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Resumen

Una de las areas prioritarias del Séptimo Programa Marco de la Unidén Europea
es Smart Control for Improved Food and Feed Technologies, cuyo objetivo es
el desarrollo de nuevos métodos que faciliten el control de los procesos
productivos 'y garanticen la calidad y seguridad de los productos
agroalimentarios. La relevancia concedida a esta linea de investigacion es un
claro indicador del interés de todos los agentes implicados en impulsar la
introduccién de tecnologias innovadoras. La meta es implementar nuevas
técnicas analiticas rdpidas y econdmicas, que constituyan una alternativa real a
los procedimientos tradicionales de control.

En la actualidad la mayoria de los métodos empleados en la industria para la
determinaciéon de propiedades fisicoquimicas de alimentos son destructivos,
dejando inservible la pieza en estudio. El disefio de sistemas de medida no
destructivos es un reto. Pero ademas de preservar la integridad de las muestras
analizadas, las nuevas técnicas analiticas deben tener un bajo coste y un
funcionamiento sencillo, no dependiente de mano de obra cualificada.

En la presente tesis se ha desarrollado un sistema de medida de caracter puntual
y no destructivo, de bajo coste, flexible, ligero y de facil manejo, capaz de
determinar propiedades fisicoquimicas de productos alimenticios a partir de
medidas de impedancia.

El sistema de medida aplica una sefial eléctrica al alimento y mide su respuesta
en un barrido de frecuencias comprendido entre 1Hz y 1MHz, recurriendo para
ello a la técnica de espectroscopia de impedancia. Mediante herramientas de
analisis multivariante se establece una correlacion entre los valores de
impedancia y los parametros fisicoquimicos y se obtienen modelos estadisticos
de prediccion, que posteriormente seran utilizados para conocer las propiedades
de nuevas muestras.

El sistema de medida desarrollado se compone de tres partes:
» Equipo de medida electronico. La implementacion de la técnica de

espectroscopia de impedancia requiere la generacion y muestreo de
sefiales senoidales de amplitud variable de hasta 1MHz. Por ello en el
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desarrollo del equipo de medida se han empleado técnicas digitales
multiproceso, basadas en dispositivos de 16gica programable (CPLD).

= Aplicacion PC. Un software disefiado para que de forma sencilla y rapida
el usuario pueda modificar los pardmetros (amplitud, rango de
frecuencias, escala de corriente, etc.) de las sefiales que se aplican a las
muestras. Ademas, recepciona los datos de tension y corriente y calcula,
grafica y almacena los valores de los espectros de impedancia.

= Electrodos. Disefio de dos tipos de electrodos con geometrias diferentes y
de reducidas dimensiones en comparacion con las de las muestras para
que las determinaciones realizadas tengan un cardcter puntual y no
destructivo. Se han denominado “Electrodo doble” y “Electrodo punta
de flecha™. El primero esta configurado por dos agujas muy finas de
acero inoxidable paralelas entre si. El segundo, disefiado con técnicas
serigraficas mediante tecnologia thick-film, estd constituido por dos
electrodos de pasta conductora fijados sobre una base de alimina, con
forma de punta de flecha. Se ha utilizado en algunas aplicaciones un
tercer electrodo denominado “Electrodo de aguja”, consistente en una
aguja coaxial de las utilizadas en técnicas electromiograficas formada por
dos conductores concéntricos de acero inoxidable separados por una
resina.

El sistema de medida desarrollado se ha aplicado a los siguientes ensayos:

» Determinacion del porcentaje de sal en salmueras y carne picada.
» Estudio del grado de curado de muestras de lomo.

= Estudio del grado de curado de quesos.

» Estudio de la frescura de pescado.

Se ha demostrado la fiabilidad del sistema de medida mediante su validacion.
La técnica sugerida posee unas propiedades analiticas adecuadas, tanto en
términos de exactitud como de precision y sensibilidad. Se han obtenido en
algunos casos excelentes predicciones y en otros un alto nivel de clasificacion.
El sistema desarrollado posee una capacidad de diferenciacion elevada incluso a
altas concentraciones de cloruro sdédico, lo que supone una aportacion
importante en este campo.



Resum

Una de les arees prioritaries del Séptim Programa Marc de la Unié Europea és
Smart Control for Improved Food and Feed Technologies, l'objectiu de la qual
¢és el desenrotllament de nous metodes que faciliten el control dels processos
productius i garantisquen la qualitat i seguretat dels productes agroalimentaris.
La rellevancia concedida a esta linia d'investigacié és un clar indicador d'interés
de tots els agents implicats en impulsar la introduccié de tecnologies
innovadores. La meta és implementar noves técniques analitiques rapides i
econdomiques, que constituisquen una alternativa real als procediments
tradicionals de control.

En l'actualitat la majoria dels meétodes emprats en la industria per a la
determinaci6 de propietats fisicoquimiques d'aliments son destructius, deixant
inservible la pega en estudi. El disseny de sistemes de mesura no destructius és
un repte. Perd a més de preservar la integritat de les mostres analitzades, les
noves técniques analitiques han de tindre un baix cost i un funcionament senzill,
no dependent de ma d'obra qualificada.

En la present tesi s'ha desenrotllat un sistema de mesura de caracter puntual i no
destructiu, de baix cost, flexible, lleuger i de facil maneig, capag de determinar
propietats fisicoquimiques de productes alimentaris a partir de mesures
d'impedancia.

El sistema de mesura aplica un senyal eléctric a l'aliment i mesura la seua
resposta en un espectre de freqiiencies comprés entre 1Hz i IMHz, recorrent per
a aixo a la técnica d'espectroscopia d'impedancia. Per mitja d'eines de analisi
multivariant s'establix una correlacié entre els valors de impedancia i els
parametres fisicoquimics i s'obtenen models estadistics de prediccid, que
posteriorment seran utilitzats per a conéixer les propietats de noves mostres.

El sistema de mesura desenrotllat es compon de tres parts:

= Equip electronic de mesura. La implementacio de la técnica de
espectroscopia d'impedancia requerix la generaci6 i mostratge de senyals
sinusoidals d'amplitud variable de fins a 1MHz. Per aixd en el
desenrotllament de l'equip de mesura s'han emprat técniques digitals
multiprocés, basades en dispositius de logica programable (CPLD).
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Aplicacié PC. Un programari dissenyat perqué de forma senzilla i rapida
l'usuari puga modificar els parametres (amplitud, rang de freqiiéncies,
escala de corrent, etc.) dels senyals que s'apliquen a les mostres. A més,
rep les dades de tensid i corrent i calcula, representa graficament i
emmagatzema els valors dels espectres d'impedancia.

Electrodes. Disseny de dos tipus d'eléctrodes amb geometries diferents i
de reduides dimensions en comparacié amb les de les mostres per a que
les determinacions realitzades tinguen un caracter puntual i no destructiu.
S'han denominat “Eléctrode doble” i “Eléctrode punta de fletxa”. El
primer esta configurat per dos agulles molt fines d'acer inoxidable
paral-leles entre si. El segon, dissenyat amb técniques serigrafiques per
mitja de tecnologia "thick-film", esta constituit per dos electrodes de pasta
conductora fixats sobre una base d'alumina, amb forma de punta de
fletxa. S'ha utilitzat en algunes aplicacions un tercer eléctrode anomenat
“Electrode d'agulla™, consistent en una agulla coaxial de les utilitzades
en técniques electromiografiques formada per dos conductors concentrics
d'acer inoxidable separats per una resina.

El sistema de mesura desenrotllat s'ha aplicat als segilients assajos:

Determinacié del percentatge de sal en salmorres i carn picada.
Estudi del grau de curat de mostres de llomello.

Estudi del grau de curat de formatges.

Estudi de la frescor del peix.

S'ha demostrat la fiabilitat del sistema de mesura per mitja de la seua validacio.
La técnica suggerida posseix unes propietats analitiques adequades, tant en
termes d'exactitud com de precisio i sensibilitat. S'han obtingut en alguns casos
excel-lents prediccions i en altres un alt nivell de classificacio. El sistema
desenrotllat posseix una capacitat de diferenciacio elevada inclis a altes
concentracions de clorur sodic, la qual cosa suposa una aportacié important en
este camp.
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Abstrac

One of the priority areas of the European Commission’s Seventh Framework
Programme is Smart Control for Improved Food and Feed Technologies. Its
objective is the development of new methods that facilitate the control of
productive processes guaranteeing the quality and safety of agrofood products.
The importance given to this research line is a clear indicator of the interest of
all of the agents implicated in promoting the introduction of innovative
technologies. The goal is to implement new, fast, economical, analytical
techniques, which constitute a real alternative to traditional control procedures.

At present, the majority of methods used for the determination of
physicochemical properties of food in industry are destructive, leaving the piece
under consideration useless. The design of non-destructive measurement
systems is a challenge, but in addition to preserving the integrity of the analysed
samples, new analytical techniques must be cheap, easy to use, and not require
highly trained personnel.

In the present thesis a low cost, flexible, light, punctual, user-friendly, non-
destructive measurement system was developed. It determines the
physicochemical properties of food products based on the measurement of
electrical impedance.

The measurement system applies an electric signal to the food and measures its
response in a frequency sweep between 1Hz and 1MHz, using impedance
spectroscopy. A correlation between the impedance values and the
physicochemical parameters is established by means of multivariate analysis
tools, obtaining statistical prediction models which can be used to determine the
properties of the samples.

The developed measurement system has of three parts:

= Electronic measurement equipment. The use of impedance spectroscopy
requires the generation and sampling of variable amplitude sine waves of
up to IMHz. Therefore in the development of the measurement
equipment multiprocessing digital techniques were used, based on
complex programmable logic devices (CPLD).
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= PC Application. Software designed so the user can quickly and simply
modify the parameters (amplitude, range of frequencies, current range,
etc.) of the signals that are applied to the samples. It deals with the
voltage and current data, calculating, storing and graphically representing
the values of the impedance spectra.

= Electrodes. Two types of electrodes were designed with different
geometries and reduced dimensions compared to the samples, so the
readings carried out are of a punctual and non-destructive character. They
have been named “Double electrode” and “Arrowhead electrode”. The
first consists of two very fine parallel stainless steel needles. The second,
designed with serigraphic techniques using thick-film technology,
consists of two conductive paste electrodes fixed on an arrow shaped
alumina base. In some applications a third electrode named “Needle
electrode” was used which consists of a coaxial needle of the type used in
electromyography formed by two concentric stainless steel conductors
separated by resin.

The developed measurement system was applied to the following assays:

» Determination of the percentage of salt in brine and minced beef.
= Study of the level of curing in pork loin samples.

» Study of the level of curing in cheese.

» Study of fish freshness.

The reliability of the measurement system was demonstrated by its validation.
The suggested technique possesses adequate analytical properties in terms of
exactness as well as precision and sensitivity. Excellent predictions were
obtained in some cases and a high level of classification in others. The
developed system possesses a high capacity for differentiation even in high
concentrations of sodium chloride, making an important contribution to this
field.
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Prélogo

Asi como la multidisciplinariedad es el elemento clave para la creatividad y la
innovacién, puede decirse que este concepto ha sido la piedra angular del
desarrollo de esta tesis. A lo largo de la historia la interrelacion entre disciplinas
y el trabajo en equipo ha llevado a hitos cientificos y tecnologicos. Este es el
caso de la investigacion en la ingenieria automovilistica, donde intervienen
multitud de areas de conocimiento como la termodindmica con el motor de
explosion, la fisica de fluidos con el estudio de la aerodinamica, la ingenieria de
materiales con las tltimas novedades en compuestos, la ingenieria quimica con
los tultimos avances en combustible, la ingenieria del disefio, la ingenieria
mecanica, la ingenieria electronica, etc.

Esta tesis ha requerido la incorporacion de conocimientos de varias disciplinas:

= Fisica de dieléctricos: materiales y condensadores

» Quimiometria: métodos de medida electroquimicos

= FEstadistica: técnicas de andlisis multivariante

» FElectronica digital: disefio de circuitos de procesamiento de alta
velocidad

» Instrumentacion electronica: adaptacion de sefiales y supresion de ruido

= Tecnologia de alimentos: estructura y comportamiento de tejidos
organicos

Todas ellas se han orientado y coordinado para alcanzar los objetivos
propuestos y potenciar el futuro disefio de aplicaciones que constituyan
herramientas reales de mejora para la industria.

El sistema de medida disefiado se encuentra inmerso en el proyecto del
Ministerio de Ciencia e Innovacion MAT2009-14564-C04, por consiguiente
pertenece al marco de investigacion del Instituto de Reconocimiento Molecular
y Desarrollo Tecnoldgico (IDM) de la Universidad Politécnica de Valencia
(UPV). Asi mismo, poniendo en practica la multidisciplinariedad mencionada
previamente, ha contado con la colaboracion del Departamento de Tecnologia
de Alimentos (DTA) de la UPV. El proyecto AGL2007-65379-C02-02/ALI del
Ministerio de Ciencia e Innovacion ha financiado la realizacion de todos los
ensayos experimentales.
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Para estructurar los contenidos y presentar los temas tratados de acuerdo con
una secuencia légica, que permita ofrecer una mayor fluidez en la presentacion
de los resultados, el estudio se ha divido en los siguientes apartados:

Xvi

Antecedentes. En la que se describe el Estado del Arte que sustenta el
trabajo. Otorga una vision rapida de la actualidad de la ingenieria
agroalimentaria, de la espectroscopia de impedancia como técnica de
medida empleada, de las caracteristicas necesarias de los sistemas
electronicos de medida y electrodos y, finalmente, de las técnicas de
analisis multivariante.

Objetivos. Se define el objetivo principal de la tesis y los objetivos
especificos establecidos para el desarrollo del sistema electronico de
medida.

Capitulo 1.Desarrollo del sistema de medida.

Capitulo 2.Aplicacion del sistema de medida a productos carnicos
crudo-curados. Se describen dos ensayos:

v Estudio del contenido de sal en salmueras y carne picada.
v" Determinaciéon de parametros fisicoquimicos en muestras de

lomo de cerdo durante el proceso de curado.

Capitulo 3.Aplicacion a otros productos de la industria alimentaria. Se
describen dos ensayos:

v Estudio del contenido en humedad y sal en queso.
v Estudio de la evolucion de la frescura de pescado.

Conclusiones finales.
Lineas futuras.
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Antecedentes

1. Situacion actual de la Industria Agroalimentaria

La fuerza del consumidor

La industria alimentaria se enfrenta al reto de ser el principal agente precursor
del cambio que exige el consumidor del siglo XXI. Tiene que adaptarse
rapidamente a los nuevos patrones de consumo basados en el binomio
indivisible entre los conceptos de alimentacion y salud.

Los escandalos alimentarios producidos en los tltimos afios en Europa, como la
enfermedad de las vacas locas, los piensos contaminados con dioxinas o el
aceite de oliva adulterado, han generado escepticismo respecto a las garantias
sanitarias de los productos alimenticios. La repercusion social de los
acontecimientos y su rapida difusion mundial han desencadenado fuertes
criticas al sector [1][2].

Son muchas las preguntas que debe plantearse la Industria Agroalimentaria para
poder satisfacer las necesidades de un mercado globalizado: ;Cuales son los
atributos diferenciales de un alimento hoy en dia?; ;Qué caracteristicas aportan
verdadero valor afiadido a un cliente exigente y moderno?; ;Como asegurar la
captacion y fidelizacion del comprador? Es innegable que el publico actual ha
variado su comportamiento, estd mas preparado, requiere informacion fiable,
actual y detallada en todo momento. Como consecuencia se ha creado un nuevo
estilo de compra, donde adquieren mayor relevancia las garantias de salubridad
e inocuidad del alimento.

Actualmente se considera que una dieta adecuada es la mejor forma de prevenir
la enfermedad y ganar en bienestar. Por ello, a la preocupacion existente por el
aporte nutricional del alimento, su valor dietético, el bajo contenido en grasas o
el nivel de calorias se suman ahora nuevos criterios de seleccion, como la
elaboracion con ingredientes naturales, la sensibilizacion con el medio ambiente
y la no utilizaciéon de productos quimicos, la sostenibilidad, el auge de los
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productos ecoldgicos y el reconocimiento de la tradicién artesanal como un
valor en alza.

Asi mismo, la incorporaciéon de la mujer al mercado laboral, el envejecimiento
de la poblacidn, el incremento de las familias monoparentales, el aumento de las
comidas realizadas fuera del hogar en jornadas laborales y los nuevos estilos de
vida han condicionado la organizacién de los hogares. La falta de tiempo para la
preparacion de las comidas ha llevado a incluir en la cesta de la compra mas
alimentos de conveniencia o ‘“alimentos servicio”, entendiendo como tales
aquellos que representan un ahorro de tiempo en cualquiera de las etapas
asociadas a una comida formal (compra, preparacion, cocinado, presentacion,
recogida y limpieza). Hablamos de los productos alimenticios precocinados o
preparados, aquellos de facil y rapida elaboracion y consumo.

La aparicion y crecimiento de nuevos segmentos de consumo (inmigrantes,
extranjeros, tercera edad) y los colectivos de poblacion con necesidades y
preferencias especificas (embarazadas, nifios, alérgicos) han impulsado el
desarrollo de alimentos funcionales, aquellos que se consumen como parte de
una dieta normal y contienen componentes no nutritivos bioldgicamente
activos, que ejercen un efecto beneficioso para la salud, previniendo la
aparicion de ciertas patologias y mejorando la actividad del organismo [3].

Las nuevas tecnologias ofrecen un panorama futuro nuevo, basado en la
nutricion individual. La enorme diversidad de productos presentes en el
mercado posibilita una alimentacién personalizada, tnica y especial para el
usuario, pudiendo adaptarse incluso a la satisfaccion de los requerimientos en
un momento dado del dia o en una etapa concreta del ciclo de vida [3]. Esta es
la realidad hacia la que se encamina un sector tan fragmentado en funcion de la
demanda.

Situacion del sector agroalimentario europeo

El conjunto de industrias de alimentacion y bebidas tiene un elevado peso
especifico tanto a nivel econémico como social en Europa. De hecho es el
principal sector de produccion de la Union Europea, superando en facturacion a
las industrias quimicas y de automocion. También tiene una gran relevancia en
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términos de empleo, dando trabajo a mas de cuatro millones de personas (CIAA
Annual Report 2008).

A nivel nacional, segiin datos publicados por la Federacién Espafiola de
Alimentos y Bebidas (FIAB), en 2008 la industria alimentaria espafiola aglutind
el 17% de la produccion industrial y el 17% del empleo. Es el primer sector
industrial del pais y ocupa por ventas el quinto puesto en Europa. Estas cifras
convierten a la Europa Comunitaria en la primera potencia mundial tanto en
produccion como en exportacion de productos alimenticios. Pero su liderazgo se
esta viendo amenazado. La fuerte competencia que supone la expansion de
mercados emergentes, como Brasil y China, ha ralentizado su tasa de
crecimiento y mermado el volumen de exportaciones. La pérdida en la tltima
década de cinco puntos de cuota de mercado es un claro indicador.

Nos encontramos ante un sector maduro, donde el consumo crece poco, hay
abundancia de oferta y un mercado internacional agresivo. Estas caracteristicas
configuran un entorno competitivo dificil.

Un rasgo comun del sector alimentario europeo es su elevada atomizacién. En
¢l coexisten empresas de tamafios muy diferentes. En términos generales, mas
del 99% de las compaiiias son pequefias y medianas empresas, dentro de las
cuales un porcentaje superior al 78% solo alcanzan la categoria de
microempresas.

Sin embargo la tendencia mundial es la inversa: la reduccion del numero de
operadores y creacion de corporaciones de gran dimension, capaces de
aprovechar las economias de escala y la productividad laboral.

Grado de competitividad: Europa frente al mundo

La clave, no solo para evitar una mayor erosion de la cuota de mercado
comunitaria sino para recuperar el terreno perdido, es que la industria
agroalimentaria otorgue prioridad absoluta a la innovacion.

La elevada fragmentacion del sector alimentario europeo supone una debilidad
estructural que merma su competitividad en los mercados. Sin embargo, se esta
produciendo un solapamiento simultineo de dos fendmenos opuestos,
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globalizacion y localizacion. Al mismo tiempo que la concentracidon empresarial
y la unificacion de los mercados tienden a homogeneizar los habitos de compra
y de consumo, crece también la demanda de productos diferenciados, de alta
gama, locales, que ofrece oportunidades para las pequefias y medianas
empresas, capaces de responder a esta demanda y de adaptarse a las nuevas
formas de producir.

La gran diversidad cultural y las arraigadas tradiciones alimentarias de varias
regiones de la UE y de sus numerosas PYMES especializadas le otorgan una
singular ventaja competitiva en el marco de las economias de diferenciacion.

Innovar se ha entendido tradicionalmente como lanzar nuevos productos, una
estrategia muy arriesgada y cada vez mas dificil. Pero sin duda también innovar
es identificar y construir nuevas formas de ser lider. Un modo de conseguirlo es
desarrollar nuevos procesos y modelos de negocio para dar mejor respuesta al
mercado. El reto por excelencia a corto plazo de las empresas agroalimentarias
espafiolas es construir capacidades diferenciales y exclusivas que los lideres
globales no puedan desarrollar con éxito, obteniendo un liderazgo de nicho en el
que destaquen los altos niveles de calidad y salubridad de las producciones [4]

[5].

La palanca de cambio: el marco regulatorio europeo

La manera de comer ha evolucionando, pero esta realidad no tiene porqué
considerarse una amenaza, sino una oportunidad para renovarse. Hay que saber
sacar partido a este nuevo escenario. La industria agroalimentaria debe apostar
decididamente por la innovacién en todos los eslabones de su cadena de valor,
para conseguir incrementar su competitividad.

Esta es la estrategia que pretende impulsar el Séptimo Programa Marco
comunitario de investigacion y desarrollo tecnologico (7PM) para el periodo
2007-2013. Su objetivo principal es que la Unidon Europea se convierta en el
espacio de investigacion mas importante del mundo. Se pretende crear una
bioeconomia basada en el conocimiento.

Dentro de este programa se presta apoyo a la cooperacion transnacional en los
principales ambitos del progreso de los conocimientos y las tecnologias, siendo
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la investigacién el motor para superar los desafios sociales, econdmicos,
medioambientales, de salud publica e industriales que afronta Europa.

La alimentacién es un campo temadtico fundamental del 7PM. Fomentar la
colaboracion conjunta de los cientificos, los industriales y los demas agentes
implicados es clave para explotar lineas de investigacion emergentes. Una de las
actividades incluidas especificamente en el programa de colaboraciéon es “Del
consumidor al agricultor: alimentos, salud y bienestar”.

“Smart Control for Improved Food and Feet Technologies” engloba aquellos
proyectos cuyo proposito es la introduccion de tecnologias innovadoras
aplicables a la mejora de la calidad y la seguridad de los alimentos.

Innovacion aplicada al control de procesos alimentarios

Ya se ha justificado previamente la imperiosa necesidad de fomentar la
innovacion para desarrollar aplicaciones dirigidas a mejorar el control de los
procesos de fabricacion, incrementar los rendimientos industriales, aumentar la
productividad y elevar al mismo tiempo los niveles de seguridad en un sector
globalizado y con una gran competencia como el alimentario.

La innovacion se debe abordar como una herramienta estratégica de
transformacion de la empresa. Es el vehiculo idoneo para acelerar la
modernizacion tecnoldgica de la industria, lo que en definitiva determinara su
capacidad de prosperar a corto y medio plazo y dara una justa medida de su
potencial futuro.

Ahora bien, /qué significa innovar? Algunos autores defienden que es la accion
de poner en practica inventos (cualquier tipo de dispositivo mecanico o no) que
incidan en la estructura de la produccion y la organizacion. También incluyen
en su acepcion la aplicacion del progreso técnico en el perfeccionamiento de
inventos basicos. Dicho de otra forma, innovar es crear productos o procesos
distintos de los existentes. En un proceso de fabricacion el cambio debe radicar
en permitir producir el mismo producto mejorando significativamente su
calidad o su coste [5].
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Insertado dentro de la definicion, se ha plasmado un aspecto mas de la
innovacion: la calidad, una cultura multidisciplinaria de mejora continua que
involucra a todo el personal de la empresa, entendida tanto desde la perspectiva
del grado de satisfaccion del cliente como la del minimo coste producido a la
sociedad.

Innovacién y calidad son pues dos términos interrelacionados, afines y
sustentados por el cimiento comun que constituye la optimizacion de recursos.

En el sector agroalimentario la calidad est4d asociada al concepto de seguridad
alimentaria. Las empresas deben establecer sus propios mecanismos de
trazabilidad y autocontrol para asegurar la inocuidad de su producciéon y la
eficacia de sus muestreos. De este modo satisfacen las exigencias de calidad y
seguridad alimentaria que demanda la sociedad actual en los productos que
consume [4].

La aplicacion de nuevas tecnologias para implementar sistemas de
monitorizacion de procesos alimentarios otorga un valor afiadido, al minimizar
los costes de la “no calidad”. El término “costes de la no calidad” se define
como la medida del gasto que soporta la organizacién como consecuencia de los
errores internos (aquellos que son detectados antes de servir el producto,
provocados por rechazos, reprocesados, reinspecciones, etc.) y externos
(originados por entregas que no se adaptan a los requisitos o necesidades del
cliente, fundamentalmente los derivados de las quejas, reclamaciones Yy
devoluciones).

La industria de alimentacion y bebidas ha sido considerada histéricamente como
industria low-tech. A ello ha contribuido sin duda el caracter tradicional, por
tanto conservador y con grandes resistencias al cambio de las PYMES Europeas
[5]. Sin embargo, beneficiandose de los avances tecnologicos de otros campos
cientificos mas desarrollados como el de la biotecnologia, en los ultimos afios
estd incorporando innovaciones. Actualmente los avances mas importantes son
los relacionados con la tecnologia de la informacién y los proximos a la ciencia
de la vida.

