the process of
salting-smoking of salmon, the process was repeated with the conditions
selected in the previous phase. During the process, physico-chemical
analysis and impedance measurements were carried out at regular intervals.
The selected impedance sensor could discriminate the samples according to
the time of salting. From the impedance measurements, robust models to
predict the salt content, moisture and a, of salmon samples during the
process were obtained. The model with the best fit corresponded to the
prediction of a, values, which is especially interesting because of the
relationship between this parameter and the shelf-life of smoked products.
The results showed the potential of impedance spectroscopy as a rapid
method of on-line monitoring of the process of salting-smoking of salmon.

PALABRAS CLAVES: salmén, espectroscopia de impedancia, salado,
ahumado, analisis fisico-quimico.



1. INTRODUCCION

El ahumado es uno de los métodos mas antiguos empleado para la
conservacion del pescado. El poder conservante del ahumado se debe a la
combinacion de diferentes factores, como son la incorporacion de sal, la
deshidratacion parcial de los tejidos que se produce a lo largo de las
diferentes etapas del proceso y la accion conservante de los componentes
del humo. Estos cambios permiten retrasar los procesos microbiologicos y
oxidativos causantes del deterioro, ademas de conferir al producto final unas
caracteristicas sensoriales muy apreciadas por el consumidor. Para obtener
un producto de calidad y larga vida atil es fundamental, ademas de la
adecuada seleccion de la materia prima, la optimizacién de las diferentes
etapas que constituyen el proceso de ahumado, siendo la etapa de salado
especialmente critica. Actualmente, la mejora de los procesos de salado se
centra principalmente en la reduccion de los tiempos de procesado,
aplicando técnicas alternativas como la inyeccion directa de salmuera
(Thorarinsdottir et al., 2010), la combinacion del salado y descongelacion
simultanea (Barat et al., 2004) o la utilizacion de la impregnacion a vacio
(Chiralt et al., 2001). Una alternativa a las técnicas empleadas hasta el
momento podria ser la aplicacion de un proceso de salado combinado con el
envasado a vacio, donde se podria dosificar directamente la cantidad exacta
de sal que debe absorber el pescado, para que alcance la concentracién de
sal tipica para este tipo de productos y posteriormente se envasaria y salaria
a vacio. Mediante esta nueva metodologia se podria conseguir reducir el
tiempo de salado, evitar contaminaciones y reducir los residuos generados
por el uso excesivo de sal. Ademas, se podrian utilizar sales con aroma de
humo incorporado, de forma que mediante una Unica etapa se conseguiria
incorporar sal y aroma al producto, reduciendo sustancialmente el tiempo
total de procesado.

Por otra parte, hay que destacar que los pescados ahumados
comerciales presentan una gran variabilidad en distintos parametros fisico-
guimicos, como contenido en sal y a,, que afectan directamente a la calidad
sensorial y a la vida util del producto (Fuentes et al., 2008a). Esto es debido
a que en la industria, los procesos de ahumado estan estandarizados para
una determinada especie de pescado. Sin embargo, no se tiene en cuenta
gue el proceso se ve afectado por las caracteristicas iniciales de la materia
prima, tales como el contenido graso, la cantidad de agua presente en el
musculo, las dimensiones de las piezas, el grado de frescura, etc. (Barat et
al., 2006). Por todo ello, los productos ahumados que salen al mercado
presentan caracteristicas de calidad heterogéneas. En este sentido, seria
muy interesante disponer de métodos de andlisis on-line, rapidos y no
destructivos, que permitieran determinar durante el procesado, en qué
momento las muestras de pescado han alcanzado los valores Optimos de
humedad, sal y/o ay.

La utilizacion de sensores electronicos basados en la espectroscopia de
impedancia, podria cumplir con este objetivo, ya que se ha demostrado la
relacion que existe entre el contenido de cloruro sédico y las medidas de
impedancia (Chanet et al., 1999; Guerrero et al., 2004).



La espectroscopia de impedancia consiste en aplicar un estimulo
eléctrico a los electrodos, observar su respuesta y determinar sus
propiedades, interacciones y dependencias con determinados factores
(Masot, 2010). La respuesta eléctrica puede variar sustancialmente en
funcidbn de las cargas presentes (iones libres), la microestructura y
naturaleza del electrolito, asi como con la textura, geometria y naturaleza de
los electrodos. Las medidas de impedancia eléctrica proporcionan
informacion acerca del tejido, siempre y cuando lo que se esté analizando
presente un cambio en dimension, en sus propiedades eléctricas o0 en su
conductividad (Geddes y Baker, 1989; Wu et al., 2008).

En el presente trabajo se plantearon dos objetivos. El primer objetivo fue
optimizar un nuevo método de salado-ahumado empleando el envasado a
vacio, para la obtencion de salmén ahumado. El segundo objetivo fue
evaluar la aplicacion de la espectroscopia de impedancia en la
monitorizacion on-line del proceso de salado-ahumado del salmén.

