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RESUMEN

En las dltimas décadas, el crecimiento de la poblacién, asi como la
globalizacién, han llevado a una monopolizaciéon y por tanto a una
produccién a gran escala. En la industria alimentaria, esta dindmica de
produccion  implica  sistemas automatizados para  generar

constantemente alimentos de alta calidad.

Para lograr este objetivo, es necesario que las empresas tengan lineas
bien desarrolladas de produccion y un proceso de control de calidad
eficaz que garanticen los mejores resultados y las hagan competitivas. Es
por ello que son necesarias nuevas herramientas de inspeccion y control
que garanticen la calidad de la totalidad de la produccion generada, mas
aun cuando muchos de los procesos tradicionales de produccion han

tenido que ser adaptados a los nuevos estandares de produccion.

Asi en la presente tesis doctoral se pretende estudiar el uso de sensores
electronicos basados en las técnicas de espectroscopia de impedancia,
potenciométria y voltametria de pulsos para la optimizacion y control del

proceso de elaboracion del jamon curado.

Los resultados mostraron que la técnica de impedancia puede ser 1til en
el control de las etapas de elaboracion dado que su respuesta esta
relacionada con los cambios fisicoquimicos generados en el producto
durante su elaboracion, aunque resulta necesario desarrollar una sonda
que permita el andlisis sin la necesidad de toma de muestra. La
potenciometria, técnica en la que se dispone de una sonda de medida
directa, permiti6 la discriminacién entre jamones en buen estado de
jamones alterados, obteniéndose una “cala” electréonica para el control

de la totalidad de las piezas.



Se hacen necesarios nuevos estudios que permitan mejorar y confirmar
los resultados encontrados en la presente tesis doctoral para desarrollar
equipos que puedan ser adaptados al proceso de la industria productora

de jamones curados.



ABSTRACT

In recent decades, population growth and globalization, have led to
monopolization and therefore a large-scale production. In the food
industry, the dynamics of production involves automated systems to

produce consistently high-quality food.

To achieve this goal, it is mandatory for companies to have well
developed production lines and an effective control process and quality
control that ensure they get the best result and it makes them
competitive. That is why new inspection and monitoring tools are
needed in order to guarantee the quality, especially when many of the
traditional manufacturing processes have been adapted to new

production standards.

This thesis is aimed to evaluate the performance of electronic sensors
based on techniques of impedance spectroscopy, potentiometry and
pulse voltammetry for controlling and optimizing the production process

of dry cured ham.

The results showed that the impedance technique can be useful for
controlling the different steps of the process; its responses are related to
the physicochemical changes generated in the product during
processing, although it is necessary to develop a probe that allows the
analysis without destructive sampling. Potentiometry technique which
provides a direct measurement probe, allowed the discrimination
between good and altered hams, resulting in an electronic sensor to

control all the pieces during the production.

Despite the performance of the sensors, it is necessary to increase the

research in this area to improve the obtained results. In order to develop



a sensor for the ham manufacturing process that helps in the control of

the process and guarantees the acceptance of the consumers.



RESUM

En les ultimes decades, el creixement de la poblacio, aixi com la
globalitzacio, han portat a una monopolitzacié i per tant a una
producci6 a gran escala de productes. En la industria alimentaria,
aquesta dinamica de producci6 implica sistemes automatitzats per
produir constantment aliments d'alta qualitat. Per aconseguir
aquest objectiu, cal que les empreses tinguen linies ben
desenvolupades de produccio i un procés de control de qualitat

eficac que garanteixen els millors resultats i les facen competitives.

Es per aix0, que calen noves eines d'inspecci6 i control que
asseguren la qualitat de la totalitat de la produccié generada,
encara més quan molts dels processos tradicionals de produccio

han hagut de ser adaptats als nous estandards de produccio.

Aixi, en la present tesi doctoral es pretén estudiar 1"as de sensors
electronics basats en les técniques d'espectroscopia d'impedancia,
potenciometria i voltametria de polsos per a l'optimitzacié i

control del procés d'elaboraci6 de pernil curat.

Els resultats van mostrar que la técnica d'impedancia pot ser util
en el control de les etapes d'elaboraci6 ates que la seua resposta
esta relacionada amb els canvis fisicoquimics generats en el

producte durant la seua elaboraci6. A pesar d’aquest fet, seria



necessari desenvolupar una sonda que permeta 1'analisi sense la
necessitat de prendre una mostra. La potenciometria, técnica en
que es disposa d'una sonda de mesura directa, va permetre la
discriminaci6 entre pernils en bon estat de pernils alterats,
obtenint-se una "cala" electronica per al control de la totalitat de

les peces.

Es fan necessaris nous estudis que permeten millorar i confirmar
els resultats trobats en la present tesi doctoral per desenvolupar
equips que puguen ser adaptats al procés de la industria

productora de pernils curats.
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1. INTRODUCCION

1.1. RELEVANCIA DEL JAMON CURADO

Espafa cuenta con una amplia gastronomia que desde la antigiiedad se
ha basado en la produccion y transformacion de los animales y vegetales
propios de su geografia. Es asi como se cuenta con una gran variedad de
vinos, encurtidos y derivados animales que poco a poco se han
posicionado dentro y fuera del pais, convirtiéndose en un simbolo de la
cultura espanola. Dentro de los productos alimenticios derivados de
animales, sin duda alguna el alimento emblema es el jamo6n curado, el
cual envuelve un trasfondo cultural y econémico muy importante.
Antiguamente, cuando el proceso de transformacion se encontraba
ligado a condiciones climéaticas especificas, propias de las regiones
tipicamente productoras de jamoén, las empresas jamoneras se
localizaron en estas zonas rurales impulsando su actividad econémica y

fortaleciendo su tradicién cultural.

En la actualidad la Industria Espafiola de Alimentacién y Bebidas cerr6
el afio 2012 con unas ventas netas por valor de 86.298 millones de euros.
Esta cifra equivale al 14% de las ventas netas del total de la industria y al
7,6% del PIB espanol, lo que la convierte en el primer sector industrial de
la economia espanola y el quinto de Europa. Por subsectores, la industria
carnica, con un volumen en millones de euros de 19.149 de un total de
88.673, se situd en primer lugar, seguido por el de bebidas alcoholicas
con un volumen total de 9.364 millones de euros [1]. Asi, segin el
Ministerio de Agricultura, el consumo en hogares de elaborados carnicos
en 2012 se cifré en 4.701 millones de euros, siendo el valor de consumo
de jamon curado del 31% [2]. Segan la Asociacion Nacional de Industrias

de la Carne, en 2012, la produccion de elaborados carnicos fue de
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1.301.000 toneladas, de las cuales 247.500 fueron de jamones y paletas

curadas.

Las preferencias del consumidor espafol estin encabezadas por los
jamones curados, término que engloba de forma genérica tanto a los
jamones de cerdo de raza blanca y a los jamones de cerdo de raza ibérica,
los cuales representan alrededor de la quinta parte de los volimenes
comercializados en los diferentes canales de alimentacion [3]. Y si el
analisis se centra en el valor de estas cantidades vendidas, la cuota de
mercado de los jamones curados se amplia mucho mas, hasta

representar mas de un tercio de las ventas de derivados carnicos (Tabla

1).

Tabla 1. El mercado de elaborados carnicos en Espaiia.

Producto % sobre volumen
Jamoén curado 19,5
Yorks 16,9
Salchichas 14,0
Fiambres de ave 12,8
Chorizo curado 9,3
Fiambres 8,6
Fuet y longaniza 6,1
Salchichoén y salami 3,5
Bacon 4,4
Patés y foie-gras 4,3
Sobrasada 0,6

Fuente: Nielsen (canales libre servicio y tradicional). Mercado controlado 487.100 tm
TAM DE

Estos datos expresan la importancia del jamoén curado en la industria
alimentaria espanola. Durante los tltimos afos, y como consecuencia de
la crisis economica, la industria del jamon ha sufrido una disminucion
en su produccion. Desde el ano 2008, de acuerdo con los datos
facilitados por Confecarne, la produccion de piezas curadas (paleta +

jamon) elaboradas con perniles frescos de cerdo blanco se ha reducido
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un 11%. Esta disminucion se ha producido fundamentalmente dentro de
la categoria de jamones curados, la mas numerosa con el 86,5% del total
de piezas curadas, que en ese mismo periodo de tiempo se contrajo casi
un 14%, Figura 1. La categoria de paletas ha mantenido a lo largo de la
ultima década su tendencia al crecimiento, destacando especialmente la
subida entre el afio 2010 y 2011, y mostrando cierto estancamiento en
2012. Su crecimiento se deberia, en parte, a la bajada de precios que ha

registrado este producto[2].

Figura 1. Evoluciéon de la produccion de piezas curadas de cerdo
blanco (Cruz, 2013).

1.2. CONTROL DEL PROCESO DE ELABORACION DEL
JAMON CURADO

Desde el punto de vista tecnologico, la elaboracion del jamén curado es
un proceso relativamente sencillo, pero que debe tener controles
especificos que se dan en las diferentes etapas de su produccién. Para
asegurar un producto de excelente calidad es imprescindible un

escrupuloso cuidado en la seleccion de la materia prima, el salado, el
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post-salado, el curado y la evaluacion de las piezas curadas al final del

proceso.

Dada la heterogeneidad, conviene destacar que existen agrupaciones
productoras de jamén que han logrado el aval y reconocimiento de la
Union Europea como: Denominacion de Origen Protegida (DOP),
Indicacion Geografica Protegida (IGP) o Especialidad Tradicional
Garantizada (ETG), figuras Comunitarias de calidad que, respaldadas
por un riguroso reglamento de elaboracién y control, se aplican a ciertos

productos agricolas y alimenticios.

A nivel nacional, son los Consejos Reguladores los organismos
encargados de la vigilancia y control del cumplimiento de las normas

estipuladas por reglamento.

El caso de jamoén curado la legislacion vigente a la que se acoje la

produccion es la siguiente, a nivel europeo:

Reglamento 853/2004, de 29 de abril de 2004, del Parlamento Europeo
y del Consejo, por el que se establecen normas especificas de higiene de

los alimentos de origen animal.

Reglamento 854/2004, de 29 de abril de 2004, del Parlamento Europeo
y del Consejo, por el que se establecen normas especificas para la
organizacion de controles oficiales de los productos de origen animal

destinados al consumo humano.

Reglamento (CE) 2076/2005, de 5 de diciembre de 2005, por el que se
establecen disposiciones transitorias para la aplicaciéon de los
Reglamentos (CE) n° 853/2004, (CE) n°® 854/2004 y (CE) n® 882/2004

del Parlamento Europeo y del Consejo y se modifican los Reglamentos
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(CE) n° 853/2004 y (CE) n° 854/2004 publicado en el DOCE L 338 DE

22.12. 2005.

Reglamento (CE) 2073/2005, de 15 de noviembre de 2005, relativo a los
criterios microbiologicos aplicables a los productos alimenticios,

publicado en el DOCE L 338 DE 22. 12. 2005.
A nivel nacional la legislacion vigente aplicable es la siguiente:

Real Decreto 640/2006, de 26 de mayo de 2006, por el que se
regulan determinadas condiciones de aplicacion de las
disposiciones comunitarias en materia de higiene, de la
produccion y comercializacion de los productos alimenticios.
(B.O.E. 27. 05. 2006).

Directiva objeto de transposicion Directiva 2004/41/CE del
Parlamento Europeo y del Consejo, de 21 de abril de 2004, por la
que se derogan determinadas Directivas que establecen las
condiciones de higiene de los productos alimenticios y las
condiciones sanitarias para la produccion y comercializacion de
determinados productos de origen animal destinados al consumo
humano y se modifican las Directivas 89/662/CEE y 92/118/CEE
del Consejo y la Decision 95/408/CE del Consejo.

Real Decreto 1469/2007, de 2 de noviembre de 2007, por el que se
aprueba la norma de calidad para la carne, el jamon, la paleta y la

cana de lomo ibéricos.
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Real Decreto 142/2002, de 1 de febrero de 2002, por el que se
aprueba la lista positiva de aditivos distintos de colorantes y
edulcorantes para su uso en la elaboracion de productos
alimenticios, asi como sus condiciones de utilizacién (B.O.E. 20.
02.2002).

Real Decreto 168/1985, de 6 de febrero de 1985, por el que se
aprueba la Reglamentacién Técnico-Sanitaria sobre "Condiciones
Generales de Almacenamiento Frigorifico de Alimentos y
Productos Alimentarios". (B.O.E. 14. 02. 1985).

Reglamento 1882/2006, de 19 de diciembre de 2006, de la
Comision, por el que se establecen los métodos de muestreo y de
anélisis para el control oficial del contenido de nitratos en ciertos

productos alimenticios.

Real Decreto 1334/1999, de 31 de julio de 1999, por el que se
aprueba la Norma General de Etiquetado, Presentacion vy

Publicidad de los Productos Alimenticios. (B.O.E. 24. 08. 1999).

Real Decreto 1808/1991, de 13 de diciembre de 1991, por el que se
regulan las menciones o marcas que permiten identificar el lote al
que pertenece un producto alimenticio. (B.O.E. 25. 12. 1991).

Real Decreto 202/2000, de 11 de febrero de 2000, por el que se
establecen las normas relativas a los manipuladores de alimentos.

(B.O.E. 25. 02. 2000).

La legislacion anterior hace que se aseguren excelentes parametros

de calidad para la produccion de jamoén curado en Espana.
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1.2.1. Seleccidon y clasificacion de la materia prima

Si se inicia el proceso con materias primas de 6ptimas calidades se
asegura un buen desempeiio de las piezas a lo largo de la produccion, por
tanto, resulta indispensable descartar del proceso aquellas piezas que no
presenten las caracteristicas deseables. La heterogeneidad de la materia
prima en la industria carnica es uno de los principales inconvenientes, ya
que incluso dos piezas provenientes de un mismo animal pueden tener
comportamientos diferentes, y una vez sacrificado el animal, se
desencadena una serie de reacciones bioquimicas que se deben saber
controlar para dar un buen uso tecnologico a las piezas a procesar. A
nivel fisiolégico es posible hacer una seleccion de la materia prima
conociendo los niveles de pH de la carne 20 horas después del sacrificio,
tiempo en el cual el pH 6ptimo se encuentra alrededor de 5,7 [4] [5].
Piezas con este valor tendran un excelente comportamiento para ser
procesadas como jamén o para su venta en fresco. Sin embargo la
medida de pH no es suficiente como método de clasificacion ya que sus
valores de pH van disminuyendo con el paso del tiempo, y muchas veces
hay lapsos de tiempo que pueden llegar a ser excesivos durante el
transporte de las piezas entre los mataderos y las plantas de procesado.
Ademas, estimulos anteriores al sacrificio de los cerdos suelen verse
reflejados en el comportamiento post mértem. En cerdo blanco (Duroch,
Landrance, Large White) se pueden acrecentar algunos problemas ya
que suelen ser mas vulnerables que los cerdos de raza ibérica, al generar
pH mayores o menores de 5,7, lo que afecta el proceso de salado. Cuando
coinciden piezas de baja calidad, palidas, suaves y exudativas (PSE) o
duras, firmes y oscuras (DFD), con la presencia de microorganismos, el

resultado suele ser adverso [6][7]1[81[9].
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Aparte de la clasificacion por pH, la materia prima también es clasificada
por pesos y espesor de grasa subcutdnea. La finalidad de esta
clasificacion es la de establecer partidas de materia prima que durante
las posteriores etapas presenten un comportamiento similar que faciliten
la transfomacion de las piezas. Los procesos difusionales (transferencia
de sal y agua) se encuentran entre los mas importantes [10][11][12], ¥
estos dependen en gran medida de las caracteristicas propias de la
materia prima, pero sobre todo del tamano (espesor) [13][14] y cantidad
de grasa intra e intermuscular [15]. A nivel industrial la clasificacion por
peso se realiza mediante balanzas en linea, y la clasificacion por espesor
de grasa se viene realizando de forma tradicional mediante inspeccién

visual.

1.2.2. Salado

En la etapa de salado se debe proporcionar la cantidad de sal suficiente a
cada una de las piezas, en funcion de su peso y de la relacion agua/grasa
existente, de tal forma que se garantice un nivel de sal que se difunda a
lo largo del post-salado, al objeto de alcanzar un equilibrio dentro de la
pieza al final de la etapa. En el salado y en el post-salado se suelen dar
los factores més criticos para la materia prima, debido a que la actividad
de agua del producto atn no ha descendido lo suficiente, por tanto, las
piezas presentan condiciones apropiadas para la proliferacion de
microorganismos que en altas poblaciones se convierten en agentes
alterantes del producto. La contaminacién microbiologica del pernil se
puede generar en la cadena productora desde la etapa del sacrificio,
siendo la evisceracion el instante mas propicio para su inoculacion y

propagacion, que al no ser controlada, incrementaria la cantidad de
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microorganismos y aumentaria la posibilidad de alteraciones en el
interior del producto. Esto se minimiza controlando la temperatura de
las piezas, de 2-3 °C desde el momento en que se obtienen hasta el inicio
de la etapa de salado [16], y a una temperatura interna no mayor a los 5
°C durante el salado y el post-salado, o hasta que la pieza entera haya
alcanzado condiciones en las cuales las bacterias no puedan crecer, como

una baja actividad de agua inferior a 0,96 [17].

Tradicionalmente el salado se ha venido realizando en contenedores en
los que se alternan capas de sal y de perniles. Estos contenedores son
depositados en camaras a temperatura y humedad relativa controladas
bajo unas condiciones de aproximadamente 3 °C y 90-95% de humedad
realativa. La permanencia del pernil en la cAmara de salado es de un dia
por kilogramo de pieza aproximadamente [18]. De esta forma el pernil
capta la sal suficiente para continuar su procesado y obtener al final un

producto con las caracteristicas sensoriales que le caracterizan.

El control de esta etapa, es decir, la evaluacion de la cantidad de sal
ganada por el pernil, tradicionalmente se ha hecho de forma empirica
por el control de la merma de peso que se genera durante la etapa como
consecuencia de la mayor pérdida de agua del pernil respecto a la sal
ganada. De esta manera, cuando la variacion de peso (merma) es
aproximadamente del 8% [19], el jam6n ha captado la sal suficiente para
su procesado. A esta relacion se ha podido llegar tradicionalmente de
forma intuitiva mediante los analisis quimicos de control de sal en los

jamones, lo cual ha sido demostrado por algunos autores [20].

El salado en bolsa o en bandeja en donde el aporte de sal es controlado
(dosificado) y en los que se ajustan las variables del proceso del jamoén

curado espanol, a lo realizado en el proceso del jamoén italiano
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“Prosciutto”, hacen que la variaciéon de peso sea menor (alrededor del
4%) [21]. En consecuencia, son necesarios nuevos métodos de control
capaces de evaluar el nivel de sal adquirido por el pernil; analisis que no
sean destructivos, y con la finalidad de que el control pueda llevarse a
cabo pieza a pieza. Adicionalmente, la aparicion de diferentes métodos
de salado busca la mecanizacion del proceso y la reduccion del impacto

ambiental que genera el exceso de sal.

1.2.3. Post-salado

El objetivo del post-salado es permitir a los iones sodio y cloruro
situados principalmente cerca de la superficie del pernil, y adquiridos
durante la etapa de salado, su penetracion hacia las zonas méas profundas
de la pieza [22]. Inicialmente la sal (NaCl) se concentra en la capa
externa del pernil, y su velocidad de migracion hacia el interior de este,
dependera del contenido de grasa de la pieza. Por tanto, en funcion de la
velocidad de migracion, el tiempo de esta etapa puede variar, siendo en
el caso de jamo6n procedente de cerdo blanco de unos 90 dias. Durante
este tiempo las piezas estan colgadas en camaras de humedad y
temperatura controladas (inferior a 3,3 °C), con la finalidad de reducir el
peligro de desarrollo microbiano [22] y una humedad relativa alrededor
del 80-85%. Al final de esta etapa las piezas habran perdido
aproximadamente del 10 al 15% de su peso inicial (peso antes de ser

saladas).

Durante esta etapa se producen procesos difusionales y su control solo es
llevado a cabo de forma empirica (control del peso perdido), ya que la
evaluacion de la difusién de la sal hacia el interior del pernil se tendria

que hacer mediante analisis destructivos del contenido en sal, o
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utilizando tecnologias mucho mas complejas como la tomografia

computarizada, resonancias magnético nucleares, etcétera.

Otro de los puntos de control en esta etapa es la posible aparicion de
problemas microbiolégicos derivados de contaminaciones en las etapas
anteriores por determinadas bacterias como Serratia liquefaciens,
Proteus vulgaris y Enterobacter agglomerans, y que durante esta etapa
de post-salado incrementarian su poblacion [13][23]. La evaluacién de
esta contaminacion es posible solo mediante anilisis destructivos, ya que
solamente hasta el final del proceso de elaboracién del jamén, las piezas

pueden ser evaluadas mediante lo que se denomina la “cala” del jamon.

1.2.4. Secado-maduracion

Durante esta etapa se pretende dar estabilidad microbiologica a las
piezas, al mismo tiempo que se siguen desarrollando todas las reacciones
bioquimicas y enzimaticas que al final del procesado otorgaran al jamon
curado sus caracteristicas organolépticas. Para ello, y durante un tiempo
de procesado que depende del tipo de jamo6n (aproximadamente un afo
para jamones porcedentes de cerdo blanco y de dos para procedentes de
cerdo ibérico [24][25][26], los jamones iran paulatinamente perdiendo
agua para alcanzar al final de su procesado una merma acumulada de
aproximadamente un 37% [19]. Esta pérdida de agua y la presencia de la
sal adquirida durante el salado provoca que las piezas reduzcan la
actividad del agua a valores que las hacen estables microbiol6gicamente
a temperatura ambiente (aw=0,85) [27]. Es durante este tiempo en el que
se produce la mayor actividad enzimatica, debido al incremento de la
temperatura hasta valores préoximos a 23 °C [12]. Esta actividad

enzimatica generara la mayor formacion de compuestos que aportaran el
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sabor y el aroma, pero que ademas proporcionaran la textura

caracteristica del jamoén curado [28][29][30].

Posterior al proceso de la maduracion y antes de la salida de los jamones
del secadero, se realiza una rigurosa evaluacion higiénico sanitaria y de
calidad del producto final, que incluye parametros relevantes
relacionados con atributos como: aspecto, olor, sabor, aroma y textura,
que en conjunto muestran una relacion de calidad que el consumidor
percibe. Estos atributos son evaluados sensorialmente por un catador
durante el proceso de calado, el cual consiste en la comprobacién de la
ausencia de defectos detectables a través del olor en las piezas curadas
[31]. Para este proceso es necesario disponer de personal adiestrado en
la identificacion de olores, ya que mediante la introduccion de una cala
(Figura 2), que es un instrumento punzante fabricado generalmente a
partir de un hueso de la cafia de caballo o de vaca que al ser introducido
en ciertas zonas del jamon, permite la deteccion de las piezas alteradas.
Los principales puntos donde se cala el jamo6n se localizan en la vena
femoral, en la articulacion del codillo y en el hueso de la cadera; es decir,
en las articulaciones de cadera y rodilla. El proceso se realiza en estos
lugares debido a la mayor presencia de liquido sinovial, el cual es un
medio de cultivo perfecto para la proliferacion de los microorganismos.
El gran inconveniente del proceso de calado es la subjetividad del
evaluador, que hace que una pieza pueda ser evaluada de manera
distinta por catadores diferentes, o bien, debido a la saturacion olfativa

del catador.
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Figura 2. Instrumento “cala”.