Existe un interés en la bisqueda de soluciones actuales que permitan controlar
la seguridad y calidad de materias primas, procesos y productos terminados de
forma mas extensiva, brindando datos en tiempo real y permitiendo un acceso
mas proximo al alimento [6] [7].
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Frente a las potentes técnicas instrumentales de analisis cualitativo y
cuantitativo de alimentos (cromatografia, espectrofotometria, electroforesis
etc.), con procedimientos engorrosos, de lenta respuesta por los largos tiempos
que precisa el ensayo [6] y dependientes de personal especializado en el manejo
de los equipos, la industria alimentaria necesita métodos rapidos, fiables y
econémicos para determinar propiedades fisicoquimicas en los procesos de
control y asegurar la calidad del producto [8]. Ademas la mayoria de las veces
estas técnicas clasicas de analisis requieren métodos destructivos dejando
inservible la pieza en estudio. Por esta razon el desarrollo de sistemas de medida
no destructivos es un objetivo constante en las investigaciones en diversos
ambitos de la industria alimentaria. También es altamente deseable y presenta
una clara ventaja competitiva que las técnicas desarrolladas tengan un bajo
coste y un funcionamiento sencillo.

En los ultimos afios numerosas investigaciones se han centrado en la busqueda
de métodos para evaluar propiedades fisicoquimicas de productos alimenticios
basados en técnicas fisicas y de analisis sensorial [9]. Shiinoki et al. [10] y Kent
et al. [11] han desarrollado respectivamente una técnica basada en la
transmision de microondas para monitorizar on-line el contenido de sal en
mantequilla y para evaluar el contenido de agua en carne de cerdo. Huang et al.
[12] y Gaitan et al. [13] aplican la técnica de espectroscopia de infrarrojo
cercano para cuantificar propiedades fisicoquimicas en salmén y carne
respectivamente. Un procedimiento similar ha sido utilizado por Uddin et al.
[14] para estudiar el nivel de agua y de proteinas en alimentos procesados.
Vestergaard et al. [15] y Fullladosa et al. [16] han analizado el contenido de
agua y de sal en carne curada mediante técnicas de tomografia computerizada.
La medida de la conductividad eléctrica también ha sido aplicada a la industria
alimentaria. Por ejemplo, Lantry et al. [17] investiga el contenido de agua en
pescados y Shirsat et al. [18] determina el contenido de grasa en carne de cerdo.

Sin embargo, la mayoria de las técnicas indicadas previamente tienen
considerables desventajas para su aplicacion, como son su elevado coste, el
tamafio de los equipos, la necesidad de establecer protocolos de seguridad para
los operarios, la exigencia de llevar a cabo un calibrado previo del equipo de
medida, etc. La realidad es que la suma de estos inconvenientes hace que los
métodos ya mencionados sean incompatibles para su uso a nivel industrial, al
ocasionar un coste de aplicacion inasequible en el sector alimentario [19].
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Para mejorar la competitividad de un tejido empresarial tan atomizado como el
alimentario es imprescindible desarrollar sistemas de monitorizacion sencillos,
faciles de manejar, que recurran a técnicas de analisis no destructivas.

Garcia-Breijo et al. [20] han desarrollado un método no destructivo para realizar
medidas puntuales del contenido de sal basado en la medida de la conductividad
eléctrica, empleando un electrodo de aguja concéntrica.

Frente a los métodos tradicionales de evaluacion del proceso de curado del
jamon ibérico, T. Antequera et al. [21] han desarrollado una técnica no invasiva
mediante captura de imagenes por resonancia magnética con la que monitorizan
el peso y la humedad durante su maduracion.

La aplicacion de sistemas electronicos sensoriales en control de procesos
alimentarios es prometedora. Los sensores (“lenguas y narices”) son una
alternativa a los métodos convencionales debido a su especificidad inherente,
sencillez y respuesta rapida. En los tltimos afios se han realizado considerables
esfuerzos en el desarrollo lenguas electronicas [22][23] como instrumentacion
analitica de bajo coste y de caracter no destructivo.

Uno de los objetivos futuros de esta tesis doctoral es presentar un prototipo
industrial que retina estas caracteristicas y que sea capaz de determinar
parametros fisicoquimicos de productos alimenticios.

2. Espectroscopia de Impedancia

Macdonald et al. [24] define la espectroscopia de impedancia como un método
de caracterizacion de las propiedades eléctricas de los materiales y de sus
interfaces con los electrodos. Esta técnica consiste en aplicar un estimulo
eléctrico a los electrodos, observar su respuesta y determinar sus propiedades,
interacciones y dependencias con determinados factores. La respuesta eléctrica
puede variar sustancialmente en funcion de las cargas presentes (iones libres), la
microestructura y naturaleza del electrolito y la textura, geometria y naturaleza
de los electrodos.
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Las medidas de impedancia eléctrica [25] [26] determinan o infieren
informacion acerca del tejido, siempre y cuando el evento en analisis presente
un cambio en dimension, en sus propiedades eléctricas o en su conductividad.

Las mediciones de impedancia eléctrica tanto en tejidos y sistemas bioldgicos
como en otros campos han sido utilizadas durante décadas en una gran variedad
de aplicaciones. El valor de las mediciones a una sola frecuencia es limitado y
sujeto a muchos errores y variaciones [27]. Estas mediciones son mas utiles
para diferenciar grandes cambios en conductividad (por ejemplo para
diferenciar tejido muscular de aire, de grasa, etc.) que para medir cambios
estructurales en un solo tejido. La espectroscopia de impedancia, por el
contrario, nos da una informacion mucho mas completa de la estructura
eléctrica del tejido permitiendo separar los componentes resistivos de los
reactivos.

La impedancia se puede relacionar a nivel tedrico con las propiedades
dieléctricas de la materia. La impedancia es la oposicion que presenta un
determinado material al paso de una corriente a través de él. Es consecuencia
directa de su composicion y de su naturaleza interna (ntiimero de iones
presentes, microestructura del electrolito, etc.). Su respuesta depende tanto de
sus propiedades dieléctricas (conductividad y permitividad) como de las
cualidades y factores geométricos de los electrodos determinados por la
constante de celda.

La permitividad ¢ determina la tendencia de un material a polarizarse cuando se
somete a un campo eléctrico y la conductividad o es la capacidad de permitir el
paso de corriente eléctrica a través de él. La conductividad esta caracterizada
por la dindmica de las cargas libres o iones moviles.

La expresion de la impedancia (Ecuacion 1) estd en funcion de estos dos
parametros y de la geometria de los electrodos [28].

1
Z=Kgy——— Ecuacion 1
o+ Jws

donde Ky es la constante de celda medida en m™, definida por el cociente entre
la distancia entre los electrodos y la superficie de los mismos; j es la unidad

imaginaria (v/—1)y o la frecuencia angular.
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La permitividad de un material habitualmente se da con respecto a la
permitividad del vacio, &=8,85-10" [F/m] y la permitividad relativa, &. La
permitividad absoluta se calcula multiplicando la permitividad relativa por la
del vacio.

Medida de la impedancia

El procedimiento experimental utilizado en espectroscopia de impedancia es el
de aplicar una pequefia sefial eléctrica senoidal (tension o corriente) a un
electrodo y medir su respuesta (corriente o tension) a diferentes frecuencias
obteniendo como resultado un valor de impedancia (Figura 1) para cada
frecuencia (espectro de impedancia) [24][29].

MUESTRA

Z IMPEDANCIA
EQUIVALENTE

Figura 1. Medida de impedancia.

La relacién entre la perturbacion y la respuesta (Figura 2) caracteriza la
impedancia eléctrica del material.

— V(1)
— i)

=

N

| vl

v

Figura 2. Evolucion temporal de las sefiales de tension y corriente.
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Debido a las componentes capacitivas de los materiales se produce un desfase ¢
entre las sefales, siendo por tanto la impedancia un valor complejo (Ecuacion
2). La parte real de dicho valor se corresponde con los componentes resistivos
de las muestras mientras que la parte imaginaria estd relacionada con los
componentes reactivos.

|Z|=|\_/(—t)| Médulo

||(t)| Ecuacion 2
p=2aAt Fase

Z=|z|e'

En aquellas aplicaciones que requieren tiempos de medida cortos, por ejemplo
ensayos donde se produce corrosion, se puede recurrir a la técnica multiseno
[30]. En estos casos lo que se aplica al electrodo no es una sefal senoidal sino
una sefial compuesta por la suma de varias sefiales senoidales de distintas
frecuencias. Las sefales de tension y corriente recogidas en el electrodo son
sometidas a un analisis FFT (Fast Fourier Transform), obteniendo el médulo y
la fase de cada una de sus componentes frecuenciales. De esta forma con un
solo ensayo se extraen los valores de impedancia del espectro de frecuencias
deseado. Esta técnica permite reducir el tiempo de la medida pero plantea
problemas cuando el comportamiento de la muestra es no lineal ya que no es
posible detectar dichas no linealidades.

La impedancia tiene dos formas basicas de representacion:

» Diagrama de Nyquist (Figura 3) donde en el eje de las abscisas se sitiian
los valores de la parte real de la impedancia y en el eje de ordenadas los
valores de la parte imaginaria.

ImZ

W= po w=l

X oangZ
N b
R

]

> Rez

Figura 3. Diagrama de Nyquist. Representacion de un espectro de impedancias. El
semicirculo es caracteristico de una constante de tiempo.
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= Diagramas de Bode (Figura 4) donde se representa el modulo y la fase en
funcioén de la frecuencia.

|
s
(=]

1
e
=)

Ganancia (dB}

[
@
=]

=80
10!

4]
ST, ST I O 8B -2 SRS S 1
-40 ; IEER L b

=80

=300 froessrcborsdhedadodrihi branasasfascidin

gl 5 1

—140 [

=160 et

=180
b1

Fase (grados)

Figura 4. Diagramas de Bode representando el médulo y la fase de un espectro de
impedancias.

2.1. Impedancia de los tejidos biologicos

Desde un punto de vista estructural, el principal componente de los tejidos
bioldgicos es la célula. La mayoria de las células se unen entre si mediante una
matriz extracelular o bien por adhesion directa de una célula con otra para
formar los tejidos (Figura 5).

—

Figura 5. Vista al microscopico de una suspension celular.

El principal componente de las células es su membrana celular (Figura 6). Su
estructura de doble capa lipidica separa el medio intracelular del extracelular

12



Antecedentes

(Figura 7). En la membrana se encuentran distribuidas proteinas encargadas de
la formacion de canales para un intercambio i6nico con el exterior (6smosis).
Por tanto la membrana actia como una interfase dieléctrica similar al modelo
eléctrico de las placas de un condensador plano-paralelo. Es la membrana la que
da las caracteristicas dieléctricas a la célula [31].

El liquido intracelular estd compuesto por agua, sales, proteinas, etc. El fluido
extracelular estd compuesto por agua y por productos metabolicos. Ambos
medios se consideran soluciones electroliticas, por tanto contiene iones libres
que pueden migrar. La conductividad en estos medios liquidos esta relacionada
con la presencia de sales en disolucion, cuya disociacion genera iones positivos
y negativos capaces de transportar la energia eléctrica si se somete el liquido a
un campo eléctrico. Estos conductores idnicos se denominan electrolitos o
conductores electroliticos.

13
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Los diferentes valores de impedancia que se observan a lo largo de todo el
espectro en tejidos son atribuidos principalmente a los cambios en la
conductividad de la membrana, debido a la polarizacion interfacial, a la
movilidad de los iones y moléculas con carga (principalmente iones Na“, K", CI
) v a los fenomenos de relajacion producidos por las rotacion dipolar y la
rotacion de partes de las macromoléculas [32].

Pliquett et al. [33] afirman que tanto ¢l medio intra como el extracelular son un
medio electrolitico con propiedades practicamente resistivas y, por ello,
cualquier variacidon de la fase o componente capacitiva de la impedancia da una
idea directa del estado de la membrana. Exponen un método de evaluacion de la
integridad de la membrana mediante un pardmetro que denominan Py que da
una idea del porcentaje de células que tienen la membrana intacta.

Al aplicar a la suspension celular una sefial de baja frecuencia [34], los iones
tienen tiempo de polarizar la membrana, creando una fuerte oposicion al paso
de corriente. Esto da como resultado una circulacion de corriente por el exterior
de la célula y por tanto una impedancia elevada en la medida. En cambio
cuando la medida se hace a altas frecuencias los iones no tienen tiempo de
polarizar la membrana, la membrana pierde sus propiedades aislantes y ésta no
ofrece tanta resistencia al paso de la corriente, obteniendo una impedancia
menor (Figura 8), que hace posible manifestar el aspecto capacitivo de la
membrana. Dependiendo del tipo de tejido, tamafio de las células y espacio
entre ellas, la corriente empieza a circular por el interior de las células a una
frecuencia determinada. Asi, se puede asociar una frecuencia caracteristica para
cada tejido.

Medio Células
extracelular

Figura 8. Circulacion de la corriente a alta frecuencia (linea continua) y baja
frecuencia (linea a trazos) a través de una estructura celular.
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Dicho de otro modo: La reactancia capacitiva de la membrana decrece
gradualmente con el incremento de la frecuencia. La reduccion del valor de la
impedancia del tejido es notable cuando la frecuencia alcanza un determinado
nivel. Si la frecuencia es suficientemente alta el efecto de la capacitancia de la
membrana puede ser despreciado y la impedancia se vuelve independiente de la
frecuencia.

Este comportamiento diferente en frecuencia se refleja en una variacioén en el
espectro de impedancia del conjunto celular. La variacion de la impedancia,
llamada relajacion, se encuentra en unas frecuencias determinadas. El
fenomeno de relajacion en los tejidos es el resultado de la polarizacion de los
dipolos y del movimiento de las cargas, que inducen un fendémeno de
conduccién. Los portadores de cargas son principalmente iones y la fuente
principal de dipolos son las moléculas polares del agua.

A bajas frecuencias, el valor total de la impedancia corresponde a la suma de
todos los procesos de polarizacion. A medida que la frecuencia de excitacion
aumenta, los procesos de polarizacion mas lentos (con una constante de tiempo
T mas grande) dejan de ser capaces de seguir al campo, y por tanto, dejan de
contribuir al valor total de la impedancia. A altas frecuencias, s6lo los procesos
con una dindmica muy rapida subsisten.

H. P. Schwan [35] definio tres regiones frecuenciales en las que la permitividad
y conductividad del tejido cambiaban significativamente de valor. Estas tres
regiones o dispersiones” se conocen como a, B y y. La mayoria de los tejidos
bioldgicos se ajustan a este patron espectral, que se muestra en la Figura 9. Las
tres bandas no siempre se pueden vincular a fenémenos biofisicos o procesos
electroquimicos. No obstante, la dispersion es causada por fendmenos de
relajacion.

* Se le llama dispersion a la dependencia de la impedancia con la frecuencia.
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o'
€' (mS/cm)
4
- 103

Frequency (Hz)

AFg '“15 AE'
Figura 9. Grifica de la permitividad y de 1a conductividad de tejidos biologicos en
funcion de la frecuencia.

Dispersion “o” (<10kHz) asociada a rasgos macroscopicos, es debida a
fenomenos de difusién/conduccién idnica de los iones que envuelven a la
membrana. La célula es poco conductora comparada con el medio
extracelular. Expresa la relajacion de los dipolos no permanentes que se
forman durante el flujo idnico a través de las superficies de las células.

Dispersion “B” (1KHz-10MHz) asociada a la estructura del tejido
también llamada relajacion estructural, es una medida directa del
comportamiento capacitivo de la membrana. Estd estrechamente ligada a
las propiedades de la membrana celular y a la forma de agrupacién para
la formacion de tejidos. Estos fendomenos de relajacion son causados por
el efecto Maxwell-Wagner  que provoca la polarizacion de la interfase.
Es la relajacion de la cual se puede extraer mayor informacion estructural
de la suspension celular.

" Se presenta en muestras heterogéneas (células suspendidas en liquidos) en las que las

cargas se desplazan con tendencia a acumularse en las interfaces de separacion de los

componentes del tejido. En tal caso, la distinta permitividad entre zonas provoca que se

acumulen cargas como si de pequefios condensadores se tratara.
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= Dispersion “y” (>1MHz) asociada a la estructura molecular. Derivada de
los fendmenos de relajacion de las moléculas dipolares permanentes,
como las moléculas de agua predominantes en los tejidos biologicos.

Modelo eléctrico

Este comportamiento eléctrico obedece a la ley de Debye obteniendo un modelo
eléctrico [36] que representa los diferentes fendmenos de conduccion eléctrica
que tienen lugar en la célula. De forma aproximada se puede modelizar la
impedancia mediante circuitos eléctricos denominados modelos de pardmetros
concentrados. En la Figura 10 se puede observar uno de los circuitos eléctricos
mas utilizados, el modelo de Fricke. Consiste en una resistencia para simular el
comportamiento del medio extracelular (R.), otra para el medio intracelular (R;)
y una capacidad para la membrana (C)).

Medio |
. Célula
intracelular /

Ci R; e Ci

——WA—

Re \ Medio

extracelular

Figura 10. Modelo que representa los principales mecanismos que
determinan la impedancia de una suspensién celular

A bajas frecuencias la impedancia de la suspension celular es R, mientras que a
altas frecuencias la impedancia tiende a ser el paralelo entre R, y R;

disminuyendo por tanto la impedancia total.

Existen otras representaciones de modelos eléctricos [37] en funcién de la
permitividad, como la ecuacién de Debye (Ecuacién 3).
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00

&y —&

* .
e (w)=¢,+ Ecuacion 3

1+ jor

donde €, y & son la permitividad a alta y baja frecuencia respectivamente y t el
tiempo de relajacion’.

Si ademas se afiade el efecto de la conductividad estatica, o,, debido a las
corrientes de conduccion por las imperfecciones del dieléctrico [38], la ecuacion
de Debye queda como la mostrada en la Ecuacion 4.

. . O

& — €
g(w)y=¢, +2L "=
I+ Jor ~ ws,

S

Ecuacion 4

Sin embargo, ya que los tejidos biologicos son medios heterogéneos que
involucran diversas constantes de tiempo (diferentes procesos de relajacion)
[39], la funciébn mas utilizada es la denominada ecuacion empirica de la
permitividad de Cole-Cole (Ecuacion 5).

&y — &y e

S
oy )

* .
e (w)=¢,+ Ecuacion 5

1+ jor, s,
donde a es un parametro empirico (cuyo valor puede variar de 0 a 1)
caracteristico de la distribucion de la frecuencia central de

relajacion, f, | 7, =—— | y del comportamiento no estrictamente capacitivo

C
de las membranas debido a las pérdidas dieléctricas, que da una idea del grado
de dispersion de las constantes de tiempo asociadas al fenomeno de relajacion y
de la homogeneidad del dieléctrico (las células no son todas iguales). Si a=0,

* . . .y . . .
Se define el tiempo de relajacion 7 como el intervalo de tiempo que caracteriza la
restauracion de un sistema perturbado a su configuracion de equilibrio, cuya amplitud

-t
de oscilacion en torno al equilibrio toma la forma € © y la frecuencia de relajacion el

valor inverso del tiempo de relajacion.
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indica que so6lo hay una constante de tiempo y la expresiéon compleja de la
permitividad coincide con la ecuacién de Debye.

Es muy util recurrir a la representacion de los fendmenos por medio de circuitos
equivalentes, para obtener una vision clara. Una relajacion se obtiene por medio
de un circuito equivalente RC paralelo. La frecuencia de relajacion corresponde
a la condicion de igualdad entre la resistencia y la impedancia capacitiva.

La parte real (Ecuacion 6) e imaginaria (Ecuacion 7) de la permitividad se
obtiene despejando de la ecuacion de Debye.

&y — & &y — &

gw)=¢,+ =% ') =—"—=%or
1+ ot 1+ ot
Ecuacion 6 Ecuacion 7

La Figura 11 muestra un proceso de relajacion segun el modelo de Debye. La
parte de la izquierda representa la permitividad real e imaginaria frente a la
frecuencia (diagrama de Bode). El grafico de la derecha la permitividad en el
plano complejo (diagrama de Nyquist o Cole-Cole).

4-¢ et
4
Ey—E Ey—E, fo= T
4 <)
f
f o=l log(f) Ee E.1E& o ¢
R 7

Figura 11. Representacion de la ecuacion de Debye. Diagrama de Bode y Nyquist
para un dieléctrico perfecto.

El maximo de &” se obtiene en: f, =— que es la frecuencia de relajacion.
T

Teniendo en cuenta la relacion existente entre la impedancia y la permitividad,

estas mismas ecuaciones pueden ser reescritas en funcidon de los componentes
eléctricos del modelo de Fricke (Ecuacion 8).
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R, - R,

Z=R_+ =) Ecuacion 8

1+ jor,

Donde Ry y R, son la impedancia a baja y alta frecuencia respectivamente.
Basandose en el modelo de Fricke, los parametros de la ecuacion Cole-Cole
[32] son los siguientes:

r=(R +R,)C, R, =R R, =—=&1

A nivel mundial hay multitud de grupos de investigacion que persiguen
relacionar las propiedades eléctricas de productos alimenticios con componentes
eléctricos. Por poner un ejemplo, en los trabajos de Bauchot et al. [40] y
Chevalier et al. [19] modelizan mediante parametros eléctricos los tejidos del
kiwi y del salmon; Lepetit et al. [41], Whitman et al. [42] estandarizan carne de
vaca y cerdo respectivamente y Wu et al. [25] caracterizan las propiedades
fisiologicas de la pulpa de la berenjena mediante un modelo de elementos
agrupados.

Tejido vivo vs. tejido muerto

Todas las observaciones previas se vinculan a tejidos bioldgicos vivos. En
tejidos muertos pueden presentarse variaciones en las respuestas obtenidas. En
funcion del tiempo post-mortem transcurrido, como consecuencia del cese de
los procesos electroquimicos y bioldgicos, la degradacion de las proteinas y la
pérdida de agua’, es posible que el comportamiento de la impedancia no sea el
esperado.

Martinsen et al. [43] evaluaron la frescura del pescado eglefino después del
sacrificio, midiendo las propiedades eléctricas del musculo desde 1Hz hasta
100kHz, y detectaron cambios considerables en las propiedades eléctricas del

" En la literatura cientifica se puede encontrar el término wet (humedo) asociado a los
tejidos vivos y dry (seco) a los tejidos muertos.
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musculo. Las dispersiones a y  (Figura 9) habian desaparecido después del
periodo post-mortem.

Diversos estudios [44][45] han demostrado los cambios en la impedancia de los
tejidos antes y después de su muerte. Se produce un cambio estructural en
proteinas que desencadena la desnaturalizacion de la membrana. En un mismo
tejido vivo o muerto apenas hay diferencias de resistencia a frecuencias altas
(R,), pero si pueden ser importantes los incrementos de su resistencia a
frecuencias bajas (Ry) por lo que el arco del espectro de impedancias en el plano
complejo (diagrama de Nyquist) tiende a desaparecer.

Conocer los cambios fisiologicos que se producen en los tejidos a través del
estudio de las propiedades eléctricas durante estas etapas puede resultar 1til en
diversas areas, entre otras en medicina para el diagndstico de érganos y la
valoracion del estado muscular o en alimentacion para determinar la frescura de
carne y pescado, etc.

En esta tesis se mide la impedancia de alimentos (carne picada, muestras de
lomo, filetes de pescado). Los resultados obtenidos guardan una estrecha
relacion con lo expuesto en este apartado. Sin embargo no es objeto de esta tesis
establecer una relacion directa entre los modelos tedricos de los tejidos celulares
y los valores de impedancia obtenidos. Tanto la complejidad de los sistemas
medidos como la geometria de los electrodos utilizados hacen extremadamente
dificil el desarrollo de modelos tedricos fiables.

2.2. Aplicaciones de la espectroscopia de impedancia

La espectroscopia de impedancia aunque es una técnica que se conoce desde
hace muchos afios, ha experimentado un gran ‘“crecimiento” gracias en gran
parte a la aparicion de sistemas electronicos de gran precision y exactitud y con
una alta velocidad de procesamiento que hacen posible las exigencias de esta
técnica.

Los campos de aplicacién de la espectroscopia de impedancia son muchos y

muy variados. La medicina es posiblemente el sector que la ha empleado con
mas asiduidad. Se ha usado para caracterizar parametros de amplia divulgacion
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popular. Un claro ejemplo es su utilizaciéon en el analisis de la composicion
corporal [46]. Es frecuente encontrar en farmacias basculas con asideros para
colocar las manos. En esta empufiadura se situan los electrodos necesarios para
calcular la impedancia corporal, que estima la cantidad de grasa, musculo y
liquido de un individuo. Incluso existen ya basculas domésticas con electrodos
en la superficie de la plataforma, que realizan la medida al colocar los pies
descalzos.

Igualmente se ha recurrido a ella para, a través de la evaluacion de la capacidad
pulmonar, poder identificar disfunciones en regiones pulmonares [47]. Se
coloca una serie de electrodos a lo largo del perimetro del pecho del paciente.
Sucesivamente se aplica corriente en dos de ellos y se mide la tension en los
restantes. El resultado final es una imagen de impedancia casi en tiempo real.

También es una técnica muy util en la hemodialisis. Permite determinar la
cantidad de liquido que se debe extraer al paciente asi como monitorizar y
controlar el ritmo de extraccion de este liquido [48]. Ademads, es apto como
sistema de vigilancia de su estado nutricional y método de ajuste del aporte de
proteinas requerido [49]. Se coloca un medidor de bioimpedancia en tres
regiones del cuerpo. Los cambios que se produzcan indican si el ritmo de
extraccion es el adecuado o no.

Se han presentado diversos estudios que explican los cambios fisiologicos
producidos durante la isquemia al relacionarlos con los cambios experimentados
en las propiedades eléctricas de los tejidos, demostrando asi que esta técnica
puede dar lugar a nuevos métodos de medida eléctrica para la monitorizacion de
procesos fisiologicos. En esta linea se desarrollan los trabajos de S. Othman et
al. [27] y S. Kun et al. [50]. El primero analiza el dafio y los cambios
estructurales en un tejido causados por isquemia y otras patologias y el segundo
mide los cambios en la isquemia o perfusion de tejidos. E. Gersing [51]
considera que la espectroscopia de impedancia eléctrica es una técnica capaz de
cuantificar el nivel de isquemia. Martinsen et al. [43] auguran que la medida de
las propiedades eléctricas de o6rganos y tejidos de animales durante la isquemia
constituird sin ninguna duda la base de las nuevas herramientas de diagndstico y
de evaluacion de calidad de los alimentos en el futuro.

I. Szymanska et al. [52] aplican la espectroscopia de impedancia junto con la
voltametria ciclica como herramienta de analisis para la determinacion de la
eficacia de nuevos medicamentos para el tratamiento del Alzheimer.