2. MATERIAL Y METODOS
2.1. Preparacion de las muestras
2.1.1. MATERIA PRIMA

La materia prima empleada para la realizacion del presente estudio fue
salmén (Salmo salar) noruego procedente de la piscifactoria Hallvard Leroy,
A.S., de calibre 1,4-1,8 kg. El pescado fue adquirido en un supermercado de
Valencia y transportado en refrigeracion hasta el laboratorio. El salmén era
suministrado eviscerado, descabezado y dividido en dos filetes. Para el
estudio completo se emplearon un total de 14 salmones (8 para la primera
fase del estudio y 6 para la segunda fase).

Cada filete de salmoén fresco fue desespinado y cortado en porciones de
4 cm que constituian las muestras. Asi, de cada filete se obtenian de 6 a 7
muestras.

La sal empleada en el proceso fue un sazonador para preparar salmon
ahumado (Salinera Espafiola, S.A.) cuya composicion incluia un 50% de sal
marina refinada, azlcar blanquilla, bicarbonato sédico, aroma de humo y
antiaglomerante (E-536).

2.2 Disefio experimental

2.2.1. FASE |: OPTIMIZACION DEL PROCESO DE SALADO-AHUMADO Y
SELECCION DE ELECTRODOS DE ESPETROSCOPIA DE IMPEDANCIA

La primera fase del estudio tuvo dos objetivos diferenciados. Por una
parte se pretendia establecer las condiciones de salado (cantidad de sal a
dosificar, tiempo y tipo de envasado), que permitieran obtener salmon
ahumado con caracteristicas similares a los productos comerciales
(aw=0,963-0.965; 3,5-3,8% NaCl; 60-63% humedad) (Cardinal et al., 2004,



Fuentes et al., 2008a), generando un minimo de residuos de salmuera. El
segundo objetivo fue seleccionar el electrodo més adecuado que permitiera
llevar a cabo una correcta monitorizacion del proceso de salado-ahumado.

En esta fase del estudio se emplearon para el procesado, un total de 48
porciones de salmon fresco, obtenidas tal y como se ha descrito
anteriormente, que fueron divididas aleatoriamente en 4 lotes. Cada lote fue
sometido al proceso de salado-ahumado utilizando una proporcion de sal
para ahumar distinta. Asi, se ensayaron 4 concentraciones de sal a dosificar
sobre el producto: 4, 6, 8 y 16 g sazonador/100 g salmon fresco (figura 1).
Estas concentraciones fueron seleccionadas en base a estudios previos
(Fuentes et al., 2011). La cantidad de sal calculada en cada caso era
dosificada sobre el musculo de pescado. Posteriormente las muestras con la
sal eran introducidas individualmente en bolsas de plastico. Cada lote fue
dividido a su vez en 2 grupos, uno de los cuales se envaso en aire y el otro a
vacio (figura 1). Asimismo, se establecieron 3 tiempos de salado (12, 18 y 24
horas). El proceso de salado-ahumado se llevé a cabo a 4 °C. Al finalizar el
tiempo establecido, las muestras se introdujeron en una salmuera saturada
en agitacion constante durante 30 s, para eliminar los restos de sal que
hubieran podido quedar adheridos a la superficie. Finalmente, las muestras
se secaron con papel absorbente y pesaron. Se llevaron a cabo analisis de
humedad, pH, contenido en NaCl y a,, en el salmon fresco y en las muestras
ahumadas, durante los distintos tiempos ensayados, Asimismo, se realizaron
medidas con el equipo de espectroscopia de impedancia empleando 3
sensores diferentes (electrodo doble, punta de flecha y aguja), tal y como se
describe posteriormente. Para cada una de las condiciones ensayadas se
utilizaron dos muestras (n=2), realizando todos los analisis por triplicado
sobre cada muestra, excepto el pH que se media por quintuplicado.
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Figura 1. Disefio experimental de la Fase |I.



2.2.2. FASE Il: MONITORIZACION DEL PROCESO DE SALADO-
AHUMADO MEDIANTE ESPECTROSCOPIA DE IMPEDANCIA

El objetivo de esta segunda fase del estudio fue evaluar la aplicacion de
la técnica de espectroscopia de impedancia en el seguimiento del proceso
de salado-ahumado del salmon.

A partir de los resultados obtenidos en la fase anterior, se seleccionaron
las condiciones Optimas de salado que permitian obtener un producto de
salmoén ahumado similar al comercial. Esta parte del estudio se realizé con 3
lotes de pescado compuestos por 12 muestras/lote, empleandose por tanto,
un total de 36 muestras. Cada lote fue adquirido a intervalos de 1 semana.

Las muestras fueron saladas dosificando 16 g sazonador/100 g de
salmon fresco, envasando a vacio y almacenando las muestras durante 25 h
a 4 °C (figura 2). Se muestreaba cada 5 h y, después de enjuagar las
muestras en salmuera y secarlas, tal y como se ha descrito anteriormente,
se llevaban a cabo determinaciones fisico-quimicas (contenido en humedad,
pH, contenido en NaCl y a,) y medidas de espectroscopia de impedancia
por triplicado con el electrodo seleccionado en la fase | (electrodo de aguja).
Para cada tiempo de salado, incluyendo el tiempo O que correspondia a
salmon fresco, se emplearon 2 muestras (n=2 en cada lote).

