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Preambulo

Gran parte de la investigacién expuesta en este trabajo de tesis doctoral se
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sistema de evaluacion del contenido de sal en jamon curado loncheado con
Tecnologia NIRS”, subvencionado por el Subprograma INNPACTO 2011 del
Ministerio de Economia y Competitividad de Espafia, en el que han colaborado la

compafiia CAMPOFRIO FOOD GROUP, S.L.y el CENTRO TECNOLOGICO CARTIF.

CAMPOFRIO es un grupo internacional de alimentacién y nutricién, que
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Resumen

El presente trabajo de tesis doctoral muestra la evaluacién del potencial de la
Espectroscopia de Infrarrojo Cercano (NIRS) como herramienta de analisis

aplicada a la industria del jamén curado.

La finalidad de este trabajo ha consistido en demostrar la viabilidad de la
tecnologia NIRS para el control de procesos y productos en tiempo real,
permitiendo minimizar los tiempos de analisis, adecuandose a las lineas de
produccién y aportando informacion sobre cada uno de los productos obtenidos.
En primer lugar, se han desarrollado varias aplicaciones de medida on-line sobre
producto final, para la determinacion de sodio en jamén curado loncheado y en
piezas enteras, que permite su clasificacion en funcion de dicho parametro. En
segundo lugar, se ha aplicado dicha tecnologia para el control y seguimiento del

proceso de curacion del jamdn con contenido reducido en sodio.

La optimizacion de los procesos mediante un sistema de medida on-line que
permitan obtener un control en la calidad y seguridad de los productos finales,
incluidos los productos fraccionados como son los deshuesados y loncheados, y
por otro lado, el reducir y conseguir el punto éptimo de sal en el jamdn curado,
ha supuesto una mejora tecnoldégica en el proceso de obtencién de un producto
tradicional de alto valor aifiadido, contribuyendo dentro del Programa Estatal de
Investigacion, Desarrollo e Innovacién Orientada a los Retos de la Sociedad, en el
marco del Plan Estatal de Investigacidn Cientifica y Técnica y de Innovacion 2013-
2016, al Reto social (R2) Seguridad y calidad alimentarias; actividad agraria
productiva y sostenible, recursos naturales, investigacién marina y maritima y esta
alineado con los objetivos que se pretenden conseguir en el Horizonte 2013-2020

dentro de este Reto social.



Los resultados derivados de esta tesis doctoral abren una via de investigacion
aplicada hacia la incorporacién de la tecnologia NIRS al control de parametros
durante el proceso de curacién del jamén sobre las piezas intactas. Para ello, se ha
presentado en la convocatoria de Retos Colaboracién 2015 del Ministerio de
Economia y Competitividad el Proyecto SERRANO que pretende garantizar la
calidad y homogeneidad de cada una de las piezas carnicas al final de su proceso
de elaboracion, basandose en el seguimiento y control de dos factores que
marcan la diferencia en un jamén correctamente curado, como son el grado de

curacion y la textura final.
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Introduccion

INTRODUCCION

El alimento tradicional forma parte de una importante categoria de productos
dentro del mercado de alimentacidn europeo. Este grupo de productos
representa un elemento clave en la ingesta diaria de alimentos, refleja la herencia
cultural y en consecuencia ha dejado su huella en los hdbitos alimenticios

europeos actuales (Trichopoulou et al., 2007).

Actualmente, el mercado de la alimentacidn esta centrado en la importancia del
valor nutricional y de la relacién entre alimentos y salud (Hersleth et al., 2011), lo
qgue implica una gran demanda por parte del consumidor de productos que
ofrezcan “algo mas”, como un alto contenido en fibra, bajos en grasas saturadas,
bajos en sal y reducidos en calorias. Se ha detectado que un fuerte interés en la
salud estd asociado a un bajo consumo de alimentos tradicionales, lo que sugiere
que en un futuro, esta categoria de productos se perciba como alimentos poco
adecuados desde el punto de vista de salud y valor nutricional. Ya en el afio 2000
y ante esta expectativa, Jordana (2000) expuso que la mayor amenaza para el
futuro de los alimentos tradicionales es una insuficiente adaptacién a los
requerimientos demandados por los consumidores. Sin embargo, existe todavia
un antagonismo entre tradicidon e innovacion, haciendo particularmente dificiles

innovaciones aceptables para este tipo de alimentos.

En 1992, la Comisidn Europea aprobd el Reglamento (CEE) 2082/92 relativo a la
certificacion de las caracteristicas especificas de los productos agricolas vy
alimenticios, cuyo objetivo es distinguir y proteger los alimentos tradicionales,
otorgandoles el calificativo de Especialidad Tradicional Garantizada (ETG) vy el
derecho a usar un logo expresamente pensado para distinguir esos alimentos de

los demas.
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Aplicacion de la tecnologia NIRS para la determinacion de sodio y pardmetros implicados en el
proceso industrial del jamoén curado

El Diario Oficial de las Comunidades Europeas L-291, de 13 de noviembre de 1999,
publicé el Reglamento (CE) 2419/1999 por el que se inscribe al "Jamon Serrano"
en el Registro de Especialidades Tradicionales Garantizadas (ETG), de acuerdo con

el Reglamento (CEE) 2082/1992.

El "Jamén Serrano" se convirtié asi en la primera Especialidad Tradicional
Garantizada de la industria alimentaria espafiola y también en la primera de la
Unién Europea (UE) con reserva de nombre (art. 13.2 del Reglamento (CEE)

2082/1992).

Asi pues, la concesion de la ETG para el "Jamén Serrano" supone el
reconocimiento de un producto excepcional que Espafia ha aportado al acervo
gastrondmico de la UE y que por sus especiales caracteristicas y por su calidad
intrinseca se ha hecho merecedor de la mejor distinciéon y proteccién que la

legislacién comunitaria le puede proporcionar.

Espafia es uno de los paises con una tradicion mds rica en la elaboracion vy
consumo de los mas variados embutidos y jamones. Las preferencias del

consumidor espafol estdan encabezadas por los jamones curados, serranos e

. o . ibéricos, siendo el primer elaborado
La industria jamonera espaiola

produce unos 33 millones de piezas | carnico de la cesta de la compra, con una

de jamon curado de cerdo blanco
/ cuota del 23 % en valor en los canales de

(sin incluir las paletas), que
representan un valor econémico de | alimentacion dentro del mercado espafiol.

unos 1.500 M€. Representa el 19,5 % de todas las ventas

de elaborados carnicos en volumen (Tabla 1) (http://www.anice.es) y el 32 % de la

facturacion total (Figura 1).
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Introduccion

Tabla 1. Mercado de elaborados carnicos en Espafa (noviembre 2012-2013).

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

Fuente: Nielsen (canales libre servicio y tradicional)

ETAM ON13 mTAM ON14

20,7213
14,413,8
¢ 11,6118 10,510,7 91 88 69 71 89 89
YORK PAVO FIAMBRES SALCHICHAS \ BLANCO IBERICO JSALCHICHON CHORIZO  SALAMI FUET BACON PIZZAS
-2% 3% 1% [ 8% 4% 3% 0% -2% 0% 4% 2% 1%
Concentracion Valor por Categorias TAM ON14 Fuente Bimestral Nielsen ON 14

Figura 1. Participacion por categorias de los elaborados carnicos (octubre-noviembre

2014)

En el mercado espafiol, en la categoria de jamén curado, blanco e ibérico,

CAMPOFRIO FOOD GROUP representa el 8,3 % en cuota de volumen (Figura 2).
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proceso industrial del jamoén curado

Concretamente la categoria de jamoén curado blanco representa el 9,0 % vy el

jamon ibérico el 5,5 %.

33,032,1
mTAMON13 TAMON14
79 83 7,6
7010 | 4946 50 4,9
. 007 | - 0810 0000 0606 1210 g
GCF CAMPOFIO NAVIDUL ELPOZO ARGAL CASADEMONT ESPUNA VILLAR MARPA MDD
CuotaVolumen Fuente BimestralNielsen ON 14

Figura 2. Participacion por empresa de la cuota de mercado en volumen de jamén curado

(blanco e ibérico) (octubre-noviembre 2014)

Tradicionalmente, el sector espafiol de jamones y paletas, ha sido un sector muy
atomizado, con pequefios y medianos operadores de cardcter semi-artesanal.
Aunque todavia quedan bastantes fabricantes que responden a ese perfil, durante
los ultimos afios se han registrado movimientos de concentracion que han
contribuido a crear algunos grandes grupos que con una gran diversificacién de
sus ofertas y estrategias de comercializacién, en las que el comercio exterior

resulta fundamental, han sabido situarse en la cipula empresarial.

Las exportaciones espafiolas, con 14.851 t, aumentaron un 10,1 % en los primeros
seis meses del afio 2014 con respecto al mismo periodo de 2013, en el que se
dirigieron al exterior 13.490 t de jamdn y paleta curados. Este incremento
también se vio reflejado en el valor de esta actividad econémica, alcanzando los

135 M€, un 10,2 % mas que en el mismo periodo del afo anterior.

En relacién a los mercados, Alemania, Francia y Portugal, con un peso conjunto
del 61,8 % durante 2014, siguen ocupando los primeros puestos, como mercados
destino con 3.797, 3.660 y 1.727 t exportadas respectivamente. Tras ellos se

situan ltalia, con 1.295 t, Bélgica con 477 t, Holanda con 382 t y México con 340 t.
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Por zona geografica, hay que sefialar que la UE sigue encabezando las
exportaciones y representa el 83,1 % del total exportado, mostrando un

crecimiento con respecto al mismo periodo del afio anterior del 79,4 %.

En cuanto a los paises de destino fuera de la Unidn Europea hay que mencionar,
por el apreciable aumento en las exportaciones de jamon y paleta curados, a
Japdn y Estados Unidos. Japdn se sitla en la décima posicion, alcanzando la cifra
de 228 t, lo que representa un crecimiento del 22 % con respecto al mismo
periodo de 2013. Por su parte las exportaciones a Estados Unidos, mercado que
ocupa la decimoprimera plaza del ranking, han aumentado un 18 % durante 2014,

llegando a las 225 t.

Estos datos muestran el creciente potencial del mercado exterior del jamodn
curado, por lo tanto, considerando este nivel de exportaciones y el consumo ya
existente en Espafia, la industria jamonera debe plantearse innovaciones en sus
procesos de elaboracién que atiendan mejor la demanda del actual y del futuro

consumidor.

+«+ El jamon curado y su proceso de elaboracion

El jamoén curado es un alimento exquisito con singulares caracteristicas
nutricionales y dado su proceso natural de elaboracidn, no contiene colorantes ni
aromatizantes y no requiere condiciones especiales de conservaciéon. Aunque no
existen alimentos que contengan todos los nutrientes esenciales para nuestro
organismo, el jamdn curado contribuye a cubrir muchos de ellos, ya que posee
unas cualidades nutricionales y organolépticas que le hacen ser un buen alimento,

dentro de una dieta equilibrada.

El jamén curado es una importante fuente de proteinas, la composicién de sus

aminodcidos es muy parecida a la composicién que finalmente usamos en la
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proceso industrial del jamoén curado

sintesis de nuestras propias proteinas, contiene todos los aminoacidos esenciales
que el cuerpo no puede sintetizar y que nuestro organismo precisa. También
aporta vitaminas del grupo B, especialmente B; (0,8 mg/100 g), B, (0,2 mg/100 g)
y Bs, de la que 100 gramos de jamdn proporcionan el 24 % del CDR (Consumo
Diario Recomendado). Por ello, el consumo de jamdn serrano contribuye a un
buen funcionamiento del metabolismo, el sistema nervioso y el cerebro. Ademas
es un alimento rico en minerales como hierro, zinc, potasio, calcio, y fésforo, del

que puede aportar el 30 % del CDR.

El jamdn serrano no tiene apenas hidratos de carbono y 100 gramos de jamédn
aportan Unicamente unas 160 kcal. Esto hace que sea un alimento que puedan
disfrutar tanto las personas que siguen una dieta normal como las que llevan

dietas hipocaldricas.

Por otro lado, el jamon serrano tiene alrededor del 4,5 % de grasa y un contenido

de sal comprendido entre el 5y 6 %.

La elaboracion del jamoén curado ha constituido desde tiempos inmemoriales una
forma de conservacion de la carne mediante el salado y posterior secado. El
producto que se obtiene al final del proceso viene condicionado por la materia
prima utilizada y por el proceso tecnolégico efectuado, por ello, desde hace
décadas la industria del jamdn curado, pese a tratarse de un producto tradicional,
ha venido mecanizando los procesos de manipulacion del producto para obtener
unos rendimientos mayores. Existen distintas técnicas de fabricacién de jamones
curados, pero basicamente todas ellas pretenden, por una parte, estabilizar el
producto para que pueda mantenerse a temperatura ambiente sin peligro para la
salud ni riesgo de alteracion y por otra, favorecer el desarrollo de las

caracteristicas sensoriales mas deseadas (olor, color, textura y sabor).
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1. Recepcion y

preparacion de las
materias primas La calidad es el resultado del efecto combinado

Verificacién de las de la composicion, las caracteristicas de la

caracteristicas higiénicas materia prima y las condiciones y duracién del
y de calidad procesado. En el jamdn curado la materia prima
representa mds del 70 % de la calidad del

producto final (Ventanas, 2012).

La cantidad de grasa y el peso del jamdn constituyen criterios que son utilizados
en la seleccién de la materia prima y determinan el tiempo de procesado del
jamon.

En los jamones ibéricos y en los jamones serranos de larga curacidn, la presencia
de grasa infiltrada y una cierta cantidad de grasa superficial frena el proceso de
secado e impregna la musculatura, de forma que durante su consumo se favorece
el proceso de masticacién, confiriendo una sensacién untuosa en la boca y un

flavor afiejo muy apreciado.

El pH de la carne constituye otro parametro importante que se debe considerar,
ya que afecta a la maduracién del jamdn, incluso dentro de un mismo jamoén los
valores de pH varian considerablemente entre musculos (Arnau et al., 1995). Un
valor de pH por encima de 6,2 no es aconsejable, ya que conlleva riesgos de
alteraciones microbioldgicas y defectos de curacidon, como jamones blandos o

pastosos.

La edad de los cerdos constituye otro aspecto a tener en cuenta, ya que puede
afectar, entre otros, al color, la cantidad de grasa, la resistencia de los musculos a
las tensiones del secado y la actividad de los enzimas proteoliticos (Sarraga et al.,

1993). La elaboracion de jamones curados se efectla a partir de piezas enteras o
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de partes del jamén. Las piezas enteras pueden ser presentadas de distintas

formas, la pata entera es tipica de los jamones ibéricos y de los serranos.

En Espafia, a diferencia de otros paises, es comun realizar un corte de la corteza
en forma de V. De este modo, no solo se consigue utilizar la corteza y la parte de
la grasa para otros fines, sino que ademas se logra una mayor estandarizacion del
espesor de grasa subcutdnea y se facilita la retraccién del magro durante el
secado asi como el corte de las lonchas de jamén. En los jamones espafioles se

mantiene el hueso coxal, que permite mantener la morfologia de los musculos.

El jamdn curado, por tanto, no es simplemente un producto salado y seco, sino
que es un producto madurado; lo cual implica profundos cambios quimicos y
bioquimicos durante su procesado con una marcada influencia sobre la calidad
(Ventanas, 2012). El proceso completo de elaboracién del jamén curado engloba

diferentes etapas: salazén, postsalado, secado y maduracion.

2. Salazon

La etapa de salado consiste en una incorporacién
de sal comun o cloruro de sodio, asociada a

Desangrado, nitrificacion
y salado diversos ingredientes o aditivos, cada uno de los

Lavado y cepillado cuales desempefia un papel complementario al
de la sal, tales como la disminucién de pH,
reduccion de la actividad de agua, formacién de nuevos compuestos quimicos,
etc. (Girard, 1988). La sal es esencial para la elaboracion del jamén curado, siendo
ademas la principal sustancia permitida. El sodio juega un papel importante en las

caracteristicas de producto final, tanto organolépticas como tecnoldgicas. En

relacién con las propiedades finales del alimento (Bello, 2008), podemos destacar:

A. Accion sobre el sabor, para hacerlo mas atractivo, aun en

concentraciones reducidas. El gusto salado es aportado por el catién Na® libre,
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Introduccion

aunque su intensidad viene dada por la dosis empleada. No es, sin embargo,
Unicamente el sabor salado lo que da importancia al sodio, sino su capacidad

potenciadora de otros sabores o ingredientes.

B. Accion sobre las caracteristicas del tejido muscular, interviniendo en
las caracteristicas de textura, al ejercer un doble efecto sobre sus proteinas
miofibrilares. De este modo, la sal incrementa la hidratacidon de las proteinas y

permite su solubilizacidn que potencia unas excelentes capacidades ligantes.

C. Accidn de conservacion y seguridad microbiolégica, la disponibilidad
de agua en el alimento es un factor critico en el crecimiento microbiano, la sal
actua provocando una reduccién en la actividad de agua mediante la extraccion
por 6smosis del agua de las células, tanto del propio producto como del
microorganismo en si y por lo tanto, es capaz de frenar la multiplicacion de
muchos microorganismos, entre ellos y con especial importancia el C. Botulinum.
Estos microorganismos son los causantes de alteraciones en el olor, sabor, textura

o apariencia del jamon.

Por otro lado, entre las sustancias empleadas en la salazdn intervienen, en menor
proporcién, nitratos y nitritos. La asociacidn de la sal con los nitratos facilita su
penetracidon en la masa muscular, activando la evolucidn experimentada por los
componentes quimicos del jamdn, hasta el punto de acelerar los procesos de
salazon y de secado y acortar los tiempos requeridos para ambas fases. Se ha
demostrado que el nitrato posee una actividad antimicrobiana muy especifica,
pues destruye las formas vegetativas de microorganismos anaerobios
esporulados, tales como Clostridium, evitando asi con seguridad las
toxiinfecciones botulinicas (Lorés & Rabinal, 2012). Por otra parte, contribuye a la
formacién y estabilidad del color de curado, ademas de participar en el aroma de

los productos curados y ejercer un cierto efecto antioxidante.
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El nitrato estd presente a niveles muy bajos en la carne (Wirth, 1984) y ha sido el
agente nitrificante preferido en productos de larga maduracién, ya que se va
transformando en nitrito por accidon bacteriana. Los nitritos pueden estar
implicados en la formacién de nitrosamina pero la baja cantidad de éstas no
constituyen un riesgo potencial. Sin embargo, el riesgo del crecimiento de

bacterias como el Clostridium Botulinum si que suponen un riesgo sanitario.

Para facilitar la penetracién de la sal, eliminar los restos de sangre presente y
moldear el jamén se efectia un masaje, que si bien puede hacerse manualmente,
normalmente se suele llevar a cabo con maquinas. Con ello, se aumenta la

superficie de absorcidn y se favorece la penetracién de la sal.

El recubrimiento con sal debe realizarse tan pronto como la temperatura alcance
un valor entre 1y 3 °C, ya que con ello se logra inhibir el crecimiento de bacterias

indeseables y disminuir el porcentaje de calas.

El proceso de salazdn se puede hacer mediante salado individual de los jamones
por su cara muscular (salado en bandeja) o bien mediante apilado en recipientes
de acero inoxidable (salado en tina), durante un tiempo aproximado de 1 dia/kg
para los jamones refrigerados. El apilado ocasiona una presién que es
especialmente elevada en los estratos inferiores, facilitando las pérdidas de agua,
pero provoca diferencias de presidon segun la altura a la que se encuentren las
piezas, con lo que se producen diferencias de salazén entre ellas seglin su
posicion. La sal que se suele emplear estd humeda y permite un salado correcto,
también la humedad ambiental es elevada lo que evita el resecado y facilita la
formacidn de una salmuera saturada en la superficie del jamén. Se recomienda

mantener una elevada humedad ambiental, normalmente superior al 90 %.

Antiguamente, los jamones eran desalados mediante inmersidén en agua para

eliminar el exceso de sal adquirido durante el largo periodo de salazdn. Sin
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embargo, actualmente al poder mantener una temperatura constante entre 1y 5
°C durante la fase de postsalado, se ha logrado disminuir la cantidad de sal
afiadida. En la elaboracién industrial del jamdn, el lavado se realiza Unicamente
para eliminar el exceso de sal exterior y las impurezas que pudieran quedar
procedentes de la sal del proceso de salazén. Posteriormente se sopla el exceso
de sal y se cepillan para eliminar la sal de los huecos donde haya podido quedar
pegada. Al final del salado los vasos sanguineos suelen contener una cierta
cantidad de salmuera, por lo que es recomendable efectuar un ligero prensado
para poder eliminarla junto con la sangre residual. Con el prensado y formateado

se puede también mejorar la uniformidad del corte del producto.

3. Postsalado
Como las piezas no han alcanzado al final de la
Homogeneizacién del primera fase de salado un nivel de estabilizacién
contenido de sal en deseable, debido a que la sal no ha llegado aln a

camaras controladas . .
muchas de sus zonas interiores donde la

humedad es elevada, puede ocurrir un desarrollo
bacteriano. Por tanto, las piezas no pueden pasar directamente a los secaderos,
donde las temperaturas son mas elevadas, sino que se impone mantenerlas

todavia durante un tiempo bajo la proteccién del frio.

La finalidad de la etapa de postsalado es conseguir un reparto de la sal por todo el
jamon, al tiempo que se logra una ligera deshidratacién. En el exterior del jamon,
la flora se vera afectada por las condiciones de humedad ambiental, observando
con frecuencia un crecimiento de flora fungica, mientras que en el interior, las
micrococdaceas pasan a ser la flora dominante. En esta fase se aconseja efectuar
una deshidratacién mas enérgica durante la primera y segunda semana, ya que

interesa disminuir la actividad de agua superficial para frenar el crecimiento de
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microorganismos indeseables. Las pérdidas de peso acumuladas obtenidas al final
de esta etapa suelen oscilar entre el 10 y el 15 %. Para obtener un secado regular,
la cantidad de agua que se evapora debe estar compensada por la difusién de
agua del interior al exterior del jamdn. La temperatura de esta fase deberia ser
inferior a los 5 °C hasta que en todos los puntos del jamén se haya alcanzado una

actividad de agua inferior a 0,96 (Leistner, 1985).

4. Secado y maduracion

Reduccion en secaderos Es importante que el proceso de salado continte

del contenido de agua e .
. . lentamente para que la difusién de la sal hacia el
desde el interior de la

pieza hacia el exterior interior predomine sobre la difusién de agua

hacia la superficie y solamente tenga lugar una

ligera pérdida de agua a la vez que se consiga un cierto equilibrio en el gradiente
de sal. La duracidn de la etapa de reposo es variable en funcidn del tamafo de la
pieza, la cantidad de magro exterior, el tipo de pulido y la grasa intermuscular e

intramuscular.

A lo largo de todo el periodo anterior, las piezas han ido perdiendo agua por
evaporacién superficial, con el consiguiente incremento de la concentracién salina
en dicha zona al final de la fase de reposo. Sin embargo la fase tecnoldgica mas
delicada es la etapa de secado y maduracién, que se lleva a cabo en secaderos o
bodegas en los que tiene lugar el proceso de desecacién paulatina, prosiguiendo

los fendmenos de protedlisis y lipdlisis que condicionan el aroma final.

Habitualmente se realiza un aumento creciente de la temperatura desde unos 10-
12 °C hasta alcanzar un maximo de 28-30 °C. Al aumentar la temperatura se

produce la fusion de la grasa interna que impregna el tejido muscular,
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constituyendo una de las caracteristicas tipicas de los jamones. Sin embargo, en
los ultimos afios se ha disminuido el tiempo de permanencia a alta temperatura
para poder disminuir la incidencia de jamones con textura pastosa y velo blanco,
que suponen un problema para la comercializacién de productos loncheados. Por
otro lado, es frecuente aplicar una fina capa de grasa que permite evitar el
agrietado, el encortezado (jamones con textura externa acortejada y con un grado
de curacién incorrecto con zonas frescas en las zonas internas del jamén), la
coquera (cavidad que aparece en la region de la articulacién coxofemoral del
cerdo) y el crecimiento de acaros (formacion de bolsas de acaros en las posibles
hendiduras y grietas de las piezas, principalmente en las coqueras, asociada
algunas veces con el desarrollo microbiano, que produce modificaciones en la
textura y desarrolla olores putridos). Esta aplicacién de grasa puede estar

precedida de un lavado y secado de la superficie (Arnau, 1998).

5. Clasificacion/Seleccién

En estas fases se procede a la verificacién de las

Verificacién y clasificacion  caracteristicas de los productos por catadores
de las piezas en funcion de
su textura, calado y

profesionales que evaltan visual y olfativamente

.. (calado) y mediante criterios objetivos como la
conformacion

determinacién de la merma y la actividad de
agua, si el jamon estd en su grado éptimo de curado. De no ser asi se puede
proceder a introducirlos de nuevo en los secaderos y ampliar la fase de

maduracién hasta que el jamén alcance el punto correcto de secado.

La produccion de jamdn serrano esta sujeta a la figura de calidad que representa
la ETG del “Jamdn Serrano” cuyo pliego de condiciones data del afio 1999
(Reglamento (CEE) 2419/99) donde se recogen los requisitos minimos de calidad

gue debe cumplir este producto. Esta ETG establece una calidad diferenciada que
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se evidencia tanto en los requerimientos para la materia prima (con unos minimos
de peso y nivel de engrasamiento) y una duracidn del procesado superior a los
210 dias (siete meses), como se recoge en el correspondiente Pliego de la ETG.
Por lo tanto, aunque el tiempo minimo de curacién estd en funcidn del peso de
cada pieza, nunca tiene que ser inferior a un periodo de siete meses desde la
fecha del salado. Una vez concluidas todas las fases del proceso, las piezas

curadas pueden ser consideradas estables y permanecer a temperatura ambiente.

6. Operaciones
adicionales En esta fase y una vez que el jamén ha alcanzado

Deshuesado su estado 6ptimo de maduracién, se le somete a

Troceado-Loncheado
Envasado-Empaquetado
Almacenamiento

varias operaciones adicionales, como puede ser

deshuesado, troceado y/o loncheado, para su

comercializacion.

En la Figura 3 se representa las etapas de elaboracion industrial del jamén curado.
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de .
Jamoén curado

Etapa 1

RECEPCION Y
PREPARACION DE
LAS MATERIAS
PRIMAS

SECADO Y PREPARACION DEL PRODUCTO

MADURACION PARA SU
COMERCIALIZACION

POSTSALADO

Figura 3. Proceso de produccién de jamén curado
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El jamdn curado se considera un producto eminentemente espafol que auna
calidad y tradicion. Uno de los mayores retos ante los que se encuentra este
sector es la integracion de este producto de la gastronomia tradicional en una
dieta mas saludable para el consumidor. Este producto suele contener entre un 5-
6 % de sal, y aunque este ingrediente es esencial en el proceso de curacion del
jamén debido a sus propiedades como conservante y potenciador del flavor,
aportando sabor salado, el exceso de sodio en la dieta influye directamente en la
presion arterial y por tanto, debe ser tenido en cuenta por las personas con

problemas cardiovasculares.

Por esta razdn, la industria carnica y concretamente la del jamon curado, esta
invirtiendo tiempo y esfuerzo en lograr reducir el sodio de sus productos,
mediante procesos de sustitucién parcial del cloruro de sodio por sales de otros
metales que aporten las mismas cualidades reduciendo los problemas de salud

derivados de la ingesta de sodio.

La modificacion de las sales de curado se plantea a través de la reduccién de sales
de sodio junto con la incorporacidn en el proceso de salazén de los jamones de
otras sales monovalentes como las de potasio o divalentes como las de calcio y

magnesio.

El uso de mezclas de sales con bajo contenido en sodio implica cambios
importantes en las etapas del proceso de curacién del jamdn (salado, postsalado y
secado-maduracion), debidos principalmente al diferente grado de penetracién y
de difusién de los cationes en el musculo y al retraso del proceso de disminucion
de la actividad del agua durante el postsalado, imprescindible para la siguiente

etapa de secado y maduracion.
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++ Tecnologia de Infrarrojo Cercano NIR

La verificaciéon de un proceso productivo y en consecuencia la aceptacion,
reprocesado o rechazo del producto final, dependen generalmente de los
resultados obtenidos en las pruebas realizadas en el laboratorio, por lo tanto,
primara la fiabilidad y rapidez de los métodos analiticos empleados, asi como su

coste.

El control de los parametros que habitualmente se llevan a cabo durante el
proceso de curacion del jamdn y sobre producto final, se realiza a través de

métodos analiticos destructivos que conllevan tres importantes consecuencias:

A. Es necesario realizar un muestreo, cuyos datos pueden ser o no
representativos del contenido real de cada parametro en los lotes de

jamones, debido a la alta heterogeneidad de los mismos.

B. La pérdida de producto debido a la destruccion de las muestras supone un
gasto econdmico para el fabricante. Estas pérdidas son incluso mayores en
el caso del jamén curado, a causa de su coste de produccion, tanto el
relacionado con las materias primas como el de un largo proceso de

produccién bajo condiciones controladas.

C. Eltiempo de respuesta no es inmediato y dificulta tomar decisiones durante

el proceso de elaboracion.

Las pruebas de calidad de los productos alimenticios son fundamentales a la hora
de garantizar unos estandares nutricionales y tecnoldgicos, especialmente en
productos como el jamdn curado, que si ya como materia prima es un producto
con elevado coste econémico, hay que afiadirle el coste del proceso de curado.
Las empresas del sector agroalimentario necesitan avalar la calidad y la seguridad,

garantizando los medios de control en fabrica, bien para asegurar el cumplimiento
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con la normativa aplicable o para ofrecer un producto que cumpla con los

requisitos de posteriores manipuladores o distribuidores.

La sal representa uno de los parametros criticos en un producto final tan

heterogéneo y con un alto valor afiadido como es el jamén curado y su control

constituiria una mejora tangible tanto para
El conocimiento de la ingesta de
sodio es una de las formas mds la industria, mediante la clasificacion
sencillas, eficaces y coste-efectivas
de reducir la prevalencia actual de
las enfermedades cardiovasculares | contenido en sodio, como para el cliente,
y debe ser una prioridad para las ] ] By
autoridades de salud piblica al que se le proporciona informacion
(AESAN, 2010).

cualificada de las piezas en funcién de su

precisa y veraz sobre el alimento que esta

adquiriendo, teniendo en cuenta la relevancia que el sodio tiene en su dieta.

El control de los parametros relacionados con el contenido en sodio del jamén
es esencial, pero no es sencillo. El jamoén de cerdo no es una materia prima
homogénea, existe una alta variabilidad entre las diferentes razas e incluso entre
individuos de la misma raza y procedencia. Debido a ésto, la penetracién de sal en
el jamén depende de la variabilidad de la materia prima, por lo tanto, se hace muy
dificil un control rapido de este parametro en los productos elaborados por la

industria.

Actualmente no existe ningln sistema de clasificacién de jamones en funcién del
contenido de sodio al final del proceso, ni de la determinacién de este parametro
en la linea de envasado de producto loncheado, debido a que no se dispone del
sistema de medida adecuado que proporcione el valor de sodio de manera on-line

y manteniendo la pieza o producto intacto.
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e Fundamento tedrico de la Espectroscopia de Infrarrojo Cercano (NIRS)

La Espectroscopia de Infrarrojo Cercano (NIRS) es uno de los principales avances
en tecnologias relacionadas con la industria agroalimentaria, aunque su campo de
aplicacion engloba otros sectores, tan diversos como el farmacéutico o
petroquimico. Aunque de momento no ha sido reconocido como método oficial,
su fiabilidad y precision hace que las empresas confien cada vez mds en sus
resultados, sirviendo como sistema de informacién de la calidad de los productos

y materias primas en tiempo real.

El andlisis de infrarrojo cercano es una técnica incluida en el campo de la
espectroscopia molecular, la cual estudia la interaccion de la radiacion

electromagnética con la materia.

La region del infrarrojo comprende el intervalo espectral entre 750 y 10° nm
(Figura 4). Segun el fendmeno espectroscépico que provoca la absorcién de
energia por parte de la materia, esta region se puede dividir en tres zonas:
infrarrojo cercano (NIR) 750-2.500 nm; medio (MIR) 2500-4.10" nm; lejano (FIR)
4.10%-10°nm.

400 nm

Figura 4. Regiones espectrales

El NIR se corresponde con los sobretonos y combinaciones de las bandas
originadas por las vibraciones fundamentales en la region del infrarrojo medio. Es
una porcidn del espectro en la cual las muestras presentan baja absorcion

comparado con otras regiones del infrarrojo. La baja absorcién permite que la
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radiacion infrarroja penetre en muestras sin preparacién, modificacion o dilucion.
La radiacion incidente provoca la vibracidon de los enlaces covalentes de atomos
ligeros en las uniones carbono-hidréogeno, oxigeno-hidrégeno y nitrégeno-
hidrégeno. Esto provoca la apariciéon de una banda en el espectro NIR, de forma
gue no sdlo se detectan las uniones, sino también las interacciones moleculares

entre diferentes sustancias.

Existen distintas formas de andlisis en la espectroscopia de infrarrojo cercano
segln la presentacién de la muestra y la colocacién del detector: transmitancia,
reflectancia, transflectancia e interactancia-reflectancia (Figura 5). Cada una de

ellas se rige por unas leyes fisicas diferentes.

En el caso de la transmisidn o espectroscopia de transmitancia, esta indicada para
liguidos que dejen pasar el haz de luz antes de que esa sefial sea detectada. En
cuanto a muestras solidas el modo de medida adecuado es la reflexién, mas
conocida como espectroscopia de reflectancia, estudia la radiacién reflejada por
la muestra que puede ser especular o difusa, y aunque en condiciones normales
las medidas contienen las dos componentes de la reflexién, la componente difusa
es la que aporta informacidn acerca de la composicién de la muestra, por lo que
es la base de las medidas en la regién del infrarrojo cercano. La luz penetra
perpendicularmente unos milimetros en la muestra y es posteriormente reflejada
y recogida por un detector ubicado a 45° del rayo de luz incidente y en el mismo
lado que la fuente emisora, en este caso, el paso éptico es indeterminado. Para el
caso de muestras liquidas semitransparentes o semisdlidas el método a elegir sera
la transflectancia, que combina los dos modos anteriores, de forma que la luz
atraviesa la muestra hasta llegar a un reflector, que reflejara la luz y asi volvera a

atravesarla antes de ser recibida por el detector.

40



Introduccion

Luz

/ incidente
Luz — ‘ Detectores Detectores

incidente \

Transmisién/Transmitancia Reflexion/Reflectancia
Luz ..
incidente Lu_z lV\Cﬁdel./\te
Fibra éptica
Detectores Detectores
Reflector
Transflectancia Interactancia-Reflectancia

Figura 5. Modos de analisis NIR (adaptado de Kawano, 2002)

Por ultimo, la modalidad de interactancia-reflectancia hace referencia al uso de
una sonda de fibra éptica constituida por anillos concéntricos, siendo el exterior
de los mismos por el que se ilumina la muestra y el interior por el que se devuelve
la energia reflejada de la muestra. Con este tipo de anlisis, se elimina el proceso
de llenado de cdpsulas o cubetas de medicién, recogiendo el espectro
directamente sobre la muestra y transmitiéndolo al instrumento mediante las

fibras dpticas (Kawano, 2002).

En esta tesis doctoral se emplearan tres tipos de espectroscopia: interactancia-
reflectancia para la determinacion de sodio en pieza entera y producto loncheado
de jamon curado vy reflectancia y transmitancia para la determinacion de los

pardmetros implicados en el proceso de curacion del jamon.

La tecnologia NIRS, tal y como es entendida en la actualidad, es una sintesis de

espectroscopia, matematica estadistica e instrumentacién. El desarrollo de esta
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tecnologia para el analisis esta, por tanto, directamente relacionada con la
guimiometria, es decir, con el desarrollo de procedimientos de modelos de
estimacidon mediante tratamiento de andlisis de datos multivariantes. Al ser una
técnica secundaria, requiere la obtencién de wuna calibracién para cada
componente basdandose en resultados provenientes tanto de los datos
espectroscdpicos como de los obtenidos por métodos de referencia (Figura 6). La
informacién que se obtiene son unos espectros que deben ser interpretados
puesto que corresponden a la absorcién de energia de los diferentes enlaces. El
tratamiento de los espectros se realiza a través de un analisis quimiométrico que
permite realizar la transformacién de los datos y los analisis de regresién de la
informacién contenida en estos complejos espectros. Una vez obtenida la

calibracion se valida el modelo y puede ser utilizado para su uso en rutina.

Conjunto de

Muestras . .
calibracion

Analisis Analisis
espectroscopico quimico

Tratamiento quimiometrico

Modelo de predicciéon
NIR

Conjunto de
validacion

Validacion externa

Figura 6. Esquema de trabajo para el desarrollo de modelos de prediccion NIR
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Ventajas e inconvenientes de la tecnologia NIRS
Como ventajas de la espectroscopia NIR se pueden citar las siguientes:
v" Se trata de una técnica analitica que no es destructiva ni invasiva.
v" La preparacidn de la muestra es sencilla y la medida se realiza con rapidez.

v" Proporciona resultados cuantitativos de las muestras. Se puede

correlacionar con un control mas preciso del producto final.

v Permite la determinacidon de varios pardmetros de la muestra

simultdneamente.
v" Una vez realizadas las calibraciones el manejo del equipo es sencillo.

v" El coste de andlisis por muestra es bajo debido en gran parte a la ausencia
de tratamiento de muestra, a la velocidad de medida y a la facilidad de su uso

en rutina.

Las desventajas de esta tecnologia son:

v" El coste de un equipo NIR es alto, su puesta a punto (calibraciéon) es muy

laboriosa y requiere, inicialmente, una dedicacién alta de tiempo.

v" Es una técnica secundaria que requiere de una analitica de laboratorio

precisa y exacta para la calibracion del equipo NIR.

v'  La sefial obtenida es tan compleja que las bandas del espectro son de
dificil interpretacién, por lo que se hace necesario el uso de la quimiometria

junto con diferentes pretratamientos espectrales.

v" Al ser una técnica secundaria, el error de analisis obtenido con el NIR es

mayor que con un método primario.
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El analisis mediante espectroscopia NIR para sodio no es directo. Como se ha
mencionado anteriormente, se recogen medidas relacionadas con los enlaces
covalentes de ciertos elementos, entre los que no se encuentra el sodio. Sin
embargo, se puede determinar mediante esta técnica debido a las interacciones
entre los enlaces covalentes de las diferentes moléculas que se encuentran en el

alimento.

Uno de los aspectos que resultan imprescindibles a la hora de plantear la
aplicacion industrial de modelos NIR para la determinacidn de sodio, es el tiempo
necesario para tomar la medida con el sistema NIR que se decida instalar en la
linea de produccion, para que aporte la informacién suficiente para garantizar la
correcta realizacion de las calibraciones con la mejor precisiéon posible. Ademas,
con este sistema de medida se evitan las preparaciones de muestra por métodos
convencionales que resultan caras y requieren un mayor tiempo de analisis. De
esta forma, se eliminan los errores de muestreo y las pérdidas de las muestras
analizadas, ademas de poder garantizar el control de la produccion de una

manera sencilla.

Una vez realizadas las calibraciones del equipo NIR, para llevar a cabo su
implantacién en la linea de procesado de jamdn curado, se hace necesaria la
validacion de los modelos, donde se valora la influencia de las condiciones
ambientales de la linea de produccion sobre la medicidn de las muestras y se

instaura el modelo de calibracién para su uso en las mediciones en rutina.

El uso de la Espectroscopia de Infrarrojo Cercano para el control del parametro
sodio sobre la linea de procesado de jamdn curado supone una serie de mejoras
gue resultan muy positivas tanto para la empresa, al tener un control real sobre
las caracteristicas tecnoldgicas de su produccion sin ralentizar ni disminuir el

volumen vy velocidad de produccién, como para el consumidor que puede
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disponer del contenido en sodio del producto que esta adquiriendo, de tal modo
que le ayuda en la eleccidn, acorde a sus gustos y preferencias (con mayor o

menor contenido en sal).

e [nstrumentacion

El esquema basico de un instrumento NIR no difiere de cualquier otro
espectrofotdmetro. Sin embargo, debido a la baja intensidad de las bandas NIR, el
nivel de exigencia en términos de ruido y estabilidad instrumental es mayor que

en otros espectrofotémetros.