Aunque presentan inconvenientes, la “cala” y el proceso de calado como
herramientas para determinar la presencia de anomalias en los jamones
siguen siendo utilizados hoy dia, ya que otras tecnologias mas
sofisticadas, como la cromatografia -la cual permite determinar incluso
los compuestos generados- o el uso de la denominada “nariz
electronica”, no han terminado de ser implantadas en las empresas,
salvo para controles puntuales, dada su ineficacia para inspeccionar la
totalidad de los jamones producidos. La posible contaminacion
producida en los perniles durante las etapas de salado y post-salado hace
que las piezas solamente pueden ser evaluadas al final del proceso,
debido a que durante las etapas previas no son microbiolégicamente
estables y por tanto no se puede introducir la “cala” dado el riesgo de
generar contaminaciones. Por ello, se debe esperar hasta la estabilidad
interna del jamoén (final del proceso) para poder evaluar mediante la
punciéon con “la cala”, la presencia de olores anémalos que no son

apreciados externamente.
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1.3. AVANCES EN EL ANALISIS DE JAMON CURADO.
NUEVOS METODOS DE ANALISIS DE POSIBLE
APLICACION AL SECTOR DEL JAMON CURADO

Existe un interés en la bisqueda de soluciones actuales que permitan
controlar la seguridad y la calidad de las materias primas, procesos y
productos acabados de forma més extensiva, brindando datos en tiempo

real y permitiendo un acceso mas proximo al alimento.

Frente a las potentes técnicas instrumentales de anélisis cualitativo y
cuantitativo de alimentos (cromatografia, espectrofotometria,
electroforesis, etcétera) con procedimientos complejos, de lenta
respuesta por los largos tiempo que precisa el ensayo, y dependientes del
personal especializado en el manejo de los equipos, la industria
alimentaria precisa métodos rapidos, fiables y economicos para
determinar propiedades fisicoquimicas en los procesos de control y
asegurar la calidad del producto. Ademaés, generalmente, estas técnicas
clasicas de analisis requieren métodos destructivos que dejan inservible
la pieza en estudio. Por esta razon, el desarrollo de sistemas de medida
no destructivos es un objetivo constante en las investigaciones en varios
ambitos de la industria alimentaria. También es altamente deseable y
presenta una clara ventaja competitiva que las técnicas desarrolladas

tengan un bajo coste y un funcionamiento sencillo.

En la actualidad existen varios métodos de analisis no destructivo, como
la espectroscopia NIR, la tomografia, la resonancia magnética, las
lenguas electronicas, etcétera, cuya aplicacion ha sido objeto de estudio
para generar nuevas tecnologias adaptables a la industria alimentaria. A

continuacion, y a modo de ejemplo, se describen algunas de las mas
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desarrolladas actualmente en alimentos y que han sido aplicadas en el

estudio del jamon curado.

1.3.1. Espectrometria NIR

La espectroscopia de infrarrojo cercano (NIR) es un método de
espectroscopia que utiliza el infrarrojo cercano del espectro
electromagnético (alrededor de 800 nm y 2500 nm). El espectro del NIR
se genera por vibraciones producidas en forma de sobretonos que
resultan de los enlaces quimicos como consecuencia de la incidencia del
haz de luz. Los enlaces quimicos presentes entre las moléculas generan
una vibracién que se comporta como un movimiento armoénico simple.
El movimiento de cada dtomo puede ser tratado como una vibracién
independiente con respecto a un centro fijo de la masa de la molécula y
no como una masa sujeta a un resorte. La frecuencia de la vibracion es
funciéon de la masa de los dos atomos y de la fuerza de atraccién entre
ellos, y hay una relacion parabdlica entre la energia potencial y la
distancia interatémica. Cuando coincide la frecuencia de la radiacion con
la de 1a molécula que vibra, se genera una transferencia neta de energia
proveniente de la radiacion de la molécula, la cual puede ser medida y
graficada como energia versus longitud de onda. Esta medida se conoce

como el espectro [32].

La espectroscopia NIR es una técnica sensible, rapida y no destructiva
que proporciona simplicidad en la preparacién de muestras durante una
valoracion simultdnea de numerosas propiedades de la carne. Diversos
autores han estado aplicando la técnica en el jamoén curado, realizando
modelos de prediccion de la humedad y actividad de agua de la

superficie del jamén curado durante su proceso de elaboracion (Figura
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3) [33]. Aplicando la misma técnica, combinada con la utilizacion de
fibra oOptica, a muestras de jamo6n curado loncheado y envasado, fueron
capaces de obtener modelos de prediccién de la cantidad de agua, grasa y
sal de las muestras [34]. Otros autores correlacionaron ademas las
proteinas y ciertos aminoécidos libres de muestras de jamén curado con
el espectro NIR obtenido, si bien, para este estudio las muestras tuvieron
que ser ligeramente transformadas [35]. Asimismo, en otras
investigaciones se ha determinado la cantidad de grasa intramuscular en
muestras de carne de cerdo confirmando que esta es una buena técnica

no destructiva para tal fin [36].

Measuring area
(@ = 10 mm}

llluminating area
(@ = 60 mm)

Figura 3. Sonda de medicion remota. Adquisicion espectral sobre el
musculo gracilis. (Collell et al., 2011).
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1.3.2. Tomografia computarizada

La tomografia es un procesado de imagenes por secciones. En la mayoria
de los casos se basa en un procedimiento matematico llamado

reconstruccion topografica.

La tomografia computarizada (CT) se ha utilizado principalmente en la
medicina con fines de diagnostico [36][38]. No obstante, ha demostrado
ser util en otros campos y sus aplicaciones se han extendido a la
paleontologia [39], geologia [40] y también a la tecnologia de los
alimentos y al campo de la ciencia de la carne [41]. La aplicacion de la
tomografia en la ciencia de la carne esti basada en las diferentes
atenuaciones de rayos-X que producen los diferentes tejidos. Los rayos-
X emitidos por el tomoégrafo pierden parte de su energia cuando
interactian con los tejidos del cuerpo, en un diferente grado

dependiendo de la densidad de los mismos.

En el campo de la tecnologia de los alimentos, la CT es especialmente
interesante porque es una técnica no destructiva con iméagenes 3D que
permite la evaluacion de algunos productos alimenticios durante
diferentes puntos de su procesamiento. Por otro lado, la adquisicion de
imégenes de alta resolucion hace posible la extracciéon de informacion
tanto cualitativa como cuantitativa. La técnica de la CT se ha utilizado en
la estimacion de la composicion del cuerpo en animales [42][43][44],
para el célculo del porcentaje de magro en canales de cerdo [45][46], la
distribucion de la grasa en el salmon [47], la cuantificacién de materia
seca y la pérdida de liquido en el abadejo del Atlantico [48]. Ademas, la
CT se ha mostrado principalmente 1til para el estudio de los procesos de
curado, ya que una alta densidad de iones de sal produce un aumento de

los valores de atenuacién de la CT [49], como también en Ila
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cuantificacion y descripcion de la distribucion salina en jamones curados
[50][51]. Recientemente, varios autores han demostrado también la
linealidad y la fuerte correlacion entre las senales de la CT y la
concentracion de sal en la carne aplicando la técnica de la CT para el
estudio del contenido de sal y agua en jamon curado en las etapas de su
procesado [52] (Figura 4), asi como para predecir la cantidad de grasa

intramuscular de los jamones [12].

Figura 4. A= Imagen CT (tomograma) de la seccion transversal de un
pernil salado. B= localizaciéon de la muestra. (Fulladosa et al, 2010).

1.3.3. Resonancia magnética

La Imagen por Resonancia Magnética (MRI) es una técnica no invasiva
que utiliza el fenbmeno de la resonancia magnética para obtener
informacién sobre la estructura y la composicion del cuerpo a analizar.
Esta informacion es procesada por ordenadores y transformada en

imégenes del interior del cuerpo que ha sido estudiado.
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Estudios desarrollados en los que se realizo el seguimiento del proceso
de maduraciéon de jamon ibérico utilizando Imagen por Resonancia
Magnética (MRI) [53] incluyeron una descripcion cuantitativa de la
variacion del volumen y el analisis de las relaciones de humedad y peso
durante el proceso de maduraciéon del producto. Mediante técnicas de
vision computarizada (Célculo de Variables, Programacién Dinamica y
Algoritmos Greedy [54]) se caracterizaron los principales musculos del
jamon, Biceps femoris y Semimembranosus, a los que se les realiz6 un
seguimiento, evaluando la disminucién de su volumen durante el
procesado y correlacionandolo con la variacion del peso del jamén y la
tasa de humedad. La Figura 5 muestra el procesado de las imagenes MRI

del jamon.

Figura 5. Procesamiento de las imagenes (MRI). A= imagen original;
B= imagen filtrada; C= contorno de la imagen; D= imagen del campo
de potencial (Antequera et al., 2007).

Otros autores contrastaron Imagenes por Resonancia Magnética (MRI)
para el anilisis de jamones ibéricos curados de cerdos que fueron
engordados con hierba y bellotas con aquellos que fueron engordados
con piensos con altas concentraciones de acido oleico [55]. Basado en
técnicas de vision computarizada, los métodos implementados de

procesamiento de imagenes permitieron el reconocimiento automatico
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del misculo Biceps femoris asi como de su textura. Cuando los datos
recogidos fueron comparados con la composicion fisicoquimica, se pudo
concluir que los antecedentes alimenticios del cerdo ibérico (ya sea
hierba y bellotas o piensos con altas concentraciones de acido oleico)
pueden ser descubiertos visualmente mediante la técnica MRI. A modo
de ejemplo, la Figura 6 permite observar como la secuencia MRI muestra
las diferencias visuales segtn las intensidades de grises: méas oscuros
para los musculos (en jamones de cerdos alimentados con bellota), y mas
claros para la grasa intermuscular e intramuscular (en jamones de

cerdos alimentados con piensos con alto contenido en oleico).

Figura 6. Secuencias MRI de tres perniles ibéricos de cerdos
engordados con dietas a base de hierba y bellotas (a, b y ¢) y piensos
con alta concentraciéon de acido oleico (d, e y f). (Pérez-Palacios et
al., 2011).
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1.3.4. Ultrasonidos

La técnica del ultrasonido consiste en una onda acistica o sonora cuya
frecuencia estd por encima del espectro audible por el oido humano
(aproximadamente 20.000 Hz). Los ultrasonidos son utilizados
habitualmente en aplicaciones industriales (medicion de distancias,
caracterizacion interna de materiales, ensayos no destructivos, entre
otros), asi como en ingenieria civil, para detectar posibles anomalias, y
en medicina. La técnica de ultrasonidos es una medida rapida y no
destructiva de la firmeza, donde el cuerpo a medir es excitado con golpes

sonoros, obteniéndose un espectro de sonidos.

Esta técnica ha sido utilizada para detectar grietas en la superficie de la
cascara de huevo [55] o vacios en los melones [57], asi como para
cuantificar la firmeza durante la maduraciéon de melocotones, manzanas
y peras [58][59][60]. Ciertos autores [61] han evaluado la textura de
queso mediante esta técnica, concluyendo que el comportamiento
acustico del queso cambia durante la maduracién debido a los cambios
en la textura, incrementando asi el contenido energético de las

frecuencias mas altas.

También se ha estudiado el uso de parametros actsticos obtenidos por el
andlisis espectral de senales de eco de ultrasonidos para predecir de
forma no destructiva el contenido de grasa intramuscular en el misculo
de porcino longissimus [62]. El analisis multivariante de datos mostro6 el
uso potencial de los pardmetros acusticos para predecir el contenido de
grasa intramuscular y clasificar correctamente las muestras de acuerdo a

su contenido en grasa (Figura 7).
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Figura 7. Medida con ultrasonidos. A= Método sobre canales de
cerdo. B= Imagen en paleta de cerdo M. Longissimus. (Morlein et
al., 2005).

1.3.5. Nariz Electronica

La nariz electrénica se define como un instrumento dotado de sensores
quimicos y de un programa quimiométrico de reconocimiento de
modelos capaz de reconocer y comparar olores individuales o complejos,
esta técnica es solamente aplicable a muestras gaseosas, diferencia
principal con las lenguas electronicas (Figura 8). Al igual que el sistema
olfativo humano, su objetivo es relacionar el aroma que se percibe con
una respuesta que, tras ser almacenada en la memoria, servira como

modelo en ulteriores analisis.

La diferencia fundamental entre los sistemas de olfato electronico reside
en la tipologia de los sensores empleados. Los sensores de gases, mas
avanzados hasta el momento, utilizan la técnica de la espectrometria de
masas (HS-MS).

Son muchas y muy variadas las aplicaciones que han aparecido de la
nariz electrdénica para el control de calidad de alimentos: prediccion de la
acidez, solubilidad del s6lido y firmeza en peras [63]; evaluacion de los

principales defectos aromaticos del aceite de oliva [64]; de la calidad en
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fresco de pescado envasado a 3 °C [65]; clasificacion de diferentes clases
de vinos utilizando una nariz electronica [66]; aplicacién de una nariz
electronica portatil para determinar la frescura de sardinas [67];
clasificaciéon de jamones ibéricos en funcién del tipo de cria de los

cerdos, montanera o pienso [68].

outlet ¢
o s |
U3
sampl_m‘g purnp valvel :
sample gas ] |
m
valve2
-SS
ZETO gas i —
washing purmp

Figura 8. Sistema de nariz electréonica. U1: médulo de adquisicion de
datos; U2: camara de sensores; U3: suministro de gas y electricidad.
(Adaptado de Guohua et al., 2012).

1.3.6. Lenguas Electronicas

En el punto anterior se han mostrado técnicas mas o menos novedosas,
de posible aplicacion en el sector del jamén curado. Ninguna de ellas ha
sido lo suficientemente atractiva para el sector de la industria jamonera,
por tanto, no han sido implementadas en las lineas de produccion por
parte de las empresas mas importantes del sector. Asi, uno de los
métodos de analisis que en la actualidad se siguen utilizando, como se ha

comentado anteriormente, es la “cala”. Es necesario continuar con las
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investigaciones al objeto de encontrar una herramienta que pueda ser
util para el sector. Por consiguiente, basandose en el concepto de la

“cala”, se plantea el uso de las lenguas electronicas.

El concepto de la lengua electréonica

Los sensores utilizados en esta tesis de naturaleza potenciométrica,
voltamétrica y el sistema basado en la espectroscopia de impedancia,
hacen parte del grupo de sensores conocidos comtinmente como lenguas
electronicas. Distintos tipos de trabajos se han desarrollado en torno al
tema con aplicaciones a la industria alimentaria [69][70], la industria
farmacéutica [70][71] y aplicaciones medioambientales [73]. Las lenguas
electronicas estan formadas por un conjunto de electrodos no selectivos
con diferentes grados de sensibilidad a multiples propiedades. Los
sensores del sistema de una lengua electrénica realizan medidas que
adquieren forma de senal eléctrica, donde el sensor no responde
solamente a un analito sino a diferentes sustancias presentes en el
medio. La respuesta a este conjunto de electrodos ofrece una huella
electronica caracteristica para cada especie. La senal obtenida suele
necesitar un acondicionamiento antes de ser transmitida a un
ordenador. De forma semejante, los nervios sensitivos del gusto
transmiten la senal nerviosa al cerebro. La suma de todas las huellas
permite establecer un patrén de reconocimiento, que con el adecuado
tratamiento estadistico de los datos y utilizando métodos de anAlisis
multivariantes, y brinda un anélisis tanto cualitativo como cuantitativo
(Figura 9) que permite reconocer patrones de medida o realizar
clasificaciones por analogia con anélisis previos que equivalen al trabajo
que realizan las neuronas del cerebro para procesar la informacion de la

memoria y asociar el nuevo producto a un sabor conocido. Antes de
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poder llevar a cabo la clasificacion o cuantificacion en estos sistemas de
medida, normalmente se suele realizar un proceso de aprendizaje en el
que las muestras de caracteristicas conocidas son procesadas para

generar el algoritmo de clasificacion o el modelo de prediccion.

Asi como existen diferentes tipos de papilas para diferentes gustos, los
sensores no suelen ser todos iguales, sino que poseen normalmente
diferentes tipos de sensibilidades. La diferencia entre las lenguas
electronicas y los sistemas basados en la espectroscopia de impedancia
consiste en que en los dltimos, el conjunto de electrodos se reduce a uno
y al realizar determinaciones de impedancia en un rango de frecuencias

predeterminado, se crea un espectro.

CLASIFICACION
CALIDAD

.BUENA
SISTEMA DE / R
SI%E:I)‘:ISADE —— /| PROCESADO L CUANTIFICACION
DE DATOS ‘ﬁ\/- MUESTRA | CONCENTRACION {mgl}
<_| W 287
512

445
702
698
124
350
584

SENSORES
E

EEEEEER

MUESTRA

Figura 9. Lengua electrénica. (Alcainiz, 2011)

Potenciometria
El método potenciométrico de andlisis consiste en la medida de un

potencial con el fin de conocer la actividad (concentraciéon) de una
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sustancia en disolucion. El objetivo de una medicion potenciométrica es
obtener informacién acerca de la composiciébn de una disoluciéon

mediante el potencial que aparece entre dos electrodos.

Las aplicaciones mas frecuentes de las lenguas electronicas
potenciométricas en el sector alimentario estan relacionadas con bebidas
ya sean alcohdlicas o no alcohdlicas, por ejemplo, la clasificacion de
refrescos y cervezas [74], la comparacion de diversas aguas minerales
comerciales con agua del grifo [75], la cuantificacion de la cantidad de
zumo natural en distintos refrescos [76], la discriminacién entre
distintos tipos de fermentacién y almacenamiento de leche probidtica
[77]. También se han publicado un gran numero de trabajos sobre
medidas realizadas en vinos, bien para determinar el contenido en
alcoholes [78] o para cuantificar el contenido en acidos organicos y
fenoles o el tiempo de crianza [79]. Otros autores aplican una lengua
electronica para la determinacion de caracteristicas de cervezas [80].
Ademés, se han llevado a cabo trabajos con lenguas potenciométricas
sobre frutas y verduras, como la clasificacion de diversas variedades de
manzanas [81], la evolucién con el tiempo de parametros quimicos en
albaricoques [82], la determinacion de los aztcares, los acidos y las sales
minerales en tomates [83], la deteccion de gluten en alimentos (pan,
harina, galletas, cereales y papillas para bebés) [84], la clasificacion de

distintas mieles en funcion de su origen floral y geografico [85], etcétera.

Aunque en la mayoria de los casos las aplicaciones de las lenguas
electronicas potenciométricas estan destinadas a liquidos, existen

algunos trabajos en los que las medidas se realizaron sobre alimentos
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solidos, por ejemplo, la medida de frescura de pescado [86] [87] o la

evaluacion de la vida 1til de la carne de cerdo [88], entre otros.

La medicion del potencial se determina bajo condiciones reversibles
termodindmicamente, y esto implica que se debe dejar pasar el tiempo
suficiente para llegar al equilibrio, extrayendo la minima cantidad de
intensidad eléctrica para no influir sobre el equilibrio que se establece

entre los electrodos y la muestra en estudio.

Tipos de electrodos

Los equipos requeridos para los métodos potenciométricos son sencillos
y econdémicos. Incluyen un electrodo de referencia, un electrodo

indicador y un dispositivo para la medida del potencial.

Electrodo de referencia

Los electrodos de referencia miden el mismo potencial cualquiera que
sea la naturaleza de la disolucion en que se introduzcan, y por tanto, dan
una referencia al electrodo indicador. Estin constituidos por un
conductor metalico en contacto con una sal poco soluble de su metal y
una disolucién de composiciéon constante y alta concentracion llamada
electrolito de referencia. Los electrodos de referencia més utilizados son

el electrodo de calomelanos y el electrodo de Ag/AgCl.

Electrodo de Calomelanos.
El electrodo de Calomelanos se compone de mercurio (Hg) en contacto
con una disolucion saturada de cloruro mercurioso que contiene también

una concentracion conocida de cloruro de potasio (KCl). El potencial del
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electrodo saturado es 0,241 V a 25 °C respecto al electrodo estandar de

hidrégeno. La reaccion del electrodo es: Hg.Cl.(s) + 2 e 2 Hg (1) + 2 Cl-.
Electrodo de Ag/AgCl.

El electrodo de Ag/AgCl es un electrodo formado por un hilo de plata
(Ag) introducido en una disolucién de cloruro de potasion (KCI) en
contacto con un precipitado de cloruro de plata (AgCl). El potencial del
electrodo saturado es 0,197 V a 25 °C respecto al electrodo estandar de

hidrégeno. La semi-reaccion del electrodo es: AgCl(s) + e Ag(s) + Cl-.

Electrodo indicador

Un electrodo indicador es aquel que genera un potencial cuyo valor es
dependiente de la composicion del analito en la disolucién. Un electrodo
indicador ideal responde de forma rapida y reproducible a los cambios
de actividad del ion analito. Las caracteristicas principales de los

electrodos indicadores son:

e Su potencial debe variar con la concentracion de la especie
electroactiva.

e Respuesta rapida y reproducible.

e Facil de preparar.

e Resistente fisica y quimicamente.

e Variacion pequeiia del potencial con la temperatura.
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1.3.7. Voltametria

La voltametria es un método electroanalitico en el que la informacién
obtenida de una muestra resulta de la medida de la intensidad de
corriente en funciéon de un potencial aplicado, en condiciones que
favorezcan la polarizacion de un electrodo indicador o de trabajo. La
voltametria se basa en la medida de la intensidad de corriente que se
desarrolla en una celda electroquimica en condiciones de total
polarizacion de concentracién; ademas, en la voltametria hay un
consumo minimo de analito. La voltametria es una herramienta utilizada
en el ambito quimico, en el estudio de procesos de oxidacion y
reduccion, asi como en los procesos de adsorciéon. Inicialmente, con la
voltametria se buscaba discriminar entre diferentes muestras de
disoluciones a partir de su distinto comportamiento en el proceso de
oxidacion y reduccion [89]. Para realizar medidas voltamétricas se

utiliza una celda que consta de tres electrodos.

e Un contraelectrodo o electrodo auxiliar que permite la
circulacion de la corriente hacia el electrodo de trabajo.

e Un electrodo de referencia que cumple dos condiciones: no
producir circulacién de corriente por el mismo electrodo y ser
muy estable ante cambios de concentraciones en la disoluciéon
que se mide.

e Un electrodo de trabajo que al aplicarle una tension controlada

mide la corriente que circula por él.