TROCEADO Y DOSIFICACION DE SAL

h —>  Caracterizacion
(16% sal envasado a vacio)

Analisis

Humedad pH NacCl aw Impedancia

Figura 2. Disefio experimental de la Fase Il.
2.3. Determinaciones analiticas
Los analisis fisico-quimicos y las medidas de espectroscopia de

impedancia se realizaron en la parte central de cada filete, tal y como se
muestra en la figura 3.



Figura 3. Area del filete muestreada para los anlisis fisico-quimicos y las
medidas de espectroscopia de impedancia.

2.3.1 ANALISIS FISICO-QUIMICOS

El pH se midi6 directamente sobre las muestras empleando un pH-metro
con electrodo de puncién (Crison Basic 20+, Crison Instruments, Barcelona),
tomando lecturas en 5 puntos diferentes de cada muestra. La determinacion
del contenido de humedad se realiz6 siguiendo el procedimiento de la AOAC
950.46 (1997). Para la determinacion de la a,, se empled un higrémetro de
punto de rocio (GBX scientific FA-st/lab, Cédex, Francia). El contenido en
cloruro soédico se determind segun el procedimiento descrito por Fuentes et
al. (2010a), empleando un analizador automatico de cloruros Sherwood mod.
926 (Sherwood Scientific Ltd., Cambridge, UK). Para estimar las variaciones
de masa total, agua y cloruro soédico durante el proceso de salado se
emplearon las ecuaciones (1), (2) y (3):

Variacion de masa total: AM, = (—Mtl\;oMO) @
0

MP-x{' Mg XBV)
M3

@)

Variacion de masa de agua: AMY = (

®)

ME'X{\IaCI—MS 'XB‘aCl)

Variacién de masa de cloruro sédico: A MN¢! = ( -
0

M? = Masa de la muestra a tiempo t (g)
§ = Masa inicial de la muestra (g)
x¢" = Fraccion masica de agua a tiempo t (g H,0/g pescado)
xg’ = Fraccion masica de agua inicial (g H,0/g pescado)
xNaCl= Fraccion mésica de cloruro sodico a tiempo t (g NaCl/g pescado)
xN2¢l= Fraccién masica de cloruro sédico inicial (g NaCl/g pescado)

Asimismo, se calculé la concentracion de NaCl en fase liquida con la
ecuacion (4):

xNaCl

ZNaCl = (XW+XNaC]) (4)

xNaCl= Fraccién masica de cloruro sédico
xW= Fraccion masica de agua



2.3.2 MEDIDAS CON ESPECTROSCOPIA DE IMPEDANCIA

El equipo de espectroscopia de impedancia empleado en el presente
estudio fue disefiado en el Instituto de Reconocimiento Molecular y
Desarrolllo Técnologico (IDM) de la Universidad Politécnica de Valencia
(UPV). EIl equipo de impedancia realiza un barrido de frecuencias desde 1
Hz hasta 1 MHz, registrando los valores de impedancia a 50 frecuencias
diferentes dentro del rango establecido. A partir de las sefiales de tensién y
corriente en el electrodo, el software del equipo calcula el valor del médulo y
fase de la impedancia para cada una de las frecuencias seleccionadas.

Dado que la respuesta eléctrica puede variar sustancialmente en funcién
de la textura, geometria y naturaleza de los electrodos, en la primera fase
del estudio se emplearon tres tipos de sensores diferentes. Uno de los
sensores consistio en un electrodo doble (ED) compuesto por dos agujas de
acero inoxidable de 1,5 cm de longitud y 1 mm de didmetro, colocadas a una
distancia de 1 cm sobre un bastidor no conductor (figura 4.a), el cual
permitia mantener fija la separacion de ambos electrodos durante la
realizacion de las medidas. En el disefio del otro sensor empleado,
denominado “punta de flecha” (PF) se aplicé la tecnologia hibrida de
circuitos de capa gruesa. Mediante esta tecnologia se adhiere a una pantalla
una tela sobre la cual se ha fijado un film fotosensible. Mediante diferentes
métodos de revelado fotografico y empleando un fotolito del disefio del
electrodo, se fija el negativo a la pantalla delimitando las zonas por donde
pasard la pasta a través de la tela. Las dimensiones de este electrodo son
de 0,5 cm de diametro por 0,5 de longitud. El disefio en punta de este
electrodo facilita la penetracion del mismo a través de la muestra (figura 4.b).
Por ultimo, el electrodo de aguja es un electrodo comercial utilizado en las
técnicas electromiograficas. La aguja utilizada, TECA Disposable Concentric
Needle Electrodes X53159* es una aguja concéntrica, de pequefias
dimensiones (diametro exterior de 0,64 mm, una longitud de 75 mm y un
area efectiva de 0,07 mm?) respecto a las de la muestra, con objeto de llevar
a cabo medidas puntuales y no destructivas (figura 4.c). La parte externa de
la aguja, de acero inoxidable, actia como electrodo exterior o de referencia,
y la parte interna, del mismo material, actia como electrodo interno o de
trabajo. Entre los dos electrodos hay un material dieléctrico, una resina
epoxi. En los 3 casos, las lecturas de impedancia se tomaron siempre
introduciendo el sensor en el filete a 1,5 cm, en sentido perpendicular a las
fibras musculares del pescado, en la zona indicada en la figura 3. Todas las
medidas se realizaron a temperatura ambiente.