Los componentes basicos de un instrumento NIRS son: una fuente de energia
radiante, laser He-Ne, un monocromador para la discriminacién de longitudes de
onda, un compartimento para la muestra y uno o varios detectores, PbS; InGaAs;
Si-Diodo, que convierten la energia radiante en sefial eléctrica. Con la ayuda de un
amplificador de alta tension y bajo ruido, la sefial procedente de los detectores es
amplificada. Posteriormente, esta sefial es convertida en digital mediante un
convertidor analégico-digital, y por ultimo la sefial digital es transmitida a un
ordenador para su procesado (Shenk & Westerhaus, 1995; Bertrand, 2000)
(Figura 7).

45



Aplicacién de la tecnologia NIRS para la determinacion de sodio y pardmetros implicados en el
proceso industrial del jamodn curado

Monocromador / Detector
de
transmision

A

N
—— "7 7777" > -
Fuente Com{ertidpoj
de radiacién analégico-digital pC
Laser

Muestra
Detector\
de

reflexion

Figura 7. Componentes basicos de un instrumento NIRS

En el mercado existen equipos dispersivos que trabajan con todo el rango NIR, ya
que utilizan un sistema monocromador de difraccion movil (grating) detectando
cada longitud de onda independientemente en el tiempo; equipos de filtros que
sélo trabajan con determinadas longitudes de onda; equipos de red de diodos que
pueden trabajar con todo el rango espectral detectando todas las longitudes de
onda a la vez, ya que tienen un detector para cada una; equipos FT-NIR
(Transformada de Fourier) que pueden trabajar con todas las longitudes de ondas
simultaneamente. A este tipo pertenecen los dos equipos empleados en esta tesis
doctoral: Espectrémetro NIR con transformada de Fourier modelo Matrix-F de
Emisidn [Figura 8 (a)] y modelo MPA (Multi Purpose Analyzer) [Figura 8 (b)],

ambos de la casa comercial Bruker Optics.
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Figura 8. Equipos NIR (a) Matrix-F (b) MPA

La gran variabilidad existente por tanto en materia de instrumentacion NIRS
permite en la actualidad desarrollar diferentes modalidades de andlisis para el
control de procesos. En términos generales, Callis et al., (1987) establecieron una
clasificacién para distinguir entre las diferentes metodologias existentes, off-line,
at-line, in-line y on-line (Figura 9). De forma descriptiva, realizar un analisis off-line
consiste en un muestreo manual con un posterior analisis en el laboratorio; un
analisis at-line consiste en la realizacidn de un muestreo manual, pero realizando
el analisis sin salir de la zona de produccién; un método in-line es aquel que
realiza un muestreo automatico enviando las muestra a la zona de andlisis que se
dispone en una zona anexa a la linea de produccion para después enviar de nuevo
la muestra a la cadena productiva; y una técnica analitica on-line es aquella que se
realiza dentro de la linea de produccién introduciendo una fibra éptica con o sin
contacto con la muestra, esta ultima se denomina técnica analitica on-line no

invasiva. Las dos Ultimas se consideran, asi mismo, medidas in situ.
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. Manual .
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de proceso
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proceso Sin contacto On-line no
invasiva

Figura 9. Modalidades de medicién en funciéon de la dispodicién de los equipos NIRS para
el control de procesos

Los modelos desarrollados para la determinacién de sodio sobre pieza entera y
loncheados de jamén curado se ha empleado la tecnologia NIRS siguiendo la
metodologia on-line no invasiva. Para el desarrollo de las calibraciones de los
parametros implicados en el proceso de curaciéon del jamdén con contenido

reducido en sodio, se sigue la metodologia off-line.

e Andlisis quimiométrico de datos espectroscdpicos NIR

Como los espectros NIR son el resultado de los sobretonos y combinaciones de las
absorciones fundamentales de la regién del infrarrojo medio, las bandas NIR son
anchas y se superponen y, por lo tanto, no son selectivas. La estrategia cldsica de
calibracion para el desarrollo de aplicaciones cuantitativas NIR se basa en la
obtencién de calibraciones utilizando métodos multivariantes para obtener el
ajuste lineal de la informacidon disponible. Segin Shenk et al. (2001) una

calibracion completa es aquella que puede ser usada para predecir entre el
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90-95 % de las muestras de un producto dado. Por lo tanto, el primer paso en el
proceso de calibracion es definir el rango de la muestra que debe ser cubierto por

la calibracién.

Las muestras a las que se va a aplicar el modelo desarrollado han de estar bien
representadas en el conjunto de calibracién. Dentro de este grupo se deben
incluir muestras que abarquen el rango del pardmetro objeto del estudio. Asi el
modelo de prediccién construido se puede aplicar al mayor nimero posible de
muestras (Shenk & Westerhaus, 1991a), siempre que la matriz sea la misma que la
utilizada en la construccién del modelo. Al manipular datos espectroscdpicos NIR
tradicionalmente se asume el cumplimiento de la ley de Lambert-Beer (Hruschka,
2001). Como es conocido, esta ley establece que los valores de absorcidn se
relacionan linealmente con la concentracidon de cada muestra y en consecuencia
la mayoria de las técnicas matematicas aplicadas para el desarrollo de
calibraciones se basan en métodos de ajustes lineales, principalmente regresion
lineal multiple (MLR), regresidn por componentes principales (PCR) y, sobre todo,

regresion por minimos cuadrados parciales (PLSR).

PCR y PLSR son métodos de calibracidon que trabajan con todo el espectro, aunque
se sintetizan en una serie de variables linealmente independientes con el fin de
evitar la colinealidad de datos. La ventaja principal es que eliminan la necesidad
de seleccionar longitudes de onda para el desarrollo del modelo; sin embargo, su
uso puede dificultar la interpretacién quimica. PCR utiliza sélo los datos
espectrales para calcular las nuevas variables ortogonales denominadas
componentes principales, que luego se utilizan para el ajuste de regresion
multiple. PLSR es un procedimiento similar que asume que la informacion
espectral es una funcién de un pequefio nimero de variables linealmente

independientes. Sin embargo, el cdlculo de las variables no sélo se basa en los
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datos espectrales, sino también en los valores de referencia del parametro

medido para cada muestra.

El modelo de regresion PLS es el método mas utilizado en las aplicaciones NIR de
la industria agroalimentaria, siendo un método de calibracién multivariante muy
apropiado para correlacionar los espectros NIR con el componente de interés. El
software incluido en el equipo NIR empleado en este trabajo (OPUS™), utiliza este
método para llevar a cabo el desarrollo de las ecuaciones de calibracion. Cuando
se trabaja con métodos de regresion como éstos, es fundamental establecer un
numero 6ptimo de factores o términos para el ajuste del modelo. Para ello se
aplica el método de validacién cruzada, que a su vez evita el sobreajuste u
overfitting (Fernandez-Cabanas et al., 2011). En validacién cruzada, un grupo de
muestras se saca del conjunto de calibracidn y se utiliza para validar el modelo
desarrollado con el grupo de muestras restante. Este proceso se repite

sucesivamente hasta que todas las muestras han sido analizadas.

La capacidad de prediccion de los métodos NIR desarrollados para cada
parametro se evalla a partir del error obtenido en validacidn cruzada (RMSECV,
Root Mean Square Error of Cross Validation) que es una medida cuantitativa de la
precisiéon del modelo desarrollado y del coeficiente de determinacion (R%),
determinado a partir de los valores de referencia (valor real) frente a los valores
predichos por los modelos NIR (valor predicho). Otro parametro empleado en la
evaluacidon del modelo es la desviacion residual de prediccién (RPD, Residual
Predictive Validation) (Williams & Sobering, 1996), que se define como la relacién
entre la desviacién estandar de los datos obtenidos mediante el analisis de
referencia (SD de referencia) y el error estandar de prediccion de validacion
cruzada de los mismos (SECV). Este valor idealmente debe ser superior a 2,5-3,0,

si bien en los casos en los que la desviacidén estandar (SD) es menor de la unidad
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puede no llegarse a ese valor ideal. Esto ocurre cuando el conjunto de muestras
no se encuentran distribuidas homogéneamente en todo el rango de calibracion,
es decir que nos encontramos con el caso de un gran nimero de muestras en el

centro, pero solo unas pocas en los extremos del rango.

Shenk y Westerhaus (1991) sostienen que RMSECV es el mejor estimador de la
capacidad predictiva de una ecuacidn, y es equivalente al error estandar
promedio o varianza de la prediccidn (RMSEP) de grupos de muestras ajenos a la
calibracion seleccionados al azar. Las mejores calibraciones se seleccionan en base

a los valores mas altos de R’cv y RPD y de menor RMSECV.

Calibracion y validacion interna

Para la optimizacion del proceso de calibracidn se llevan a cabo los siguientes

pasos:

1. Andlisis de componentes principales (PCA). Es una técnica estadistica de

sintesis de informacion o de reduccion de la dimensién (nimero de
variables). Los nuevos componentes principales o factores seran una
combinacion lineal de las variables originales, y ademas seran
independientes entre si. En este estudio se manejan Unicamente los
espectros sin tener en cuenta los datos de los andlisis de referencia.
Mediante los graficos de puntuacién (Score Plot), donde se muestran
todos los espectros en el espacio de las componentes principales,
podemos estudiar cudles no pertenecen o se desvian del conjunto de
calibracion y descartar las muestras redundantes, que son aquellas que
presentan una alta colinealidad (elevada correlacién lineal entre

espectros).
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2. Deteccidén y eliminacion de valores atipicos (outliers). Por definicidn, un

outlier es una observacion que es numéricamente distante del resto de
los datos. Las estadisticas derivadas de los conjuntos de datos que
incluyen valores atipicos seran frecuentemente engafiosas. Para su
deteccion se emplean, la Distancia de Mahalanobis, que indica cdmo de
diferente es el espectro de la muestra del espectro promedio de la
poblacién vy, el residuo espectral, que es la diferencia entre el espectro
medido y el que se espera tedricamente a partir del analisis de los
factores del modelo de calibracidon. Los outliers son facilmente
reconocibles por un crecimiento en la distancia de Mahalanobis o en el
residuo espectral. Ademas, el riesgo de que se produzcan errores en las
ecuaciones en condiciones practicas es muy bajo o casi nulo cuando se
utilizan estas variables durante el anadlisis rutinario de muestras

desconocidas (Gonzalez-Martin, 2011).

Aplicacién de pre-procesamientos matematicos. Para ello se emplean

tratamientos de correccion de dispersién y derivaciones del espectro
original comun para transformar los datos espectrales, de tal manera que
las sefales puedan ajustarse mejor a la ley de Beer (Rinnan et al., 2009).
Los pre-procesamientos utilizados son: normalizacién vectorial (SNV),
normalizacién minimo-maximo (Nmin-mdx), correccion multiplicativa de
dispersion (CDM), sustraccion de linea recta (SLR), eliminacidon de
desviacidn constante (EDC), primera y segunda derivada (12 d. y 22 d.) o

combinaciones de algunas de estas opciones.

El método PLS se lleva a cabo estableciendo un limite maximo de 25 factores

(Rank < 25), aunque el nimero éptimo de factores en cada ecuacién se determina
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como el nimero de factores sobre los que el error de la validacién cruzada
(RMSECV) no disminuya sustancialmente. Se seleccionan los mejores modelos
para cada parametro en base al valor mas bajo de RMSECV y se eligen de entre
ellos, el mejor modelo por pardmetro que presenta el menor nimero de factores

PLS.

1 n redy?2
RMSECV = ;Z (yreet —yP%)
i=1

red . .. .
Donde yip se refiere a la concentracién de la muestra predicha por el modelo,

real

Yi

muestra i, y n es el nimero de muestras del conjunto de calibracion.

el valor de la concentracién medida por el método de referencia de la

Validacion externa

Finalmente, para comprobar la robustez de los modelos de calibracion
desarrollados y determinar la capacidad real de predicciéon de dichos modelos, se
lleva a cabo un proceso de validacién externa, aplicando las ecuaciones a un
conjunto de muestras que no pertenecen al grupo de calibracién y que presentan
un rango de concentracién dentro de la aplicabilidad de las ecuaciones obtenidas.
Es imprescindible emplear un conjunto de datos independientes porque sélo de

esta manera se puede evaluar la exactitud en la prediccion real.

El conjunto de muestras de validacién representa el 10 % del total de las
muestras. El software del equipo selecciona automaticamente este conjunto,
empleando la distribucidén de los espectros dentro del analisis PCA y por tanto,
seleccionando muestras variadas que representen a todo el conjunto. El error
estandar de prediccion (RMSEP, Root Mean Square Error of Prediction), que

representa una evaluacion objetiva del error global entre los valores de referencia
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y los obtenidos a partir del modelo, se utiliza para evaluar y comparar la precisiéon
de los diferentes modelos desarrollados. RMSEP se calcula de la misma forma que
su homodlogo en la validacion interna (RMSECV), pero utilizando los valores del

conjunto de validacién.

Al igual que en la validacidn interna, se utiliza RPD como parametro adicional para
evaluar la capacidad predictiva de los modelos, que representa una medida
cualitativa de la evaluacion de los resultados de la validacion. En este caso para el
calculo de RPD se emplea la relacion entre la desviacién estandar (SD) de los
valores de referencia y el error estandar de prediccién (SEP), que es comparable a
SECV, pero se calcula con las muestras del set de validacién. Cuanto menor sea el
error de prediccidon, en comparacion con la varianza de los valores de referencia,
mayor es el valor de RPD y por lo tanto, mejor es el modelo. Varios autores
consideran que un modelo es adecuado desde el punto de vista analitico cuando
la capacidad predictiva RPD es superior a 2,5 (Sinnaeve et al., 1994; Conzen,

2006).
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OBJETIVOS

<+ Objetivos generales

Los OBJETIVOS GENERALES de esta tesis doctoral son:

» Desarrollar un sistema de medida on-line mediante tecnologia NIRS
que permita clasificar las piezas de jamén curado segln su contenido
en sodio y a su vez, predecir este parametro en cada producto

loncheado.

> Aplicar la tecnologia NIRS en el seguimiento del proceso de

elaboracién de jamon curado con contenido reducido en sodio.

En el desarrollo de la tesis doctoral, se evidencia la viabilidad de la tecnologia
NIRS para la determinacion de sodio en producto final, y de los principales
parametros implicados en el proceso de curacién del jamén con contenido

reducido en sodio.

La optimizacidn de los procesos que permitan obtener un control en la calidad y
seguridad de los productos finales, incluidos los productos fraccionados como son
los deshuesados y loncheados, y por otro lado, el reducir y conseguir el punto
6ptimo de sal en el jamdn curado, un producto cuyo flavor tipico y estabilidad
depende de que haya la correcta cantidad de sal, representan un avance e
innovacion cientifico-técnica que es clave en este sector de alimentos

tradicionales.
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Objetivos especificos

Los OBJETIVOS ESPECIFICOS Y TECNOLOGICOS de este trabajo de investigacion

son los siguientes:

64

v

Desarrollar un modelo de prediccion mediante la tecnologia NIRS para la
determinacién on-line del contenido de sodio en jamoén curado

loncheado.

Desarrollar modelos de compensacién de temperatura para minimizar su

influencia en la prediccion del parametro sodio en producto loncheado.

Estudiar el contenido de sal sobre la pieza entera de las diferentes partes
del jamén curado para seleccionar la zona mas adecuada para la medida

NIR.

Construir un modelo de prediccién NIR para la determinacién on-line del

contenido de sodio en pieza entera de jamdn curado para su clasificacion.

Caracterizar, desde el punto de vista fisicoquimico, microbioldgico y
sensorial, los jamones curados elaborados con reduccién de sodio
producidos por la empresa colaboradora. Andlisis estadistico de los

resultados.

Estudiar el efecto de la difusién de las diferentes sales empleadas en el
proceso para la reduccion del contenido de sodio en jamdn curado.
Evaluar los parametros implicados en el proceso de curacidon de jamon
con reducido contenido en sodio mediante la Tecnologia NIRS.

Demostrar la fiabilidad de los métodos desarrollados para la prediccién de
sodio en muestras de jamon curado loncheado a través de la comparativa

entre lonchas con diferente contenido en sodio.
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Plan de trabajo

PLAN DE TRABAJO

Para lograr los objetivos propuestos se desarrolla el plan de trabajo expuesto a

continuacién y que se presenta en cuatro capitulos.

Capitulo 1. Aplicacion de la tecnologia NIRS para ampliar la informacion
nutricional del producto jamdn curado loncheado en funcion de su contenido

en sodio.

Este capitulo consta de dos apartados. El primero corresponde al desarrollo de
modelos de prediccién para la determinacion del contenido en sodio y humedad
de jamdn curado loncheado. El desarrollo de la calibracién se lleva a cabo en un
laboratorio externo, simulando las mismas condiciones que la linea de envasado.
Se lleva a cabo un estudio previo tanto de las caracteristicas y adaptaciéon de la
linea (velocidad de la linea, temperatura de la sala, posicién del equipo de
medida) como del producto (temperatura a la que llega la loncha al punto de

medida espectral, colocacion de las bandejas).

La implantacidn en la linea vendra definida por el tiempo de toma espectral, que
no solo definird la velocidad de la linea, sino del numero y disposiciéon de las
sondas de medida. Las sondas no miden simultdneamente, con lo que la
disposicion de éstas ha de ser de forma que se puedan medir cada una de las

bandejas en el menor tiempo posible sin retrasar el proceso de produccion.

En el segundo apartado se tiene en cuenta la influencia de la temperatura en el
desarrollo del modelo de prediccién para la determinaciéon de sodio, debida a
posibles variaciones de la misma durante el proceso de medida. Se desarrollan

dos tipos de modelos con compensacion de la temperatura: local y global.
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Resultados obtenidos:

v’ Calibracién del parametro sal (sodio) en lonchas de jamén curado.

v Aporte del pardmetro sodio a la informacién nutricional de cada producto

envasado.

v" Modelos de prediccién NIR con compensacion de temperatura.

Capitulo 2. Desarrollo de un sistema de medida on-line para catalogar las

piezas de jamon curado en funcion de su contenido en sodio.

Se desarrollan calibraciones para la determinacién de sodio sobre piezas enteras
de jamdn curado con el objetivo de clasificarlas en la propia linea de deshuesado
en funcién del contenido de este pardmetro. En primer lugar, se lleva a cabo un
estudio para determinar el momento mas adecuado de la toma espectral durante
el proceso de deshuesado. Desde el punto de vista analitico, se hace un estudio
exhaustivo para determinar la zona sobre la que se va a desarrollar la calibracidn,
dicha zona debe ser accesible para la medida y ser repetitiva en cuanto al
contenido de sodio en jamones de la misma procedencia. Al mismo tiempo debe
aportar una informacién extrapolable al contenido en sal de toda la pieza, o bien
permitirnos hacer una relacion lo mas directa posible con las diferentes partes del

jamoén (maza, codillo, punta y babilla).

En segundo lugar, se desarrollan calibraciones en las que se tiene en cuenta la
cantidad de toma de muestra para la determinacién de sodio mediante el método

de referencia.
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Los resultados de este trabajo son extrapolables a la predicciéon de sodio en la
pieza entera antes de ser deshuesada. De este modo, se puede conocer el
contenido de sal en la linea de produccion de la pata de jamdn curado sin destruir

la pieza.

Resultados obtenidos:

v" Seleccidn de la mejor zona de medida en la pieza entera de jamén.

v" Calibracion del pardmetro sodio con el equipo NIR on-line para piezas

enteras de jamén curado.

Capitulo 3. Evaluacion del sequimiento del proceso de curacion del jamadn con

contenido reducido en sodio mediante tecnologia NIRS.

Se lleva a cabo un estudio de la viabilidad de la técnica de espectroscopia de
infrarrojo cercano (NIRS) en el seguimiento del proceso de curacidn de jamén con

contenido reducido en sodio.

Para plantear la reduccion de sales de sodio en el proceso de salazén de los
jamones se hace a través de la sustitucién de éstas por otras sales monovalentes

como las de potasio o divalentes como las de calcio y magnesio.

El seguimiento del proceso de sustitucién de sales se lleva a cabo mediante el
estudio de la difusidon de dichas sales y como afecta la reduccidén de sal a las
propiedades organolépticas, actividad proteolitica y alteraciones microbianas.
Para garantizar la obtencién de jamdn bien curado y con la textura deseable es
preciso que durante el proceso de la sustituciéon parcial con otras sales, no se

altere la actividad proteolitica. El estudio de la protedlisis durante el proceso
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llevara a determinar los porcentajes adecuados de sustitucidn para mantener esta

actividad.

La aplicacién de la tecnologia NIRS al seguimiento en linea de produccién de las
fases de salado, postsalado y curado, da informacidn sobre el proceso de curacidn
de forma rapida, precisa y no destructiva, permitiéndonos llevar un seguimiento y
control de los pardmetros mas relevantes implicados en el proceso y comprobar si

se ve alterada la actividad proteolitica durante la curacién.

Resultados obtenidos:

v" Seguimiento de un proceso de reduccién de sal con sustitucion parcial de
las sales de sodio en jamén curado, mediante la determinacién de las
sales empleadas y los cambios bioquimicos referidos al proceso
proteolitico mediante la determinacion del indice de protedlisis y otros

parametros implicados en el proceso.

v' Obtencién de calibraciones NIR para los pardmetros implicados en el
seguimiento del proceso de sustitucién de sales mediante NIR, en
muestras de carne picada procedente de jamones tratados en las
diferentes etapas del proceso: humedad, grasa, proteina, actividad de

agua, cloruro de sodio, sodio, potasio, nitrégeno e indice de protedlisis.
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Capitulo 4. Aplicacion de la Tecnologia NIRS en la determinacion del contenido
de sodio en muestras de jamon curado loncheado con contenido reducido en

sodio.

Las muestras que han sido curadas con un proceso de salazén en el que se emplea
una mezcla de sales de otros metales (Na, K, Ca y Mg) en diferentes porcentajes,
presentan una matriz diferente a los jamones salados Unicamente con cloruro de

sodio.

Con el objetivo de corroborar la fiabilidad del método desarrollado en el capitulo
1, se lleva a cabo un estudio de la posibilidad de aplicar los modelos de prediccion
obtenidos para jamdn curado loncheado, en las muestras de lonchas sometidas a

diferente proceso de salazén.

Resultados obtenidos:

v" Aplicacién del modelo de prediccién NIR de jamén curado loncheado para

sodio en muestras de lonchas curadas con contenido reducido en sodio.
v" Comparativa de los espectros obtenidos para ambos tipos de muestras.

v" Estudio y conclusiones de la desviaciéon de las muestras obtenidas con
diferente salazén con respecto al conjunto de calibracion de muestras

curadas Unicamente con sodio.
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Capitulo 1.1

I. MODELOS DE CALIBRACION PARA LA DETERMINACION DEL
PARAMETRO SODIO MEDIANTE LA TECNOLOGIA NIR
ON-LINE

1.1 ANTECEDENTES

El etiquetado de los alimentos es, hoy en dia, una de las fuentes de referencia mas
fiables de informacion suministrada al consumidor. Las normas sobre prevencién
de enfermedades derivadas de una inadecuada alimentacién, forman parte de la
actividad y preocupacion habitual tanto de Organismos Institucionales como de la
poblacién en general. Se trata de recomendar los alimentos mas saludables, bien
desde el punto de vista de las caracteristicas propias del mismo o desde las
perspectivas de su elaboracién, de ahi la importancia de que el consumidor
conozca en la forma mas precisa posible la composicion de los productos

alimenticios que consume.

El contenido en sal, mas concretamente en sodio, toma una importancia relevante
en la alimentacién por su implicacién directa en problemas cardiovasculares que
requieren de un control exhaustivo de este parametro, ya que provoca un efecto
perjudicial sobre el organismo, aumentando la presién arterial, por lo que, sus
niveles deben estar perfectamente controlados. Sin embargo, el cloruro de sodio
(NaCl) es un ingrediente funcional muy importante en muchos productos carnicos
curados, pues, por un lado su adicién causa la solubilizacién y extraccidn de las
proteinas miofibrilares, mejorando notablemente las propiedades de unién de la
grasa y el agua de los productos carnicos, dando lugar a un gel proteico durante la
maduracién del jamén, imprescindible para que adquiera la consistencia
adecuada (Ventanas et al., 2001), y por otro, el NaCl, desde el punto de vista
microbiolégico, aumenta la vida util del producto. Otro aspecto, no menos

importante, es el efecto de este ingrediente sobre el refuerzo de los sabores de la
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curado loncheado en funcién de su contenido en sodio

carne. Por lo tanto, es crucial el seguimiento de sodio en el procesamiento de

productos cérnicos.

El jamdn curado es un producto carnico tradicional de amplio consumo en la zona
del Mediterrdneo. En Espaia, el proceso de curado tipico consta de diferentes
etapas: primera etapa de presalado y salazon, donde los jamones se cubren con
sal; segunda etapa de postsalado/reposo, en la que los jamones se mantienen
refrigerados para la estabilizacion de la sal; y finalmente, la tercera etapa de
secado/maduracion, en la cual se aumenta progresivamente la temperatura,
mientras que la humedad relativa se va reduciendo hasta secar los jamones,

desarrollandose la tipica apariencia, textura y sabor (Flores et al., 2009).

Esta técnica de fabricacién se ha utilizado basicamente con el fin de estabilizar el
producto y mantenerlo a temperatura ambiente sin riesgo de alteracion y
facilitando el desarrollo de sus caracteristicas sensoriales (Arnau et al., 2001). Una
de las consecuencias directas de estos tratamientos es el alto contenido en sal en
el producto final, lo que hace que este producto sea un alimento poco

recomendado en los consumidores con problemas cardiovasculares.

Los paquetes de lonchas de jamén curado, envasadas a vacio, son una de las
presentaciones comerciales mds habituales. Estos envases se caracterizan por
tener una composicion muy heterogénea (Gou et al., 2013). Por un lado, el
contenido de sal depende de su absorcidn y variard segun su distribucion dentro
del jamén. Por otro lado, las lonchas empaquetadas pueden contener distintos
tipos de musculo, que difieren en su contenido en agua, grasa y sal (Boadas et al.,
2001, citado por Gou et al., 2013). La informacién del contenido de estos
pardmetros en cada uno de los envases puede, por lo tanto, ser utilizada no sdlo
para estimar la vida atil del producto, sino también, para incluir informacion
nutricional adicional en su etiquetado asociada a la salud de los consumidores.

Ademas, debido a las variadas preferencias del consumidor de jamon en términos
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de sabor salado, grasa intramuscular y curacién (Resano et al., 2010; Hersleth et
al., 2011), la inclusién de su composicién en los paquetes de lonchas de jamdn
curado, daria la posibilidad de elegir el producto en funcién de sus preferencias,

provocando a la vez un importante desafio en este tipo de industria.

Los procesadores de carne, que transforman las materias primas en productos
listos para consumo, deben tener absoluta seguridad sobre la calidad del
producto carnico que les proporcionan sus proveedores, dado que para poder
fabricar productos dentro de las preferencias del consumidor y las exigencias
legislativas de los diferentes mercados, la composicion de la carne debe estar
totalmente de acuerdo con ambas demandas. Las lineas de procesado (por lotes o
continuas) aumentan la necesidad de implantar un estricto control de calidad y asi
lograr la optimizacién del producto. Un requisito previo y fundamental para la
aplicacion de tales tecnologias es conseguir informacién de la composicion

quimica desde un analisis en tiempo real.

El andlisis de la composicion quimica de la carne, tradicionalmente se ha llevado a
cabo, por métodos de referencia via himeda, en laboratorios fuera de las lineas
de produccidn. Los procedimientos convencionales utilizados para |la
determinacidn de diferentes pardmetros implican la extraccion o la digestién del
analito, seguido por el andlisis con diversas técnicas analiticas, algunas costosas,

gue requieren bastante tiempo y generan residuos contaminantes.

Desde el punto de vista de la industria, para llevar a cabo las mediciones y control
de la composicion nutricional, es muy util el empleo de una técnica analitica
rapida, no destructiva y si es posible en la misma linea de procesado (on-line). La
Espectroscopia de Infrarrojo Cercano (NIRS) ha demostrado ser una herramienta
rapida y eficaz en el analisis de la calidad de la carne para una amplia variedad de

productos y parametros (Monin, 1998) y su aplicacién puede reemplazar los
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métodos convencionales que son mas lentos y laboriosos. En este estudio se
analiza la viabilidad de utilizar NIRS para determinar de manera répida el
contenido de sodio en jamdn curado loncheado, lo que permite ademas del
seguimiento de este elemento en el proceso de elaboracién industrial, una

informacidn adicional relevante y precisa para el consumidor.

La aplicacion mds tradicional de NIRS es el analisis cuantitativo y requiere el
desarrollo de calibraciones o modelos de prediccién. La calibracién puede ser
definida como el desarrollo de un modelo quimiométrico que relaciona los datos
espectrales con los datos de referencia de un conjunto de muestras para el
pardmetro en estudio (Pérez-Marin et al., 2007). La ecuacidn de calibracion asi
obtenida permite la prediccién del contenido de los parametros de otras muestras
similares a las incluidas en el conjunto de calibracién. EI modelo puede ser
bastante complejo, ya que el espectro obtenido en la regidon normal de trabajo de
los equipos NIRS (1.100-2.500 nm) es muy variable y contiene toda la informacion
fisico-quimica de la muestra (Shenk et al., 1995-96). Por lo tanto, debido a que es
complicado encontrar longitudes de onda especificas en la region infrarroja
cercana que aporten informacién relevante, es necesario el desarrollo de una
calibracion multivariante, basada en un conjunto de valores de absorcidn a varias

longitudes de onda (Naes et al., 2002).

Esta técnica reune las condiciones de ser sensible, rapida y no destructiva, ademas
de facil preparacién de las muestras y permite una evaluacion simultanea de otras
propiedades de la carne (Collell et al., 2011). Existen suficientes estudios
disponibles en la literatura que avalan la tecnologia NIR como un método
prometedor para el analisis de la carne. Prevolnik et al. (2004) y Prieto et al.
(2009), llevaron a cabo una revision de diversos estudios ya publicados donde se
informaba sobre el alto potencial de la espectroscopia NIR para determinar

propiedades quimicas de la carne y en consecuencia clasificarla en funcién de su
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calidad. También Prevolnik et al. en 2010, evaluaron la espectroscopia NIR como
una herramienta para determinar diferentes compuestos quimicos en carnes

crudas y productos cdrnicos elaborados para su comercializacion.

Si nos centramos concretamente en la aplicacién de la espectroscopia NIR en
jamon curado, debemos hacer referencia a los trabajos de Collell et al. (2011),
Prevolnik et al. (2011) y Gou et al. (2013), enfocados en la determinacién de
diferentes compuestos de interés en este tipo de producto. Por otro lado, con
referencia a la calidad sensorial, son de gran interés los trabajos realizados por
Garcia-Rey et al. (2005) y Ortiz et al. (2006). En todos los estudios se demuestra la
gran capacidad de la espectroscopia NIR para realizar este tipo de

determinaciones de una forma rapida y precisa.

Los estudios de Huang et al. (2008) ponen de manifiesto que la espectroscopia
NIR es una de las herramientas mas eficientes para el control y seguimiento de los
procesos en las industrias de alimentos, ya sea desde el laboratorio (at-line) o en
la propia linea de procesado (on-line), debido a sus ventajas: minima o ninguna
preparacion de la muestra, rapidez de medida y analisis de bajo coste. Desde hace
algun tiempo, las aplicaciones on-line de productos carnicos se han adaptado
principalmente a la determinacién de varios componentes en muestras
homogéneas, como es el caso de la carne picada (Tggersen et al., 1999; Hildrum

et al., 2004; Tggersen et al., 2003; Shackelford et al., 2004).

Recientemente, el NIR se aplica tanto a productos carnicos no manipulados como
a otros durante su procesado sin necesidad de alterar la linea de produccidn, asi
Gaitan-Jurado et al. (2008) estimaron el contenido de agua y grasa de salchichas
en rodajas y Collell et al. (2011, 2012) demostraron la capacidad de esta
tecnologia analizando on-line la humedad, actividad del agua y NaCl en la
superficie del jamdn durante su proceso de curacion, y en la superficie de chorizo

y salchichdn durante el proceso de secado. En los estudios antes mencionados,
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cuando se analiza el contenido en NaCl, este no se determina directamente, sino
que el espectro NIR recoge en esta regidn los sobretonos y las combinaciones de
las vibraciones moleculares fundamentales de moléculas que contienen C-H, N-H
y grupos O-H tales como agua, grasa o proteina. La sal no absorbe radiacién en la
region NIR, sin embargo si afecta a las vibraciones moleculares de los grupos O-H
y por lo tanto puede estimarse a partir de los correspondientes espectros, dado
gue cambios en el contenido de sodio originados por la adicién de NaCl durante el
proceso de curacién afectaran al agua y en consecuencia a su espectro (Ellekjaer

et al.,, 1993).

En base a los ultimos estudios citados, el objetivo de trabajo de esta tesis doctoral
se dirige a evaluar la viabilidad de la aplicacién de la técnica NIR en la
determinacién on-line de la humedad y el contenido en sodio de jamdn curado
loncheado, lo que nos puede generar informacidn precisa y relevante en cada uno

de los productos envasados.

En la actualidad, se buscan métodos no invasivos con aplicacion en la mayor parte
de los procesos industriales alimentarios, estos métodos por lo tanto presentan
un gran interés en la industria carnica de productos curados como el jamén y una
de sus principales aplicaciones seria la determinacién del contenido final de sodio
en jamon, sobre todo en curado loncheado por su mayor accesibilidad al
consumidor y la demanda existente, dadas sus caracteristicas de calidad

alimentaria.

El seguimiento del pardmetro sal sobre la linea de procesado de jamén curado
loncheado ayuda a tener un control inmediato sobre las caracteristicas
tecnoldgicas propias de su produccidn sin ralentizar ni disminuir el volumen vy
velocidad de la misma. Asi mismo, también facilita la eleccién del consumidor a la
hora de optar por un producto adecuado a su salud o preferencia en cuanto al

contenido en sal.
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Las aportaciones de este trabajo constituyen una mejora tangible tanto para la
industria, permitiendo un mayor control sobre un pardmetro critico en un
producto final heterogéneo con un alto valor afiadido, como para el cliente, al que
se le proporciona informacién precisa y concreta sobre el alimento que esta

adquiriendo, teniendo en cuenta la relevancia que el sodio tiene en la dieta.

1.2 EXPERIMENTACION
1.2.1 Diseiio experimental

Para el disefio de experimentos se tuvieron en cuenta muchos factores implicados
directamente en el desarrollo de un modelo robusto de prediccién. La toma
espectral se llevd a cabo en el Centro Tecnoldgico CARTIF en una sala
independiente acondicionada en temperatura y humedad para asemejarse a la
linea de envasado de la empresa. Se llevé a cabo un estudio preliminar sobre las
caracteristicas y la adaptacién de la linea, velocidad, temperatura, posicién del
equipo de medicién, disposicion de las bandejas de jamdén loncheado y del
producto, temperatura de la muestra cuando la bandeja alcanza el punto de

medida espectral y seleccién de muestras con un amplio rango de sal.

La aplicacién en la linea se define por el tiempo espectral, que no sdélo establece la
velocidad de la linea, sino también el nimero y disposicion de las sondas de
medicidon. Las sondas miden simultaneamente, con lo cual deben estar ubicadas
de manera que puedan medir cada una de las bandejas en el menor tiempo

posible sin que se retrase el proceso de produccion.

Seleccidn de las muestras

Se llevé a cabo una seleccién de jamones curados tan diferentes como fue posible
en el contenido de sal utilizada para el salazén. Se incluyeron muestras de
diferentes marcas y origenes, la mayoria del grupo CAMPOFRIO ALIMENTACION,

S.A de las factorias de Trujillo (Caceres), Torrijos (Toledo) y Burgos, y ademas,
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otras marcas procedentes de Francia y Alemania. Todas las muestras son

loncheadas y envasadas por el mismo procedimiento.

En la seleccidon de la muestra, un criterio importante ha sido la utilizacidon de
loncheados en los que se eligieron para el estudio todos los musculos de la pieza
entera de jamon curado, que segun lo indicado por Arnau et al. (1995) y Boadas et
al. (2001), difieren en sus contenidos en agua, grasa y sal. Cuando el periodo de
curacion finaliza, los jamones se deshuesan, se descortezan y se encajan en unos
moldes rectangulares para ser almacenados en camaras de congelacion durante
varias semanas. Estos bloques de jamén congelado se introducen en la linea de
envasado y se cortan en finas lonchas todas las partes del jamdn (punta, maza y

codillo).

Para el estudio se utilizaron 310 bandejas de lonchas de todas las zonas de jamédn.
En este caso, el punto mas adecuado para tomar el espectro es directamente
sobre la muestra de jamdn antes de poner el film transparente en la bandeja, de
esta manera se evitan posibles interferencias del plastico en la sefial. En este
punto, la temperatura de las lonchas estd entre -12 y -10 °C. El control de la
temperatura, antes de hacer el espectro, tanto en la linea de envasado como
durante el estudio que se ha llevado a cabo en CARTIF, se realizé utilizando una

camara termografica Fluke modelo Ti32.

Para la calibraciéon y antes de realizar las medidas por NIR, se congelan las
muestras, de este modo se eliminan las variaciones de sefial debidas a la

diferencia de temperatura entre las muestras.

1.2.2 Adquisicion de espectros

Las medidas se realizaron por interactancia-reflectancia con el espectrémetro NIR
con transformada de Fourier modelo Matrix-F de Emisién Bruker Optik [Figura

1(b)] que abarca desde los 12.000 hasta los 4.000 cm™ (830-2.500 nm), equipado
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con el software quimiométrico OPUS ™ versién 7.0. Se empled una sonda de
emision Q-412/AF de medicidn remota de la misma marca, con dos fuentes de
tungsteno que emiten a distancia sin contactar con la muestra. La sonda se colocé
en un soporte, ajustando la altura de la bandeja a una longitud de camino éptico
constante de 10 cm, se realizaron los espectros de una porcidon de superficie

circular, de 10 mm de didametro en la zona central de la mitad de la loncha [Figura

1(a)l.

Figura 1. (a) Imagen de la irradiacion sobre la muestra con la sonda de medicién remota y
(b) Equipo NIR on-line

Las muestras se seleccionaron al azar. Se obtuvieron cuatro espectros por
muestra, dos de ellos se toman a 16 barridos y otros dos a 8, ambos realizados
con una resolucién de 16 cm™. El tiempo de adquisicion para cada par de

espectros fue de 2,47 y 5,01 s, respectivamente.

La evaluacién de la robustez del método NIRS incluye la variacion de ciertos
factores operacionales y ambientales (Pojic et al., 2001) y aunque la temperatura
es un factor que no se suele tener en cuenta en los analisis NIR (Williams, 2008,
citado por Prevolnik et al., 2011), en algunos trabajos, se ponen de manifiesto
errores significativos en las predicciones NIR en funcién de la misma (Buning-

Pfaue, 2003; Hageman et al., 2005; Shenk et al., 2008). Por lo tanto, con el fin de
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estudiar esta influencia, el proceso se llevé a cabo a dos rangos de temperatura:

Toentre-12y -8 °Cy T, entre 16 y 20 °C.

1.2.3 Analisis de referencia

Posteriormente a la adquisicién de espectros, se llevaron a cabo los analisis via
himeda. Se tomaron las seis primeras medias lonchas de la zona irradiada de
cada bandeja y se picaron y homogenizaron usando un molino de laboratorio
(IKA-WerkeGmbH & Co. KG), para su posterior analisis via humeda. Se calcularon

los errores estandar del método de referencia (SEL).

El contenido de humedad se determind por la pérdida de peso de la muestra

después de 24 horas a 103 °C + 2 seguin la AOAC (1990).

La composicion de sodio se analizd por espectrofotometria de emisidon atémica
con plasma acoplado inductivamente (ICP-AES), utilizando el modelo 720-ES de
Varian, después de someter las muestras previamente picadas a un proceso de
digestion quimica empleando un bloque de digestion (Bloc digest, Selecta). Se
pesaron alrededor de 2 g de muestra picada y se llevaron a un tubo de digestidn al
que se afiaden 20 ml de disolucién HCI-HNO; en relacién 9:1, se programo el
digestor a 45 minutos y 90 °C, a continuacidn se enfria hasta temperatura
ambiente, se filtra y el liquido de filtrado se llevé a un matraz de 100 ml con agua
desionizada. La disolucién resultante se almacené a 4 °C, en botes de

polipropileno para su posterior analisis.