En esta técnica se aplica una sefal de excitacion a una celda
electroquimica mediante un microelectrodo, la que provoca una

respuesta de intensidad de corriente.
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Como sucede con la potenciometria con voltametria, muchos de los
trabajos desarrollados en alimentos han sido realizados sobre bebidas
alcohdlicas. En vinos se ha utilizado con distintos propositos como la
clasificacion de variedades de vinos blancos y vinos tintos [90][91], la
discriminacion de procesos de envejecimiento de vino tinto y la
cuantificacion del contenido de polifenoles [93], etcétera. Otros autores
clasificaron diversos tipos de bebidas (vinos, cervezas, cafés, leches y
zumos de fruta) [94]. También, se ha utilizado para la discriminciéon de
soluciones con distintos sabores [95], la clasificacion de cervezas [96] y
la diferenciacion de tés [97]1[97][98]. En la industria lactea la técnica de
voltametria se ha empleado para monitorizar procesos [99] y la
prediccion microbiolégica [100]. En alimentos sélidos se han presentado
trabajos en los que se cuantifica el contenido de cloruro de sodio, los
nitritos y nitratos en carne picada [101], asi como para la determinacién

del tiempo de almacenamiento de pescado [102].

1.3.8. Espectroscopia de impedancia

La espectroscopia de impedancia es definida como un método de
caracterizaciéon de las propiedades eléctricas de los materiales y de sus
interfaces con los electrodos [103]. Esta técnica consiste en aplicar un
estimulo eléctrico a los electrodos, observar su respuesta y determinar
sus propiedades, interacciones y dependencias con determinados
factores [104]. La respuesta eléctrica puede variar sustancialmente en
funcion de las cargas presentes (iones libres), la microestructura y
naturaleza del electrolito y la textura, geometria y naturaleza de los
electrodos. Las medidas de impedancia eléctrica determinan o infieren

informacién acerca del tejido, siempre y cuando el evento en anélisis
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presente un cambio en dimensién, en sus propiedades eléctricas o en su
conductividad [105] [106]. La espectroscopia de impedancia aporta
informacion sobre la estructura eléctrica del tejido permitiendo separar

los componentes resistivos de los reactivos.

La impedancia se puede relacionar a nivel teérico con las propiedades
dieléctricas de la materia. La impedancia es la oposicion que presenta un
determinado material al paso de una corriente a través de él. Es
consecuencia directa de su composicion y de su naturaleza interna
(ntimero de iones presentes, microestructura del electrolito, etcétera). Su
respuesta depende tanto de sus propiedades dieléctricas como de las
cualidades y factores geométricos de los electrodos. El procedimiento
experimental de la medida de espectroscopia de impedancia consiste en
aplicar una pequefia sefal eléctrica senoidal (tensién o corriente) a un
electrodo y medir su respuesta (corriente o tension) a diferentes
frecuencias obteniendo como resultado un valor de impedancia para

cada frecuencia (espectro de impedancia) [107].

Se han desarrollado distintos trabajos utilizando la técnica de
espectroscopia de impedancia aplicada a alimentos so6lidos, por ejemplo,
para la diferenciacidn de caracteristicas de estructura y textura en patata
[108], y en jamones curados [109], para la diferenciacion entre muestras
congeladas y descongeladas de pescados [110][111], para la seleccion de
materias primas en porcino [112] y para la evaluacion del contenido de

sal en pescado [113].
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1.4. PROCESAMIENTO DE DATOS

Una de las caracteristicas de las técnicas electronicas descritas
anteriormente y utilizadas en el desarrollo de esta tesis doctoral es el
volumen de datos generados por las senales resultantes de cada
medicién, lo que obligb a la utilizacion de métodos estadisticos de
analisis multivariante para manejar la informaciéon. A continuacion se
describen los métodos utilizados: Analisis de Componentes principales
(PCA), Analisis Discriminante por Minimos Cuadrado Parciales (PLS-

DA) y Regresion por Minimos Cuadrados Parciales (PLS).

1.4.1. Analisis de componentes principales (PCA)

El anélisis de componentes principales (PCA) es una técnica de analisis
multivariante que consiste en encontrar un nuevo sistema de referencia
que permita reducir la dimensién de nuestro espacio de variables
independientes dado que cuando el nimero de variables independientes
es mayor de tres resulta dificil representar las muestras en funcién de las
medidas [114]. El PCA puede emplearse como una herramienta de
clasificacion no supervisada o como paso previo a otros anélisis, ya que
permite tener una vision general del conjunto de los datos recogidos. El

nuevo sistema de referencia debe cumplir las siguientes condiciones:

e Los ejes de este nuevo sistema de referencia deben ser
ortogonales entre si, de forma que la informacién aportada por
cada uno de ellos sea diferente y exclusiva.

e La proyeccion de los datos sobre el nuevo sistema de referencia
debe contener la informacion completa del conjunto de los datos,

concentrando en los primeros ejes la informacién maés relevante.
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e A los ejes de este nuevo sistema de referencia se les denomina

componentes principales.

Cuando se lleva a cabo un analisis de componentes principales se
asegura que la primera componente principal contenga el maximo de la
varianza de los datos. A continuacion se elige la segunda componente
principal de forma que contenga el maximo de la varianza restante (es
decir, la varianza que no haya sido explicada por la primera componente
principal) y que sea ortogonal a la primera componente. Y de igual modo
se procede con el resto de componentes principales [115]. Una vez se ha
construido el nuevo sistema de referencia, una representacion de las
muestras proyectadas sobre las dos primeras componentes principales,
daria, a priori, la maxima informacion que se puede obtener sobre las
medidas trabajando en dos dimensiones. Por lo general, el PCA se utiliza
para poder visualizar matrices de datos que contienen un gran namero
de variables independientes en dos o tres dimensiones. A partir de estas
representaciones se pueden desarrollar hipotesis para agrupar y
clasificar las muestras que pueden ser estudiadas por métodos

estadisticos apropiados.

1.4.2. Regresion por Minimos Cuadrados Parciales (PLS)

La regresion por minimos cuadrados parciales (PLS) se basa en el mismo
principio que el PCA, pero a diferencia de éste intenta maximizar la
covarianza entre las variables predictoras y las variables a predecir [116].
Identifica la relacion existente entre los bloques de datos X e Y, y se
utilizan como método de cuantificacion. Emplea una serie de factores
ortogonales llamados variables latentes (el equivalente a las

componentes principales) que capturan la maxima varianza posible.
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Para establecer el modelo de prediccion selecciona aquellas cuya
varianza con las variables a predecir, sea maxima. Su funcionamiento es
de los denominados supervisado. En la fase de entrenamiento (también
llamada fase de calibracién) se crea un modelo que relaciona variables
predictoras (variables de entrada) con las variables a predecir (variables
de salida) maximizando la covarianza entre ambas. En la fase de
evaluacion (también llamada fase de validaciéon) el PLS se convierte en
una herramienta de prediccion. Se aplica el modelo construido en la fase
de entrenamiento a nuevas muestras para predecir las variables de

salida.
Creaci6n del modelo de calibracion, validacién cruzada (CV)

El objetivo del método de calibracion es establecer un modelo que sea
capaz de predecir el valor de la propiedad estudiada en nuevas muestras.
Se trabaja con un numero limitado de muestras representativas de la
poblacion, de las que se conoce el valor de la propiedad a determinar.
Los datos de partida se representan en dos matrices distintas. Se escoge

el modelo que mejor describe la relaciéon entre ambas.

1.4.3. Analisis Discriminante por Minimos Cuadrados
Parciales (PLS-DA)

El analisis discriminante PLS-DA es un método estadistico muy similar
al analisis discriminante lineal (LDA). PLS-DA es esencialmente el
enfoque inverso de minimos cuadrados para LDA y produce el mismo
resultado [117], pero con importante reduccién de ruido y con las

ventajas de seleccion de variables de minimos cuadrados parciales (PLS).



Introducciéon 51

El analisis PLS-DA se utiliza para desarrollar un modelo que predice el

namero de clase para cada muestra (analisis de la componente Y).

1.5. JUSTIFICACION

La produccion de jamones y paletas en Espana ha sido desde siempre
una actividad muy importante ligada a la economia y a la cultura
espafiola. Con el paso del tiempo la elaboracién de piezas curadas ha ido
cambiando su dindmica, dejando de ser un producto artesanal,
estacionario y de bajos volimenes de fabricacion. El aumento de la
demanda ha hecho que se invierta en avances cientificos y tecnolégicos,
lo que ha generado mejoras en la produccion de cerdos y en los procesos
de transformacion, posibilitando una produccion industrializada de altos
volimenes y equilibrada a lo largo del afio, ademéas de la aparicion de
nuevos formatos de consumo como centros deshuesados, loncheados y
tacos [118][119] , y que con el aumento del consumo de jamoén y paleta
curada han generado un considerable incremento en el volumen de la
fabricacion de productos curados. La gran cantidad de piezas manejadas
hace necesario procesos de elaboracion y control automatizados
adaptables a la industria que no generen grandes costes, que no sean

destructivos, ni basados en la subjetividad del evaluador.

En la presente tesis se detallan los ensayos realizados con diferentes
sensores electronicos probados sobre piezas utilizadas en las distintas
etapas de la produccion del jamoén curado: seleccion de materia prima,
post-salado, curado y evaluacién higiénico sanitaria del producto

terminado. Los sensores evaluados fueron desarrollados en la
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Universidad Politécnica de Valencia conjuntamente con el
Departamento de Tecnologia de Alimentos y el Departamento de
Ingenieria Electronica. Estos sensores fueron disefiados especificamente
para ser aplicados a la industria alimentaria sobre muestras solidas, ya
que generalmente este tipo de técnicas han sido utilizadas en muestras
liquidas, ademas se han evaluado metales de los que no se tiene registro
de aplicacion al proceso de produccion de jamoén curado. Los sensores
evaluados, han demostrado un desempeno aceptable en estudios previos
de espectroscopia de impedancia [120], de potenciometria [121] y de
voltametria [122]. La evaluacion de la aplicaciéon del uso de sensores
electronicos para el control de proceso y optimizacion de la producciéon
del jamo6on curado resulta una alternativa atractiva a las practicas
actuales que suelen ser destructivas (determinaciones fisicoquimicas y

microbioldgicas) y subjetivas (evaluacion del producto final).



Objetivo
2. OBJETIVO

2.1. OBJETIVO GENERAL

Evaluar la aplicacion y utilizacién de sensores basados en técnicas
electronicas de espectroscopia de impedancia, potenciometria y
voltametria de pulsos para el control de las etapas del proceso industrial

de elaboracion del jamén curado.
2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS
» Determinar la caracterizacion fisicoquimica de los jamones
producidos por la empresa colaboradora.

» Conocer el proceso de salado de la empresa colaboradora y
estudiar el efecto de las diferentes materias primas en la etapa de

salado.

» Evaluar la capacidad de los sensores electronicos para la

clasificacion y seleccion de materia prima.

» Evaluar la capacidad de los sensores electronicos para la

caracterizacion de los jamones durante la etapa de post-salado.

» Evaluar la capacidad de los sensores electronicos para la

caracterizacion de los jamones una vez elaborados.

» Evaluar la capacidad de los sensores electronicos para la

valoracion higiénico sanitaria de jamones curados.
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3. MATERIALES Y METODOS

Si bien las empresas productoras de alimentos curados, y en especial los
secaderos de jamon tienen amplia experiencia en el procesos de salado
tradicional (salado en pila), generar cambios en el proceso de salado,
como el salado en bandeja, conlleva modificaciones en la produccion, lo
que implica invertir tiempo en el proceso de adaptaciéon y aplicacion de

la tecnologia alternativa.

En este sentido la realizacion de la presente tesis doctoral se ha
enmarcado dentro del proyecto (IPT-060000-2010-18-AR) de
investigacion financiado por el MINISTERIO DE CIENCIA E
INNOVACION, programa INNPACTO en el que la vinculacién de la
empresa coloboradora fue fundamental. Asi, durante la ejecucion del
proyecto de investigacion, al cual se asocia la tesis doctoral propuesta, la
empresa colaboradora fue incorporando mejoras en los parametros de

procesado, los cuales quedan reflejados en la presente.

Titulo del proyecto: Nuevo sistema de optimizacion y control de los

procesos de elaboracion del jamoén curado (IPT-060000-2010-018)

Duraci6n: de junio de 2010 a junio de 2013

Coordinador del proyecto: José Manuel Barat Baviera
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3.1. PLAN DE TRABAJO

Para lograr los objetivos propuestos se desarrolld el plan de trabajo

expuesto en la Figura 10 en el que se consideraron dos fases:

1. Caracterizacion del proceso de salado en bandeja realizado por la
empresa colaboradora. El presente punto se plante6 con la
finalidad de conocer el producto elaborado por la empresa, asi

como para ajustar su proceso de salado.

2. Estudio de la viabilidad de sensores electronicos en el procesado
de jamon curado. Este apartado se plante6 a fin de evaluar la
capacidad de los sensores electronicos en estudio, para
caracterizar los jamones durante las etapas de procesado, asi
como el producto final, tanto de sus caracteristicas fisicoquimicas

como microbiologicas.



56 Materiales y métodos

1. Caracterizacion del proceso de salado en bandeja realizado por la
empresa colaboradora

Caracterizacion del producto 15 piezas
procesado por la empresa Anlisis fisicoquimicos del [REEESNEEEY
colaboradora (producto producto elaborado. * 5 semigrasas
curado) * 5grasas
90 piezas
Caracterizacion del salado en INEINEIERREIEVER MBS 18 piezas (6 por tipo)

bandeja Influencia del tiempo de 72 piezas (24 por tipo)

salado

2. Estudio de la viabilidad de sensores electrénicos en el procesado de
jamon curado.

Diferenciar las categorias de 60 piezas
20 magras

materia prima (magra, A
. * 20 semigrasas
semigrasa y grasa). « 20 grasas

Estudio de la viabilidad de
sensores electronicos para la
diferenciacion de distintos
tipos de materias primas

Estudio de la capacidad de los
sensores electronicos para la
caracterizacion de los jamones
durante la etapa del post-
salado.

Caracterizar y correlacionar
fisicoquimica y
electronicamente a diferentes
tiempos de post-salado

60 piezas

Caracterizar y correlacionar 15 piezas
fisicoquimica y +  5magras

electr6nicamente jamones al 5 semigrasas

final del procesado 5 grasas

Evaluar la capacidad de los
sensores electronicos para la
caracterizacion de los jamones
una vez elaborados (jamon
curado)

Diferenciar 15 piezas
electronicamente jamones RIS ()]
con problemas sanitarios. * 10 alteradas

Figura 10. Plan de trabajo.

3.2. MATERIA PRIMA Y ANALISIS REALIZADOS

Los ensayos se realizaron sobre piezas de cerdo de raza Large White con
un tiempo de sacrificio aproximado de 24 horas, procedentes de
mataderos asociados a la empresa colaboradora. Una vez recepcionadas
las piezas en la empresa se les realiz6 el control de pH, la clasificacion

por peso y la codificacion. Posteriormente se mantuvieron en
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condiciones de refrigeracion (2 a 4 °C) durante 24 horas hasta su

procesado.

3.3. CARACTERIZACION DEL PROCESO DE SALADO
EN BANDEJA REALIZADO POR LA EMPRESA
COLABORADORA

3.3.1. Caracterizacion del producto procesado por la empresa

colaboradora (producto curado)

En el estudio previo de caracterizacion de jamones procesados por la
empresa se utilizaron jamones de aproximadamente ocho meses de
curacion, con un peso final comprendido entre los 8,0 - 8,5 Kg (merma
final acumulada de aproximadamente 35%) los cuales tuvieron un salado
de once dias por Kg y un post-salado de 9o dias. Para tal fin, se utilizaron
15 jamones de las categorias manejadas por la empresa colaboradora:
cinco magros, cinco semigrasos y cinco grasos, a los que se les realizaron
las determinaciones fisicoquimicas de humedad, grasa, cloruro soédico y
actividad de agua. Con este proposito los jamones, una vez deshuesados,
fueron picados en su totalidad, obteniéndose las muestras homogéneas

de analisis.

3.3.2. Caracterizacion del salado en bandeja

Con la finalidad de ajustar el proceso de salado en bandeja realizado por
la empresa colaboradora se utilizaron 9o perniles frescos con un peso

aproximado de 11,5 + 1 Kg y un pH entre 5,6 y 6,1. Todas las piezas
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procedieron de mataderos asociados a la empresa, asignados a tres
categorias de materia prima segin caracterizaciones hechas por la

empresa (graso, magro y semimagro).

De los 90 perniles, 18 fueron utilizados para una caracterizacion
microbioldgica y para determinar su contenido en grasa, dado que éste
es un factor muy influyente en este tipo de salado. Por ello, se extrajo la
muestra de jamoéon de forma aséptica de la zona interna préxima a la
articulacion coxofemoral. Se realizaron las determinaciones de
microorganismos aerobios mesofilos, enterobacterias, micrococaceas y
bacterias 4cido lacticas. El resto del pernil fue picado en su totalidad y,
una vez homogeneizado, se determin6 su contenido en grasa. Los 72
perniles restantes fueron salados en bandeja por la empresa a los
diferentes tiempos establecidos para el estudio: a 12, 16, 20 y 25 dias
(Tabla 2). Los tiempos de salado se seleccionaron utilizando la
informacion obtenida a partir de la caracterizacion descrita en el punto

anterior.

Después del salado, los perniles fueron lavados y dejados en
refrigeracion durante 24 horas a 3 °C para su escurrido antes de ser
enviados a los laboratorios de la Universidad con el fin de que se
analizase su contenido en sal. Para ello, los jamones tras su deshuesado

fueron picados en su totalidad, obteniéndose una muestra homogénea.



Materiales y métodos 59

Tabla 2. Distribucion de las piezas por categoria y tiempo de salado.

t (dias) Materia prima Piezas (n)

=)

Magro
12 Semi-graso
Graso
Magro
16 Semi-graso
Graso
Magro
20 Semi-graso
Graso
Magro
25 Semi-graso
Graso

[=) W) We i [o)Ne)Ne | [o)We )N e )\ o) Ro)}

Una vez hecho el proceso de clasificacion de las piezas se procedio a la
realizacion del salado en bandeja por parte de la empresa colaborada. El
procedimiento consisti6 en aplicarle a los perniles una mezcla
nitrificante y una cantidad de sal proporcional al peso del jamon sobre la
pieza. Posteriormente, los perniles se dejaron sobre bandejas acanaladas
que permitieron que la salmuera generada drenara y fuese recogida para
su posterior tratamiento. Durante el tiempo de salado la humedad
relativa de las camaras se mantuvo a niveles de saturaciéon, mediante
aspersores para asegurar la presencia de agua que facilitara y mantuviera
el proceso de difusion, a una temperatura de 4 °C. Una vez finalizado el
tiempo de salado se retir6 la sal de la superficie de los jamones mediante

cepillado y lavado, realizando posteriormente un escurrido a 4 °C.
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3.4. ESTUDIO DE LA VIABILIDAD DE SENSORES
ELECTRONICOS EN EL PROCESADO DE JAMON
CURADO

3.4.1. Estudio de la viabilidad de sensores electronicos para la

diferenciacion de distintitos tipos de materias primas

Para el estudio de la viabilidad de sensores electrénicos para la
diferenciacion de distintitos tipos de materias primas se utilizaron 60
perniles frescos (20 magros, 20 semimagros y 20 grasos), los cuales
fueron evaluados mediante los sensores electronicos (impedancia,
potenciometria y voltametria), con base en la clasificaciéon previa, por el
contenido de grasa, realizada por la empresa colaboradora. Las piezas
empleadas tuvieron un peso aproximado de 10,9 + 1 Kg y un pH entre
5,7V 5,9. En todos los casos las medidas electronicas se realizaron sobre
la superficie del pernil. Una vez analizados los datos de la sefial se
realizaron ajustes sobre los sensores para intentar mejorar su

rendimiento.

3.4.2. Estudio de la capacidad de los sensores electronicos
para la caracterizacion de los jamones durante la etapa

de post-salado

En el estudio se utilizaron los 60 perniles procedentes del estudio de
diferenciaciéon de materia prima, los cuales fueron salados en funcion de
los resultados obtenidos en el estudio descrito anteriormente. Después
del salado, se realizaron determinaciones electrénicas y fisicoquimicas a
diferentes tiempos de post-salado 8, 10, 12 y 14 semanas. Se efectuaron

anélisis fisicoquimicos del contenido de humedad, de grasa, de sal y la
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actividad de agua; y las determinaciones electronicas con los sensores de
espectroscopia de impedancia y la potenciometria, con la finalidad de
realizar correlaciones. Los analisis fueron efectuados sobre cuatro zonas
denominadas “A”, “B”, “C” y “R” para las determinaciones
fisicoquimicas, y solo sobre las tres primeras zonas para el caso de las
determinaciones electronicas. Las zonas de analisis se extrajeron de una
loncha de la parte central del jamén de aproximadamente cinco
centimetros de espesor, de la region comprendida unos centimetros por
debajo de la articulacion coxofemoral en direccion hacia el extremo de la
pata. De esta se definieron tres areas: zona “A”, la zona maés externa,
zona “B”, la zona mas cercana al hueso y la zona “C”, la mas interna
(Figura 11). La cuarta muestra, denominada “R”, se obtuvo del picado y
homogeneizado del resto del jamon, representando esta la totalidad de
cada pieza. Las lecturas electronicas siempre se realizaron sobre cada
una de las zonas, siendo posteriormente las zonas “A”, “B” y “C” picadas
y homogenizadas para la realizacibn de las determinaciones

fisicoquimicas.

Figura 11. Zonas de analisis en las lonchas extraidas de las piezas.
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3.4.3. Evaluacion de la capacidad de los sensores electronicos

para la caracterizacion de los jamones curados

Para el desarrollo de esta etapa se utilizaron los sensores de
espectroscopia de impedancia y potenciometria. Se obtuvieron sefiales
de espectroscopia de impedancia de las zonas de analisis “A”, “B” y “C”
de jamones curados de las cataegorias grasa, magra y semigrasa, para
relacionarlas con las caracteristicas fisicoquimicas del producto
terminado. Con la técnica potenciométrica se analizaron jamones en
perfecto estado y jamones con problemas sanitarios para intentar

discriminar entre los dos tipos de muestras.
3.4.4. Evaluacion de jamones curados

Se realizaron determinaciones electronicas utilizando la técnica de
espectroscopia de impedancia sobre 15 jamones, cinco de cada tipo de
materia prima. El tiempo de salado fue establecido por la empresa antes
de conocer los resultados del estudio del tiempo necesario para el salado
en bandeja, teniendo en cuenta los resultados de la caracterizacion del
producto terminado que se menciona en el apartado correspondiente a la
caracterizacion del producto curado. Los jamones evaluados presentaron
las siguientes caracteristicas de proceso: salado en bandeja de diez dias
por Kg de pernil para las piezas grasas, de 17 dias por Kg de pernil para
las piezas magras y semigrasas, post-salado de 9o dias y un curado hasta

alcanzar el 35% de merma final acumulada.