(@) (b) (€)

Figura 4: Electrodos usados en espectroscopia de impedancia. Electrodo
doble (a), electrodo punta de flecha (b), electrodo de aguja (c).



2.4. Andlisis estadistico.

Con los datos obtenidos en los analisis fisico-quimicos de la fase I, se
llevaron a cabo ANOVAs multifactor para evaluar el efecto de la cantidad de
sal dosificada, el tipo de envasado y el tiempo de salado, asi como de sus
interacciones. En la segunda fase del trabajo se llevdé a cabo un ANOVA
simple para comprobar la existencia de diferencias significativas en los
parametros fisico-quimicos con el tiempo de salado. Para realizar estos
analisis se emple6 el programa Statgraphics Centurion XVI (Manugistics Inc.,
Rockville, MD, USA).

Para evaluar la viabilidad del uso de la técnica de espectroscopia de
impedancia con cada uno de los tres electrodos empleados en la fase |, en la
discriminacion de diferentes intensidades de sal en el musculo de salmén, se
llevaron a cabo analisis de componentes principales (PCA). Los PCAs se
realizaron empleando los datos de médulo y fase registrados con el equipo
de impedancia en el rango de frecuencias establecido, para cada uno de los
sensores.

De igual forma, a través de un PCA, se determind la viabilidad de esta
técnica para monitorizar el proceso de salado-ahumado en la segunda fase.
Ademas, se realizaron andlisis de Minimos Cuadrados Parciales (PLS) con
el objeto de crear modelos de prediccion de los parametros fisico-quimicos
evaluados, empleando las medidas de espectroscopia de impedancia. El
PLS maximiza la correlacion entre variables independientes y variables
dependientes (Martens & Martens, 2001). Los modelos de prediccion PLS
fueron creados usando un set de datos experimentales (set de calibracion).
El modelo fue validado con un nuevo set de datos experimentales (set de
validacion). Todos los andlisis multivariantes se llevaron a cabo utilizando el
programa MATLAB® PLS Tool-box (Eigenvector Research, Inc.).

3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Fase |. Optimizacién del proceso de salado-ahumado y seleccion
de electrodos de espectroscopia de impedancia.

3.1.1. DETERMINACIONES FISICO-QUIMICAS

En la tabla 1 se muestran los valores de humedad, pH, a,, y contenido de
cloruro sédico, de la materia prima y de las distintas muestras de salmén
ahumado. Los valores obtenidos para la materia prima son similares a los
dados por otros autores en salmoén fresco (Fuentes et al., 2010b; Gallart-
Jornet et al., 2007).

El proceso de salado-ahumado, independientemente de las condiciones
empleadas, provoc6 una reduccién del contenido de agua, un aumento de la
concentracion de sal y una reduccion importante de la a, respecto al
pescado fresco. Este descenso de los valores de a, es lo que permite
prolongar la vida util del producto ahumado. Los cambios mencionados se
deben a la deshidratacion e incorporacion de sales al musculo. Se puede



observar que las muestras con niveles de sal mas elevados presentaron un
ligero descenso en los valores de pH, debido al aumento en la fuerza idnica
de la solucion interna de las células en el musculo de pescado, tal y como
describio Leroi y Joffraud (2000).

Tabla 1. Parametros fisicoquimicos de la materia prima (S=0, t=0) y de las
muestras de salmén ahumado elaboradas combinando diferentes
dosificaciones de sal (S), tipo de envasado (E) y tiempo de procesado (t).
Valores promedio £ SD (n=2).

S (g sal/100g) E t (h) Humedad (%) pH aw NaCl (%)