La cuantificacidn se obtuvo a partir de las correspondientes lineas de calibrado a
partir de un patrén de 1000 ppm en medio acido nitrico 0,5 M. Los resultados
obtenidos, como las medias de dos determinaciones, se expresan en gramos de

sodio por 100 g de materia humeda.
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1.2.4 Andlisis quimiométrico: Modelos de prediccion NIR

Los modelos de calibracidn se han desarrollado mediante regresién por minimos
cuadrados parciales (PLSR), utilizando dos software quimiométricos OPUS/QUANT
™ versidon 7.0 y The Unscrambler 10.2. Se ha empleado el método de validacion
cruzada para determinar el nimero de factores de las ecuaciones de los modelos

de regresion, evitando el sobreajuste.

Para optimizar la precision de los modelos reduciendo el ruido y los efectos de
dispersion de los espectros adquiridos, se emplearon transformaciones mediante
tratamientos matemadticos y de correccidn de dispersion. Durante el proceso de
calibracion los valores atipicos se identificaron y se eliminaron del modelo. Al
disponer de un conjunto de muestras pequefio, en un primer desarrollo, se
emplearon todas las muestras en el conjunto de calibracidon. Un vez obtenidas las
ecuaciones con sus respectivos coeficientes de determinacién (R% R%cv) y los
errores de prediccién (RMSEC, RMSECV), se llevaron a cabo la validacion externa
de los mejores modelos obtenidos utilizando un grupo de muestras extraidas del
conjunto de calibracion (aproximadamente un 10 %), la precision de los modelos
se evalué mediante los errores de prediccion (RMSEP) y la capacidad predictiva

(RPD).

Para concluir si los modelos desarrollados eran buenos se utilizé el valor del error
estandar del método de referencia (SEL), que representa el error del método
seguido en la determinacion del pardmetro sodio en el laboratorio y se compard
con los errores de prediccidon obtenidos tanto en la calibracion como en su

posterior validacion.
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1.3 RESULTADOS Y DISCUSION
1.3.1 Analisis de referencia

La Tabla 1 resume los estadisticos descriptivos de humedad y sodio, expresado
como porcentaje en base humeda, de las 310 muestras de jamdn curado
loncheado obtenidos por el método de referencia. La Figura 2 representa la
distribucién de las muestras para ambos parametros. Los resultados obtenidos
para el sodio estdn comprendidos entre 1 y 3 %, contenido habitual de sodio en
este tipo de muestras y tienen entre 30 y 60 % de humedad. Estos resultados
revelan un buen rango de variabilidad que representa una base importante para

el desarrollo de los modelos de prediccién.

Tabla 1. Resumen estadistico de los analisis quimicos

Pardmetro (%) N2muestras Promedio Rango sp? cv® (%)
Humedad 310 49,27 30,27-59,62 6,34 12,87
Sodio 310 2,00 1,21-3,10 0,45 22,73
?SD, desviacion estandar
e CV, coeficiente de variacién (SD * 100/promedio)
(a) (b)
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Figura 2. Distribucién de las muestras analizadas en funcién del contenido en: (a) sodio y
(b) humedad

90



RESULTADOS Y DISCUSION Capitulo 1.1

Todo el conjunto de muestras (310) se divide en dos grupos, conjunto de
calibracion (290 muestras) y conjunto de validacién (30 muestras) para el

desarrollo de validacion externa.

1.3.2 Andlisis espectroscopico

La temperatura de la muestra tiene un efecto directo en el espectro NIR
relacionado con los enlaces de hidrégeno y los cambios conformacionales que
afectan significativamente el contenido de humedad de las muestras. Los cambios
espectrales inducidos térmicamente normalmente se atribuyen a los cambios en
el grado de enlaces de hidrégeno de la muestra (Otal et al., 2003). El aumento de
la temperatura de la muestra provoca una disminucién en el nimero de puentes
de hidrogeno entre moléculas, y por tanto, un aumento en los grupos hidroxilo
(OH) libres. Ademas, los puentes de hidrogeno debilitan los enlaces covalentes de
los grupos hidroxilo, lo que provoca que vibren a frecuencias mas bajas. En el caso
del agua, el aumento de la temperatura también da lugar a una disminucién en la
intensidad de las bandas de estiramiento de los OH (Hageman et al., 2005). Por lo
tanto, los cambios de frecuencia e intensidad de las bandas de los grupos OH
estan directamente relacionados con la fuerza del enlace de hidrégeno que, a su
vez, es dependiente de la temperatura, por lo que, variaciones de menos de 5 °C
son capaces de inducir errores significativos en las predicciones NIR (Hansen et al.,

2000 citado por Cozzolino et al., 2007).

Con el objetivo de estudiar esta influencia, se tomaron espectros de cada muestra
a dos temperaturas: T, (temperatura del jamdn tras ser loncheado, -12/-8 °C) y T,
(temperatura ambiente, 16/20 °C). Se llevd a cabo una comprobacién de la
temperatura de la muestra en la linea de envasado de la propia fabrica (Ty) con el
fin de plantear una metodologia de trabajo en las mismas condiciones en las que

se desarrolla el proceso industrial (Figura 3).
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Figura 3. Medicion de la temperatura de la muestra en la linea de envasado de la fabrica

usando la cdmara termografica

1.3.3 Caracteristicas de los espectros

Los espectros adquiridos para cada muestra, a diferentes temperaturas y nimero
de barridos, presentaban una forma muy similar e incluso los maximos aparecen
en la misma regién de frecuencias. Cabe destacar que algunas muestras
presentaban espectros muy planos y tumbados, en comparacion con otros, en el
rango entre 4.000 y 7.500 cm™. Estas muestras tenian una apariencia de color mas
oscuro y seco, y pertenecian a las lonchas de otra marca de jamones, esto
implicaba la presencia de diferencias en la matriz de la muestra, pudiendo ser
debido a un proceso de curado diferente. La Figura 4 muestra el conjunto
completo de espectros adquiridos en 16 barridos y temperaturas T, (-12/-8 °C) y

T:(16/20 °C).
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Absorbancia

10

Frecuenciacm

Figura 4. Espectros NIR de 310 muestras de jamén curado loncheado (a) T, (-12/-8 °C) y (b)

T, (16/20 °C), obtenidos por reflexién a 16 barridos con una sonda de fibra éptica remota

1.3.4 Informacion espectral

Se llevé a cabo el estudio del espectro promedio de todo el conjunto de muestras
a las dos temperaturas estudiadas, empleando los espectros procesados con el
pre-tratamiento matemadtico, de derivada de primer orden. En los espectros
tomados con 16 barridos [Figura 5 (a)], se pudieron observar algunos picos anchos
en las bandas de 10.490; 7.010-6.860 y 7.214-7.189, 5.170 cm?, que se relacionan
con el segundo arménico del enlace O-H, su primer armdnico de estiramiento y
sus vibraciones de combinacion, respectivamente. Dichas bandas se asocian
directamente con el contenido de agua en las muestras (Cozen, 2006). La derivada
de primer orden transforma el espectro permitiendo que se puedan apreciar
ligeramente en estas bandas las diferencias entre los espectros recogidos a las dos
temperaturas y, por lo tanto, los cambios en los espectros debido a esta influencia

[Figura 5 (b)].
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Figura 5. (a) Espectro NIR promedio (12.000-4.000 cm™) de jamén curado loncheado a las

temperaturas: -10 °Cy 18 °C. (b) Tratamiento matematico del espectro (primera derivada)

Por otro lado, el andlisis NIR de sodio en jamdn se basa en los cambios en el
componente agua del espectro de la carne. Las variaciones de temperatura
provocan cambios en las cantidades relativas de los grupos OH libres y enlazados,
gue también pueden ser causados por los cambios en el nivel de sal. Debido a
estas influencias en los espectros y basandonos en el estudio de Begley et al. en
1984, donde se llegd a la conclusion de que los cambios inducidos por la sal en el
espectro del agua, pueden ser aislados de otras variaciones espectrales, mediante
tratamiento matematico (derivadas de primer y segundo orden), se puede
concluir en el estudio que existe una alta correlaciéon entre el contenido de sal
determinada por analisis quimico y por los espectros NIR a la frecuencia de 5.537

cm’™, sin influir, en este caso, la variacion de temperatura.

La Figura 6, muestra un ejemplo de los espectros de absorcién sometidos al
tratamiento matematico de primera derivada de dos muestras muy diferentes en
el contenido en sodio, la muestra N146 con 1,21 % Na y la muestra N16 con 2,97
% Na, donde se puede apreciar una clara diferencia en este pico de absorcidn. Con
la segunda derivada también se observa esta diferencia, pero se arrastra mucho

ruido espectral comparado con la primera derivada.

94



RESULTADOS Y DISCUSION Capitulo 1.1

o ’
2 | 5.537cm =
8 :
S )
P T e, S -
i . / \ i o

7 ~— / > \ \ /

/ N \\ / L s ///.' \/”\.‘ T
© 8 / fl‘ AV
S 8 j T
€ 3 ’
© —~
o / ]

— \ \ °
o 1o~ i\ !
n \! #1a
Q . i\ s [
< g \
o _|
g 5
S £
9 g
3
° §
é - 8
T T T T T
6000 5500 5000 4500 4000
Frecuencia cm
I N16 [l N146

Figura 6. Primera derivada de los espectros NIR de dos muestras, N146 y N16, muy

diferentes en el contenido de sodio a temperatura Ty (1,21 y 2,97 % Na, respectivamente)

Si se comparan los espectros de la misma muestra a las dos temperaturas no se
observan cambios apreciables (Figura 7). Esto demuestra que en esta region se
puede asumir una correlacién directa entre la absorcidn en la regién NIR con el
contenido de sodio de la muestra y por lo tanto, este pico puede ser aislado de los
armoénicos OH relacionados con las bandas de absorcién del agua, evitando la
dependencia con la temperatura. Sin embargo, debido a la similitud de los efectos
de la sal y temperatura sobre los espectros del agua, para evitar errores, resulta
imprescindible mantener constante uno de estos pardmetros cuando se estd

midiendo la incidencia del otro.
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Figura 7. Primera derivada de los espectros NIR de dos muestras muy diferentes en el

contenido de sodio a las temperaturas: -10 °Cy 18 °C

No obstante, a pesar de las diferencias encontradas y aunque se ha detectado que
a esta frecuencia se pueden apreciar cambios en el contenido de sal, las muestras
de jamdn curado presentan un espectro NIR lo suficientemente complicado, como
para ser necesario la aplicacion de estudios quimiométricos para extraer la
maxima informacion de los datos obtenidos espectralmente. En la regién de
infrarrojo cercano se observan las bandas de solapamiento y combinaciones de
los enlaces fundamentales pertenecientes a diferentes componentes, por tanto
las variaciones en el contenido de sal influyen en todas ellas. Para el desarrollo de
tales modelos, se debe tener en cuenta: las contribuciones al ruido espectral y a
las bandas de absorcion de aquellos componentes que puedan originar

interferencias.
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Para la realizacidn de los correspondientes calibrados, las bandas con valores de
absorbancia entre 0,7 y 1,5 generalmente conducen a mejores resultados, a tales

efectos, nunca las sefiales saturadas deben ser utilizadas.

1.3.5 Resultados de calibracion NIR

Para las mediciones espectrales se realizaron diferentes calibraciones a distintas
temperaturas y nimero de barridos, midiendo un conjunto de 310 bandejas de
jamon curado loncheado de diferentes partes de la pieza de jamén. Para el
anadlisis quimiométrico, el método de regresion aplicado fue el andlisis por

minimos cuadrados parciales (PLS).

1.3.5.1 Evaluacion de modelos predictivos

Inicialmente se llevd a cabo un anadlisis de componentes principales (PCA).
Mediante los graficos de puntuacidn se visualizan aquellas muestras que se
desvian de todo el conjunto de calibracién y que durante el desarrollo de la
calibracién pueden presentarse como valores atipicos/outliers. Se eliminaron las
muestras redundantes teniendo en cuenta 5 factores del analisis de componentes

principales.

Las evaluaciones de los modelos fueron realizados por validacidn cruzada, el
conjunto de muestras de calibracion se dividieron en subconjuntos de 6 muestras.
La seleccion del mejor método de pre-procesamiento del espectro se basaba en la
obtencién del menor error de prediccién en la validacion cruzada. El grado de
correlacién entre los valores reales y los predichos se determina con el célculo del

coeficiente de determinacién (R%cv).

La seleccién del rango espectral adecuado tiene gran importancia para la calidad

de un modelo PLS y se debe utilizar el rango de frecuencias del espectro donde se
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puede encontrar una buena correlacidon entre los cambios en el espectro y los

datos de concentracién del componente estudiado.

Se llevd a cabo la deteccidn de los valores atipicos para identificar la discordancia
entre el valor de referencia y el resultado predicho. Estas muestras debieron ser
eliminadas del conjunto de datos cuando los valores eran causados por una
medicidon errénea o si las muestras eran muy diferentes del conjunto de
calibracion. Algunas veces el estudio del espectro de los valores atipicos podia
indicar la presencia de una caracteristica que necesita ser representada en el
conjunto de datos de calibracién. En este caso, estas muestras se deben mantener
para ser incluidas en el conjunto de calibracion cuando se detecten otras
muestras similares. Los espectros de las muestras pertenecientes a jamén de una
marca concreta, en un primer momento, eran consideradas outliers, debido a
diferencias visuales al compararlas con el resto de espectros del conjunto, pero se
decidid dejarlas dentro del mismo y que fuera el propio analisis quimiométrico
quien las identificase como outliers, ya que estas muestras fueron, en principio,
procesadas y medidas en las mismas condiciones. Solo un pequefio grupo de ellas
se eliminaron tras la calibracién, conociendo a posteriori que habian sido tratadas

con un proceso diferente.

Los outliers son detectados e identificados por un crecimiento en la distancia de
Mahalanobis. Cuanto peor es la correlacién entre los espectros de las muestras
que se usan para validar el conjunto de datos de calibracidn dentro de la

validacién cruzada, mayores son las distancias de Mahalanobis correspondientes.

Otros parametros utilizados en el reconocimiento de valores atipicos fueron: el
residual calculado como la diferencia entre el valor verdadero y el predicho; la
influencia estadistica que es una medida de la repercusion de una muestra en el
modelo, los valores atipicos mostraban un valor de influencia estadistica

anormalmente alto; y los grdficos de puntuacion de los componentes principales
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donde las muestras atipicas aparecen como extremos con respecto al conjunto de
calibracion. En la Figura 8, las muestras en rojo representan ejemplos de valores
atipicos detectados durante el trabajo, presentando una gran distancia de los

valores de referencia respectivos (gran residual).
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Figura 8. (a) Distancia de Mahalanobis frente al residual espectral, (b) Influencia
estadistica frente al residual y graficos de puntuacion: (C) PC3 frente a PC1y (d) PC3 frente
aPC2

Los parametros estadisticos de calibracién se obtuvieron para cada uno de los
componentes después de la eliminacion de los valores atipicos. Se establecié el
limite de eliminacion de valores atipicos en dos pasos basandonos en los estudios
de Fernandez-Cabanas et al. (2006, 2007), lo que demuestra que con los dos

primeros pasos es posible detectar las anomalias. El nUmero de valores atipicos
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detectados durante la calibracion representa el 6 % del conjunto de calibracidn
inicial. Este porcentaje es consistente con los resultados obtenidos en estos
estudios previos. También se identificaron varios valores extremos dudosos, y en
este caso se desarrollaron varios modelos incluyendo o no estas muestras y se

evaluaron mediante validacion externa.

Se desarrollaron multiples modelos de calibracién para humedad y sodio variando
los pre-procesamientos matematicos, la region espectral empleada y el rango de
la ecuacién. La Tabla 2 recoge los resultados obtenidos en los cuatro mejores
modelos en cada caso, en dos de ellos se utilizaron los dos espectros tomados
consecutivamente sobre la misma muestra en las mismas condiciones, mientras
gue en otros dos modelos se emplearon el espectro promedio de ambas medidas.
Los resultados que se obtuvieron empleando el espectro promedio fueron
mejores, por un lado, se promediaron las diferencias que podian aparecer en las
dos medidas espectrales tomadas, aunque hubieran sido tomadas de forma
consecutiva, como por ejemplo el calentamiento de la muestra tras la primera
exposicién al laser de la sonda y por otro lado, se tomo en cuenta que se asociaba
un Unico espectro al valor de referencia del parametro, ademas, el cédlculo del
espectro promedio de una muestra reduce el ruido espectral, ya que este es

considerado aleatorio.

Con respecto a los tratamientos matematicos de los modelos con el menor
numero de factores PLS (menor rango) que obtienen los mejores resultados, son
la primera derivada combinada con dos métodos de pre-procesamiento de datos,
la normalizacidon vectorial (SNV) o la correccion de dispersién multiplicativa

(CDM).
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Tabla 2. Resultados obtenidos en calibracion y validacidn interna para los pardmetros sodio y humedad

':/i:::s:?: Condidiciones de medida Calibracién Validacién cruzada
Parametro
SEL Ve PR o etites Rango de . Pre- Factores 2 RMSEC  Rley RMSECY  RPD
calibracion frecuencias (cm™) Procesamiento PLS
8 269 9.403-4.598 12d.+ CDM 14 92,00 0,126 88,17 0,15 2,91
269 9.404-4.598 12d.+ SNV 15 91,97 0,126 87,81 0,15 2,86
266 9.404-4.243 12 d.+ CDM* 13 91,99 0,124 87,70 0,15 2,85
266 9.404-4.243 12 d.+ SNV* 13 92,10 0,123 87,85 0,15 2,87
T 16 261 9.404-4.243 12d.+ CDM 14 92,08 0,124 88,58 0,15 2,96
261 9.403-4.598 12 d.+ SNV 14 91,91 0,125 88,83 0,15 2,99
261 9.403-4.598 12 d.+ CDM* 14 93,16 0,118 90,21 0,14 3,20
Sodio 0,11 261 9.404-4.598 12 d.+ SNV* 15 93,43 0,116 90,12 0,14 3,18
(%) 8 258 9.404-4.598 12d.+ CDM 1 90,38 0,137 86,22 0,16 2,69
258 9.404-4.243 12d.+ SNV 12 90,46 0,137 85,68 0,17 2,64
260 9.404-4.598 12 d.+ CDM* 11 90,69 0,132 86,29 0,16 2,70
260 9.404-4.598 12d.+ SNV* 12 90,79 0,131 86,03 0,16 2,68
K 16 251 9.404-4.243 12d.+ CDM 1 91,40 0,126 88,20 0,15 2,91
251 9.404-4.243 12d.+ SNV 12 91,56 0,125 88,08 0,15 2,90
261 9.403-4.243 12 d.+ CDM* 14 93,67 0,111 88,91 0,14 3,00
261 9.404-4.243 123 d.+ SNV* 14 93,41 0,113 88,51 0,15 2,95

* Espectros promedio
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Método de

referencia Condidiciones de medida Calibracién Validacion cruzada
Parametro
SEL T NeBarridos oo fefEeds Pre- Factores > RMSEC Rcv RMSECV  RPD
t o . ..
emperatura ameaos  calibracion frecuencias (cm™)  Procesamiento PLS R Rev

8 256 9.404-5.446 12d.+ CDM 9 85,30 2,16 85,30 2,35 2,61
256 9.404-5.446 12 d.+ SNV 9 87,80 2,16 85,22 2,36 2,60
255 9.404-4.598 12 d.+ SNV* 10 89,67 2,02 86,85 2,23 2,76
255 9.404-4.598 12 d.+ CDM* 10 89,85 2,00 86,65 2,25 2,74

To 9.404-5.446
16 257 4.428-4.243 12 d.+ SNV 10 88,16 2,16 85,45 2,37 2,62
257 9.404-4.598 12 d.+ CDM 11 88,24 2,16 85,22 2,39 2,60
256 7.506-4.243 12d.+ SNV* 10 90,04 2,11 87,21 2,34 2,80
Humedad 0.50 256 7.506-4.243 12 d.+ CDM* 10 89,96 213 8715 234 2,79
(%) 8 256 9.404-4.598 12 d.+ SNV 8 88,29 2,22 85,45 2,45 2,62
256 9.404-4.598 12d.+ CDM 8 88,34 2,21 85,42 2,45 2,62
256 9.404-5.446 12 d.+ SNV* 8 90,21 2,04 86,31 2,36 2,70

9,404-5.446
256 4.605-4.243 12 d.+ CDM* 9 88,64 2,19 85,75 2,41 2,65

T 9,404-5.446
16 256 4’605 4.243 12 d.+ SNV 8 89,24 2,10 86,94 2,30 2,77
256 9.404-4.598 12d.+ CDM 8 89,35 2,09 86,84 2,31 2,76
255 9.404-4.243 12 d.+ CDM* 8 88,86 2,18 86,06 2,40 2,68

7.506-5.446
255 4.605-4.243 12 d.+ SNV* 8 88,50 2,22 85,73 2,43 2,65

* Espectros promedio
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El contenido de sodio se estima empleando en la ecuacion del modelo entre 11y
15 factores PLS, los mejores modelos se obtienen aplicando una combinacién de
CDM o SNV con la primera derivada, independientemente de si se emplean los
dos espectros o el promedio de ambos. Los valores de R%cv estdn comprendidos
entre 86,2-90,2 %, lo cual demuestra una buena correlacion entre las matrices de
datos espectrales y de referencia del sodio. Los valores de RMSECV estan entre

0,14y 0,16 %.

El contenido de humedad se ha estimado empleando entre 8 y 11 factores PLS, un

R%cv comprendido entre 85,2-87,2 % y un RMSECV de 2,23-2,43 %.

La precision/exactitud de la espectroscopia NIR se puede evaluar de diferentes
maneras. Debido a la dependencia de la espectroscopia NIR en la precisidn del
método de referencia (Monin, 1998), los errores de prediccion (RMSECV) deben
considerarse a la luz de la precisiéon de los métodos de referencia (de laboratorio)
para la composicién quimica. La respetabilidad del método de referencia (Tabla 2)
es de 0,50 % y 0,11 % para el contenido en humedad y sodio, respectivamente.
Los mejores modelos de prediccion dan errores de prediccion (RMSECV) de 2,23 %
y 0,14 % para la humedad y sodio, respectivamente. Dado que los errores de
validacién cruzada se acercan a la repetitividad de los datos de referencia se
confirma que la espectroscopia NIR estda limitada por la precisién del método de
referencia. A excepcion de la humedad, tal y como se corrobora en el estudio
desarrollado por Prevolnik et al. (2011), en el que obtienen la misma tendencia en

ambos pardametros.

La Figura 9 muestra la correlacién de los valores obtenidos en el laboratorio con
respecto a aquellos predichos por NIR para humedad y sodio en las lonchas de
jamdn curado. Los gréficos para los valores predichos frente a los medidos (reales)
para ambos parametros, muestran que las muestras se distribuyen de manera

uniforme a lo largo de la recta y préximos a ella en todo el rango.
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Figura 9. Grafico de prediccidén NIR: Valores predichos frente a reales en los modelos

medidos a Ty y 16 barridos (a) Sodio, (n=261) y (b) Humedad, (n=256)

1.3.5.2 Validacidn de los modelos

La aplicabilidad del modelo de calibracion es totalmente dependiente del
conjunto de datos utilizados para crear el modelo. El aspecto mas critico de
derivar los métodos de analisis NIR es asegurar que los modelos sean
representativos de las variaciones en muestras futuras, compensandose las
absorciones de interferencia y las diferencias de dispersion de luz que se
encuentren. En consecuencia, la validacion externa se lleva a cabo usando un
conjunto independiente de muestras que representan todo el rango de andlisis y

todas las posibles variaciones espectrales.

Para el calculo del error de prediccién, RMSEP, se utiliza una comparacion de los
resultados del andlisis de prediccidn con los datos de concentracién originales del
conjunto de validacidn. La capacidad de prediccién del modelo se evalud con el
pardmetro RPD. El modelo que obtiene los menores errores de prediccién junto
con la mayor RPD caracteriza los mejores métodos. En la Tabla 2, se muestran los
valores de RPD, para la humedad se obtienen valores comprendidos entre 2,63-
3,89 y para el sodio, de 2,98 a 3,63. Estos resultados demuestran que la capacidad

de prediccion puede ser considerada aceptable para la humedad y buena para el
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sodio, lo que indica que la tecnologia NIRS presenta una capacidad de prediccion

interesante para la determinacion de la composicion de sodio y humedad en

muestras de jamones de origen desconocido, que hayan sido sometidos a un

proceso de salazén semejante.

En los modelos robustos, la validacién interna y externa deben llevar a resultados

comparables. Como se resume en la Tabla 3, en la mayoria de los modelos, los

errores RMSECV fueron similares a RMSEP lo cual demuestra la alta fiabilidad de

los modelos desarrollados.

Tabla 3. Comparacidn de los resultados obtenidos en las validaciones interna y externa

Condidiciones de medida

Parametro o Modelo RMSECV  RMSEP RPD
Temperatura Barridos

8 Dos espectros 2,51 2,59 3,01

Espectro promedio 2,32 2,43 3,37

To 16 Dos espectros 2,43 2,36 3,08

Humedad Espectro promedio 2,26 1,72 3,39

(%) 8 Dos espectros 2,53 233 2,63

Espectro promedio 2,40 1,77 3,83

E 16 Dos espectros 2,45 1,74 3,24

Espectro promedio 2,34 1,72 3,89

8 Dos espectros 0,15 0,13 3,34

Espectro promedio 0,15 0,13 3,25

To 16 Dos espectros 0,15 0,13 3,43

Sodio Espectro promedio 0,14 0,12 3,63

(%) 8 Dos espectros 0,16 016 2,98

Espectro promedio 0,16 0,16 3,31

E 16 Dos espectros 0,15 0,14 3,49

Espectro promedio 0,14 0,13 3,54
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Fijdndonos en el parametro sodio y eligiendo el mejor modelo (en negrita), si se
comparan los valores obtenidos para ambas temperaturas entre los espectros
tomados a 8 y 16 barridos, se observa que los errores de prediccién, tanto en
validacién interna como externa, son menores cuanto mayor es el nimero de
barridos y por lo tanto, mejor es la capacidad predictiva. A temperatura T, se
obtienen para 8 barridos, 0,15 de RMSECV y 0,13 de RMSEP, mientras que para 16
se obtienen 0,14 y 0,12, de RMSECV y RMSEP, respectivamente. Al igual ocurre a
temperatura T4, a 8 barridos se obtiene 0,16 para ambos errores y a 16 barridos
0,14 y 0,13 de RMSECV y RMSEP respectivamente. Todos los errores de prediccion
obtenidos estan comprendidos en el rango de incertidumbre del método de
referencia para la determinacién de sodio mediante ICP, que representa el 15 %
del valor de la concentraciéon (0,18-0,47) dentro del rango de las muestras

empleadas en los modelos (1,21-3,09 % sodio).

En cuanto a la capacidad predictiva, para TO se obtiene 3,25 y 3,63, y para T1,
3,31 frente a 3,54 a 8 y 16 barridos respectivamente. En cualquier caso supera el
valor de 3 a partir del cual el modelo predictivo es considerado como adecuado
para el andlisis cuantitativo del parametro sodio medido mediante tecnologia
NIRS. Para el pardmetro humedad se obtiene la misma tendencia, tal y como se

puede comprobar en la Tabla 3.

1.3.5.3 Resultados finales de calibracion

Una vez que se seleccionan los modelos, las muestras utilizadas en validacion se
incluyen en el conjunto de calibracién y se construyen nuevamente los modelos
de prediccidn (Tabla 4). Para todas las condiciones de medida se cumple que los
valores de los parametros R*cv, RPD y RMSECV son mejores debido al incremento
en el nimero de muestras empleadas en la construccidon de los nuevos modelos.

El mejor modelo para la prediccion de ambos parametros es el que se obtiene
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para las condiciones de temperatura Ty empleando 16 barridos por espectro, lo

gue supone un tiempo de medida de cinco segundos. Para el caso del sodio la

ecuacion requiere 14 factores PLS (Figura 10) obteniéndose un error de prediccion

de 0,13 % con un coeficiente de correlacion del 91 % y una capacidad predictiva

de 3,35.
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Figura 10. Error de prediccidn de validacidn cruzada (RMSECV) frente al nimero de

factores PLS (Rango). Modelo de prediccidn con espectros promedio a TO y 16 barridos

Para el parametro humedad se obtiene un ajuste del 88 %, con un error de

predicciéon de 2,26 % que aunque a priori se aleja del error del método de

referencia de 0,50 %, resulta asumible, considerando las ventajas que presenta la

rapidez de la determinacion mediante NIRS.
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Tabla 4. Resultados obtenidos en la calibracidn para todo el conjunto de muestras

Condidiciones de medida Calibracidn Validacién cruzada
Parémetro Temperatura N® Ne r.nues.tras Pre- Factores R? RMSEC Rcv RMSECV RPD
Barridos  calibracion  Procesamiento PLS
8 285 12 d.+ CDM 8 86,12 2,37 84,25 2,51 2,52
284 12d.+ CDM* 9 89,39 2,09 86,56 2,32 2,73
To 16 285 12 d.+ CDM 10 87,84 2,24 85,35 2,43 2,61
Humedad 285 12 d.+ SNV* 10 89,59 2,11 87,62 2,26 2,84
(%) 8 285 12 d.+ SNV 8 86,43 2,41 84,64 2,53 2,55
285 12d.+ CDM* 6 88,46 2,20 86,01 2,40 2,67
E 16 284 12 d.+ CDM 8 87,27 2,27 84,87 2,45 2,57
284 12 d.+ CDM* 8 88,77 2,18 86,55 2,34 2,73
8 296 12 d.+ CDM 14 92,16 0,12 88,93 0,15 3,01
295 1st d+SNV* 14 92,72 0,12 89,14 0,14 3,03
To 16 284 12 d.+ CDM 14 93,08 0,12 90,77 0,13 3,29
sodio 286 15t d+SNV* 14 94,00 0,12 91,08 013 3,35
(%) 8 287 12d.+ CDM 11 90,33 0,14 87,04 0,16 2,78
289 12 d.+ CDM* 11 90,82 0,14 87,20 0,16 2,79
E 16 280 1std+SNV 14 92,80 0,12 89,34 0,14 3,06
290 12 d.+ CDM* 14 93,72 0,11 89,94 0,14 3,09

* Espectros promedio



RESULTADOS Y DISCUSION Capitulo 1.1

En general, los modelos construidos usando los 2 espectros o el promedio
presentan resultados muy similares, siendo ligeramente mejores en el segundo
caso. En todos ellos el nimero de muestras utilizado cuando se emplean los dos
espectros es inferior, lo que indica que durante el desarrollo de la calibracidn hay
un mayor numero de muestras que no encajan en el modelo y se consideran
outliers, teniéndose que eliminar para obtener los resultados que se presentan en
las tablas. Por lo tanto, se considera mas adecuado seleccionar los modelos que
utilizan el espectro promedio para trabajar en rutina. Como conclusién y en el
caso que nos ocupa, el modelo a utilizar en la linea de envasado sera el obtenido
en las mismas condiciones que las reales de la linea, temperatura alrededor de -10
°C y medida de 5 segundos por bandeja para llevar a cabo la medida espectral

(Tabla 4: en negrita).

El desarrollo de las calibraciones se ha llevado a cabo para lonchas de jamodn
curado que incluyen a los diferentes musculos de la pieza entera de jamdn. Los
resultados obtenidos, en general, indican que los modelos logrados obtenidos
para los parametros de humedad y sodio, permiten obtener una aceptable
precision y son apropiados para su aplicacidén en la determinacidn analitica de la
composicion del jamén curado loncheado en analisis de rutina mediante NIR, sin
tratamiento previo ni manipulacion. Al emplear todos los musculos de la pieza de
jaman curado, se arriesga precisidon, pero se garantiza la posibilidad de utilizarlos
en la totalidad del producto y en consecuencia que el método presente grandes

ventajas para su utilizacidn en la industria del jamén curado.

Una vez implantada la tecnologia desarrollada en la fabrica del jamdén loncheado,
debera ser sometida a un mantenimiento periédico (aproximadamente anual) que
implicard la inclusion de mas muestras medidas en la misma linea de envasado.

Una vez que la validacién se ha llevado a cabo y los modelos han sido ajustados,
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estas muestras se incluiran en el conjunto de calibracién, de esta manera, la

robustez del método mejorara cada afio de su aplicacion.
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Il. MODELOS DE PREDICCION NIR PARA COMPENSAR LA
INFLUENCIA DE LA TEMPERATURA

.1 ANTECEDENTES

Las variaciones de la temperatura en espectroscopia NIR pueden influir en los
modelos de calibracién desarrollados para la prediccion de las muestras de
interés. La absorbancia se ve afectada directamente por los cambios de
temperatura, los cuales provocan desplazamientos de las bandas de absorcion e
incluso variaciones en la intensidad de las sefiales por lo cual, este parametro,
temperatura de la muestra, se deberia tener siempre presente en la construccién
del modelo o la capacidad de prediccidon del mismo, que se podria ver seriamente
afectada. Ademds, en una matriz compleja como la que presenta el tipo de
alimento procesado que se ha estudiado, sus componentes absorben radiacion a
diferentes longitudes de onda provocando variaciones en la absorbancia como
consecuencia de las diferentes caracteristicas de estos componentes (Zhang et al.,
2010). Por lo que, estas variaciones en las bandas de absorcién del espectro,
pueden ser debidas tanto al efecto de la temperatura como a la variacion de los

diferentes componentes que conforman el alimento.

Una alternativa para solventar el problema de la temperatura seria mantenerla
constante. Sin embargo en la practica, por lo general, resulta bastante complicado
y por lo tanto esta técnica de medicion dptica se veria muy limitada en términos

de aplicabilidad.

El objetivo de este estudio es proponer un método para corregir el efecto de la
temperatura, de modo que se puedan medir muestras a diferentes temperaturas
sin conocimiento previo de las mismas y en consecuencia disminuir el error

inducido por esta variacion a niveles aceptables para su aplicacion practica.
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Con el fin de minimizar el efecto de la temperatura en la prediccion NIR del
parametro sodio, se desarrollan modelos de compensacién utilizando medidas
espectrales tomadas en diferentes condiciones de temperatura. Dependiendo de
los espectros empleados en calibracién (validacién cruzada) y en validacion
externa se construyen dos tipos de modelos de compensacion de temperatura:

local y global (Yao et al., 2013).

Los modelos de compensacion de temperatura local se refieren al conjunto de
espectros de muestras que han sido medidos a una temperatura o intervalo
concreto, desarrollando primero los modelos que después se validan empleando
muestras medidas a otras temperaturas diferentes. El fin de estos modelos locales
es comprobar en cudl de ellos influye menos la temperatura al ser aplicados a
muestras en condiciones de temperatura diferente o desconocida. El desarrollo
de estos modelos consiste en una primera calibracidn en la que se valoro el error
de prediccidon en validacién cruzada RMSECV, seguida por dos procesos de
validacién con muestras ajenas al grupo de calibracién, en el primer caso, se
emplearon muestras pertenecientes al mismo rango de temperatura y en el
segundo, la validacidon externa se llevé a cabo con muestras medidas a otras
temperaturas. En los dos ultimos pasos se valoré el error de prediccion obtenido

en la validacidn externa (RMSEP) y la capacidad predictiva del modelo (RPD).

El modelo de temperatura global utiliza espectros de las muestras que han sido
medidas abarcando todo el rango de temperaturas, con lo que se consiguieron
valores muy similares de los errores de prediccidn (RMSECV) al compararlos con
los modelos locales, e incluso de los errores RMSEP de la validacidon externa con
muestras del mismo grupo. En este modelo global, al emplear muestras a todas
las temperaturas, el error de prediccién que se obtuvo cuando se aplicé a unas
muestras desconocidas es bastante menor, siendo de este modo la calibracion

construida mucho mas robusta para su aplicacién a muestras reales.
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Las técnicas multivariantes, tales como la regresidon PLS, utilizan la covarianza
entre la variante espectral y la informacion del analito para establecer un modelo
de regresién que explique la variacion del pardmetro de interés a partir de la
variacion espectral. Si la sefial de los interferentes se correlaciona con la del
analito, el algoritmo PLS no puede distinguir entre analito e interferentes, luego,
cuanto mas débil es esta correlacidn, mas sencillo resulta distinguirlos (Florian et
al., 1998). El modelo de prediccion de temperatura global trata la temperatura
como interferente desconocido, la cual afecta generalmente a las medidas
espectrales de manera no lineal, mientras que la incidencia de los compuestos
quimicos es lineal (Zhang et al., 2010). Por consiguiente, debido a la diferente
influencia en el espectro entre analito y temperatura, la regresidon PLS puede ser
de gran utilidad en la determinacién del componente medido a diferentes

temperaturas.

1.2 EXPERIMENTACION
11.2.1 Diseiio experimental

Se definieron tres rangos de temperatura: | (-12/-5 °C), Il (-5/+10 °C) y Ill (+10/+20
°C) y dos conjuntos de muestras, calibracién (C) y validacién externa (P). Los
espectros empleados en ambos grupos resultaron del promedio de dos medidas
espectrales realizadas consecutivamente sobre la muestra. En funcién de la
temperatura de la muestra a la que se han tomado los espectros en calibracién y
validacién, se distinguieron los siguientes grupos: espectros del conjunto de
calibracién en los tres rangos de temperatura: Cl (291 espectros) / Cll (n=107) /
Clll (n=291) y espectros del conjunto de validacién en los tres rangos de

temperatura: Pl (n=291) / Pll (n=107) / PIIl (n=291).
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Para los modelos de compensacion local se construyeron 3 calibraciones
empleando en cada una de ellas los espectros tomados en cada rango de
temperatura y se validaron con los otros dos grupos. De este modo, la calibracion
construida empleando el grupo de espectros medidos en el rango de temperatura

-12/-5 °C, Cl, se validé con Pll y PllI, y asi, para el resto de los casos.

Para establecer el modelo de compensacién global, en primer lugar, se
seleccionaron tres subgrupos de muestras variadas dentro de cada rango de
temperatura que representen a cada grupo, empleando la distribucién de los
espectros dentro del andlisis de componentes principales (PCA). En segundo lugar,
dentro de esta seleccion se separaron aproximadamente el 20 % de muestras de
cada conjunto para llevar a cabo la validacién externa. Se emplearon un total de

327 espectros, 265 para la calibracién y 62 para validacién externa.

Los espectros restantes de cada uno de los rangos de temperatura se utilizaron

para validar individualmente el modelo global construido.

11.2.2 Analisis de referencia y adquisicion de espectros

Para llevar a cabo el desarrollo de las calibraciones se utilizaron los espectros NIR
promediados correspondientes cada uno de ellos a dieciséis barridos y recogidos a
diferentes temperaturas, asi como los valores de referencia del sodio obtenidos

via humeda. Todo ello referido a las muestras del capitulo 1.1.

11.2.3 Analisis quimiométrico: Modelos de prediccion NIR

Los modelos de calibraciéon se desarrollaron mediante regresién por minimos

cuadrados parciales (PLSR), utilizando el método de validaciéon cruzada.
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.3 RESULTADOS Y DISCUSION
11.3.1 Analisis de referencia

En la tabla 5 se recogen los descriptores estadisticos de los tres conjuntos de
muestras en funcion del rango de temperatura a la que se realizd la medida

espectral.