Se realizaron los analisis fisicoquimicos del contenido de humedad, de
grasa, de sal y la actividad de agua. La toma de muestra y el proceso de
medida se realizo, como lo establecido en el apartado anterior, sobre las

cuatro zonas de analisis .
t d l “A”, “B”, “C” “R”
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3.4.5. Evaluacion de jamones curados con problemas

higiénico sanitarios

La experiencia se llevo a cabo con el estudio de 23 jamones de un mismo
lote (procesados segtin la metodologia descrita en el punto anterior), los
cuales fueron evaluados por personal experto de la empresa, realizando
una valoracién olfativa. El protocolo de clasificacion en la empresa
consistio en la introduccion de la “cala” en las zonas establecidas: la zona
central (fémur, union coxofemoral) y la zona del hueso de la cadera y
codillo. De las piezas utilizadas, ocho jamones (patréon) mostraron
caracteristicas estandares de calidad exigidas por la empresa, entre las
que se encuentra el olor tipico a jamén curado. Los 15 jamones restantes

(alterados) presentaron olores no deseados segin los evaluadores.

Posteriormente, en la Universidad se realizaron las determinaciones
electronicas de potenciometria y los analisis fisicoquimicos del contenido
de humedad, de grasa, de sal y la actividad de agua; adicionalmente, se
hicieron las determinaciones microbiologicas de microorganismos
aerobios mesofilos, enterobacterias, micrococaceas, bacterias acido

lacticas, clostridium sulfito reductores y bacterias halotolerantes.

Los primeros andlisis que se efectuaron fueron los potenciométricos.
Para este analisis (no destructivo) se utiliz6 la pieza completa
introduciendo directamente la sonda disefiada dentro del jamén (en la
zona de la articulacion coxofemoral), obteniéndose asi las respuestas
potenciométricas. Posteriormente, y de forma aséptica, se tomaron las
muestras para los anélisis microbioloégicos de la zona interna, y
finalmente se utilizo el resto de la muestra para las determinaciones

fisicoquimicas de esta area cercana a la articulacion.
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Determinaciones analiticas

Determinaciones Fisicoquimicas

Humedad

La determinacion de la humedad se realiz6 segtin el método de la AOAC
[123]. Los pesasustancias con arena de mar y varilla de vidrio se secaron
en estufa (J.P. Selecta, S.A., Barcelona, Espafia) a 103 +2 °C durante 24
horas. Seguidamente se atemperaron en un desecador y se pesaron en
una balanza analitica (m,). Se afadieron diez gramos de muestra
triturada y se pesaron de nuevo los pesasustancias con la arena, la varilla
y la muestra (m,). Con ayuda de la varilla de vidrio se homogeneiz6 la
muestra con la arena, favoreciéndose la salida del agua del producto. Las
muestras se mantuvieron en estufa a 103 + 2 °C durante 24 horas,
periodo tras el cual los pesasustancias se atemperaron en el desecador y
se tomo el peso de estos (m.). El porcentaje de humedad expresado en
gramos de agua por 100 gramos de muestra se calculé mediante la

siguiente ecuacion

m; —m
% humedad =ﬁ* 100
1— My

donde:

m, = masa del pesasustancias con arena y varilla (g).

m; = masa del pesasustancias con arena, varilla y muestra antes de la

desecacion (g).

m, = masa del pesasustancias con arena, varilla y muestra después de la

desecacion (g).
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Lipidos

La determinacion de grasa se realiz6 por extraccion por Soxhlet con éter
de petroleo segin el método de la norma ISO R-1443 [124]. Se pesaron
aproximadamente 10 gramos de muestra (m,) en un pesasustancias, se
homogeneizaron con arena de mar y se secaron hasta obtener un peso
constante en estufa a 103 + 2 °C. El contenido del pesasustancias se
introdujo en un cartucho de extracciébn de celulosa Albet® 900
(Filalbelt, Barcelona, Espafia) con dimensiones de 22 x 80 mm que se
tapo con algodon. Este cartucho se coloco en la camara de extraccion del
equipo (FOSS Soxtec System 2055 Tecator), al que se le adiciond el éter
de petroleo. La materia grasa se extrajo durante 2 horas 18 minutos.
Después del proceso de extraccion, los cubiletes con la grasa se enfriaron
en un desecador hasta temperatura ambiente y se pesaron en balanza

analitica (m.).

El célculo del porcentaje de grasa en la muestra se realiz6 mediante la

siguiente ecuacion

my
% grasa = m, -t 100
0

donde:
m, = masa de la muestra (g).
m; = masa del cubilete (g).

m. = masa del cubilete con la grasa extraida (g).
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Contenido de sal (determinacion de cloruros)

Para la determinacion del contenido de sal en las muestras se procedi6 a
la obtencion y valoracion de un extracto [125]. Se pes6 aproximadamente
1 gramo de muestra triturada, posteriormente se homogeneizé mediante
un Ultra-turrax T25 (Janke & Kunkel, Staufen, Alemania) con adicién de
agua destilada para favorecer la disgregacion y liberar las sales solubles
contenidas en la muestra; luego se enrasé el extracto en un matraz
aforado de 100 ml, se filtr6 todo el contenido del mismo y se determiné
la concentraciéon de cloruros presentes en la muestra mediante una
valoracion argentimétrica de 500 pl del extracto obtenido en el equipo

(Chloride analyser modelo 926, Sherwood UK).

El célculo de la concentraciéon de NaCl en las muestras se realizd

mediante la siguiente ecuacion:

L+*V %585
P x 106 % 35,5

XNaCl —
donde:
L = media de las lecturas del clorurimetro (mg Cl-/L).
V= volumen de la disolucién (mL).

P= peso de la muestra (g).

XNaCl = o de NaCl / g de muestra (b.h.).
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Actividad de agua

Las medidas de actividad del agua (aw) se realizaron mediante un
higrémetro de punto de rocio (DECAGON Aqualab CX-2, + 0,003,
Pullman, WA, USA) a 25 °C utilizando muestras trituradas y

homogeneizadas de las piezas evaluadas.

Variacién de masa
La variacion de masa se realiz6 a distintos tiempos durante la etapa de
post-salado, mediante el registro de los pesos, utilizando la siguiente

ecuacion:

donde,

M, = peso de la pieza antes al momento de la recepcion (Kg).

Mt = peso de la pieza a cada tiempo de post-salado (Kg).

Una vez conocidos los parametros fisicoquimicos de los jamones en
estudio y al observar que se encontraban por debajo de valores objetivos
de sal en comparacion con el proceso de salado tradicional [126], se
disefié un experimento en el que se evalu¢ el efecto del tiempo de salado

sobre las tres categorias de materia prima: grasa, magra y semigrasa.
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Determinaciones microbioldgicas

Analisis microbioldgicos

Para las determinaciones microbiolégicas se tomaron muestras de los
jamones, a partir de las cuales se prepararon diluciones decimales, segin
se describe en la Norma UNE EN-ISO 6887-3 [127]. Para ello, se pesaron
10 gramos de jamoén curado, en pequenos trozos, los cuales se
introdujeron en una bolsa de Stomacher a la que se le anadieron 90
mililitros de agua de peptona tamponada estéril (Sharlau, Barcelona,
Espafia), homogeneizdndose durante un minuto (dilucién 10*). A partir
de esta disolucidén se fueron realizando las diluciones necesarias para el
estudio. Los resultados se expresaron como logaritmo de unidades
formadoras de colonias por gramo (log ufc/g). Los microorganismos

analizados fueron:

Aerobios mesofilos

El método para la determinacion de microorganismos aerobios mesofilos
se describe en la Norma UNE-EN ISO 4883 [128]. Se realizaron
siembras vertiendo 1 mililitro de muestra en las placas Petri a su
correspondiente dilucion, adicionando Agar Plate Count (Scharlau).
Todas las siembras se realizaron por duplicado y las placas se incubaron

a 30 + 1 °C durante 72 horas.

Enterobacterias

El procedimiento utilizado para el recuento de enterobacterias fue el
indicado por Pascual y Calder6n [129]. A partir de cada una de las series
de diluciones decimales se realizaron siembras en doble capa por
duplicado. Se sembraron 0,1 mililitros en placas Petri de cada dilucién y
se vertio el medio de cultivo, agar Violeta Rojo Bilis Glucosa (VRBG,

Scharlau) atemperado a 45-47 °C. Tras la solidificacion del medio se
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volvieron a verter sobre cada placa 3 a 4 mililitros del mismo medio,
para evitar crecimiento en superficie, la extension de las colonias y
promover la anaerobiosis. Las placas se incubaron a 37 + 1 °C durante 18

a 24 horas.

Micrococaceas
Para la determinacion de estos microorganismos se utilizé el medio de
cultivo MSA (Agar manitol sal, Scharlau). Se sembr6 0,1 mililitro de

muestra y se incub6 durante 72 horas a 30 °C [130].

Bacterias 4cido lacticas

La determinacion de las bacterias 4cido lacticas se realizo siguiendo la
norma (ISO 15214) [131]. El medio de cultivo utilizado es el MRS (Agar
de Man, Rogosa y Sharpe, Difco). Se sembr6 1 mililitro de muestra y se
realiz6 una siembra en doble capa. La temperatura de incubacion fue de

37 °C durante 48 horas.

Clostridium sulfito reductores

El método de recuento empleado fue el descrito por Pascual y Calderén
[129]. El medio de cultivo utilizado fue agar Sulfito-Polimixina-
Sulfadiazina (SPS, Scharlau). Se sembr6 1 mililitro de muestra en cada
tubo para cada dilucién. Se realiz6 mediante la introduccién de la pipeta
con el inbculo hasta el fondo de cada tubo y posteriormente se sellaron
los tubos con una capa de aproximadamente medio centimetro de
parafina estéril a fin de evitar la entrada de aire. Una vez solidificado el
medio en posicidon vertical se incubaron los tubos a 47 °C durante 48

horas.
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Halotolerantes

Para la determinacion de la flora halotolerante se sigui6 lo establecido
por [132], se utiliz6 el medio de cultivo Agar Plate Count (Scharlau) mas
7% de NaCl. Se realizaron siembras vertiendo 1 mililitro de muestra en
las placas Petri a su correspondiente dilucion y por duplicado. Las placas

se incubaron a 30 + 1 °C durante 72 horas.

Determinaciones Electréonicas

Descripcion de equipos y obtencién de medidas

Se realizaron medidas sobre piezas de distintas categorias segin la
clasificacién establecida por la empresa (graso, magro y semigraso),
provenientes de lotes diferentes, utilizando equipos de espectroscopia de
impedancia, potenciometria y voltametria de pulsos, desarrollados y
disenados en el departamento de Ingenieria Electréonica de la

Universidad Politécnica de Valencia.

Espectroscopia de impedancia

Se utiliz6 un equipo electrdnico de bajo coste y de caracter no destructivo
(Figura 3, izquierda) capaz de realizar medidas de impedancia,
programado con una aplicacién de software en PC y una interfaz de
usuario de manejo sencillo, con un espectrometro de impedancia
Autolab PGSTAT100 + mo6dulo FRA1 de Echo Chemie con analizador de
respuesta en frecuencia 1255B de Solartron Analytical y analizador de
impedancia 4292 de Alginet-HP. El equipo se calibr6 mediante redes RC,
obteniendo una buena reproducibilidad (4,5 de desviacion méaxima de
los datos experimentales con respecto al promedio) y una gran exactitud

(2,15 de error maximo) [120].
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Descripcién y dimensiones de la sonda

Como sonda de medida o electrodo se utiliz6 el denominado electrodo
doble (Figura 12, derecha), disefiado en el laboratorio de
Microelectronica Hibrida del Departamento de Ingenieria Electrénica
del Instituto de Reconocimiento Molecular y Desarrollo Tecnologico, el
que mostré un buen desempeno en estudios previos [133][134], y de facil
manejo sobre tejidos crudos y curados de animales. El electrodo doble

estaba formado por dos agujas paralelas de acero, de 1 mm de didmetro

por 15 mm de longitud efectiva, y una separacion entre estas de 10 mm.

Figura 12. Equipo de espectroscopia de impedancia (izquierda) y
sonda de electrodo doble (derecha).

El proceso de medida
El proceso de medida consistié en pinchar sobre la muestra el electrodo
doble durante aproximadamente dos minutos, limpiando las agujas
después de cada medida con agua destilada y etanol y secandose
cuidadosamente para dejar el sistema en condiciones 6ptimas para
realizar la siguiente medida. Durante el tiempo de medida se aplicaron

50 frecuencias en un intervalo comprendido entre 1 Hz hasta 1 MHz.
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Potenciometria

Se utiliz6 el equipo de potenciometria (Figura 13, izquierda) formado por
una etapa de amplificacion de muy alta impedancia de entrada y de muy
baja corriente de polarizacion, elaborada con amplificadores
electrométricos LMC6001 y filtros para rechazar las sefiales. El equipo
estaba conectado a un ordenador con un software VEE Pro (Agilent
Technologies, Santa Clara, CA) y una tarjeta PCI-9112 Adlink que
permitian visualizar, monitorizar y registrar graficamente los valores

obtenidos a tiempo real.

Figura 13. Equipo potenciométrico (izquierda), multielectrodo con
forma de “cala” (centro), multielectrodo en forma de corona
(derecha).

Descripcion y dimensiones de la sonda (multielectrodo)
Se utilizaron electrodos insertados en varillas metalicas con punta en
angulo de aproximadamente 50° para facilitar la entrada de los
electrodos en las muestras (Figura 13, centro). Los metales utilizados
como electrodos fueron seleccionados con base en estudios realizados
previamente [121]. Las sondas tuvieron las siguientes dimensiones:
diametro exterior 6 mm, didmetro de cada electrodo 1 mm, distancia
entre electrodos 1 mm, longitud de las varillas 110 mm. Cada
multielectrodo estaba compuesto por tres electrodos de metales no

nobles: uno de plata (Ag), uno de cobre (Cu) y uno de niquel (Ni).
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En el ensayo realizado a diferentes tiempos de post-salado se utilizd
también un multielectrodo adicional, en forma de corona, que contenia
electrodos compuestos por metales nobles: oro (Au), iridio (Ir), rodio
(Rh) y platino (Pt) (Figura 13, derecha) y cuyas dimensiones fueron de 1
mm de didmetro por 15 mm de longitud efectiva, y la separacion entre

los electrodos, de 7 mm.

El proceso de medida
Las mediciones electronicas se realizaron en la matriz sblida de las
piezas frescas, saladas y curadas. El proceso de medida consisti6 en
pinchar las dos sondas y el electrodo de referencia (Calomelanos)
simultdneamente sobre la pieza, la cual entraba en contacto con la
muestra mediante una disolucién salina de KCl 3M (figura 14). La
profundidad de penetracion de los electrodos se mantuvo constante a 5
cm en todas las mediciones. El tiempo de medida fue aproximadamente
de 14 minutos a intervalos de 2 segundos (el intervalo de tiempo se

decidi6 experimentalmente).

Proceso de limpieza
El multielectrodo que contenia los metales no nobles, en forma de “cala”,
se limpié mediante pulido con lija gruesa (referencia 011K de 3M) y
posteriormente con lija fina (referencia 213Q de 3M). En el caso del
electrodo de corona que contenia los metales nobles, debido a su
geometria, se limpié sumergiéndolo en una solucion de limpieza 3:2 de
H.SO, y H.O., pasindose posteriormente por agua destilada para

eliminar los restos de la solucién de limpieza.
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Figura 14. Obtencion de medidas potenciométricas sobre jamoéon
curado.

Voltametria de pulsos

El equipo utilizado estaba compuesto por un potenciostato (Figura 15,
izquierda), una aplicacion de software ejecutada desde un PC, un
electrodo de referencia (Ag/AgCl 3M KCI) y un multielectrodo (Figura
15, derecha) [122]. El multielectrodo estaba conectado mediante cables
eléctricos que lo comunicaban a una caja de relés, permitiendo que cada

electrodo de trabajo actuara separadamente.

El patréon de pulsos voltamétricos de 20 pulsos con 50 medidas por pulso
por electrodo fue disenado a partir de la composicién quimica de la
muestra y de las propiedades de los electrodos de trabajo. Asi, el equipo
tenia la capacidad de generar una secuencia de hasta 50 pulsos con una
amplitud que se podia configurar para cada pulso. Para cada electrodo

de trabajo se recogieron un total de 1.000 datos correspondientes a la
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evolucion temporal de la sefial de corriente, por lo que un total de 4.000

valores fueron recogidos por el sistema para cada muestra.

Figura 15. Equipo voltamétrico (izqierda) y multielectrodo
(derecha).

Figura 16. Obtencion de medidas voltamétricas sobre pernil de
cerdo.
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Descripcion y dimensiones de la sonda (multielectrodo)
Se utiliz6 un multielectrodo compuesto por cuatro electrodos de trabajo,
de 1 mm de diametro, hechos de los siguientes metales: iridio (Ir), rodio
(Rh), platino (Pt) y oro (Au), con una pureza del 99,0% (Aldrich). El
conjunto estaba inserto en un cilindro de acero inoxidable, a una
distancia entre ellos de 5 mm, que actuaba como contraelectrodo (de 18
mm de didmetro externo y 100 mm de largo), el cual resguardaba los
electrodos de trabajo que se encontraban inmersos en un polimero epoxi
1122a, de tal manera que solamente estaban expuestos al exterior los

extremos de los electrodos.

El proceso de medida
El proceso de medida consistié en colocar los electrodos de trabajo y el
de referencia sobre la muestra, asegurandose que el contacto electrodo-
matriz fuese adecuado, ya que la sefial de corriente estaba directamente
relacionada con la superficie de contacto. El tiempo de medida fue
aproximadamente de cuatro segundos. Después de cada medida se
realiz6 la limpieza del electrodo acondicionandolo para realizar otra

medida.

Proceso de limpieza
La limpieza de los electrodos se realizo mediante un pulido con lija fina
(referencia 213Q de 3M) y agua destilada a fin de eliminar de la
superficie de los metales que conforman el electrodo los posibles
residuos de la mediciéon anterior. Adicionalmente, se realiz6 un pulido
con alimina (referencia: 319767:25g Aldrich) para descartar
irregularidades presentes en los electrodos, siendo finalmente limpiados
con etanol para eliminar restos de grasa, quedando el sistema en

condiciones 6ptimas para realizar la siguiente medida.
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3.5. ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados fisicoquimicos y microbiologicos dependiendo del caso
fueron analizados a partir del analisis de la varianza (ANOVA simple o
multifactorial), con un nivel de confianza del 95%. Dado que el tamano
de muestra en cada ensayo, y con el fin de identificar la existencia de
diferencias para las determinaciones fisicoquimicas y microbiologicas
entre las diferentes categorias, establecidas en cada caso, se realizaron
analisis de comparacion de medias. El anélisis fue realizado con el
paquete estadistico Statgraphics centurion XVI. (Manugistics Inc.,
Rockville, MD, EE.UU.).

Después de la adquisicion de los datos electronicos se realizo el proceso
de filtrado. Se eliminaron las sefiales que presentaron comportamientos
anomalos resultantes del proceso de medida, por ejemplo, un mal
contacto entre las sondas y el pernil debido a la rapidez del trabajo,
puesto que estas medidas se efectuaron en planta. Seguidamente, se
realizaron analisis de componentes principales (PCA) para visualizar la
informacion y eliminar las medidas que quedaron por fuera del intervalo

de confianza (95%).

El andlisis de los resultados electronicos se realiz6, como se ha
mencionado en la introducciéon, por medio del empleo del anélisis
estadistico multivariante. Segin el caso, se utilizo el analisis de
componentes principales (PCA), el andlisis discriminante por minimos
cuadrados parciales (PLS-DA) o la regresion de minimos cuadrados
parciales (PLS). Para ello se utilizo el paquete estadistico PLS Toolbox
6.3 (Eigenvector Research Inc., Wenatchee, Washington, USA), una
extension dentro del programa Matlab 7.6 computational environment
(The Mathworks, Natick, Massachusetts, USA).
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Los anélisis de componentes principales (PCA) fueron utilizados con el
fin de observar las posibles relaciones existentes entre las distintas
categorias de las piezas y entre las variables con base en los resultados de
las medidas electrénicas. Este analisis permite expresar un grupo de
variables con el menor nimero de componentes principales, quedando
reflejada la maxima variabilidad de las mismas, siendo una técnica

estadistica de compresion de variables.

El anélisis discriminante por minimos cuadrados parciales (PLS-DA) se
utiliz6 con la finalidad de obtener modelos de clasificacion que
permitieran discriminar si las respuestas electronicas eran lo bastante
robustas para predecir el comportamiento (clase) de una muestra no

evaluada.

El anilisis de regresion de minimos cuadrados parciales (PLS) fue
utilizado para evaluar la correlacion entre las dos matrices de datos a
analizar (datos electronicos y fisicoquimicos) y obtener un modelo de
prediccion que pudiese expresar dicha correlaciéon. Tanto en el caso del
estudio de PLS-DA como del PLS se utiliz6 un método de validacion
cruzada aleatoria. Se llevo a cabo el uso de subconjuntos a partir de
muestras aleatorias (n/9) para probar el modelo desarrollado, siendo n
el nimero total de muestras, y se realizaron tres iteraciones para lograr

modelos mas fiables [135].

Para seleccionar la informaciéon de las sefales eléctricas que mas
informacion aportaran a los modelos desarrollados (bien, para reducir el
ruido que podia aportar el resto de la senal o para mejorar el modelo a
fin de hacerlo mas rapido) se utilizo el algoritmo genérico de intervalos
de seleccion iPLS [136] e iPLS-DA.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. CARACTERIZACION DEL PROCESO DE SALADO
EN BANDEJA REALIZADO POR LA EMPRESA
COLABORADORA

4.1.1. Caracterizacion del producto procesado por la empresa

colaboradora (producto curado)

Con la finalidad de evaluar el producto desarrollado por la empresa
colaboradora se procedi6 al analisis de 15 jamones curados (cinco grasos,
cinco magros y cinco semigrasos) eleaborados segtin su protocolo y con
una merma final acumulada de aproximadamente un 35%. Para ello se
analizaron los contenidos en humedad (X“ b.s. s.g.), en grasa (X© b.s.

s.g.), en cloruro soédico (XN b.s s.g) y los valores de actividad de agua
(aw) (Tabla 3).

Tabla 3. Parametros fisicoquimicos de las muestras de jamones
curados. Valores promedios + SD de las tres categorias: magra,
semigrasa y grasa.

Categoria XWh.s. s.g. X6 b.s. s.g. XNaClb,s, s.g. aw

Grasa 2,312 + 0,2412 0,219 + 0,036 P 0,076 + 0,007 0,891 + 0,01P
Magra 2,205+ 0,2482 0,147 + 0,024 2 0,062 + 0,007% 0,914 + 0,012

Semigrasa 2,162 + 0,2482 0,184 + 0,043 2" 0,061 + 0,0012 0,922 + 0,002

Nivel de significancia (a): n.s.: no significativo; * p<0,05; ** p<0,01.
Letras iguales dentro de la misma columna indican la pertenencia a grupos homogéneos;
letras distintas indican la existencia de diferencias significativas.
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Como se observa en la Tabla 3, no se presentaron diferencias
significativas (p-value>0,05) para el contenido en humedad. Para el
pardmetro del contenido en grasa si se observaron diferencias
significativas (p-value<0,05) entre los jamones magros que presentaron
los menores contenidos de grasa y los jamones grasos con los mayores
niveles de grasa. Los jamones semigrasos presentaron valores
intermedios. Este resultado verifico la clasificacion visual realizada por

la empresa.