0 0 70,39 + 1,47 6,13 + 0,02 0,992 + 0,002 0,00

12 67,34 £0,13 6,10 + 0,01 0,980 + 0,000 1,84 + 0,09

Aire 18 65,91+ 0,18 6,08 + 0,08 0,978 + 0,000 1,71 £ 0,07

4 24 67,81+0,24 6,07 + 0,06 0,972 + 0,002 2,03 +0,04

12 67,03 +0,12 6,09 + 0,04 0,979 + 0,001 1,78 £ 0,05

Vacio 18 67,13 £ 0,29 6,09 + 0,02 0,980 + 0,001 1,79+0,01

24 68,03 £ 0,01 6,09 + 0,03 0,980 + 0,000 1,68 £ 0,01

12 66,11 £ 0,21 6,12 + 0,02 0,978 £ 0,001 1,77 £ 0,06

Aire 18 65,13 £ 0,30 6,10 + 0,03 0,977 + 0,000 2,04 £0,01

6 24 65,70 £ 0,17 5,99 +0,02 0,978 £ 0,001 2,54 +0,08

12 65,52 + 0,02 6,08 + 0,04 0,978 £ 0,001 2,02 £0,02

Vacio 18 66,95 + 0,18 6,15 + 0,05 0,982 + 0,001 1,67 £ 0,00

24 67,23 £ 0,80 6,06 + 0,05 0,976 + 0,000 2,01 +0,02

12 65,65 + 0,20 6,14 + 0,04 0,977 + 0,000 2,16 £0,10

Aire 18 65,52 + 1,22 6,08 £ 0,02 0,976 + 0,000 2,14 +0,05

8 24 64,69 + 0,35 6,10 + 0,04 0,971 + 0,000 2,58 +0,03

12 65,15 + 0,28 6,13 + 0,03 0,978 £ 0,001 1,98 + 0,09

Vacio 18 65,57 £ 0,17 6,16 + 0,05 0,977 £+ 0,000 2,13+0,16

24 64,20 £ 0,03 6,05 + 0,02 0,965 + 0,001 3,01 +0,00

12 62,68 + 0,28 6,15 + 0,06 0,976 + 0,002 1,79 £ 0,05

Aire 18 62,34 £ 0,88 6,17 £ 0,02 0,978 + 0,000 1,90+0,14

16 24 59,91 £ 0,06 5,99 + 0,05 0,968 + 0,001 3,40 +0,10

12 60,53 £ 0,67 6,12 + 0,06 0,969 + 0,002 2,35+£0,22

Vacio 18 60,99 + 0,26 6,01 + 0,03 0,967 + 0,000 3,12+0,25

24 62,45 £ 0,39 5,96 + 0,01 0,963 + 0,002 3,62 +0,02

En las muestras con mayor dosificacion de sal (8 y 16%) se observo un
aumento en el contenido en NaCl, con la consecuente reduccion de los
valores de a,, a medida que aumentaba el tiempo de procesado, tanto en el
envasado en aire como a vacio. Sin embargo, para las dosificaciones de 4 y
6% de sazonador, estos cambios fueron de menor magnitud en las muestras
envasadas en aire y practicamente nulos en el salméon que habia sido
envasado a vacio (tabla 1). Esto es debido a que en estos dos casos, a las
12 horas préacticamente se habia absorbido toda la sal dosificada, por lo que
los cambios durante el resto del tiempo de procesado fueron minimos.

En relacion al tipo de envasado, el vacio provocd una aceleracion en el
proceso de captacion de sal y deshidratacion del salmon, pero este efecto
solo se observd para la dosificacion mas elevada de sal (16%), siendo
minimas las diferencias entre los dos envasados para el resto de
dosificaciones ensayadas.
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De los 4 niveles de sal empleados, solo las muestras saladas con 16 g
sazonador/100 g de salmon fresco durante 24 horas en aire y a vacio,
alcanzaron niveles de a,, contenido en sal y humedad similares a los
prefijados (a,=0,963-0.965; 3,5-3,8% NaCl; 60-63% humedad). A partir de
estos resultados, se establecieron las condiciones para la fase Il del estudio:
dosificacion de un 16% de sazonador durante 24 h y envasado a vacio.
Aunque a las 24 h de procesado los parametros fisico-quimicos eran
similares en ambos tipos de envasado, se seleccion6 el envasado a vacio
por la ventaja que supone la reduccién de oxigeno, ya que se ralentizaria el
deterioro del producto, principalmente debido al crecimiento microbiano y a
la oxidacion lipidica.

Los resultados del ANOVA multifactor realizado para cada uno de los
parametros fisico-quimicos evaluados, tomando como factores Ila
dosificacion de sal, el envasado y el tiempo de procesado, se muestran en la
tabla 2. Se puede observar que la dosis de sal afecté de forma importante a
la humedad, a,, y NaCl. Hay que destacar que el efecto del envasado a nivel
global, no fue significativo en ningun parametro; sin embargo, la interaccion
entre la cantidad de sal dosificada y el envasado si que fue significativa, lo
que demuestra que el envasado tuvo un efecto diferente sobre los
parametros evaluados dependiendo del nivel de sal empleado, tal y como se
ha comentado anteriormente. De igual forma la evolucion de los parametros
en el tiempo fue diferente en funcién de la cantidad de sal dosificada.

Tabla 2. Valores de F-ratio y nivel de significaciéon, obtenidos en el ANOVA
multifactor para las variables humedad, pH, aw, y %NaCl, en funcion de los
factores: nivel de sal (S), tiempo de salado (t) y tipo de envasado (E).

S t E Sxt SxE txE
Humedad 188,10 1,05™ 3,15" 6,13 4,02” 12,96
pH 2,98 30,16~ 1,08"™ 524" 7,16 0,74"™
aw 38,90 31,27 3,77 364 13,71 0,19™
% NaCl 46,09 48,79 3,26"™ 9,24 11,70 2,17

Nivel de significacion: ns no hay diferencia significativa; * p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.
3.1.2 ESPETROSCOPIA DE IMPEDANCIA

La técnica de espectroscopia de impedancia se empleé como
herramienta para detectar los cambios en el misculo de salmén durante el
proceso de salado-ahumado. En esta fase del trabajo se estudiaron 3
electrodos diferentes, tal y como se ha descrito anteriormente. El equipo de
espectroscopia de impedancia genera para cada una de las medidas
realizadas un total de 100 valores, correspondientes a los modulos y fases
de las 50 frecuencias analizadas, que se recogen dentro del rango de
frecuencias desde 1 Hz hasta 1 MHz, tal y como ya se ha comentado.
Debido a que los médulos y fases de la impedancia son variables altamente
correlacionadas, se precisa de una herramienta estadistica de sintesis de la
informacion, que permita reducir el nimero de variables del estudio. De este
modo, se empled un Analisis de Componentes Principales (PCA) para cada
uno de los electrodos (figura 5). Este andlisis permite obtener un ndmero
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mas reducido de variables ortogonales (componentes principales), capaces
de maximizar la varianza explicada del conjunto de datos observables. Los
datos de impedancia empleados en este analisis fueron los de las muestras
saladas durante 24 horas, debido a que las mayores diferencias en el
contenido en NaCl entre los 4 niveles de salado, se obtuvieron para este
tiempo.