Tabla 5. Resumen estadistico de los analisis quimicos

Rango Promedio

Temperatura N2 Muestras (% Sodio) (% Sodio) sSD® CV%°
I (-12/-59C) 291 1,21-3,10 2,00 0,45 22,73
Il (-5/+102C) 107 1,27-3,10 2,11 0,40 19,00
I (+10/+209C) 291 1,21-3,10 1,98 0,43 21,72

? SD, desviacidn estandar
b CV, coeficiente de variacién (SD * 100/promedio)

11.3.2 Anadlisis espectroscopico

En el espectro promedio de los grupos de muestras en los 3 rangos de
temperatura (Figura 11), se puede observar que a frecuencias superiores a 7.100
cm™, la absorbancia disminuye al aumentar la temperatura. Este resultado es
similar al encontrado por Cozzolino et al. (2007), que observaron que la
absorbancia a bajas frecuencias con respecto a la posicion del maximo
correspondiente al primer armdnico de estiramiento del enlace O-H (6.940-7.140

cm™), disminuye con el aumento de la temperatura.
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Figura 11. Espectro NIR promedio (12.000—4.000 cm"l) de jamodn curado loncheado en los

tres rangos de temperaturas

11.3.3 Desarrollo de modelos de compensacién de temperatura

Se aplicd un analisis PCA para examinar los patrones dominantes en los datos
espectrales. Si se representan graficamente los scores (grafico de puntuaciones de
cada espectro en el espacio de las componentes principales) de las muestras
escaneadas a diferentes temperaturas (Figura 12), se observa que aquellos
espectros recogidos dentro del mismo intervalo de temperatura tienden a
agruparse. Ademas se aprecia una clara separacidn entre los rangos | (color azul) y
Il (color verde), debida principalmente a la gran diferencia entre temperaturas
entre ambos intervalos, este efecto sobre los espectros NIR, seglin Hageman et al.
(2005), puede venir determinado por los cambios en la temperatura que inducen
cambios en la conformacién de las moléculas. Con respecto a los espectros
pertenecientes al rango Il (color rosa), al encontrarse entre los otros dos
intervalos y teniendo en cuenta que la temperatura de estas muestras fue tomada

antes de ser irradiadas por el laser de la sonda, es comprensible que se solapen
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practicamente con el grupo lll, ya que este calentamiento que sufren las muestras

durante la medida desplaza los espectros hacia dicho grupo.
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Figura 12. Grafico de puntuacién de los componentes principales PC2 y PC4

Para el desarrollo de aplicaciones practicas de medida del contenido de ciertos
pardmetros sobre matrices alimentarias complejas, como es el caso de la
determinacidn de sodio en muestras de jamén curado loncheado, la técnica NIRS
necesitara ser capaz de compensar las fluctuaciones de temperatura inducidas
por los factores medioambientales y de manipulacion de las muestras. Para ello,

se desarrollaran modelos de compensacion de temperatura local y global.

11.3.3.1 Modelo de compensacion local

Para evaluar cuantitativamente la influencia de la temperatura, se desarrollaron
modelos de prediccion para cada uno de los rangos de temperatura seleccionados
(CI, Cll 'y Clll) mediante regresion por minimos cuadrados parciales y utilizando el
método de validacidon cruzada. Después de detectar y eliminar las muestras

outliers presentes en cada grupo, con la medida de la distancia de Mahalanobis y
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del residual espectral, los espectros resultantes se emplearon para desarrollar los

modelos. En la tabla 6, se muestran tanto los valores de calibracién como de

validacién externa, empleando en ambos desarrollos muestras pertenecientes al

mismo grupo.

Tabla 6. Calibracién y validacidn externa en los diferentes rangos de temperatura

Modelo
Parametros

Cl Cll il
Temperatura [ (-12/-59C) Il (-5/+102C) [l (+10/+202C)
Rango de frecuencias (cm™) 9.404-4.598 9.404-4.598 9.404-4.243
Pre-Procesamiento 12 d.+ CDM 12 d.+ CDM 12 d.+ CDM
Factores PLS 14 10 14

Calibracion (Validacion cruzada)
N2 Muestras Calibracion 261 86 261
R’cv 90,21 81,88 89,91
RMSECV (% Sodio) 0,14 0,17 0,14
RPD 2,96 2,35 3,00
Validacion externa

N2 muestras validacién 30 21 30
RMSEP (% Sodio) 0,13 0,15 0,13
RPD 3,44 3,00 3,40

Atendiendo a los valores de los coeficientes de regresion en validacion cruzada

R’cv, se ha observado que los obtenidos para los modelos Cl y Clll, 90,21 % y

89,91 %, respectivamente (Tabla 6), se aproximan al 90 %, ambos modelos se

obtienen con el mismo nimero de muestras (n = 261). En el caso del modelo ClII,

el valor de R’cv es de 81,88 %, bastante inferior a los dos casos anteriores.
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Este hecho se debe fundamentalmente al menor nimero de muestras del
conjunto de calibracién (n=89). Al igual ocurre si se comparan tanto los valores de
los errores de prediccion RMSECV, 0,14, 0,17 y 0,14 % Na, como las capacidades
predictivas RPD en validacién cruzada, 2,96, 2,35 y 3, para los modelos Cl, Cll y CllI

, respectivamente.

Para el caso de las validaciones externas, se observa la misma tendencia al
comparar los valores de RMSEP y de RPD, obteniéndose unos errores de 0,13 %
Na y una RPD de 3,44 para los modelos Cl y Clll y un RMSEP de 0,15 % Na con 3 de
RPD para Cll. En este caso la diferencia no es tan apreciable debido a que el
conjunto de muestras para validar el modelo Cll representa el 25 % de las
muestras del conjunto de calibraciéon, mientras que para los otros dos modelos
Unicamente el 12 %, y al igual que en calibracién el nimero de muestras
empleado afecta a los resultados, por lo tanto en este caso estd mas compensada

esta diferencia por el mayor empleo de muestras para validar el modelo CII.

En la Figura 13, se muestran los graficos para los valores predichos frente a los
obtenidos mediante analisis via himeda (reales) para los tres modelos, en los tres
grupos de muestras se observa que estas se distribuyen de manera uniforme a lo
largo de la linea de regresion, siendo las pendientes préximas a la unidad, lo que
indica un buen ajuste de los modelos. Concretamente para los modelos Cl y CllI, el
valor de la pendiente es 0,91 y para Cll se obtiene un peor ajuste con una

pendiente de 0,84.
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Figura 13. Grafico de prediccion NIR: Valores predichos frente a reales (% sodio) para los

tres rangos de temperatura

11.3.3.2 Validacion de los modelo de compensacion local a otras temperaturas

Para establecer una comparacién directa entre los modelos de prediccién en cada
rango de temperatura, se estudiaron los errores de prediccion (RMSEP)
resultantes de las validaciones externas de cada modelo local con los espectros

pertenecientes a los otros grupos.

Los resultados obtenidos indican que los modelos locales son sensibles a las
desviaciones de temperatura (Tabla 7) y por lo tanto, a medida que se desvia esta
variable del rango de temperatura en el que se han desarrollado, se alcanzan
mayores errores de prediccion. Como se comprueba al comparar estos resultados
con los RMSEP obtenidos en las validaciones en las que se emplearon espectros
medidos a la misma temperatura (Tabla 7: valores en gris). Sin considerar estas

validaciones, para el modelo Cl el mayor valor de RMSEP se alcanza con Plll siendo
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de 0,30 % Na frente a 0,24 % Na obtenido en PII. Para Clll se observa la misma
tendencia, con valores de RMSEP de 0,96 y 0,26 % Na, para Pl y Pl

respectivamente.

En el caso de Cll, los errores obtenidos corroboran las conclusiones derivadas del
analisis de PCA (Figura 12), donde los espectros de este grupo se solapan con los
del grupo lll, por lo tanto, el valor de RMSEP para Pl (1,23 % Na) se aleja bastante
del obtenido para Pl (0,26 % Na).

Tabla 7. Resultados de validacion externa (RMSEP) de los modelos de temperatura local

Espectros validacién

Pl Pl Pl
RMSEP RMSEP RMSEP
Modelos . RPD . RPD . RPD
(% Sodio) (% Sodio) (% Sodio)
Cl 0,24 1,90 0,30 2,01
cll 1,23 0,47 0,26 1,80
clil 0,96 0,60 0,26 1,58

11.3.3.3 Modelo de compensacion global

En este estudio se desarrolld un modelo de calibracién global, usando andlisis
guimiométrico por regresion PLS, que permite corregir la influencia de la
temperatura de la muestra. Tanto la calibracidon, mediante validacién cruzada,
como la validacién externa se llevaron a cabo empleando una seleccién de
muestras pertenecientes a los tres intervalos de temperatura (Tabla 8). En Ila
validacién cruzada se obtuvo un coeficiente de regresion R%cv de 88,89 %, con un
error de prediccion RMSECV de 0,14 % Na y una capacidad predictiva de 3. En la
validacién externa el error de prediccion RMSEP obtenido tiene un valor de 0,15 %
Na, con una RPD de 3,01. Por lo tanto, el modelo desarrollado se considera lo

suficientemente robusto para el analisis de rutina, debido a que el valor de R%cv es
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relativamente alto, los valores de los errores de prediccion obtenidos en
calibracion y en validacion externa son muy similares y los valores de RPD son

iguales a 3.

Tabla 8. Modelo de temperatura global

Parametros Modelo Global
Rango de frecuencias (cm™) 9.404-4.598
Pre-Procesamiento 12d.+ CDM
Factores PLS 18

Calibracién (Validacion cruzada)

N2 Muestras Calibracién 254
R’cv 88,89
RMSECV (% Sodio) 0,14
RPD 3,00

Validacién Externa

N2 Muestras Validacion 62
RMSEP (% Sodio) 0,15
RPD 3,01

En la Figura 14 se muestra la correlacién de los valores de referencia obtenidos en
el laboratorio para el pardmetro sodio, con respecto a aquellos predichos por el
modelo de prediccién de temperatura global. La ecuacién de la linea de tendencia
(indicada en color verde) es y = 0.90 x + 0.19, siendo el coeficiente de correlacion
de 0,94, este valor es indicativo del buen ajuste del modelo. En la Figura 14
también esta representada la linea de regresion ideal (color azul), cuanto mas se
ajusten los puntos a esta linea o la pendiente de la linea de regresion real

obtenida se aproxime a la unidad, mejor sera el modelo (Xie et al., 2011).
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Figura 14. Grafico de prediccidon NIR: Valores predichos frente a reales (% Na) (n=254)

El error de prediccion RMSEP (0,15 % Na) obtenido en el modelo de temperatura
global es bastante mas bajo que los obtenidos en los modelos de temperatura
local, que se encuentran entre los valores de 0,24 y 1,23 % Na, mostrados en la
tabla 7, lo cual indica la buena precision de la prediccidn. Ademas, se debe
resaltar que a excepcion del modelo Cll, el resto de los modelos han sido
construidos con un nimero de muestras muy similar, hecho que influye mucho a
la hora de mejorar la precision de un modelo y por tanto en este caso, las
diferencias obtenidas entre los modelos no se deben al conjunto de muestras sino

al dnico factor diferente, como es la temperatura, en la medicién de las mismas.

11.3.3.4 Validacion del modelo de compensacion global a otras temperaturas

Al igual que en las validaciones externas presentadas en los modelos de
temperatura local, se desarrollaron validaciones externas independientes

aplicadas al modelo global, empleando los tres grupos de muestras para la
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predicciéon P, Pll y Plll (Tabla 9). Los valores de los errores de prediccién obtenidos
son 0,154, 0,152 y 0,150 % Na, para PI, Pll y PIll, respectivamente. La similitud de
los resultados, tanto entre ellos como con el error RMSEP (0,152 % Na) resultado
del compendio de temperaturas, indica la buena capacidad de prediccién del

modelo de compensacion de temperatura global.

Tabla 9. Validacion externa del modelo de temperatura global con los 3 grupos de

espectros en los diferentes rangos de temperatura

Pl PlI Pl
RMSEP RPD RMSEP RPD RMSEP RPD
(% Sodio) (% Sodio) (% Sodio)
0,154 2,89 0,152 3,00 0,150 2,57

El modelo de temperatura global comparado con los modelos de calibracion de
temperatura local, obtiene resultados mas precisos con errores de prediccidn
menores para las muestras de validaciéon, a excepciéon de los modelos de
temperatura local construidos y validados con muestras pertenecientes al mismo
rango de temperatura. Incluso en este ultimo caso, el método global resulta ser
mas ventajoso al poderse aplicar a muestras con temperatura desconocida,
evitdndose la construccion de nuevos modelos para cada temperatura. Sin
embargo, se debe considerar la desviacién de temperatura maxima permitida
entre la muestra y el modelo de calibracién, lo que implica conocer las
fluctuaciones de temperatura representativas donde se va a aplicar el modelo, y
por tanto seleccionar muestras que hayan sido medidas en condiciones que

abarquen todo el rango.
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Il. CONCLUSIONES DEL CAPITULO

1. Se ha conseguido la calibracién de un equipo NIR on-line que permite
medir el contenido en sodio de muestras de jamdn curado loncheado en
la propia linea de envasado de la empresa. Se ha obtenido una precision
de la prediccidn en validacidn externa (calibracién) de 91 %, con un error
de 0,13 % Na y una capacidad predictiva de 3,35, permitiendo clasificar el

jaman curado loncheado en funcién de su contenido en sal.

2. El procedimiento propuesto para la determinacion del sodio en jamdn
curado, un parametro complicado de medir en un matriz tan compleja,
mejora la precisién de los modelos desarrollados hasta la actualidad,
permitiendo a su vez aportar datos muy importantes en el proceso de
elaboracion industrial y con alto interés para el consumidor por su

relacién con la salud.

3. Se ha desarrollado un modelo de prediccidn para el paradmetro humedad
gue consigue un buen ajuste en validacién cruzada con un valor del
coeficiente de determinacién del 88 %. El error de prediccién obtenido de
2,26 % humedad supera al que se obtiene mediante el método de
referencia, no obstante el modelo se considera aceptable para su uso,
considerando la gran importancia que tiene la rapidez en las medida de

estos procesos industriales.

4. Se desarrollan modelos de prediccion NIR con compensacién de
temperatura. Se obtienen dos tipos de modelos: local y global. Los errores
de prediccién obtenidos en ambos modelos, comprendidos entre 0,13-
0,15 % Na, resultan muy similares a los errores del método de referencia
(0,11 % Na) cuando se emplean en la validacion muestras medidas a la
temperatura perteneciente al rango en el que se han construido los

modelos.
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5. El modelo global resulta ser mds ventajoso al poderse aplicar a muestras
con temperatura desconocida, evitandose la construccion de nuevos
modelos para cada temperatura. Se obtiene un ajuste del 89 %, con un

error de predicciéon de 0,14 % Na y una capacidad predictiva de 3.
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Capitulo 2

1. ANTECEDENTES

La mayoria de las actividades rutinarias en la calidad de los alimentos se basan en
el éxito de la realizacién de tareas de reconocimiento de patrones basados en el
desarrollo de algoritmos y metodologias o dispositivos para su aplicacion
informatica, con el objetivo final de reducir el tiempo y los costes de dichas

actividades (Ortiz, Sarabia, Garcia-Rey & de Castro, 2006).

El desarrollo de métodos de seleccidn informatizados para una clasificacién rapida
de la carne y productos carnicos procesados, en funcién de su calidad y del
contenido en determinados parametros nutricionales, estd muy demandado en

este tipo de industrias.

Debido a la expansion del mercado de elaboracidn de jamdn curado se necesitan
tecnologias no invasivas, eficientes y objetivas para la evaluacidn de la calidad del
jamdn. Otorgar categoria de calidad al jamdn se realiza generalmente de manera
objetiva por un inspector de calidad basdandose en normas de clasificacién (por
ejemplo, NPB, 1999). En la practica, normalmente se evalla de forma subjetiva
por personal experimentado o mediante analisis quimicos, sin embargo, ambos
métodos son lentos y el segundo caso implica la destruccion de la muestra, por lo
tanto, inadecuados para un entorno de produccidon de procesamiento de ritmo

rapido (EIMasry, Igbal, Sun, Allen & Ward, 2011).

Por todo ello, proponer un método para la obtencion de un modelo de
clasificaciéon cualificado que permita tomar decisiones rapidas y precisas en la

propia linea de produccidn, es de gran interés para la industria de jamdn curado.

Con el objeto de mejorar la calidad del producto, se han hecho grandes esfuerzos
para producir jamones curados con una composicion homogénea en sal,

clasificando los jamones crudos en grupos mas homogéneos y optimizando los
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procesos de secado para cada grupo. Sin embargo, todavia hay una gran variacion

dentro de los grupos (Gou et al., 2013).

Los niveles de sal en el jamdn curado varian considerablemente, desde un 4 a un
10 % segun Arnau, Guerrero, Casademont y Gou (1995) dentro del mismo
musculo y entre los diferentes musculos de una misma pieza, dependiendo de su
localizacién, veteado, o permeabilidad del agua y sal a través de la capa o capas
gue cubren al musculo, entre otros factores (Garrido-Novell, Garrido-Varo, Pérez-
Marin, Guerrero-Ginel & Kim, 2015). Esta distribucion de sal, e incluso la
diferencia de contenido entre jamones, presenta un inconveniente importante
cuando el objetivo es ofrecer a los consumidores un producto de composicion
conocida en todos aquellos parametros que estan relacionados con la salud. Una
vez asumida la heterogeneidad que puede presentar el jamén curado, la
aportacién de informacion nutricional del producto final, da la posibilidad al
consumidor de elegir seglin sus expectativas. Este conocimiento al menos en lo
relacionado con el contenido en sal, puede llevarse a cabo mediante la tecnologia

NIRS.

Una clasificacién previa de las piezas enteras en funcién de su contenido en sal,
permitird etiquetar cada jamdn con una informacién extra, muy importante, del
contenido maximo de sal que pueda contener. En este caso, si bien la tecnologia
NIRS presenta muchas ventajas para llevar a cabo este tipo de determinaciones
(Prevolnik et al.,, 2011; Collell, Gou, Arnau & Comaposada, 2011), también, se
debe tener en cuenta la limitacién de la misma en muestras que presentan una
elevada heterogeneidad. Cuando se llevan a cabo medidas NIR en reflectancia, la
energia puede penetrar varios milimetros en la muestra, pero la sefial medida
representara principalmente la superficie. Por lo tanto, la estimacion de Ia
composicion media de un producto depende de la homogeneidad de la muestra

tomada, incluida la superficie de la misma (Gou et al.,, 2013). Dadas las
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dificultades para hacer un estudio completo de toda la pieza, es mucho mas
recomendable determinar una zona de mdaximo contenido en sal para desarrollar
la calibracidn, lo que permitird una informacidn extrapolable al contenido en sal

de otras partes de la pieza de jamodn.

Nuestro estudio tiene como objetivo demostrar que el jamdén curado se puede
clasificar en funcién de su contenido de sal, en la misma linea de produccidn, en
base a la informacién espectral obtenida de la superficie de cada muestra intacta,
mediante una sonda de medida remota con un equipo NIR y habiendo

desarrollado la calibracién correspondiente.

2. EXPERIMENTACION
La metodologia de trabajo ha consistido en:

v Estudiar el contenido de sal de las diferentes partes de la pieza entera
de jamodn curado para seleccionar la zona mas adecuada para la

medida NIR.

v' Desarrollar modelos de calibracién para la determinacién del

parametro sodio mediante la tecnologia NIR on-line.

2.1 Seleccion de la zona mas representativa de la pieza entera de jamon
curado para la medida del parametro de sodio

2.1.1 Disefio experimental

Para llevar a cabo el estudio, se tomaron treinta y tres jamones magros de la
misma procedencia, se deshuesaron, se descortezaron y se dividieron en 3 partes,
punta, maza y codillo, para la determinacion del contenido en sodio. Se analizaron

los resultados buscando la zona de la pieza que presentaba mayor repetitividad
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en la medida de sodio y también considerando que pudiera presentar menor

dificultad para la realizacién de la medida con la sonda del equipo NIR.

Por otro lado y con el fin de simplificar el nUmero de medidas, se buscé aquella
zona mas relevante por su alto nivel en sodio, todas las demas partes tendrian un
contenido inferior, para llevar a cabo la clasificacién de los jamones en funcién de
dicho contenido. Para ello, se realizé un estudio sobre 6 jamones del contenido de

sodio de dos partes contiguas en la pieza de jamén, punta y babilla.

2.1.2 Andlisis de referencia

Las tres partes en las que se dividid cada pieza se trituraron por separado y se
llevé a cabo la digestion acida de cada muestra seguida de la determinacion del
contenido de sodio (ver capitulo 1). Los resultados obtenidos, promedio de las

determinaciones, se expresaron en g sodio/100 g de materia humeda.

2.1.3 Andlisis estadistico para medidas de muestras emparejadas

Los resultados obtenidos de las determinaciones de sodio se analizaron
estadisticamente aplicando la prueba t-Student para medidas de muestras
emparejadas, con el objetivo de estudiar si aparecian diferencias significativas en
el contenido de sodio entre las partes que conforman la pieza y de este modo,
seleccionar aquella cuyo contenido fuera mas repetitivo entre los jamones

incluidos en el estudio.

La prueba t-Student contrasta si las diferencias numéricas obtenidas al comparar
dos poblaciones son lo suficientemente grandes como para que su Unica causa
sea atribuible al azar. En el caso que nos ocupa, donde se relaciona el contenido
de sodio entre las diferentes partes de la pieza de jamdn curado, cada parte

constituye un grupo de muestras y al comparar entre grupos, estas muestras
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resultan ser apareadas, donde para cada observacidn en un grupo tenemos una
observaciéon asociada en el segundo grupo. Si las diferencias existentes entre las
observaciones asociadas entre dos grupos siguen una distribucion
aproximadamente normal, estas diferencias deben ser aproximadamente
normales de media cero. Si al calcular la media de las diferencias, el valor
obtenido en la muestra no es consistente con una posible media de cero, se
rechaza la hipdtesis nula y se determina que entre los grupos las diferencias no

son aleatorias sino estadisticamente significativas.

Esta prueba se utilizé en dos ocasiones a lo largo del estudio. En un primer lugar,
se disponia de tres grupos de muestras, punta, maza y codillo, que constituian
tres conjuntos de muestras apareadas. En segundo lugar, los grupos estaban
formados por las partes de babilla, punta y la zona intermedia entre ambas

partes.

2.2 Calibracion on-line del pardmetro sodio en piezas enteras de jamén curado

Una vez seleccionada la zona donde se iba a llevar a cabo la medida espectral, se
procedid al desarrollo de las calibraciones. Los jamones empleados en este

estudio procedian de la fabrica de CAMPOFRIO en Torrijos (Toledo).

2.2.1 Disefio experimental

Para la obtencién de la calibracién del parametro sodio sobre piezas enteras de
jaman curado, se llevaron a cabo tres desarrollos de modelos de prediccidn, en

funcién del grosor de la muestra tomada para el analisis por via himeda.

De cada una de las piezas de jamdn se cortd un trozo de un grosor determinado y
se llevé a cabo la medida espectral, a continuaciéon estas mismas muestras se

trituraron y homogenizaron para la determinacion del contenido de sodio por via
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himeda. Una vez realizada la medida espectral y analitica de cada una de las
muestras, se procedié a desarrollar los modelos de prediccién para el parametro

sodio.

La toma espectral se llevd a cabo en una sala independiente acondicionada en

temperatura y humedad para asemejarla a la linea de deshuesado de la empresa.

2.2.2 Andlisis de referencia

Para los analisis de referencia se siguid el mismo procedimiento que el empleado
en el primer capitulo, digestidon acida de la muestra seguida de la determinacion
del contenido de sodio mediante ICP-AES. Los resultados obtenidos, promedio de

las determinaciones, se expresaron en g sodio/100 g de materia himeda.

La toma de muestra para la primera calibracion consistio6 en un trozo de
aproximadamente 5 cm de grosor, cuya superficie coincide con la zona irradiada
con el equipo NIR. En la segunda calibracidn, se ajusté mas la zona que se iba a
analizar por via humeda, cortando trozos de 2 cm de grosor. En el Ultimo
estudio, Unicamente se cogid la muestra de carne que penetra la radiacion
incidente, aproximadamente 3-5 mm. En todos los casos, se calcularon los errores

estandar del método de referencia (SEL).

2.2.3 Adquisicion de espectros

Las medidas se realizaron por interactancia-reflectancia con el espectrémetro NIR
con transformada de Fourier modelo Matrix-F de Emision Bruker Optik
empleando una sonda de emisidon Q-412/AF de medicién remota de la misma
marca. La sonda se colocd en un soporte, ajustando la altura de la bandeja a una
longitud de camino dptico constante de 10 cm, realizandose los espectros de una

porcién de superficie circular de 10 mm de diametro.
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Se obtuvieron cuatro espectros para cada una de las muestra, dos de ellos se
tomaron a 16 barridos y otros dos a 8, ambos realizados con una resolucién de 16
cm™. El tiempo de adquisicién para cada par de espectros fue de 2,47 y 5,01 s,

respectivamente.

2.2.4 Andlisis quimiometrico: Modelos de prediccion NIR

A partir de los datos de referencia y la informacidn espectral se realizé el analisis
quimiométrico de los datos mediante analisis por minimos cuadrados (PLSR),
utilizando dos software quimiométricos OPUS/QUANT ™ version 7.0 y The

Unscrambler 10.2.

Las variables estudiadas en la optimizaciéon de los resultados fueron el tipo de
pretratamiento aplicado a la sefial espectral y el rango espectral de calibracién. De
forma simultdnea se llevé a cabo un procedimiento de deteccidn y eliminacion de
outliers basado en la medida de la distancia de Mahalanobis y del residual
espectral. Se eliminaron las muestras alejadas del conjunto de calibracién y que

ademas sobrepasaban los limites establecidos.

Una primera aproximacion de la capacidad de prediccion de los métodos NIR
desarrollados se evalué a partir de la medida del error obtenido en validacion
cruzada (RMSECV), del coeficiente de correlacién (R*cv) determinado a partir de
los valores de referencia (valor real) frente a los valores obtenidos por los
modelos NIR desarrollados (valor predicho) y de la capacidad predictiva (RPD).
Para concluir si los modelos desarrollados eran adecuados, se utilizo el valor del
error del método de referencia seguido en la determinacién del pardmetro sodio

en el laboratorio (SEL).
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

Se presentan los resultados obtenidos del estudio llevado a cabo para seleccionar
la zona de medida que aporte la mejor informacién para la clasificaciéon de las
piezas en funcion de su contenido en sodio y donde se va a realizar la medida

espectral para la construccion de la calibracién de dicho parametro.

3.1 Seleccion de la zona adecuada para la medida de sodio en la pieza
entera de jamén curado

3.1.1 Busqueda de la zona mds representativa del contenido de sodio de la pieza

En el primer estudio, sobre 33 jamones, se busco la parte de la pieza de jamédn
curado que represente mejor el contenido global de sal. Con los resultados
obtenidos para las tres partes (punta, maza y codillo) en las que se dividid el
jamén (Figura 1) se observa, en principio, que no hay un patrén de
comportamiento que nos indique una relacién en cuanto al contenido de sodio
entre las partes de una misma pieza al compararlas con el resto de los jamones

estudiados (Tabla 1).

Figura 1. Partes de la pata de jamdn
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Los jamones empleados en el estudio tenian la misma procedencia y habian sido
tratados en condiciones similares y sometidos al mismo proceso de curacién. Por
lo tanto, estas diferencias en el contenido de sodio entre los jamones se deben a
las caracteristicas implicitas de cada pieza, peso y forma, contenido graso,

veteado, que afectan directamente a la difusidn y distribucién de la sal.

Tabla 1. Contenido de sodio (%) de tres partes de la pieza (punta, maza y codillo) de 33
jamones

Parte de .
. Jamones (% sodio)
lapieza

J1 12 J3 14 J5 J6 17 18 J9 J10 J11

Punta (P) 257 1,79 190 198 246 25 168 1,73 1,32 1,54 1,35
Maza (Z) 259 1,8 252 19 233 1,84 164 184 145 165 1,38
Codillo(C) 2,49 2,03 1,65 200 252 272 172 183 157 169 1,46

J12 J13  Ji14 Ji5  J1e J17  Ji8 J19  J20 J21 )22

Punta (P) 1,43 156 1,45 161 1552 167 1,51 189 202 1,68 1,87
Maza (Z) 1,55 1,40 1,41 166 155 166 158 19 209 1,60 1,95
Codillo(C) 1,73 1,52 158 1,75 166 1,74 155 212 2,07 166 2,06

23 J24 J25 J26 J27 )28 J29 )30 J31 J32 )33

Punta (P) 1,64 1,42 2,07 206 187 204 226 166 153 150 1,55
Maza (Z) 1,39 1,44 2,14 192 162 210 218 142 162 1,18 1,29
Codillo(C) 1,54 1,33 2,02 212 203 253 203 1,71 1,21 1,47 1,22

Debido a la elevada heterogeneidad entre la poblacidon de jamones estudiada y
con el objetivo de encontrar la parte del jamén, que en relacién con las otras
partes, aportara un contenido de sodio que se repitiera entre los diferentes

jamones, se llevd a cabo un estudio estadistico mediante la prueba t-Student para
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medidas de muestras emparejadas, comparando las diferentes partes dos a dos

(Tabla 2).

Tabla 2. Prueba t-Student para medidas de muestras emparejadas entre las partes del
jamon: punta, maza y codillo

Prueba t-Student para medias de dos Pruebal Prueba2 Prueba 3
muestras emparejadas p 7 p C 7 C
Media 1,779 1,749 1,779 1,828 1,749 1,828
Varianza 0,112 0,123 0,112 0,240 0,123 0,140
Observaciones 33 33 33 33 33 33
Coeficiente de correlacion de Pearson 0,811 0,883 0,718
Diferencia hipotética de las medias 0 0 0

Grados de libertad 32 32 32
Estadistico t 0,802 -1,615 -1,658
P(T<=t) dos colas 0,428 0,116 0,107

Valor critico de t (dos colas) 2,037

En todos los casos, la t-estadistica tiene un valor menor a su valor critico en la
distribucién de dos colas, por lo tanto, no se encuentran diferencias significativas

entre ellas.

Para llevar a cabo el desarrollo de la calibracidn, se selecciond la parte de punta
(Figura 2), por dos motivos principalmente; por su mayor accesibilidad para
realizar la medida NIR y para intentar aprovechar el resto de la pieza, debido a
que utilizando esta parte del jamdn el resto de la pieza podia continuar con el
proceso de loncheado y de esta forma, se evitaba la perdida integra de los

jamones implicados en el estudio.
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Figura 2. Jamon curado deshuesado dividido en dos partes: Punta y resto de la pieza

3.1.2 Seleccion de la zona mds salada y representativa de la parte elegida

Como el objetivo final de este estudio es llevar a cabo una clasificacidon de los
jamones en funcién del contenido en sodio, se consideré como mas relevante
aquella zona que tuviera el mayor contenido de sodio. Para ello, se planted un
segundo estudio, en el que se buscd la zona mas salada entre dos partes contiguas
en el jamodn, la zona de punta y la babilla (Figura 3), y ademds, ambas cumplian la

condicién de zona accesible para realizar la toma espectral con la sonda.

Figura 3. Jamon curado deshuesado dividido en dos partes: Punta-babilla y resto de la
pieza
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Se tomaron 6 jamones, ya deshuesados y sin corteza, y se analizaron 3 zonas

contiguas: punta, babilla y zona intermedia entre punta y babilla (Tabla 3).

Tabla 3. Contenido de sodio (%) de tres zonas contiguas (punta, babilla y zona intermedia)
de 6 jamones

Jamones (% sodio)
J1 J2 J3 J4 J5 J6
Punta (P) 1,84 2,54 2,24 1,87 1,57 1,52

Parte de la pieza

Babilla (B) 2,23 2,81 239 1,84 1,70 1,76

Zona intermedia (BP) 2,16 2,84 2,15 1,38 1,59 1,87

Los resultados obtenidos indican que la zona buscada es la zona del musculo de
babilla, ya que es la de mayor contenido de sodio. De los 6 jamones incluidos en el
estudio solo se aprecia en el jaman J4 un valor de sodio de la zona de babilla (1,84
% Na) inferior al obtenido en la zona de punta (1,87 % Na), pero es practicamente

inapreciable la diferencia entre ambos.

Se aplicd, de nuevo, la prueba t-Student para muestras apareadas (Tabla 4), y se
obtienen diferencias significativas entre las partes de punta y babilla, siendo la t
estadistica mayor a su valor critico, mientras que en las pruebas que comparan la
zona intermedia (BP) con punta y babilla por separado, no se detectan estas

diferencias.
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Tabla 4.Prueba t-Student para medidas de muestras emparejadas entre las partes del

jamon: punta, babilla y zona intermedia

Prueba t-Student para medias de dos  Pruebal Prueba 2 Prueba 3
muestras emparejadas B P B BP BP P
Media 2,119 1,929 2,119 1,998 1,998 1,929
Varianza 0,189 0,156 0,189 0,266 0,266 0,156
Observaciones 6 6 6 6 6 6
Coeficiente de correlacidon de Pearson 0,944 0,919 0,768
Diferencia hipotética de las medias 0 0 0

Grados de libertad 5 5 5
Estadistico t 3,235 1,440 0,509

P(T<=t) dos colas 0,023 0,209 0,632

Valor critico de t (dos colas) 2,571

Una vez seleccionada la babilla como la zona mas adecuada, las siguientes

muestras empleadas para el desarrollo de las calibraciones se presentan como en

la Figura 4, donde Unicamente se cortd el musculo de babilla, recuperando el

resto del jamon para su aprovechamiento en la empresa.

Figura 4. Zona de babilla del jamdn curado deshuesado
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3.2 Calibracion on-line del parametro sodio en piezas enteras de jamoén curado
Seleccionada la zona donde se va a llevar a cabo la medida espectral, se procedid
al desarrollo de las calibraciones. Para lo cual se emplearon un total de 354
muestras, de las cuales se recogido la medida espectral y seguidamente se
analizaron por via humeda, determinando el contenido de sodio de la zona

irradiada. Con esta informacidn se desarrollaron los modelos de prediccidn.

Como se ha comentado anteriormente, se llevaron a cabo tres estudios de
calibracién, la diferencia entre ellos radicé en la toma de muestra para llevar a
cabo la determinacidn analitica de sodio. A medida que la muestra se ajusta mas a
la zona irradiada por la sonda, tanto en anchura como en profundidad, son

mejores los modelos obtenidos.

3.2.1 Andlisis de referencia y espectroscopico

El contenido de sodio de las muestras incluidas en el estudio varia en funcién de la
zona que se emplea para el andlisis via humeda. Las muestras de la primera
calibracion estdn comprendidas dentro del rango (0,90-2,84 % Na), para la
segunda calibracién (1,18-2,82 % Na) y para la tercera calibracion (1,50-2,60 %
Na). Cuanto mas pequeiia es la zona que se analiza, mas estrecho es el rango en el

que se mueven las correspondientes muestras.

En la Tabla 5 se presentan los estadisticos descriptivos, promedio, desviacién
estandar (SD) y coeficiente de variacién (CV), del conjunto de muestras empleadas
en la calibracion, estan divididas en tres grupos, correspondientes a los tres
estudios de calibracién realizados sobre diferentes muestras. La distribucién del

contenido de sodio en cada conjunto de muestras se presenta en la Figura 5.
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Estudio de
Parametro 'u ! ., N2 muestras Promedio Rango sp? V%’
calibracion
Sodio (%) 1 264 1,88 0,90-2,84 0,40 21,28
2 105 1,83 1,18-2,82 0,34 18,60
3 42 2,08 1,50-2,60 0,32 15,38
“SD, desviacion estandar.

° €V, coeficiente de variacién (SD * 100/promedio).
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Figura 5. Distribucion del contenido en sodio de las muestras analizadas: (a) Estudio de
calibracién 1, (b) Calibracién 2 y (c) Calibracién 3

Los espectros obtenidos sobre la zona de babilla de las piezas de jamdn curado se

muestran en la Figura 6.
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Figura 6. Espectros NIR de 354 muestras de la zona de babilla de jamén curado, obtenidos
por reflexion con una sonda de fibra éptica de medicién remota

3.2.2 Resultados de calibracion NIR

Los modelos de prediccion obtenidos para las tres calibraciones llevadas a cabo se
muestran en la Tabla 6 donde se presentan los valores de los coeficientes de
determinacioén del ajuste, errores de prediccion y capacidad predictiva, obtenidos
tanto en calibracién como en la validacidn cruzada. También se muestran los
valores de los errores del método de referencia obtenidos en cada estudio, con el
objetivo de comparar con los errores de prediccion de cada modelo. Para la
comparacion de los tres modelos, se utilizan los datos obtenidos en validacion

cruzada, ya que representa una validacidn interna de la propia calibracién.

152



RESULTADOS Y DISCUSION Capitulo 2

Tabla 6. Resultados obtenidos en calibracién y validacién interna

Parametros Modelo

1 2 3
N2 muestras calibracién 259 96 40
Rango de frecuencias 9.404-6.094 9.404-7.498 7 506-4.598
(cm-1) 4.605-4.243 6.102-5.346
Pre-Procesamiento 12d.+SNV* 12d.+SNV* 12d.+SNV*
Factores PLS 7 6 10

Calibracion
R’ 53,05 85,39 99,2
RMSEE 0,27 0,12 0,03
Validacién cruzada

R’cv 41,16 79,51 86,97
RMSECV 0,30 0,14 0,11
RPD 1,30 2,21 2,77

Método de Referencia

SEL 0,09 0,13 0,11

* Espectros promedio

En el primer modelo, se empled un conjunto de calibracion de 259 muestras. Para
la determinacidn analitica de sodio se tomo la zona de superficie irradiada con la
sonda y con una profundidad de aproximadamente 4-6 cm. Los resultados
obtenidos no indican un buen ajuste del modelo, obteniéndose un valor del
coeficiente de determinacién de la validacién cruzada R%cv inferior al 50 %, y un
error de prediccién de 0,30 % Na, que compardndolo con el valor del error del

método de referencia de 0,09 % Na, resulta bastante superior.
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En la Figura 7 (a) se muestran los valores predichos frente a los valores reales
obtenidos mediante el método de referencia. La recta de regresidon obtenida
(color azul) advierte de la presencia de errores tanto sistematicos como
aleatorios. Estos ultimos se corresponden con la dispersién de los datos alrededor
de la recta, que son habituales en el desarrollo de modelos de prediccién NIR por
tratarse de métodos indirectos, ya que se asocia un valor analitico a un espectro
tomado sobre una muestra que no conlleva ningln pretratamiento. En cuanto a
los errores sistematicos, la tendencia de la recta indica que en la metodologia
seguida se producen de dos tipos, constantes y proporcionales. Los errores
constantes vienen determinados por la ordenada en el origen distinta de cero y
los proporcionales por la pendiente distinta de 1. De tal manera, que a medida
que nos aproximemos a estos valores, mejor serd el ajuste y por tanto, la

prediccion de las muestras a través de los modelos desarrollados.

201 (3) o | 2854 {(b)
y=0,956+0,485x o

y="0,407+0,776x

1y

Valores predichos (% sodio)

—r—t—f t ft ++ 1+t + 1+ttt F+—F+—+—FF+—+FF—F—1+
314 15 16 17 18 18 2 21 22 23 24 25 26 27 28 29 105 125 145 165 185 205 225 245 285 285

2
el 2 0,279+0,865x

25

-
09 1 11 12 1

Valores predichos (% sodio)

14 15 16 17 18 19 2205 215 225 235 245 255 265

Valores reales (% sodio)

Figura 7. Grafico de prediccién NIR: Valores predichos frente a reales (% sodio), (a) 12
Modelo, (b) 22 Modelo y (c) 32 Modelo
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Con el objetivo de detectar el motivo de la presencia de estos errores, se llevd a
cabo una comparacién entre las metodologias aplicadas en la obtencion de los
modelos de producto loncheado (Capitulo 1) y la empleada en este estudio. Se
observa una diferencia significativa en la toma de muestra para la medida
analitica, en ambos métodos se analizé via himeda la zona irradiada durante la
medida espectral, pero mientras que en las lonchas las analiticas se llevaron a
cabo sobre las seis primeras lonchas del envase, lo que supone una profundidad
en el trozo que ha sido loncheado de unos 4 mm, en la pieza de jamdn la medida
se hizo sobre un trozo de jamdn de aproximadamente 4-6 cm de grosor. El jamon
curado es un producto que presenta una gran heterogeneidad y los niveles de sal
varian considerablemente, como ya se ha indicado al inicio de este capitulo, entre
un 4 y un 10 % entre los musculos de una misma pieza e incluso dentro del mismo
musculo a través de la capa o capas que lo cubren. Por este motivo, al realizar la
analitica en una muestra mayor a la zona donde se ha medido con la sonda NIR,

aparecen las desviaciones en la prediccién de las medidas.