En cuanto al contenido en sal, los jamones de la categoria grasa
presentaron mayor concentraciéon de sal en relacion con las piezas
magras y semigrasas, presentandose diferencias signicativas (p-
value<0,05). Dado que el tiempo de salado fue comun para los tres tipos
de materia prima, el resultado correspondio6 a lo previsto, ya que a mayor
contenido en grasa, menor proporciéon de magro y por tanto de agua. Los
valores de sal alcanzados por los tres tipos de jamones quedaron por
debajo del nivel objetivo XNCl=0,092 + 0,013 [126] establecido por otros
autores. Teniendo en cuenta este nivel de sal se propuso hacer un
estudio de salado para observar el comportamiento de los diferentes
tipos de materia prima, aumentando el tiempo de salado, pero

manteniendo las demas condiciones del proceso de manera constante.

4.1.2. Caracterizacion del salado en bandeja

Con la finalidad de conocer las caracteristicas de la materia utilizada por
la empresa colaboradora para la elaboracion de jamén curado,
inicialmente se procedi6 a realizar una caracterizacion microbioldgica, la
mediciéon del pH y el contenido de grasa, debido a que uno de los

parametros de clasificacion de la materia prima utilizada por la industria
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hace referencia a la cantidad de grasa, y, como se vio en el apartado
anterior, el contenido en grasa influye en la concentracion de sal del
jamon. La Tabla 4 muestra los valores promedio y su desviacion estandar
para los resultados obtenidos de la carga microbiana y las mediciones de

pH de los perniles evaluados.

Los recuentos para enterobacterias y clostridium sulfito reductores no se
ven reflejados en la tabla debido a que estuvieron por debajo del limite
de deteccién. La ausencia de enterobacterias mostr6 que la empresa
mantenia buenas condiciones higiénico sanitarias. Los recuentos
observados para los microorganismos aerobios mesofilos, la flora acido
lactica y las bacterias micrococaceas no representaron riesgo sanitario
para el producto, dado que estos micoorganismos se encuentran
normalmente en carnes crudas. Los valores del pH obtenidos, 5,8 +
0,284, si bien fueron algo heterogéneos, en promedio estuvieron en el
rango establecido como o6ptimo (5,8 <pH 6,2) para el consumo de la
carne, ya sea en estado fresco o para ser transformada en un producto
carnico como es el caso del jamén curado [137]. Segin diferentes
autores, es recomendable no utilizar jamones que posean un pH>6,2
[138], por razones de seguridad microbiologica [139], ya que incrementa
el porcentaje de jamones deteriorados [140].

Tabla 4. Determinaciones microbiolégicas y pH de las muestras.
Valores promedio + SD.

Aerobios Flora acido

. PR Mirococaceas H
mesofilos lactica p

2,608 + 0,923 0,840 + 0,805 0,712 + 0,870 5,89 £ 0,284

La Tabla 5 muestra las medias y la desviacion estandar para el contenido

de grasa. Se obtuvieron diferencias significativas (p-value<o,05) en el
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contenido de grasa para las tres categorias de perniles utilizados:
magros, semigrasos y grasos, confirmando la clasificacién establecida

por la empresa.

Tabla 5. Contenido de grasa para las distintas materias primas
utilizadas por la empresa colaboradora, valores promedios = SD.

Categoria X6 b.s. s.g. a
Grasa 0,202 + 0,056" ®
Magra 0,135 + 0,038P *

Semigrasa 0,177 + 0,050° *

Nivel de significancia (a): * p<0,05.
Letras iguales dentro de la misma columna indican la pertenencia a grupos homogéneos.

Una vez caracterizada la calidad de la materia prima se procedi6 a
realizar el estudio de salado para evaluar el tiempo 6ptimo de éste en
funcion del tipo de materia prima. Para ello se utilizaron 72 perniles a
diferentes tiempos (12, 16, 20 y 25 dias). Para cada tiempo se salaron seis
piezas de cada tipo de materia prima (grasa, magra y semigrasa). Se
realiz6 el salado en bandeja, tal como lo realiza habitualmente la
empresa, procedimiento que, junto con el sistema automatico
incorporado a la linea de produccion, tiene como objetivo aumentar el
control del proceso de elaboracion del jamén curado, ademas de facilitar
la organizacion de las piezas en funcion de los tiempos de salado. Esto
permiti6 organizar facilmente el ensayo de salado propuesto,
manteniendo las piezas seleccionadas en las mismas camaras y bajo

idénticas condiciones de produccion.

El anéilisis de sal de las piezas mostré que existieron diferencias

significativas (p-value<0,05) entre los niveles de sal para los perniles
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salados durante 12 dias y el resto de los tiempos de salado, sin importar
su categoria (Figura 17). Sin embargo, al comparar entre los diferentes
niveles de sal para cada tipo de materia prima y tiempo de salado, se
aprecio que al aumentar el contenido graso de las piezas las diferencias
en el contenido de sal se redujeron con mayor rapidez. Asi, los perniles
grasos a partir del dia 16 no presentaron diferencias entre ellos. En el
caso de las piezas semigrasas y magras, la incorporacion de sal se
equilibro a partir de los 20 dias (aunque estadisticamente las diferencias
para las semigrasas existieron a partir de los 16 dias de salado). Tal
resultado muestra que este tipo de salado puede incrementar el
fenomeno de saturacion de la zona mas periférica del pernil durante el
salado (el cual se da con mayor prontitud en las piezas mas grasas, al
presentar menor cantidad de agua), siendo a partir de los 1,33 dias/Kg
pernil graso y 1,66 dias/Kg pernil magro o semigraso cuando se aprecia

la saturacion.

Cuando se compararon los valores de sal entre la materia prima, para
cada tiempo, se vio como las piezas grasas presentaron una mayor
concentracion salina durante los primeros 12 y 16 dias de salado, no
evidencidndose diferencias entre los perniles semigrasos y los magros.
Asi, y teniendo en cuenta que el objetivo de incorporacion de sal para
asegurar un producto final de buena calidad es de 0,09 + 0,013g Cl/g en
base seca sin grasa [126], se obtuvo que las piezas grasas alcanzaron el
nivel objetivo de sal entre los 12 y 16 dias de salado. En cambio, en el
caso de los perniles magros y semigrasos el tiempo de salado tendra que
ser superior a los 16 dias para asegurar que la totalidad las piezas
alcancen el nivel objetivo de sal. Por tanto, teniendo en cuenta que el
peso inicial de los perniles estaba alrededor de 11,5 + 1 Kg, se puede
afirmar que el ratio de salado de los perniles magros y semigrasos se

estableceria en 1,34 dias/Kg de pernil, y en el caso de las piezas grasas en
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1,16 dias/Kg de pernil, tiempos que concuerdan con lo establecido para

el salado tradicional de perniles (1-1,5 dias/Kg) [141][142].
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Figura 17. Sal en base seca sin grasa (XNaCl b,s. s.g.) en funcion del
tiempo de salado 12, 16, 20 y 25 dias, para las tres materias primas
en estudio. Valores promedio y barras de desviaciéon estandar.

4.2. ESTUDIO DE LA VIABILIDAD DE SENSORES
ELECTRONICOS EN EL PROCESADO DEL JAMON
CURADO

4.2.1. Estudio de la viabilidad de sensores electronicos para la

diferenciacion de distintos tipos de materia prima

Una vez caracterizado el salado y la materia prima utilizada por la
empresa, se procedid a efectuar los anélisis de las sefiales obtenidas con
los distintos equipos electronicos en estudio. Se evalu6 la capacidad de

control de cada uno de los sensores de espectroscopia de impedancia,
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potenciometria y voltametria de pulsos para discriminar la materia
prima con base en el contenido graso. Para ello se evaluaron 60 perniles
(20 de cada tipo de materia prima) a los que se les realizaron mediciones
con las sondas. Las piezas analizadas electronicamente se emplearon
para ser procesadas ya que las determinaciones electronicas no son

destructivas.
4.2.2. Espectroscopia de impedancia

Las respuestas obtenidas para este sensor fueron el resultado de un
barrido de 256 puntos para cada una de las frecuencias entre 1 Hz y 1
MHz. A partir de los valores de corriente y de tension resultantes, el
equipo realiza un analisis de Fourier calculando la amplitud y la fase de
los datos, dando como resultado los valores de médulo y fase para todas
las frecuencias. La Figura 18 muestra las medias de la sefial de
impedancia para los valores de mddulo y los de la fase de las frecuencias
entre 100 Hz y 1 MHz. De acuerdo con los estudios realizados por otros
autores [134][143], se recomienda eliminar valores inferiores a 100 Hz y
superiores a 1 MHz de las frecuencias de la espectroscopia de
impedancia para el anélisis estadistico, a fin de eliminar la presencia de
ruido (parte de la sefial que se genera como consecuencia de factores

externos pero que no estan vincualados a la muestra).
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Figura 18. Media de las frecuencias seleccionadas, méddulo
(izquierda) y fase (derecha) de la seinial de impedancia para las
muestras evaluadas.

Al observar los valores de modulo en la Figura 18 (izquierda), no se
aprecian diferencias entre las medidas en funcion del tipo de materia
prima, pero al hacer un examen méas exhaustivo de las senales se
evidencian las diferencias. En la Figura 19 se muestra, a modo de
ejemplo, el intervalo comprendido solo entre los 1000 y 8000 Hz, en el
cual se perciben agrupaciones, siendo el valor promedio de las piezas

magras mayor que el de las semigrasas y grasas.
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Figura 19. Media de las frecuencias seleccionadas de la seiial de
modulo de impedancia para las muestras evaluadas.

En cuanto a los valores de la fase, se observa que la sefial de las piezas
magras, semigrasas y grasas se diferenciaron entre ellas (Figura 20),
siendo los mayores valores los obtenidos por las magras, seguidos por las

semigrasas y finalmente las grasas.
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Fase (°)
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Frecuencia

Materia prima: grasas (—), magras(—) y semigrasas (—).

Figura 20. Media de las frecuencias seleccionadas de la seiial de fase
de impedancia para las muestras evaluadas.

Con el proposito de conocer la zona del espectro en la que mejor se
diferencian las sefales, se realizaron analisis de varianza y de
comparacion de medias, siguiendo lo propuesto por otros autores [144].
Se realiz6 un anélisis de varianza para los valores del modulo y de la fase
de las sefiales de las materias primas (Tabla 6). Se dividi6 el espectro en
cinco bloques de frecuencias aproximandolas a los 100 Hz, 1 kHz, 10
kHz, 100 kHz y 1 MHz. En la respuesta del modulo se encontraron
diferencias significativas entre las materias primas (p-value<o0,05). De
los 10 kHz a 1 MHz, el anélisis de comparacion de medias mostré que
para los valores del modulo, en el bloque de frecuencias de 10 kHz, las
medias de los tres grupos fueron diferentes entre si. Las medias de la
sefial de las piezas magras se diferenciaron de las medias de las sefnales

de las piezas grasas y las semigrasas en los bloques de 100 kHz y 1 MHz.
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En los bloques restantes de 100 Hz a 1 kHz no se presentaron diferencias

significativas (p-value > 0,05).

Tabla 6. Valores promedio + SD para las seiiales de moédulo y fase de
espectroscopia de impedancia para los rangos de frecuencias
seleccionadas de las diferentes materias primas.

Moédulo
Frec. Grasa Magra Semigrasa a
100 Hz 63364,76+963,872  62006,33+1066,942 62227,20+1088,322 n.s.
1kHz 14411,64+279,682 14137,16+£297,702 14072,28+296,522 n.s.
10 kHz 1857,80+55,122 2033,77+54,61P 1873,83+55,18¢ e
100 kHz 545,63+66,652 855,92+69,37P 627,03+73,422 i
1 MHz 427,63+59,352 684,96+61,08P 497,31+63,772 wxx
Fase

100 Hz -74,05+4,252 -74,06+4,172 -73,72+3,992 n.s.
1kHz -77,32+1,782 -75,50+1,802 -76,53+1,802 n.s.
10 kHz -65,60+4,902 -54,99+5,19P -61,86+5,48¢ e
100 kHz -27,06+4,192 -19,88+4,28P -24,51+4,362 FHEX
1 MHz -11,42+2,232 -15,54+2,382 -12,50+2,482 n.s.

Nivel de significancia (a): n.s.: no significativo; *** p<0,001.
Letras iguales dentro de la misma columna indican la pertenencia a grupos homogéneos;
letras distintas indican la existencia de diferencias significativas.

Al analizar el comportamiento de la fase de la sefial se encontraron
diferencias significativas (p-value<0,05) entre las respuestas de las tres
materias primas de 10 kHz a 100 kHz. El bloque de 100 Hz no mostré
diferencias significativas entre las sefiales de las muestras magras con las
de las muestras semigrasas y grasas (p-value>0,05). Con base en estos
resultados se podria afirmar que la region comprendida entre los 10-100
kHz de la frecuencia seria la zona mas influyente en la discriminacion

entre los tres tipos de materia prima.
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Con la finalidad de realizar un analisis més profundo de la informacién
obtenida y reducir el volumen de esta, se realizaron andlisis de
componentes principales (PCA) con las frecuencias seleccionadas, para
el conjunto de modulo y fase, y para el modulo y para la fase por
separado. El analisis de componentes principales (PCA) para los valores
de modulo y fase en conjunto mostré6 que con los cuatro primeros
componentes principales se expresoé el 94,22% de la varianza, si bien las
dos primeras componentes ya expresaron el 86.39% de la varianza
(Figura 21). El componente principal 1 (PC1 68,50%) fue el que expreso
la mayor agrupacion de las muestras, llegando a discrimar entre
poblaciones de muestras magras (zona derecha del andlisis) de las grasas

(izquierda), siendo las semigrasas las que se situaron entre estas dos.
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Materia prima: grasa (), magra (M) y semigrasa (A).

Figura 21. Analisis de componentes principales (PCA) para moédulo y
fase de los valores de impedancia.
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La Figura 22 muestra el analisis de componentes principales (PCA)
resultante al utilizar solo los valores del mddulo de la sefial. Con los dos
primeros componentes se explicO un 94,67% de la varianza de las
muestras, evidencidindose una agrupacién similar a la obtenida
utilizando los valores de modulo y fase. Resultado similar se observd al
analizar solo los datos procedentes de la fase (figura 23). En este caso
con los tres primeros componentes se explico un 93,33% de la varianza

de las muestras, observandose la misma distribucién de las poblaciones.
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Materia prima: grasa (), magra (M) y semigrasa (A).

Figura 22. Analisis de componentes principales (PCA) para el
modulo de los valores de impedancia.



92 Resultados y discusion

* Ay
4 -
* o
* * S
A A

2 A L}
< R W N
g R a =
S ad A b |
o vy
s . A et

A A
]
£ o* ° A Sy nl
. > o A
by . A, A L4
> A AR - A
ah * AA ]
-4
-12 -8 4 8

4 °
PC1(74,42%)

Materia prima: grasa (), magra () y semigrasa (A).

Figura 23. Analisis de componentes principales (PCA) para la fase de
los valores de impedancia.

La Tabla 7 muestra el nimero de componentes principales sugeridos por
el programa estadistico, el porcentaje de varianza explicado por cada
componente y el acumulado de la varianza con los componentes
sugeridos. Los resultados no mostraron un numero elevado de
componentes principales. Ademas, el PC1 en todos los casos explico un
porcentaje adecuado de la varianza de las muestras. La disminucion en
numero de componentes al utilizar la informacién del modulo o la fase
de la senal por separado se dio por la reduccién de la cantidad de
informacion utilizada para ejecutar el analisis; es decir, la eliminacion de
aquella informacion que podria considerarse como ruido, pues estaria
enmascarando la informacion correcta para realizar la descriminacion

entre las tres poblaciones (tipos de materia prima).
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Tabla 7. Resumen para el analisis de componentes principales.
Conjunto de valores para moédulo y fase y valores por separado para
el médulo y la fase.

% de varianza

PC Moédulo + Fase Moédulo Fase

1 68,50 65,16 74,42

2 17,89 29,51 12,62

3 4,50 6,29
4 3,33

Total 94,22 94,68 93,33

Estudios anteriores realizados por otros autores donde se utilizé la
técnica de espectroscopia de impedancia mostraron resultados positivos
en la evaluacion de diferentes propiedades en carne no procesada
[109][112][145][146]. En el presente estudio, dada la bondad de los
resultados estadisticos obtenidos, se procedio a buscar un modelo
matematico que clasificara las muestras. Para ello se realiz6 un estudio
de PLS-DA en el que se obtiene un modelo matemaético de clasificacion,
el cual es testado por muestras que no han participado en el desarrollo
del modelo. Como se observa en los resultados estadisticos del PLS-DA
(Figura 24), el analisis de PCA explic6 un 94,22% de varianza, el analisis
de clasificacion mostr6 que solo las piezas magras quedaron clasificadas
correctamente (R2CV = 0,52), asi como las piezas grasas también fueron
diferenciadas de las magras. En cambio, las piezas semigrasas no
pudieron ser diferenciadas de las grasas. Es importante considerar que la
clasificacion de los perniles se hace mediante inspeccion visual y que
algunas de las piezas semigrasas o grasas, clasificadas como tales,
podrian haber sido asignadas a ambos grupos dado su contenido en

grasa.
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Figura 24. Resultados del analisis discriminante por minimos
cuadrados parciales (PLS-DA) para la totalidad de la senal de
espectroscopia de impedancia.

Con base en la clasificaciéon obtenida con el analisis de PLS-DA, entre
piezas grasas y magras, y con la finalidad de poder reducir el tiempo de
medida y por tanto, el volumen de informaci6én manejada, se realiz6 un
anélisis iPLS para localizar los intervalos de la senal que generaban la
informaciéon més relevante. Los resultados obtenidos mostraron que
determinadas frecuencias aportaron la mayoria de la informacion. Entre
los 3 y los 20 kHz, y los 80 y 180 kHz, los valores de médulo y fase
aportaron la informacion significativa. Se realiz6 nuevamente un analisis
de PLS-DA con los intervalos seleccionados del modulo y la fase. La
Figura 25 muestra los resultados para los intervalos seleccionados. El
modelo de prediccion mejord frente a lo obtenido cuando se utiliz6 la
totalidad del espectro, el cual no es suficiente para poder clasificar de

forma correcta muestras externas entre los tres tipos de materia prima.
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Figura 25. Resultados del analisis discriminante por minimos
cuadrados parciales (PLS-DA) para las selecciones obtenidas por
iPLSDA de los valores de médulo y fase de impedancia.

Al confrontar los dos métodos utilizados para el analisis de las sefiales
(ANOVA y PCA/PLS-DA/iPLSDA) se observd que la informacion
significativa que diferencia entre la materia prima grasa, magra y
semigrasa se encuentra en el intervalo de frecuencias que va desde los 5
kHz hasta los 180 kHz, siendo el resto de la informacién no apta para la

obtencién del modelo de clasificacion.

Asi, mediante la seleccion de frecuencias se puede llegar a reducir el
tiempo de medida que es de dos minutos, cuando se aplica toda la
secuencia de frecuencias (de 1 Hz hasta 1 MHz) a 20 segundos utilizando
solo el intervalo definido (de 5 kHz hasta 180 kHz).
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4.2.3. Potenciometria

Debido al diseno de los equipos y a los metales utilizados para el
desarrollo de los electrodos, la informacién adquirida se gener6 en dos
bloques: el originado a partir de metales nobles [oro (Au), iridio (Ir),
rodio (Rh) y platino (Pt)], y el originado a partir de metales no nobles
[plata (Ag), niquel (Ni) y cobre (Cu)]. En la Figura 26 se observa la
respuesta de potencial de una muestra del estudio cuyos potenciales se
encontraron entre los -0,35 Vy 0,44 V, siendo el tiempo de adquisicion
de la senal de aproximadamente doce minutos. Dado que la sefial de
potenciometria necesita estabilizarse antes de expresar una sefal
homogénea que caracterice al sistema, se tuvo que determinar el tiempo
necesario para llegar a dicha estabilidad antes de empezar con el
tratamiento estadistico de los datos. Asi, las respuestas de los metales no
nobles alcanzaron su valor estacional a partir del sexto minuto de
adquisicién de la sefial, mientras que los metales nobles mostraron una
sefial estable a partir de los nueve minutos. Por tanto, para hacer el
andlisis de la informacién potenciométrica, se utiliz6 el intervalo de
datos obtenidos entre los minutos nueve y doce, para un total de 36

lecturas de potencial para cada electrodo por materia prima.
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Figura 26. Seial de potenciométria obtenida para una muestra por el
conjunto de electrodos. Metales nobles (izquierda), metales no
nobles (derecha).
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Una vez procesadas las sefiales adquiridas se procedi6 a la realizaciéon de
diferentes analisis estadisticos. Se aplico un analisis de varianza
(ANOVA) con los intervalos seleccionados de las sefiales obtenidas de
cada electrodo en funcion del tipo de materia prima. Se observaron
diferencias significativas (p-value<o0,05) para los electrodos de iridio
(Ir), rodio (Rh) y niquel (Ni). El analisis de medias (Tabla 8) mostré que
para el iridio (Ir) se presentaron diferencias entre las medidas de las
piezas grasas y las piezas magras, ubicandose las semigrasas entre
ambas. El rodio (Rh) y el niquel (Ni) diferenciaron las medias de las
piezas grasas de las medias de las piezas magras y semigrasas, que se
ubicaron en el mismo grupo. Los electrodos de oro (Au), platino (Pt),
plata (Ag) y cobre (Cu) no presentaron diferencias significativas (p-
value>0,05).

Tabla 8. Resultados del ANOVA para los valores de potencial para
cada uno de los electrodos (valores promedio + SD).

Mat. Prima Grasa Magra Semigrasa a
Au 0,22+0,06 2 0,23+0,02 2 0,18+0,06 2 n.s
Ir 0,28+0,11% 0,46+0,04P  0,35+0,15 2P ®
Rh 0,17+0,07 2 0,31+0,05 P 0,27+0,14 b ®
Pt 0,3340,09 2 0,38+0,04 2 0,33+0,13 2 n.s
Ni -0,28+0,03 2 -0,32+0,02" -0,31+0,03 " ®
Ag 0,04+0,01% 0,01+0,01 2 0,03+0,01 2 n.s
Cu -0,18+0,02 2 -0,16+0,022  -0,15+0,022 n.s

Nivel de significancia (a): n.s.: no significativo; * p<0,05.

Al graficar los intervalos seleccionados de las sefales potenciométricas
para cada electrodo (Figura 27) se observo el comportamiento de las

senales para los electrodos nobles, iridio (Ir) y rodio (Rh), los cuales
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presentaron diferencias significativas (p-value<0,05). Los mayores
valores de potencial se presentaron en las piezas magras, seguidas de las
semigrasas y por ultimo las grasas. De los electrodos no nobles, el
electrodo de niquel (Ni) mostr6 mayores valores de potencial en las
piezas grasas que en las piezas magras y semigrasas, las cuales

presentaron un comportamiento similar.
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Materia prima: grasas (—), magras(—) y semigrasas (—).