22



Antecedentes

Desde 1992, varias investigaciones han pretendido determinar el potencial de la
espectroscopia de impedancia como método de deteccion de cancer de mama.
McRae y Esrick [53], Blad y Balterop [54] y Heinitz y Minet [55] emplearon la
parametrizacion de Cole-Cole en la caracterizacion de tejidos cancerosos.
Chaudhary et al. [56], R. Pething [34] y J. Jossinet et al. [57] han identificado
las propiedades dieléctricas de tejidos mamarios humanos malignos y normales
en un amplio rango de frecuencias con el fin de establecer un patron de
diferenciacion.

T. E. Kerner et al. [58] y Surowiec et al. [59] examinan su capacidad como
herramienta de diagnostico del carcinoma de mama humano. Ambos concluyen
que el tejido canceroso tiene mayor permitividad y conductividad que el tejido
normal, lo que posibilita su diferenciacion.

La industria de los metales también se ha valido de esta técnica para determinar
y monitorizar el mecanismo de corrosion. Para Deflorian et al. [60] la
espectroscopia de impedancia constituye una herramienta eficaz para entender
el proceso de corrosion de los recubrimientos organicos de metales reactivos.
Carullo et al. [61] presentan un instrumento portatil, de bajo coste, apto para
controlar la corrosiéon mediante el analisis rapido de la impedancia.

La espectroscopia de impedancia ha sido ampliamente utilizada para
caracterizar propiedades de materiales so6lidos, como los referidos a
continuacion.

En ingenieria ceramica se ha adoptado como recurso para estudiar las
propiedades eléctricas del policristalino BigFe,Ti;O,5 en el rango de temperatura
de 30-550 °C [62] y Prabakar et al. [63] examinaron la impedancia de muestras
duras y blandas de PZT cerdmico comercial antes y después de la fatiga a
determinados rangos de temperatura.

Ha servido para observar el comportamiento de ciertos materiales de
construccion al someterlos a bajas temperaturas. Concretamente, Coverdale et
al. [64], en base a medidas de espectroscopia de impedancia, estudiaron la
evolucion de las propiedades dieléctricas de pastas hidratadas de cemento
portland durante el enfriamiento desde temperatura ambiente hasta -50 °C.

También se ha empleado para estudiar la evolucion de la impedancia eléctrica
del silicio poroso al someterse a un sobrecalentamiento [65].
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Los trabajos realizados por S. Takashima et al. [66] para determinar los cambios
producidos en la permitividad de ciertos aminodcidos y proteinas conforme se
incrementa la absorcion de agua han concluido que se producen incrementos
proporcionales tanto en el parametro dieléctrico como en el agua absorbida
hasta que se completa la primera capa de absorcion. Las capas posteriores ya no
provocan alteraciones significativas en la permitividad.

Espectroscopia de impedancia aplicada a la industria alimentaria

En lo que respecta a la tecnologia de alimentos, la espectroscopia de impedancia
es una técnica de control y analisis con diversas aplicaciones. Mediante la
correcta interpretacion de la medida de la bioimpedancia puede lograrse la
caracterizacion de un proceso complejo, la determinacion de propiedades
fisicoquimicas o sensoriales e incluso el establecimiento de procedimientos de
control que permitan garantizar la calidad del alimento mediante la
monitorizacion en linea y el seguimiento en tiempo real de toda la produccion.

Desde los anos 80 diferentes estudios han evaluado el contenido en grasa en
animales. La grasa es un buen aislante eléctrico y juega un papel importante en
la impedancia de los tejidos. Se han realizado estimaciones de grasa en carne de
cerdo y vaca midiendo la resistividad de los tejidos [67] [68]. También se han
hecho estudios post-mortem del contenido en grasa que han alcanzado una
precision del 95%, debido a que inmediatamente después del sacrificio del
animal no existe modificacion de las membranas o compartimentos
extracelulares [69].

Segun Damez et al. [70] la medida de la bioimpedancia puede considerarse un
parametro valido para estimar el envejecimiento de la carmne de ternera. El
mismo autor profundizé en el estudio del envejecimiento de carne de ternera
observando especificamente los cambios de la conductividad [32]. El
envejecimiento de la carne induce cambios estructurales que desencadenan una
disminucion de las propiedades aislantes de las membranas celulares. La mezcla
de electrolitos intra y extra celulares ocasiona una variacion de las propiedades
eléctricas medible mediante espectroscopia de impedancia.

Otros autores consideran que la medida de la impedancia bioeléctrica es capaz
de proporcionar un método de prediccion preciso y rapido del rendimiento de
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las canales de ternera, pudiendo clasificarlas en funcion de su productividad
[71].

Chanet et al. [72] consideraron que la espectroscopia de impedancia aportaba
una mejora al proceso de fabricacion de carne de cerdo picada enlatada.
Mediante esta técnica era posible estimar en contenido de agua y lipidos de la
carne y por tanto conocer su composicion. Disponer de esta informacion
permite establecer medidas correctoras previas al enlatado del alimento en caso
de detectarse desviaciones significativas.

Se han realizado ensayos para evaluar si la espectroscopia de impedancia
medida en piezas de jamoén no curadas (tras 36 horas post mortem) puede
predecir determinadas propiedades sensoriales del jamon curado [73]. Tras el
procesado de los datos se obtuvo una relaciéon entre ciertos parametros
eléctricos y atributos relacionados con la textura, que podria dar lugar a
establecer un criterio de seleccion de la materia prima.

Del mismo modo, Oliver et al. [74] demostraron la correlacion existente entre la
impedancia eléctrica y la aptitud tecnologica de la carne para someterse a un
proceso de curado. Sugirieron asi un criterio de seleccion de piezas de carne
para la obtencion de jamon.

Harker y Maindonald [75] han realizado mediciones de impedancia eléctrica
para caracterizar los cambios en el estado de las membranas y en la resistencia
intracelular y extracelular, asi como los cambios durante la maduracién de las
nectarinas. Estas medidas se relacionan con los cambios en la textura del fruto
evaluados por su firmeza. Con la misma intencién Bauchot et al. [40] se han
centrado en el estudio de la impedancia para evaluar la maduracion del kiwi.

Otro trabajo consiguid establecer una relacion directa entre el grado de dilucion
del puré de manzana pasteurizado y ciertos parametros eléctricos [76]. El
modelo eléctrico fue capaz de discriminar todas las diluciones.

En la elaboracién de cava y cerveza la medida de la bioimpedancia se emplea
como indicador de la concentracion de levaduras presente en el tanque de
fermentacion [77].

Wu et al. [25] analizan las caracteristicas de la pulpa de la berenjena bajo
tratamiento de congelacion y descongelacion mediante la técnica de
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espectroscopia de impedancia. Después del tratamiento los valores de
impedancia de las muestras pierden su caracter original, mostrando un
comportamiento independiente de la frecuencia, lo que verifica que las
membranas de las células fueron severamente dafiadas en el proceso de
congelacion.

Se ha aplicado la espectroscopia de impedancia para dimensionar los dafios
producidos en la patata al someter al tubérculo a un proceso de congelacion a
temperatura de -3 °C. La impedancia correspondiente a los tejidos congelados
fue muy elevada [78].

También se han analizado los cambios producidos en varios parametros
dieléctricos de diferentes tipos de pescado durante su almacenamiento para
establecer su grado de frescura [79]. Este método ofrece una medicion in situ
sencilla para determinar el inicio de la descomposicion. Swatland et al. [80]
evalian la frescura de pescado post-mortem mediante impedancia eléctrica,
concluyendo que los cambios producidos en la estructura celular son debidos a
las pérdidas en la capacitancia de la membrana celular.

Vidacek et al. [81] estudian la impedancia de piezas de lubina sometidas a
distintos procesos de congelacion (rapido y lento) y a diferente ntimero de ciclos
de congelacion y descongelacion. Chevalier et al. [19] estima el contenido de
sal y humedad en salmon.

H. Lizhi et al. [82] han examinado la capacidad de la espectroscopia de
impedancia para identificar la adulteracion del aceite de oliva. Los resultados
fueron concluyentes. La técnica podria utilizarse para discriminar
adulteraciones incluso para proporciones de adulterantes inferiores al 5%.

Toyoda et al. [83] han desarrollado un método sencillo de control de la
fermentacion de masas panarias, secuenciando todo el proceso y formulando los
parametros dieléctricos asociados a una 6ptima produccion y retencion de gas.

La espectroscopia de impedancia ha propiciado la creaciéon de un sistema
automatico de monitorizacion en linea para elaboracion del yogur [84]. Se ha
probado la estrecha relacion existente entre la impedancia y los parametros
bésicos de control del proceso (acidez y consistencia). Otra ventaja de este
sistema frente al método tradicional es su limpieza y su caracter no destructivo.
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3. Lenguas electronicas en la industria alimentaria

Los sensores electronicos, tanto las lenguas electronicas (de naturaleza
potenciométrica o voltamétrica) [85] como los sistemas basados en
espectroscopia de impedancia, estan siendo actualmente objeto de estudio. El
hecho de que puedan emplearse como herramientas de analisis en la industria
alimentaria, favoreciendo el control de procesos y la evaluacion de la calidad de
los productos, los convierte en una excelente alternativa a las técnicas clasicas
de control. Otros factores a valorar muy positivamente son que no requieren el
empleo de mano de obra cualificada, lo que se traduce en una reduccion de
costes y que proporciona determinaciones instantaneas, eliminando el tiempo
empleado en la realizacion de los analisis. El desarrollo de sensores basados en
estas técnicas permite disponer de métodos de medida fiables, rdpidos y no
destructivos. Ademas, la posibilidad de obtener medidas on-line que habiliten la
toma decisiones rapidas o el establecimiento de medidas correctoras en funcion
de la marcha del proceso, permite aumentar el rendimiento productivo y
alcanzar un mayor grado de uniformidad en los productos terminados, un
atributo de calidad final muy valorado.

Ambos sensores electronicos estan basados en el mismo principio [86][87]. Las
lenguas electronicas estan formadas por un conjunto de electrodos no selectivos
con diferentes grados de sensibilidad a multiples propiedades. Esta sensibilidad
cruzada significa que el sensor no responde s6lo a un analito sino a diferentes
sustancias presentes en el medio. La respuesta de este conjunto de electrodos
ofrece una huella electronica caracteristica para cada especie. La suma de todas
las huellas permite establecer un patréon de reconocimiento. Con el adecuado
tratamiento estadistico de los datos se obtiene un analisis tanto cualitativo como
cuantitativo. La diferencia entre las lenguas electronicas y los sistemas basados
en espectroscopia de impedancia es que en estos ultimos el conjunto de
electrodos se reduce a uno. Al realizar determinaciones de impedancia en un
rango de frecuencias predeterminado, se crea un espectro.

Existen discrepancias en la comunidad cientifica respecto a cual debe ser la
definicidon de este tipo de sensores electronicos. Esta falta de consenso queda
plasmada en el trabajo de Gutés et al. [88]. Ciertos investigadores califican las
lenguas electronicas como sistemas multiparamétricos, por su capacidad de
analizar varios componentes con una sola medida. Sin embargo otros
cientificos, principalmente los japoneses, prefieren emplear para su descripcion
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el término taste sensor o sensor de gusto. Atendiendo a esta segunda
denominacion, el sistema de medida desarrollado en esta tesis puede
considerarse una lengua electronica.

En los ultimos afios se estan llevando a cabo investigaciones para evaluar el uso
de lenguas electronicas como herramientas analiticas aplicables en el control de
productos sodlidos, tales como la carne, frutas y verduras [89][90][91]. En los
trabajos de Barat et al. [92] y Gil et al. [93] se utiliza una lengua
potenciométrica de electrodos metalicos para la monitorizacion de la frescura
del pescado blanco.

3.1. Caracteristicas generales de un sistema de medida basado en la
técnica de espectroscopia de impedancia

La espectroscopia de impedancia en es una técnica analitica basada en la
medida de la impedancia de una muestra sometida a un barrido de frecuencias
[94][95][96]1[97][98][99]. Para su determinacion tradicionalmente se empleaba
un puente de demodulacién sincrona, que hacia posible convertir las medidas
realizadas a altas frecuencias en magnitudes equivalentes referenciadas a bajas
frecuencias.

Se partia de dos sefiales senoidales sincronizadas con una pequefia diferencia de
frecuencia. Una de ellas se aplicaba a la muestra. La medida de la diferencia de
potencial obtenida al atravesar una impedancia de referencia (de wvalor
conocido) constituia la corriente de excitaciéon. La segunda sefial se empleaba
para demodular los potenciales medidos, que requerian el uso de amplificadores
de instrumentacién. Las sefiales demoduladas guardaban la informacion en
amplitud y fase de la muestra a la alta frecuencia original pero trasladada a la
frecuencia diferencia, lo que permitia su facil digitalizacion y captura mediante
tarjetas de adquisicion de datos comerciales insertadas en un PC. Por ultimo, el
ordenador reconstruia los espectros de amplitud y fase originales en base a las
sefales recogidas.

Hoy en dia estas técnicas de medida de la impedancia estan evolucionando

[100], debido a la mejora de la eficiencia de los convertidores analogico-digital,
al uso de técnicas de procesamiento digital y al rdpido desarrollo de potentes
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sistemas electronicos de procesamiento digital (microprocesadores, DSP’ y
dispositivos de logica programable), que ahora pueden realizar miles de
millones de operaciones por segundo.

La medida de la impedancia es un tema relevante, prueba de ello son los
diversos trabajos publicados recientemente. Radil et al. [101] y Arpaia et al.
[102] han proyectado un medidor de impedancias. El primero mediante un DSP,
utilizando un direct digital synthesizer para generar las sefales senoidales. El
segundo emplea un microcontrolador de 32 bits. Hoja et al. [103] desarrolla un
analizador de espectroscopia para medidas de alta impedancia. Ramos et al.
[104][105] en sus trabajos implementan el disefio analdgico de un analizador de
impedancia para minimizar la dependencia con la frecuencia. La maxima
frecuencia de generacion a la que trabajan todos estos espectrometros esta por
debajo de los 100KHz. Concretamente 4,5KHz para [102], 10KHz para [101] y
[104][105] y 100KHz para [103].

Para el disefio del sistema de medida desarrollado en esta tesis se ha optado por
la utilizacion de técnicas digitales, dada la gran capacidad de procesamiento y
almacenamiento de los dispositivos digitales actuales. Se han empleado tanto
para la generacion de la sefial a aplicar a los electrodos como para el posterior
muestreo. Para el calculo de la informacion de amplitud y fase se ha requerido
un procesamiento en software. Las técnicas analogicas se emplearon sélo para
la acomodacion de sefiales. A diferencia de los trabajos anteriormente citados,
la méxima frecuencia de trabajo empleada para la generacion de sefiales ha sido
de 1MHz con una frecuencia de muestreo de 25MHz". En el siguiente capitulo
se desarrolla ampliamente el sistema de medida desarrollado.

Otros autores, sin embargo estudian las propiedades eléctricas de los materiales
con equipos comerciales centrando el disefio en los electrodos y en el software
de la aplicacion. Este es el caso de Wu et al. [25], que utilizan un tester LCR
Hioki 3532-50 capaz de realizar medidas de impedancia automadticas de 50
puntos en un rango de 42Hz a SMHz con senales de 1V de amplitud.

* Radil y Ramos [104][101][105] muestrean a 96 KS/s a la maxima frecuencia de
generacion, 10KHz (9.6 puntos por periodo).
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3.2. Métodos de medida de impedancia

Existen varios métodos de medida de impedancia (Figura 12). Los mas
comunes son el andlisis de redes, la medida en puente, la medida de I-V, el
puente autobalanceado y la resonancia [106].

[ Analizador de Redes >
100 KHz

| I-V en RF |
1 MHz 1,8 GHz

| -V |
10 KHz 110 MHz

l Resonancia |
22 KHz 30 MHz 70 MHz

| Puente auto balanceado |
5 Hz 40 MHz

T T T T

i 10 100 1K 10K 100K 1M 10M 100M 1G  10G

Frecuencia (Hz)

Figura 12. Técnicas de medicion de impedancia.

El método de resonancia se aplica colocando la impedancia incognita en serie
con una bobina y un condensador. Este ultimo que se ajusta hasta que el circuito
entra en resonancia. Una vez conocidos los valores de la tension en el
condensador, la frecuencia y la bobina se puede determinar la impedancia. Esta
técnica tiene ciertas limitaciones. Por un lado, es dificil conseguir bobinas con
factores de calidad aceptables. Por otro, no se puede emplear a bajas
frecuencias. Es un sistema habitual en la medicion de determinados
componentes electronicos.

El método de andlisis de redes es el que admite las frecuencias mas elevadas. El
valor minimo de frecuencia en el que puede aplicarse es de 100 kHz. Su
exactitud supera a los demas sistemas a partir de los 1,8 GHz. Este rango de
frecuencias hace muy dificil su aplicacion ya que el margen de medida de la
impedancia es reducido y cercano a la impedancia caracteristica de la guia de
onda, por lo general 50Q. Este método engloba dos tipos de medidas:
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= La reflectometria en el dominio del tiempo: Se aplica un pulso a la
impedancia a medir. La medida de las caracteristicas de los pulsos
reflejados determina el valor y la configuracion de la impedancia.

» Medida del coeficiente de reflexion: Se aplica una tension senoidal a la
impedancia a medir. La medida de la tensiéon devuelta por el circuito
determina la impedancia. Es una técnica precisa para valores de
impedancia préximos a 50 Q.

El método de medida I-V (Figura 13) consiste en aplicar una corriente o una
tension a la impedancia desconocida y medir la tension o la corriente que
circula por ésta. La impedancia problema Zyx se coloca en la parte inferior y una
impedancia patréon o conocida R en la parte superior del divisor. Si se trabaja en
notacion fasorial, conociendo la tension aplicada al divisor (V) y midiendo la
tension en la resistencia (V,), la impedancia problema se resuelve mediante la
Ecuacion 9.

R Ecuacion 9

Este es el método méas habitual de medida. El margen de medida esta
comprendido entre 10kHz y 110MHz para la medida I-V y IMHz y 1,8GHz
para medida I-V en RF. Tiene la ventaja de poder medir un amplio margen de
impedancias con una gran exactitud, si embargo esta precision disminuye a
medida que aumenta la frecuencia. En la figura se puede ver el sistema de
medida.

Figura 13. Método de medida I-V.
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Esta configuracion tiene una desventaja. La impedancia problema estd en
paralelo con la impedancia de entrada del equipo de medida Z;,,. A menos que
la impedancia patron sea muy pequefia con respecto a Ziny, €s decir, Zx << Zipp,
esta configuracion lleva a un error en la medida de Zx.

Un método mas elaborado para la medida de la impedancia es el puente
autobalanceado. Esta técnica minimiza el error del modelo anterior, eliminando
cualquier capacitancia paralela a la impedancia problema. Otra ventaja
destacable es su amplio margen de medida de impedancia y una gran precision
en todo su rango de frecuencias. Es el sistema escogido para la medida de
impedancia en esta tesis.

Método de puente autobalanceado

El método puente autobalanceado (Auto-Balancing Bridge, ABB) es
ampliamente utilizado en sistemas de analisis de impedancia de baja frecuencia.
Su rango de aplicacion se situa entre los SHz y los 40MHz. En la Figura 14 se
muestra el diagrama del circuito ABB.

V1
= X = . —
| SSSSS—— ) | S )
Rs A ZX B Rr

V2

Figura 14. Método de medida puente autobalanceado.

Para realizar una correcta determinacion de la impedancia se requiere
previamente una estimacion muy precisa tanto del voltaje aplicado sobre la
carga como de la corriente que fluye por ella. La cuantificacion del voltaje “V1”
se produce en el terminal “A”. Al tratarse de una medida aislada se garantiza un
calculo de gran exactitud. La corriente que fluye por la carga se conduce al
terminal “B”. Para evitar corrientes de pérdida por la capacitancia parasita entre
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el terminal B y masa, se somete dicho terminal a un proceso de “masa virtual”.
Esta técnica, mediante un bucle de realimentacion denominado null-loop,
mantiene un nivel de voltaje cercano a masa en el terminal “B” proporcionando
una excelente guarda. De esta forma se asegura una valoracion fiable de la
corriente.

El circuito que constituye el bucle de realimentacion es un convertidor
corriente-tension que mantiene la masa virtual en el terminal “B” y conduce la
corriente a una resistencia de referencia Rr. El voltaje registrado en dicha
resistencia mide la corriente que fluye por la impedancia Zx desconocida.

Los equipos instrumentales cuyo funcionamiento se basa en esta técnica suelen
disponer de varias resistencias de referencia para poder alcanzar elevadas
resoluciones en un amplio rango de corrientes.

En base a la configuracion descrita previamente (Figura 14), la expresion del
calculo de la impedancia es la mostrada en la Ecuacion 10.

\Y
Zy = —LRr Ecuacion 10
v,

El funcionamiento de este circuito es correcto a frecuencias bajas pero se
deteriora a frecuencias altas, puesto que la ganancia del amplificador
operacional empieza a decaer. Como consecuencia de esta deriva, la medida de
la impedancia aparente a frecuencias altas responde a la Ecuacion 11 [24]:

. f
Zied =Zx + Jf_(zx + Rr) Ecuacién 11
0

Donde f es la frecuencia a la que se realiza y fy la frecuencia a la que la ganancia
en lazo abierto del amplificador operacional cae a la unidad. La Ecuacion 11
puede reescribirse como la que se muestra en la Ecuacion 12.

Zoeq =2y + j27fLg Ecuacion 12

En la que
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_Zy +Rr

L
S 24,

Ecuacion 13

En el caso de que la impedancia desconocida fuera una resistencia, el error
introducido es equivalente a una inductancia en serie con ella. En la Figura 15
se observa el efecto del error de la inductancia en un espectro de muestras de
YSZ policristalino de area 0,21 cm” medido en aire a una temperatura de 850 °C
(J Macdonald et al. [24])

02 1 MH;z

1 1Hz
f\.l o0 b bop—rrm——rm—m—m—m—mmrm—m—m—_— -
.02 1 1 1 1 1
1.4 1.6 1.8 2.0 2.2 24
Z'(Q)
Figura 15. Efecto del error de la inductancia en un espectro de muestras de YSZ
policristalino.

Los circulos son los datos y los puntos son los datos corregidos, en los que se ha
eliminado la impedancia parasita.

Otra desventaja de este circuito [107] es que el puente no puede equilibrarse
cuando la frecuencia es demasiado alta o cuando la longitud del cable es
demasiado larga. Cuando la frecuencia es muy alta, si ésta coincide con la
cuarta parte de la longitud de onda de la sefial, se puede producir una onda
estacionaria en la ruta de la medicion. Durante un barrido frecuencial es muy
probable que una de las longitudes de onda de las altas frecuencias aplicadas
cumpla esta condicion. Si esto sucede, el terminal “B” no puede controlar la
diferencia de potencial entre el interior y el exterior de los conductores. El
resultado es que el puente pierde el equilibrio.

Sin embargo, en una medida a baja frecuencia, los niveles de la sefial en ambos
extremos de la ruta de medicion son iguales. A medida que aumenta la
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frecuencia, los niveles de sefial en cada extremo del recorrido de medicion
empiezan a divergir. Por consiguiente, el problema se desvanece limitando la
frecuencia maxima de trabajo del circuito. De esta forma puede mantenerse el
equilibrio del puente y un adecuado comportamiento del circuito.

Eleccidn de la resistencia de referencia

Los instrumentos de medicion de impedancias tienen varias amplitudes de
medida. Concretamente, el sistema de medida disefiado en esta tesis dispone de
cuatro diferentes escalas de corriente. El equipo selecciona automaticamente el
rango de medida de corriente que debe emplear en funcién de la impedancia que
presenta la muestra. Con ello se asegura que el convertidor A/D se alimenta con
el maximo nivel de sefial. Ademas este criterio de discriminacién incrementa la
precision del calculo al aumentar la relacion sefial/ruido (S/N). En efecto, la
medida de la impedancia es muy precisa cuando su valor es proximo al limite
maximo del rango empleado y se desvirtiia notablemente cuando se sitia muy
por debajo de él, pudiendo incluso provocar discontinuidades en las medidas.

3.3. Ruido eléctrico

El ruido eléctrico esta siempre presente en los circuitos y sistemas electronicos.
Se define ruido [108] como cualquier sefal eléctrica indeseada capaz de
interferir de algin modo con la sefial propiamente dicha, enmascarandola. Su
estudio y minimizaciéon es importante en practicamente todas las aplicaciones
electronicas, de manera especial cuando la sefial a medir tiene una amplitud
comparable a la del propio ruido.

El objetivo principal de todas las aplicaciones electronicas que traten con
sefales pequeiias es reducir todo lo posible cualquier forma de ruido que se

pueda producir.

Atendiendo a la naturaleza u origen fisico, el ruido se clasifica en:
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» Ruido intrinseco. Se produce por el movimiento de las cargas en los
conductores y semiconductores, bien por la energia térmica (ruido
térmico) o por las variaciones de velocidad de las cargas provocadas por
la naturaleza del material.

= Ruido externo. El origen de estas interferencias es la presencia de campos
eléctricos, magnéticos y electromagnéticos cerca del sistema. Dichos
campos interaccionan mediante acoplamientos capacitivos o inductivos.

La problematica de las interferencias radica en que, incluso en circuitos con
esmerados disefios, influyen en su comportamiento final. Aunque en la practica
es muy dificil eliminarlas, hay ciertos métodos para paliarlas, como son:
filtrado, desacoplo, reorientacion fisica de componentes, cables y pistas,
blindajes, técnicas de guarda, etc. En el trabajo de K. F. Anderson [109] se
desarrolla una técnica de guarda multipotencial para proteger regiones con
gradiente de potencial.

En las lenguas electronicas, donde se trabaja habitualmente con sefiales
analégicas de amplitud relativamente pequena, el tratamiento del ruido cobra
especial relevancia con objeto de aumentar la relaciéon S/N.

4. Electrodos

El electrodo es la interfase entre el sistema electronico y el sistema fisico (tejido
biologico, disolucion, etc.) que permite aplicar y registrar un estimulo eléctrico
sobre una muestra. Debe disefiarse con materiales lo més inertes posibles que
minimicen su deterioro, ya que si éste llegase a producirse liberaria sustancias al
medio produciendo alteracion en la composicion de la muestra.