En el intento de corregir estos errores se llevd a cabo el segundo modelo,
empleando 105 muestras, en las cuales se tomd un trozo de 2 cm de espesor y
una vez irradiada su superficie se procedié a realizar un corte en profundidad de
dicha zona para realizar la analitica via humeda. El ajuste del modelo obtenido
mejora considerablemente en este caso en el que se ha ajustado la determinacion
analitica a la zona de medida NIR, siendo R’cv del 80 %. Igualmente, el error de

predicciéon coincide con el valor del error del método de referencia de 0,14 % Na.

Los resultados indican una leve disminucidn de los errores sistematicos [Figura 7
(b)], ya que la linea de tendencia obtenida presenta menor inclinacion con
respecto a la linea ideal (y = x, color verde), obteniéndose una pendiente mas
proxima a la unidad, con un valor de 0,78 que difiere mucho del obtenido en el

primer modelo con un valor de 0,49.
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En el tercer estudio de calibracion, se emplearon 40 muestras cuyo analisis via
humeda se realizé sobre una porcidon mas superficial de la zona de la muestra que
habia sido irradiada, aproximadamente 5 mm. El modelo asi obtenido presenta el
mejor ajuste, con un R’cv del 87 % y un error de prediccién RMSECV de 0,11 %
Na que coincide con el error del método de referencia. En este caso, la pendiente
de la recta obtenida tiene un valor de 0,87 [Figura 7 (c)] y la ordenada presenta el

menor valor comparado con los anteriores ajustes.

Al cefirnos a una Unica zona de la pieza y ajustar el analisis a la zona superficial
disminuye el rango del contenido de sodio y esto implica que cuanto menor es el
rango del pardametro en estudio mayor es la precision en la prediccidn, aunque se
sacrifica la aplicabilidad del método debido al rango tan restrictivo. No obstante,
la calibracién desarrollada va a ser aplicada Unicamente en la zona seleccionada
de babilla que aporta el mayor contenido de sodio del jamédn, y en base a este

valor se llevara a cabo la clasificacion de las piezas.
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4. CONCLUSIONES DEL CAPITULO

1. Se estudia la distribucion de sal (sodio) en las piezas de jamdn curado,
eligiendo la zona de babilla para llevar a cabo la medida espectroscopica y
analitica en el desarrollo de la calibracion con el equipo NIR on-line. La
babilla por su accesibilidad y mayor contenido en sodio, se considera la
parte mds adecuada para la clasificacién de las piezas en funcidn de su

contenido en dicho elemento.

2. Se corrobora que la medida NIR sobre la muestra de jamén curado, es
capaz de predecir el contenido del pardmetro sodio de la zona irradiada,
teniendo en cuenta en la construccién del modelo la penetrabilidad de la

radiacién en la muestra.

3. Se desarrolla una metodologia adecuada para el desarrollo del modelo
gue permita predecir el contenido de sodio de la zona de babilla. Los
resultados obtenidos demuestran que la Tecnologia NIR es una
herramienta de gran utilidad para la clasificacion de las piezas intactas de
jamon curado en funcién del contenido de sodio, con una precision similar

a la del método de referencia del parametro estudiado.

Para llevar a cabo la clasificacion de las piezas en la linea de deshuesado es
necesario reforzar la calibracion construida siguiendo la metodologia planteada
en el estudio, ampliando el conjunto de muestras de calibracién, para minimizar
los errores del método y robustecer el modelo. Una vez puesto a punto el modelo
de prediccion, para la posterior implantacién de la tecnologia en la empresa sera
preciso realizar una validacién en la propia linea, teniendo en cuenta las
condiciones de medida tales como la temperatura de la sala y del producto, la
adaptacion de la linea y posicion del equipo, asi como la formacién precisa del

personal encargado de controlar la aplicacién y su mantenimiento.
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1. ANTECEDENTES

Proceso de reduccién de sal mediante sustitucion parcial por otras sales

El sodio es un nutriente esencial para el ser humano, con importantes funciones
en la regulacion de liquido extracelular y el transporte activo de moléculas a
través de membranas celulares. Se calcula que una persona adulta necesita una
ingesta de 2,4 g de sodio diarios, nivel que se alcanza facilmente en la dieta,
normalmente en forma de cloruro sédico, a través de los alimentos o en la
condimentacién de los mismos. El sabor salado es uno de los sabores primarios
para el ser humano. Sodio y litio son los dos Unicos cationes con un sabor de
componente principalmente salado. Potasio y calcio lo presentan también, pero
otros sabores, definidos como “metalico” o “amargo”, lo suelen enmascarar. Sin
embargo, no es Unicamente su sabor salado lo que da importancia al sodio, sino
también la capacidad potenciadora del sabor en otros ingredientes. Con esta
finalidad se emplea, sobre todo, el cloruro sddico y el glutamato monosddico en

los alimentos.

La sal comun o cloruro de sodio (NaCl) se viene usando tradicionalmente en el
procesado de muchos y muy diferentes alimentos debido a sus propiedades como
conservante y potenciador del flavor, aportando sabor salado. El NaCl es un
ingrediente esencial en productos carnicos procesados, especialmente aquellos
gue son sometidos a un proceso de curacion, contribuyendo a la capacidad de
retencién del agua, solubilizacién y extraccion de las proteinas miofibrilares,
mejorando notablemente las propiedades de unién de la grasa y el agua de los
productos cdrnicos (Ventanas & Andrés 2001), color, flavor y textura. Ademas, la
sal contribuye a la estabilidad microbiana, al reducir la actividad del agua (ay) que
afecta significativamente la vida util de los alimentos (Wirth, 1989, citado por

Ellekjeer, Hildrum, Naes & Isaksson, 1993; Martin, 2001, citado por Ripollés,
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Campagnol, Armenteros, Aristoy & Toldra, 2011). También interactia con algunos
de los componentes mayoritarios de los alimentos, interviniendo en las
caracteristicas de textura. La sal incrementa la hidratacién de las proteinas y la
capacidad de unién entre ellas mismas y entre estas y la grasa, estabilizando las
emulsiones de carne y grasa. En la carne, una cantidad de sal afiadida entre el 1,5
y el 2,5 % permite a las proteinas retener el agua, dando lugar a una mayor

terneza y una menor sinéresis tras el tratamiento térmico.

Los microorganismos alterantes de olor, sabor, textura y apariencia de los

alimentos también se ven afectados por la concentracion de cloruro sédico.

La disponibilidad de agua en el alimento es un factor critico en el crecimiento
microbiano. El efecto conservador de la sal se basa en su capacidad para extraer
por ésmosis el agua de las células, tanto del propio alimento como del
microorganismo en si. La sensibilidad de este ultimo a la sal depende de muchos
factores, como pH, temperatura, oxigeno, grasa y presencia de otros aditivos.
Cuando los niveles de sal y/o sodio se reducen, habitualmente es necesaria la
adicion de otros conservantes para asegurar las técnicas de procesado y el
mantenimiento del sabor. El control del crecimiento de patdgenos en
alimentacién es esencial para la salud publica, especialmente si hablamos de
poblaciones de riesgo, como nifios, embarazadas, ancianos y/o personas
inmunodeprimidas. De acuerdo con el Centro de control y prevencion de
enfermedades, se estima que 76 millones de personas sufren enfermedades
transmitidas por alimentos cada afo en EEUU, representando 325.000 casos de

hospitalizacion y mas de 5.000 muertos (http://www.cdc.gov, 2009).

Como contraposicion a todas estas caracteristicas beneficiosas, hoy en dia, hay
una clara evidencia de que el consumo de dietas con sal lleva asociado un
importante riesgo cardiovascular, ya que el exceso en la ingesta de sodio influye

directamente en la presion arterial de la poblacién, por lo tanto esta ingesta
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deberia ser limitada con el objetivo de reducir el riesgo de enfermedades
coronarias y accidentes cerebrovasculares tan habituales en nuestra sociedad
(World Health Organization/Food and Agriculture Organisation [WHO/FAQ], 2003;
McCarty, 2004; Ruusunen & Puolanne, 2005). Por lo tanto, la limitacidn de la
ingesta de sodio deberia conseguirse reduciendo el contenido de sal (NaCl) en la
dieta a no mds de 5 g al dia, pues las recomendaciones de la Organizacion Mundial
de la Salud (WHO), Organizacidn de las Naciones Unidas para la Alimentacién y la
Agricultura (FAO), The Food Standars Agency (FSA) en UK y The National Academy
of Science en USA, ponen un limite maximo de consumo en 6 g diarios. Estas
recomendaciones se hacen de forma general y especialmente a aquellos
individuos con hipertension y se recomienda dietas con bajo contenido en sodio

del orden de 2 g (SACN, 2003; He & MacGregor, 2010; FSAI, 2011).

Actualmente, hay una tendencia hacia la reduccién del contenido de sal en todos
los productos elaborados y en nuestro caso concreto en los carnicos (Desmond,
2006), con el fin de obtener alimentos mas saludables sin que se alteren las
caracteristicas organolépticas propias de los mismos ni las condiciones relativas al

crecimiento y control microbiano.

Diversos organismos, entre ellos la FSAI (Food Safety Authority of Ireland) y FSA,
llevan desde principios del afio 2003 tratando de lograr, junto con la industria
alimentaria, reducciones graduales en el contenido de sal de los alimentos
procesados y preparados. Los datos generados contribuyen a facilitar las
recomendaciones sobre ingesta de sodio en la red de accién de reduccién de sal

de la WHO y la UE (WHO-EU salt action network).

En julio de 2012, la Agencia Espafiola de Seguridad Alimentaria y Nutricion
(AESAN), junto con la Confederacién Espafiola de Detallistas de la Carne

(CEDECARNE) vy la Asociacién de Fabricantes y Comercializadores de Aditivos y
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Complementos Alimentarios (AFCA), llegan a un compromiso para la reduccién de
sal y grasa en los productos de carniceria-charcuteria, como respuesta a la
evidencia cientifica que avala la relacién del consumo excesivo de estos dos
nutrientes con la morbilidad y mortalidad por enfermedades cardiovasculares y
otras enfermedades crdnicas. Dicho convenio se enmarca en las recomendaciones

de reduccién de nutrientes seleccionados que se impulsan desde la UE y la WHO.

El jamdn curado es un producto con extraordinarias caracteristicas sensoriales y
nutricionales asociadas a la gastronomia. Es uno de los productos cdarnicos
curados mas tradicionales en el drea mediterranea, con enorme importancia
econdmica en su sector. Sin embargo, su alto contenido en sodio hace que no sea
un producto recomendado para los consumidores hipertensos. Por esta razdn, es
un desafio para la industria de productores de jamdn reducir el contenido de

cloruro de sodio (tipicamente en torno al 5-6 %).

Esta reduccién puede llevarse a cabo por dos vias. Por un lado, mediante la
reduccion del contenido global disminuyendo el tiempo en el periodo de salado, o
adicionando menor cantidad de cloruro de sodio, y por otro lado, sustituyéndolo
parcial o totalmente por otras sales como cloruro de potasio (KCl), cloruro de
magnesio (MgCl,) y cloruro de calcio (CaCl,) (Blesa et al., 2008). El primer caso ha
sido desarrollado por algunos productores espafioles, aunque llegaron a la
conclusiéon de que esta técnica implica importantes riesgos en la calidad del
producto final, como es, una textura blanda. La mayoria de los problemas de
textura en jamon curado estdn relacionados con tiempos cortos de procesado y
bajos contenidos de sal (Harkouss et al., 2015). Ademads, se comprobd que era
necesario aumentar la cantidad de agentes de curado para asegurar la estabilidad
microbioldgica. El segundo caso, ha sido recientemente propuesto por varios
autores (Alifio, Grau, Toldra, & Barat, 2010; Alifio, Grau, Fuentes & Barat, 2010;

Ripollés et al., 2011; Armenteros, Aristoy, Barat & Toldra, 2012).
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El uso de mezclas de sales con bajo contenido en sodio implica cambios
importantes en las etapas del proceso de curacién del jamoén (salado, postsaldo y
secado-maduracion), debidos principalmente al diferente grado de penetracion y
de difusién de los cationes en el musculo y al retraso del proceso de disminucidn
de la actividad del agua durante el postsalado, imprescindible para la siguiente
etapa, como ocurre en los jamones preparados con calcio y magnesio (Blesa et al.,

2008; Alino, Grau, Fuentes et al., 2010; Alifio, Grau, Toldr3 et al., 2010).

La sustitucidn parcial de NaCl por KCl parece ser la mejor alternativa para reducir
el contenido de sodio en los productos cdarnicos, de hecho el KCl es
probablemente la sal que se emplea mas frecuentemente para sustituir a la sal
comun (NaCl) en el procesado de alimentos (Desmond, 2006). Ambas sales tienen
propiedades muy similares, pero la ingesta de potasio no estd ligada al desarrollo
de hipertension ni a enfermedades cardiovasculares (Buemi et al.,, 2002;
Geleijnse, Witteman, Bak, Den Breijen & Grobbee, 2007; Kimura et al., 2004,
citados por Armenteros, Aristoy, Barat & Toldrd, 2009b), aunque su empleo es
limitado debido al sabor amargo y astringente (Reddy & Marth, 1991). Ademas, se
debe llegar a un compromiso en esta sustitucion debido a que los jamones
curados con sustitucién parcial del cloruro sédico por cloruro potasico retienen
mayores cantidades de sal, por lo que la curacién del producto resulta ser mas

rapida de lo habitual (Alifio, Grau, Fuentes et al., 2010).

El aumento de la ingesta de sodio se asocia con un aumento de la presién arterial,
mientras que la ingesta de potasio y calcio puede disminuirla ligeramente
(Geleijnse, Witteman, Bak, Den Breijen & Grobbee, 1994, citado por Alifio, Grau,
Toldra et al., 2010) e incluso la ingesta de magnesio esta inversamente asociada a
este parametro (Mizushima, Cappuccio, Nichols & Elliott, 1998; Jee et al, 2002,
citados por Alifio, Grau, Toldra et al., 2010). Varios estudios han demostrado que

un aumento de potasio en la dieta puede ejercer un efecto protector en
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individuos que sufren hipertensién provocada por la ingesta de sodio (Fregly,

1981; Haddy, 1991; Lecos, 1983; Linas, 1991, citados por Alifio et al., 2009).

En este sentido, durante las ultimas dos décadas, se han llevado a cabo
numerosos intentos para llegar a la mezcla adecuada de sales NaCl/KCl para la
obtencién de productos cdrnicos bajos en sal. De hecho, algunos autores
concluyeron que una formulacidon que no supere el 40 % de KCl provoca cambios
sensoriales practicamente inapreciables (Hand, Terrell & Smith, 1982; Keeton,
1984; Gou, Guerrero, Gelabert & Arnau, 1996; Gelabert, Gou, Guerrero & Arnau,
2003). En estudios mas recientes, como el de Armenteros et al. (2009b), llegan

incluso a una sustitucion del 50 % de KCl.

Con respecto a los jamones curados con sustitucion parcial de cloruro sédico por
sales magnésicas y cdlcicas, se observd que daban lugar a actividades de agua
mayores, dado que tardan mas tiempo en penetrar en el musculo (Alifio, Grau,

Toldra et al., 2010).

En cuanto a la calidad sensorial, en un estudio realizado en lomo curado con 25 %
KCl, 15 % CaCl, y 5 % MgCl,, no se obtuvieron diferencias significativas
comparadas con el control 100 % NaCl (Armenteros, Aristoy, Barat & Toldr3,
2009a), aunque si se observaron defectos sensoriales si se realizaba la misma
experimentacion en jamon curado, hecho que complica su uso potencial como

alternativa al sodio (Armenteros et al., 2012).

Seguimiento del proceso desde el punto de vista bioquimico

Estas mezclas de sales con bajo contenido en sodio influyen directamente en la
protedlisis, uno de los principales factores que afectan a la calidad final del jamon
curado (Harkous et al., 2012), responsable del desarrollo de la tipica textura,
apariencia y flavor del jamoén curado durante el secado y maduracién (Arnau,

Guerrero & Sarraga, 1998; Garcia-Garrido, Quiles-Zafra, Tapiador & Luque de
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Castro, 2000; Toldra & flores, 1998; Toldra, Aristoy & Flores, 2000; Zhao et al.,
2008). De esta forma, el estudio del fendmeno proteolitico adquiere una gran
importancia en los cambios que se produzcan en el proceso de elaboracion de

este producto.

Armenteros et al. (2009a, 2009b), pusieron de manifiesto que sustituciones del 50
% de NaCl por KCl, en muestras de lomo curado, no afectaban de manera
significativa al proceso proteolitico, mientras que el empleo de sales de Ca**y
Mg** conducian a una mayor protedlisis. Esta protedlisis conduciria a jamones
curados excesivamente blandos, pastosos y de sabor desagradable (Parolari,
Virgili & Schivazappa, 1994; Toldrd & Flores, 1998; Virgili, Parolari, Schivazappa,
Bordini & Borri, 1995). En 2012, basdndose en sus experiencias de fabricacion de
lomo curado, lo aplicaron en la elaboracion de jamén curado, empleando
formulaciones que incluyeran bajas concentraciones (alrededor de 2,5 %) de sales
de cloruro de Ca®* y Mg”, no alterando de manera significativa el fenémeno
proteolitico durante su proceso de elaboracion. Este Ultimo resultado se
corrobora con los obtenidos en este trabajo de tesis doctoral que comienza en

julio de 2011, y que por entonces no se disponia de dichas conclusiones.

En base a una profunda revisién del estado del arte de los estudios publicados
hasta la fecha y teniendo en cuenta los resultados obtenidos, durante 2011,
CAMPOFRIO FOOD GROUP en colaboracién con el Centro Tecnolégico CARTIF se
plantean el escalado a nivel industrial del proceso con algunas modificaciones y
realizando pruebas con diferentes formulaciones para intentar evitar los

principales problemas detectados hasta el momento.
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Desarrollo de aplicaciones NIR de los parametros implicados en el proceso de

reduccion de sal

Teniendo en cuenta la importancia de los cambios generados por la reduccion de
sodio en el proceso de curacion del jamdn, se plantea la utilizacidn de la técnica
de espectroscopia de infrarrojo cercano (NIRS) para hacer el seguimiento del
proceso, con el objetivo de llevar a cabo la determinacién de los parametros
implicados en la elaboracién de cada pieza, para controlar la calidad del producto

final.

La espectroscopia de infrarrojo cercano es una técnica analitica sensible y de facil
manejo, aplicable tanto en el entorno de laboratorio como en la industria,
ampliamente utilizada para determinar la composicion de muestras de forma
rapida, simple y no destructiva (Pojic, Mastilovic & Majcen, 2012). Esta técnica,
ademas de una facil preparacion de las muestras, permite una evaluacion
simultanea de diferentes propiedades (Collell, Gou, Arnau & Comaposada, 2011),
mediante el desarrollo de calibraciones que relacionan la medida espectral de la
muestra con el dato analitico del parametro a estudio determinado por via
humeda utilizando el método de referencia apropiado. La informacién espectral
NIR, debido a su complejidad, necesita de herramientas de analisis de datos
multivariantes para llevar a cabo el ajuste lineal de la informacion disponible

(Pérez-Marin, Garrido-Varo & Guerrero, 2007).

En este capitulo se han desarrollado calibraciones de los parametros mas
influyentes en el proceso de curacidn de dos tipos de jamones, que ademas han
sido elaborados empleando distintas técnicas de salazén, jamén magro en
bandeja y graso en tina. Con ello, se pretende demostrar la viabilidad de la técnica
NIRS para llevar a cabo el control y seguimiento de todas las etapas del proceso

hasta la obtencion del producto final.
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En conclusiéon, uno de los objetivos es alcanzar una reduccion en sodio entre un
25 y un 50%, mediante sustitucién parcial por otras sales de cloruro de K*, Ca** y
Mg*, empleando diferentes formulaciones, consiguiendo mantener las
propiedades organolépticas propias del producto actual, evitando la aparicion de
texturas defectuosas e impidiendo las alteraciones microbianas derivadas de la

reduccion de sal.

Posteriormente, desarrollar un método de medida para la determinacién de los
pardmetros implicados en el proceso de curacién del jamén mediante la

tecnologia no destructiva de espectroscopia de infrarrojo cercano.

La reduccién del contenido en sal, junto con el control preciso de las sales de
sustitucion y del proceso global, da lugar, tras un escalado de la produccidén, a un
alimento novedoso en el mercado espanol que supone la posibilidad de ampliar el
rango de consumo de este embutido a sectores de la sociedad mas preocupados

por su salud.

2. EXPERIMENTACION
2.1 Diseiio experimental

El proceso de curaciéon de jamdn con reduccién de sal, se llevd a cabo mediante
sustitucidn parcial de cloruro de solio por cloruro de potasio, calcio y magnesio.
Para ello, se emplearon diferentes formulaciones (por motivos relacionados con
las caracteristicas de fabricacion, propias de la empresa, no es factible reflejar de

forma mas explicita las formulaciones de las variantes empleadas):
e Variante 1: maximo contenido en Na.

e Variante 2: primera sustitucidon de un porcentaje de Na por K.
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e Variante 3: segunda sustitucion, diferente a la primera, de un porcentaje

de Na por K.
e Variante 4: tercera sustitucién de un porcentaje Na por K, Ca y Mg.

El disefio de experimentos se definié en funcién de una combinacién de dos
factores: tipo de salazén y contenido en grasa del jamén. Las pruebas
consistieron en la aplicacién de las diferentes formulaciones en la etapa de
salazén de dos tipos de jamdén, magro en bandeja y graso en tina. Dichas
experiencias se llevaron a cabo en tres instalaciones propiedad de
CAMPOFRIO (Torrijos, Trujillo y Jamones Burgaleses). Cada uno de los

jamones fue bridado para su identificacion a lo largo de todo el proceso.

Con el fin de monitorizar el avance del proceso, ademas de los controles

intermedios, se determind:
e Peso al inicio por partida e individual.
* Peso a la salida de sal por partida e individual.

e Contenido graso individual al principio y al final del proceso de

produccidn.

* Peso de los carros por partida en los diferentes hitos de merma para el

cambio de ciclo.

Para el seguimiento de todo el proceso se llevé a cabo la determinacion de los
parametros implicados. Para ello, se siguié un metodologia de toma de muestra al
final de cada etapa: salazdn, postsalado y curado. Se tomd una muestra de diez
jamones para cada una de las formulaciones y se analizaron por separado las tres
partes en las que se dividié cada muestra (corteza, magro y tocino). En las dos

primeras etapas se cortaron lonchas centrales de la pieza, de 1 kg de peso, se
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envasaron a vacio y se congelaron. En la tercera etapa se utilizdé la mitad de los

jamones, envasados al vacio y refrigerados.

La duracion de cada etapa difiere bastante, unos veinte dias para la primera etapa
de salazdn, unos cuatro meses para la segunda etapa de postsalado y para la

tercera y Ultima etapa de curado, aproximadamente un afio.

Una vez realizada la toma de muestra al final de cada etapa, se enviaron a la
fabrica de Campofrio en Burgos, donde se separaron en tres partes: corteza,
magro y tocino, se trituraron y envasaron individualmente en dos recipientes de
pldstico, uno de ellos permanecid en Burgos para la determinacion de ciertos
parametros fisico-quimicos, andlisis microbioldgico y sensorial, y el otro se envié a
las instalaciones de CARTIF para llevar a cabo la determinacién de los iones
implicados en el proceso, asi como de la actividad proteolitica. Dichas muestras se
congelaron a -20 °C a la espera de ser medidas, para evitar en lo posible
alteraciones en la actividad enzimatica y por lo tanto, evitar medidas erréneas de

la protedlisis.

En este trabajo se ha desarrollado el estudio de la difusion de sales empleadas y el
control de otros pardmetros implicados en el proceso, incluyendo el seguimiento
de la actividad proteolitica. A su vez, con los datos de estos parametros recogidos
durante el proceso se han desarrollado calibraciones empleando la tecnologia

NIRS.

La metodologia empleada durante el desarrollo de esta actividad consistidé en la
descongelacién de la muestra en una cdmara frigorifica a 4 °C durante la noche
previa a su determinacién. Una vez acondicionada a temperatura ambiente, en
primer lugar, se llevd a cabo la toma espectral con un equipo NIR de laboratorio y

a continuacioén el andlisis via himeda de los diferentes parametros.
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2.2  Andlisis de referencia

Se realizaron analisis fisico-quimicos y microbioldgicos a lo largo de todo el
proceso. En las fases de postsalado y final de curacion también se hizo un estudio

bioquimico y organoléptico.

Andlisis fisico-quimico

» Anadlisis de cloruros:
Determinacion por valoracion con nitrato de plata (Método de Mohr).
> Andlisis de contenido graso:

El contenido en materia grasa total se lleva a cabo mediante extraccién de la
misma, previamente desecada, con éter de petréleo como agente extractante. Se

elimina el disolvente por evaporacion (Método de Soxhlet).
> Andlisis de nitrogeno total:

Tratamiento de la muestra con acido sulfurico 96 %, catalizado con selenio, el

destilado se recoge sobre acido bdrico (Método Kjeldahl).
> Andlisis de proteina:

El contenido en proteina bruta es el resultado de multiplicar el contenido en

nitrégeno por el factor de conversion del nitrégeno en proteina.
% Proteina bruta =6,25x % N.
» Determinacion de contenido en humedad:

El contenido de humedad se determina por la pérdida de peso de la muestra

después de 24 horas a 103 2C + 2 segun la AOAC (1990).

> Medida de la actividad de agua: Medida directa con Aqualab CX-2.
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> Determinacion de cationes:

El contenido de los cationes (Na*, K, Ca** y Mg+’ se determina mediante
espectroscopia de emisién atdomica con plasma acoplado inductivamente (ICP-

AES).

Andlisis bioquimicos: Actividad proteolitica

Para la determinacién de la actividad proteolitica se llevé a cabo el seguimiento
del indice de protedlisis en las etapas de postsalado y curado. El indice de
proteolisis (IP) es el porcentaje del cociente entre el contenido de nitrégeno no
proteico (NNP) y el nitrogeno total (N;) (Careri et al., 1993, citado por Harkouss,

Mirade & Gatellier, 2012; Benedini, Parolari, Toscani & Virgili, 2012).

El NNP se obtuvo mediante la precipitacién de proteinas con acido tricloroacético
(Kerese, 1984) seguido por la determinacién de nitrégeno en el extracto. El N; se
realizé directamente sobre la carne. Para la determinacidn de ambos contenidos

en nitrégeno se siguié el método Kjeldahl.

Andlisis microbioldgico

La finalidad de estos analisis fue comprobar la evolucién de la flora microbiana en
el producto, y su afeccién por las reducciones de sal. Los microorganismos
analizados fueron: Clostridium spp, E. coli, Enterobacterias, Lactobacilos, Listeria

monocytogenes, Listeria spp, Flora total, Salmonella spp y Staphylococcus aureus.

Andlisis sensorial

Los estudios sensoriales fueron catas realizadas por paneles de catadores no
entrenados (consumidores) con el fin de determinar las diferencias existentes

entre los procesos y productos analizados.
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2.3  Adquisicion de espectros

La medida espectral se llevé a cabo sobre la muestra de carne de magro picada
con el espectrometro de infrarrojo cercano por Transformada de Fourier FT-NIR
modelo MPA (Multi Purpose Analyzer) de Bruker Optics, que abarca desde 15.000
hasta 3.600 cm™ (660-2780 nm), dependiendo del detector. Se desarrollaron dos
tipos de medida: reflectancia y transmitancia. En el caso de las medidas por
reflectancia o reflexion se emplea el mddulo de esfera integradora disefiado para
la medida directa de un area de muestra de 15 mm? de didmetro, en este tipo de
dispositivo la muestra se introduce en un vaso de cuarzo que una vez acoplado
dentro de la superficie de la esfera integradora va girando, con lo que la superficie
irradiada representa una corona circular 34,7 cm?de érea, en este modo se utiliza
un detector de PbS (12.800-3.600 cm™). En las medidas por transmitancia, la
muestra se introduce en una placa Petri que se encaja nuevamente en la esfera,
pero esta vez se acopla sobre la esfera un cabezal que contiene la unidad de

transmision en el que se encuentra un detector de InGaAs (15.000-9.000 cm™).

En cada modo de analisis, reflectancia y transmitancia, se obtuvieron cuatro
espectros para cada muestra, dos de ellos se tomaron a 32 barridos y otros dos a
64, ambos realizados con una resolucién de 16 cm™. El tiempo de adquisicién para

cada par de espectros fue de 10,08 y 20,22 segundos, respectivamente.

2.4  Andlisis estadistico

Para la interpretacion de los datos obtenidos de los andlisis de referencia de los
parametros del estudio se aplicaron diferentes métodos de analisis estadistico:
Prueba de la Q de Dixon, Andlisis de la varianza (ANOVA), Diferencia Significativa

Minima de Fisher (LSD) y Diagrama de cajas Box-Plot.
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Para la identificacion y rechazo de datos anémalos (atipicos), se utilizo la Prueba
estadistica de la Q de Dixon (Dean & Dixon, 1951), que asume una distribucién
normal y no debe utilizarse, normalmente, mas de una vez en un conjunto de
datos. Esta prueba utiliza relaciones de las diferencias entre datos que parecen
atipicos comparados con los valores del conjunto. El criterio para rechazar el dato
discordante es mediante la comparacién con un valor critico de una tabla, y el
valor experimental obtenido tras aplicar la prueba de Dixon se declara valor
atipico si supera ese valor critico. El valor tabulado depende del tamafio de la
muestra, n, y de un nivel de confianza elegido, que es el riesgo de rechazar una
observacién valida. La tabla por lo general utiliza niveles de confianza bajos (105

%).

Para llevar un control de los datos analiticos resultantes del proceso en estudio, se
aplicé el Analisis de la varianza (ANOVA), que es una prueba paramétrica y
requiere de una serie de supuestos para poder ser aplicada correctamente, como
es que cada uno de los grupos a comparar tenga distribuciones normales o lo que
es mas exacto, que lo sean sus residuales (diferencias entre cada valor y la media
de su grupo). Ademas, se estudia la dispersidn o varianzas de los grupos, es decir

su homogeneidad.

El ANOVA es la generalizacion de la t de Student, y su hipdtesis nula afirma que las
medias de los grupos son iguales y por tanto, las diferencias encontradas pueden
explicarse por el azar. Dicho de otro modo, los grupos proceden de poblaciones
con medias iguales. En cuanto a la hipétesis alternativa, al menos uno de los

grupos tiene una media distinta del resto de grupos.

La estrategia para poner a prueba la hipdtesis de igualdad de medias consiste en
obtener un estadistico, llamado F de Fisher-Snedecor, que refleja el grado de

parecido existente entre las medias que se estdn comparando. El numerador del
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estadistico F es una estimacion de la varianza poblacional basada en la
variabilidad existente entre las medias de cada grupo (intergrupo). El
denominador del estadistico F es también una estimacion de la varianza
poblacional, pero basada en la variabilidad existente dentro de cada grupo
(intragrupo o error). Una vez calculadas las varianzas inter e intragrupos, se
calcula el cociente entre ambas y se comprueba si el efecto observado
(numerador) es tan grande como para no poder ser explicado por el error
aleatorio (denominador). Si las medias poblacionales son iguales, las medias
muestrales seran parecidas, existiendo entre ellas tan sélo diferencias atribuibles
al azar. El valor de la distribucién F es conocido y esta tabulado, si este estadistico
de contraste supera cierto valor critico, diremos que las diferencias son

estadisticamente significativas.

El ANOVA detecta las diferencias estudiando globalmente si los grupos tienen
medias distintas, pero no indica entre qué grupos se encuentran dichas
diferencias. Para ello, se recurrié a la prueba de Diferencia Significativa Minima
de Fisher (LSD) como método de comparacion de diferencia de medias. Este
procedimiento es una extension de la prueba t de Student para el caso de
comparacion de dos medias con varianza ponderada. Por tanto, la LSD se define
como la diferencia minima que podria existir entre dos medias de muestras
significativamente diferentes. Para obtener su férmula se usa la prueba t de
Student para la diferencia entre dos medias cuando las varianzas no son
diferentes. Si el valor calculado es mayor que el valor t tedrico (tabulado) se dice
gue la diferencia entre las dos medias de cada grupo es significativa. El grupo cuya
media esté involucrada mas veces durante la prueba, es el que se considera
responsable de las diferencias significativas encontradas en el andlisis ANOVA y

por tanto, el que se desvia del proceso estudiado.

180



EXPERIMENTACION Capitulo 3

Otra herramienta estadistica empleada en el estudio fue el Diagrama de cajas o
Box-Plot que es un instrumento grdfico en la estadistica descriptiva que permite
realizar un analisis mas detallado y conciso respecto a la distribucién de los datos
en la muestra, proporcionando una vision general de la simetria de la distribucion

de los datos.

Esta presentacidn visual asocia cinco medidas descriptivas del conjunto de datos
que suelen trabajarse de forma individual: mediana, primer cuartil, tercer cuartil,
valor maximo y valor minimo y presenta al mismo tiempo, informacién sobre la
tendencia central, dispersién y simetria de los datos de estudio. Ademas, permite
identificar con claridad y de forma individual observaciones que se alejan de

manera poco usual del resto de los datos (valores atipicos).

En cuanto al desarrollo de los modelos de calibracion NIR se empled el Analisis de
Regresion por Minimos Cuadrados Parciales (PLSR), utilizando dos software
quimiométricos OPUS/QUANT ™ version 7.0 y The Unscrambler 10.2. Se empleé el
método de validacidon cruzada para determinar el nimero de factores de las

ecuaciones de los modelos de regresidn, evitando el sobreajuste.

Para optimizar la precision de los modelos reduciendo el ruido y los efectos de
dispersion de los espectros adquiridos, se emplearon transformaciones mediante
tratamientos matemadticos y de correccidn de dispersion. Durante el proceso de
calibracion los valores atipicos se identificaron y eliminaron del modelo. Al
disponer de un conjunto de muestras pequefio, en un primer desarrollo, se
emplearon todas las muestras en el conjunto de calibracion. Para establecer la
precision de los modelos desarrollados se compararon los errores en validacion

cruzada (SECV) y los obtenidos por via humeda en el laboratorio (SEL).
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

En un primer lugar se presenta un resumen de los resultados obtenidos para
todos los parametros estudiados en el seguimiento del proceso de curacién de
jamoén con reduccidn de sal. La interpretacion de estos resultados corrobora las
conclusiones a las que se llegaron en estudios anteriores citados en la
introduccion y durante la discusidn, y a partir de los cuales se ha podido llevar a

cabo el desarrollo de este trabajo.

El estudio de curacidon de jamdn con contenido reducido en sodio se llevé a cabo

para dos tipos de jamones, magro salado en bandeja y graso en tina.

En segundo lugar, con los datos obtenidos en el proceso anterior, se desarrollaron

modelos de calibracién para los diferentes pardmetros.

Los resultados se presentan para cada uno de los jamones estudiados por
separado, dada la poca incidencia de la sal en las muestras de tocino y corteza y la
disparidad de resultados, se procedié Unicamente al seguimiento del estudio en la

parte magra del jamon.

3.1 Jamoén magro en bandeja

3.1.1 Estudio de la difusion de las sales empleadas en el proceso para la
reduccion del contenido de sodio en jamadn curado.

Se realizé el estudio de la difusién de las sales de los distintos cationes (Na*, K,
Ca*? y Mg"™) empleados en el proceso de curacién. La variante 1 se considera de

control, debido a que es la formulacion que habitualmente se emplea en la

curacion del jamon.

En la Tabla 1 se muestran los resultados obtenidos de la determinacion via

humeda de los cuatro cationes y los porcentajes tedricos esperados para los
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cationes, sodio y potasio, segun la formulacion empleada en cada variante. Los
datos de sodio tedrico se han calculado tomando el 100 % como el valor obtenido
en la variante 1 (0,99 % Na). Para el potasio, se ha considerado que el porcentaje
real afiadido se corresponde con el valor obtenido en la variante 2 menos el de la
variante 1, que no incluye potasio en su formulacién y a partir de este dato se han

calculado los porcentajes.

Tabla 1. Seguimiento del contenido de cationes en jamdén magro en bandeja en las
diferentes etapas del proceso de curacién

Parametro
Sodio (%) Potasio (%) Calcio (%) Magnesio (%)
Variante  promedio Promedio Promedio Promedio ) )
L. L. Promedio SD Promedio SD
real tedrico real teodrico
Etapa salado
V-1 0,99 0,08 0,99 0,37 0,04 0,37 0,04 0,01 0,03 0,00
V-2 0,73 0,13 0,69 0,60 0,09 0,60 0,02 0,01 0,02 0,00
V-3 0,68 0,06 0,55 0,74 0,04 0,71 0,02 0,00 0,02 0,00
V-4 0,61 0,08 0,55 0,70 0,07 0,67 0,03 0,01 0,03 0,00
Etapa postsalado
V-1 1,51 0,12 1,51 0,53 0,02 0,53 0,02 0,00 0,03 0,00
V-2 1,08 0,11 1,06 0,88 0,06 0,88 0,02* 0,00 0,03 0,00
V-3 1,00 0,10 0,83 1,10 0,07 1,06 0,02 0,00 0,03 0,00
V-4 0,98 0,15 0,83 1,06 0,10 1,00 0,03 0,01 0,04 0,00
Etapa curado
V-1 1,63 0,17 1,64 0,62 0,04 0,62 0,02 0,00 0,03 0,00
V-2 1,31 0,14 1,14 1,09 0,11 1,09 0,02* 0,00 0,03 0,00
V-3 1,10 0,18 0,90 1,24 0,13 1,33 0,02* 0,00 0,03 0,00
V-4 1,12* 0,10 0,90 1,26* 0,13 1,25 0,03 0,01 0,04 0,00

*valor promedio con eliminacién de las muestras detectadas en la prueba de la Q de Dixén
Los resultados obtenidos, para sodio y potasio en las muestras de jamdén magro en
bandeja, son congruentes, si se tienen en cuenta las formulaciones

correspondientes a cada variante. En ambos cationes los datos reales obtenidos
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son algo mayores que los previsibles calculados tedricamente. Ademas, al
comparar entre los valores de sodio y potasio obtenidos en las variantes 3 y 4, se
observa que a pesar de anadir menor cantidad de potasio se obtienen unos
porcentajes mayores en el musculo. Estos resultados pueden ser debidos a que
hay mayor penetrabilidad del ion K* en los musculos en comparacién con el ion
Na® (Alifio, Grau, Toldrd et al., 2010). En la etapa de postsalado, los valores de
sodio y potasio siguen la misma tendencia que al final de la etapa de salado,
siendo mayores los reales que los tedricos calculados, aunque en esta etapa de
postsalado son mayores las diferencias entre ellos. Estas diferencias son aun mas
apreciables al final del proceso de curacidn. En esta etapa es donde se obtienen
mayores valores de potasio comparados con los de sodio y es debido a su mayor

facilidad de difusién.

En el caso de los cationes Ca** y Mg*", los resultados obtenidos son muy bajos y no
permiten detectar la pequefa cantidad afiadida en la formulacién de la variante 4.
Tras el proceso de salado, atendiendo a los valores obtenidos de los diferentes
cationes, se observa una mayor penetracién del potasio al contrario que los
cationes calcio y magnesio que presentan mdas dificultad para penetrar el

musculo, permaneciendo en la salmuera formada durante el salado.

En la Figura 1, se representa la distribucidon del sodio y potasio mediante un
diagrama de cajas (Box-Plot), que permite comparar graficamente el
comportamiento de ambas variables en las diferentes variantes empleadas en el
estudio. En el diagrama se aprecia la tendencia inversa de ambos cationes basada
en los porcentajes afadidos en el salazéon. A pesar de que el contenido inicial de
potasio en todas las variantes es inferior al de sodio, hay un paralelismo en el
comportamiento de las distribuciones a partir de la variante 2 y es debida a la
mejor difusion del potasio a través de los musculos del jamoén. Incluso en la etapa

de curado el potasio se sitia por encima del sodio.
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Figura 1. Box-Plot de sodio y potasio en las cuatro variantes de las diferentes etapas:

(a) salado, (b) postsalado y (c) curado

3.1.2 Control de otros pardmetros implicados en el proceso de curacion del
jaman con reduccion de sodio

Estudio actividad proteolitica

La protedlisis es una de las principales reacciones bioquimicas que tienen lugar
durante el proceso de curacién del jamén (Harkouss et al., 2015) y se atribuye a la
accion de las enzimas proteoliticas enddgenas tras el periodo de salado (Cordero
& Zumalacarregui, 2000; Armenteros et al.,, 2012). Por tanto, el estudio de la
actividad proteolitica se llevd a cabo en las etapas de postsalado y curado. Los
valores de Ny, NNP e IP obtenidos para los grupos de muestras de diez jamones de
cada variante en las dos etapas estudiadas se presentan en el Anexo 3.1. Los
promedios y desviaciones estandar de los valores del indice de protedlisis (IP) en

porcentaje se muestran en la Tabla 2. Algunos valores andémalos, identificados
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mediante la Prueba de Dixon, se eliminaron para el cdlculo de las medias al
considerase no representativos dentro del conjunto (dichas muestras estan

marcadas con un asterisco en el correspondiente Anexo).