Figura 27. Promedio de las senales potenciométricas generadas por
los electrodos de metales nobles y metales no nobles.

El analisis de componentes principales para los datos de los metales
nobles (Figura 28) mostr6 que con los tres primeros componenetes se
explico un 90,18% de la varianza de las muestras. El componente
principal 1, con un peso de 73,03%, no generd ningin tipo de
agrupacion, mientras que el PC2, con un 9,91%, permitié una ligera
diferenciacién entre las piezas grasas, las cuales se ubicaron por encima
del componente; en tanto que las piezas magras se encontraron por
debajo. En cuanto a las piezas semigrasas se localizaron a lado y lado del
eje formado por el componente 2, solapandose con las piezas de las otras

dos categorias.
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Figura 28. Analisis de componentes principales (PCA) para los
valores potenciométricos de los metales nobles.

Al realizar el PCA con los valores de los metales no nobles, se explico el
52,42% de la varianza de las muestras con los cuatro primeros
componentes sugeridos por el analisis. El PC1, con un peso del 30,73%,
sugiri6 una agrupacion de las piezas grasas, a la izquierda, y de las
magras a su derecha. Al igual que para la informaciéon procedente de los
metales nobles, en este caso las muestras semigrasas también quedaron

agrupadas junto con magras y grasas.
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Figura 29. Analisis de componentes principales (PCA) para los
valores potenciométricos de los metales no nobles.

Se realiz6 un analisis de PLS-DA para la obtencion de un modelo de
clasificacion con los datos obtenidos de los metales nobles y los metales
no nobles por separado, asi como del conjunto de ambos (nobles + no
nobles) al objeto de aumentar el volumen de la informacioén y procurar
mejorar el modelo de predicciéon. La Figura 30 muestra los resultados
del PLS-DA para la sefial de los metales nobles en el cual el modelo se
genero utilizando solo dos variables latentes. Se observo que las piezas
grasas fueron las que mejor se distinguieron (R2CV=0,48) de las piezas
magras y semigrasas. En cambio estas dos no pudieron ser clasificadas
entre ellas. El anéalisis de PCA habia explicado gran parte de la varianza,
al intentar obtener un modelo de clasificacion, la informacion adquirida
no permitié diferenciar las piezas magras de las semigrasas, siendo

diferenciadas solo de las piezas grasas.
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Figura 30. Resultados del analisis discriminante por minimos
cuadrados parciales (PLS-DA) para los valores de potenciometria de
los metales nobles.

Al realizar el PLS-DA con los valores de los electrodos de los metales no

nobles (Figura 31) se observaron resultados similares a los obtenidos con

los metales nobles. Las piezas grasas fueron las que mejor se

diferenciaron de las piezas magras y de las semigrasas, no pudiéndose

distinguir entre estas dos ultimas.



102 Resultados y discusion
. —
N°.LVs Materia prima ua; 8 o, .
3 G M S = & * <
RMSEC 0,324 0,296 0,365 R . A
RMSECV 0,416 0,388 0,509 = .- =
R2Cal 0,555 0,525 0,434 T T T e T T Ty T
R2CV 0,306 0,226 0,047 = . ‘ -
- = R ——
s ] o T :
i R v . SO
e AR B S o R
ax * ¢+ I ozE- ’ % % . b ‘
O S 5 -

Materia prima: grasa (¢), magra (M) y semigrasa (A).

Figura 31. Resultados del analisis discriminante por minimos
cuadrados parciales (PLS-DA) para los valores de potenciometria de
los metales no nobles.

Al realizar el anélisis de PLS-DA con el conjunto de valores obtenidos
con los electrodos nobles y no nobles (Figura 32), los resultados
estadisticos de calibraciéon resultaron mejores frente a los obtenidos de
manera individual al analizar metales nobles y no nobles. Al ejecutar la
validacion cruzada se not6 que ninguna de las tres poblaciones se
correctamente

clasifico aunque exisiti6 una tendencia en la

diferenciacion entre las muestras grasas y magras.
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Figura 32. Resultados del anilisis discriminante por minimos
cuadrados parciales (PLS-DA) para los valores de potenciometria de
los metales nobles y no nobles.

4.2.4. Voltametria

Las sefiales obtenidas con el sensor voltamétrico provinieron de 4.000
datos obtenidos de 4 electrodos, en el que cada electrodo utilizaba un
tren de 20 pulsos con 50 medidas por electrodo. La Figura 33 muestra
los valores promedios para la sefial de voltametria por electrodo para
cada una de las categorias de las materias primas utilizadas en el ensayo.
El orden de los electrodos de izquierda a derecha fue: oro (Au), iridio
(Ir), platino (Pt) y rodio (Rh).
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Figura 33. Senal voltamétrica obtenida para cada electrodo (Au, Ir,
Pty Rh) sobre la materia prima.

Se efectu6 un analisis de componentes principales PCA con el conjunto

total de datos obtenidos con los cuatro electrodos: oro (Au), iridio (Ir),

platino (Pt) y rodio (Rh). En la Figura 34 se observa el resultado del

anélisis para los dos primeros componentes, siendo los cinco primeros

componentes los que explicaron un acumulado del 79,33% de la

varianza.
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Figura 34. Analisis de componentes principales para las medidas de
voltametria de pulsos (Au, Ir, Pty Rh).

El PC1 con un 36,35% de la varianza generd la agrupacion de las
poblaciones, localizando las piezas magras en la parte izquierda del
plano y las grasas en la derecha. En el caso de las semigrasas, estas

quedaron localizadas entre las dos anteriores.

A fin de obtener un modelo de clasificacion se realiz6é un analisis de PLS-
DA (Figura 35), de la misma manera que se realizd con los sensores
evaluados anteriormente. Las piezas magras y grasas fueron las que
presentaron mejor diferenciacion, pero no fue lo suficientemente alta

como para poderla aceptar como efectiva.
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Figura 35. Resultados del analisis discriminante por minimos
cuadrados parciales (PLS-DA) para los valores de voltametria.

Para reducir el volumen de la informaciéon y encontrar las zonas mas
influyentes de la senal, y con el fin de eliminar aquella parte de la sefial
que pudiese entorpecer el objetivo, se realizé un analisis de selecciéon de
intervalos iPLS-DA. Segtn los resultados obtenidos en este andlisis, las
variables con mayor importancia se obtuvieron con el electrodo de iridio
(Ir) en los pulsos de 600 pA a 0 pA y de -400 pA y con el electrodo de
platino (Pt) en los pulsos de 0 pA a 500 pA. Al realizar el analisis de PLS-
DA, con los pulsos influyentes obtenidos mediante el analisis de iPLS-
DA, se mejord la clasificacion obtenida. La Figura 36 muestra los
resultados estadisticos en los que se observé una mejor tendencia para la
clasificacion de las muestras grasas y semigrasas. Los resultados del
andlisis no fueron apropiados para utilizar los electrodos seleccionados

para clasificar las muestras con base en su contenido graso.
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Figura 36. Resultados del analisis de PLS-DA con la selecciéon de
intervalos realizada con iPLSDA de los valores de voltametria de
pulsos.

4.2.5. Conclusiones (Conclusions)

La clasificacion de la materia prima (grasa, magra y semigrasa) para la
elaboracion de jamones curados realizada por la empresa colaboradora
se verifico a partir del contenido graso de las piezas. El estudio del
tiempo de salado necesario para alcanzar el valor objetivo de sal, en el
salado en bandeja que realiza la empresa, aporta los datos de 1,16
dias/Kg de pernil graso y de 1,34 dias/Kg de pernil magro o semigraso.
Se observo que la utilizacion de la técnica descrita, a partir de un tiempo
determinado de salado (1,33 dias/Kg pernil graso y 1,66 dias/kg pernil
magro o semigraso), mostro la saturacion de las zonas mas externas del

pernil, lo que redujo considerablemente el proceso de salado.

Las agrupaciones generadas por los sensores en estudio (espectroscopia

de impedancia, potenciometria y voltametria de pulsos) solamente
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permitieron la diferenciaciéon entre piezas magras y grasas. De las
técnicas evaluadas, el sensor de espectroscopia de impedancia presento
los mejores resultados de clasificacion, permitiendo realizar las medidas
con mayor facilidad. Ademas, con la reducciéon de tiempo propuesta en el
estudio, podria considerarse como una herramienta adaptable al proceso
de seleccion de materias primas para la elaboracién de jamén curado. Se
hace necesario ampliar los estudios para mejorar la fiabilidad del modelo
de clasificaciéon obtenido. Las técnicas de potenciometria y voltametria
de pulsos no mostraron resultados satisfactorios, ademas de emplear un
mayor tiempo en el proceso de limpieza de electrodos y realizacion de

medida.

The classification of the raw material (fat, lean and semi-fat) for the
manufacturing of dry cured ham, given by the partner company was
verified. The obtained ratios for the salting time process were for raw
lean and semi-fat pork hams 1,34 day/Kg, and for raw fat hams 1,16
days/Kg. It was observed that the use of the tray salting technique
showed a saturation of the outer areas of the pieces after 16 days for fat
pieces and 20 days for lean and semi-fat pieces, which greatly reduced

the salting process.

The sensors based on impedance spectroscopy, potentiometry and pulse
voltammetry techniques were able to discriminate groups between fat
and lean pieces. Semi-fat pieces, due to their physicochemical
characteristics were randomly placed within groups generated for fat
or lean pieces. The impedance spectroscopy sensor showed the best
performance, and with the reduction on the length of the measurement
suggested in the study, it could be considered as an adaptable sensor

for the selection of raw materials for the production of dry cured ham.
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Nevertheless, it is necessary to extend the studies to improve the
reliability of the obtained classification.
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4.3. ESTUDIO DE LA CAPACIDAD DE LOS SENSORES
ELECTRONICOS PARA LA CARACTERIZACION DE
LAS PIEZAS DURANTE LA ETAPA DE POST-
SALADO

Para el desarrollo del estudio de post-salado se utilizaron las piezas
medidas en la etapa anterior (seleccion de materia prima). Se evalu6 la
capacidad de los equipos electronicos para caracterizar los perniles
durante esta etapa. Los sensores fueron revisados y ajustados en los
laboratorios del departamento de Ingenieria Electronica de la
Universidad Politécnica de Valencia a partir de la informacion obtenida.
En esta etapa se salaron los perniles bajo los ratios de salado
establecidos en el punto anterior: 1,16 dias / Kg de pernil para aquellos
en los que se utilizd materia prima grasa y de 1,34 dias/Kg de pernil para
los que se utiliz6 materia prima magra y semigrasa. A diferentes tiempos
de post-salado (8, 10, 12 y 14 semanas) se tomaron muestras de las zonas
de analisis “A”, “B” y “C”, del corte central de los perniles, las que se
evaluaron inicialmente con los sensores electronicos y posteriormente,
tras su picado y homogeneizado, se les realizaron las determinaciones
fisicoquimicas. Adicionalmente, se efectuaron determinaciones
fisicoquimicas a la zona denominada “R”, obtenida del triturado de la
totalidad del magro de las piezas, para conocer el promedio de todo el

pernil.

En este estudio se evalu6 la influencia del tiempo a las 8, 10, 12 y 14
semanas de post-salado, la influencia del tipo de materia prima utilizada
en el ensayo (grasa, magra y semigrasa) y las zonas de analisis “A”, “B” y
“C”.
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4.3.1. Caracterizacion fisicoquimica

Variacion de masa (AMP®post-salado)

La variacion de masa total a cada tiempo de toma de muestra del post-
salado (AMOpost-salado) S€ €xpreso con el parametro AM°Opost-salado, indicando
los kilogramos de masa que varian entre la toma de muestra durante el
post-salado y el inicio del proceso de elaboracion, respecto a los
kilogramos de cada pieza. Al analizar el comportamiento de las mermas
de los perniles durante el post-salado, se observé que los perniles grasos
redujeron, para cada tiempo de toma de muestra, menos peso que los
perniles magros y semigrasos (Figura 37). El valor medio alcanzado al
final de la etapa (AMO postsalado) para las piezas grasas de -0,178 Kg +
0,007; de -0,200 Kg + 0,006 para las piezas magras, y de -0,205 Kg +
0,004 para las piezas semigrasas. Valores similares fueron encontrados
por otros autores en los que el post-salado fue efectuado durante 50 dias

[20][147].
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Figura 37. Variacién de masa total (AM? = AMM" + AMN2¢! ) a las 8, 10,
12y 14 semanas de post-salado. Valores promedio + SD.

Como se observa en la Figura 38, en los tres casos existi6 un mayor
incremento en la pérdida de peso entre las semanas 10 y 12, el cual se
produjo como consecuencia de un ligero cambio en la humedad relativa
de la camara. El incremento en la merma de peso de los perniles
aumento la concentracion salina de las zonas maés externas y favorecio6 la

difusién de la sal hacia las zonas mas internas.

Determinacion de la raz6n masica de grasa (X6 b.s. s.g)

Para expresar el contenido de grasa interna se recurri6 al parametro X6
b.s. s.g., con la finalidad de utilizar una base comun en la comparacion.
La Tabla 9 muestra los resultados de la determinacién del contenido de
grasa en base seca sin grasa (XC¢ b.s. s.g.) para las zonas de analisis “A”,
“B”y “C”, de los perniles a las 8, 10, 12 y 14 semanas de post-salado. En

general, el contenido graso de las piezas grasas present6é valores mas
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altos frente a las piezas semigrasas y magras. Al evaluar la diferencia de
grasa entre zonas, se not6 que la zona “C” suele tener una mayor
cantidad de grasa frente a las zonas “A” y “B” como consecuencia de la
proximidad de los musculos de la zona “C” a una gran capa de tejido
adiposo subcutaneo.

Tabla 9. Grasa en base seca sin grasa (X¢ b.s. s.g.), para las zonas de

analisis para la materia prima (grasa, magra y semigrasa), valores
promedio + SD.

Mat.
Semanas . A B C
Prima
G 0,118+0,01431 0 0,149£0,033311s- 0,125+0,03531 1.
8 M 0,054+0,036b1 s 0,092+0,023b1ns. 0,070+0,031b11:s.
S 0,065+0,070b1 1 0,076+0,071b110s. 0,081+0,087b1ns.
G 0,102£0,04131ns. 0,102£0,01831ns. 0,145+0,03632ns.
10 M 0,093+0,01721" 0,107+0,02231" 0,109+0,024"
S 0,084+0,0163"" 0,101+0,0313"" 0,133+0,044ab2"
G 0,165+0,03821ns. 0,157+0,030311s. 0,148+0,04131ns.
12 M 0,081+0,038b! 0,108+0,0292! 0,076£0,04521
S 0,094+0,101P! 0,115+0,12931 0,115+0,13421
G 0,127+£0,054a12 0. 0,169+0,03132ns. 0,128+0,02631 1.
14 M 0,098+0,026b" 0,101+0,022b1" 0,116+0,02521"
S 0,096+0,0072b1* 0,157+0,010b2" 0,106+0,035312"
a * * *

Nivel de significancia (a): n.s.: no significativo; * p<0,05.

Letras iguales dentro de la misma columna indican la pertenencia a grupos homogéneos;
letras distintas indican la existencia de diferencias significativas.

Numeros iguales dentro de la misma linea indican la pertenencia a grupos homogéneos;
numeros diferentes indican la existencia de diferencias significativas.

Respecto a la cantidad de grasa de los perniles se sabe que cuanto mas
elevado sea el contenido en grasa (ya sea interna o externa) menos
cantidad de magro tendran para un mismo peso. Por lo anterior, y dado

que la mayor parte de la sal captada por los perniles se deposita en la



114 Resultados y discusion

zona magra de las piezas, ya que la difusividad de la grasa es casi 20
veces menor que en el magro por la elevada cantidad de agua de este
[148], los perniles con altos porcentajes de grasa necesitardn menos
tiempo de salado que los perniles con bajos porcentajes de grasa. Para
comparar con mayor facilidad el contenido graso de las piezas en
estudio, en la Figura 38 se observa el contenido de grasa en base seca sin
grasa de la zona “R” de cada materia prima. Existieron diferencias
estadisticamente significativas (p-value<0,05) entre las piezas magras y
las grasas. Las piezas semigrasas mostraron valores intermedios
pudiendo ser clasificadas en cualquiera de los otros dos grupos. Los
valores obtenidos fueron similares a los presentados en el apartado

anterior, en el punto referente a la caracterizaciéon del producto final.

0,25 -
0,23
0,21
0,19
0,17
0,15

0,13

Xsb.s. s.g.

0,11 |
0,09 |

0,07 |

0,05

Semanas

Materia prima: grasa (), magra () y semigrasa (A).

Figura 38. Grasa en base seca sin grasa (X¢ b.s. s.g.) de la zona “R”.
Valores promedio + SD.
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Determinacion de la razon masica de agua (Xw b.h.)

La Figura 39 muestra para cada tipo de materia prima y zona de analisis
las medias de XV b.h. y las barras de desviacion estandar a los cuatro
tiempos de post-salado. Como se observa, la cantidad de agua promedio
de las piezas (zona “R”) fue disminuyendo con el tiempo de post-salado
como consecuencia del proceso de secado que sufrieron estas. No
exisitieron diferencias en la cantidad de agua de las muestras para todos
los tiempos (Tabla 10). Este resultado explicaria porque los perniles
grasos perdieron menos peso durante el post-salado. Debido a que la
cantidad de agua total de los perniles es menor, y al ser también menor
la cantidad de magro de estos, la concentracion de agua durante el post-
salado se mantuvo constante, ya que la relacion Kg totales de agua

perdida frente al peso total del jamoén fue menor.
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Figura 39. Humedad en base htimeda (X“b.h.) para las diferentes
zonas de las muestras evaluadas a las 8, 10, 12 y 14 semanas de
post salado. Valores promedio + SD.

Como se observa en la Tabla 10, las variables tiempo y zona fueron
estadisticamente significativas (p<0,05), asi como la interaccién “tiempo
¥ zona” y “tiempo * materia prima * zonas”. En cambio no lo fue la
variable materia prima ni las interacciones “tiempo * materia prima” y
“materia prima * zona.” Asi, independientemente del tipo de materia
prima y para todos los tiempos en estudio, existi6 un mayor contenido
en agua en las zonas “C” con respecto a la “B” y a la “A”, que fue la que
presentd una menor concentracion. Al igual que ocurrio con la zona “R”,
para cada una de las zonas existi6 un descenso de la cantidad de agua de
las muestras con el tiempo, lo cual es razonable, dado el resultado
observado para “R” (promedio de todo el pernil). Cuando se compararon

los valores de agua entre las diferentes materias primas, para una misma



Resultados y discusion 117

zona, solo en el caso de la zona “A” se observaron diferencias
significativas (p-value<0,05), tal vez como consecuencia de que es esta

zona la que sufre mayores variaciones al ser la mas superficial.

Tabla 10. ANOVA para la influencia del tiempo (A), tipo de materia
prima (B), zona de muestreo (C) e interacciones sobre el contenido
de humedad en base himeda (X b.h.) durante el post-salado.

Variable a

A (Tiempo) wRE

B (Mat. Prima) n.s.

C (Zonas) wHH

A*B (Tiempo* Mat.Prima) n.s.
A*C (Tiempo* Zonas) w

B*C ( Mat.Prima*Zonas) n.s.
A*B*C (Tiempo* Mat.Prima*Zonas) *

Nivel de significancia (a): ns: no significativo; * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001.

Determinacion de la razon masica de sal en base seca sin
grasa (XNaClp,s. s.g.)

En el salado tradicional -salado en pila- la penetraciéon de la sal en el
pernil resulta favorecida por la formaciéon de una salmuera alrededor de
las piezas, generada a partir de la sal de la pila y el agua procedente del
pernil y de la humedad del aire, como consecuencia del gradiente de
potencial quimico generado. Es por ello que el pernil durante el salado
pierde agua a medida que va ganando sal [149]. En el caso de los perniles
salados en bandeja se asegura la formacion de la salmuera alrededor de
las piezas, manteniendo la humedad relativa de las caAmaras en torno a
un 98-99%. Para evaluar la presencia de sal en los perniles se utilizo el
parametro de sal en base seca sin grasa, a fin de poder comparar el
contenido total de sal a los distintos tiempos de post-salado entre las
diferentes materias primas y las zonas (perfil transversal del jamon:

zonas “A”, “B” y “C”) para cada materia prima. La Figura 40 muestra las
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medias de XNaCl b.s. s.g. y las barras de desviacion estandar a los cuatro

tiempos de post-salado para cada tipo de materia prima y zona de

analisis.
0,14 8 semanas| 0,14 - 10 semanas
. 0,12 A 0,12
CY |
% 0,10 - 0,10
% 0,08 - 0,08 -
o)
'C:g 0,06 - 0,06 -
EQ 0,04 - 0,04 -
0,02 - 0,02 -
A B C R A B C R
0,14 - 12 semanas 0,14 - 14 semanas
0,12 0,12 -
o0
% 0,10 - 0,10 -
¥ 0,08 - 0,08 -
£
5!“ 0,06 - 0,06 -
§< 0,04 - 0,04 -
0,02 - 0,02 -
A B C R A B C R

Categoria: grasa (M), magra (M), semigrasa (H).

Figura 40. Sal en base seca sin grasa (XNaCl b.s. s.g.) para las
diferentes zonas de las muestras evaluadas a las 8, 10, 12 y 14
semanas de post salado. Valores promedio + SD.

El anélisis del contenido de sal (XN2lb.s. s.g.) durante la etapa de post-
salado se realiz6 mediante el estudio estadistico de la interaccién entre
los tiempos de post-salado, de los tipos de materia prima utilizada y de
las diferentes zonas de estudio. Como se puede observar en la Tabla 11,
las variables “tiempo” y “zona” fueron estadisticamente significativas (p-
value<0,05), asi como la interaccidon “tiempo * zona”. Para un mismo
tiempo exisitieron diferencias significativas entre las distintas zonas de

un mismo pernil, reduciéndose estas con el tiempo y llegando a ser nulas
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a las 14 semanas de procesado, excepto la zona “C” de los perniles grasos.
Como se observa en la igura 40, al inicio (semana 8) la zona “A” fue la
que mostr6 una mayor concentracion salina, y la zona“C” la que menos.
Pero con el transcurso del tiempo y como consecuencia de la difusion
(sal hacia el interior y agua hacia el exterior del pernil) las zonas “B” y

“C” fueron incrementando su concentracion y “A” disminuyéndola.

La variable materia prima, asi como el resto de interacciones no
resultaron significativas (p-value>0,05) lo que demostraria que el
tiempo de salado fue el correcto en todos los casos, existiendo pequenas

diferencias como consecuencia de la heterogeneidad de los perniles.

Tabla 11. ANOVA para la influencia del tiempo (A), tipo de materia
prima (B), zona de muestreo (C) e interacciones sobre el contenido
de sal (XNaClh,s. s.g.) durante el post-salado.