El disefio o eleccion de los electrodos es uno de los puntos mas criticos en el
desarrollo de una experiencia. En la literatura cientifica pueden encontrarse
varios tipos de electrodos. Por ejemplo Kitamura et al. [84] utilizan electrodos
plano-paralelos que insertan en una mezcla de sustrato precalentado de leche y
yogur para monitorizar el proceso de elaboracion. Chevalier et al. [19] disefian
unos electrodos cilindricos que miden la impedancia en la superficie del salmon.
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Debido a las grandes dimensiones de los electrodos las determinaciones
realizadas con ellos tienen un caracter destructivo. Ademas, no pueden llevarse
a cabo en el interior del producto. Para evitar estos inconvenientes hay que
recurrir al uso de electrodos de dimensiones reducidas, que hacen factible su
penetracion en la muestra y la realizacion de medidas internas considerandose
sistemas de medida no destructivos [68][70][110]. Whitman et al. [42] utilizan
un electrodo de agujas de acero inoxidable de 3 mm’ para las medidas de
impedancia eléctrica. Lepetit et al. [41] para sus experiencias utilizan varios
tipos de electrodos, unos construidos con agujas y otros plano-paralelos en
diferentes configuraciones, separacion y profundidad. Martinez-Mafiez et al.
[111] han desarrollado un sensor multielectrodo basado en tecnologia thick-film
para aplicaciones medioambientales.

Un sistema de medida electroquimico incorpora por lo general tres electrodos
[29]:

= FElectrodo de referencia

= FElectrodo auxiliar

= Electrodo de trabajo

Sin embargo para la técnica de espectroscopia de impedancias no es necesario
trabajar en una configuracion a tres electrodos (potenciostato) en dos supuestos
[30]:

» (Cuando los dos electrodos estan hechos del mismo material

= Cuando uno de los electrodos es mucho mayor que el otro

Como se vera en el Capitulo 1. Desarrollo del sistema de medida, los
electrodos utilizados en esta tesis cumplen al menos uno de estos supuestos, por
lo que el sistema electrénico se ha disefiado para trabajar en configuracion de
dos electrodos.

Interfase electrodo — electrolito. Doble capa eléctrica

Los responsables de la carga tanto del electrodo como de toda la circuiteria
asociada son los electrones. Sin embargo, en un medio bioldgico dicha carga
viene condicionada por los iones presentes en €l, tanto positivos como negativos
(Na", K', CI' etc.). Cuando se introduce un electrodo, sin aplicar ningin
estimulo sobre ¢l, s6lo por el hecho de entrar en contacto el metal y los iones, se
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produce una reordenacion de las cargas (Figura 16). Estas se distribuyen de
forma que en el perimetro del electrodo se posicionan todas las cargas negativas
y en la superficie contigua a ¢l se orientan las cargas positivas presentes en el
electrolito. La disposicion se asemeja a la que provoca un condensador. Este
fenomeno de alineacion ionica de equilibrio se denomina “capacidad de doble
capa’”.

Electrolito

Figura 16. Formacién de la doble capa eléctrica en la interfase electrodo —
electrolito [112].

Cuando se estimula eléctricamente, se produce una transferencia de carga de la
superficie del electrodo al electrolito. Dicha transferencia puede venir
provocada por dos mecanismos denominados:

38

Procesos no faradicos. Es un proceso capacitivo que se basa en una
atraccion — repulsion de los iones como respuesta a los cambios de carga
que se originan en la superficie del electrodo. Por tanto, no hay
transferencia neta de carga al electrolito y no se producen reacciones
quimicas que puedan dafar al electrodo o tejido.

Procesos faradicos. Estos procesos comienzan en el momento en el que
se produce un paso neto de electrones y viene acompafiado por procesos
de oxidacion — reduccion en el electrolito. Conviene evitar
transformaciones de este tipo, siempre que sea posible. Algunas de estas
reacciones redox dan lugar a procesos de corrosion del metal, con el
consiguiente cambio de estructura y naturaleza del electrodo. También
pueden alterar la composicion quimica de la muestra, provocando
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variaciones en las propiedades del tejido (pH, etc.). Se caracterizan por
ser, en general mas lentos que los no faradicos, puesto que ademas de la
atraccion o repulsion electrostatica, existe difusion de especies quimicas.
Los procesos faradicos estan gobernados por la ley de Faraday que
establece que la extension de una reacciéon quimica en un electrodo es
proporcional a la intensidad de corriente. Las corrientes resultantes son
llamadas corrientes faradicas.

Modelo eléctrico equivalente

La existencia de estos dos procesos hace que pueda establecerse una
equivalencia entre el sistema electrodo — electrolito y un modelo eléctrico
equivalente configurado por dos componentes: Capacidad (Cy), proveniente de
la doble capa eléctrica, y resistencia en paralelo (R;) denominada impedancia
faradica (Figura 17). Este modelo estd estrechamente relacionado con la
geometria de los electrodos y la naturaleza de la muestra (impedancia del
electrolito (R.)).

Figura 17. Esquema equivalente del sistema electrodo-electrolito.

En el caso de los estudios realizados en esta tesis, tanto la geometria de los
electrodos como la naturaleza de las muestras dificultan enormemente la
obtencion de un modelo fiable para el conjunto electrodo-muestra. Por lo tanto
la prediccion de los pardmetros fisicoquimicos a partir de las medidas de
impedancia no se llevara a cabo en base a modelos teodricos sino utilizando
modelos estadisticos de prediccion.
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5. Técnicas de analisis multivariante

El objetivo final de la tesis es la obtencion de modelos predictivos que permitan
determinar parametros fisicoquimicos de las muestras analizadas a partir de las
medidas de impedancia.

Un primer enfoque seria la obtencion de modelos tedricos del conjunto
electrodo-muestra consistentes en redes RC, y la evaluacion, a partir de las
medidas de impedancia, de los valores de las resistencias y condensadores de
dichas redes. Estos wvalores pueden relacionarse con los pardmetros
fisicoquimicos objeto de estudio. Sin embargo la complejidad de los sistemas
propuestos en la tesis (Antecedentes 2.1.- Impedancia de los tejidos bioldgicos
pagina 12), sumado a la dificultad de caracterizacion de los electrodos debido a
su geometria (Antecedentes 4.- Electrodos pagina 36) hacen que este enfoque
resulte inviable.

Otra alternativa es la generacion de modelos estadisticos basados en técnicas
multivariante que, a partir de las medidas fisicoquimicas y de los valores de
impedancia, permiten establecer relaciones matematicas entre ambos, que
posteriormente pueden ser utilizadas para predecir las propiedades de nuevas
muestras a partir de medidas de impedancia. Este ultimo ha sido el enfoque
elegido para esta tesis.

Uno de los aspectos mas criticos del empleo de sensores como elementos de
analisis es conseguir, mediante un adecuado tratamiento de los datos, una
respuesta coherente y util.

Los sistemas de medida basados en técnicas como la espectroscopia, la
voltametria, potenciometria, etc. tienen como denominador comin la cantidad
de informacion que generan, creandose un gran numero de variables
independientes por cada variable dependiente.

El procesado de las sefiales multivariantes tiene su origen en la quimiometria,
disciplina quimica que permite establecer un reconocimiento de patrones
mediante el uso de métodos matematicos y estadisticos. Los métodos de analisis
multivariante [113] estan basados en las técnicas de extraccion de las
principales caracteristicas o parametros (feature extraction). Su finalidad es
reducir la dimensionalidad de los datos. Para ello, mediante el establecimiento
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de combinaciones lineales de las variables originales, se generan nuevas
variables ortogonales (independientes entre si) que integran la maxima
variabilidad de los datos. En funcion del método, a estas variables se les llama
componentes principales, funciones discriminantes o variables latentes.

Existe un gran numero de métodos matematico-estadisticos: analisis de
componentes principales (principal component analisis, PCA) [114][115];
minimos cuadrados parciales (partial least squares, PLS) [72][116]; analisis
discriminante (discriminant analysis) [81], redes neuronales (artificial neural
networks, ANN) [117][118], etc. Los métodos de reconocimiento de patrones
son utilizados para interpretar las sefiales complejas y predecir parametros tanto
cualitativos como cuantitativos.

Las técnicas de analisis multivariante nacen como herramienta para procesar la
cantidad de informacion captada por los sistemas de medida electronicos
sensoriales. El objetivo principal del andlisis multivariante es extraer la
informacioén relevante de todo el conjunto, minimizando o eliminando el ruido
que pueda existir, para poder obtener la respuesta deseada (Figura 18). En
definitiva es una técnica orientada a la reduccion de la dimensién. En este
trabajo se han aplicado diferentes técnicas de analisis multivariante, en funcion
de la naturaleza de los ensayos a realizar.

Adquisicion Respuesta sensores Analisis Estadistico

Classification
Regression Validation
Clustering

- = R

Figura 18. Tratamiento estadistico de datos [119].

[ 1 Dimensionality
" reduction

5.1. Preprocesado de datos

Existe una regla universal o principio fundamental en el mundo del
procesamiento estadistico de los datos que es “GIGO” que significa “Garbage
In, Garbage Out” es decir si hay basura a la entrada del sistema de
procesamiento, a la salida también habra basura. Si la herramienta de analisis
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multivariante se alimenta con datos que no son buenos el resultado sera malo.
Por tanto, es fundamental como paso previo a la aplicacion de las técnicas
multivariantes hacer un pretratamiento de todos los datos experimentales o raw
signals. Se deben minimizar las contribuciones no deseadas presentes en las
sefales que disminuyen la reproducibilidad y pueden provocar estimaciones
erroneas.

Esto corrobora el principio de parsimonia que defiende que si no varia de forma
significativa, el modelo a elegir es aquel que sea mas sencillo. Es decir, una
variable que no aporte informaciéon al modelo matematico es una variable que
sobra, es una variable que introduce ruido.

Por ello, antes de entrar a tratar los datos, debe hacerse un preprocesado, que
puede consistir en:

» Eliminacién de observaciones anémalas por inspeccion visual. Son datos
anomalos que se observan a simple vista ya que distan numéricamente de
forma evidente respecto al valor medio (significativamente diferentes).

» Promediado de espectros. El ruido instrumental es aleatorio por lo que
promediando “n” sefales obtenidas a partir de una misma muestra la
relacion S/N aumenta en un factor igual a \/ﬁ .

= Extraccion de parametros (feature extraction) de las curvas. Consiste en
extraer unos pocos parametros lo suficientemente significativos para que
representen a todos los puntos de la curva.

» Normalizacion, estandarizacion o autoescalado. El objetivo es que todas
las variables tengan el mismo peso especifico independientemente de su
valor. La normalizacion consiste en centrar los datos (a las variables se le
resta el valor medio X; —X; ) y dividir por su desviacion estandar.

= Seleccion de variables. En los sistemas sensoriales es habitual tener
matrices de datos con un gran nimero de variables frente al nimero de
medidas. Resulta interesante por tanto utilizar algiin criterio de seleccion
de variables que permita reducir la dimensionalidad de los datos sin
eliminar informacion util y minimizando a la vez las interferencias que
aporten las variables ruido. Para ello existen varios métodos (test de
Fisher, test de incertidumbre de Martens, etc.) pero uno de los mas
extendidos es el de seleccion de variables por covarianza entre variables.
Variables que estén fuertemente correlacionadas o anticorrelacionadas
aportan informacion similar, lo que indica que son redundantes.
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5.2. Andlisis de componentes principales PCA

El andlisis de componentes principales (PCA) es una técnica de analisis
multivariante que consiste en encontrar nuevas direcciones ortogonales en el
espacio de variables que sinteticen u ofrezcan una informacion mas
compactada. Estas nuevas direcciones se denominan componentes principales.
Habitualmente se utiliza como método de clasificacion.

Basicamente se trata de un método de reconocimiento de patrones. Se limita a
representar bidimensionalmente (Figura 19) un conjunto de medidas para
analizar la presencia de agrupaciones o clusters espontaneas entre ellas [120].
Permite identificar variaciones inusuales dentro del modelo, lo cual puede
indicar la presencia de un “outlier” o medida erronea.

X
Figura 19. Interpretacion geométrica de un PCA.

Del conjunto de los datos, el PCA establece las direcciones ortogonales que
explican la maxima variabilidad de las muestras y las utiliza como nuevos ejes
de coordenadas llamadas Componentes Principales para representarlas. La
primera componente principal (que se define como el conjunto de
combinaciones lineales ortogonales de las variables) es la direccion que explica
la maxima variabilidad; la segunda se escoge de tal forma que sea perpendicular
a la primera y que explique la maxima variabilidad una vez extraida la primera
y asi sucesivamente.
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5.3. Andlisis discriminante DA

Otra herramienta de procesamiento de datos multivariable es el analisis
discriminante (DA) cuya finalidad es analizar si existen diferencias
significativas entre grupos de objetos respecto a un conjunto de variables
medidas sobre los mismos.

El Analisis Discriminante se puede considerar como un analisis de regresion
donde la variable dependiente es categdrica y se expresa como la etiqueta de
cada uno de los grupos, y las variables independientes son continuas y
determinan a qué grupos pertenecen los objetos.

Por tanto, al igual que los PCA’s, es un método de clasificacion. El analisis
discriminante segun los valores alcanzados por ciertas variables cuantitativas
dispone los individuos en diferentes categorias fijadas por la variable
dependiente. Para lograr una correcta ordenaciéon de los individuos se
construyen funciones discriminantes, que son combinaciones lineales de las
variables independientes.

Este analisis se emplea para lograr:

» La habilidad para describir matematicamente los casos observados
mediante su distribucion en grupos.

» La habilidad para clasificar nuevas observaciones en los grupos
establecidos previamente.

5.4. Minimos cuadrados parciales PLS

La regresion por minimos cuadrados parciales (PLS) se basa en el mismo
principio que el PCA pero a diferencia de éste intenta maximizar la covarianza
entre las variables predictoras y las variables a predecir [120]. Identifica la
relacion existente entre los bloques de datos X e Y.

Se utilizan como método de cuantificacion. Emplea una serie de factores
ortogonales llamados variables latentes (el equivalente a las componentes
principales) que capturan la méxima varianza posible. Para establecer el modelo
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de prediccion selecciona aquellas cuya varianza con las variables a predecir sea
maxima.

Su funcionamiento es de los denominados supervisado. En la fase de
entrenamiento (también llamada fase de calibracién) se crea un modelo que
relaciona variables predictoras (variables de entrada) con las variables a
predecir (variables de salida) maximizando la covarianza entre ambas. En la
fase de evaluacion (también llamada fase de validacion) el PLS se convierte en
una herramienta de prediccion. Se aplica el modelo construido en la fase de
entrenamiento a nuevas muestras para predecir las variables de salida [120].

Creacion del modelo de calibracion. Crossvalidation

El objetivo del método de calibracién es establecer un modelo que sea capaz de
predecir el valor de la propiedad estudiada en nuevas muestras. Se trabaja con
un numero limitado de muestras, representativas de la poblacion, de las que se
conoce el valor de la propiedad a determinar. Los datos de partida se
representan en dos matrices distintas. Se escoge el modelo que mejor describe la
relacion entre ambas. Para ello se suele minimizar algtn tipo de error o residuo

del tipo Y (§;—y;) denominado PRESS (Predicted Residual Error Sum of

Squares) o su valor medio, MSE (Mean Squared Error) obtenido al dividir el
PRESS por el nimero de muestras, siendo V; el valor calculado.

Para que las predicciones sean fiables el modelo obtenido debe ser robusto. Si el
numero de factores o variables latentes resultantes es muy grande el modelo se
ajustara perfectamente a las muestras del conjunto de calibracion pero fallara en
la prediccion de nuevos datos. A este fendmeno se le denomina sobreajuste o
sobreentrenamiento. Para limitar el numero de factores latentes y alcanzar un
equilibrio, mejorando la prediccion en detrimento del ajuste, se recurre a la
validacion cruzada o crossvalidation. En esta tesis se ha utilizado una
validacion cruzada de orden 1, también llamada leave-one-out [113]. Este
método se basa en el siguiente algoritmo:

= Del conjunto de muestras de calibracion se retira la muestra i.
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= Con el resto de muestras se construye un sub-modelo de rango 1 (con una
sola variable latente): sub-modeloy;. Dicho modelo se utiliza para predecir
la muestra retirada y se calcula el error de prediccion.

= Se repiten los dos primeros pasos tantas veces como variables latentes
existan. Sucesivamente se incorporan uno a uno todos los factores
latentes del modelo, que agregandose a los ya considerados generan
nuevos sub-modelos de rangos incrementados: sub-modeloy, sub-
modelos;, etc.

= La muestra i se devuelve al conjunto de muestras y se retira una nueva
repitiendo el proceso anterior.

» Para cada sub-modelo se ha obtenido un error de prediccion por cada
variable latente. Se calcula el RMSEP (root mean squared error of
prediction) de cada rango y se representa en una grafica. El niimero
optimo de variables latentes es el que minimiza el RMSEP.

Por tanto, el modelo final de prediccion debera generarse utilizando este numero
de variables latentes.

Validacion o evaluacion del modelo

Para la evaluacion del modelo se emplean muestras no utilizadas en el proceso
de calibracion (set validation) o etapa de generacion del modelo. Aplicando
sobre ellas el modelo de prediccion construido se obtienen unos “valores
predichos”. Asi mismo, debe disponerse de valores observados de todas las
muestras del conjunto de validacion. La precision del modelo se mide a través
de la comparacion de los valores predichos frente a los observados.

5.4.1. Aplicacion de la técnica PLS
Un ejemplo de aplicacion de la técnica PLS es el algoritmo de Calibracion /
Validacién desarrollado para la Determinacion de parametros fisicoquimicos en

muestras de lomo de cerdo durante el proceso de curado.

El algoritmo es el siguiente:
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* Eliminar mediante inspeccion visual las medidas anomalas (outliers)
presentes en la matriz de datos (raw data).

= Aplicar la técnica PLS a los datos. Analizar graficamente los resultados y
fijar las condiciones de depuracion de datos.

» Eliminar los datos que tienen un leverage* 5 veces superior al promedio
y aquellos cuyos residuos estandarizados en valor absoluto estén por
encima de 2,5.

= Aplicar la técnica PLS de nuevo sobre los datos escogidos. Volver a
depurar los datos. Repetir la secuencia aplicacion — depuracion hasta que
todos los datos cumplan las condiciones establecidas previamente.

» (Calcular la media de las medidas de impedancia realizadas para cada
muestra.

» Elegir las muestras que integraran el set de calibracion (66% de las
muestras) y el set de validacion (33% de las muestras).

= Aplicar de nuevo la técnica PLS so6lo a los datos del set de calibracion.

= Realizar una validacion cruzada (cross-validation) mediante el
procedimiento leave one out para obtener el nimero de variables latentes
que minimizan el error cuadratico medio (PRESS).

= Realizar el analisis PLS sobre el set de calibracion limitando el niimero
de componentes al valor obtenido en la validacion cruzada. El resultado
alcanzado es el modelo de prediccion.

= Realizar una validacion con las muestras del set de validacion, para
evaluar la robustez del modelo de predicciéon con muestras que no han
intervenido en la generacion del modelo. Calcular los valores “predichos”
de la variable dependiente, multiplicando la matriz de los datos del set de
validacion por los coeficientes de regresion no estandarizados obtenidos
del modelo de prediccion generado.

= Representar los valores observados frente a predichos y calcular el
coeficiente de determinacion correspondiente (R?).

En la Figura 20 se puede observar el diagrama de bloques de este algoritmo.
Aquéllas con valores atipicos de las

" Leverage es un estadistico que mide la influencia de cada observacion en el modelo
final. .Aquellas con un levarage elevado son valores atipicos que pueden distorsionar el
modelo estimado.
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Algoritmo
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Eliminacién de datos anémalos
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¢Datos con
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v

Eleccién muestras para set de
calibracién (66%) y set de
validacién (33%)
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y
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y

Obtencién del modelo de
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v

Aplicaciéon del modelo sobre set
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Figura 20. Algoritmo de Calibracién / Validacion para PLS.
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Objetivos de la tesis

En el capitulo de antecedentes se ha llevado a cabo una revision de la situacion
y necesidades actuales de la industria alimentaria. También se han analizado los
fundamentos teodricos de las disciplinas cientificas que sustentan la
investigacion. Partiendo de esta realidad, se proponen a continuacidon los
objetivos a cubrir con la presente tesis.

El objetivo principal es realizar la determinacion de ciertas propiedades
fisicoquimicas en diferentes productos alimenticios empleando como técnica la
espectroscopia de impedancia.

Para ello es preciso construir un sistema predictivo. Mediante herramientas de
analisis multivariante se establece una correlacion entre los valores de
impedancia y los parametros fisicoquimicos. El modelo estadistico obtenido se
emplea para conocer las propiedades de nuevas muestras.

Es necesario implementar un sistema de medida que debe cumplir los siguientes
objetivos especificos:

= Versatilidad. Capacidad para obtener lecturas de impedancia de distintos
productos. El equipo de medida electronico debe permitir la aplicacion de
un campo eléctrico de amplitud variable a las muestras, efectuando un
barrido de frecuencias en el intervalo comprendido entre 1Hz y 1IMHz, y
registrar la respuesta en corriente.

= Flexibilidad. El equipo debe diseharse con una electronica que permita,
con ligeras modificaciones, la implementacion de otras técnicas
electroquimicas de medida como voltametria ciclica y voltametria de
pulsos.

= No destructivo. Los electrodos deben ser de reducidas dimensiones en
comparacion con las de las muestras, para que las medidas puedan
catalogarse como puntuales o muy localizadas y no provoquen dafios en
las piezas analizadas que ocasionen su alteracion, deterioro o rechazo.
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Portabilidad y fiabilidad. El equipo de medida electronico debe ser ligero
y de reducidas dimensiones para poder realizar medidas in situ. Asi
mismo debe alcanzar elevados niveles de precision y exactitud para
obtener medidas de calidad y confianza. Ademas debe tener un coste
reducido para que pueda consolidarse como una alternativa competitiva a
los sistemas actuales.

Fécil manejo. El usuario necesita interactuar con el equipo electroénico
disefiado. Es importante que sea sencillo en su configuracion y que su
sistema de funcionamiento sea altamente intuitivo. Por consiguiente el
software de la aplicacion de PC debe ser capaz de ajustar los parametros
necesarios para que el equipo genere el campo eléctrico variable,
recepcionar los datos de tension y corriente y calcular, visualizar y
almacenar los valores de los espectros de impedancia.

Una vez superada la fase de estudio, disefio y desarrollo, el sistema de medida
debe someterse a examen. Para la validacion del sistema se proponen varias
aplicaciones en diversos productos alimentarios. Las determinaciones
fisicoquimicas analizadas varian de un estudio a otro en funcidon de las
necesidades del proceso. La relacion de ensayos practicados es la siguiente:
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Determinacién del porcentaje de sal en salmueras y carne picada.
Estudio del nivel de curado de muestras de lomo.

Estudio del nivel de curado de quesos.

Estudio de la frescura de pescado.



Capitulo 1.  Desarrollo del sistema de medida

Capitulo 1. Desarrollo del sistema de medida

1. Pruebas preliminares. Determinacion de las necesidades

Con objeto de familiarizarse con la técnica de espectroscopia de impedancia y
establecer los requerimientos del sistema de medida a disefiar (frecuencias de
trabajos, rangos de tension y corriente, etc.), se realizaron una serie de ensayos
previos con un analizador de respuesta en frecuencia, el potenciostato Autolab
de la empresa Echo Chemie [121], sobre una gran variedad de muestras de
alimentos (salmueras, carne picada, jamon, queso, etc.).

El sensor utilizado fue el denominado electrodo de aguja” (aguja coaxial de las
utilizadas en técnicas electromiograficas formada por dos conductores
concéntricos de acero inoxidable separados por una resina). La conexién del
electrodo al analizador se muestra en la Figura 21. El electrodo de referencia y
el electrodo auxiliar se acoplaron entre si al conductor exterior de la aguja y el
electrodo de trabajo al conductor interno, evitando de este modo tener que
ensamblar una segunda sonda a la muestra. Como se ha comentado en el
apartado Antecedentes 4 - Electrodos, en esta tesis se ha empleado una
configuracion de dos electrodos.

Electrodo de

p Conductor
Referencia

Externo
Electrodo ‘

— Auiliar | > Electrodo de

| ‘ * Aguja Coaxial

Electrodo de

Conductor
Trabajo \ !

Interno

Figura 21. Setup de configuracion del analizador Autolab.

" En un apartado posterior del capitulo se detallan los electrodos utilizados en la tesis.
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Los resultados obtenidos en los ensayos sobre muestras alimentarias sirvieron
para definir las siguientes especificaciones del sistema de medida a disefiar:

Especificaciones generales:

Sistema econdmico, con un disefio adaptado para lograr operatividad con
el menor coste posible.

Sistema no destructivo, con capacidad para realizar medidas puntuales y
que preserven la integridad de las muestras.

Sistema portatil, cuyas reducidas dimensiones permitan realizar medidas
in situ.

Sistema de manejo sencillo y de fécil acceso para el usuario, que no
requiera personal cualificado y proporcione un rapido y cdmodo andlisis
de las medidas realizadas.

Sistema fiable, que posea la precision y exactitud necesarias para obtener
una medida de calidad y confianza.

Sistema flexible, apto para admitir la implementacién de otras técnicas
electroquimicas de medida, como voltametria ciclica y la voltametria de
pulsos, con ligeras modificaciones.

Especificaciones técnicas:
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Generacion de sefiales senoidales, bien de una en una (modo manual) o
realizando un barrido frecuencial con distribucion logaritmica de 6
décadas o lineal (modo automatico). En este caso el nimero maximo de
frecuencias por barrido es 50.

Dos canales de muestreo simultaneos para la medida de la tension
aplicada y de la corriente obtenida.

Amplio rango de frecuencia de las sefiales senoidales generadas: desde
1Hz a IMHz.

Amplitud variable de las sefiales. Tension méaxima 1Vpp con un offset de
oV.

Cuatro rangos de corriente de salida configurables. Valores: 10mA, 1mA,
100pA v 10pA.