Tabla 2. Resultados de las analiticas de indice de proteolisis de muestras de magro de
jamones magros en bandeja a los 120 dias de postsalado y al final de curacion

Variante 1 Variante 2 Variante 3 Variante 4
Etapa IP (%) IP (%) IP (%) IP (%)
. SD . SD i SD . SD
promedio promedio promedio promedio
Postsalado 8 6* 1,5 8,3 1,6 8,8 0,8 8,2 1,0
Curado 13,5* 2,7 13,6* 2,4 13,7 2,2 13,7* 1,2

*Valor promedio eliminando datos anémalos con la Prueba de la Q de Dixon

Si se compara los valores de IP entre la etapa de postsalado y final de curacidn, se
comprueba que los mayores indices se obtienen a final del proceso, tal y como
mostraron los resultados presentados por Harkouss et al. (2015), donde los
mayores incrementos en la actividad proteolitica aparecian durante la Ultima

etapa de curacién, con un incremento promedio mensual entre 2-2,5 %.

Para estudiar cdmo afecta a la actividad proteolitica la sustitucién de sodio por
otros cationes, se comparan los datos de IP entre variantes de una misma etapa,
obteniéndose valores muy similares, lo que induce a pensar que hay una buena
respuesta en las diferentes formulaciones empleadas. Los ANOVA de los datos
obtenidos para las cuatro variantes en cada etapa por separado, no mostraron
diferencias significativas entre ellos.

Por tanto, los resultados demuestran que la sustitucidon de una parte de cloruro
sdédico por cloruro potasico, calcico y magnésico no altera la actividad proteolitica
que transcurre durante el procesado del jamoén curado, objetivo que se perseguia
y que se traduce en la obtencién de jamones con una dureza adecuada, lo que
corrobora los resultados del estudio de Virgili et al. (1995), que concluyen que los

defectos de textura estan intimamente relacionados con protedlisis andmalas.
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Estudio de los pardmetros fisico-quimico analizados

Capitulo 3

En la Tabla 3 se muestran los valores promedios de los parametros, humedad,

grasa, proteina, actividad de agua y cloruro de sodio, de diez jamones analizados

para cada una de las variantes en las 3 etapas del proceso de curaciéon. Las medias

se calculan después de rechazar los datos identificados como anémalos mediante

la Prueba de Dixon.

En el Anexo 3 se muestran los datos analiticos de los parametros fisico-quimicos

obtenidos de las muestras de jamones magros en bandeja después de 22 dias de

salado, 120 dias de postsalado y final de curacién.

Tabla 3. Resumen de los promedios de muestras de magro con las cuatro formulaciones

en las tres etapas

Pardmetro
Humedad (%) Grasa (%) Proteina (%) Actividad de agua (a,) Cloruro de sodio (%)
Variante
Promedio SD Promedio SD Promedio SD Promedio SD Promedio SD
Etapa salado
V-1 69,87 0,98 4,44 0,98 22,06 0,52 0,98* 0,00 2,37 0,47
V-2 68,49 1,55 5,45 1,13 21,42 1,44 0,99 0,01 2,17* 0,23
V-3 69,73 0,86 4,98 0,75 21,15 1,46 0,98 0,01 2,62 0,26
V-4 69,66 1,56 4,64 0,97 21,06* 1,42 0,99 0,01 2,39 0,30
Etapa postsalado
V-1 58,84* 1,64 5,98 1,26 27,56 1,28 0,97 0,01 3,70 0,26
V-2 58,10 1,04 6,18 1,50 27,12* 0,86 0,97 0,01 3,51 0,31
V-3 61,68 1,38 5,30 1,06 28,16 0,94 0,97 0,01 3,61 0,31
V-4 61,01* 1,03 5,81 1,68 28,87 3,59 0,97 0,01 3,52 0,50
Etapa curado
V-1 52,37 1,16 10,11 1,90 31,70 1,36 0,94 0,01 4,05 0,33
V-2 51,82 2,09 9,27 1,20 32,95 3,23 0,93* 0,01 4,29 0,54
V-3 51,27 1,20 10,04 1,68 31,62 1,08 0,94 0,01 4,00 0,62
V-4 52,10 0,78 9,31 1,62 32,14 1,30 0,93 0,01 427 0,37

*Valor promedio eliminando datos andmalos con la Prueba dela Q de Dixon
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La evolucién a lo largo de las etapas de los diferentes parametros medidos sigue la
tendencia habitual del proceso de curacion del jaman, sin apenas percibir desde el
punto de vista fisico-quimico, ninguna diferencia entre las formulaciones
planteadas. Los ANOVA de cada pardmetro en cada etapa del proceso no detectan
diferencias significativas entre los datos obtenidos para cada variante, a excepcion
del parametro actividad de agua que presenta significancia estadistica en la etapa

de salado (Tabla 4).

Tabla 4. ANOVA del pardmetro actividad de agua en la etapa de salado

L Grados de Suma de Cuadrado
Fuente de variacién . . F P
libertad cuadrados medio
Intergrupo
. 3 0,00036 0,00012 3,35 0,03
(Factor: Variante)
Intragrupo 35 0,00126  0,00004
(Error- residual)
Total 38 0,00162

F critica (0,05;3;35) =2,88

El valor del estadistico F (3,35) es mayor que el valor critico (2,88) y el estadistico
P inferior a 0,05, lo que indica la significancia estadistica entre los valores
obtenidos de a,, en las variantes durante la etapa de salado. Después de aplicar la
Prueba LSD, se detecta la variante 2 como la responsable, no obstante solo 2 de
las 3 diferencias entre las medias de la variante 2 con las otras variantes (0,007;
0,007; 0,002) presentan un valor ligeramente superior al valor de la diferencia
minima significativa tedrica calculada (0,006), por tanto se puede decir que las
diferencia entre variantes son practicamente inapreciables.

Tras el salado de los jamones, durante la etapa de postsalado tiene lugar la
difusién de las sales hacia el interior del jamén, provocando una ligera

disminucién de la actividad del agua y por lo tanto, asegurandose su conservacion
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cuando aumenta la temperatura en la siguiente etapa de secado y maduracion. La
sustitucion de sodio por otros cationes retrasa la disminucién de la actividad de
agua con lo que se suelen precisar mayores tiempos de postsalado (Alifio, Grau,
Toldra et al.,, 2010). No obstante, los resultados obtenidos indican que no se
precisa alargar esta etapa debido a que no se aprecian diferencias entre variantes,
lo que significa que los porcentajes de los diferentes cationes en las formulaciones

empleadas, en este sentido, son adecuados.

Estudio microbiolégico

Se valoraron las caracteristicas microbioldgicas de los jamones elaborados con
contenido reducido en sodio, con el fin de determinar si la disminucién del ion
sodio permitia un crecimiento de microorganismos patdgenos, Clostridium spp, E.
coli, Enterobacterias, Lactobacilos, Listeria monocytogenes, Listeria spp, Flora
total, Salmonella spp y Staphylococcus aureus y por lo tanto, podia suponer un
riesgo microbioldgico para la salud. Se evalud la estabilidad microbioldgica

durante el proceso de elaboracién y durante la vida util del producto.
Estabilidad microbiolégica de los jamones magros durante el proceso de
elaboracion

Los analisis realizados indican que el producto al final del proceso de curacién no

supera los limites establecidos por la legislacién vigente (Figura 2).

e Recuentos totales iniciales altos que disminuyen con el tiempo de

curacion (disminuye la actividad de agua del producto).

= Recuentos de enterobacterias iniciales (incluida E.coli) en la etapa de

salazén no muy elevados y con el tiempo esta flora desaparece.

* Los lactobacilos muestran un comportamiento mas o menos constante

durante todas las fases del proceso sin alcanzar valores muy elevados.
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¢ No aparecen patégenos como Listeria, Salmonella o S. aureus en ninguna
fase del proceso lo que indica que el producto es seguro

microbiolégicamente.

Log ufc/g

MP Vi V2 V3 \Zs Vi V2 V3 va Vi V2 V3 va
Inicial 22 dias 120 dias final curacion
E. coli (UFC/g) Enterobacterias (UFC/g) Lactobacilos (UFC/g) Flora aerobia (UFC/g)

Figura 2. Evolucién del crecimiento microbiano durante el proceso de elaboracién de

jaman curado con reduccién de sal con las cuatro formulaciones (control V1)

Estabilidad microbiolégica de los jamones magros durante su vida util

(Challenge Test)

En el estudio de estabilidad microbioldgica de los jamones durante su vida util se
llevé a cabo un “Challenge test”, que permite evaluar la capacidad que presentan
ciertos microorganismos para crecer o sobrevivir en el producto bajo ciertas
condiciones ambientales. Para su desarrollo se utilizaron diferentes
microorganismos patdgenos y los resultados muestran que el jamon reducido en
sodio es totalmente seguro desde el punto de vista microbiolédgico (Figura 3). La
tendencia de las curvas de crecimiento obtenidas es siempre descendente, lo que
indica que las caracteristicas intrinsecas del alimento, junto con las condiciones de
temperatura de almacenamiento, son suficientes para controlar el crecimiento de

los microorganismos patdgenos inoculados.
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Figura 3. Evolucién de microorganismos patdgenos durante la vida util de jamdn curado

con reduccidn de sodio (Variante 3)

Evaluacidén sensorial

Se valoraron organolépticamente las muestras de jamon elaboradas con la mezcla
de sales de las cuatro formulaciones. De acuerdo con la informacién facilitada por
la empresa, se apreciaron algunas diferencias entre ellas, aunque en general, los
resultados fueron satisfactorios, no mostrandose diferencias en sabor, color y

textura con los productos elaborados de forma tradicional.

3.1.3  Evaluacion de los pardmetros implicados en el proceso de reduccion de sal
mediante la tecnologia NIRS

Se plantearon calibraciones de aquellos parametros mas significativos en el
proceso de curacién del jamén y que aportan una informacion relevante de las
posibles modificaciones que tienen lugar en dicho proceso, como en este caso

resulta la disminucién del contenido de sodio y su sustitucidon con otros cationes.
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Para el desarrollo de las calibraciones se utilizaron cuarenta muestras
pertenecientes a las cuatro variantes, en dos etapas del proceso: postsalado y
curado, un total de ochenta muestras. En la Tabla 5 se presentan los rangos de los
pardmetros y los estadisticos descriptivos, diferenciando entre las dos etapas,

aunque se emplearon todos los valores para la construccion de los modelos.

Tabla 5. Resumen estadistico de los analisis fisico-quimicos

Parametro Etapa Promedio Rango sp? CV%
Humedad  Postsalado 59,57 50,90-64,14 2,48 4,16
(%) Curado 51,89 47,20-54,72 1,40 2,70
Grasa Postsalado 5,82 3,87-9,40 1,38 23,73
(%) Curado 9,68 6,61-13,32 1,61 16,60
Proteina Postsalado 28,04 25,29-37,78 2,12 7,54
(%) Curado 31,90 26,85-38,00 2,13 6,67
Actividad de  Postsalado 0,97 0,95-1,00 0,01 0,99
agua(aw)  curado 0,94 0,91-0,96 0,01 1,24
Cloruro de Postsalado 3,58 2,47-4,29 0,35 9,81
sodio (%) Curado 4,11 2,69-5,34 0,53 12,84
Sodio Postsalado 1,14 0,70-1,69 0,25 21,58
(%) Curado 1,28 1,77-1,86 0,27 21,40
Potasio Postsalado 0,89 0,55-1,21 0,24 26,38
(%) Curado 1,05 0,63-1,45 0,28 26,98
Nitrégeno Postsalado 4,49 4,05-6,04 0,34 7,54
(%) Curado 5,10 4,30-6,08 0,34 6,67
indice de Postsalado 8,66 6,14-15,23 1,62 18,74
proteolisis (%) cyrado 12,98 6,48-18,77 2,62 20,21

?sD, desviacién estandar.
e CV, coeficiente de variacion (SD * 100/promedio).

El andlisis espectroscopico se llevd a cabo con el equipo NIR MPA por dos vias,

mediante reflectancia y transmitancia (Figura 4).
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Absorbancia

Frecuencia
Etapa postsalado M Etapa curado

Figura 4. Espectros NIR a 32 barridos de las muestras de jamdn graso en las etapas de

postsalado y curado: (a) modo reflectancia y (b) modo transmitancia

Se desarrollaron las calibraciones empleando ambos tipos de espectros. En la
evaluacion de los modelos de calibracidn, en primer lugar, se llevd a cabo un
analisis de componentes principales (PCA), donde se aprecia una clara separacion
entre las muestras pertenecientes a las diferentes etapas (Figura 5). Este analisis
representa un resultado importante, debido a que el modelo construido no solo
va a ser capaz de predecir el valor del parametro sino de conocer a qué etapa del

proceso corresponde la muestra desconocida.
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Figura 5. Grafico de puntuacion de los componentes principales PC1y PC2.

(a) Modo reflectancia y (b) Modo transmitancia
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Se han construido modelos de prediccién empleando los dos métodos de medida,
reflectancia a 32 y 64 barridos y transmitancia a 32 barridos, para los parametros:
humedad, grasa, proteina, actividad de agua, cloruro de sodio, sodio, potasio,

nitrégeno e indice de protedlisis (Tabla 6).

El conjunto de calibracion estaba compuesto por las muestras correspondientes a
las cuatro variantes pertenecientes a las etapas de postsalado y curado. Cada
grupo por separado contenia muy pocas muestras y por tanto, los resultados de
los modelos empleando solo las muestras de un grupo no serian fiables. Se
decidid juntar ambos grupos debido a los resultados obtenidos del PCA, donde se

aprecia una clara diferenciacion entre ellos.

Los mejores modelos construidos son los que emplean los espectros medidos en
modo reflexién. Cuando el nimero de barridos se duplica, pasando de 32 a 64,
algunos modelos mantienen sus resultados mientras que otros mejoran

sensiblemente.

Los ajustes que obtienen un mejor resultado son para los parametros humedad y
proteina, donde los coeficientes de determinacion en validacion cruzada son 97 %
y 91,5 %, respectivamente. Para los parametros NaCl, a,, y N; se obtienen ajustes
aceptables con coeficientes R’cv comprendidos entre 80-84 %. Los modelos

obtenidos para grasa e IP, son algo peores, siendo los R*cv préximos al 70 %.
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Tabla 6. Resultados de calibracion y validacién cruzada

Lo (_je Condidiciones de medida  Calibracién Validacién cruzada
3 referencia
Parametro
Método de Ne N2 muestras Rango de Pre- Factores ) )
SEL ) . ) - } 1 . R RMSEC R’cv.  RMSECV  RPD
medida NIR  Barridos calibracion  frecuencias (cm™) Procesamiento PLS
9.404-5.446
64 72 CDM 7 98,24 0,64 97,02 0,78 5,79
Reflexic 4.606-4.420
eflexion
Humedad 047 9.404-5.446
(%) ¢ 32 71 CcDM 7 98,32 0,62 97,04 0,77 5,81
4.606-4.243
Transmitancia 32 72 9.404-8.655 CDM 5 91,57 1,34 89,19 1,52 2,91
64 72 6.102-4.243 12 d.+CDM 4 76,61 2,31 68,75 2,52 1,79
Grasa Reflexidn 7.506-5.446
1,26 32 72 ' ’ SNV 6 81,98 2,02 68,65 2,53 1,79
(%) 4.606-4.243
Transmitancia 32 74 9.404-9.033 n.d.e.p 3 73,81 1,29 69,18 1,36 1,80
8.455-7.498
64 67 22d. 3 93,08 0,61 91,50 0,65 3,43
Proteina 059 Reflexién 6.102-5.770
(%) ’ 32 65 9.404-6.094 EDC 3 84,53 0,90 82,25 0,93 2,37
Transmitancia 32 70 9.404-8.655 CDM 4 87,02 0,86 82,57 0,96 2,40
7.753-6.094
64 69 12 d.+SNV 3 86,41 0,008 83,94 0,008 2,50
Actividad de Reflexién 4.606-4.243
7.506-6.094
S 0,004 32 69 12 d.+SNV 3 8515 0,008 82,41 0009 2,38
(aw) 5.454-4.598
Transmitancia 32 69 9.404-8.655 CDM 4 78,87 0,01 72,27 0,01 1,90
64 72 9.404-5.446 12 d.+CDM 4 92,48 0,15 82,78 0,22 2,41
Cloruro de Reflexion
sodio 0,11 32 71 9.404-4.598 CDM 8 90,53 0,17 81,67 0,22 2,34
0,
(%) Transmitancia 32 71 9.404-9.026 12 d.+CDM 1 38,29 0,36 32,13 0,37 1,21
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iy ‘f'e Condidiciones de medida  Calibracién Validacién cruzada
i referencia
Parametro
SEL Método de Ne Ne muestras Rango de Pre- Factores R? RMSEC Ry RMSECY  RPD
medida NIR  Barridos calibracién  frecuencias (cm™)  Procesamiento PLS
64 72 6.102-4.598 CDM 5 79,99 0,15 78,97 0,18 2,17
Sodio Reflexion
(%) 0,11 32 72 9.404-7.498 SNV 7 78,87 0,16 70,01 0,20 1,84
(]
Transmitancia 32 74 9.404-9.026 CDM 4 54,47 0,23 47,74 0,25 1,40
9.404-6.094
64 72 CDM 8 54,06 0,20 33,01 0,22 1,22
Reflexid 5.454-4.598
; eflexidn
GCIEHD 0,11 9.404-7.498
(%) ! 32 72 EDC 8 77,05 0,14 32,89 0,22 1,22
6.102-5.446
Transmitancia 32 74 9.404-8.655 SLR 3 33,58 0,22 21,02 0,24 1,13
9.404-8.447
64 63 SNV 2 82,54 0,16 80,37 0,16 2,26
Nitrégeno Reflexidn 4.852-4.243
(%) 0,10 32 64 9.404-6.094 CDM 2 82,19 0,16 80,06 0,17 2,24
Transmitancia 32 70 9.404-8.655 12 d+ SNV 4 74,70 0,21 66,12 0,23 1,72
L, 7.506-6.094
- Reflexion 64 66 12 d+SLR 4 79,11 1,44 71,98 1,60 1,89
Indice de 5.454-4.598
pr°t(‘:/°)"5's 133 32 69 7.506-4.598 SIR 6 84,63 1,24 69,19 1,67 1,80
(]
Transmitancia 32 70 9.404-8.655 12 d+ SNV 3 64,62 1,79 54,23 1,98 1,48

CDM: Correccion de Dispersion Multiplicativa, SLR: Sustraccion de Linea Recta, EDC: Elevacion de Desnivel Constante, 12 d.: Primera derivada, SNV: Normalizacion Vectorial, N min-
max.: Normalizacién minimo- maximo, 22 d.: Segunda derivada, n.d.e.p.: No hay datos espectrales preprocesados, R%: Coeficiente de determinacién en calibracién, RMSEE: Error de

prediccion calibracidn, R%cv: Coeficiente de determinacién en validacién cruzada, RMSECV: Error de prediccion en validacidn cruzada, RPD: Desviacion residual de prediccion, SEL:
Error estandar de duplicados.
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En la mayoria de los casos los errores de prediccién son similares a los errores
propios de método de referencia. En algunos parametros como la humedad, grasa
y cloruro de sodio resultan algo mayores, esta diferencia disminuiria si
calculdramos ambos errores empleando las muestras de una misma etapa debido
a que al ser muestras que se encuentran en el mismo punto del proceso los
valores de los parametros son mas similares. Por otro lado, también influye el
numero de muestras del conjunto de calibracién (con un maximo de 72 muestras).
Como de forma general se constata en la bibliografia, se necesita de un mayor
numero de muestras (entre 200 y 1000, en funcién del pardmetro y de la
complejidad de la muestra) para obtener modelos con buena capacidad

predictiva.

No obstante, aunque no existen normas que determinen la bondad del modelo, la
mayoria de los investigadores NIRS consideran que los modelos que tengan un
error de validacidon cruzada de una magnitud 1 a 1,5 veces el SEL tienen una
precision excelente, como es el caso de los modelos para los pardmetros IP,
proteina y nitrégeno total. Para el resto de los parametros los valores de SECV son
2 a 3 veces el SEL, lo que indica una buena precisién. Otro criterio que se suele
tener en cuenta es que los errores de calibracidn y validacién cruzada no son
significativamente diferentes cuando se diferencian en menos del 20 %, en
nuestro caso lo cumplen todos los modelos desarrollados para todos los

parametros (Delgado, 2003).

En cuanto a la capacidad predictiva de los modelos (RPD), a excepcién de los
pardmetros humedad y proteina, con unos valores del 5,79 y 3,43,
respectivamente, el resto de parametros son iguales o inferiores a 2,5, lo que
indica que se precisa de un mayor conjunto de muestras de calibracion para
obtener una capacidad de prediccidn fiable. Varios autores consideran que un

modelo es adecuado desde el punto de vista analitico cuando la capacidad
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predictiva es superior a 2,5 (Sinnaeve, Dardenne, Agneessens & Biston, 1994;

Conzen, 2006).

En los modelos de prediccion para sodio y potasio se obtienen buenos ajustes, no
obstante teniendo en cuenta que en su desarrollo se incluyeron muestras
pertenecientes a las cuatro variantes. Con el objetivo de mejorarlos, se probaron
diferentes combinaciones de las variantes, considerando el contenido de cada

cation en la formulacidn empleada en cada una de ellas (Tabla 7).

En el caso de los modelos para la determinaciéon de sodio, en un principio, se
tomaron las muestras correspondientes a la variante 1 por contener Unicamente
sodio en su formulacion. El modelo asi desarrollado obtiene mejores resultados
pero no es muy apreciable debido al nimero tan reducido de muestras empleado
en su construccion. Si se incluye la variante 2 que contiene un porcentaje elevado
de sodio mejora el modelo, obteniendo un ajuste del 87,46 % de R%cv, frente al
valor de 78,97 % obtenido con las cuatro variantes, también disminuye el error

RMSECV desde 0,18 % a 0,11 % Na.

En el caso del potasio se han construido calibraciones teniendo en cuenta las
variantes cuyas formulaciones contienen este catidn (Tabla 7). Cuando se
emplean las muestras de las variantes 2, 3 y 4, el ajuste mejora
considerablemente pasando del 33 % de R’cv obtenido con las cuatro variantes al
81,74 % y de un error RMSECV de 0,22 % al 0,07 % K. Los modelos mejoran aun
mas considerando Unicamente las variantes 3 y 4, donde el porcentaje de potasio
afiadido es similar. En este Ultimo caso el coeficiente de regresion supera el 90 % y

el error de prediccién disminuye hasta el valor de 0,04 % K.
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Tabla 7. Comparacién de modelos de prediccidn para sodio y potasio en funcién de las variantes de las muestras del conjunto de calibracion

Método d
ctodo ‘e Condidiciones de medida Calibracion Validacién cruzada
referencia
Pardmetro Variante
Método de Ne N2 muestras Rango de Pre- Factores 2 )
SEL R X . ., i a . R RMSEC R°cv RMSECV RPD
medida NIR Barridos calibraciéon  frecuencias (cm™) Procesamiento PLS

V-1/V-2/V-3/V-4 72 6.102-4.598 CDM 5 79,99 0,15 78,97 0,18 2,17
64 V-1/V-2 40 7.506-4.243 N min-max 8 96,16 0,08 87,46 0,11 3,16
V-1 19 9.404-7.498 EDC 8 92,98 0,10 83,02 0,13 2,95
Reflexion V-1/V-2/V-3/V-4 7 9.404-7.498 SNV 7 7887 016 7001 020 1384

7.506-6.094

Sodio (% 0,11 32 - - fn-ma , , , , 3

(%) V-1/V-2 40 5.454.4243 N min-max 9 90,59 0,13 88,52 0,12 3,11
V-1 20 4.605-4.243 22d. 8 89,20 0,12 74,27 0,14 1,86
V-1/V-2/V-3/V-4 74 9.404-9.026 CDM 4 54,47 0,23 47,74 0,25 1,40
Transmitancia 32 V-1/V-2 39 9.404-8.655 12d.+CDM 5 78,43 0,17 67,53 0,20 1,65
V-1 19 9.404-9.026 12 d.+CDM 5 82,10 0,12 77,67 0,13 2,11

9.404-6.094
V-1/V-2/V-3/V-4 72 CDM 8 54,06 0,20 33,01 0,22 1,22

/-2 V-3 5.454-4.598

64 9.404-7.498
V-2/V-3/V-4 51 BATGLEATE CDM 10 95,53 0,04 81,74 0,07 2,34
Reflexion V-3/ V-4 32 7.506-5.446 CDM 5 96,59 0,03 90,87 0,04 3,31

9.404-7.498
V-1/V-2/V-3/V-4 72 EDC 8 77,05 0,14 32,89 0,22 1,22

Potasio (%) 0,11 6.102-5.446
s2 V-2/V-3/V-4 53 6.102-4.243 SNV 7 95,82 0,04 76,84 0,08 2,08
V-3/V-4 33 9.404-4.598 CDM 7 95,76 0,03 85,54 0,05 2,64
V-1/V-2/V-3/V-4 74 9.404-8.655 SLR 3 33,58 0,22 21,02 0,24 1,13
Transmitancia 32 V-2/V-3/V-4 55 9.404-9.026 CDM 8 82,99 0,07 63,07 0,10 1,65
V-3/ V-4 33 9.404-8.655 CDM 10 90,77 0,05 56,30 0,09 1,51
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En la representacién grafica del modelo dptimo obtenido para cada parametro, se
observa la agrupaciéon de las muestras en funcién de la etapa a la que

corresponden (Figura 6). Los resultados corroboran el obtenido en PCA.

* Humedad (%) © CINa(%)

é;asé(%) s IP(%)

Proteina(%) o Nitrégeno (%) . sarsas

(%) VB v-A
sEE=k P dup i

Valores predichos (% Na)

" Valoresreales (% Na)
Etapa postsalado M Etapa curado

Figura 6. Grafico de prediccidn NIR: Valores predichos frente a reales para los diferentes parametros

El indice de protedlisis es el parametro que mejor explica las modificaciones en la
relacién entre el contenido de agua y los parametros de textura como la dureza,
cohesividad vy elasticidad en los musculos de jamdn curado (Ruiz-Ramirez, Serra,
Gou & Arnau, 2006). Un mejor conocimiento y control de estos fendmenos que
tienen lugar durante la curacién puede favorecer una textura optimizada del
producto (Harkouss et al., 2015). Con este fin y en vista de los resultados
obtenidos, se esta planteando obtener calibraciones del indice de protedlisis, al
final de la etapa de salado, sobre la pieza entera de jamdn. De este modo se podra
actuar sobre el contenido de las sales, principales responsables de la actividad
proteolitica, asegurando asi una textura adecuada al final de la curacién de cada

una de las piezas.
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La actividad del agua esta relacionada directamente con el grado de curacion del
jamoén. Un control de este parametro durante la ultima etapa del proceso
permitiria modificar las condiciones sobre la pieza, alcanzando al final del proceso
jamones con el grado de curaciéon deseado. El modelo de predicciéon obtenido
para la actividad del agua indica la posibilidad de aplicar la tecnologia NIRS en el
control de este parametro, incluyéndose el desarrollo de este trabajo en el

proyecto que se plantea en el punto anterior.

Los modelos construidos aportan informacién suficiente que demuestra la
viabilidad de la técnica NIRS para la prediccidn de los pardmetros implicados en el
proceso de curacién del jamdn, aunque se requiere de un conjunto mucho mayor
de muestras para mejorar su precision y que puedan ser utilizados en un futuro
para el seguimiento del proceso de reduccién de sal que se lleve a cabo en la

empresa.

En este trabajo no se contempla desarrollar la validacién externa de los modelos,
ya que al disponer de muestras limitadas nos obligaria a utilizar parte de ellas en
el proceso de validacidn, lo que incidiria en una disminucién de las muestras para

la calibracidn, quedando el modelo mas impreciso.

3.2 Jamédn graso en tina

3.2.1 Estudio de la difusion de las sales empleadas en el proceso para la
reduccion del contenido de sodio en jamodn curado

Se realizd el estudio de la difusién de las sales de los distintos cationes empleados
en el proceso de curaciéon. Las formulaciones empleadas se corresponden con las
tres primeras variantes del estudio realizado en jamdn magro, siendo la variante 1

el control, eliminando la cuarta variante que es la que incluye sales de metales
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divalentes, calcio y magnesio, debido a la poca relevancia de dichos cationes en el

salado de los jamones.

Se calcularon los porcentajes tedricos esperados de cada catién en funcién de las
formulaciones de cada variante (Tabla 8). Los datos de sodio tedrico se han
calculado tomando el 100 % como el valor obtenido en la V-1 correspondiente a
cada etapa (1,04 % Na para salado; 1,19 % Na para postsalado y 1,64 % Na para
curado). Para el potasio, se ha considerado que el porcentaje afnadido se
corresponde con el valor obtenido en la variante 2 menos el de la variante 1, que
no incluye potasio en su formulacién y a partir de este dato se han calculado los

porcentajes.

Tabla 8. Seguimiento del contenido de cationes en jamdn graso en tina en las diferentes
etapas del proceso de curacién

Pardmetro
Sodio (%) Potasio (%)
Variante Promedio D Promedio Promedio Promedio
real tedrico real tedrico
Etapa salado
V-1 1,04 0,06 1,04 0,33 0,02 0,33
V-2 0,50 0,09 0,72 0,65 0,04 0,65
V-3 0,47 0,12 0,57 0,65 0,11 0,81
Etapa postsalado
V-1 1,19 0,16 1,19 0,57 0,06 0,57
V-2 0,74 0,08 0,83 1,00 0,06 1,00
V-3 0,79 0,08 0,65 1,15 0,10 1,22
Etapa curado
V-1 1,64 0,15 1,64 0,92 0,10 0,92
V-2 1,39 0,14 1,15 1,11 0,17 1,11
V-3 1,14 0,08 0,90 1,28 0,10 1,21
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En la etapa de salado, en las variantes 2 y 3, para ambos cationes los resultados
obtenidos son menores a los tedricos esperados, debido fundamentalmente al
mayor contenido de grasa, que provoca una peor difusién de las sales hacia el
interior del jamén. En las siguientes etapas, el potasio analizado en el jamdn se
corresponde con el valor calculado, mientras que para el sodio, a excepcion de la
variante 2 en la etapa de postsalado, todos los valores son mayores a los
esperados, lo mismo ocurre en el estudio realizado en jamén magro en bandeja.
Estas diferencias son aun mas apreciables al final del proceso de curacion.

La variante 3 contiene en su formulacién menos potasio que sodio. Sin embargo,
el potasio analizado en el jamédn al final de las etapas de postsalado y curado es

mayor, debido a la mayor penetrabilidad de este ion.

En la Figura 7 se representa la distribucion del sodio y potasio mediante un
diagrama de cajas (Box-Plot), que permite comparar graficamente el
comportamiento de ambas variables en las diferentes variantes empleadas en el
estudio. En el diagrama se aprecia que en las etapas de salado y postsalado, el
contenido de potasio de las variantes 2 y 3 es mayor al de sodio, lo que indica la
mayor penetrabilidad del ion K* con respecto al Na*. Sin embargo, al final del
proceso de curaciéon los porcentajes obtenidos para ambos cationes son
congruentes con los inicialmente afiadidos, a excepcién de la variante 3 donde el

contenido de potasio, debido a su mejor difusidn, es mayor al de sodio.
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Figura 7. Box-Plot de sodio y potasio en las tres variantes de las diferentes etapas:

(a) salado, (b) postsalado y (c) curado

3.2.2 Control de otros pardmetros implicados en el proceso de curacion del
jaman con reduccion de sodio

Estudio actividad proteolitica

Los promedios y desviaciones estandar de los valores del indice de protedlisis (%
IP) se muestran en la Tabla 9, habiendo eliminado los valores andmalos mediante
la Prueba de la Q de Dixon. Los valores de Ny, NNP e IP obtenidos para los grupos
de muestras de diez jamones de cada variante en las dos etapas estudiadas se
presentan en el Anexo 3.2 (las muestras eliminadas para el cdlculo de las medias

estan marcadas con un asterisco).
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Tabla 9. Resultados de las analiticas de indice de proteolisis de muestras de magro de
jamones grasos en tina a los 120 dias de postsalado y al final de curacién

Variente 1 Variante 2 Variante 3
Etapa P (%) IP (%) IP (%)
. SD . SD . SD
promedio promedio promedio
Postsalado 9,2 1,3 9,3* 0,5 9,2 1,3
Curado 16,6* 3,1 17,2 2,9 17,4* 1,4

*Valor promedio eliminando datos andmalos con la Prueba de la Q de Dixon

Los mayores valores de IP se encuentran al final del proceso de curacion, al igual
que ocurre para el jamdén magro. Sin embargo, en el caso del jamdn graso estos
valores en ambas etapas son superiores a los obtenidos para el jamén magro,
debido al mayor indice de grasa, que enlentece la difusién de la sal, lo que da

lugar a una mayor actividad proteolitica.

Los indices obtenidos para cada variante, tanto en postsalado como al final de
curacidn, son muy similares, por tanto la actividad proteolitica no se ve afectada
por la sustitucion parcial de sodio por potasio. Los ANOVA de los datos obtenidos
para las cuatro variantes en cada etapa por separado, no mostraron diferencias

significativas entre ellos.

Estudio de los pardmetros fisico-quimico analizados

En la Tabla 10 se representan los valores promedios de los diez jamones
analizados para cada una de las variantes en las 3 etapas del proceso de curacion.
Las medias se calcularon después de rechazar los datos identificados como

anomalos mediante la Prueba de Dixon.

En el Anexo 3.2 se muestran los datos analiticos de los pardmetros fisico-quimicos
obtenidos de las muestras de jamones grasos en tina (los valores anémalos estan

marcados con un asterisco).
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Tabla 10. Resumen de los promedios de muestras de magro con las tres formulaciones en
las tres etapas

Parametro
] Humedad (%) Grasa (%) Proteina (%) Actividad de agua (a,) Cloruro de sodio (%)
Vartante Promedio SD Promedio SD  Promedio SD Promedio Sb Promedio SD
Etapa salado
V-1 64,25 1,02 10,38 1,81 - - 0,98 0,01 2,65 0,23
V-2 64,90 1,42 943 2,13 - - 0,99 0,01 1,91 0,26
V-3 65,07 2,06 88 1,67 - - 0,99 0,01 1,75 0,37
Etapa postsalado
V-1 50,04 0,99  14,02* 2,26 2462 1,68 0,92 0,02 3,58 0,43
V-2 50,77 1,45 13,86 1,30 23,81 1,98 0,92 0,01 2,84* 0,05
V-3 49,26 1,23 13,93 1,95 25,75 1,34 0,93 0,01 3,25 0,69
Etapa curado
V-1 43,09 1,94 1558 2,22 31,63 2,66 0,89 0,01 4,89 0,48
V-2 4354 1,94 1566 2,19  3487* 2,05 0,89 0,01 3,89* 0,49
V-3 42,78 1,57 1596 2,64  33,52* 194 0,89 0,02 4,25 0,58

*Valor promedio eliminando datos andmalos con |la Prueba de la Q de Dixon

Independientemente de las formulaciones de las variantes empleadas, los valores
de los parametros analizados siguen el desarrollo esperado durante el proceso de
curacion del jamon, a excepcidon de la humedad y la actividad de agua que van
disminuyendo a medida que avanza el secado de las piezas. Los demas

parametros analizados, grasa, proteina y cloruros, van incrementandose.

Los ANOVA de cada pardmetro en cada etapa del proceso no detectaron
diferencias significativas entre variantes, a excepcién de los cloruros en las etapas
de salado y curado, cuyos valores F son bastante superiores al valor critico (Tabla
11) y la P inferior a 0,05. En la etapa de postsalado tanto los valores F como P se

encuentran en el limite.
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Tabla 11. Estadisticos F y P obtenidos de los ANOVA para el parametro cloruro de sodio en
las tres etapas del proceso

Etapa F critica F P
Salado 3,35 26,96 0,00
Postsaldo 3,88 3,87 0,05
Curado 3,35 10,39 0,00

La Prueba LSD indica que la variante 1 o control es la que presenta las diferencias
con las otras dos variantes, siendo éstas significativas. La diferencias entre las
medias de la variante 1 con respecto a la variante 2 en las etapas de salado y
curado son respectivamente 0,744 y 1,104, frente a un valor de LSD calculado de
0,268. En el caso de la variante 1 y 3, las diferencias entre medias para ambas
etapas son 0,898 y 0,641, frente a una LSD de 0,499. Con lo que se afirma que el
parametro cloruro de sodio se ve afectado por las diferentes formulaciones del

cloruro.

Estudio microbioldgico

Se llevd a cabo un recuento de enterobacterias, lactobacilos y flora aerobia para
analizar si la reduccion de sodio afectaba al crecimiento de estos
microorganismos. Se evalué la estabilidad microbiolégica durante el proceso de

elaboracion y la vida util del producto.
Estabilidad microbiolégica de los jamones magros durante el proceso de
elaboracion

Los analisis realizados indican que el producto al final del proceso de curacién no

supera los limites establecidos por la legislacién vigente (Figura 8).

¢ Recuentos totales iniciales altos, que disminuyen con el tiempo de

curacidon a medida que disminuye la actividad de agua del producto.
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e Recuentos de enterobacterias iniciales (salazén) elevados. Esto puede ser
debido a que la calidad microbiologica de la sal en tina es peor que en
bandeja, debido a una mayor contaminacién, no obstante a pesar de que

persiste mas en el tiempo, desaparece al final del curado.

¢ Los Lactobacilos muestran un comportamiento mds o menos constante

durante todas las fases del proceso sin alcanzar valores elevados.

¢ No aparecen patégenos como Listeria, Salmonella o S. aureus en ninguna
fase del proceso, lo que indica que el producto es seguro desde el punto

de vista microbiolégico.

Log ufc/g

MP V1 V2 V3 Vi V2 V3 Vi V2 V3
inicial 22 dias 120 dias final curacion
Enterobacterias (UFC/g) Lactobacilos (UFC/g) Flora aerobia (UFC/g)

Figura 8. Evolucién del crecimiento microbiano durante el proceso de elaboracién de

jamon curado con reduccién de sal con las tres formulaciones

Estabilidad microbiolégica de los jamones magros durante su vida util
(Challenge Test)

Al igual que en el estudio de los jamones magros en bandeja, las curvas de
crecimiento obtenidas de los microorganismos patégenos inoculados son siempre

descendentes (Figura 9). Por tanto, controlando las condiciones de temperatura
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durante su almacenamiento, los jamones obtenidos se mantienen estables en el

tiempo.
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Figura 9. Evolucién de microorganismos patdgenos durante la vida util de jamdn curado

Evaluacién sensorial

con reduccién de sodio

Se valoraron organolépticamente las muestras de jamon elaboradas con la mezcla

de sales de las tres formulaciones. De acuerdo con la informacién facilitada por la

empresa, se apreciaron algunas diferencias entre ellas aunque, en general, los

resultados fueron satisfactorios, no mostrandose diferencias en sabor, color y

textura con los productos elaborados de forma tradicional.

3.2.3

Evaluacion de los parametros implicados en el proceso de reduccion de sal

mediante la tecnologia NIRS

Se llevaron a cabo calibraciones para los pardmetros mds significativos en el

estudio de la evolucidn del proceso de curacidn con sustitucién parcial de sodio

por sales de potasio de jamdn graso en tina.
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Para el desarrollo de las calibraciones se utilizaron treinta muestras
pertenecientes a las tres variantes en dos etapas del proceso: postsalado y
curado, un total de sesenta muestras. En la Tabla 12 se presentan los rangos de
los parametros y los estadisticos descriptivos, diferenciando entre las dos etapas,

aunque se emplearon todos los valores para la construccion de los modelos.