En la Figura 5.a, 5.b y 5.c se muestran los resultados del analisis de
componentes principales (PCA), realizado con los datos obtenidos con el
electrodo ED, el PF y el electrodo de aguja, respectivamente, segun la
cantidad de sal dosificada. Los dos primeros componentes principales
explicaron el 91,96%, 82,71% y el 87,44% de la variabilidad total en el caso
del ED, PF y aguja, respectivamente.
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Figura 5: Andlisis de componentes principales (PCA) de las medidas de
impedancia en muestras saladas con distintos porcentajes de sal durante 24
horas. (a) Electrodo doble, (b) Punta de flecha, (c) Electrodo de aguja.
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En los tres casos se puede observar una clara separacién de la materia
prima (0%) del resto de muestras. Con el electrodo de punta de flecha (figura
5.b) se observa una agrupacion de todas las muestras que habian sido
sometidas al proceso de salado-ahumado, sin diferenciar entre las distintas
proporciones de sal. Sin embargo, con el ED (figura 5.a) se podrian
discriminar también las muestras saladas con un 16% de sal, no
diferenciando entre el resto. En el electrodo de aguja (figura 5.c), se
observan 4 agrupaciones, la muestra fresca, las muestras saladas con el
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16%, las muestras saladas con el 8% y en un cuarto grupo se solapan las
muestras saladas con un 6 y un 4%. Por tanto, el electrodo que mejor se
adaptaria a esta aplicacion es el de aguja. Para la siguiente fase del estudio
se selecciond unicamente el electrodo de aguja. Estos resultados confirman
la importancia del disefio del sensor de medida (geometria y naturaleza del
electrodo).

El hecho de no encontrar una clara correlacion entre las medidas de
impedancia con el contenido en sal, para los electrodos de punta de flecha y
electrodo doble, podria ser debido a que los rangos de variacion de sal son
muy estrechos, y estos sensores no habrian sido lo suficientemente
sensibles para discriminar entre el contenido en cloruro sédico a estos
niveles. Por otra parte, hay que tener en cuenta que la impedancia se ve
afectada también por el contenido en agua de las muestras. Asi, una
ganancia de sal implicaria una menor impedancia, pero la pérdida de agua
que se produce de forma paralela, estaria aumentando la impedancia
eléctrica; de esta forma, los cambios de impedancia debidos a las
variaciones de sal se verian atenuados por la pérdida de agua.

3.2. Fase Il. Monitorizacién del proceso de salado-ahumado mediante
espectroscopia de impedancia

3.2.1 DETERMINACIONES FISICO-QUIMICAS

En la tabla 3 se muestra la evolucién en los valores de humedad, pH, ay
y cloruro sodico, de las muestras de salmén sometidas al proceso de salado-
ahumado durante 25 h. Los valores de pH disminuyeron con el tiempo,
aunque las diferencias encontradas no fueron significativas. El contenido en
humedad fue disminuyendo progresivamente durante el proceso de salado,
siendo esta disminucién mayor al inicio del proceso. Este hecho se debe
principalmente a la presencia de cristales de sal en la superficie del
producto. La utilizacién de sal sélida provoca una mayor deshidratacion
inicial del producto; esta salida de agua del musculo es necesaria para
disolver la sal y formar una salmuera superficial en la interfase, que favorece
la posterior penetracién de la sal hacia el interior de los filetes de pescado.
Los valores de sal aumentaron y los valores de a,, disminuyeron, debido a la
deshidratacion del musculo y a la penetracion de sal.

Tabla 3. Parametros fisicoquimicos de la materia prima (t=0) y de las
muestras de salmon sometidas a un proceso de salado-ahumado a vacio
durante distintos tiempos de procesado. Valores promedio £ SD (n=6)

t (h) Humedad (%) pH aw NaCl (%)

0 70,97 + 2,64° 6,08 + 0,04 0,991 + 0,002° o?

5 66,45 + 2,56° 6,13 + 0,04" 0,972 + 0,002° 2,49 +0,24°
10 64,90 + 1,94 6,11 + 0,07" 0,968 + 0,001° 3,33 £ 0,25°
15 63,91 + 2,32 6,10 + 0,07" 0,963 + 0,004° 3,72 +0,27
20 63,85 + 2,84 6,08 + 0,02%° 0,957 + 0,008° 3,97 + 0,63°
25 62,42 + 2,30° 6,03 + 0,06% 0,957 + 0,002° 4,02 +0,21°

o *kk ns *kk *k*k

Letras iguales en una misma columna indican la pertenencia a grupos homogéneos.
Nivel de significacion (a): ns no hay diferencia significativa; ***p<0,001.