Aplicacién software que por una parte permita establecer la configuracion
de las sefiales y por otra sea capaz de calcular, visualizar y almacenar el
modulo y fase de la impedancia medida mediante técnicas de Fourier.
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1.1. Diagrama general del sistema de medida

El sistema de medida disefiado posee tres componentes:

= Aplicacion software en PC
= Equipo electronico de medida
» FElectrodos

El usuario de la aplicacion software establece el rango de frecuencias y la
amplitud de las sefales senoidales que se enviardn al electrodo. Para cada una
de las frecuencias, la aplicacion calcula 256 puntos correspondientes a la
evolucion temporal de la sefial y direcciona dichos datos, junto con el resto de la
informacion necesaria para la generacion de la sefal, al Equipo Electronico de
Medida a través del puerto de comunicaciones RS-232. Este recibe la
informacién remitida por el ordenador, la guarda en memoria y genera la sefal
senoidal que serd aplicada a la muestra a través del electrodo; a continuacion
muestrea las sefiales de tensiéon y corriente y almacena los datos para
posteriormente enviarlos al PC (256 puntos para la tension y 256 puntos para la
corriente). El PC recibe los datos muestreados y realiza un analisis de Fourier
(DFT) sobre estas sefiales para calcular el modulo y la fase de la impedancia de
la muestra. Este proceso se repite para el resto de frecuencias. Posteriormente la
aplicacion puede representar los resultados graficamente, almacenar los datos en
disco, etc.

La generacion y muestreo simultdneo de sefiales senoidales de amplitud
variable, en un rango de 1Hz a IMHz requiere sistemas electronicos capaces de
realizar procesamiento paralelo de informacion a alta velocidad. En esta tesis se
ha recurrido al uso de técnicas digitales de multiproceso basadas en logica
programable (CPLD’s). Este bloque de procesado digital se complementa con
tres memorias RAM estaticas de 2kB para el almacenamiento de datos.

La parte analdgica del equipo esta compuesta por bloques de adaptacion de
sefales disefiados con amplificadores operacionales. Para la implementacién del
bloque de medida de corriente se ha utilizado un convertidor corriente—tension
configurado en puente autobalanceado para reducir los efectos capacitivos de
las altas frecuencias sobre la medida.
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Finalmente entre la parte analogica y la parte digital se ha utilizado un
convertidor digital-analogico (DAC) de 10 bits y dos convertidores analogico—
digital (ADC) de 8 bits.

El equipo electronico de medida recibe la informacion enviada por el PC, la
guarda en memoria y genera la sefial senoidal que sera aplicada a la muestra a
través del electrodo. A continuacién muestrea las sefales de tensioén y corriente
y los datos los almacena para posteriormente enviarlos al PC (256 puntos para
la tensioén y 256 puntos para la corriente).

En la Figura 22 se muestra el diagrama de bloques general del sistema de
medida desarrollado.
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Figura 22. Diagrama de bloques del sistema de medida.
En la Figura 23 se observa la placa electronica del equipo.
Resumiendo, el equipo electronico de medida presenta:

»= Un bloque de procesado digital compuesto por un transceiver RS-232,
dos CPLD’s y tres memorias RAM estaticas.

= Un bloque de interconexion entre el bloque de procesado digital y las

etapas analogicas dotado de dos convertidores A/D y un convertidor D/A
(Figura 24).
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= Un bloque analégico integrado por amplificadores operacionales que
llevan a cabo la adaptacion de sefiales de los convertidores A/D y D/A
(Figura 24).

9 |
gEEs

Figura 23. Detalle de la placa electrénica del equipo de medida.
= Un bloque correspondiente al circuito de medida de corriente formado

por resistencias de shunt y un amplificador operacional conectados en
configuracion de puente autobalanceado (Figura 24).
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Figura 24. Esquema simplificado de los bloques de conversion A/D y D/A, de
adaptacion de seiiales analégicas y de medida de corriente.
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2. Descripcion del hardware del equipo electronico de medida

2.1. Bloque de procesado digital

En las fases iniciales de disefio hubo dos posibles alternativas de desarrollo:

Sistema multiprocesador basado en 3 microcontroladores (1C). Uno para
la comunicaciéon con el PC y la generacion de la sefial senoidal
(microcontrolador principal) y los otros dos para el muestreo de la sefial
de tension y la sefial de corriente respectivamente. Una vez recibidos los
datos del PC y almacenados en memoria RAM, el puC principal
comenzaria la secuencia de generacion de la sefial senoidal.
Simultaneamente, los otros dos pC’s muestrearian las sefiales de la
tension aplicada al electrodo y de la corriente que proviene del mismo.
Una vez finalizado el proceso para un ciclo completo, el nC principal
recogeria los datos del muestreo realizado por los otros dos y los
transmitiria al PC.

Se penso6 realizar el disefio con microcontroladores de la familia PIC18
de Microchip. Dado que éstos pueden trabajar como maximo a 10MIPS
(con un cristal oscilador de 40MHz), el nimero maximo de puntos que
podrian utilizarse para representar sefiales de IMHz seria de 10 puntos.
Esto unido al hecho de la complejidad de trabajar con un sistema
multiprocesador (los 3 uC’s deberian comunicarse con un bus 12C) hizo
que esta opcion fuera descartada.

Dispositivos de légica programable. Dado que se trata de un sistema
digital en el que hay acciones que deben realizarse simultineamente
(multiproceso), la solucion mas adecuada es el uso de dispositivos de
logica programable. Para reducir costes y simplificar las tareas de
montaje de componentes en el PCB se decidi6 utilizar CPLD’s en lugar
de una FPGA, ya que las primeras son mas econdmicas y tiene
encapsulados més faciles de manejar. En concreto se utilizaron CPLD’s
de la familia MAX7000S de Altera. Estas CPLD’s son de bajo coste y
presentan encapsulados PLCC84 que pueden ser incorporados a zocalos
de insercion lo que facilita su montaje en el PCB. Sin embargo tienen el
inconveniente de tener un niimero de recursos (bloques 16gicos) menor
que las FPGA’s y que otras CPLD’s de gama alta. Esto obligd a utilizar
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dos CPLD’s, distribuyendo entre ambas las tareas a realizar por el bloque
de procesado digital.

El trabajo que desarrolla el bloque de procesado digital es:

» Recepcion y almacenamiento en RAM de los datos de generacion de la
sefial senoidal enviados por el PC.

* Envio en paralelo al DAC de la secuencia de valores digitales
almacenados en la RAM con la cadencia correspondiente a la frecuencia
que se desea obtener.

» Lectura simultanea en paralelo y almacenamiento en RAM de los datos
digitales provenientes de los ADC’s que muestrean las sefales de tension
y corriente.

» Envio al PC de los datos almacenados.

En la Figura 25 se muestra la estructura del bloque de procesado digital.

OUL_relay f—l—)

CPLD 1
(Generacion de sefial) clk DAC —
OUt_DAC )

RxD

add_mem_gen data_mem_gen WR_gen clk cmd_sample sample T

8 8
MEMORIA
RAM
(Sefial)

OSCILADOR

17

L 4
clk cmd_sample sample T
clk ADC_| ——
. 8
iN_ADC_| (gl
S CPLD 2 -
Bus (Proceso de Muestreo) clk_ADC_V
RS-232 8
in_ADC_V eyl
data_mem_V WR_V add_mem_VI WR_I data_mem_|
8 8 8
MEMORIA MEMORIA
RAM RAM
(Tension) (Corriente)

Figura 25. Diagrama del bloque de procesado digital.
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Se compone de dos CPLD’s, tres memorias RAM y un transceiver de TTL a
RS-232.

El transceiver de TTL a RS-232 tiene como mision convertir las tensiones de las
lineas TXD y RXD (mediante las cuales las CPLD’s intercambian datos con el
ordenador) de niveles TTL a niveles RS-232.

El procesado digital se lleva a cabo mediante dos CPLD’s de la familia
MAX7000S. La CPLD1 se encarga de la generacion de la sefial senoidal que se
aplica al electrodo, mientras que la CPLD2 es responsable del muestreo de
dicha sefial y de la corriente que circula por el mismo. Dado que las tareas de
generacion de senal (CPLD1) requieren de mayor numero de recursos, para su
implementacion se eligio el dispositivo EPM7160SLC84 mientras que para el
proceso de muestreo (CPLD?2) se utiliz6 el dispositivo EPM7128SLC84.

La CPLDI recibe los datos del PC a través de la linea RXD. Son recibidos en
formato UART (8 bits de datos, un bit de stop y sin bit de paridad) a 9600
baudios. Los datos incluyen los valores digitales de 8 bits correspondientes a la
evolucion temporal de la sefial y son almacenados por la CPLD1 en una
memoria RAM externa. Aunque la memoria RAM es de 2 KBytes solo se
utilizan las primeras 256 posiciones, correspondientes al nimero de valores
enviados por el PC, para representar la evolucidon temporal de la sefal. La
CPLD1 accede a la RAM mediante 8 lineas de direccion (add_mem_gen), 8
lineas de datos (data_mem_gen) y la linea de lectura/escritura (WR_gen). Lee
los datos almacenados y los envia en paralelo al DAC a través de las 8 lineas
out_DAC. La senal de reloj del DAC (clk_DAC) se toma directamente de la
sefial de reloj de las CPLD’s (clk), por lo que el DAC realiza conversiones cada
ciclo de reloj. El cambio de la tensidon analodgica a la salida del DAC viene por
tanto marcado por el cambio del valor binario de 8 bits a la entrada del DAC. La
CPLDI1 saca por las lineas out_DAC los valores correspondientes a la evolucion
temporal de la sefial con la cadencia necesaria para obtener la frecuencia de la
sefial senoidal deseada. Dicha cadencia viene marcada por uno de los datos
enviados por el PC. El proceso de generacion de la sefial por parte de la CPLD1
se repite hasta que se recibe el comando de PARO desde el PC.

Cuando la CPLDI1 ha generado un ciclo completo de la sefal, le indica a la
CPLD2 a través de la linea cmd_sample que puede iniciar las tareas de
muestreo. Ademas a través del bus de 17 lineas sample_T la CPLDI1 le indica a
la CPLD2 cual debe ser la cadencia de muestreo. Las sefales de reloj de los
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ADC’s de muestreo de corriente y tension (clk_ ADC I y clk ADC_V) estan
directamente conectadas a la sefial de reloj de las CPLD’s (clk); es decir los
ADC'’s realizan conversiones en cada ciclo de reloj. Sin embargo la CPLD2
solo recoge los datos de las muestras en los instantes marcados por el intervalo
establecido en sample_T. Los datos son recogidos por los buses de entrada
in_ADC | e in_ADC_V y son almacenados en las memorias RAM externas. El
acceso a las memorias RAM se realiza mediante un bus de direcciones comun
(add_mem_VI) y los buses de datos data_mem_| (para las muestras de
corriente) y data_mem_V (para las muestras de tension). Ademas se utilizan las
lineas WR_I y WR_V para activar la operacion de escritura en las memorias
RAM. Una vez finalizado el proceso de muestreo de las sefales de corriente y
tension, la CPLD2 toma los datos de las muestras almacenados en las memorias
RAM y los envia al PC en formato UART a través de la linea TxD.

2.2. Mddulo del Convertidor Digital Anal6gico (DAC)

Para la generacion de la sefial senoidal que debe aplicarse al electrodo se eligio
el convertidor digital-analogico (DAC) de Analog Devices AD9761 de doble
canal, de 10 bits de resolucion y de 40MSPS de frecuencia maxima. En el
sistema de medida desarrollado el convertidor trabaja a 25MHz, lo que permite
para la frecuencia de IMHz generar una sefial senoidal con 25 puntos. Otras
caracteristicas del DAC son:

» Bajo consumo: opera con una tension de alimentacion de entre 3V y 5,5V
con un consumo de 200 mW.

» Tension de referencia interna de 1,20V compensada térmicamente.

= Rango de corriente de salida hasta 10mA.

Dado que solo se dispone de 8 bits para representar el valor que se desea
convertir a tension analdgica se conect6 la salida out DAC de la CPLDI1 a las
entradas DB9 a DB2 del DAC dejando las entradas DB1 y DBO conectadas a
masa (Figura 26).
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Figura 26. Médulo del convertidor D/A.

Si se trabaja con el DAC en modo de salida diferencial, las expresiones de las
corrientes de salida IOUTA y IOUTB en funcion del valor digital de entrada
VALDIG se muestra en las Ecuacion 14 y Ecuacion 15.

IOUTA= M - IOUTFS Ecuacion 14
1024
IOUTB = 1023 I(\)/;;LDIG - IOUTFS Ecuacién 15

Siendo IOUTFS la corriente de salida maxima, que se obtiene a partir de la
corriente de referencia mediante la Ecuacion 16.

IOUTFS =16- IREF Ecuacion 16
Por otra parte IREF puede fijarse conectando una resistencia (R1) entre el pin

ADJ del DAC y masa. El valor de IREF puede entonces deducirse de la
Ecuacion 17.

61



Capitulo 1.  Desarrollo del sistema de medida

IREF = YREF
RI

Ecuacion 17

Siendo VREF la tension de referencia interna del DAC cuyo valor es de 1,2V.

Para convertir la salida de corriente en una salida de tensiéon que pueda ser
posteriormente amplificada en corriente y aplicada al electrodo se utilizan unas
resistencias conectadas entre las salidas IA e IB del DAC y masa (R16 y R19).
Si se elige el mismo valor para R16 y R19 la expresion de la tension de salida
diferencial es la Ecuacion 18.

Ecuacion 18

VDIFF = (IOUTA - IOUTB)-R19

Considerando las ecuaciones anteriores se obtiene:

(2-VALDIG -1023) 16-R19
1024 RI

VDIFF = \VREF

Ecuacion 19

Dado que la tension a aplicar al electrodo debe estar comprendida entre -0,5V y
+0,5V se escogieron los siguientes valores para las resistencias:

R19=R16=52 Qy R1=2,2 kQ

Con ellos el DAC tiene el siguiente comportamiento de salida (ver Tabla 1):

Valor a la salida de la Valor leido por el Tension diferencial
CPLD1 DAC (10 bits) de salida
255 1020 +0.4854V
128 512 0.0004V
0 0 -0.4882V

Tabla 1. Tension diferencial de salida del DAC en funcion de los valores digitales
de entrada.

El condensador C28 conectado entre las salidas IA e IB se utiliza para formar un
filtro pasa bajo que elimine el ruido de alta frecuencia.

Para utilizar la referencia interna del DAC hay que activarla conectando el pin
REFLO a masa. En estas condiciones el DAC genera una tension de 1,2V por el
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pin REFIO. Dicha tension tiene que ser estabilizada mediante un condensador
C4 de 100nF entre el pin REFIO y masa.

Por otro lado, para optimizar el comportamiento del circuito el fabricante
aconseja conectar condensadores Cl, C3 y C2 de 100nF entre los pines
COMP1, COMP2 y COMP3 y masa.

El conversor dispone de dos alimentaciones: una analogica (AVDD) y otra
digital (DVDD) con sus respectivas masas (DCOM y ACOM). La alimentacion
digital se desacopla mediante dos condensadores (C5 de 100nF y C32 de 1uF)
entre DVDD y DCOM. La alimentacion analdgica utiliza un filtro compuesto
por una ferrita (F1) y dos condensadores (C42 de 100nF y C34 de 10uF).

2.3. Modulo del Convertidor Analdgico Digital (ADC)

Para el muestreo de la tension y la corriente se requerian dos convertidores A/D
capaces de trabajar a una velocidad de al menos 25 MSPS para muestrear
sefales senoidales de 1 MHz con la suficiente resolucion temporal. Finalmente
se eligi6 el convertidor AD9281 de Analog Devices que tiene una velocidad de
muestreo maxima de 28 MSPS y una resolucién de 8 bits. Aunque se trata de un
ADC de doble canal en esta aplicacion solo se utiliza uno de ellos (Figura 27).
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Figura 27. Médulo del convertidor A/D
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El AD9281 posee un amplificador de muestreo y retenciéon a la entrada.
Internamente dispone de una arquitectura pipeline multietapa que garantiza la
integridad de los datos.

Otras caracteristicas son:

» Tension de alimentacion comprendida entre +2,7V y +5,5V
* Bajo consumo (225mW) trabajando a un tension unipolar de 3V.
= Tension de referencia interna compensada térmicamente.

Como se ha comentado anteriormente, el AD9281 integra dos convertidores
internos de los cuales solo se utiliza uno. La seleccion del canal en uso se
efectia conectando la entrada de seleccion (SELECT) a nivel alto (Figura 27).
El ADC muestrea dicha entrada en cada flanco de subida de la sefal de reloj.
Después de la conversion el resultado es volcado en el bus digital de 8 lineas.

Dentro de la etapa de entrada del ADC hay un desplazador de nivel que permite
el procesado de sefiales con valores analogicos negativos.

En la Figura 27 se muestra la configuracion de la etapa de entrada. De acuerdo
con las indicaciones detalladas en las hojas de datos del fabricante, en las
entradas IREFT- y IREFB- se colocan condensadores de desacoplo (C6, C7, C8
y C9).

Al conectar VREF y REF SENSE juntos se genera una referencia de 1V en
dichos pines (que se filtra mediante los condensadores C10 y C12). Utilizando
un divisor de tension (R7 y R8) se obtiene en la entrada IINB una tension de
continua de 0,5V (que a su vez se filtra mediante los condensadores C14 y
C15). Con esta configuracion el rango de tension de entrada en el pin [INA es de
OValV.

El conversor A/D incorpora dos alimentaciones: una analdgica (AVDD) y otra
digital (DVDD) con sus respectivas masas (DCOM y ACOM). La alimentacion
digital se desacopla mediante un condensador (C29 de 100nF) entre DVDD y
DCOM. La alimentacion analdgica utiliza un filtro compuesto por una ferrita
(F3) y tres condensadores (C39 de 100nF, C33 de 10uF y C37 de 100uF).
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2.4. Circuitos de Adaptacion de sefial

Circuito de adaptacion de sefial del convertidor D/A

La senal senoidal a la salida del convertidor D/A debe amplificarse en corriente
y adaptarse en tension antes de ser aplicada al electrodo. El rango de tensién
que se desea aplicar es [-0,5V;+0,5V], debiendo proporcionar una corriente de
hasta 100mA. Por otra parte el ancho de banda de la etapa debe ser de 1MHz.
La alimentacion de esta etapa serd una alimentacioén simétrica de -5V/+5V.

En la Figura 28 se muestra el esquema eléctrico de la etapa de amplificacion
utilizada a la salida del convertidor D/A.

R2 @

De la salida i :\:3 + L
. . R3 2 f_
diferencial del DAC _\_|m:'_'

AD8397
ca4

RS —
W o Al electrodo

V- ACOM

Figura 28. Circuito de adaptacion de sefial del convertidor D/A

Puesto que la salida del convertidor D/A es diferencial, se ha elegido una
configuracion de entrada diferencial para la etapa amplificadora. La tension de
salida viene dada por la Ecuacion 20.

_ R2+R4 . RS -V2—E-V1 Ecuacién 20

Vout =— —
R3+R5 R2 R2

Siendo V1 la tensién en R2 a la entrada del circuito y V2 la tension en R3 a la
entrada del circuito.
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Eligiendo R2 = R3 = R4 = R5 = 1K8Q se obtiene la Ecuacion 21.
Vout=V2-VI Ecuacién 21

El operacional elegido para esta etapa fue el AD8397 de Analog Devices cuyas
caracteristicas fundamentales son alta corriente de salida (Iomax=170mA) y gran
ancho de banda (BW=50MHz).

Circuitos de adaptacion de sefial de los convertidores A/D

Los convertidores A/D muestrean las sefiales tanto de la tensidon aplicada al
electrodo como de la corriente que circula por el mismo. Son sefales de alterna
que deben adaptarse y elevarse para poder ser conectadas a la entrada de los
convertidores A/D.

El circuito de adaptacion de sefial del convertidor A/D que muestrea la tension
se compone de un amplificador operacional en configuracion seguidor y un
amplificador operacional en configuracion desplazadora (Figura 29). El circuito
de adaptacion de senal del convertidor A/D que muestrea la corriente (Figura
30) se compone Unicamente de un amplificador operacional en configuracion
desplazadora (ya que va precedido del circuito de medida de corriente que hace
las funciones de buffer).

» Bloque seguidor: funciona como adaptador de impedancias para evitar
que la siguiente etapa no cargue a la anterior. Las caracteristicas que debe
tener el amplificador operacional utilizado son amplio ancho de banda y
baja corriente de entrada. El operacional elegido fue el AD8030 (ancho
de banda: 80MHz y corriente de entrada 0,7pA).

» Bloque desplazador: el convertidor A/D puede procesar sefales dentro
del rango [0V 1V]: al valor de tension de entrada analdgica 0V le hace
corresponder el valor digital 0 y al valor de tensioén analogica 1V le hace
corresponder el valor digital 255. Sin embargo las sefiales que provienen
del electrodo (tension y corriente) tienen un rango de variacion de [-
0,5V;+0,5V]. Para adaptar este rango al de entrada del convertidor A/D
es necesario elevarlas 0,5V. La Figura 29 muestra el circuito elevador
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acoplado al convertidor A/D de tensién. Para su implementacién se eligio
también el AD8030.

4 C40

V-
R18 100n b

1k - J AMPB
N PR

R14 B
R17 =  —

) R e —
33 +=

P ~
AD8030 Sefial del

AD8030
C41

Al ADC de _l__| J

ACOM v+

v electrodo
V+

tension

o>

%7 RV1 —
m = ACOM

Figura 29. Circuito de adaptacion de sefial del convertidor A/D de tension.
El valor de la tension de salida para este circuito es:

. R18
Vout = -Vin).-——+V
(v, )R14 i

Ecuacién 22

Siendo Vin la tension en R14 a la entrada del bloque desplazador. Si se elige
R14 =R18 = 1K842

Vout=2-V, —Vin Ecuacion 23

Para obtener una salida de 0,5V cuando a la entrada hay OV la tension de
referencia V+ debera ser:

\Y Vin
V, = % =0,25V Ecuacion 24

La tension de referencia del circuito desplazador se obtiene a partir de la tension
de referencia del convertidor A/D mediante un puente resistivo compuesto por
una resistencia (R13) y un potenciometro (RV1).

El disefio del circuito desplazador para el convertidor A/D de corriente es
idéntico al de tension (Figura 30).
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Figura 30. Circuito de adaptacion de seiial del convertidor A/D de corriente

2.5. Circuito de medida de corriente (puente autobalanceado)

Como se explica en el apartado de Antecedentes - 3 Lenguas electronicas
pagina 27, la técnica elegida para la medida de corriente es el puente
autobalanceado (auto-balancing bridge). El circuito disefiado a tal efecto se
muestra en la Figura 31. Mediante la resistencia de shunt la corriente se
convierte en tension. En el sistema de medida se han colocado varias
resistencias de shunt, que permiten disponer de varias escalas de corriente, con
objeto de poder cubrir un mayor rango de impedancia. En concreto hay 4
resistencias de shunt de valores 10092, 1kQ, 10kQ, 100kQ. La seleccion de la
resistencia utilizada en cada momento se lleva a cabo mediante unos relés
(representados en la Figura 31 con interruptores para simplificar el esquema)
controlados por unas sefales digitales que provienen de la CPLD1. En cada
medida la aplicacion del PC establece cual debe ser la resistencia de shunt
utilizada para medir la corriente. Si al analizar los datos la aplicacion detecta
que la corriente es muy baja repite la medida seleccionando una resistencia de
shunt mayor.

El amplificador operacional utilizado es el AD8030 por tener un amplio ancho
de banda, una alta impedancia de entrada y una alta corriente de salida.
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Figura 31. Circuito de medida de corriente (puente autobalanceado).

2.6. Alimentacion del equipo

Para evitar que el ruido generado en el bloque digital afectara a los circuitos
analogicos se utilizaron alimentaciones diferentes. Sin embargo, con el fin de no
complicar en exceso el diseflo, no se optoacoplaron las sefiales digitales que van
de la CPLDI al DAC y de los ADC’s a la CPLD2. Por tanto la masa es comun
tanto para la parte digital como para la parte analogica. En el disefio del PCB
(Capitulo 1. Desarrollo del sistema de medida - 2.7 Tratamiento del ruido
pagina 70) se trazaron planos de masa independientes para cada una de las
partes, uniéndolos en un unico punto. En consecuencia el circuito incorpora dos
conectores de alimentacion independientes: uno para la parte digital y otro para
la parte analdgica.
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Alimentacion parte analdgica

En la parte analogica se integran los amplificadores operacionales de los
bloques de adaptacion de senal y del circuito de medida de corriente. Dichos
amplificadores operacionales se alimentan con tensiones simétricas de +5V/-
5V, puesto que al electrodo se le debe aplicar una tension alterna. Dado que las
sefiales analdgicas son sensibles al ruido generado por las fuentes de
alimentacion conmutadas se utilizé una fuente de alimentacion lineal con salida
de tension simétrica +5V/-5V de 500mA (FE8 de CEBEK).

Alimentacion parte digital

El sistema digital trabaja con una unica tension de alimentacion, 5V. También
se empled una fuente lineal para el sistema digital, puesto que el ruido generado
por una fuente de alimentacion conmutada podria afectar a las sefiales
analogicas y el consumo de la parte digital no era excesivamente elevado.
Finalmente se opt6 por una fuente lineal de 5V 1A (FE3 de CEBEK).

2.7. Tratamiento del ruido

La reduccion del ruido es una parte importante en el disefio de cualquier sistema
electronico. Existen dos tipos de ruido: ruido externo (generado por dispositivos
externos al sistema) y ruido interno (generado dentro del propio sistema).

Pueden emplearse un gran numero de técnicas para reducir la generacion de
ruido de un sistema electrénico y para protegerlo del ruido interno y externo.

En sistemas en los que se mezclan sefales digitales con sefiales analogicas la
problematica del ruido aumenta. En el disefio del equipo se ha procurado
utilizar técnicas que reduzcan la influencia del ruido sobre las medidas. Cuando
se trabaja con sefales de frecuencias del orden del megahercio es importante
tener especial cuidado con el disefio del hardware, puesto que las impedancias
parasitas de cualquiera de los subsistemas (componentes electronicos, pistas del
PCB, etc.) empiezan a cobrar relevancia.
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Al representar el camino recorrido por una sefial entre dos circuitos de un
mismo sistema electronico (Figura 32), se identifica el trayecto de ida y vuelta.
Si las referencias de los dos circuitos estan unidas, el retorno de la sefal se
realizard por el punto de union. Esta conexidn tiene una impedancia que, a
determinadas frecuencias, puede provocar diferencias de potencial entre las
referencias de ambos circuitos. Por otro lado, al tratarse de una conexion entre
referencias, pueden circular por ella otras corrientes de retorno provenientes de
otros circuitos, que pueden generar ruido adicional no correlacionado.