Variable a

A (Tiempo) *
B (Mat. Prima) n.s.
C (Zonas) wHE
A*B (Tiempo* Mat.Prima) n.s.
A*C (Tiempo* Zonas) w*
B*C ( Mat.Prima*Zonas) n.s.
A*B*C (Tiempo* Mat.Prima*Zonas) n.s.

Nivel de significancia (a): n.s.: no significativo; * p<0,05 ** p<0,01; *** p<0,001.

Determinacion de la concentracion de sal en fase liquida
(ZNact)

Uno de los objetivos del post-salado es la difusion de la sal desde la zona
més externa de las piezas, en donde se encuentra en mayor
concentracion tras la etapa de salado, hacia el interior de las zonas del
pernil. Durante esta etapa, la concentracion de sal en la fase liquida
tiende a igualarse en todas las zonas [20][150] para que los cambios

fisicoquimicos y bioquimicos que dependen de la concentracién salina se
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den por igual en toda la masa de las piezas. Asi, para evaluar la difusion
salina durante el post-salado se procedi6 a realizar el estudio de la
concentracion de sal en la fase liquida durante toda la etapa de post-
salado. La Figura 41 muestra las zona de anélisis para cada tipo de

materia prima a los cuatro tiempos de post-salado.
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Figura 41. Valores de sal en fase liquida (ZNaCl) para las categorias de
las muestras evaluadas a las 8, 10, 12 y 14 semanas de post-salado.

El andlisis de ANOVA (Tabla 12) mostr6 que las variables “tiempo” y
“zona”, asi como la interacciéon entre ambas, fueron estadisticamente
significativas (p-value<0,05). Ni la variable “materia prima”, ni sus

interacciones presentaron diferencias (p-value>0,05).
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En términos generales, hubo una tendencia hacia la bisqueda de un
equilibrio salino (ZN2() entre las zonas en estudio. La sal de la zona
externa “A” tendi6 a penetrar hacia las zonas mas internas y el agua de
estas a difundir hacia “A”. Consecuentemente, la concentraciéon de “A”
disminuyo6, aumentando la concentracién en las zonas internas “B” y “C”
con el transcurso del tiempo del post-salado. La zona “B” fue la que
menos variaciones presentd como resultado de los fendmenos difusivos a
través suyo, dado que es un punto intermedio para la entrada de sal
hacia el interior de los perniles, y la salida del agua hacia el exterior. Al
final del post-salado (semana 14) no se observaron diferencias
significativas (p-value>0,05) entre las zonas de una misma materia
prima ni entre las materias primas, mostrando que el proceso de salado y

post-salado bajo las condiciones de procesado se realiz6 correctamente.

Tabla 12. ANOVA para la influencia del tiempo (A), tipo de materia
prima (B), zona de muestreo (C) e interacciones sobre el contenido
de sal (ZNaCl) durante el post-salado.

Variable a
A (Tiempo) wHH
B (Mat. Prima) n.s.
C (Zonas) wHE
A*B (Tiempo* Mat.Prima) n.s.
A*C (Tiempo* Zonas) FRE
B*C ( Mat.Prima*Zonas) n.s.
A*B*C Tiempo* Mat.Prima*Zonas) n.s.

Nivel de significancia (a): n.s.: no significativo; *** p<0,001.
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Determinacion de la actividad de agua (aw)

La actividad de agua es un parametro que esta relacionado con la
concentracion de solutos (Zsolutes) en la fase liquida de un alimento
[151][152]. La concentracion de solutos de la fase liquida esta formada en
gran parte por la sal que contienen las piezas al final del proceso de
salado, es decir, de la concentracion de sal alcanzada. Por consiguiente,
la mayor o menor aw de cada pieza esta relacionada con la menor o

mayor ZNacl,

La Figura 42 muestra los valores promedio de la actividad de agua a los
diferentes tiempos de post-salado, las materias primas y las zonas de
analisis dentro de cada pernil. El analisis de varianza (ANOVA) (Tabla
13) mostrd que tanto el tiempo de post-salado (8, 10, 12 6 14 semanas)
como el tipo de materia prima utilizada (grasa, magra o semigrasa) y la
zona de andlisis (“A”, “B” o “C”) influyeron significativamente (p-
value<0,05) en los valores obtenidos para el parametro de la actividad
de agua durante la etapa de post-salado. En contraposicion, las
interacciones entre los factores “tiempo * materia prima (AB)”, “tiempo *
zonas (AC)” “materia prima * zonas (BC)” y “tiempo*materia prima *
zonas (ABC)”, no resultaron estadisticamente significativas (p-
value>0,05), lo que indicaria que a lo largo del post-salado las tres
diferentes materias primas siguieron una misma tendencia con respecto

a los valores obtenidos de aw en las zonas de analisis.



Resultados y discusion 123

o, h 0, 1
99 8 semanas 29 10 semanas
0,98 1 0,98 -
097 7 0,97 1
0,96 1 0,96 -
. |0:95 ] oor
S 0,94 1 95
0,93 0,94 -
0,92 - 0,93 1
0,91 - 0,92 -
A B C R A B C R
099 1 12 semanas 099 7 14 semanas
0,98 - 0,98 -
0,97 - 0,97 1
0,96 - 0,96 -
33 9 9
0,95 0,95 -
0,94 1 0,94 -
0,93 - 0,93 -
A B C R A B C R

Categoria: grasa (M), magra (M), semigrasa (H).

Figura 42. Actividad de agua (aw) para las diferentes zonas de las
muestras evaluadas a las 8, 10, 12 y 14 semanas de post-salado.
Valores promedio + SD.

Durante el post-salado, y al igual que ocurria con los valores de ZNCl) el
valor de actividad de agua evidencié que las diferentes zonas de las
piezas tienden a igualarse, como resultado de la migracion de sal desde
la zona periférica hacia el interior del pernil, y al flujo de agua en sentido
inverso. Al final del post-salado (semana 14) los valores de la zona “A”

fueron ligeramente inferiores a los de “B” y sobre todo a los de “C”.

En conjunto los valores de a, disminuyeron durante la etapa de post-

salado, sin ser lo suficientemente bajos para proporcionar estabilidad a
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los perniles, por lo que es necesario una posterior etapa de secado en la
que se reduzca atin mas la ay.
Tabla 13. ANOVA para la influencia del tiempo (A), tipo de materia

prima (B), zona de muestreo (C) e interacciones sobre la actividad de
agua (aw) durante el post-salado.

Variable a

A (Tiempo) **

B (Mat. Prima) *
C (Zonas) wE
A*B (Tiempo* Mat.Prima) n.s.
A*C (Tiempo* Zonas) n.s.
B*C ( Mat.Prima*Zonas) n.s.
A*B*C (Tiempo* Mat.Prima*Zonas) n.s.

Nivel de significancia (a): n.s.: no significativo; * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001.

4.3.2. Caracterizaciones electronicas

Antes de que las muestras fuesen analizadas fisicoquimicamente se
procedié a realizar determinaciones electronicas con los sensores de
espectroscopia de impedancia y potenciometria. No se tomaron medidas
con la técnica de voltametria de pulsos debido a que la disminucion en el
contenido de humedad de las muestras dificult6 la adquisicion de la
sefial. Con los datos adquiridos mediante los sensores de potenciometria
y espectroscopia de impedancia se llevaron a cabo los correspondientes

andlisis multivariantes para observar el comportamiento de los sensores.

Espectroscopia de impedancia

El resultado de los anélisis estadisticos de las sefiales de impedancia no
mostrd ninguna agrupacion clara de las poblaciones en funcién del tipo
de materia prima. Se evidencié una agrupacion en funciéon de las zonas

evaluadas.
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Existi6 una tendencia de la sefial de las zonas a la agrupacion. A las ocho
y diez semanas (Figura 43) de post-salado, las medidas de la zona “A” se
ubicaron hacia la izquierda del componente uno (36,71%) mientras que
las medidas de la zona “C” se localizaron a la derecha del mismo
componente. Con el transcurso del tiempo esta diferenciacion fue
reduciéndose hasta llegar a desaparecer a las 12-14 semanas de post-
salado (Figura 44). El comportamiento de la senal, al igual que el de las
variables fisicoquimicas, tiende a igualarse entre las diferentes zonas,
expresando el equilibrio de concentracion al que se va llegando durante

el procesado.

PC2(27,35%)
PC2(33,38%)

PC1(36,71%) PC1(49.15%)

Zonas de analisis: “A” (O ), “B” (D) y “C” (A )

Figura 43. Analisis de componentes principales para los valores del
moédulo y de la fase de espectroscopia de impedancia, ocho semanas
(izquierda) y diez semanas (derecha) de post-salado.
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PC2(36,56%)

PC2(32,32%)

PC1(44,84%) PC1 (46,26%)

Zonas de analisis: “A” (O), “B” (D) y “C” (A )

Figura 44. Analisis de componentes principales para los valores de
modulo y la fase de espectroscopia de impedancia, doce semanas
(izquierda) y catorce semanas (derecha) de post-salado.

La Tabla 14 muestra el nimero de componentes total sugerido, el
porcentaje de varianza explicado y el acumulado para los cuatro tiempos
de post-salado con la sefiales de las tres materias primas.

Tabla 14. Resumen para el analisis de componentes principales. para

ocho y diez semanas de post-salado con el conjunto de valores de
modulo y fase, para las zonas de las materias primas.

% de varianza

PC 8 sem. 10 sem.
1 36,71 49,15
2 27,35 33,38
Total 64,06 82,53

Dadas las diferencias de la sefial que se observo durante las semanas
ocho y diez, y con la finalidad de poderla explicar, se realizaron
regresiones de PLS entre esta senal y los valores de los anélisis

fisicoquimicos (Tabla 15).
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Como se puede observar, los valores de los ajustes del coeficiente de
crosvalidacion obtenidos no alcanzaron valores altos, siendo los mayores
los generados para la humedad (R2CV X¥ b.h. = 0,63) y la actividad de
agua (R2CVay = 0,61). En cambio, los valores fueron bajos tanto para la
sal expresada en base seca sin grasa XN b.s. s.g., como para la

expresada en la fase liquida (ZNac),

Dados los bajos valores de R2CV obtenidos y con la finalidad de
mejorarlos, se procedi6 o realizar de nuevo el estudio PLS, pero esta vez
solo con las frecuencias mas significativas obtenidas mediante el
algoritmo de iPLS (Tabla 15). Como se puede observar, en todos los casos
se mejoraron los resultados, siendo también los mas altos los obtenidos
para la humedad (R2CV X% b.h. = 0,70) y para la actividad de agua
(R2CVay = 0,67).

Tabla 15. Resultados del PLS para valores de espectroscopia de
impedancia y los resultados de las determinaciones analiticas, para
toda la seial y la seleccion de las frecuencias iPLS a ocho y diez
semanas de post-salado.

Parametro N.LVs RMSEC RMSECV R2zCal R2CV

Frecuencias
X%b.h. 4 0,022 0,024 0,674 0,630
XNaClh g.5.g. 2 0,021 0,022 0,518 0,491

Toda

A 3 0,115 0,120 0,479 0,430
aw 3 0,009 0,009 0,632 0,611
X"Vb.h. 1 0,023 0,024 0,722 0,608
XNaClh g.5.g. 2 0,029 0,030 0,605 0,575

Seleccion iPLS
ZNaCl 2 0,013 0,014 0,696 0,654

Qw 4 0,009 0,009 0,690 0,672
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Mediante esta selecciéon se pudo mejorar el modelo de prediccion, pero
no lo suficiente como para que éste pueda servir para la prediccion de la
componente fisicoquimica evaluada y por tanto expresar con certeza que
las diferencias entre las senales fueron causadas por los parametros
fisicoquimicos evaluados. En cambio, si se podria afirmar que la sefial
esta afectada por el conjunto del sistema, pues como se refleja en la
Figura 45, en la que se muestran los valores observados y los predichos
por el modelo matematico utilizando la selecciéon de frecuencia por iPLS,
existe una relacion directa entre el agua de jamon, bien expresada como

humedad o como actividad de agua, y la senal.
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Figura 45. Valores predichos de humedad (izquierda) y actividad de
agua (derecha) con selecciéon de valores (iPLS) para las muestras a
ocho y diez semanas de post-salado.

Potenciometria

Después de realizar el proceso de filtrado de la sefial, ya expuesto en el
apartado del estudio de la viabilidad de sensores electrénicos para la
diferenciacion de distintitos tipos de materias primas, con la
informacion adquirida se procedié a realizar diferentes analisis de

componentes principales (PCA). El estudio no evidenci6é influencia del
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tipo de materia prima ni de las zonas en cada una de la materias primas.
Cuando se hizo el estudio con la totalidad de las senales para cada
tiempo, se observd una tendencia a la agrupacién de las poblaciones en

funcioén del dia de post-salado.

Se efectuaron los correspondientes analisis de componentes principales
obtenidos de los metales nobles y de los no nobles. Las Figuras 39 y 40
muestran los resultados del anélisis de las dos primeras componentes

para los electrodos de metales nobles y no nobles respectivamente.

10

PC 2 (14,06%)
o

20

PC1(49,01%)

Tiempo de post-salado: 8 (M), 10 (), 12 (A) y 14 (@) semanas

Figura 46. Analisis de componentes principales (PCA) para la
informacion potenciométrica de los metales nobles.

Como se puede observar en la Tabla 16, los mejores resultados se
alcanzaron cuando se evalud solo la sefial procedente del electrodo con

metales nobles, obteniéndose con las tres primeras componentes una
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varianza acumulada del 73,51%. En cambio, el electrodo formado con los
metales no nobles fue el que presenté una menor varianza (32,06%). Al
realizar el analisis de PCA utilizando la informacion de los electrodos de
metales nobles y de los no nobles conjuntamente, se explicoé un 51,59%
de la varianza de las muestras, se podria establecer que la informacién
procedente de los electrodos no nobles en vez de generar una sinergia,

produce un antagonismo del modelo de clasificacion.
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Tiempo de post-salado: 8 (Hl), 10 (), 12 (A) y 14 (@) semanas

Figura 47. Analisis de componentes principales (PCA) para la
informacién potenciométrica de los metales no nobles.

Como se observa en las Figuras 46 y 47, las sefiales obtenidas de las
piezas a ocho semanas quedaron separadas de las de catorce semanas

por la primera componente. La sefial procedente de los metales nobles
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explico un mayor porcentaje de varianza (49,01%) en relacion a los

metales no nobles (18,65%).

Tabla 16. Resumen para el analisis de componentes principales para
la senal de potenciometria a los tiempos de post-salado.

% de varianza

PC Nobles No nobles Nobles + No nobles
1 49,01 18,65 26,68
2 14,06 9,49 10,17
3 10,43 3,92 6,39
4 4,37
5 3,99
Total 73,51 32,06 51,59

Con la finalidad de encontrar entre los parametros evaluados el que
pudiera haber generado las variaciones con el tiempo de post-salado, de
la sefial del electrodo con los metales nobles (mayor varianza
acumulada), se realizaron las regresiones de PLS (Tabla 17). Los
resultados obtenidos mostraron valores de R2CV muy bajos, no
estableciendo ninguna evidencia de que pudiesen ser los responsables de
la diferencias en la senal. La diferenciacion de la sefial observada en los
analisis de PCA entre los ocho y catorce dias de post-salado, podria
haber sido generada por algin pardmetro no evaluado.

Tabla 17. Resultados estadisticos para PLS realizado con los valores

de potenciometria y los resultados de las determinaciones analiticas,
para las zonas de la materia prima.

Sem. Parametro N.LVs RMSEC RMSECV R2Cal R2CV

X" b.h. 1 0,038 0,039 0,303 0,031
tod XNaClh s, s.g. 1 0,028 0,029 0,486 0,019
oao

ZNaCl 1 0,138 0,141 0,612 0,028

aw 1 0,012 0,012 0,355 0,083
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4.3.3. Conclusiones (Conclusions)

En esta etapa del proceso se evidenci6 que el tiempo de salado
establecido en el apartado de la caracterizacion del proceso de salado
resultd adecuado. Los contenidos de agua, de sal y los valores de
actividad de agua en las zonas en estudio (zona “A”, la mas externa, zona
“B”, la mas cercana al hueso y la “C”, la mas interna), y la pérdida de
peso de las piezas durante esta etapa mostré valores esperados y

similares a los encontrados por otros autores.

Las diferentes materias primas no tuvieron efecto sobre las medidas
electronicas de las técnicas de espectroscopia de impedancia y
potenciometria estudiadas en la caracterizacion de la etapa de post-
salado. Otras variables han sido més influyentes sobre las respuestas
obtenidas. La técnica de espectroscopia de impedancia mostroé los
mejores resultados siendo capaz de generar sefiales diferentes entre las
zonas de analisis durante los dos primeros tiempos de post-salado, ocho
y diez semanas, en los que también se observaron diferencias
fisicoquimicas como consecuencia de la variacién en la concentracion

salina entre zonas.

El sensor de potenciometria permiti6é diferenciar entre los tiempos de
post-salado en los que se evidenciaron diferencias fisicoquimicas, pero
no se pudo correlacionar dicho cambio de sefial potenciometrica con

ninguno de los parametros fisicoquimicos analizados.

The post-salting lap has confirmed that the salting time sugessted in the
salting study was enough to reach the salt concentration target.
Obtained values of moisture content, salt content and water activity in

the areas under study ("A" the outer, " B " the closest to the bone area,
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"C" the inner ), and loss weight of pieces during this lap were expected

and similar to the values found by other authors.

The different raw materials had no effect on the impedance
spectroscopy and potentiometric responses for characterizing post-
salting stage; other variables would be more influential on the acquired
responses. The impedance spectroscopy technique showed the best
results being able to generate different signals between the evaluated
areas for the eight and ten post-salting weeks, where physicochemical
differences were observed due to the variation in salt concentration

between areas.

The potentiometric sensor allowed to differentiate between the post-
salting times, but there was no relation between the signals and the

physicochemical determinations analyzed.
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4.4. EVALUACION DE LA CAPACIDAD DE LOS
SENSORES ELECTRONICOS PARA LA
CARACTERIZACION DEL PRODUCTO FINAL,
JAMON CURADO

Como se mencioné en el apartado de materiales y métodos, en la etapa
de evaluacion del produco final se realizaron dos estudios. Mediante la
técnica de espectroscopia de impedancia, se analizaron jamones al final
de su proceso de elaboracion, para encontrar las relaciones entre la senal
y las determinaciones fisicoquimicas evaluadas. Con el sensor de
potenciometria, se analizaron jamones que presentaron problemas
sanitarios. Se utilizd la técnica potenciométrica por ser la Gnica que
dispone de un electrodo capaz de penetrar el jamoén curado sin destruir

la pieza.

4.4.1. Evaluacion de las caracteristicas fisicoquimicas

aplicando la técnica de espectroscopia de impedancia

En este estudio se analizaron jamones elaborados por la empresa antes
de que se establecieran las condiciones idoneas de procesado. Asi, se
utilizaron piezas de los tres tipos de materia prima (grasa, magra y
semigrasa), con un tiempo de salado de diez dias por Kg de peso para las
piezas grasas, y de 17 dias para las piezas magras y semigrasas, con un
post-salado de 90 dias y un curado hasta alcanzar un 35% de merma

acumulada.

Mediante las determinaciones fisicoquimicas y las determinaciones
electronicas se evalu6 la influencia del tipo de materia prima (grasa,
magra y semigrasa) utilizada en el ensayo, las zonas de analisis “A”, “B” y
“C” del corte central de los jamones, y la zona “R” obtenida del triturado

de la totalidad del magro de las piezas.
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4.4.2. Caracterizacion fisicoquimica

Determinacion de la razon masica de agua (X% b.s.)

La Figura 49 muestra las medias y la desviacion estandar para el
contenido de humedad de la materia prima y las zonas de anélisis. Al
hacer el analisis multifactorial (Tabla 18) se observd que los factores
materia prima y zonas presentaron diferencias significativas (p-
value<0,05), pero la interaccion “materia prima * zona” no fue

significativa.

X% b.h.

A B C R

Categoria: grasa (M), magra (M), y semigrasa (H).

Figura 48. Humedad en base humeda (XV b.h.) para las diferentes
zonas de las muestras evaluadas de jamones curados. Valores
promedio + SD.

Los jamones de la categoria grasa fueron los que presentaron los
menores valores de humedad. Este resultado, como se evidenci6 en los
apartados anteriores, esta relacionado con el mayor contenido de grasa
presente en las piezas grasas frente a los jamones magros y los

semigrasos. La mayor presencia de grasa esta relacionada con una



136 Resultados y discusion

menor cantidad de agua, para un peso constante. Dado que la merma fue
igual para todos los jamones (aproximadamente 35%), los jamones
grasos fueron los que tuvieron que perder mas agua (en valores

relativos), luego los semigrasos y finalmente los magros.

Tabla 18. ANOVA para la influencia del tipo de materia prima (A),
zona de muestreo (B) y las interacciones entre los factores (A*B),
sobre la humedad en base humeda (X* b.h.) en jamones curados.

Variables a
A Mat. Prima wxX
B Zona HEx
A*B (Zona*Mat. Prima) n.s.

Nivel de significancia (a): n.s.: no significativo; *** p<0,001.

Evaluando las zonas analizadas, el contenido de humedad (X* b.h.) de la
zona “A”, la més externa, present6 los valores mas bajos. Al estar esta
zona del jamén en contacto directo con el ambiente experimentd la
mayor deshidratacion. Las zonas “B” y “C” presentaron valores similares,

para cada una de las materias primas [22].

Determinacion de la razon masica de sal en base seca sin
grasa (XNaClp,s. s.g.)

La Figura 50 muestra las medias y la desviacion estandar para el
contenido de XNeCl b.s. s.g de las tres materias primas y las zonas de
analisis. El analisis multifactorial (Tabla 19) mostré céomo solo el factor
“materia prima” present6 diferencias significativas (p-value<o,05),

siendo los valores de sal para los jamones grasos, en todas las zonas de
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analisis, menores que los obtenidos para los jamones semigrasos y

grasos.

XNaClh g. 5.8.

A B C R

Categoria: grasa (l), magra (M), y semigrasa (H).

Figura 49. Sal en base seca sin grasa (XMNaCl b.s. s.g.) para las
diferentes zonas de las muestras evaluadas de jamones curados.

Valores promedio + SD.

Después de lo observado en el estudio del tiempo necesario para realizar
un salado en bandeja, el resultado fue el esperado, dado que los perniles
grasos fueron salados durante poco tiempo (diez dias respecto a los
catorce dias definidos en el estudio, 1,16 dias/Kg pernil) y los semigrasos

y magros en el tiempo correcto (en el estudio se han fijado 17 dias, 1,34

dias/Kg pernil).

Tabla 19. Influencia del tipo de materia prima (A), zona de muestreo
(B) y las interacciones entre los factores (A*B), sobre la sal en base
seca sin grasa (XNaCl b.s. s.g.) en jamones curados.

Variables a
A Mat. Prima **
B Zona n.s.
A*B (Zona*Mat. Prima) n.s.

Nivel de significancia (a): n.s.: no significativo; ** p<0,01.
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Determinacion de la actividad de agua (aw)

La Figura 51 muestra las medias y la desviacion estandar para el
contenido de actividad de agua de las tres materias primas y las zonas de
analisis. El analisis multifactorial (Tabla 20) mostré que los factores
“materia prima” y “zona”, asi como la interaccion entre ellos, fueron

significativos (p-value<0,05).