Tabla 12. Resumen estadistico de los analisis fisico-quimicos

Parametro Etapa Promedio Rango sp? cvo%®
Humedad  Postsalado 50,62 47,61-52,62 1,31 2,59
(%) Curado 43,14 39,39-45,68 1,79 4,15
Grasa Postsalado 14,77 11,74-26,44 3,62 24,51
(%) Curado 15,73 11,28-19,73 2,28 14,49
Proteina Postsalado 24,73 20,31-28,00 1,82 7,36
(%) Curado 33,30 27,37-40,00 2,98 8,95
Actividadde  Postsalado 0,92 0,90-0,94 0,01 1,09
agua(aw)  curado 0,89 0,86-0,92 0,01 1,12
Cloruro de sodio Postsalado 3,25 2,49-4,11 0,54 16,62
(%) Curado 4,31 2,85-5,84 0,70 16,24
sodio Postsalado 0,91 0,64-1,40 0,26 28,57
(%) Curado 1,39 1,05-1,89 0,25 17,99
Potasio Postsalado 0,91 0,45-1,35 0,24 26,37
(%) Curado 1,10 0,77-1,48 0,19 17,27
Nitrogeno  Postsalado 3,9 3,25-4,48 0,29 7,32
(%) Curado 5,33 4,38-6,40 0,48 9,01
indicede  Postsalado 9,21 6,80-11,21 1,10 11,94
proteolisis (%) cyrado 17,12 11,50-20,70 2,30 13,43

°SD, desviacién estandar.
b CV, coeficiente de variaciéon (SD * 100/promedio).
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El analisis espectroscopico se llevé a cabo por dos vias, mediante reflectancia,

tomando espectros a 32 y 64

(Figura 10).

barridos y en modo transmitancia a 32 barridos

5

1

10

Absorbancia

8000 5000

4000

14000 10000

Frecuencia cm?
Etapa postsalado Etapa curado

Figura 10. Espectros NIR a 32 barridos de las muestras de jamon graso en las etapas de

postsalado y curado: (a) modo reflectancia y (b) modo transmitancia

Al igual que en el caso del jamdén magro, el PCA de los espectros tomados en

modo reflexidn muestra una clara separacién entre las muestras pertenecientes a

las diferentes etapas. También se aprecia separacidn entre ambos grupos, aunque

no tan pronunciada, con los espectros medidos en transmitancia (Figura 11).

—_
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-034 03 -026 -022 -0.18 -0.14 -0.1 -006 -002 002 006 01 0.14 018 022 026 0
PC1score
I Etapapostsalado M Etapa curado
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Figura 11. Gréfico de puntuacion de los componentes principales PC1y PC2. (a) Modo

reflexién y (b) Modo transmitancia
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A pesar de que en el estudio llevado a cabo con jamdn magro los modelos de
calibracion empleando los espectros medidos en transmitancia no dieron mejores
resultados que con los espectros medidos en reflexién, se han construido
calibraciones empleando ambos tipos de espectros para los parametros:
humedad, grasa, proteina, actividad de agua, cloruro de sodio, sodio, potasio,

nitrégeno e indice de protedlisis (Tabla 13).

El conjunto de calibracion estaba compuesto por las muestras correspondientes a
las tres variantes pertenecientes a las etapas de postsalado y curado. Cada grupo
por separado contenia muy pocas muestras y por tanto, los resultados de los
modelos empleando solo las muestras de un grupo no serian fiables. Se decidié
juntar ambos grupos debido a los resultados obtenidos del PCA, donde se

apreciaba una clara diferenciacién entre ellos.

Entre todos los modelos construidos los mejores ajustes que obtienen menores
errores de prediccidén son aquellos que emplean los espectros medidos en modo

reflexion, y mejora el resultado al aumentar el nimero de barridos de 32 a 64.

Los mejores ajustes se obtienen para los parametros humedad y proteina donde
los coeficientes de determinacién en validaciéon cruzada son 99,1 % y 88,7 %,
respectivamente. También se obtienen buenos ajustes para la actividad de agua e
indice de protedlisis con coeficientes R%cv de 85,8 % y 84,4 %, respectivamente.
Para los parametros cloruro de sodio y nitrégeno total se obtienen ajustes
aceptables con R*cv muy préximos al 80 %. Para el pardmetro grasa el ajuste es

inferior al 70 %, concretamente con Rcv del 66,2 %.

En todos los casos los errores de prediccion son superiores a los errores propios
de método de referencia. En el caso de los pardmetros humedad e IP el error de
validacién cruzada es inferior a 1,5 veces el SEL, lo que indica una excelente

precision. El resto de pardmetros no superan el doble del valor de SEL. En cuanto
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a las diferencias entre los errores de calibracién y validacion cruzada para todos
los parametros son inferiores al 20 %, lo que no supone una diferencia

significativa en las ecuaciones de los modelos.

La capacidad predictiva de los modelos (RPD) desarrollados para humedad es la
mas alta, con un valor de 10,4. En los modelos construidos para proteina,
actividad de agua e IP, los valores RPD obtenidos son superiores a 2,5, por lo que
dichos modelos son aptos para el cribado de las muestras (screening). El resto de
los parametros presentan modelos cuya RPD es préximo o inferior a 2, lo que
indica que se precisa de un mayor conjunto de muestras de calibraciéon para

obtener una capacidad de prediccion fiable.
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Tabla 13. Resultados de calibracién y validacion cruzada

Método de

. Condidiciones de medida Calibracion Validacién cruzada
referencia
Pardmetro
Método de Ne N2 muestras Rango de Pre- Factores
SEL 2 RMSEC 2 RMSECV RPD
medida NIR Barridos calibracion frecuencias (cm'l) Procesamiento PLS R Ry
64 58 9.404-5.446 CDM 9 99,87 0,64 99,07 0,80 10,40
Humedad Reflexion
(%) 0,58 32 59 9.404-7.498 n.d.e.p. 7 99,23 0,78 98,76 0,91 8,97
Transmitancia 32 60 9.406-8.655 n.d.e.p. 7 97,03 1,51 94,25 1,96 4,17
64 51 8.455-7.498 SLR 1 69,56 1,20 66,20 1,24 1,72
Grasa Reflexion 8.455-7.498
o 0,63 32 51 SLR 1 67,67 1,24 63,96 1,28 1,67
(%) 5.778-5.446
Transmitancia 32 51 9.406-8.655 EDC 1 64,21 2,64 61,05 2,74 1,53
64 59 9.404-5.446 12 d.+SLR 6 94,17 1,33 88,70 1,67 2,98
Proteina Reflexion
(%) 0,88 32 60 9.404-7.498 SNV 5 90,08 1,64 85,86 1,85 2,66
Transmitancia 32 59 9.406-8.655 1ad. 4 76,82 2,39 69,23 2,64 1,80
9.404-6.094
64 55 12 d.+SNV 6 94,24 0,005 85,83 0,006 2,66
Actividad Reflexion >4>4-4.243
de agua 9.404-7.498
e h0tE) 32 55 DM 3 87,99 0,006 8473 0007 256
(aw) 6.102-5.446
Transmitancia 32 44 9.406-8.655 N min-maéx 3 73,54 0,01 62,82 0,012 1,64
9.404-7.498
64 57 6.102-5.446 SNV 7 87,63 0,27 78,78 0,32 2,17
Cloruro de Reflexion
sodio 0,17 4.605-4.243
(%) 32 57 9.404-4.598 SLR 8 85,68 0,30 75,37 0,36 2,02
Transmitancia 32 58 9.406-8.655 12 d.+SNV 5 75,26 0,57 65,55 0,58 1,95
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il qe Condidiciones de medida Calibracién Validacion cruzada
, referencia
Parametro ot Ne Ne = 3
Mét 0 0 t ango de Pre- Fact
SEL etodo de _ muestras sode e actores g2 RMSEC  R%v  RMSECV  RPD
medida NIR Barridos calibracién frecuencias (cm™)  Procesamiento PLS
9.404-7.498
64 60 SNV 4 77,11 0,17 73,34 0,17 1,94
Reflexi 6.102-4.243
Sodio eflexion
0,09 9.404-6.094
9 ! 32 60 CDM 8 93,20 0,14 71,71 0,18 1,88
(%) 5.454-4.243
Transmitancia 32 60 9.406-9.026 n.d.e.p. 3 54,72 0,23 47,95 0,24 1,39
64 56 7.506-5.446 n.d.e.p. 7 82,56 0,12 63,50 0,15 1,66
: Reflexion
Potasio 9.404-7.498
32 56 22 4 77,44 0,13 60,25 0,17 1,59
(%) 0,08 6.102-5.446
Transmitancia 32 59 9.406-9.026 1ad. 1 52,68 0,23 46,02 0,24 1,14
64 55 7.506-4.598 SLR 2 79,41 0,48 76,79 0,50 2,08
o, Reflexion
Nitrogeno 0,25 32 55 7.506-4.598 SLR 2 79,70 0,48 77,06 0,49 2,09
(%) '
Transmitancia 32 57 9.406-9.026 n.d.e.p. 3 76,27 0,51 72,28 0,53 1,90
9.404-7.498 , ,
i 64 60 6.102-4.243 N min-max 10 95,52 1,38 84,36 1,70 2,53
Indice de Reflexion 9'4046'094
proteolisis 133 3 60 TS N min-méx 7 88,80 1,54 8,62 184 2,33
(%) 4.605-4.243
Transmitancia 32 58 9.406-8.655 CDM 3 77,39 2,13 69,96 2,36 1,82

CDM: Correccidn de Dispersidn Multiplicativa, SLR: Sustraccidn de Linea Recta, EDC: Elevacion de Desnivel Constante, 12 d.: Primera derivada, SNV: Normalizacidn Vectorial, N min-max.:

Normalizacion minimo- maximo, 22 d.: Segunda derivada, n.d.e.p.: No hay datos espectrales preprocesados, R%: Coeficiente de determinacién en calibracion, RMSEE: Error de prediccidn

calibracién, R%cv: Coeficiente de determinacién en validacién cruzada, RMSECV: Error de prediccion en validacion cruzada, RPD: Desviacidn residual de prediccidn, SEL: Error estandar de

duplicados.
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Al igual que se llevd a cabo en el estudio para el jamdén magro con el objetivo de
mejorar los modelos para la determinacion de los parametros sodio y potasio, se
desarrollaron nuevos modelos empleando diferentes combinaciones de las
variantes, considerando el contenido de cada catidn en la formulacién empleada

en cada una de ellas (Tabla 14).

En el caso del sodio, en un principio, se tomaron las muestras correspondientes a
la variante 1 por contener Unicamente sodio en su formulacién. EIl modelo asi
desarrollado mejora el ajuste pasando de un R*cv de 73 % al 88 %. Si se incluye la
. . . . 2
variante 2 que contiene un porcentaje elevado de sodio aumenta el valor de R°cv
al 92 %. Los errores de prediccion obtenidos en estos dos ultimos casos (0,09 y

0,10 % Na) son similares al SEL del método de referencia (0,09 % Na).

En el caso del potasio también mejora el modelo cuando excluimos la variante 1
gue no contiene potasio en su formulacidn (Tabla 14). Cuando se emplean las
muestras de las variantes 2 y 3, el valor de R’cv es del 63 % frente al 74 % potasio
obtenido con las tres variantes y el error RMSECV es de 0,09 frente a 0,15 % K. Los
modelos no mejoran cuando consideramos Unicamente la variante 3 que contiene
un mayor porcentaje de potasio, probablemente debido al nimero tan pequefio

de muestras empleadas en la construccion del modelo.
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Tabla 14. Comparacién de modelos de prediccion para sodio y potasio en funcidn de las variantes de las muestras del conjunto de calibracion

Método de
) Condidiciones de medida Calibracién Validacién cruzada
referencia
Pardmetro Variante
Método de Ne N2 muestras Rango de Pre- Factores 2 5
SEL . . . aa a1 n R RMSEC R°cv RMSECV  RPD
medidaNIR  Barridos calibracion frecuencias (cm™) Procesamiento PLS

9.404-7.498
V-1/V-2/V-3 60 SNV 4 77,11 0,17 73,34 0,17 1,94

6.102-4.243

8.455-7.498
64 V-1/V-2 40 CDM 8 99,14 0,04 91,56 0,10 3,44

6.102-5.446
V-1 20 6.102-5.446 N min-max 9 99,92 0,01 88,17 0,09 2,91

Reflexion 9.404-6.094
V-1/V-2/V-3 60 CDM 8 93,20 0,09 71,71 0,18 1,88

Sodio 5.454-4.243
(%) 009 32 V-1/V-2 40 9.404-7.498 CDM 6 93,10 0,10 84,21 0,14 2,52

6.102-4.243 ! ! ! ! !

6.480-5.446
V-1 20 n.d.e.p. 5 91,49 0,09 74,36 0,14 1,98

4.606-4.420
V-1/V-2/V-3 60 9.404-9.026 n.d.e.p. 3 54,72 0,23 47,95 0,24 1,39
Transmitancia 32 V-1/V-2 40 9.404-8.655 12 d.+ CDM 3 74,38 0,19 64,25 0,21 1,67
V-1 19 9.404-8.655 12 d.+ CDM 1 81,95 0,11 77,89 0,12 2,13
V-1/V-2/V-3 56 7.506-5.446 n.d.e.p. 7 82,56 0,11 63,50 0,15 1,66
64 V-2/V-3 36 4.606-4.243 1ad. 12 95,14 0,05 73,64 0,09 1,96
V-3 17 7.506-5.445 n.d.e.p. 1 34,05 0,10 11,96 0,11 1,07

9.404-7.498
Reflexién V-1/V-2/V-3 56 LG 22d. 4 77,44 0,13 60,25 0,17 1,59

Potasio 9.404-8.447
(%) s 2 yav3 ) 6.102-5.446 24, 9 9792 003 6607 011 172

4.606-4.420
V-3 20 6.102-4.598 2ad. 6 96,95 0,04 31,91 0,14 1,21
V-1/V-2/V-3 59 9.406-9.026 1ad. 1 52,68 0,23 46,02 0,24 1,14
Transmitancia 32 V-2/V-3 39 9.404-8.655 1ad. 1 69,56 0,20 59,02 0,19 1,53
V-3 20 9.404-8.655 22d. 1 73,53 0,17 65,88 0,17 1,86
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En la representacién grafica del modelo dptimo obtenido para cada parametro, se
observa la agrupaciéon de las muestras en funcién de la etapa a la que

corresponden (Figura 12). Los resultados corroboran el obtenido en PCA.

s

Valores predichos (% Na)

020 2 2 2225w 7 AH W RN WG T B W4 222 28 332 %6 s42 a6 582 88 sz s 7 O

Valores reales (% Na)
Etapa postsalado M Etapa curado

Figura 12. Graficos de prediccion NIR: Valores predichos frente a reales para los diferentes

parametros

Al igual que en el jamdén magro, los modelos de calibracion NIR obtenidos en
muestras de jamon graso son adecuados para llevar el seguimiento de los
pardmetros implicados en el proceso de curacién del jamdén. No obstante, se
requiere de un conjunto mayor de muestras para mejorar la precisién y que
puedan ser utilizados con garantia en el seguimiento de los procesos industriales

de reduccion de sal.
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4. CONCLUSIONES DEL CAPITULO

1. El proceso de curaciéon de jamoén de contenido reducido en sodio se
realiza para dos tipos de jamones, magro en bandeja y graso en tina.
Dicho proceso se lleva a cabo mediante sustitucion parcial de cloruro de
sodio por diferentes mezclas de sales con otros cationes, concretamente
cloruro de potasio, calcio y magnesio. Las pruebas realizadas nos indican,
gue se pueden conseguir jamones con reduccién de sodio, incluso
superiores al 25 %, sin alteracién microbiana ni proteolitica y con una

textura, sabor y olor adecuados.

2. Los modelos de calibracion desarrollados mediante tecnologia NIRS
durante el proceso de produccién del jamdén magro curado en bandeja,
permiten determinar con precision los parametros, humedad y proteina,
lograndose una capacidad predictiva de 5,8 y 3,4 respectivamente. Los
parametros actividad de agua, cloruro de sodio y nitrégeno, presentan

una menor capacidad predictiva (2,5 %, 2,4 % y 2,3 %, respectivamente).

3. Las calibraciones para el jamdén graso consiguen buenas capacidades
predictivas para los parametros proteina, actividad de agua e indice de
protedlisis, con valores comprendidos entre 2,5 y 3. Para el parametro

humedad se alcanza un valor de 10,4.

4. Los modelos de prediccién para los iones sodio y potasio se ven
influenciados por las sales empleadas en la curacién de las muestras

perteneciente al conjunto de calibracion.
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Capitulo 4

1. ANTECEDENTES

Una de las principales limitaciones en el desarrollo de cualquier procedimiento de
calibracién es la matriz de las muestras. Los modelos de prediccion NIR no pueden
ser directamente utilizados para distintos productos carnicos, debido
principalmente a que presentan diferente matriz, e incluso variaciones
importantes entre los rangos de los constituyentes (Prelvolnik, Povse, Skrlep,
Skorjanc & Candek-Potokar, 2012). Para obtener un modelo de prediccién del
parametro de interés, es fundamental utilizar muestras que hayan sido sometidas
al mismo procesado e, incluso, que tengan el mismo origen. La finalidad de una
calibracién NIR en la mayoria de los casos, es sustituir la determinacién analitica
convencional, en nuestro caso del pardmetro sodio, por un procedimiento que
evite el contacto con la muestra, minimice el tiempo de medida y permita
cuantificar el contenido de dicho parametro en cada muestra del producto. Por lo
tanto, para instaurar esta nueva aplicacidn, es imprescindible que las muestras
presenten una matriz lo mas similar posible y que abarquen todo el rango de

variacion del parametro en estudio.

La dependencia de las calibraciones con respecto a la matriz de las muestras
alimentarias ha sido estudiada en diferentes trabajos durante mas de tres
décadas, desde Begley, Lanza, Norris & Hruschka (1984) hasta Prevolnik et al.
(2014). A pesar de esta dependencia, se pueden obtener calibraciones de interés
sobre todo desde un punto de vista industrial, capaces de sustituir los métodos
actualmente utilizados como referentes para las medidas, por métodos NIR que
evitan la manipulaciéon de la muestra al utilizar sondas remotas en la
cuantificacion de los parametros (Isaksson, Nilsen, Tggersen, Hammond &

Hildrum, 1996; Schwarze, 1996, citado por Tggersen, Arnesen, Nilsen &
Hildrum, 2003).
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La aplicacion en jamoén curado presenta la complejidad afiadida de la
heterogeneidad de las muestras, ya que en el producto loncheado se utiliza toda
la pieza de jamodn y por lo tanto en su composicion estan presentes diferentes
musculos. En estudios anteriores, se han desarrollado diferentes calibraciones,
pero en la mayoria de los casos se ha empleado un Unico musculo (Garcia-Rey,
Garcia-Olmo, De Pedro, Quiles-Zafra & De Castro, 2005; Pevolnik et al., 2011), en
estos supuestos, se consiguieron modelos de prediccidn con altos coeficientes de
correlacion y bajos errores de prediccidon. Incluso Collell, Gou, Arnau &
Comaposada (2011), llevaron a cabo un estudio irradiando hasta cuatro zonas
proximas, aunque pertenecientes al mismo musculo y tomando el espectro
promedio de todas las medidas. En cuanto a trabajos en los que se ha considerado
un mayor nimero de musculos considerados, en 2013, Gou et al. realizaron un
estudio sobre tres musculos determinados de la pieza de jamén, modificando
también otros parametros como, procedencia (productores que trabajaban con

jamones en crudo de diferentes caracteristicas) y procesos de curacién.

En este trabajo, como se describe en el primer capitulo, se desarrolla una
aplicaciéon con interés directo y real para la industria, ya que en la linea de
loncheados aparecen muestras de todas y cada una de las partes del jamodn
(codillo, maza, babilla y punta).Se debe resaltar que al menos todos los jamones
son del mismo tipo y han sido procesados en iguales condiciones, empleando el
mismo porcentaje de sales en el proceso de salazdén. El error de prediccion
obtenido es muy similar al de los estudios mencionados en el que se utiliza un
musculo concreto. En nuestro caso, la mezcla de los diferentes musculos en la
calibracién se reflejé en una disminucién del coeficiente de determinacién y, por
lo tanto, de la capacidad predictiva del modelo. Una vez tenido en cuenta este
efecto, se llevd a cabo un estudio con jamones magros curados con diferente

proceso de salazén, jamones salados Unicamente con cloruro de sodio o bien con
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una mezcla de sales de sodio, potasio, calcio y magnesio en diferentes
porcentajes(Capitulo 3), demostrando que las muestras que han sido curadas con
un proceso de salazén diferente, sufren una modificacion en su matriz y por lo
tanto, aparecen localizadas en un grupo ajeno al colectivo inicial de calibracién,
por lo que los valores de prediccién obtenidos fueron diferentes a los medidos por

via humeda.

2. EXPERIMENTACION
2.1 Disefo experimental

Se realizd el estudio sobre muestras loncheadas de jamones tratados con
diferentes sales. Las medidas, tanto espectroscdpicas como analiticas, se llevaron
a cabo en el Centro Tecnolégico CARTIF en una sala independiente, con
condiciones de temperatura y humedad analogas a las de la zona de envasado de

la empresa Campofrio.

Se seleccionaron varios jamones de las variantes 3 y 4, estudiadas en el capitulo 3,
de contenido similar en sodio y potasio, los jamones de la variante 4 incluyen
ademas calcio y magnesio. El proceso de loncheado y envasado para la calibracion
se hizo de la misma forma que en el proceso industrial. Todas las muestras se

congelaron a -12 °C hasta realizar la medida NIR.
2.2 Adquisicién de espectros

Las medidas espectroscépicas se realizaron por reflectancia con un espectrometro
NIR con transformada de Fourier modelo Matrix-F, equipado con una sonda de

emisién Q-412/AF de medicion remota de la marca Bruker Optik.

El analisis espectroscopico de las muestras se llevé a cabo directamente sobre la

loncha de jamén curado. Se obtuvieron dos espectros de cada muestra a
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temperatura T, (-12/-10 °C), con una resolucién de 16 cm™ y a 16 barridos,

empleando 5,01 segundos en cada toma espectral.

2.3  Andlisis de referencia

Los analisis, basados en un procedimiento por via himeda (Capitulo 1), se hicieron
por quintuplicado para cada una de las muestras. Se tomaron las seis primeras
medias lonchas de la zona irradiada de cada bandeja, y una vez trituradas y
homogenizadas se digirieron con una disolucién de HCI-HNO; (9:1), seguido de la
determinacion del sodio por espectrofotometria de emisidon atémica con plasma
acoplado inductivamente (ICP-AES), utilizando el equipo 720-ES de Varian. La
cuantificacion se realizd a partir de lineas de calibrado empleando un patrén de
sodio de 1000 ppm, los resultados obtenidos se expresaron en g sodio/100 g de

materia humeda.

2.4  Andlisis quimiométrico: Modelos de prediccion NIR

Los modelos de calibraciéon se desarrollaron mediante regresién por minimos

cuadrados parciales, empleando el método de validacion cruzada.

La capacidad de prediccion de los métodos NIR desarrollados se evalud a partir de
la medida del error obtenido en validacidn cruzada (RMSECV), del coeficiente de
determinacion (R’cv) determinado a partir de los valores de referencia (valor real)
frente a los valores obtenidos por los modelos NIR desarrollados (valor predicho)

y de la capacidad predictiva (RPD).

3. RESULTADOS Y DISCUSION
3.1 Andlisis de referencia

En la Tabla 1 se recogen los descriptores estadisticos de ambos conjuntos de

muestras, las correspondientes al jamdn loncheado obtenidas a partir del proceso
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habitual de curacién que se encuentran en un rango de sodio entre 1,21-3,10 %,
ylas de jamones curados con contenido reducido en sodio, con un rango

comprendido entre 0,79-1,51 %.

Tabla 1. Resumen estadistico de los analisis quimicos

Muestras N2 muestras Promedio Rango SD? cvb(%)
100 % sodio 310 1,99 1,21-3,10 0,45 22,81
Reducidas en sodio (P. 3y 4) 19 0,98 0,79-1,51 0,15 15,17

*SD, desviacidn estandar
b CV, coeficiente de variacién (SD * 100/promedio)

3.2 Andlisis espectroscépico

En los espectros recogidos no se aprecié ninguna diferencia aparente en la forma
de los mismos, sin embargo mediante el correspondiente tratamiento
quimiométrico, si somos capaces de discernir el nuevo conjunto de muestras
introducido en la calibracién de loncha. La Figura 1 muestra el espectro promedio
del conjunto de calibracidn empleado en la construccién del modelo de loncha
(100 % Na) y de muestras pertenecientes al estudio de reduccion del sodio,

pruebas 3y 4 realizados en las mismas condiciones.

1.0 14

Absorbancia

06

1 |é00 10(‘)00 90‘00 BD‘QO 70'00 60‘00 50700 4600
Frecuenciacm™?
M 100% Sodio Pruebas 3 y4

Figura 1. Espectros promedio de las muestras con diferente contenido en sodio (%)
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Se realizd un estudio de la primera derivada de los espectros promedio de las
muestras reducidas en sodio y de las muestras tratadas solo con NaCl, dentro de
este ultimo se eligen a efectos de comparacién dos muestras de contenido en
sodio muy dispar, N16 (2,97 % Na) y N146 (1,21 % Na). En la Figura 2 se observa a
5.537 cm™, que los valores obtenidos, correspondientes a la primera derivada, de
las muestras curadas con menos sodio, se encuentran en un intervalo que no se

corresponde con su concentracién.

R 5.537cm™?

1.21% Na

0.00005 0.00010 0.00015
|

1.99 % Na /

Absorbancia

\ 2.97% Na

-0.00015 -0.00010 -0.00005 O

T T T T T
5800 5700 5600 5500 5400 5300 5200
Frecuencia cm™?

B 100% Sodio Pruebas3y4 B N16 W N146

Figura 2. Primera derivada de los espectros promedio de muestras con diferente % en
sodio

En la Tabla 2 se muestran los valores de sodio y de la primera derivada de la

absorbancia, tal y como se presenta en la Figura 2.
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Tabla 2. Contenido de sodio (%) y valor de absorbancia de las muestras con diferente
contenido de sodio

Sodio 12 derivada

Muestras 1
(%) a5.537cm

N146 1,210 1,128
Promedio set calibracién

1,990 0,391
(n=310)
Promedio muestras pruebas 3y 4

0,980 0,141
(n=19)
N16 2,970 0,033

3.3 Resultados de calibracion NIR
3.3.1 Validacion cruzada

Se realizd la calibracién mediante validacion cruzada, utilizando todo el conjunto
de muestras de producto loncheado (310 muestras) y muestras correspondientes
a las pruebas de reduccién del contenido de sodio, pruebas 3 y 4. Atendiendo al
modelo de prediccién que aporta los mejores resultados, se obtuvo un coeficiente
de correlacion R%cv de 84,43 %, un RMSECV de 0,19 % Na y una RPD de 2,53. En
general se aprecia muy buena concordancia entre los valores obtenidos por el
método de referencia (eje x) y los tedricos suministrados por el modelo (eje y), a
excepcion de las muestras de las pruebas 3 y 4 (Figura 3), la linea representa la

relacidn 1:1 entre los valores x e y.
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Figura 3. Grafico de prediccion NIR: Valores predichos frente a reales incluyendo las
muestras reducidas en sodio
A efectos de los espectros no se detectaron diferencias entre muestras curadas
solo con sodio o con mezclas de sodio y potasio, sin embargo, al construir el
modelo, como se aprecia en la anterior figura, las muestras de las pruebas 3 y 4
presentaron una clara desviacién con respecto al conjunto de calibracién. En
todas ellas se observé que el valor predicho por el modelo es mayor al real (Tabla
3), esto se debe atribuir a que la muestra ha sido curada utilizando sodio y

potasio.

3.3.2 Validacion externa de las muestras de diferente matriz con el modelo de
prediccion

Para corroborar los datos obtenidos mediante validacidon cruzada, sometimos las
muestras reducidas en sodio a un proceso de validacidon externa, es decir las

consideramos un conjunto de muestras independiente del set de calibracidn.
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En la Tabla 3 se muestran los valores obtenidos al aplicar el modelo de calibracion

del capitulo 1, a las nuevas muestras reducidas en sodio.

Tabla 3. Diferencias entre los valores predichos para el parametro sodio en validacion
cruzada y externa y los valores reales de las muestras con contenido reducido en sodio

Validaciéon Cruzada (% sodio) Validacion Externa (% sodio)

Valor real
Muestra sodio (%) Valor Diferencia valor Valor Diferencia valor
predicho predichoy real predicho  predichoy real
N1 1,21 1,62 0,41 1,76 0,56
N2 1,06 1,61 0,56 1,75 0,69
N3 1,09 1,48 0,38 1,63 0,54
N4 1,12 1,67 0,55 1,80 0,68
N5 1,07 1,40 0,33 1,53 0,45
N6 0,82 1,39 0,57 1,49 0,67
N7 0,85 1,23 0,38 1,37 0,52
N8 0,80 1,18 0,38 1,36 0,55
N9 0,81 1,32 0,51 1,44 0,62
N32 1,25 1,61 0,37 1,79 0,54
N39 1,16 1,61 0,46 1,70 0,54
N40 1,08 1,48 0,40 1,74 0,91
N41 1,01 1,66 0,65 1,78 0,77
N50 0,87 1,28 0,41 1,35 0,49
N51 0,86 1,30 0,43 1,41 0,54
N52 0,80 1,22 0,42 1,37 0,57
N53 0,85 1,31 0,45 1,43 0,58
N55 1,07 1,49 0,42 1,63 0,56
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Si comparamos las tablas de los valores predichos mediante validacién cruzada
(interna) y validacidn externa, se observa que en el segundo caso los valores son
mayores. Esto es debido a que en la validacion cruzada dichas muestras
pertenecen al colectivo de muestras de calibracién, mientras que en la validacion
externa se presentan como un conjunto totalmente independiente del proceso de

calibracion seguido.

Para dar una explicacién a estas diferencias tan evidentes entre los valores reales
y predichos, se llevdé a cabo un estudio de los metales que intervienen en el
proceso de salazén de los jamones, pues la calibracion esta basada en los datos de
sodio analizado en las muestras, pero hay que tener en cuenta que las lonchas de
las pruebas 3 y 4 fueron curadas empleando sustitucién parcial del sodio por
potasio. En la Tabla 4 se presentan los valores obtenidos del andlisis de los
metales sodio y potasio, junto con la suma de ambos y los valores predichos tras

la validacién, empleando la calibracion de loncha con los espectros promediados.

Tabla 4. Valores real y predicho del contenido en metales de las muestras curadas con
diferentes sales

Valor real

Valor
N2 .
Muestras —— Sodio Potasio Sodio+Potasio preijlcho
(%) (%) (%) )
Promedio Loncha 310 1,99 - - 1,96
100 % sodio N16 1 2,97 - - 2,75
N146 1 1,21 - - 1,34
Prueba 3 8 1,12 1,72 2,85 1,75
Reducidas
i Prueba 4 10 0,88 1,47 2,35 1,42
en sodio
Pruebas 3y 4 18 0,99 1,58 2,57 1,57
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Atendiendo a la suma de los valores medios de sodio y potasio obtenidos por via
himeda para las muestras de las pruebas 3y 4 (2,57 %), en la Figura 2 se observa
que la primera derivada de la absorbancia a 5.537 cm™ del espectro promedio de
este colectivo de muestras (0,14) esta dentro del intervalo de absorbancias (0,39-
0,03) de los espectros con valores de sodio comprendidos entre 1,99 y 2,97 %. Sin
embargo, el modelo predice un valor para estas muestras de 1,57 %. Como se
indicd en el primer capitulo, no podemos fundamentar la prediccidén en un estudio
a una unica frecuencia, sino que los modelos deben abarcar regiones que
comprendan diferentes frecuencias y permitan, de los espectros obtenidos,
obtener la suficiente informacién para lograr una buena precision. Por ello, al
introducir los espectros de estas muestras en el modelo desarrollado para lonchas
gue han sido procesadas de diferente manera, se obtuvieron predicciones que no
se corresponden con los valores reales. Esto demuestra el elevado error que
obtendriamos en el caso de aplicar los modelos desarrollados para una matriz en

otras diferentes.

Por otro lado, cabe destacar que los valores predichos para las muestras de las
pruebas 3 y 4 se corresponden con el porcentaje de potasio analizado. La
explicacién a este hecho puede basarse en la mayor penetrabilidad del ion K" en
los musculos en comparacidn con el ion Na* (Alifio, Grau, Toldrd & Barat, 2010).
En principio, ambos metales empleados en el proceso de salazdén intervienen en la
curacion de los jamones, pero a la vista de los resultados obtenidos por el método
desarrollado, parece que el potasio es el que contribuye mas al proceso de

curacion.

En la Tabla 5 se comparan los valores de sodio y potasio analizados en cada
muestra con el obtenido por el modelo. Si nos fijamos en el valor del sodio, se
aprecia diferencia con el valor predicho (0,5-0,8), mientras que en el caso del

potasio las diferencias entre los valores no superan el 0,2.
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Tabla 5. Diferencias entre los valores predichos y los valores reales para los parametros
sodio y potasio de las muestras con contenido reducido en sodio

Valorreal Valor Diferencia valor Diferencia valor
Muestras  godio Potasio  Sodio+Potasio Predicho  predichoyvalor predichoy valor real
(%) (%) (%) (%) real de sodio de potasio
N1 1,21 1,66 2,87 1,76 0,56 0,10
N2 1,06 1,80 2,85 1,75 0,69 0,05
N3 1,09 1,64 2,73 1,63 0,54 0,01
N4 1,12 1,76 2,88 1,80 0,68 0,04
N5 1,07 1,37 2,44 1,53 0,45 0,16
N6 0,82 1,57 2,39 1,49 0,67 0,08
N7 0,85 1,43 2,29 1,37 0,52 0,06
N8 0,80 1,45 2,25 1,36 0,55 0,09
N9 0,81 1,53 2,35 1,44 0,62 0,10
N32 1,25 1,67 2,92 1,79 0,54 0,11
N39 1,16 1,77 2,93 1,70 0,54 0,07
N40 1,08 1,78 2,86 1,74 0,65 0,04
N41 1,01 1,70 2,71 1,78 0,77 0,08
N50 0,87 1,56 2,43 1,35 0,49 0,20
N51 0,86 1,52 2,39 1,41 0,54 0,11
N52 0,80 1,22 2,02 1,37 0,57 0,15
N53 0,85 1,46 2,32 1,43 0,58 0,03
N55 1,07 1,55 2,62 1,63 0,56 0,08
Media 0,99 1,58 2,57 1,57 0,58 0,09

Para comprobar la diferencia de estas muestras curadas con sodio y potasio, se
llevd a cabo la calibraciéon sustituyendo los datos del sodio, por los valores
resultantes de la suma del contenido en ambos metales, como era de esperar se
comprobé (Figura 4) que este colectivo de muestras aparecen agrupadas fuera de

la linea de ajuste del modelo.
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Figura 4. Correlacion de los valores de referencia con los predichos por el modelo con la
correccién en las muestras curadas con sodio y potasio
Cuando se emplearon los valores obtenidos por via himeda para el potasio
(Figura 5), se comprobd que los resultados se integraban perfectamente en el
modelo, obteniéndose un ajuste de 90,47 % R%cv, 0,14 % RMSECV y una RPD de
3,24. Estos valores son muy similares a los obtenidos en la calibracidn de lonchas
curadas Unicamente con sodio, modelo descrito en el primer capitulo, 91,08 %

R’cvy 0,13 % RMSECV.
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Figura 5. Correlacion de los valores de referencia con los predichos por el modelo con la
correccién en las muestras curadas con sodio y potasio
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4. CONCLUSIONES

Las calibraciones construidas para un tipo de muestra con una matriz determinada
no se pueden utilizar con muestras que hayan sido procesadas de diferente forma,
ya que los valores predichos no se corresponden con los analizados por via
humeda, obteniéndose importantes diferencias entre ellos. Por lo tanto, para
medir muestras de jamdn curadas con diferentes sales, seria necesario desarrollar
una nueva calibracién que permitiera predecir el contenido de dichas sales por

separado o la suma de ellas en cada muestra.
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CONCLUSIONES FINALES

A continuacidn se exponen las conclusiones derivadas de este trabajo de tesis
doctoral, asi como las aportaciones realizadas y las propuestas para continuar
investigando la viabilidad de la tecnologia NIRS aplicada a la industria del jamdn
curado. Las conclusiones se han estructurado segun el producto o proceso donde

se ha aplicado la tecnologia.

Jamon curado loncheado

1. La tecnologia NIRS nos ha permitido desarrollar una aplicacion on-line
para determinar el contenido de sodio con buena precisién dentro del
control de este elemento en cada una de las bandejas del producto
“jaman curado loncheado” en la propia linea de envasado de la empresa.
El modelo propuesto para la determinacién de humedad es el aceptable
dentro del control de estos productos, considerando ademads la gran
importancia que tiene la rapidez de las medidas en los procesos

industriales.

2. Los modelos de prediccién NIR en la determinacidon de sodio que se
proponen teniendo en cuenta la influencia de la temperatura en los
espectros, nos proporcionan resultados muy similares a los del método de
referencia. El modelo global construido a partir de espectros medidos a
diferentes temperaturas, resulta ser mas ventajoso que los locales,
referidos a un intervalo concreto. Esto permite la aplicacién en muestras
de temperatura desconocida, evitando la construccion de un nuevo

modelo en cada caso.

3. El procedimiento propuesto para la determinacidon del sodio en jamdn
curado, pardmetro complicado de medir en una matriz tan compleja,

mejora la precisién de otros modelos desarrollados hasta la actualidad.
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proceso industrial del jamodn curado

Las calibraciones construidas para la determinacién de sodio en un tipo de
muestra solo sirve para dicha matriz, no pudiéndose utilizar en otras
muestras procesadas con sales diferentes al NaCl, ya que los resultados
difieren de los valores obtenidos por los métodos convencionales, via

humeda.

Pieza entera deshuesada de jamén curado

5.

La calibracion obtenida para piezas enteras de jamon curado teniendo en
cuenta la penetrabilidad de la radiacidon en la muestra analizada indica
que, ampliando el nimero de muestras en la construccién del modelo de
prediccidn, se obtendria un mejor ajuste que permitiria predecir de forma
fiable el contenido en sodio en la zona de mayor presencia, “la babilla”, lo
que permitiria llevar a cabo la clasificaciéon de la pieza en funcidén de este

elemento.

Proceso de curacién de jamodn con contenido reducido en sodio
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6.