Fuente-

ceefi - ADC
de-seiial Sefial

1
1 I 1 I
Corrientes-
de-retorno- - D .
externas

Figura 32. Trayectoria de las corrientes en circuitos con la misma referencia.

Y

Cuando una sefial que va de un circuito a otro no dispone de una conexién
propia entre las referencias para que circule la corriente de retorno, dicha
corriente buscara otro camino para llegar a la referencia origen, generando ruido
en otras conexiones. Esto es especialmente grave cuando la sefial que genera el
ruido presenta corrientes altas que varian constantemente (por ejemplo las
corrientes pulsantes de las sefales digitales).

Un bucle de tierra se da cuando la conexién a la referencia de algunos circuitos
del sistema se hace a través de mas de un camino. Las corrientes de retorno de
las sefiales generadas por estos circuitos circulan produciendo ruido. Para
prevenir los bucles de tierra es conveniente que todas las referencias de los
circuitos que componen el sistema se conecten en un Unico punto. Es lo que se
conoce como Star Ground.

Cuando hay sefiales digitales mezcladas con sefiales analdgicas es importante
que las corrientes de retorno pulsantes de los circuitos digitales no afecten a las
sefales analdgicas. Para ello las referencias de los circuitos digitales y las
referencias de los circuitos analdgicos deben unirse en un tnico punto, de forma
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que las corrientes de retorno de las sefales digitales no circulen por las
conexiones de las referencias de los circuitos analogicos.

Si los circuitos analdgicos comparten alimentacion con los circuitos digitales, al
conectar la fuente de alimentacion se podria generar un bucle de tierra. De ahi
que sea conveniente utilizar fuentes de alimentacion diferentes para los circuitos
analégicos y los digitales.

Ademas, con objeto de disminuir la impedancia de las conexiones de las
referencias de los circuitos digitales por un lado y de los circuitos analdgicos
por otro, se necesitan sendos planos de masa. Por el plano de masa de los
circuitos digitales circularan las corrientes de retorno de las sefiales digitales y
por el de los circuitos analogicos las corrientes de retorno de las sefiales
analogicas.

También se puede minimizar el ruido con un correcto trazado de las pistas que
transportan las sefiales en el PCB, para evitar que éstas interfieran entre si.

Las fuentes de alimentacion no son sistemas perfectos. En primer lugar todas
ellas generan cierta cantidad de ruido que puede ser de alta o de baja frecuencia.
Por otro lado su impedancia de salida es no nula, por lo que cualquier cambio en
la corriente que suministra provocard un cambio en la tension de salida. Este
efecto puede atenuarse utilizando condensadores de desacoplo.

Las precauciones que se han tomado a la hora de realizar el ruteado de la placa
de circuito impreso han sido:

= Separacion de las sefiales analdgicas y de las digitales para evitar que las
rapidas conmutaciones digitales induzcan ruido en los circuitos
analogicos.

» Especial cuidado en el ruteado de las sefiales de entrada a los
convertidores A/D (el ruido que se induzca en esa zona sera recogido
directamente por el sistema) y cualquier sefial conectada a entradas de
alta impedancia, por ser mas sensibles al ruido. En general se procur6 que
las pistas correspondientes a las sefiales mas sensibles al ruido fueran lo
mas cortas posible.
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Las lineas de entrada se situaron lejos de las sefiales de salida de los
circuitos para evitar la diafonia (crosstalk).

Para minimizar los efectos del ruido presente a la salida de una fuente de
alimentacion las conexiones de entrada al circuito de las alimentaciones
digital y analdgica se separaron y desacoplaron tanto para bajas como
para altas frecuencias.

Se incorporaron condensadores de desacoplo para los circuitos, tanto
analdgicos como digitales, situdndolos lo més cerca posible del pin de
alimentacion. En aquellos circuitos que presentan varios pines de
alimentacion (como por ejemplo las CPLD’s) se incorpord un
condensador de desacoplo por cada pin de alimentacion. En cuanto a los
convertidores A/D y D/A, se filtr6 la alimentacion analégica mediante
filtros LC consistentes en una bateria de condensadores en paralelo
asociada en serie con una ferrita. La alimentacion digital de dichos
componentes se desacopld mediante condensadores.

Se utilizaron planos de masa tanto para la parte analdégica como para la
digital. Ambos planos de masa se unieron en un Unico punto situado a
mitad de los convertidores A/D y D/A. De esta forma se evitaron los
bucles de tierra y se redujo la impedancia del camino de las corrientes de
retorno.

Se procur6 cubrir las zonas que quedaron libres con planos de masa. No
obstante, no se colocaron cerca de zonas en las que se queria reducir las
capacitancias parasitas (por ejemplo para evitar la reduccion del ancho de
banda de los amplificadores).

En el disefio de la placa de circuito impreso se utilizaron 4 capas, con la
siguiente distribucioén en cuanto a los planos de masa y alimentacion:

Capa Top: planos de las masas digital y analogica
Capa Bottom: planos de las masas digital y analogica
Capa Interna 1: plano de la alimentacion digital
Capa Interna 2: plano de la alimentacion analogica

AN
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3. Descripcion del software del Equipo Electronico de Medida.

3.

1. Quartus Il de Altera

Para la elaboracion del codigo de las CPLD’s se utilizd la herramienta de
desarrollo Quartus II Web Edition de Altera. Se trata de un software gratuito
que permite la generacion de los ficheros de programacion de los dispositivos
de logica programable del fabricante. En concreto Quartus I permite:

Introduccion de los datos del disefio: el disefio se puede representar
mediante esquematicos, lenguajes de programacion hardware (VHDL,
Verilog vy AHDL) o a partir de la informacion generada con otras
herramientas EDA (mediante ficheros de netlist por ejemplo).

Compilacion del disefio (sintesis y ruteado).

Simulacion del disefio: el software permite establecer la evolucion
temporal de las sefnales de entrada y aplicar dichas sefales al disefio,
obteniendo la evolucion temporal de las salidas del circuito.

Programacion de los dispositivos de ldgica programable: el proceso de
compilacion genera los ficheros necesarios para la programacion de los
dispositivos de logica programable (.pof o .sof). Mediante un cable de
programacion, Quartus Il permite la programacion y verificacion de los
dispositivos.

Para la implementacion del codigo de las dos CPLD’s se decidio utilizar el
leguaje de programacion VHDL dado que era un método compacto, sencillo y
portable de representar el disefio. Se realizaron dos programas VHDL con sus
respectivos proyectos, uno para cada CPLD’s.

3.2. Cédigo de la CPLD1 (Generacidn de sefales)

En la Figura 33 aparece la estructura interna del programa VHDL de la CPLDI.
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El programa se compone de tres sentencias concurrentes en el primer nivel del
cuerpo de la arquitectura:

= Una asignacidon no condicional que establece que el valor de la salida
clk_DAC (senal de reloj del DAC) se obtiene directamente de la sefial de
reloj de la CPLD1 (clk).

= FEl proceso SIN_GEN encargado del almacenamiento de los datos
recibidos del ordenador y de la generacion de la senal senoidal.

= FEl proceso RX encargado de la recepcion en serie de los datos enviados
por el PC en formato UART y su conversion a datos paralelos que son
transmitidos al proceso SIN_GEN.

8 8
add_mem_gen |data_mem_gen | WR_gen

out_relay
RxD PROCESO flag_RX PROCESO 4
RX s SIN_GEN out_ DAC
RX_data | CH
1 clk_DAC
cmd_sample sample_T clk

17

Figura 33. Estructura interna de la CPLD1 (generacion de seiiales).

3.2.1. Proceso RX

El proceso RX se encarga de la recepcion de los datos enviados en serie por el
PC y su posterior transmision en paralelo al proceso SIN_GEN. Incluye
unicamente la sefial de reloj en la lista de sensibilidades, es decir el proceso sélo
“ocurre” cuando hay un cambio en la sefial de reloj clk. Ademas, la primera
instruccion del proceso es una sentencia “if”’, que condiciona la ejecucion del
resto del codigo a que se produzca un flanco de subida en la sefial de reloj. Es
decir, todo lo que ocurre dentro del proceso tendra lugar unicamente en los
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flancos de subida de la sefial de reloj, que tiene una frecuencia de 25MHz (por
consiguiente el proceso ocurre 25 millones de veces por segundo).

El formato de las tramas de bits UART enviadas por el PC es: 8 bits de datos,
sin bit de paridad y 1 bit de parada (ver Figura 34). La velocidad de
comunicacion es de 38.400 baudios.

BIT DE
START BIT

PAR‘ADA
""" T l v
DO D1 D2 D3 D4 D5 D6 D7
A A A A A A A A
< 157 < oo < < < < < <
ESTADO ESTADO ESTADO ESTADOE ESTADO
0 1 2 3 i 0

Figura 34. Formato de trama UART.

En reposo la linea de recepcion de datos RXD esta a nivel alto. Cuando el PC
inicia la transmision de un byte, pone la linea RXD a nivel bajo durante un
tiempo de bit Tgp, siendo el tiempo de bit igual a la inversa de la velocidad de
comunicacion (baudrate). A continuacién el PC envia los 8 bits de datos,
empezando por el menos significativo (mantiene el valor de cada uno de los bits
durante un tiempo de bit en la linea). Para finalizar el PC pone la linea a nivel
alto durante un tiempo de bit (bit de parada).

El proceso RX se ha implementado mediante una maquina de estados. En la
Figura 35 se muestra el diagrama de estado simplificado.

Se detecta RX="0'

Stop bit leido

Bit O leido

8 bits de
datos leidos

Figura 35. Maquina de estados del proceso RX.
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El funcionamiento de la maquina de estados del proceso RX es el siguiente:

Estado 0 (estado inicial): durante este estado el proceso esta a la espera de
que la linea RX se ponga a ‘0’. Cuando esto ocurre pasa al estado 1.
Ademas en el estado 0 la linea flag_RX se pone a 0.

Estado 1: sirve para realizar una temporizacion de 1,5Tgp. Su finalidad es
dejar pasar el tiempo suficiente para que se haya transmitido el start bit
completo y la mitad del primer bit. El mejor momento para leer un bit es
cuando se ha cubierto la mitad de su transmision, dado que en ese
instante la informacién transmitida estd menos afectada por las
deformaciones de la sefial. Para implementar esta temporizacion se utiliza
un contador (div_rx) que se pone a cero cuando se cambia al estado 1y
que se incrementa dentro del estado 1 en cada ciclo de la sefial de reloj.
Esta variable se incrementa hasta que alcanza el valor:

5T s Fax s 25-10°

=15 =976
BAUDRATE 38400

— s

TCLK

Una vez alcanzado dicho valor, se lee el estado de la linea (éste se
corresponde con el valor del primer bit) y se pasa al estado 2
inicializando la variable div_rx a 0. Los bits leidos se van almacenando
en la sefial RX_data que es una array de bits.

Estado 2: se leen los otros 7 bits de datos. Para cada uno de los bits se
establece una temporizacion de Tgp, lo que nos permite leer la
informacion recibida justo a mitad de cada bit. Para ello se utiliza el
contador div_rx que se pone a cero cada vez que se ha leido un bit: Dicha
variable se incrementa dentro del estado 2 en cada ciclo de la sefial de
reloj hasta que alcanza el valor:

Teo Feik ~25-10°

= = =651
T« BAUDRATE 38400

Una vez alcanzado dicho valor, se lee el estado de la linea (esto se
corresponde con el valor del bit que se quiere leer), se almacena el valor
leido en la posicion correspondiente de RX_data y se incrementa una
variable que indica qué bit se esta leyendo (num_bit_rx). Cuando esta
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variable alcanza el valor 8, todos los bits de datos han sido leidos y se
pasa al estado 3 poniendo a cero div_rx.

» Estado 3: se confirma la validez de la trama UART leyendo el bit de
parada. Para ello se establece una nueva temporizacion de Tgp, (lo que le
permite situarse justo a mitad del bit de parada) y se lee el estado de la
linea RxD. Si la linea esta a nivel alto significa que el bit de parada es
correcto y se puede dar el dato recibido como valido. En dicho caso se
pone a ‘1’ la linea flag_RX para indicarle al proceso SIN_GEN que puede
disponer del dato almacenado en RX_data y se pasa al estado 0. Sin
embargo si la linea RxD esta a nivel bajo, el bit de parada seria incorrecto
y no se pondria la linea flag_RX a ‘1’; por lo tanto el dato recibido no
sera tenido en cuenta por el proceso SIN_GEN.

3.2.2. Proceso SIN_GEN

El proceso SIN_GEN se encarga de procesar los datos recibidos del PC,
almacenar los datos que corresponden a la evolucion temporal de la sefal
senoidal en la memoria RAM y enviarlos al DAC con la cadencia indicada por
el PC.

Al igual que ocurre con el proceso RX, el proceso SIN_GEN incluye tnicamente
la sefial de reloj en la lista de sensibilidades y su primera instruccioén es una
sentencia “if” que condiciona la ejecucion del resto del codigo a que se
produzca un flanco de subida en la sefial de reloj. Por tanto todo lo que “ocurre”
dentro del proceso SIN_GEN tendra lugar unicamente en los flancos de subida

de la senal de reloj.

Como se indica en la Figura 36, el PC envia un total de 261 bytes a la CPLD1:

256 Bytes
AAH DATOS DE LA EVOLUCION TEMPORAL DE LA SENAL ‘ DIVl ‘ DIvV2 ‘ DIV3 RELAYS | N_PUNT

Figura 36. Datos enviados del PC a la CPLD1.

El primer byte es un byte de cabecera que siempre tiene el valor hexadecimal
AAH. Los siguientes 256 bytes corresponden a los valores de la evolucion
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temporal de la senal. A continuacion vienen 3 bytes mediante los cuales el PC le
indica a la CPLD1 con qué cadencia debe sacar los datos al DAC para obtener
la frecuencia de la sefial senoidal deseada. En realidad este valor de 3 bytes se
corresponde con el numero de veces que la CPLD debe incrementar un contador
antes de sacar un nuevo dato. Por ejemplo, si se quiere generar una sefial
senoidal de 1Hz, los 256 puntos correspondientes a la evolucion temporal deben
sacarse con una cadencia de Tcapencia igual a 1/256 segundos por dato. La
CPLDI1 incrementa el contador en cada ciclo de reloj. Para obtener una
temporizacion de 1/256 la variable contador debera incrementarse:

DIV = TCADENCIA — 25 '51606 =97656

TCLK

El valor transmitido es un valor de 17 bits. El PC transmite primero la parte baja
del valor calculado (divl), luego el segundo byte (div2) y por ultimo el byte
mas significativo (div3) que en realidad solo contiene un bit de informacion
relevante.

El siguiente byte indica cual debe ser el estado del los relés que permiten la
seleccion de la resistencia de shunt del circuito de medida de corriente.

Para generar sefiales de determinadas frecuencias no siempre es posible trabajar
con 256 puntos. Por ejemplo, para generar sehales de 1MHz solo se pueden
utilizar 25 puntos ya que la frecuencia méxima de trabajo de la CPLD1 es de
25MHz. A pesar de todo, el PC siempre envia 256 puntos y la CPLD1 siempre
almacena en la memoria RAM externa esos 256 bytes. Sin embargo, a la hora
de volcar esos datos al DAC, la CPLDI1 si que tiene en cuenta cudl es el nimero
de puntos que se corresponden realmente con un periodo de la senal. El altimo
byte de la trama enviada indica el nimero de puntos que la CPLD1 debe utilizar
para generar un ciclo de la sefial. Si bien en la mayoria de los casos ese valor es
256, para determinadas frecuencias puede variar.

El proceso SIN_GEN se implementa mediante una maquina de estados. En la
Figura 37 se muestra su estructura simplificada.
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80

Se ha recibido
comando de paro

Se han recibibo y
almacenado los 256 bytes
correspondientes a la
evolucién temporal de la
sefal

Se ha recibido cabecera
de trama (AAH) Se ha

recibido DIV1

(FOH)

Se ha
recibido DIV2

Se ha recibido

N_PUNT Se ha

Se ha recibido recibido DIV3
RELAYS

Figura 37. Maquina de estados del proceso SIN_GEN.

Estado O (estado inicial): el proceso esta a la espera de que recibir la
cabecera de trama (valor hexadecimal AAH). Para ello monitoriza el
estado de la sefial flag_TX proveniente del proceso RX. Cuando flag_TX
se pone a ‘1, el proceso comprueba el valor de RX_data. Si es igual a
AAH se pasa al estado 1.

Estado 1: se leen los 256 bytes correspondientes a los valores de la
evolucion temporal de la sefial. Se monitoriza el nivel de la sefal
flag_RX. Cada vez que dicha sefial se pone a ‘1’ (se ha recibido un dato
del PC) se lee el dato recibido de RX_data y se almacena en la memoria
RAM externa. Para almacenar el dato se coloca el valor de la direccion en
la que se quiere escribir en el bus add_mem_gen, se escribe el dato leido
en data_mem_gen y se mantiene la linea WR_gen a ‘0’. Cada vez que se
escribe un dato se incrementa el valor de add_mem_gen y se comprueba
si ha llegado a 255. Si es asi significa que se han recibido y almacenado
los 256 bytes correspondientes a los valores de la evolucion temporal de
la senal. En dicho caso se pasa al estado 2. En caso contrario, se
permanece en el estado 1 a la espera de que flag_RX se vuelva a poner a
‘1.

Estado 2: se lee el byte menos significativo del valor de cadencia (DIV).
Si flag_RX se pone a ‘1’ el valor de RX_data se almacena en la parte baja
de la variable div_gen y se pasa al estado 3. Ademas en este estado se
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configura la memoria RAM externa en modo lectura, poniendo la linea de
salida WR_gena “1°.

Estado 3: se lee el segundo byte menos significativo del valor de
cadencia. Si flag_RX se pone a ‘1’ el valor de RX_data se almacena en el
segundo byte menos significativo de la variable div_gen y se pasa al
estado 4.

Estado 4: se lee el byte mas significativo del valor de cadencia (de este
byte en realidad solo se utiliza el bit 0, que corresponde al bit 17 del valor
de cadencia). Si flag_RX se pone a ‘1’ ¢l bit 0 de RX_data se almacena en
el bit mas significativo de div_gen y se pasa al estado 5.

Estado 5: se lee el valor de la configuracion de los relés que seleccionan
la resistencia de shunt. Si flag_RX se pone a ‘1’ los 4 bits menos
significativos del valor de RX_data se vuelcan en la salida out_relay y se
pasa al estado 6.

Estado 6: se lee el valor del nimero de puntos que deben utilizarse para
establecer la evolucion temporal de la senal senoidal. Si flag_RX se pone
a ‘1’ el valor de RX_data se almacena en la variable var_time y se pasa al
estado 7.

Estado 7: se lleva a cabo la generacion de la sefial senoidal utilizando los
datos recibidos del PC. Cada vez que se entra en el estado 7 se compara
el valor de un contador (cnt_gen) con el valor de cadencia recibido
div_gen. Si el valor de cnt_gen es igual al valor de div_gen se pasa al
DAC un nuevo punto, se pone a cero cht_gen, se toma el valor de
data_mem_gen y se escribe en out_DAC. Ademas se prepara la memoria
RAM para que vuelque en el bus de datos el valor del siguiente punto.
Para ello se incrementa el valor de la salida add_mem_gen. Cada vez que
se incrementa add_mem_gen se debe comprobar si ya se ha recorrido el
numero de puntos correspondiente a un periodo de la sefial. Se compara
el valor de add_mem_gen con el valor de var_time. Si son iguales
significa que se ha generado un periodo completo. En ese caso se debe
reiniciar a 0 el valor de add_mem_gen ¢ indicarle a la CPLD2 que puede
iniciar el proceso de muestreo. Para ello pone a ‘1° cmd_sample y escribe
el valor de la variable div_gen en la salida sample_T, ya que la CPLD2
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también necesita conocer con qué cadencia debe llevar a cabo el muestreo
de la senal.

El proceso de generacidn de la sefial senoidal se detendra en el momento
en el que el PC envie un comando de paro (valor en hexadecimal FOH).
Cada vez que se entra en el estado 7 se comprueba si la sefial flag_RX
esta a ‘1°. Si es asi, se verifica el valor de RX_data; si es igual a FOH se
pone cmd_sample a ‘0’ para que la CPLD2 finalice el proceso de
muestreo y pase al estado 0.

3.3. Codigo de la CPLD2 (Proceso de Muestreo)

En la Figura 38 aparece la estructura interna del programa VHDL de la CPLD2.
El programa se compone de cuatro sentencias concurrentes en el primer nivel
del cuerpo de la arquitectura:
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Una asignacion no condicional que establece que el valor de la salida
clk_ADC_1I (senal de reloj del ADC de corriente) se obtiene directamente
de la senal de reloj de la CPLD2 (clk).

Una asignacion no condicional que establece que el valor de la salida
clk_ADC_V (seiial de reloj del ADC de tension) se obtiene directamente
de la senal de reloj de la CPLD2 (clk).

El proceso SAMPLER, encargado de tomar los valores digitales
correspondientes a las muestras de las sefiales de corriente y tension en el
electrodo, almacenarlos en las memorias RAM externas y enviarlos en
paralelo al proceso TX_UART para su posterior transmision al PC.

El proceso TX_UART encargado de la transmision en serie al PC, en
formato UART, de los datos recibidos en paralelo del proceso SAMPLER.
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cmd_sample sample T

ready
in_ADC_|

TxD PROCESO flag_TX PROCESO ]
TX_UART 8 SAMPLER in_ADC_V

TX_data 8
T clk_ADC_|
clk_ADC_|

WR_V data_mem_| add_mem_VI data_mem_| |WR_I| clk
8 8 8

Figura 38. Estructura interna del programa VHDL de la CPLD2

3.3.1. Proceso TX_UART

El proceso TX_UART se encarga de transmitir con formato UART (38.400
baudios, 8 bits de datos, sin bit de paridad y un bit de parada) los datos en serie
que recibe en paralelo del proceso SAMPLER.

El proceso TX_UART incluye tnicamente la sefial de reloj en la lista de
sensibilidades, es decir el proceso s6lo sucede cuando hay un cambio en la sefial
de reloj clk. Ademas, la primera instruccion del proceso es una sentencia “if”
que condiciona la ejecucion del resto del codigo a que se produzca un flanco de
subida en la sefial de reloj. Es decir, todo lo que “ocurre” dentro del proceso
tendra lugar Ginicamente en los flancos de subida de la sefial de reloj.

Se ha implementado mediante una maquina de estados y una estructura case. En
la Figura 39 se muestra el diagrama de estado simplificado del proceso.

Se detecta flag_TX="1'

La trama UART ha sido
enviada

Figura 39. Maquina de estados del proceso TX UART
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El funcionamiento de la maquina de estados del proceso TX_UART es el
siguiente:
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Estado 0 (estado inicial): En primer lugar se pone la sefial de ready a ‘1’
para indicarle al proceso SAMPLER que el sistema estd preparado para
enviar datos al PC. Durante este estado el proceso esta a la espera de que
la sefial flag_TX, proveniente del proceso SAMPLER, se ponga a ‘1’.
Cuando esto ocurre el proceso SAMPLER le indica al proceso TX_UART
que debe enviar el dato de TX_data. Una vez realizada la transmision se
inicializa la variable num_bit_tx a 0, se pone la linea ready a ‘0’ y se pasa
al estado 1.

Estado 1: se incrementa la variable num_bit_tx que indica qué bit se esta
transmitiendo en cada momento. La cadencia de incremento de esta
variable debe cumplir con la especificacion de la velocidad de
comunicacion; es decir num_bit_tx debe incrementarse cada Tgp=1/38400
segundos. Dado que el estado 1 ocurre cada flanco de subida de la sefial
de reloj (25MHz), se necesita una variable contador (div_tx) que se vaya
incrementando hasta alcanzar un valor limite. Dicho valor debe calcularse
de forma que cuando div_tx alcance el valor limite haya transcurrido Tgp,
es decir:

Teo Feik ~25-10°

=651
Tox BAUDRATE 38400

Cada vez que se cumple con la temporizacion de Tgp (es decir cada vez
que div_tx llega al valor 651) se pone div_tx a 0 y se incrementa
num_bit_tx. Tras cada incremento de num_bit_tx debe comprobarse si ha
llegado al valor 20; si es asi se pasa al estado 0.

De esta forma, cada vez que el proceso SAMPLER pone la linea flag_TX
a ‘1’ la maquina de estados incrementa la variable num_bit_tx de 0 a 20
con una cadencia de Tgp. Esta variable indica qué bit se esta
transmitiendo en cada instante:

v num_bit_tx igual a 0 corresponde al start bit
v num_bit_tx entre 1 y 8 corresponde a los 8 bits de datos
v num_bit_tx igual a 9 corresponde al bit de parada
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v' num_bit_tx entre 9 y 20 corresponde al estado de reposo (se
deja cierto tiempo entre la transmision de los bits para evitar la
saturacion del puerto serie del PC)

Por tanto, el estado de la linea de transmision TXD debe ir en
concordancia con el valor de num_bit tx. La estructura “case”
incorporada en el proceso TX_UART lo permite:

case num_bit_tx is

when 0 => TxD <="'0"; -- Bit de Start

when 1 => TxD <= Tx_data(0); -- Bit 0 de datos
when 2 => TxD <= Tx_data(1); -- Bit 1 de datos
when 3 => TxD <= Tx_data(2); -- Bit 2 de datos
when 4 => TxD <= Tx_data(3); -- Bit 3 de datos
when 5 => TxD <= Tx_data(4); -- Bit 4 de datos
when 6 => TxD <= Tx_data(5); -- Bit 5 de datos
when 7 => TxD <= Tx_data(6); -- Bit 6 de datos
when 8 => TxD <= Tx_data(7); -- Bit 7 de datos
when others=> TxD <='1"; -- Bit de Stop + bits de reposo

end case;

3.3.2. Proceso SAMPLER

El proceso SAMPLER debe tomar los datos en paralelo de los convertidores
A/D y almacenarlos en las memorias RAM externas. Una vez se ha muestreado
un periodo completo, el proceso SAMPLER envia en paralelo los datos de las
muestras al proceso TX_UART para que éste los transmita al PC.