13



En la figura 6 se observa la evolucion del contenido de cloruro sodico
(xNacl xNacly ZNaChy qurante el proceso de salado-ahumado. Tal y como se
ha comentado, el contenido de NaCl de las muestras aumento
progresivamente con el tiempo de salado, observandose el mayor
incremento en el caso de la concentracion de sal expresada en base seca
(XN debido a que durante el proceso, ademas de la incorporacién de
solutos, en el musculo de pescado se produce una deshidratacidon osmatica.

xNacl = xNaCl a4 ZNaCl

y = 0,0055x + 0,0143 y =0,0122x + 0,0526 y =0,0088x -+ 0,019
R2=0,9328 R2=0,8751 R? = 0,9507

0,16 A

0,12 A

0,08 A

0,04 '/

0 1 2 3 4 5 6
" (W2) (h"05)

Contenido en NaCl (p/p)

Figura 6. Fraccion masica de NaCl (x“'), concentracién de NaCl en base

seca (XN y fraccion masica de NaCl en la fase liquida de salmén (Z"2<
frente a la raiz cuadrada del tiempo de procesado (t*°).

Las variaciones de humedad y de cloruro soédico presentaron un
comportamiento opuesto a lo largo del periodo de salado, como ya se ha
comentado (figura 7).

AM,© - AMY 4 AM, NacCl
y =-0,014x - 0,0383 | |y =-0,0212x - 0,0458 | |y =0,0047x + 0,0117
R2 = 0,9737 R2 = 0,9864 Rz = 0,9154

0,06 1

0.02 _/—H___‘

-0,02 { 1 2 3 4 5 6

AM;

-0,06

-0,1 A

0,14 -

-0,18 -

/12) (h"0.5)

Figura 7. Variacion de masa total (AMy ), variacion de masa de agua (AM;') y

variacion de masa de cloruro sodico (AMNY) frente a la raiz cuadrada del
tiempo de procesado (t°°).

Las variaciones de peso podrian considerarse una combinacion de
ambas variaciones de masa, aunque la desnaturalizacién proteica debida a
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la accion de la sal, también estaria contribuyendo a la pérdida de peso
observada, tal y como ha sido demostrado por diferentes autores (Barat et
al., 2003; Duerr y Dyer, 1952; Ismail y Wootton, 1982). Se puede asumir que
se produce un transporte pseudo-difusional debido a la fuerte dependencia
de las variaciones de masa con la raiz cuadrada del tiempo, tal y como ha
sido expuesto por otros autores (Barat et al., 2006; Fuentes et al., 2008b;
Gallart-Jornet et al., 2007; Peppas y Brannon-Peppas, 1994).

En la figura 8 se observa una buena correlacion entre la a, y la
concentracion de NacCl en la fase liquida del salmén, similar a la descrita por
otros autores (Gallart-Jornet et al., 2007). Estos autores determinaron que
cuando el salmén presentaba un valor de ZN* igual a 0,055 (p/p), la aw de
las muestras era igual a 0,963, lo que coincide con lo observado en la figura
8. Los ajustes realizados a partir de los valores experimentales permiten
establecer que los valores de referencia fijados en este estudio, se
alcanzarian a las 15 horas de procesado (tabla 3y figura 8).

y = -3,2164x2 - 0,3734x + 0,9925 y =-1,869x2 - 0,4193x + 0,9968
17 4+ — R2=0,9542 —  R?=0,9997
0,995 (Chirife & Resnik, 1984)

0,99 A
0,985
0,98 A
& 0,975 -
0,97 A
0,965
0,96 -
0,955
0,95

0 0,01 0,02 0,03 0,04 0,05 0,06 0,07

Figura 8: Valores de a,, frente a concentracion de sal en la fase liquida del
salmon (2N, p/p). La linea azul es la linea de ajuste experimental y la roja
representa el comportamiento de una disolucion de sal de referencia
obtenida por Chirife y Resnik (1984). La linea discontinua muestra el valor
objetivo de ay.

Cabe destacar que las muestras alcanzaron los niveles objetivo de NacCl
y aw, €n menor tiempo que en el estudio preliminar. Esto es debido a que el
proceso de salado depende directamente de la composicion y calidad inicial
de la materia prima (Barat et al., 2006). En la fase | y fase Il de este estudio
se emplearon lotes diferentes de salmén fresco; las diferencias en la materia
prima habrian provocado estas diferencias en la cinética del proceso. Este
hecho confirma la necesidad de disponer de métodos de monitorizacion
rapidos que puedan ser empleados on-line y permitan determinar el punto
final del proceso de salado.

3.2.2 ESPECTROSCOPIA DE IMPEDANCIA

Para estudiar la viabilidad de la espectrocopia de impedancia como
herramienta para monitorizar el proceso de salado-ahumado del salmoén, en
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primer lugar se empled el mismo procedimiento estadistico descrito para la
evaluacion de la fase anterior (PCA). En este caso, se emplearon los valores
de espectrocopia de impedancia obtenidos a intervalos de 5 h durante 25 h
que dur6 el proceso de salado-ahumado.