Los jamones grasos mostraron los menores valores de actividad de agua.
Los resultados fueron generados por la mayor deshidratacion
presentada, y no por la cantidad de sal presente en las piezas, ya que
como se menciond anteriormente, fueron los que menor concentracion
alcanzaron. Asi, los jamones magros con la menor dehidratacion fueron
los que tuvieron mayores valores de actividad de agua, por encima de
0.91, valor limite que reduce el riesgo asociado al crecimiento de la

mayoria de microorganismos patogenos [153].

El estudio de las zonas mostr6 como la zona “A”, con mayor
deshidratacion (Figura 49), fue la que present6 menores valores de a.
seguida por la zona “B” y finalmente la “C” que present6 los mayores

valores.
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Categoria: grasa (M), magra (M), y semigrasa (H).

Figura 50. Actividad de agua (a.) para las diferentes zonas de las
muestras evaluadas de jamones curados. Valores promedio + SD.

Con base en estos resultados y al igual que otros autores [152], se podria
afirmar que a medida que avanza el proceso de elaboracién del jamoén
curado la actividad de agua se ve influida en mayor medida por la matriz
proteica del jamon; es decir, a medida que las piezas se deshidratan,
entran en juego otras fuerzas reductoras de la actividad de agua como es
la interaccion con la matriz proteica, no siendo tan influyente la mayor o

menor presencia de sal.

Tabla 20. ANOVA para la influencia del tipo de materia prima (B),
zona de muestreo (C) y las interacciones entre los factores (A*B),
sobre la actividad de agua (a.) en jamones curados.

Variables a
A Mat. Prima e
B Zona Fxx
A*B (Zona*Mat. Prima) *

Nivel de significancia (a): * p<0,05; *** p<0,001.
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4.4.3. Caracterizacion electréonica de las muestras aplicando la

técnica de Espectroscopia de Impedancia

Se evalu6 el desempeiio del sensor de espectroscopia de impedancia para
la caracterizacion de jamones curados. Se realizé un estudio de la senal,
diferenciando los valores que componian la sefial de impedancia (valores
de moédulo y de fase por separado) y con el conjunto de la informacion
(valores de moédulo + fase). Adicionalmente, se seleccionaron los

intervalos de las frecuencias en los que se dio la mejor respuesta.

Una vez filtradas y procesadas las senales se procedio a la realizacion del
analisis de componentes principales (PCA) considerando el tipo de
materia prima (grasa, magra y semigrasa) y zonas de analisis. La Figura
52 muestra los resultados del analisis utilizando los valores del médulo y
de la fase de la sefial. Se observaron tendencias a agrupaciones por
materia prima, (piezas magras agrupadas en la parte negativa del PC2,
limitada por linea roja discontinua) y por zonas de analisis (zona “A”
localizada en la parte negativa de la PCi1, limitada por la linea azul

discontinua).
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Figura 51. PCA para los valores de mo6dulo y fase de espectroscopia
de impedancia en funcion de tipo de materia prima y zona de
analisis.

Teniendo en cuenta este resultado se procedié a realizar el estudio en
funcion de la materia prima y de la zona de anélisis. Los resultados para
la materia prima mostraron una mala agrupaciéon de las poblaciones.
Cuando se tuvo en cuenta las zonas, con los tres primeros componentes
principales se explico una varianza del 93,47%: PC1 (70,59%), PC2
(12,62%) y PC3 (10,25%). En la figuara 53 se muestra la representacion
de los dos primeros componentes. Como se observa, el primer
componente fue capaz de discriminar entre los valores procedentes de la
zona “A”, de los de la zona “C”, localizando los de la zona “B” entre

ambos.
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Figura 52. Anilisis de componentes principales para los valores de
moédulo y fase de espectroscopia de impedancia en funcién de las

zonas de analisis.

La Figura 54 muestra la media de las sefiales para los valores del modulo

(izquierda) y la fase (derecha) de las tres categorias de materia prima,

agrupando las senales en funcion de la zona de analisis. Se aprecio una

diferenciacion entre las senales de cada zona. Asi, la senal aument6 de la

zona mas interna (zona “C”) a la més externa (zona “A”).
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Figura 53. Seiial de impedancia para las tres categorias de jamones,
valores de médulo (izquierda), valores de fase (derecha).

La Figura 55, a modo de ejemplo, muestra la fase de la senal para la

totalidad de las medidas realizadas para cada una de las zonas en los

jamones de la categoria grasa. Se observo que a frecuencias entre los 25

kHz, y los 900 KHz existi6 una diferenciacion entre las sefiales. La

respuesta de la zona “A” present6 mayores valores que la “B”, seguidos

por la zona “C”.
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Figura 54. Seiial de la fase de impedancia para cada zona de analisis,
para cada una de las muestras evaluadas del grupo de jamones
grasos.

Con la finalidad de evaluar la informacién electronica y la relacién con
las determinaciones fisicoquimicas realizadas (X¥b.h., XNaCl b s. s.g. v aw)
que pudiesen generar variaciones de la senal, del modo que lo han
expresado los analisis de componentes principales, se procedio a realizar
una regresion de PLS entre los parametros fisicoquimicos y los datos
electronicos del modulo y la fase de cada una de las zonas (“A”, “B” y “C”)

de los tres tipos de jamon (grasos, magros y semigrasos).

Los resultados obtenidos para el PLS (Tabla 21) mostraron céomo la
actividad de agua (R2CV=0,88) y el contenido de humedad (R2CV=0,76)
de las zonas analizadas tuvieron valores de correlaciéon elevados, siendo

menores los encontrados para la cantidad de sal (R2CV=0,50).
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Con la finalidad de mejorar el modelo a fin de que éste pueda ser mas
rapido e incluso mas efectivo, se procedié a realizar una seleccion de
frecuencias mediante el algoritmo iPLS. Una vez obtenidos los
resultados, se volvi6 a realizar la regresion con las frecuencias
seleccionadas. Los resultados se muestran en la Tabla 21. Al trabajar con
los intervalos significativos de la senal, mejoraron los resultados
estadisticos, siendo el parametro actividad de agua (aw) el que presentd
el mejor ajuste, con un coeficiente de correlacion de 0,93 y un coeficiente
de validacion cruzada del 0,91. Los intervalos comprendidos desde los
300 Hz hasta los 80 kHz explicaron de mejor manera la caracterizacion
de la actividad de agua (aw); entre los 850 Hz y los 185 kHz la
caracterizacion de la humedad (X" b.h.), y de 800 Hz hasta 800 kHz la
caracterizacion de la concentracion salina (XN b.s. s.g.). La reduccion
del nimero de frecuencias a las que se mide una muestra, reduce el
tiempo de una medicién, aspecto muy importante cuando se trabaja en
linea de produccion.

Tabla 21. Influencia del tipo de materia prima (B), zona de muestreo

(C) y las interacciones entre los factores (A*B), sobre la actividad de
agua (aw) en jamones curados.

Frecuencias Parametro N°LVs RMSEC RMSECV R2Cal Rz CV

Xvb.h. 3 0,037 0,039 0,789 0,763

toda XNaClh s, s.g. 1 0,011 0,011 0,525 0,501

Aw 4 0,005 0,006 0,908 0,877

XV b.h. 2 0,038 0,039 0,779 0,768

Selecciéon iPLS  XNaClp.s.s.g. 2 0,011 0,011 0,552 0,531

aw 6 0,004 0,005 0,928 0,906
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4.4.4. Evaluacion electréonica de jamones curados con
problemas higienico sanitarios aplicando la técnica de

potenciometria

En la industria jamonera, el “calado” hace referencia al proceso
mediante el cual las piezas, al final del curado, son evaluadas por un juez
experto a través de su olor. Mediante este procedimiento el juez valora
en cada uno de los jamones y de manera separada, la posible presencia
de olores andémalos que impidan la comercializacion del producto. En el
presente estudio se evalu6 la utilizacion de la técnica basada en la
potenciometria para conseguir una cala electronica que pueda mecanizar
el proceso y reducir la dependencia de personal entrenado. Se decidi6 la
utilizacion de la técnica de potenciometria por ser la tinica en la que se
pudo conseguir una sonda lo suficientemente resistente que pudiese
penetrar el jamon. Para tal fin, se utilizaron ocho jamones clasificados
por un juez de la empresa, como jamones en buen estado (patron) y 15
con presencia de olores anémalos (alterados). Se procedi6 a la toma de
datos electrdnicos introduciendo directamente la sonda potenciométrica
en el jamoén. Una vez conseguidas las medidas, se extrajo parte de la
muetra de forma aséptica para efectuar los anélisis microbil6gicos y

posteriormente, para los fisicoquimicos.

Caracterizacion fisicoquimica

La Tabla 22 muestra los valores promedio y desviacion estandar de las
determinaciones fisicoquimicas realizadas sobre las muestras de
jamones alterados y jamones patréon. No se presentaron diferencias
significativas (p-value>0,05) en ninguno de los parametros

fisicoquimicos estudiados. Los resultados obtenidos eran previsibles,



Resultados y discusiéon 147

dado que todos los jamones procedian de un mismo lote y se elaboraron
mediante el mismo proceso y bajo las mismas condiciones. Tanto los
valores de sal como de actividad de agua obtenidos fueron similares a los
presentados por otros autores [22]. Aunque no se presentaron
diferencias significativas, el contenido de sal de los jamones alterados
fue ligeramente superior al de los jamones patron, lo que desde el punto
de vista tecnologico deberia reducir el riesgo de una proliferacion de
microorganismos durante las primeras etapas.

Tabla 22. Humedad en base hiimeda (XV b.h.) , grasa en base seca sin
grasa (X¢ b.s. s.g.), sal en base seca sin grasa (XNaCl b.s. s.g.) y

actividad de agua (aw) para los jamones alterados y jamones patron.
Valores promedios + SD.

Alterados Patron a

XY(b.h.) 0,557+0,0312 0,547+0,0242 n.s.
XS(b.s. s.g.) 0,016+0,0072 0,016+0,0082 n.s.
XNaCl(b.s. s.g.) 0,093+0,015% 0,079+0,0072 n.s.
XW(b.h.) 0,557+0,0312 0,547+0,0242 n.s.

Nivel de significancia (a): n.s.: no significativo.

Caracterizacion microbiolégica

La Tabla 23 muestra las medias y desviacion estdndar para las
determinaciones  microbiologicas. Se  presentaron diferencias
estadisticamente significativas (p-value<0.05) para los recuentos de los
microorganismos aerobios meso6filos, las bacterias microcociceas y la
flora halotolerante, siendo mayores para los jamones alterados en
relacion con los jamones patron. Estas bacterias son las predominantes
en el proceso de elaboracion del jamén curado, siendo responsables del
desarrollo de aromas desagradables [154][155]. Es sabido que un
nimero elevado de estas bacterias en etapas tempranas del proceso

generara un deterioro del producto. Las alteraciones causadas por este
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tipo de flora pueden enmascararse durante la maduracion y solamente
detectarse como aroma no adecuado en la evaluaciéon de control al final
del proceso, o incluso a veces durante el periodo de consumo, lo cual
supone una depreciacion de la calidad del producto [149]. Resulta
importante destacar que al final del proceso de elaboraciéon del jamén
curado, los microorganismos, causantes de la alteracion reducen su
nimero, al ser la actividad de agua del producto acabado poco adecuada
para su desarrollo [156]. Asi, los recuentos para los jamones alterados,
en comparacion con los obtenidos para los jamones patron, durante las
primeras etapas de la elaboraci6on, podrian haber sido mayores,

generando las alteraciones de cala que se observan en el producto final.

En referencia a los otros microorganismos evaluados, en el caso de los
Clostridium sulfito-reductores y de las enterobacterias no se aislaron
colonias en ninguna de las muestras evaluadas, mientras que los
recuentos obtenidos para las bacterias 4cido lacticas fueron inferiores al
limite de deteccion.

Tabla 23. Determinaciones microbioldgicas para jamones alterados
y jamones patréon. Valores promedios + SD.

Microorganismo Alterados (log ufc/g) Patrones (log ufc/g) a
Aerobios mesofilos 4,025+0,6522 3,279+1,004P ®
Halotolerantes 5,090+0,4282 4,137+0,793P ®
Micrococaceas 3,484+0,3692 2,416+1,520P *
Acido lacticas <2t <2 n.s.
Clostridium . .
Sulfitoreductoras ausencia ausencia -
Enterobacterias ausencia ausencia -

Nivel de significancia (a): n.s.: no significativo; * p<0,05.
<2T: recuentos menores a 2 log (cfug?)
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Analisis de la seial electronica (potenciometria)

Al realizar el andlisis de componentes principales (PCA) y compararlo
con la clasificacion de los jamones dada por la empresa (Figura 55), se
obtuvo que con los dos primeros componentes se explicod el 84,72%
(PC1=54,09%, PC2=30,63%) de la varianza de las muestras. El PC1
genero dos agrupaciones, localizando los jamones patron a su izquierda y

a los jamones alterados a su derecha.
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Figura 55. Analisis de componentes principales (PCA) para las
muestras evaluadas (jamones alterados y controles) y para la senal
de potenciometria para cada electrodo.
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Los valores potenciométricos obtenidos a partir del electrodo de plata
(Ag) estuvieron directamente relacionados con los jamones patrén,
mientras que los jamones alterados fueron agrupados principalmente
bajo la senal del electrodo de niquel (Ni). El electrodo de cobre (Cu) no

tuvo gran influencia en el anélisis.

La Figura 56 muestra el comportamiento para cada uno de los
electrodos. Como se observa, existié una clara variacion en el potencial
registrado por los metales niquel (Ni) y plata (Ag) para las medidas
adquiridas de jamones alterados y jamones patron, siendo maxima para
el electrodo de niquel (Ni). El electrodo de cobre (Cu) no presentd

variacion alguna.
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Figura 56. Senales potenciométricas generadas en los electrodos
plata (Ag), niquel (Ni) y cobre (Cu) presentes en la sonda.
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Con base en los resultados obtenidos se realiz6 nuevamente un PCA
excluyendo la informaciéon adquirida con el electrodo de cobre (Cu)
(Figura 57). El analisis realizado mejoro los resultados estadisticos. Con
los dos primeros componentes se explico un 86,09% de la varianza total
de las muestras (PC1 = 72,82%; PC2 = 13,27%). Al evaluar la relacién
entre las variables microbioldgicas (significativas) y la sal (que atn no
siendo significativa, fue superior para los jamones grasos) con los datos
potenciométricos obtenidos por los electrodos de plata (Ag) y niquel
(Ni), se observo que los valores del electrodo de niquel (Ni) fueron
correlacionados directamente con los resultados de las determinaciones
microbioldgicas y la sal (todos ellos en el cuadrante positivo del PC1). La
sefial obtenida con el electrodo de plata (Ag) quedd en el cuadrante

negativo de la PC1.

Los jamones alterados mostraron mayor contenido de sal, asi como
también, recuentos mas altos para las bacterias halotolerantes y
micrococaceas frente a los jamones patrén. Estos resultados presentaron
una relacion directa con la senal del electrodo de niquel (Ni), la cual
present6 mayores valores para los jamones alterados. La senal del
electrodo de plata (Ag) fue mas alta para los jamones control,
observandose un comportamiento inverso con los jamones alterados. La
disminucién del potencial de la senal del electrodo de plata (Ag) en
relacion con los jamones alterados pudo deberse a un alto contenido de
sal [157][158] y a la formacion de sulfuros como consecuencia de la
proliferacion microbiana [156]. El sulfuro de dimetilo produce una
disminucién en el potencial de la plata (Ag) [159] y, podria ser el
causante del incremento del potencial obtenido con el electrodo de

niquel (Ni) en los jamones alterados [160][161].
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Figura 57. Andlisis conjunto con las variables fisicoquimicas y
microbiolégicas de scores y loadings para PC1y PC2.

En este estudio se pretendi6 obtener una herramienta de clasificacion de
jamones, entre muestras aptas y no aptas, bajo parametros higiénico
sanitarios. Se procedi6 a realizar un estudio de PLS-DA para obtener el
modelo de clasificacion. En este caso no solo se utilizo6 la crosvalidaciéon
como herramienta estadistica para evaluar la bondad del modelo, sino

que, ademas, el modelo obtenido se test6 con nuevas muestras
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(jamones), las cuales no fueron utilizadas en la obtencion del modelo.
Con este proposito, la sefial electronica de cinco de los jamones
clasificados por la empresa como alterados y cuatro patrones, no se

utilizaron para el desarrollo del modelo, pero si para su validacion.

Como se muestra en la Figura 58 exisiti6 una buena clasificaciéon de las
muestras no utilizadas en la obtenciéon del modelo, es decir, las usadas
para la validacién, presentando buenos valores de correlacion de
calibracion (R2C=0,89) y de prediccion (R2P=0,90). Con base en estos
resultados, se podria decir que la herramienta basada en potenciometria
seria 1til en la clasificacion de jamones alterados. Dada la baja tasa de
muestras testadas es preciso realizar nuevos estudios con un mayor
nimero de muestras, que permitan obtener un modelo en el que se

emplee mas informacién y que confirmen los resultados obtenidos.
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Figura 58. Resultados del analisis de PLS-DA para la clasificacion
mediante lecturas potenciometricas de jamones curados alterados.
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4.4.5. Conclusiones (Conclusions)

El uso de la espectroscopia de impedancia como herramienta para el
control del jamo6n curado una vez elaborado, mostré su capacidad de
caracterizacién con base en la correlacion obtenida a partir de la
concentracion salina de las zonas analizadas (humedad y actividad de
agua). El equipo no diferencié entre los tres tipos de jamones curados

evaluados (grasos, magros y semigrasos).

El estudio mostré que la presencia de la “cala” en los jamones no es
atribuible al proceso de elaboracién desde el punto de vista de los valores
de sal y actividad de agua finales, dado que éstos fueron similares al de
los jamones patron, y a los obtenidos por otros autores. La presencia de
una mayor carga microbiana (microorganismos aerobios mesofilos,
micrococaceas y bacterias halotolerantes) indica que durante las
primeras etapas de elaboracion, en las que las piezas son muy inestables,

existié una contaminacion que genero posteriormente la alteracion.

Mediante el empleo del equipo de potenciometria se discriminé de
manera fiable los jamones alterados de los jamones no alterados, siendo
el metal niquel (Ni) el asociado a dicha discriminacién. Es necesario
profundizar en estos estudios con la finalidad de reducir el tiempo de
medida y desarrollar un equipo que pueda ser adaptable al proceso en

linea de una industria productora de jamones curados.

The impedance spectroscopy showed a good performance for
controlling the dry cured hams, it is based on correlation obtained from
the salt concentration (moisture content and water activity) in the
studied areas; the sensor did not discriminate between the types of

cured hams evaluated (fat, lean and semi-fat).
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The study showed that the presence of microbiological alterations on
hams are not attributable to the manufacturing process, there were no
significant differences between values of salt content and water activity
with altered and good quality hams, what is more, values were also
similar to those obtained by other authors. The presence of a higher
microbial loads (mesophilic, halotolerant and micrococcaceae bacteria)
in altered hams indicates that during the early stages of production
process, where pieces are very unstable, there was a high microbial

load that generated the alteration.
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5. CONCLUSIONES (CONCLUSIONS)

El salado en bandeja es un proceso en el que se generan cambios en la
velocidad de incorporacion de sal en las piezas procesadas, siendo el
tiempo necesario para este procedimiento de 1,34 dias/Kg de pernil para
piezas magras o semigrasas, y de 1,16 dias/Kg de pernil para piezas

grasas.

Los sensores estudiados han mostrado diferentes rendimientos
dependiendo de la etapa del proceso en los que se utilizaron. La
espectroscopia de impedancia ha sido la mejor herramienta para
caracterizar el tipo de materia prima (magra, semigrasa y grasa) y la
evaluacion de las etapas de post-salado y curado con base en las
diferencias que se generaron como consecuencia de las distintas
concentraciones salinas que se obtuvieron. En la etapa de post-salado, la
sefial de impedancia permiti6 comprobar el avance de la sal en las
diferentes zonas en estudio de los perniles, siendo bastante notorio el
cambio en el comportamiento de la senal entre las semanas diez y doce
de post-salado. En la etapa de curado los cambios de senal mostraron su
relacion con los diferentes valores de actividad de agua y el contenido de
humedad, pudiendo ser usado para definir el estado de curado. El sensor
de potenciometria mostr6 buenos resultados en la evaluacién higiénico
sanitaria de las piezas curadas, al diferenciar entre muestras de buena
calidad y muestras con alteraciones. Por su parte, el sensor de
voltametria de pulsos mostr6 una clasificacién de la materia prima, pero
dada la duracién de cada uno de los ensayos, lo hace inviable para un

procesado en linea.

La utilizacion de la técnica de espectroscopia de impedancia podria

ayudar en el control de las etapas de elaboracion de jamén curado,
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ademés de su capacidad para evaluar las diferencias entre
concentraciones que se tienen en las diferentes zonas de las piezas
durante su procesado. Es importante desarrollar una sonda que permita

el analisis sin la necesidad de toma de muestra.

La potenciometria, en la que si se dispone de una sonda de medida
directa (sin toma de muestra), permiti6 la discriminacion entre jamones
patron y jamones alterados, actuando como una “cala” electrénica. Se
hacen necesarios nuevos estudios que profundicen y confirmen los

resultados encontrados en la presente tesis doctoral.

Tray salting process generates changes in the speed of salt
incorporation in the processed pieces, being for raw lean and semi-fat
pork hams the needed time for this procedure 1,34 days / Kg, and for
raw fat hams 1,16 days / Kg.

The studied sensors showed different performance depending on the lap
of the process where they were applied. Impedance spectroscopy
showed the best result for the characterization of the raw material (fat,
lean and semi-fat), and on the evaluation of the post-salting and curing
laps based on the different obtained signals as a result of the salt
content variation. On the post-salting stage, the impedance signal
allowed to see the salting progress on the studied areas (“A”; “B” and
“C”) of the pieces, a noticeable change on the signal behavior was seen
in between ten and twelve post-salting weeks. In the curing lap, the
signal showed a correlation between values of the water activity and
moisture content, and can be used to define curing. The potentiometric
sensor showed good results in the discrimination of good quality and

altered samples. Meanwhile pulse the voltammetry sensor was able to
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do a classification of raw material, given the length of each

measurement process; it is unfeasible to be adaptable to the process.

The use of impedance spectroscopy technique could help for controlling
the dry cured ham manufacturing process in addition to its ability to
assess differences between salt concentrations in different areas during
processing. It is important to develop a probe that permits analysis

without destructive sampling.

Potentiometry technique which provides a direct measurement probe,
allowed the discrimination between good and altered hams, resulting

in an electronic sensor to control all the pieces in the production.

Despite the proper performance of the sensors, it is necessary to
increase the research in this area to improve the obtained results. In
order to obtain an adaptable sensor to the ham manufacturing process
that helps in the control of the process and guarantees acceptance from

the consumers.
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