Al igual que ocurre con el proceso TX_UART, el proceso SAMPLER incluye
unicamente la sefial de reloj en la lista de sensibilidades y su primera
instruccién es una sentencia “if” que condiciona la ejecucion del resto del
codigo a que se produzca un flanco de subida en la sefial de reloj. Por tanto todo
lo que “ocurre” dentro del proceso SAMPLER tendra lugar unicamente en los
flancos de subida de la sefial de reloj.

Al igual que ocurre con la generacion de la sefial en el proceso SIN_GEN, el
muestreo de la sefal debe hacerse con una cadencia que se corresponda con su
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frecuencia. La cadencia viene determinada por el valor de la entrada sample_T
(que proviene de la CPLD1). El inicio del proceso de muestreo viene marcado
por la entrada cmd_sample (que proviene de la CPLDI1). Cuando la linea
cmd_sample se pone a ‘1’ el proceso SAMPLER inicia el proceso de muestreo.

El orden en el que las muestras se transmiten al PC aparece en la Figura 40.

Muestras Tension (256 Bytes) m Muestras Corriente (256 Bytes)

Muestra |
256

Muestra |
255

Muestra |
2

Muestra |
1

Muestra vV
256

Muestra Vv
255

Muestra V | Muestra V
1 2

Figura 40. Datos enviados de la CPLD2 al PC.

Primero se transmiten los 256 bytes correspondientes a las muestras de tensioén
y luego se transmiten los 256 bytes correspondientes a la corriente.

El proceso SAMPLER se implementa mediante una maquina de estados. En la
Figura 41 se muestra su estructura simplificada.

Se han muestreado las
sefiales de corriente y
tension

cmd_sample="1"

Se han puesto
las memorias
RAM externas en
modo lectura

cmd_sample="0"

Se ha inicializado a 0
el bus de direcciones

Ha finalizado el envio del
dato. Aun quedan muestras
de corriente por transmitir

Ha finalizado el envio
de todas las muestras
de corriente

Ha finalizado el envio del
dato. Aun quedan muestras
de tension por transmisitr

Ha finalizado el
envio de todas las Se ha dado la orden
muestras de tension de envio de una
Se ha dado la orden muestra de tensién
de envio de una

muestra de corriente

Figura 41. Maquina de estados del proceso SAMPLER.

= Estado 0 (estado inicial): el proceso esta a la espera de que la CPLD1 le
dé la orden de iniciar las tareas de muestreo a través de la linea
cmd_sample. Al entrar en estado 0 se ponen las dos memorias RAM
externas en modo escritura. Mientras la linea de entrada cmd_sample
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esté a ‘0’ el proceso se mantiene en el estado 0. Cuando cmd_sample se
pone a ‘1’ se inicializa el bus de direcciones add_mem_VI a 0, se
preparan en los respectivos buses de datos data_mem_V y data_mem_|I
los valores correspondientes a las primeras muestras de tension y
corriente (in_ADC_V e in_ADC ), se inicializa el contador de cadencia
de muestreo cnt_sample a 0 y se pasa al estado 1.

Estado 1: se toman las 256 muestras de tension y corriente y se
almacenan simultaneamente en las memorias RAM. Como las muestras
deben tomarse con la cadencia correspondiente a la frecuencia de la sefal
muestreada, primero se incrementa el contador de cadencia cnt_sample
hasta que alcanza el valor la entrada sample_T. Cuando esto ocurre, el
tiempo de muestreo ha transcurrido y se puede pasar a tomar la siguiente
muestra. El proceso pone el contador de cadencia a 0, toma los valores de
las salidas de los convertidores A/D in_ADC | e in_ADC_V y los escribe
en los respectivos buses de datos de las memorias RAM externas
(data_mem_V y data_mem_I). Ademas incrementa el valor del bus de
direcciones para apuntar a la siguiente direccion de las memorias RAM y
comprueba si se ha alcanzado el valor de 255. Si se llega a esta cifra es
porque ya se han almacenado las 256 muestras de tension y corriente, en
cuyo caso se ponen los buses de datos en modo de entrada y se pasa al
estado 2.

Estado 2: se situan las dos memorias en modo lectura para evitar
cortocircuitos en el bus de datos. Para ello se ponen las lineas WR_V y
WR_l a ‘1’ y se pasa al estado 3.

Estado 3: se inicializa el valor del bus de direcciones a 0 y se pasa al
estado 4.

Estado 4: se le pasa al proceso TX_UART el dato en paralelo de los
valores de las muestras de tension y se le da la orden de transmitirlo al
PC. Para ello se le asigna a la sefial TX_data el valor del bus de datos de
tension de la memoria RAM externa (data_mem_V), se pone a ‘1’ la
sefial flag_TX y se pasa al estado 5.

Estado 5: estado de transicion necesario para que el proceso TX_UART
pueda leer el valor de de flag_TX y pueda poner la senal ready a ‘1°. Si se
pasase directamente del estado 4 al estado 6 (donde se comprueba el
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valor de ready), al proceso TX_UART no le habria dado tiempo de
procesar el cambio en flag_TX y por lo tanto ready seguiria a ‘1’. Eso
supondria que se le pasaria un nuevo dato a TX_UART antes de que
hubiese acabado de transmitir el dato anterior.

Estado 6: se pone flag_TX a ‘0’ y se espera a que el proceso TX_UART
haya finalizado la transmision del dato correspondiente a la muestra. Se
comprueba el estado de la sefial ready. Cuando se pone a ‘1’ (dato
transmitido completamente) se incrementa el valor del bus de direcciones
para apuntar al siguiente dato de la memoria de tension y se comprueba si
se ha llegado a la direccion 255. Si todavia no se ha alcanzado se tienen
que transmitir mas muestras de tension y se pasa al estado 4. Si el bus de
direcciones marca el valor 255 es porque se han transmitido todas las
muestras de tension. En ese caso se pone el bus de direcciones a 0 y se
pasa al estado 7 para iniciar el envio de las muestras de corriente.

Estado 7: se le pasa al proceso TX_UART el dato en paralelo de los
valores de las muestras de corriente y se le da la orden de transmitirlo al
PC. Para ello se le asigna a la sefial TX_data el valor del bus de datos de
la memoria RAM externa de corriente (data_mem_l), se pone a ‘1’ la
sefial flag_TX y se pasa al estado 8.

Estado 8: al igual que el estado 5, es un estado de transicidon necesario
para que el proceso TX_UART pueda leer el valor de flag_TX y pueda
poner la sefial ready a “1°.

Estado 9: se pone flag_TX a ‘0’ y se espera a que el proceso TX_UART
haya finalizado la transmisién del dato. Se comprueba el estado de la
sefial ready. Cuando ready se pone a ‘1’ (dato transmitido
completamente) se incrementa el valor del bus de direcciones para
apuntar al siguiente dato de la memoria de corriente y se comprueba si se
ha llegado a la direccion 255. Si no se ha alcanzado todavia se tienen que
transmitir mas muestras de corriente y se pasa al estado 7. Si el bus de
direcciones marca el valor 255 es porque se han transmitido todas las
muestras de corriente. En ese caso se pone el bus de direcciones a 0 y se
pasa al estado 10.

Estado 10: se bloquea el proceso hasta que desde la CPLD1 se dé por
concluido el ciclo de medida poniendo la linea cmd_sample a ‘0’. Por
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tanto en este estado tinicamente se comprueba el nivel de cmd_sample. Si
esta a ‘1’ se permanece en el estado 10. Si estd a ‘0’ se pasa al estado 0.

4. Coédigo de la aplicacion de PC

La herramienta de desarrollo elegida para generar la aplicacion de PC ha sido el
software Visual Basic 6.0. Se trata de un compilador basado en el lenguaje de
alto nivel basic que permite el desarrollo de aplicaciones con un interfaz grafico
de usuario vistoso (botones, cajas de texto, sliders, barras de progreso, etc.).

El objetivo principal de la aplicacion es medir la impedancia de una muestra. La
aplicacion presenta dos opciones de medida: la medida de la impedancia para
una sola frecuencia (Ensayo Manual) y la medida de la impedancia para un
espectro de frecuencias (Ensayo Automatico).

Espectroscopia de impedancias

UTILIDADES

GRAFICA

MODULO-FASE NYQUIST

ENSAYD AUTOMATICO

ABORTAR

AMPLITUD/FRECUENCIAS
Amplitud:
255

Frecuencias:

757575.76 ~| Hz

SELECCION RESISTEMCIA DE SHUNT
% Seleccidn automdtica

" Valores predeterminado
" Walar fiig
I%
o
Is
¥

Resistencia: 100

RsH1 (RE)
RSH2 (RY)
RSH3 (R12)
RSH4 (R21)

Auto-Balancing Bridge OFF
Limitacidn resistencia de shunt ON (10000 Hz)

o |

TEST MANUAL
FICHERO
EXCEL Redisenciamedids:  [1000
Modulo Tearico: Fase Teoica:
Modulo DFT 1 Fase DFT W1
Modulo DFT 2 Fase DFTV2:
Modulo Zao Fase Zau:
DATOS ENVIADOS: 262
Modulo Impedancia: 0.172,55
Fase Impedancia:  -20,58
255 255
2295 2295
204 204
N N A A A A A AOA AT
153 153
1275 1275
MY BVEVEYERYRYRYEYEYE YR
o | of o VA ¥/ O o O o T o O o (R S/ A
TV VWV VvV vy v
255 255
EEEs G EER EERREETR FEEEERELRG ’
FE R REEEREEFEEEEEREEREEE
RANGOS DE TENSION Y CORRIENTE DK .
— ¥t} —ilt)

Figura 42. Interfaz grafico de usuario del formulario de medida.
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Ademads el software incluye una serie de herramientas que permiten la
configuracion del sistema y de los ensayos, la visualizacion grafica de las
medidas (en modo Mddulo y Fase o en modo Nyquist) y el almacenamiento de
los datos en un fichero de texto (formato compatible con Excel) que permite su
posterior procesamiento estadistico.

En la Figura 42 se muestra el interfaz grafico de usuario del formulario de
medida.

4.1. Mddulo de Ensayo Manual (frecuencia individual)

El médulo de Ensayo Manual realiza la medida de la impedancia de la muestra
para una Unica frecuencia. El usuario selecciona la frecuencia a la que desea
realizar la medida asi como el valor de la resistencia de shunt que debe
utilizarse en la medida de corriente.

El proceso incluye las siguientes etapas:

» Preparacion de los datos que deben enviarse al equipo electronico de
medida para que éste lleve a cabo la generacion de la sefial y el muestreo
de los valores de tension y corriente en el electrodo.

» Transmision de los datos al equipo electronico de medida a través del
puerto RS-232.

= Recepcion de los datos enviados por el equipo electronico de medida.

» Procesamiento de los datos recibidos para obtener el modulo y la fase de
la impedancia de la muestra.

4.1.1. Preparacion de los datos
Como se vio en el apartado 3.2.2.- Proceso SIN_GEN, los datos que debe enviar
el PC al equipo electronico de medida para la generacion de la senal son los que

aparecen en la Figura 36.

Estos datos incluyen:
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Un byte de cabecera para que el equipo electrénico de medida identifique
el inicio de la trama (AAH).

Los 256 bytes correspondientes a la evolucion temporal de la sefial. Cada
byte se relaciona con el valor digital de la tensién analogica que debe
aplicarse al electrodo en un instante determinado.

Un valor de 17 bits que indica cudl debe ser la cadencia con la que se
debe reproducir la sefial aplicada al electrodo y con la que se deben
muestrear las sefiales de tension y corriente. Este valor se divide en 3
bytes: DIV1 (bits del 7 al 0), DIV2 (bits del 15 al 8) y DIV3 (bit 16).

Un byte que establece cual debe ser la combinacion de resistencias de
shunt utilizadas para la medida de corriente. Los cuatro bits menos
significativos del byte RELAYS se corresponden con cada una de las 4
resistencias que se pueden seleccionar. Si el bit esta a ‘1’ se seleccionara
la resistencia correspondiente (Capitulo 1.  Desarrollo del sistema de
medida - 2.5.- Circuito de medida de corriente (puente autobalanceado)
pagina 68).

Como se menciono en el apartado Capitulo 1. Desarrollo del sistema
de medida- 3.2.- Cddigo de la CPLD1 (Generacion de sefiales) 3.2.2.-
Proceso SIN_GEN pagina 78, para determinadas frecuencias no se
utilizan 256 valores para establecer la evolucién temporal de la sefal en
un periodo. En ese caso el sistema electronico debe conocer cual es el
numero de puntos que debe utilizar a la hora de generar la sefial y cudl es
el nimero de muestras que debe recoger para completar un periodo. Ese
dato viene establecido en N_PUNT.

El proceso de preparacion de los datos se compone de las siguientes etapas:

Primera etapa. Calculo del ndmero de puntos 6ptimo para la frecuencia
establecida.

En primer lugar se debe establecer cual es el nimero de puntos que permite
representar un periodo de la sefial. Este dato debe calcularse de forma que la
frecuencia real generada sea lo mas aproximada posible a la frecuencia tedrica
deseada. El nimero de muestras se obtiene a partir de la siguiente Ecuacion 25.
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T .
NMuestras = —SENAL Ecuacién 25
MUESTREO

Siendo Tsgxar el periodo de la sefial senoidal y Tmuestreo €l tiempo de
muestreo. Como se vio en el apartado 3.2.2.- Proceso SIN_GEN pagina 78, el
tiempo de muestreo se establece incrementando una variable hasta que alcance
el valor limite div_gen. Dentro de las CPLD’s los incrementos ocurren con la
frecuencia del oscilador principal (Fosc=25MHz). Por tanto el tiempo de
muestreo puede expresarse como:

div_gen
ThuesTrREO = F; Ecuacion 26
0sC

De lo que se puede deducir el valor del nimero de muestras como:

F
NMuestras = ———95€ Ecuacion 27
div_gen- Frq
. 1 L N .
Siendo Fgy =—— la frecuencia tedrica de la sefial senoidal.

SENAL
Pero el valor de div_gen tiene que ser entero. Es decir, para un determinado
valor de NMuestras el valor que se trasmitira a la CPLD1 para que genere la
sefal senoidal sera un valor redondeado (Ecuacion 28).

I:OSC )

div gen = round
— 9€Mewtera ( NMuestras - Fygq

Ecuacion 28

Por tanto, para un determinado valor de NMuestras el valor de la frecuencia que
realmente generara la CPLD1 sera:

I:OSC l:OSC

div_ gengyrera - NMuestras round( Fosc )- NMuestras
NMuestras - Fr¢q

FREAL =

Ecuacion 29

Dado que el redondeo se realiza siempre al alza, ajustandose al entero superior,
para determinados valores de NMuestras la frecuencia real estara mas proxima
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al valor tedrico y en otras ocasiones mas alejada. Para corregir esta desviacion
el nimero de muestras a considerar sera NMuestras-1.

Para establecer cual es el valor de NMuestras optimo se aplica el algoritmo
mostrado en la Figura 43.

( SECUENCIA )
|

F
NMuestras = round (—=5¢)
TEO

¢NMuestras
>2567?

NMUESTRAS=256

FOSC

round(%) -NMuestras
NMuestras- Frq

Frea =

Sl

¢FreaL-Freo
<2%7?

NMUESTRAS=NMUESTRAS-1

FIN

Figura 43. Algoritmo de generacion de NMuestras.
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En primer lugar, mediante la relacion entre la frecuencia del oscilador principal
de las CPLD’s y el valor de la frecuencia tedrica de la sefial senoidal, se
establece el valor inicial de NMuestras, limitandolo a un maximo de 256.

A partir de este valor se calcula la frecuencia real y se compara con el valor
teorico deseable. Si la diferencia es menor del 2% se da por valido el valor de
NMuestras y concluye el proceso. Si es mayor del 2%, se decrementa el valor
de NMuestras y se repite el proceso anterior (calculo de la frecuencia real y
comparacion con el valor tedrico) hasta que la desigualdad entre ambos es
inferior al 2%.

Segunda etapa. Célculo de los valores correspondientes a la evolucion
temporal.

Se implementa mediante un bucle for desde 0 hasta NMuestras, que calcula el
valor de 8 bits, equivalentes a cada uno de los puntos de la senoide para un
periodo, aplicando la Ecuacion 30.

dato sen[i]=128 + Amplitud -sin(ﬂ) Ecuacion 30
- NMuestras

Siendo i el indice de 0 a NMuestras-1 y Amplitud el valor digital de la amplitud

de la sefial senoidal establecida por el usuario. Su valor puede oscilar entre 10 y
127.

Tercera etapa. Célculo del valor de 17 bits que fija la frecuencia de muestreo.

Es el valor resultante de la Ecuacion 31.

FOSC )

div_ gen =round(
NMuestras - Frea,

Ecuacion 31

Dado que se trata de un valor de 17 bits y el envio se realiza a través del puerto
serie RS-232 que trabaja en formato UART de 8 bits, div_gen debe ser separado
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en 3 bytes: DIV1 (bits del 7 al 0), DIV2 (bits del 15 al 8) y DIV3 (bit 16). Para
lograrlo se aplica la division entera y el operador mod (resto de la division).

Cuarta etapa. Obtencion del byte de configuracién de las resistencias de shunt
del circuito de medida de corriente.

Como se vio en el apartado Capitulo 1. Desarrollo del sistema de medida -
2.5.- Circuito de medida de corriente (puente autobalanceado) pagina 68, el
circuito de medida de corriente incorpora 4 resistencias de shunt que pueden ser
seleccionadas mediante relés activados desde la CPLDI1. La configuracion de
estos relés se establece desde el software del PC. En el formulario de medida el
usuario dispone de 4 CheckBox (uno para cada una de las 4 resistencias de
shunt). Se pueden seleccionar varias resistencias simultaneamente, lo que
implicara que el valor resultante serd el paralelo de las seleccionadas. El
software lee el estado de los CheckBox y establece el valor de la variable
RELAYS de la siguiente forma: si el CheckBox de la primera resistencia de shunt
esta activado entonces pone a ‘1’ el bit 0 de RELAYS, si el CheckBox de la
segunda resistencia de shunt esta activado entonces pone a ‘1’ el bit 1 de
RELAYS, y asi sucesivamente (Figura 44).

bit 7 bit 6 bit 5 bit 4 bit 3 bit 2 bit 1 bit 0

ACTIVACION | ACTIVACION | ACTIVACION | ACTIVACION
- - - - RESISTENCIA | RESISTENCIA | RESISTENCIA | RESISTENCIA
DESHUNT4 | DESHUNT3 | DESHUNT2 | DE SHUNT1

RELAYS

Figura 44. Configuracion de los bits de la variable RELAYS donde se establece la
seleccion de las resistencias de shunt.

4.1.2. Transmision de los datos

La comunicacién entre el PC y el sistema electrénico se realiza a través del
puerto RS-232. Visual Basic 6.0 dispone de una herramienta que facilita la
comunicacion a través de dicho puerto. Se trata del objeto MSCOMM. Sus
principales propiedades son:
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= CommPort: establece el n° de puerto (COM1, COM2, etc.).

» PortOpen: abre el puerto para que se puedan iniciar las tareas de
transmision/recepcion.

= Settings: establece la configuracion del puerto: (velocidad de
comunicacién, numero de bits de datos, nimero de bits de parada y
configuracion del bit de paridad).

» Input: permite la lectura del bufer de recepcion. Se utiliza para leer los
datos recibidos.

= QOutput: permite escribir datos en el bufer de transmision. Se utiliza para
enviar datos.

El objeto MSCOMM tiene un unico evento, que se dispara cada vez que sucede
algo en el puerto (recepcion de datos, fin de transmision de datos, errores o
cambios en las lineas de control de flujo de puerto RS-232).

Dado que el objeto MSCOMM dispone de un buffer de transmision que puede
configurarse con un tamafio de hasta 32.767 bytes y que el tamafio de la trama
que el PC envia al equipo electronico de medida es de 262 bytes, no es
necesaria la utilizacion del evento OnComm en transmision. Configurando el
tamafio del bufer de transmision a 512 bytes los datos pueden ser enviados sin
necesidad de realizar ninguna comprobacion. El objeto MSCOMM almacenara
los datos a transmitir en el bufer de transmision y los ira enviando uno a uno a
través de puerto RS-232.

El objeto MSCOMM so6lo admite datos de tipo caracter en el modo de
transmision, por tanto antes de enviar cualquier dato éste debe ser transformado
a caracter; para ello se utiliza la funcion Chr() de Visual Basic. Preparados de
este modo, basta con escribirlos en el buffer de transmision mediante la
propiedad Output del objeto MSCOMM.

4.1.3. Recepcidn de los datos

Una vez transmitidos los datos, la aplicacion de PC queda a la espera de que el
equipo electronico de medida envie los valores correspondientes al test
realizado (512 bytes correspondientes a la evolucion temporal de las sefiales de
tension aplicada al electrodo y de corriente que circula por el mismo). EI modo
de espera de los valores puede configurarse:
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= Mediante un bucle “While” que espere a que los 512 bytes transmitidos
por el equipo hayan sido recibidos. Este método bloquearia el
funcionamiento del PC hasta la finalizacion de la recepcion de los datos.

* Mediante un evento de un objeto Timer que periddicamente compruebe la
propiedad InBufferCount (que indica el numero de bytes presentes en el
bufer de recepcion).

» Mediante el evento OnComm programado en recepcion de forma que se
dispare cada vez que se recibe un dato. Dentro de dicho evento se
comprobara si el numero de bytes en el bufer de recepcion ha llegado a
512 y si es asi se procesaran los datos.

Finalmente se optd por esta ultima opcidon. Se configurd el objeto MSCOMM
para que el evento OnComm se generara cada vez que se recibiera un dato
(propiedad RThreshold a 1). Dentro del evento OnComm se comprueba el valor
de la propiedad InBufferCount que indica el nimero de bytes presentes en el
bufer de recepcion. Cuando dicho valor es de 512 se leen los datos y se
almacena en dos matrices: Tension() y Corriente(). El objeto MSCOMM
permite dos modalidades de lectura de los datos recibidos: modo binario y
modo texto. Cuando se reciben datos de un sistema electronico digital la mejor
opcion es el modo binario. Para leer datos del bufer de recepcion en modo
binario primero deben leerse con una variable de tipo Variant. Los datos quedan
almacenados en dicha variable como una amalgama de bytes sin un tipo
definido. A continuacion se asigna esta variable a una de tipo array de bytes. En
dicha variable quedan almacenados los 512 bytes recibidos que posteriormente
son distribuidos en las variables Tension() y Corriente().

4.1.4. Procesado de los datos

El procesado de los datos recibidos se compone de diversas etapas (Figura 45).
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PROCESADO
DE LOS DATOS

CALCULO DE LOS VALORES DE
EVOLUCION TEMPORAL DE LAS
SENALES DE TENSION Y
CORRIENTE EN EL ELECTRODO

;

CALCULO DE LOS VALORES DE
AMPLITUD Y FASE DE LAS
SENALES DE TENSION Y
CORRIENTE EN EL ELECTRODO
(DFT)

I

CALCULO DE LOS VALORES DE
MODULO Y FASE DE LA
IMPEDANCIA

FIN

Figura 45. Algoritmo de procesado de los datos recibidos.

Primera etapa. Céalculo de los valores correspondientes a la evolucién temporal
de las sefiales de tension y corriente.

Como se observa en la Figura 46 los datos recibidos del equipo corresponden a
la evolucion temporal de la sefial aplicada al electrodo Tension() y de la de
salida del operacional del circuito del puente autobalanceado Corriente().
Debido al efecto de tierra virtual del operacional, Tension() corresponde a la
tension en bornes del electrodo. En cuanto a Corriente() su relacion con la
corriente que circula por el electrodo es:

_ Corriente()

Corriente por el electrodo = Ecuacién 32

SHUNT

El signo menos se debe al efecto inversor del puente autobalanceado.
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]
ELECTRODO
—a

RESISTENCIAS
DE SHUNT

uoIsSua |

<9JU3II0D—;

r77
Figura 46. Detalle del puente autobalanceado.

Puesto que los convertidores A/D son de 8 bits, los valores recibidos del equipo
electronico de medida son valores de 0 a 255 (Tabla 2).

Valor de tensiéon Valor digital (8 bits)
-0,5V 00000000
ov 10000000
+0,5V 11111111

Tabla 2. Conversion de valores de tension a valores digitales de 8 bits.

Por lo tanto para cambiar de signo los valores del array Corriente() basta con
hacer un bucle que recorra todo el array y que realice la siguiente operacion
sobre cada uno de los elementos:

Corriente(i)=255-Corriente(i)

Por tltimo, estos valores se dividen por la resistencia de shunt seleccionada para
obtener los valores correspondientes a la evolucion temporal de la corriente que
circula por el electrodo.

Las sefiales de tension y corriente resultantes se representan en un grafico, para
que el usuario pueda detectar alguna anomalia en la medida (saturacion de las
sefales, exceso de ruido, distorsion de las sefiales, niveles de amplitud bajos,
etc.). El objeto MSChart de Visual Basic 6.0 que permite la representacion
grafica de una o varias series de valores numéricos (Figura 42).
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Segunda etapa. Céalculo de los valores amplitud y fase de las sefiales de tensién
y corriente.

Aplicando un algoritmo DFT (Discret Fourier Transform) [122] a los valores de
los arrays Tension() y Corriente() se obtienen los valores de amplitud y fase. El
algoritmo DFT extrae la parte real y la parte imaginaria de una de las
componentes armoénicas de una sefal discreta (conjunto de valores digitales que
representan la evolucion temporal de una sefial analdgica). En este caso la
componente principal de las sefiales de tension y corriente. Una sencilla
transformacion convierte la parte real e imaginaria en modulo y fase. La
aplicacion del algoritmo DFT ademas filtra el ruido de las sefales, dado que
solo analiza la componente principal, eliminando el efecto del resto de
armonicos.

El algoritmo DFT para una sefial discreta x(n) viene dado por la Ecuacion 33.