En la Figura 9 se muestran los resultados del PCA realizado con los
datos obtenidos con el electrodo de aguja, segun el tiempo de procesado.
Los dos primeros componentes principales explican un alto porcentaje
(84,10%) de la variabilidad total. Se puede observar una clara separacion de
las muestras en funcién del tiempo de salado, excepto para 20 y 25 h de
procesado, cuyas muestras aparecen solapadas en la misma éarea del
grafico. Estas dos muestras presentaron valores similares en todos los
parametros fisico-quimicos, lo que justifica el solapamiento observado.
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Figura 9: Andlisis de componentes principales (PCA) de las medidas de
impedancia para distintos tiempos de salado-ahumado.

Debido a que el PCA mostrd que la espectroscopia de impedancia con el
electrodo de aguja podia discriminar entre distintos niveles de humedad, sal
y aw, se considerd interesante la utilizacion de una herramienta estadistica
para predecir los valores de estos pardmetros, a partir de las medidas
generadas por el equipo de impedancia. Con este objetivo, se establecieron
modelos estadisticos (PLS) para cada uno de los parametros evaluados con
la excepcién de pH, cuya evolucién durante el tiempo de almacenamiento no
habia sido significativa. Para la elaboracién de los modelos estadisticos PLS,
se emplearon el 66% de las muestras en la fase de calibracion, mientras el
33% restante de las muestras analizadas se emple6 para la validacion de los
modelos previamente obtenidos, tal y como se ha comentado anteriormente.
En la tabla 4 se muestran los estadisticos obtenidos en estos analisis.

Tabla 4. Estadisticos obtenidos en los analisis PLS de los parametros fisico-
quimicos para electrodo de aguja.

R’ VL RMSEP Pendiente Ordenada en el origen
NaCl (%) 0,898 3 0.685 0,914 0,685
ay 0,923 3 0.006 0,993 0,001
Humedad (%) 0,875 3 3,579 1,20 -16,49

VL: variables latentes. RMSEP: Error cuadratico medio de prediccion.
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En la Figura 10.a, 10.b y 10.c se representan los valores de cloruro
sadico, de a, y de humedad, respectivamente, obtenidos experimentalmente
frente a los predichos por el modelo estadistico (linea roja).

En los 3 casos, los valores predichos se ajustan satisfactoriamente a los
valores obtenidos experimentalmente (RMSEP con valores de 0,685 para
NaCl, 0,006 para ay y 3,579 para humedad), especialmente en el caso de la
aw, donde ademas la ordenada en el origen es cercana a 0 y la pendiente
cercana a 1. Estos resultados coinciden con estudios de aplicacién de
técnicas de espectroscopia de impedancia en la caracterizacion de salmon y
bacalao ahumados comerciales, donde las mejores predicciones fueron
obtenidas para el caso de la a,, (Karaskova et al., 2011).

Los resultados obtenidos con el PLS confirman el potencial de la
espectroscopia de impedancia empleando el electrodo de aguja, en la
monitorizacion del proceso de salado-ahumado de salmén.
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Figura 10: Valores predichos por el modelo obtenido frente a datos
experimentales para electrodo de aguja. La linea roja representa la linea de
ajuste de los datos; la linea verde representa el comportamiento ideal.(a)
NacCl (b) ayy (c) humedad.
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4. CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos a partir de los analisis fisico-quimicos mostraron
que el envasado a vacio provoco una aceleracion en el proceso de captacion
de sal y deshidratacion del salmon, efecto observado solo para la
dosificacion mas elevada de sal (16%). Las condiciones Optimas de
procesado para obtener un producto similar al comercial correspondieron a
un salado con 16% de sazonador durante 24 h, envasando a vacio. El nuevo
método permitid6 obtener salmdon ahumado similar al del mercado,
reduciendo tiempos de procesado y residuos generados. Es necesario
continuar con estudios de evaluacion sensorial y vida util, que permitan
determinar si las caracteristicas organolépticas del salmon obtenido por el
nuevo método se adaptan a las de los productos comerciales y presenta una
vida atil similar.

De los 3 sensores utilizados en las medidas de espectroscopia de
impedancia, el electrodo de aguja fue el que permiti6 discriminar mas
claramente entre las diferentes concentraciones de sal del salmén ahumado.
Durante el proceso de salado-ahumado a vacio con 16% de sazonador
durante 25 h, se produjo un aumento en la concentracion de sal y reduccion
en los valores de humedad y a,;; estos cambios fueron detectados mediante
la técnica de EI con el electrodo de aguja. A partir de las medidas de
impedancia se obtuvieron modelos robustos de prediccion del contenido en
sal, humedad y a,. Los mejores ajustes correspondieron a la prediccion de
los valores de a,, lo que resulta especialmente interesante debido a la
relacion que existe entre este parametro y la vida util de los productos
ahumados. Los resultados mostraron el potencial de la EI como método
rapido de monitorizacion on-line del proceso de salado-ahumado de salmon.
Este control permitiria ofrecer productos de calidad sensorial homogénea y
garantizar un periodo de vida util seguro para el consumidor.
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