Durante el proceso en el que se han realizado diferentes formulaciones
para conseguir jamones con una reduccién del contenido de sodio
superior al 25%, sin alteracion microbiana ni proteolitica y con una
textura, sabor y olor adecuados hasta llegar a la formulacidn idénea,
hemos realizado estudios para la obtencién de modelos de prediccién NIR
en la determinacién de los parametros implicados en dicho proceso. Los
resultados obtenidos no son concluyentes debido al bajo nimero de
muestras analizadas. Sin embargo, los modelos desarrollados son
susceptibles de ser mejorados, ampliando el conjunto de calibracion y

empleando muestras pertenecientes a la misma etapa del proceso.
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ANEXO 1. Valores de referencia de sodio y humedad para la calibraciéon de ambos
parametros en muestras de jamdn curado loncheado

Ne Zonadel Sodio* Humedad* Ne Zonadel Sodio* Humedad*
muestra  jamodn (%) (%) muestra  jamon (%) (%)
1 Punta 2,441 42,35 36 Punta 1,658 30,67
2 Maza 2,652 43,81 37 Punta 2,409 53,24
3 Maza 3,036 41,71 38 Punta 2,441 52,71
4 Punta 3,099 44,03 39 Maza 2,401 50,68
5 Codillo 2,369 47,02 40 Codillo 2,258 46,52
6 Maza 2,184 44,19 41 Codillo 2,528 49,52
7 Punta 2,966 39,28 42 Punta 2,250 47,33
8 Codillo 2,651 33,73 43 Punta 3,029 44,53
9 Codillo 2,585 42,72 44 Punta 3,096 44,61
10 Punta 2,276 39,47 45 Maza 2,869 41,47
11 Punta 1,951 37,93 46 Maza 2,849 39,99
12 Maza 2,087 39,49 47 Maza 2,435 43,36
13 Codillo 1,406 57,40 48 Punta 2,412 41,04
14 Maza 1,504 57,52 49 Maza 2,437 44,02
15 Punta 2,299 47,49 50 Codillo 2,289 39,57
16 Punta 2,447 52,55 51 Punta 1,749 56,06
17 Punta 2,232 59,48 52 Punta 1,885 52,87
18 Maza 2,081 53,78 53 Maza 1,663 55,32
19 Maza 1,834 54,53 54 Maza 1,642 54,61
20 Codillo 1,891 50,24 55 Codillo 1,574 49,12
21 Punta 1,968 56,25 56 Codillo 1,752 52,98
22 Punta 1,514 57,56 57 Punta 2,346 41,18
23 Punta 1,431 59,09 58 Punta 2,676 38,22
24 Codillo 2,341 38,74 59 Codillo 2,311 30,27
25 Maza 2,229 38,42 60 Codillo 2,345 32,40
26 Codillo 1,311 - 61 Maza 2,676 37,79
27 Maza 1,295 - 62 Maza 2,548 34,80
28 Maza 1,266 55,01 63 Punta 1,897 53,81
29 Maza 2,330 39,95 64 Maza 1,892 51,42
30 Punta 2,273 42,10 65 Maza 1,897 51,72
31 Punta 2,242 42,78 66 Codillo 1,900 53,33
32 Punta 2,047 41,41 67 Codillo 2,047 54,85
33 Codillo 1,892 34,81 68 Punta 1,948 52,21
34 Maza 2,056 39,11 69 Punta 2,184 44,30
35 Maza 2,061 40,33 70 Punta 2,198 43,06
* Valor promedio de cinco determinaciones. 71 Maza 2,014 42,51
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Ne Zonadel Sodio* Humedad* Ne Zonadel Sodio* Humedad*
muestra  jamdn (%) (%) muestra  jamdn (%) (%)
72 Punta 2,382 34,09 108 Punta 1,827 49,88
73 Punta 2,082 56,79 109 Punta 1,830 53,94
74 Punta 2,004 53,70 110 Punta 1,791 45,00
75 Maza 1,641 54,92 111 Maza 1,436 54,71
76 Maza 1,690 59,62 112 Maza 1,611 54,27
7 Codillo 1,638 54,62 113 Maza 1,631 54,41
78 Coadillo 1,653 54,74 114 Punta 1,500 57,48
79 Punta 2,291 58,38 115 Punta 1,577 56,17
80 Maza 2,062 49,19 116 Punta 1,569 53,91
81 Maza 2,098 49,00 117 Maza 1,342 56,30
82 Coadillo 2,191 48,20 118 Maza 1,282 55,73
83 Punta 2,207 51,86 119 Maza 1,292 55,65
84 Punta 1,900 56,01 120 Maza 1,356 53,18
85 Maza 1,746 55,44 121 Maza 1,354 52,78
86 Maza 1,805 55,40 122 Maza 1,349 54,08
87 Punta 1,977 55,17 123 Codillo 1,327 56,15
88 Codillo 1,818 54,39 124 Codillo 1,537 55,50
89 Coadillo 1,948 54,48 125 Maza 1,297 54,08
90 Maza 1,986 47,30 126 Maza 1,315 54,12
91 Maza 2,022 49,19 127 Punta 1,207 56,80
92 Maza 1,947 53,16 128 Punta 1,365 58,90
93 Maza 1,991 53,81 129 Coadillo 1,621 56,36
94 Maza 1,913 57,25 130 Coadillo 1,602 54,46
95 Punta 1,610 55,22 131 Codillo 1,657 52,00
96 Punta 1,795 54,03 132 Punta 1,338 57,51
97 Punta 1,765 47,43 133 Punta 1,564 58,72
98 Codillo 2,093 50,09 134 Punta 1,538 58,68
99 Codillo 2,301 49,97 135 Punta 1,501 58,49
100 Coadillo 2,044 46,45 136 Coadillo 1,432 54,82
101 Coadillo 1,784 45,48 137 Punta 1,285 59,26
102 Maza 1,785 49,03 138 Punta 1,451 57,84
103 Maza 1,705 49,00 139 Maza 1,293 57,25
104 Maza 1,927 56,46 140 Maza 1,270 54,43
105 Maza 1,778 56,43 141 Punta 1,598 56,54
106 Maza 1,538 48,91 142 Punta 1,505 55,14
107 Maza 1,557 50,21 143 Maza 1,568 54,62
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Ne Zonadel Sodio* Humedad* Ne Zonadel Sodio* Humedad*
muestra  jamon (%) (%) muestra  jamon (%) (%)
144 Maza 2,607 32,96 180 - 2,642 49,56
145 Punta 2,903 39,15 181 - 2,158 46,33
146 Punta 2,886 38,57 182 - 2,500 51,39
147 Punta 2,755 38,08 183 - 2,519 45,68
148 Codillo 2,543 40,07 184 - 2,255 48,77
149 Maza 2,515 42,03 185 - 2,773 48,42
150 Punta 2,567 41,77 186 Codillo 2,715 39,28
151 Punta 2,550 42,17 187 Codillo 2,487 39,65
152 Punta 2,565 42,09 188 Coadillo 2,483 41,06
153 Coadillo 3,009 39,34 189 Coadillo 2,568 41,54
154 Punta 3,020 43,44 190 Coadillo 2,539 42,84
155 Punta 2,201 44,35 191 Codillo 2,630 44,40
156 Punta 2,221 42,95 192 Maza 2,699 44,07
157 Maza 2,120 43,35 193 Maza 2,521 41,37
158 Maza 2,239 44,52 194 Maza 2,667 44,68
159 - 2,132 50,52 195 Maza 2,599 45,62
160 - 1,949 49,08 196 Maza 2,679 46,06
161 - 2,076 53,78 197 Maza 2,673 45,00
162 - 2,333 52,22 198 Punta 2,623 45,33
163 - 2,055 53,11 199 Punta 2,670 45,59
164 - 2,202 52,57 200 Punta 2,677 45,72
165 - 2,203 51,16 201 Punta 2,654 45,12
166 - 2,649 49,48 202 Punta 2,537 42,59
167 - 2,457 51,26 203 Punta 2,442 42,20
168 Maza 1,329 53,93 204 Maza 2,492 44,84
169 Maza 1,364 52,57 205 Maza 2,451 45,13
170 Maza 1,350 51,77 206 Maza 2,464 44,50
171 Maza 1,576 56,12 207 Maza 2,467 44,66
172 Punta 1,608 55,69 208 Punta 2,580 45,59
173 Maza 1,546 55,60 209 Punta 2,590 44,87
174 Maza 1,491 54,56 210 Punta 2,576 44,60
175 Punta 1,479 58,01 211 Punta 2,495 44,17
176 Punta 1,533 59,37 212 Punta 2,341 40,32
177 Punta 1,493 57,68 213 Punta 2,222 40,74
178 - 2,491 50,96 214 Punta 2,363 42,98
179 - 2,311 45,34 215 Coadillo 2,340 44,17
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Ne Zonadel Sodio* Humedad* N2 Zonadel Sodio* Humedad*
muestra  jamdn (%) (%) muestra  jamén (%) (%)
216 Codillo 2,280 44,73 252 - 1,908 51,23
217 Maza 2,277 45,10 253 - 1,783 51,12
218 Maza 2,396 44,45 254 - 1,763 47,52
219 Maza 2,035 51,66 255 Punta 1,615 43,71
220 Punta 1,590 59,18 256 Punta 1,530 43,97
221 Punta 1,613 57,35 257 Maza 1,747 42,92
222 Punta 1,540 53,06 258 - 1,991 45,75
223 Maza 1,545 52,68 259 - 1,939 47,85
224 Punta 1,432 56,44 260 - 1,888 48,52
225 Maza 1,431 56,79 261 - 1,901 48,68
226 Punta 1,464 57,13 262 - 2,010 46,17
227 Maza 1,428 58,82 263 - 1,943 45,55
228 Punta 1,492 58,36 264 - 1,829 48,49
229 Punta 1,481 57,32 265 - 1,874 47,52
230 Punta 1,631 55,51 266 - 2,044 48,51
231 - 1,833 53,24 267 - 2,104 48,17
232 - 1,770 52,72 268 - 1,902 46,18
233 - 1,778 50,49 269 - 1,980 48,71
234 - 1,592 47,17 270 - 2,032 47,38
235 - 1,589 50,57 271 - 1,997 47,62
236 - 1,665 48,79 272 - 1,909 49,49
237 - 1,628 44,89 273 - 1,860 49,74
238 - 1,759 52,59 274 - 1,916 48,31
239 - 1,848 57,42 275 - 1,757 47,48
240 - 1,795 53,19 276 - 1,832 45,42
241 - 1,785 48,69 277 - 1,793 48,14
242 - 1,764 50,61 278 - 1,449 51,40
243 - 1,701 51,17 279 - 1,535 48,73
244 - 1,745 50,41 280 - 1,620 45,16
245 - 1,811 54,56 281 - 1,580 45,94
246 - 1,899 54,39 282 - 1,453 50,94
247 - 1,833 51,29 283 - 1,399 50,81
248 - 1,844 51,70 284 - 1,734 51,52
249 - 1,919 50,72 285 - 2,118 56,68
250 - 1,857 50,61 286 - 2,131 56,81
251 - 1,848 52,04 287 - 2,001 55,22
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ANEXO 1 ANEXOS

Ne Zonadel Sodio* Humedad*
muestra  jamon (%) (%)
288 - 1,934 54,75
289 - 1,895 54,00
290 - 1,867 53,55
291 - 1,664 53,50
292 - 1,543 53,08
293 - 1,583 53,51
294 - 1,649 53,44
295 - 1,746 53,21
296 - 1,577 51,77
297 - 1,545 54,61
298 - 1,632 56,40
299 - 1,669 54,31
300 - 1,464 52,70
301 - 1,419 54,14
302 - 1,512 56,73
303 - 1,939 52,18
304 Punta 2,284 46,59
305 - 2,232 47,60
306 - 2,160 46,15
307 - 2,186 44,09
308 - 2,186 45,06
309 - 2,083 43,92
310 - 1,995 43,11
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Aplicacion de la tecnologia NIRS para la determinacion de sodio y pardmetros implicados en el
proceso industrial del jamon curado

ANEXO 2. Valores de referencia de sodio para la calibracién de piezas enteras
de jamodn curado

Ne Sodio* Ne Sodio* N2 Sodio*
muestra (%) muestra (%) muestra (%)
Primera calibracion Primera calibracion Primera calibracion

1 2,591 36 1,552 71 1,420

2 2,570 37 1,519 72 1,439

3 2,488 38 1,558 73 2,187

4 2,028 39 1,397 74 2,280

5 1,786 40 1,582 75 2,651

6 1,879 41 1,448 76 2,840

7 1,654 42 1,407 77 2,387

8 1,899 43 1,747 78 2,150

9 2,518 44 1,607 79 1,754

10 2,003 45 1,662 80 1,375

11 1,979 46 1,662 81 1,697

12 1,896 47 1,520 82 1,588

13 2,515 48 1,547 83 1,757

14 2,463 49 1,743 84 1,873

15 2,327 50 1,672 85 1,907

16 2,721 51 1,655 86 2,083

17 2,564 52 1,548 87 1,557

18 1,840 53 1,511 88 2,303

19 1,718 54 1,576 89 1,604

20 1,683 55 2,122 90 1,546

21 1,641 56 1,886 91 2,584

22 1,829 57 1,959 92 1,486

23 1,733 58 2,072 93 2,002

24 1,841 59 2,016 94 1,771

25 1,571 60 2,003 95 2,175

26 1,322 61 1,664 96 2,410

27 1,446 62 1,685 97 2,096

28 1,690 63 1,598 98 1,886

29 1,535 64 2,056 99 2,585

30 1,647 65 1,866 100 2,395

31 1,457 66 1,953 101 1,781

32 1,355 67 1,541 102 1,972

33 1,383 68 1,642 103 2,791

34 1,728 69 1,389 104 2,309

35 1,432 70 1,327 105 2,715

* Valor promedio de cinco determinaciones 106 2,674
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ANEXO 2 ANEXOS

Ne Sodio* Ne Sodio* Ne Sodio*
Primera calibracion Primera calibracion Primera calibracion
107 2,307 143 1,255 179 2,044
108 2,563 144 1,569 180 2,282
109 2,492 145 2,131 181 1,564
110 2,299 146 1,390 182 2,437
111 2,398 147 2,482 183 1,940
112 2,582 148 2,154 184 2,144
113 2,273 149 1,092 185 1,365
114 2,187 150 1,381 186 1,511
115 2,333 151 1,198 187 1,765
116 1,803 152 2,024 188 1,621
117 1,912 153 1,350 189 1,840
118 2,262 154 1,390 190 1,554
119 2,481 155 1,397 191 1,565
120 1,726 156 1,746 192 1,974
121 1,496 157 1,577 193 2,179
122 2,376 158 0,901 194 1,459
123 2,076 159 1,058 195 1,498
124 2,139 160 2,050 196 1,604
125 1,696 161 2,152 197 1,441
126 2,474 162 2,141 198 1,462
127 1,234 163 2,153 199 2,626
128 1,436 164 2,146 200 2,675
129 1,654 165 2,279 201 2,600
130 1,819 166 1,773 202 1,509
131 1,453 167 2,094 203 1,728
132 1,259 168 2,210 204 2,133
133 1,628 169 2,102 205 2,441
134 2,526 170 1,927 206 1,333
135 1,559 171 1,994 207 2,368
136 1,509 172 2,445 208 2,213
137 2,017 173 2,078 209 1,839
138 1,585 174 2,065 210 1,719
139 1,859 175 2,423 211 1,788
140 2,150 176 2,277 212 2,104
141 1,252 177 2,498 213 1,735
142 2,411 178 2,279 214 1,807
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Aplicacion de la tecnologia NIRS para la determinacion de sodio y parametros implicados en el
proceso industrial del jamodn curado

Ne Sodio* Ne Sodio* Ne Sodio*
Primera calibracion Primera calibracion Segunda calibracién
215 2,121 251 1,566 286 1,268
216 2,025 252 1,710 287 1,824
217 2,027 253 1,528 288 1,450
218 2,061 254 1,498 289 1,630
219 2,371 255 1,619 290 1,935
220 2,299 256 1,176 291 1,866
221 1,839 257 1,510 292 2,149
222 1,752 258 1,213 293 2,100
223 1,945 259 1,465 294 1,979
224 1,941 260 1,552 295 1,789
225 2,318 261 1,456 296 1,649
226 2,015 262 1,286 297 1,606
227 2,228 263 1,465 298 1,747
228 1,731 264 1,219 299 1,715
229 2,428 Segunda calibracion 300 2,090
230 1,812 265 1,548 301 1,801
231 1,781 266 1,534 302 1,807
232 1,849 267 1,576 303 1,781
233 1,599 268 2,011 304 2,018
234 1,927 269 2,025 305 1,758
235 2,344 270 1,900 306 2,489
236 1,834 271 1,805 307 1,740
237 1,844 272 1,871 308 2,682
238 0,951 273 1,513 309 2,398
239 2,208 274 1,662 310 1,904
240 2,276 275 2,175 311 1,992
241 2,217 276 1,783 312 1,842
242 1,968 277 2,077 313 1,845
243 2,158 278 1,999 314 1,856
244 1,540 279 1,682 315 2,158
245 1,536 280 1,915 316 1,721
246 1,848 281 1,570 317 1,926
247 1,918 282 1,652 318 1,904
248 1,661 283 1,673 319 2,295
249 1,957 284 1,646 320 2,065
250 1,424 285 1,833 321 1,653
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ANEXO 2

Ne Sodio* Ne Sodio* Ne Sodio*
Segunda calibracion Segunda calibracion Tercera calibracion
322 2,653 358 1,528 393 2,399
323 2,153 359 1,498 394 2,213
324 1,726 360 1,619 395 2,181
325 2,456 361 1,176 396 1,884
326 2,411 362 1,510 397 2,110
327 2,815 363 1,213 398 2,292
328 2,003 364 1,465 399 2,272
329 1,558 365 1,552 400 1,626
330 2,423 366 1,456 401 2,142
331 2,290 367 1,286 402 1,999
332 1,559 368 1,465 403 2,435
333 1,520 369 1,219 404 2,557
334 2,820 Tercera calibracion 405 1,820
335 1,646 370 1,699 406 2,161
336 2,331 371 1,751 407 1,607
337 1,579 372 1,703 408 2,309
338 1,682 373 1,501 409 2,551
339 1,761 374 1,623 410 2,288
340 1,862 375 1,644 411 2,460
341 1,662 376 1,889
342 2,072 377 1,820
343 1,559 378 2,245
344 1,941 379 2,378
345 2,069 380 2,510
346 1,725 381 2,476
347 1,494 382 1,869
348 1,745 383 1,923
349 1,743 384 1,960
350 1,714 385 2,602
351 1,898 386 1,824
352 1,918 387 1,788
353 1,661 388 1,839
354 1,957 389 1,948
355 1,424 390 2,395
356 1,566 391 2,224
357 1,710 392 2,344
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Aplicacion de la tecnologia NIRS para la determinacion de sodio y pardmetros implicados en el proceso industrial del jamdn curado

ANEXO 3. Valores de referencia de los parametros implicados en el proceso de curacién de jamdn con contenido reducido en sodio

Anexo 3.1 Jamoén magro en bandeja

Pardmetro (promedio de duplicados)

Variante N2 Muestra  Humedad Grasa Proteina  Actividadde Cloruro de Sodio Potasio Calcio Magnesio
(%) (%) (%) agua(ay  sodio (%) (%) (%) (%) (%)
Etapa salado
1 69,66 5,53 21,99 0,989 2,512 0,850 0,353 0,024 0,021
2 70,59 3,09 22,59 0,982 2,872 1,038 0,369 0,050 0,029
3 69,61 5,07 22,23 0,981 2,156 0,878 0,321 0,030 0,022
4 68,25 583 22,09 0,981 2,512 1,037 0,361 0,060 0,031
V-1 5 71,00 3,62 22,09 0,978 2,324 1,013 0,389 0,030 0,023
6 70,01 5,00 22,58 0,980 2,286 1,076 0,444 0,045 0,025
7 68,36 4,86 22,43 0,983 2,461 0,965 0,328 0,045 0,027
8 69,59 4,27 21,35 0,968* 2,618 1,090 0,377 0,057 0,030
9 70,69 4,11 20,99 0,986 2,682 1,024 0,364 0,043 0,027
10 70,93 3,04 22,30 0,983 2,379 0,951 0,420 0,044 0,030
11 69,85 5,09 22,68 0,984 2,210 0,624 0,496 0,046 0,029
12 68,43 5,49 21,84 0,992 2,048 0,657 0,487 0,042 0,027
13 68,14 4,97 23,00 0,993 1,919 0,598 0,552 0,020 0,022
14 67,24 6,11 22,74 0,992 2,212 0,748 0,704 0,008 0,020
V-2 15 68,88 6,06 18,89 0,994 2,517 0,827 0,631 0,022 0,020
16 71,41 3,53 19,83 0,991 2,339 0,739 0,633 0,021 0,021
17 68,69 4,86 19,92 0,993 3,172* 0,898 0,694 0,026 0,023
18 69,38 4,39 21,17 0,977 3,197* 0,933 0,698 0,022 0,021
19 66,63 7,34 22,58 0,988 2,268 0,680 0,576 0,017 0,023
20 66,20 6,69 21,54 0,994 1,817 0,550 0,512 0,011 0,021

*Valores andmalos detectados con la prueba de la Q de Dixon



ANEXO 3.1 Jamdén magro en bandeja

Pardmetro
Variante  N2Muestra  Humedad Grasa Proteina  Actividadde Clorurode Sodio Potasio Calcio Magnesio
(%) (%) (%) agua(a,  sodio (%) (%) (%) (%) (%)
Etapa salado
21 69,44 5,49 21,38 0,975 2,329 0,618 0,702 0,027 0,023
22 69,21 5,65 20,44 0,976 2,342 0,626 0,688 0,028 0,022
23 70,85 471 18,71 0,988 2,565 0,669 0,741 0,019 0,019
24 70,29 4,03 21,50 0,984 2,822 0,730 0,766 0,025 0,021
V-3 25 69,35 4,64 22,10 0,982 2,731 0,720 0,753 0,033 0,022
26 70,35 3,87 22,71 0,977 3,011 0,759 0,787 0,026 0,024
27 68,21 6,00 22,78 0,983 2,300 0,603 0,677 0,022 0,021
28 70,34 4,64 18,92 0,988 2,554 0,641 0,725 0,020 0,020
29 70,49 4,89 20,64 0,986 2,994 0,766 0,787 0,020 0,025
30 68,76 5,87 22,29 0,990 2,584 0,685 0,727 0,019 0,026
31 69,84 4,84 21,84 0,994 2,324 0,601 0,667 0,033 0,024
32 66,44 6,17 18,86 0,972 1,976 0,522 0,603 0,023 0,023
33 71,29 3,49 20,97 0,976 1,969 0,495 0,629 0,026 0,024
34 71,61 4,34 21,61 0,986 2,522 0,636 0,686 0,022 0,022
V4 35 69,63 5,79 18,65 0,994 2,117 0,597 0,624 0,028 0,021
36 70,08 4,88 22,90 0,987 2,465 0,622 0,708 0,030 0,024
37 70,12 4,50 21,07 0,981 2,724 0,778 0,822 0,036 0,029
38 70,82 3,41 21,72 0,993 2,883 0,680 0,810 0,031 0,027
39 68,33 5,42 13,38* 0,994 2,486 0,620 0,737 0,039 0,029
40 68,42 3,58 21,93 0,996 2,413 0,562 0,722 0,034 0,028

*Valores andmalos detectados con la prueba de la Q de Dixon



Aplicacion de la tecnologia NIRS para la determinacion de sodio y pardmetros implicados en el proceso industrial del jamdn curado

Pardmetro
Variante  N2Muestra  Humedad Grasa Proteina  Actividadde Cloruro de Sodio Potasio Calcio Magnesio
(%) (%) (%) agua(aw)  sodio (%) (%) (%) (%) (%)
Etapa postsalado
41 56,58 6,00 27,36 0,966 4,215 1,695 0,552 0,022 0,031
42 61,90 5,33 26,34 0,966 3,935 1,660 0,542 0,020 0,029
43 58,79 7,06 29,16 0,968 3,763 1,520 0,550 0,022 0,032
44 50,90* 7,97 29,73 0,979 3,423 1,551 0,544 0,023 0,031
V-l 45 59,44 5,97 26,77 0,981 3,788 1,490 0,548 0,022 0,030
46 59,62 7,81 28,32 0,995 3,514 1,367 0,502 0,020 0,031
47 59,65 5,74 27,77 0,980 3,348 1,337 0,512 0,021 0,030
48 57,56 4,44 26,71 0,990 3,753 1,568 0,548 0,020 0,030
49 56,95 4,96 27,88 0,975 3,595 1,426 0,530 0,020 0,029
50 59,11 4,56 25,58 0,948 3,634 1,493 0,504 0,020 0,029
51 59,75 5,95 27,65 0,966 3,564 1,114 0,941 0,020 0,031
52 57,46 7,11 26,97 0,976 3,016 0,955 0,834 0,022 0,029
53 59,61 4,45 27,89 0,965 3,403 1,101 0,907 0,020 0,029
54 57,65 5,18 31,65 0,977 3,677 1,159 0,923 0,022 0,033
V-2 55 56,42 5,28 27,02 0,974 3,929 1,178 0,946 0,024 0,031
56 58,05 9,09 28,29 0,955 2,997 0,906 0,798 0,022 0,031
57 58,39 8,05 26,82 0,991 3,585 0,955 0,796 0,031* 0,030
58 58,15 5,89 26,81 0,956 3,406 1,044 0,846 0,021 0,030
59 58,44 6,18 25,29 0,980 3,718 1,165 0,925 0,020 0,028
60 57,09 4,64 27,37 0,980 3,800 1,230 0,905 0,022 0,032

*Valores andmalos detectados con la prueba de la Q de Dixon



ANEXO 3.1 Jamdén magro en bandeja

Pardmetro
Variante  N2Muestra  Humedad Grasa Proteina  Actividadde Clorurode Sodio Potasio Calcio Magnesio
(%) (%) (%) agua(aw)  sodio (%) (%) (%) (%) (%)
Etapa postsalado
61 62,75 5,00 27,32 0,971 3,709 0,893 1,025 0,020 0,030
62 59,57 5,45 27,53 0,966 3,458 0,958 1,148 0,022 0,029
63 62,70 6,17 27,25 0,981 3,498 0,950 1,006 0,019 0,032
64 61,35 3,96 29,27 0,972 3,896 1,071 1,187 0,021 0,033
V-3 65 61,75 4,63 26,93 0,984 3,137 0,895 0,999 0,020 0,031
66 61,47 4,57 28,36 0,968 4,087 1,191 1,193 0,023 0,034
67 59,68 6,95 28,36 0,962 3,749 1,058 1,103 0,020 0,029
68 61,27 6,70 29,90 0,969 3,886 1,105 1,162 0,021 0,031
69 62,08 5,55 28,61 0,981 3,534 0,971 1,074 0,020 0,032
70 64,14 4,00 28,10 0,977 3,163 0,952 1,084 0,021 0,031
71 61,73 5,87 26,44 0,972 2,469 0,700 0,982 0,030 0,036
72 60,35 9,40 26,95 0,983 3,131 0,832 0,906 0,039 0,031
73 61,17 6,53 27,79 0,966 3,510 0,942 1,026 0,030 0,034
74 60,63 4,20 28,28 0,964 4,016 1,171 1,200 0,031 0,037
v-a 75 60,10 4,80 28,14 0,969 4,292 1,193 1,207 0,043 0,040
76 61,63 3,87 32,19 0,977 3,848 1,069 1,117 0,036 0,035
77 55,26* 7,39 27,30 0,968 3,509 1,069 1,127 0,031 0,035
78 60,68 4,63 25,52 0,973 3,615 0,993 1,033 0,031 0,034
79 63,11 6,36 37,78 0,970 3,418 0,872 0,983 0,025 0,035
80 59,72 5,09 28,32 0,976 3,363 0,955 1,025 0,034 0,037

*Valores anomalos detectados con la prueba de la Q de Dixon



Aplicacion de la tecnologia NIRS para la determinacion de sodio y pardmetros implicados en el proceso industrial del jamdn curado

Pardmetro
Variante  N2Muestra  Humedad Grasa Proteina  Actividadde Cloruro de Sodio Potasio Calcio Magnesio
(%) (%) (%) agua(aw)  sodio (%) (%) (%) (%) (%)
Etapa curado
81 51,58 7,92 33,70 0,923 4,674 1,768 0,634 0,022 0,029
82 52,70 11,34 31,05 0,928 3,941 1,467 0,575 0,028 0,030
83 52,84 10,68 30,58 0,942 3,880 1,599 0,583 0,021 0,028
84 51,12 13,32 31,28 0,942 3,505 1,406 0,588 0,027 0,028
V-1 85 53,00 8,10 33,62 0,940 4,269 1,857 0,690 0,015 0,030
86 52,99 11,31 30,73 0,940 4,037 1,700 0,604 0,013 0,027
87 51,03 9,06 32,13 0,929 4,248 1,660 0,656 0,022 0,032
88 52,61 7,41 30,70 0,930 4,098 1,795 0,657 0,017 0,031
89 51,16 10,60 33,17 0,944 4,210 1,714 0,615 0,022 0,028
90 54,72* 11,31 30,05 0,957 3,650 1,380 0,558 0,023 0,028
91 51,70 8,16 33,17 0,942 4,080 1,179 1,032 0,016 0,028
92 52,53 8,92 31,22 0,935 3,821 1,137 1,028 0,018 0,028
93 54,32 9,29 30,53 0,933 4,329 1,260 1,074 0,017 0,028
94 54,53 9,31 37,32 0,933 4,186 1,323 0,995 0,019 0,030
V-2 95 51,36 11,18 35,03 0,936 4,230 1,370 1,092 0,017 0,029
96 53,06 8,38 34,02 0,936 3,630 1,212 1,035 0,018 0,030
97 51,13 7,65 28,55 0,908 5,338 1,519 1,236 0,016 0,031
98 51,83 10,07 32,64 0,940 4,041 1,272 1,049 0,015 0,029
99 50,54 11,12 29,04 0,944 4,171 1,290 1,020 0,012* 0,027
100 47,20 8,59 38,00 0,911 5,122 1,573 1,343 0,027* 0,031

*Valores andmalos detectados con la prueba de la Q de Dixon



ANEXO 3.1 Jamdén magro en bandeja

Pardmetro
Variante  N2Muestra  Humedad Grasa Proteina  Actividadde Cloruro de Sodio Potasio Calcio Magnesio
(%) (%) (%) agua(aw)  sodio (%) (%) (%) (%) (%)
Etapa curado
101 49,58 12,28 30,41 0,947 3,248 0,904 1,117 0,022 0,029
102 52,05 7,94 33,25 0,921 4,825 1,348 1,424 0,022 0,031
103 53,51 10,31 30,46 0,939 3,623 0,967 1,131 0,021 0,028
104 50,68 9,46 32,58 0,943 4,276 1,218 1,301 0,027* 0,029
V-3 105 50,57 8,43 32,17 0,958 4,637 1,034 1,241 0,028 0,031
106 50,46 11,63 30,46 0,932 3,209 0,923 1,088 0,020 0,028
107 52,00 9,32 32,82 0,947 4,019 1,170 1,313 0,027 0,029
108 50,94 11,56 31,97 0,937 4,813 1,401 1,452 0,022 0,027
109 52,52 7,77 30,75 0,947 3,736 1,002 1,184 0,029 0,030
110 50,41 11,65 31,32 0,951 3,575 0,998 1,135 0,019 0,028
111 52,82 821 32,94 0,920 4,798 1,227 1,388 0,026 0,037
112 52,31 7,38 33,48 0,929 4,106 1,028 1,257 0,023 0,035
113 52,46 8,94 33,94 0,950 4,205 1,100 1,305 0,028 0,039
114 52,23 9,78 30,76 0,931 3,719 0,969 1,201 0,031 0,036
V-4 115 52,74 10,41 33,07 0,931 4,060 1,111 1,292 0,028 0,036
116 50,32 6,61 32,99 0,926 4,597 1,241 1,356 0,034 0,039
117 51,53 9,75 31,92 0,927 4,717 1,208 1,384 0,021 0,037
118 51,87 12,27 30,42 0,961 2,687* 0,723* 0,957* 0,020 0,031
119 51,85 10,12 30,70 0,942 3,878 1,038 1,183 0,024 0,035
120 52,93 9,65 31,13 0,929 4,345 1,153 1,327 0,034 0,038

*Valores andmalos detectados con la prueba de la Q de Dixon



Aplicacion de la tecnologia NIRS para la determinacion de sodio y pardmetros implicados en el proceso industrial del jamdn curado

Anexo 3.2 Jamdn graso en tina

Pardametro
Variante N2 Muestra Humedad Grasa Actividad de  Cloruro de Sodio Potasio
(%) (%) agua (aw) sodio (%) (%) (%)
Etapasalado
121 65,14 7,15 0,989 2,778 1,099 0,334
122 63,62 12,15 0,990 2,496 0,999 0,309
123 66,42 8,89 0,980 2,861 1,097 0,304
124 64,39 12,82 0,977 2,742 0,970 0,302
V-1 125 63,90 12,06 0,986 2,441 0,967 0,338
126 63,78 8,85 0,983 2,363 1,005 0,335
127 63,27 11,31 0,974 3,123 1,144 0,368
128 64,88 9,47 0,986 2,440 0,963 0,358
129 64,13 11,18 0,984 2,582 1,062 0,323
130 62,94 9,87 0,990 2,676 1,048 0,336
131 65,31 9,57 0,987 1,836 0,460 0,617
132 66,61 7,01 0,976 1,806 0,462 0,603
133 64,99 7,97 0,985 1,996 0,526 0,666
134 65,40 9,32 0,988 1,492 0,411 0,648
V-2 135 67,34 6,49 0,989 1,876 0,459 0,655
136 64,15 11,80 0,990 1,502 0,372 0,577
137 63,05 11,23 0,993 2,101 0,550 0,643
138 64,59 9,47 0,979 2,245 0,669 0,697
139 64,82 8,24 0,988 2,088 0,532 0,724
140 62,74 13,15 0,980 2,118 0,566 0,657

*Valores andmalos detectados con la prueba de la Q de Dixon



Anexo 3.2 Jamédn graso en tina

Parametro
Variante N2 Muestra Humedad Grasa Actividad de  Cloruro de Sodio Potasio
(%) (%) agua (aw) sodio (%) (%) (%)
Etapa salado
141 67,11 8,49 0,995 1,832 0,472 0,699
142 68,13 6,40 0,982 1,724 0,510 0,786
143 64,08 7,98 0,991 2,376 0,706 0,785
144 62,38 9,93 0,990 2,175 0,567 0,735
V.3 145 63,09 8,38 0,981 2,134 0,566 0,737
146 64,61 9,02 0,983 1,657 0,415 0,602
147 65,83 8,52 0,991 1,324 0,309 0,483
148 64,80 11,01 0,991 1,499 0,378 0,578
149 67,75 7,06 0,994 1,455 0,376 0,569
150 62,93 11,82 0,986 1,351 0,357 0,537

* Valores andmalos detectados con la prueba de la Q de Dixon



Aplicacion de la tecnologia NIRS para la determinacion de sodio y pardmetros implicados en el proceso industrial del jamdn curado

Parametro
Variante N2 Muestra Humedad Grasa Proteina Actividad de  Cloruro de Sodio Potasio
(%) (%) (%) agua (aw) sodio (%) (%) (%)
Etapa postsalado
151 48,84 13,45 22,74 0,918 3,618 0,897 0,453
152 50,92 12,89 23,63 0,899 3,676 1,135 0,576
153 50,93 12,39 22,63 0,928 3,616 1,396 0,642
154 50,37 17,35 26,05 0,908 4,092 1,357 0,644
V-1 155 49,13 26,44 27,69 0,941 2,905 1,219 0,576
156 - - 23,34 - - 1,088 0,538
157 - - 24,67 - - 0,995 0,497
158 - - 25,42 - - 1,182 0,558
159 - - 23,86 - - 1,319 0,604
160 - - 26,21 - - 1,289 0,581
161 52,62 12,32 22,22 0,919 2,854 0,813 1,029
162 48,92 14,25 24,91 0,926 2,912 0,637 0,897
163 51,38 12,68 24,94 0,918 2,285* 0,858 1,120
164 49,77 15,23 24,28 0,936 2,832 0,677 1,010
V-2 165 51,16 14,83 22,78 0,915 2,783 0,756 0,962
166 - - 22,18 - - 0,678 0,971
167 - - 27,01 - - 0,686 1,009
168 - - 23,72 - - 0,767 0,978
169 - - 20,31 - - 0,713 0,989
170 - - 25,75 - - 0,832 1,069

* Valores andmalos detectados con la prueba de la Q de Dixon



Anexo 3.2 Jamédn graso en tina

Parametro
Variante Ne Muestra ~ Humedad Grasa Proteina  Actividad de Cloruro de Sodio Potasio
(%) (%) (%) agua (aw) sodio (%) (%) (%)
Etapa postsalado
171 47,61 16,63 24,20 0,925 3,581 0,692 1,014
172 48,71 14,98 25,83 0,912 2,614 0,679 1,031
173 50,31 13,79 26,39 0,937 2,487 0,869 1,218
174 49,04 12,54 23,26 0,917 3,483 0,771 1,175
V-3 175 50,63 11,74 25,78 0,941 4,108 0,894 1,212
176 - - 25,67 - - 0,797 1,153
177 - - 26,86 - - 0,761 1,092
178 - - 25,12 - - 0,815 1,205
179 - - 28,00 - - 0,740 1,051
180 - - 26,43 - - 0,912 1,348

*Valores andmalos detectados con la prueba de la Q de Dixon



Aplicacion de la tecnologia NIRS para la determinacion de sodio y pardmetros implicados en el proceso industrial del jamdn curado

Parametro
Variante N2 Muestra Humedad Grasa Proteina Actividad de  Cloruro de Sodio Potasio
(%) (%) (%) agua (aw) sodio (%) (%) (%)
Etapa curado
181 40,61 17,77 27,82 0,863 5,841 1,889 1,000
182 42,68 18,88 29,17 0,896 4,927 1,682 0,944
183 44,06 14,10 28,19 0,896 4,724 1,597 1,017
184 44,31 16,15 31,32 0,901 4,516 1,531 0,771
V-1 185 45,12 15,49 32,56 0,909 3,964 1,520 0,999
186 45,22 11,28 34,26 0,893 4,936 1,370 0,853
187 44,05 16,39 33,32 0,897 5,036 1,581 0,910
188 43,63 13,54 35,25 0,884 4,896 1,742 0,906
189 41,82 14,99 34,05 0,891 4,912 1,710 0,792
190 39,39 17,20 30,36 0,865 5,191 1,806 1,055
191 45,40 14,48 36,43 0,900 3,795 1,152 1,054
192 44,27 12,78 34,94 0,884 4,953 1,287 1,172
193 41,18 19,37 40,00 0,905 2,852 1,432 1,243
194 44,44 14,17 36,11 0,891 3,426 1,231 1,018
V-2 195 43,45 16,11 30,94 0,904 3,633 1,595 1,215
196 44,38 14,81 38,26 0,884 4,245 1,509 1,106
197 44,50 17,53 34,11 0,891 4,064 1,532 1,475
198 39,48 17,89 34,83 0,886 3,645 1,375 0,944
199 45,68 12,95 34,76 0,906 3,355 1,291 1,005
200 42,59 16,51 33,42 0,889 3,937 1,462 0,896

* Valores andmalos detectados con la prueba de la Q de Dixon



Anexo 3.2 Jamédn graso en tina

Pardmetro
Variante N2 Muestra Humedad Grasa Proteina  Actividadde Clorurode Sodio Potasio
(%) (%) (%) agua (aw) sodio (%) (%) (%)
Etapa curado
201 43,14 18,79 30,75 0,922 3,340 1,059 1,301
202 43,03 17,05 33,63 0,905 3,665 1,129 1,813*
203 41,07 19,73 27,37 0,883 4,590 1,103 1,142
204 43,65 16,24 33,20 0,912 3,602 1,086 1,364
V-3 205 45,43 15,83 31,19 0,906 4,492 1,148 1,308
206 40,78 11,31 35,23 0,881 4,567 1,211 1,315
207 42,09 13,65 35,76 0,878 4,984 1,057 1,416
208 43,26 15,40 35,62 0,881 4,591 1,046 1,211
209 44,48 13,34 34,58 0,900 3,846 1,234 1,358
210 40,87 18,22 31,69 0,876 4,852 1,284 1,127

*Valores andmalos detectados con la prueba de |la Q de Dixon



Aplicacion de la tecnologia NIRS para la determinacion de sodio y pardmetros implicados
en el proceso industrial del jamdn curado

ANEXO 4. Valores de referencia de sodio en muestras de jamon curado
loncheado con contenido reducido en sodio

N© muestra Zona del Sodio* Humedad*
jamon (%) (%)
1 Punta 1,208 53,55
2 Maza 1,057 49,84
3 Codillo 1,093 50,09
4 Codillo 1,121 49,19
5 Punta 1,073 52,45
6 Punta 0,821 52,24
7 Maza 0,853 56,11
8 Codillo 0,804 51,57
9 Codillo 0,814 50,62
10 Punta 1,246 49,92
11 Punta 1,156 52,68
12 Maza 1,084 51,98
13 Maza 1,012 48,92
14 Punta 0,868 55,10
15 Maza 0,865 56,65
16 Maza 0,798 49,22
17 Codillo 0,855 49,68
18 Codillo 0,924 51,63
19 Punta 1,069 55,57

* Valor promedio de cinco determinaciones
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