.2m

N-I _
X(k) = Zx(n) e N Ecuacién 33
n=0

Siendo:

»  X(k) la componente frecuencial k de la sefial

= x(n) el conjunto de puntos que describen la evolucion temporal de la
sefal (conjunto de muestras)

» N el nimero de muestras

Dado que uUnicamente interesa la componente fundamental (la primera
componente frecuencial, k=1) y que las muestras de las sefnales de tension y

corriente son valores reales (parte imaginaria igual a 0), la expresion se
simplifica:

N-I
X1 = Z[X(n) . cos(%m) + j-x(n)- sin(ZTﬂn)} Ecuacion 34
n=0

De manera que la parte real y la parte imaginaria de la componente fundamental
de la sefal muestreada queda:
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N-1 27m
X rear (1) = D x(n)- cos(W) Ecuacion 35
n=0
N-1
. 27N
Xinag (1) = D x(n)- sm(W) Ecuacion 36
n=0

Donde:

" Xieal(1): es la parte real de la componente fundamental
*  Ximag(1): es la parte imaginaria de la componente fundamental

La componente fundamental X (1) puede expresarse de la siguiente forma:
X(1) =X (D + JX imag =X mag (1) £X 4 (1) Ecuacion 37

Donde:
*  Xmag(1): es la magnitud de la componente fundamental. Esta magnitud
no debe confundirse con la amplitud de la componente fundamental:
A(D).
= Xgp(1): es la fase de la componente fundamental.

Estos valores pueden obtenerse a partir de la parte real e imaginaria aplicando:

X nag (1) =/ X 2t (D) + X 2o (1) Ecuacion 38

imag

Ximag (1)

X, (1) = arctg
® X real (1)

Ecuacion 39

La amplitud de la componente fundamental se deduce de X,(1) de la siguiente
forma (si la sefial discreta x(n) es real):

X mag (1)

AD="12

Ecuacion 40

A nivel de codigo el algoritmo se implementa de la siguiente forma (para la
tension, por ejemplo):
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Fk(1).Real=0
Fk(1).Imag =0
For n = 0 To NMuestras - 1
Temp_Real = Tension(n) * Cos((2 * Pi * k * n) / NMuestras)
Temp_Imag = Tension(n) * (-Sin((2 * Pi * k * n) / NMuestras))
Fk(1).Real = Fk(1).Real + Temp_Real
Fk(1).Imag = Fk(1).Imag + Temp_Imag
Next n
Vampl_V = Sqr(Fk(1).Real * Fk(1).Real + Fk(1).Imag * Fk(1).Imag) / (NMuestras / 2)
Fase_DFT_V = Atn(Fk(1).Imag, Fk(1).Real)

Tercera etapa. Calculo de los valores de médulo y fase de la impedancia.

Obtenidas las amplitudes y las fases de las sefnales de tension y corriente, el
calculo del modulo y la fase de la impedancia del electrodo es directo:

Amplitud Tension
Amplitud Corriente

Modulo de la impedancia =

Fase de la impedancia = Fase Tension — Fase Corriente

Los valores obtenidos en cada ensayo se muestran en pantalla.

4.2. Mddulo de Ensayo Automatico (espectro de frecuencias)

El modo de ensayo automatico es una repeticion del ensayo manual para todo el
espectro de frecuencias configurado por el usuario.

El espectro de frecuencias se establece en la opcion de configuracion. El usuario
escoge las frecuencias a las que quiere medir la impedancia. La seleccion queda
almacenada en el fichero de configuracion de la aplicacion para ser recorrida
durante el ensayo automatico.
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Los datos de modulo y fase obtenidos para cada una de las frecuencias se
almacenan en un fichero de texto para su posterior tratamiento.

A diferencia del modo manual, en el modo automatico se puede configurar la
aplicacion para que establezca automaticamente la resistencia de shunt optima
en cada medida. La evolucion de la impedancia a lo largo del espectro puede
hacer que la misma resistencia de shunt no sea valida para todas las medidas. La
aplicacion, después de recibir los datos del equipo electrénico de medida,
calcula la amplitud de la corriente y la compara con un valor umbral. Si la
amplitud de la corriente esta por debajo de dicho valor (sefial muy débil) pasa a
una resistencia de shunt superior. Si se ha alcanzado el valor maximo de
resistencia de shunt y la amplitud de la corriente sigue siendo pequena, se indica
en el fichero donde se almacenan los datos que la medida de corriente se ha
realizado fuera de rango (CFR).

La Figura 47 muestra el flujograma simplificado del proceso de ensayo
automatico.

El proceso se inicia con la primera frecuencia (se empieza siempre con la
frecuencia mas alta del espectro) y con la resistencia de shunt mas baja. Se
preparan los datos del primer ensayo tal y como se describe en el apartado del
ensayo manual. De igual modo se transmiten los datos y se recibe la respuesta
del equipo electronico de medida. Se calculan los valores correspondientes a la
evolucion temporal de la tension y la corriente en el electrodo. Aplicando un
algoritmo DFT se determina la amplitud y la fase de la tension y de la corriente
y se obtiene el modulo y la fase de la impedancia para la primera frecuencia.
Hasta aqui el procedimiento seguido es idéntico al descrito en el apartado de
ensayo manual. Posteriormente se comprueba si la amplitud de la sefial de
corriente es superior a un determinado umbral (el umbral se establece como una
décima parte de la amplitud méaxima):

= Si la amplitud de la corriente medida es superior al valor umbral, se
almacenan en el fichero de datos los valores del modulo y la fase
calculados para la frecuencia correspondiente. Se comprueba si se ha
llegado a la ultima frecuencia. Si no es asi, se repite el proceso con la
siguiente frecuencia del espectro. Si se ha alcanzado la ultima frecuencia,
se cierra el fichero de datos y concluye el proceso de ensayo automatico.
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PROCESO
DE ENSAYO AUTOMATICO

V*‘
PREPARACION DE LOS DATOS
CORRESPONDIENTES A LA MEDIDA PARA LA
IMPEDANCIA A LA FRECUENCIA n

v

TRANSMISION DE LOS DATOS
CORRESPONDIENTES A LA MEDIDA PARA LA
IMPEDANCIA A LA FRECUENCIA n

v

RECEPCION DE LOS DATOS
CORRESPONDIENTES A LA MEDIDA PARA LA
IMPEDANCIA A LA FRECUENCIA n

v

CALCULO DE LOS VALORES DE EVOLUCION
TEMPORAL DE LAS SENALES DE TENSION Y
CORRIENTE EN EL ELECTRODO PARA LA

FRECUNECIA n PASAR A LA SIGUIENTE

* RESISTENCIA DE SHUNT
(VALOR SUPERIOR)

CALCULO DE LOS VALORES DE AMPLITUD Y
FASE DE LAS SENALES DE TENSION Y
CORRIENTE EN EL ELECTRODO PARA LA
FRECUENCIA n (DFT)

v

CALCULO DE LOS VALORES DE MODULO Y
FASE DE LA IMPEDANCIA PARA LA
FRECUENCIA n

PASAR A LA SIGUIENTE
FRECUENCIA
n=n+1

¢AMPLITUD CORRIENTE >
AMPLITUD UMBRAL?

¢VALOR MAXIMO DE LA
RESISTENCIA DE SHUNT?

ALMACENAR EN EL FICHERO DE DATOS LOS ALMACENAR EN EL FICHERO DE DATOS LOS
VALORES DE MODULO Y FASE DE LA VALORES DE MODULO Y FASE DE LA
IMPEDANCIA PARA LA FRECUENCIA n IMPEDANCIA PARA LA FRECUENCIA n

INDICANDO “MEDIDA FUERA DE RANGO DE
CORRIENTE"
< |
<
v

¢ULTIMA FRECUENCIA?

Figura 47. Proceso de ensayo automatico.

» Si la amplitud de la corriente medida no es superior al valor umbral se
comprueba si se ha alcanzado el valor maximo de resistencia de shunt. Si
no es asi, se aumenta el valor de la resistencia de shunt y se repite el
proceso para la misma frecuencia. Si se ha alcanzado el valor méximo de
resistencia de shunt se almacenan en el fichero los datos para la
frecuencia correspondiente, indicando que la medida ha sido realizada
fuera del rango medida de corriente. Se comprueba si se ha llegado a la
ultima frecuencia. Si no es asi, se repite el proceso con la siguiente
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frecuencia del espectro. Si se ha alcanzado la ultima frecuencia, se cierra
el fichero de datos y concluye el proceso de ensayo automatico.

4.3. Modulo de utilidades

La aplicacion incorpora una serie de utilidades que facilitan el manejo del
sistema y permiten la visualizacion gréfica de los resultados.

4.3.1. Configuracion

En el modo de configuracion la aplicacion permite al usuario establecer ciertos
parametros de funcionamiento del sistema (Figura 48):

Puerto serie RS-232 de comunicacion con el equipo electronico de
medida. El usuario puede elegir el puerto RS-232 del PC al que se
conectard el equipo de medida. La aplicacion muestra una lista
desplegable con todos los puertos RS-232 disponibles (COM1, COM2,
COMS3, etc.).

Valores de las resistencias de shunt. Dado que las resistencias de shunt
que se colocan en el equipo electronico de medida pueden variar segun el
ensayo a realizar, la aplicaciéon permite modificar sus valores en el
software del sistema. Los valores de las resistencias de shunt son
utilizados en la aplicacion para calcular la corriente a partir de la tension
de salida del circuito de puente autobalanceado.

Espectro de frecuencias para el ensayo automatico. El usuario establece el
barrido de frecuencias a realizar en el ensayo automatico. La aplicacion
solicita las frecuencias inferior y superior y el numero de frecuencias
deseado dentro del rango establecido. Ademas se puede elegir entre una
distribucion lineal o logaritmica.
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CONFIGURACION DEL SISTEMA

[ Puerta Gerie [ Rlesistencias Shunt I Mods FRA
Electrodos W T {Confi ion Fi 1 T Guardar/Cargar Configuracidn
Nimeo | Fien. Tedica| Fiec Real | A shunt ||«
{1 1.00 1.00 fisHi Frecuencia inferior ,17
HE 133 1,33 RSH1
3 1.76 1.76 RSH1 g g
— : . Frecuencia superiar.
me 233 233 RSH1 g LT
15 30 209 Sk Hdmera de puntos ,5|]—
mE 409 409 RSH1
17 543 543 RSH1
HE p] 720 RSH1 ESCALA
E] 954 554 RSH1 .
I ST 1268 RSH1 # (L]
| 16.77 16,77 RSH1 =
|1z eem 2223 RSH1 9 Legaimen
(13 2947 2947 RSH1
T 39,06 RSH1
|15 s 51.81 RSH1
|16 e8ee ] RSHZ CALCULAR
I REA ] 91.01 RSHZ
| e 12071 RsHz | |
ACEPTAR ‘ CANCELAR

Figura 48. Formulario de configuracion.

4.3.2. Representacion grafica del diagrama de Bode (mddulo y fase)

La aplicaciéon dispone de un formulario para visualizar el diagrama de Bode de
la impedancia (moédulo de la impedancia frente a frecuencia / fase de la
impedancia frente a frecuencia). En este formulario aparece un objeto MSChart
en el que se representa, para cada valor de frecuencia dentro del espectro
configurado, el valor correspondiente del modulo o la fase.

Es posible observar varios diagramas de Bode simultaneamente (diagramas de
Bode correspondientes a ensayos automaticos almacenados en disco e incluso el
diagrama de Bode correspondiente al ensayo automatico en curso). Unos
botones de opcion permiten elegir si desea visualizar moédulo o fase, y otros
establecer el eje de las abscisas (frecuencias) en escala lineal o logaritmica
(Figura 49 y Figura 50).
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Figura 49. Formulario de representacion grafica del diagrama de Bode (médulo).
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4.3.3. Representacion gréfica del diagrama de Nyquist

La aplicacion también dispone de otro formulario para visualizar el diagrama de
Nyquist de la impedancia (parte imaginaria frente a parte real). En este
formulario aparece un objeto MSChart en el que se representa, para cada valor
de frecuencia dentro del espectro configurado, el valor correspondiente a la
parte imaginaria (con el signo cambiado) frente a la parte real.

Al igual que ocurre con los diagramas de Bode, es posible visualizar varios
diagramas de Nyquist simultaneamente (diagramas de Nyquist correspondientes
a ensayos automaticos almacenados en disco e incluso el diagrama de Nyquist
correspondiente al ensayo automadtico en curso). Unos botones de opcion
permiten establecer el eje de las abscisas (parte real) en escala lineal o
logaritmica (Figura 51).
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Figura 51. Formulario de representacion grafica del diagrama de Nyquist.
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5. Electrodos

La eleccion del electrodo es uno de los puntos més criticos de un sistema de
medida. Es la interfase entre el sistema electronico y el sistema fisico. El
elemento que entra en contacto con las muestras, aplica y recoge las magnitudes
fisicas de tension y corriente.

El método de medida debe captar el fenomeno que se desea analizar. Para ello
hay que adecuar el tamafio del electrodo. Se han probado electrodos con
diferentes arquitecturas, que se han denominado:

= Electrodo de aguja
= Electrodo doble
= Electrodo de Punta de flecha

Tanto el electrodo doble como el electrodo de punta de flecha han sido
disefiados en el laboratorio de Microelectronica Hibrida del Departamento de
Ingenieria Electronica del Instituto de Reconocimiento Molecular y Desarrollo
Tecnolodgico. El electrodo de aguja es un electrodo comercial utilizado en las
técnicas electromiograficas (EMQG).

Los tres electrodos tienen reducidas dimensiones. Por ello la invasion de las
muestras es minima y las medidas realizadas con ellos poseen un caracter no
destructivo.

5.1. Electrodo de aguja

Es una aguja concéntrica, de pequefias dimensiones respecto a la de la muestra,
con objeto de llevar a cabo medidas puntuales y no destructivas. La parte
externa de la aguja, de acero inoxidable, actia como electrodo exterior o de
referencia y la parte interna, del mismo material, acttia como electrodo interno o
de trabajo. Entre los dos electrodos hay un material dieléctrico, una resina
epoxi.
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La aguja utilizada, TECA Disposable Concentric Needle Electrodes X53159"
tiene un didmetro exterior de a 0,64mm, una longitud de 75mm y una 4rea
efectiva de 0,07 mm”. Su estructura se muestra en la Figura 52.

Outer conductor

Inner condutor

Figura 52. Electrodo de aguja.

5.1.1. Representacion de la distribucion del campo eléctrico

La gran ventaja de este tipo de electrodos con respecto a los electrodos plano-
paralelos, por su geometria cilindrica, es la facilidad de insercion en el seno de
una muestra. Sin embargo, su caracterizacion no es sencilla, por la distribucion
tan heterogénea de su campo eléctrico. En la Figura 53 se comparan las
distribuciones del campo eléctrico de un electrodo plano-paralelo (a) y un
electrodo concéntrico (b).

La distribucion no homogénea del campo eléctrico no permite un calculo
teorico sencillo de la constante de celda. Para su determinacion hay que recurrir
a software de modelizacion de sistemas fisicos basados en técnicas de analisis y
resolucion por elementos finitos, cuyo estudio no es objeto de esta tesis. Para
esta simulacion se utilizé la herramienta Comsol Multiphysics de Addlink.

" http://www.viasyshc.com/prod_serv/downloads/VIASYS healthcare catalogue.pdf
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@) " (b)

Figura 53. Distribucion del campo eléctrico en un electrodo plano-paralelo y en
uno concéntrico.

5.2. Electrodo doble

Los alimentos presentan texturas variables, lo que puede suponer un problema
en medidas puntuales, como las realizadas con el electrodo de aguja, puesto que
dependiendo del punto de insercion y del grado de porosidad o heterogeneidad
de la muestra, pueden obtenerse resultados muy dispares que dificulten su
analisis posterior y desvirtien el ensayo. Con objeto de salvar este
inconveniente y manteniendo el caracter no destructivo de la medida, se disefid
un electrodo capaz de medir caracteristicas fisicas abarcando una franja de
muestra mas amplia, pudiendo captar la impedancia correspondiente a una
porcion de alimento.

Se dispusieron de forma paralela dos agujas de acero inoxidable alojadas en un
bastidor. Una de ellas constituy6 el electrodo de trabajo y la otra el de referencia
(Figura 54). El bastidor se fabricd con un kit de resina epoxi mezcla de dos
componentes (endurecedor y resina, RS 199-1468) que se insertado en un
prisma rectangular. Las agujas se alojaron en el seno de la epoxi y se dejo
endurecer durante 48 horas.

Las dimensiones del electrodo doble son las siguientes:
» Diametro de cada electrodo: 1mm.

= Longitud efectiva de cada electrodo: 15mm.
» Distancia entre electrodos: 10mm.
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Figura 54. Electrodo doble.

Posteriormente se desarrolld un segundo electrodo doble, de caracteristicas
similares, que incorporaba la posibilidad de variar la distancia entre las agujas
(Figura 55).

Figura 55. Versién mejorada del electrodo doble con diferentes tamaiios de
bastidor.

5.3. Electrodo punta de flecha

Para disenar este electrodo se aplico la tecnologia hibrida de circuitos de capa
gruesa (Thick-Film technology), consistente en dispensar, mediante técnicas
serigraficas de alta resolucion, pastas o tintas de diferentes caracteristicas
eléctricas (conductoras, resistivas y dieléctricas) sobre substratos aislantes, para
conformar un circuito electronico [111][123].
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El proceso (Figura 56) Thick-Film se compone de varias etapas, que pueden
variar en funcion del tipo de circuito a implementar.

| Dibujo plano |

| Realizacion Clichés | | substrato
+ | Pasta Conductora |

| Fabricacion Pantallas |——>{ Serigrafia

'

| Secado y Quemado |
+ | Pastas Activas |

4»[ Serigrafia

| Secado y Quemado |

4>| Serigrafia

| Secado y Quemado |

I Pastas Protectoras |

| Conexion y Test |

Figura 56. Proceso tecnologico de electrodo en capa gruesa.

Todo el proceso de tecnologia de capa gruesa se basa en las técnicas serigraficas
(Figura 57 y Figura 58). En una pantalla se adhiere una tela (de distintos
namero de Mesh’) sobre la cual se ha fijado previamente un film fotosensible.
Mediante métodos de revelado fotografico y empleando un fotolito del disefio
del electrodo (Figura 59), se fija el negativo a la pantalla delimitando las zonas
por donde pasara la pasta a través de la tela.

* Mesh: Numero de hilos por pulgada
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RASQUETA TELA

A PASTA
1 »

| _ — 7 N
== St

SUBSTRATO —— [P — EMULSION
v

PANTALLA v

BASE

/|

Figura 57. Técnicas serigraficas.

rasqueta tinta
SI.IS']'atO
Y~ /
Pantalla / Electrodo
serigrafia serigrafiados

Figura 58. Obtencion de un electrodo mediante técnicas serigraficas.

AVAVAVAVAYA

Figura 59. Fotolito del Electrodo Punta de Flecha.
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Para la fabricacion del electrodo se eligidé como sustrato alimina al 96% de
0.65mm de espesor y disipacion 0.5W/cm®.

Mediante técnicas serigraficas se depositd el material del electrodo al sustrato.
Para ello se utilizd una capa conductora de baja impedancia Heraeus SR 20-
175-015 HVS* (Figura 60 (a)), compuesta por plata/paladio en una proporcion
26:1 con una resistencia de 15mQ/". A continuacion la pieza fue introducida
en un horno de quemado VULCAN 3-150 y sometida a un ciclo térmico de
secado de 150°C durante 10 minutos y quemado en ciclos de 860°C a 8 minutos
durante 60 minutos.

7’
u, /
Et?';HrmumP'f:‘:/;
S Ooo s
L gt aeses

(b)

Figura 60. (a) Pasta conductora SR 20-175-015HVS. (b) Pasta dieléctrica
SD1000HVS.

Posteriormente se recubri6 toda la superficie con una pasta dieléctrica Heraeus
SD1000 HVSZ (Figura 60 (b)), dejando al aire la superficie activa de los
electrodos y los terminales de conexion. Finalmente fue sometido al mismo
ciclo de secado descrito en el parrafo anterior. El resultado final observa en la
Figura 61.

* http://heraeus-thickfilm.com/media/webmedia_local/media/datasheets/pastesonmetal/
SR 20 XX Series_en.pdf.

" [: superficie cuadrada de lado 12pm.

* http://heraeus-thickfilm.com/media/webmedia_local/media/datasheets/ pastesonmetal
/SD_1000_en.pdf.
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HLGTRUHRLEERERIS

Figura 61. Electrodo punta de flecha.

6. Calibracion del equipo electrénico de medida

Los ensayos de espectroscopia de impedancia sobre redes RC sirvieron para
realizar la calibracion y puesta a punto del sistema de medida. Conociendo a
priori las respuestas de las redes RC a diferentes frecuencias se pudieron ajustar
los diferentes parametros internos del sistema y depurar la programacion del
software, tanto de las CPLD’s como del PC.

Tres fueron las preguntas que se respondieron con estos ensayos. ;Qué
precision, qué exactitud y qué resolucion tiene el equipo electronico de medida?

Precision

Se realizaron ensayos sobre diferentes redes RC. Uno sobre una red RC con
valores de 1kQ-10nF-1kQ (Figura 62).
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C1
||
I
R1 10nF
o—_——¢ ——O
1k
R2
1k

Figura 62. Red RC para la calibracion del equipo electrénico de medida.

Se realizaron varias repeticiones con el fin de estudiar la precision o
reproducibilidad. Como se observa en la Figura 63, la superposicion de las
medidas indica que su excelencia.

600
500 ~
400 A
300
200
100

O T T T T T
900 1100 1300 1500 1700 1900 2100

Z' (Ohm)

-Z" (Ohm)

—~—TEST1 - TEST2 = TEST3

Figura 63. Valores experimentales de la red RC 1kQ-10nF-1kQ
Los resultados obtenidos para el resto de redes RC fueron igual de buenos.

La maxima desviacion de los datos experimentales con respecto al promedio fue
de un 4,5%.

Exactitud

Se compararon los datos experimentales con los valores teoricos de la red RC.
Los resultados quedan recogidos en la Figura 64. Igualmente, la superposicion
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de las curvas denota una exactitud del equipo magnifica, advirtiéndose solo a
frecuencias altas un ligero desplazamiento sobre el valor tedrico. El error
maximo en este caso fue del 2,1%.

600
500 A
400 -
300 ~
200
100 ~

0 T T T T T
900 1100 1300 1500 1700 1900 2100

Z' (Ohm)

-Z" (Ohm)

— MEDIA de los TEST — VALOR TEORICO ‘

Figura 64. Comparativa entre la media de los valores experimentales y el valor
teorico de la red RC (1kQ2-10nF-1kQ).

Resolucién

La resolucion del equipo esta asociada a los 8 bits de los convertidores A/D y
D/A.

La resolucidon de la tension es el cociente entre el fondo de escala (méxima
tension que se puede medir) y 256.

resolucion V = N =3,9mV
- 256

Por tanto, la resolucion del equipo electronico de medida para cada escala es:

118



Capitulo 1.  Desarrollo del sistema de medida

., 3.9mV
I’eSO|UCI0n_ZlomA = 10—A = O,IQ
m
resolucion Z, ., = 39mV _ 10Q
- ImA
., 3.9mV
resolucion _ Z,,, = M =10Q
., 3.9mV
resolucion _Z,, , = W =100Q

Es decir, la resolucion del equipo varia en funcion del valor de la resistencia de
shunt (ver Tabla 3).

Resistencia de shunt

100Q2 1kQ 10kQ 100k

Resolucion 0.1Q 1Q 10Q2 100Q

Tabla 3. Resolucion del equipo en funcion del rango de medida.

7. Validacion experimental del sistema de medida

Una vez ajustados los parametros de disefio del equipo electronico de medida y
depurado el software de la aplicacion PC, se realizo un ensayo para validarlo y
comprobar si era capaz de discriminar diferentes tipos de productos
alimenticios.

Se midi6 la impedancia de piezas de queso, salmon, jamon, lomo y mojama a
50 frecuencias diferentes, desde 1Hz hasta 1MHz, utilizando para ello el
electrodo de aguja (ver Capitulo 1.Desarrollo del sistema de medida - 5.-
Electrodos - 5.1.- Electrodo de aguja pagina 109). Los valores de los espectros
de los mddulos y de las fases fueron sometidos a un andlisis discriminante (ver
Antecedentes - 5.3 Analisis discriminante DA pagina 44).

Se utilizaron 64 observaciones para desarrollar un modelo que discriminara
entre los 5 productos diferentes (12 muestras de jamén, 16 de lomo, 14 de
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mojama, 12 de queso y 10 de salmén). Se obtuvieron 4 funciones
discriminantes (Tabla 4) con valores P menores que 0,05, siendo por tanto
estadisticamente significativas con un nivel de confianza del 95%.

disflglrlllciil?:n te Eigenvalor % Varianza Valor-P
1 260,166 47,06 0,0000
2 230,798 41,75 0,0000
3 47,3808 8,57 0,0000
4 14,5218 2,63 0,0000

Tabla 4. Cuadro resumen del analisis de la varianza.

Como puede observarse en la Figura 65 el sistema de medida clasifico

correctamente el 100% de las 64 observaciones empleadas para ajustar el
modelo.

22 Muestra
Y = Jamon
= 12 vv A Lomo
% e Mojama
N~ A
o 2 AxA v Ques9
N -r ¢ Salmén
N Centroides
c
c 8
(&)
c
>
L .18
»
-28

-19 -9 1 11 21 31 41
Funcion 1 (47,06%)

Figura 65. Analisis discriminante de varios tipos de alimentos.
Correlacionando los resultados con los analisis fisicoquimicos (Tabla 5) se

observa como la humedad predomina en la Funcion 1 y la sal disuelta en la fase
liquida (Z™*“") en la Funcion 2.
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Resistencia de shunt
Humedad' NaCP* VA aw
Jamon 54,67 4,88 8,93 0,91
Lomo 55,33 3,05 5,52 0,94
Salmén 63,61 2,97 4,67 0,96
Mojama 45,84 8,53 18,61 0,84
Queso 34,55 1,79 5,18 0,95

"humedad (g H,0/100 g); *g NaCl/100g producto; *g NaCl/100g fase liquida

Tabla 5. Analisis fisicoquimicos.

8. Aspecto final

La electronica disefiada junto con la alimentacion se ensamblo en una caja. El
resultado se muestra en la Figura 66.

Figura 66. Aspecto exterior del equipo electrénico de medida.

9. Conclusiones

Se ha desarrollado un sistema de medida de bajo coste y de cardcter no
destructivo capaz de realizar medidas de impedancia que cumple con las
especificaciones generales marcadas al principio de este capitulo. Para ello se ha
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disefiado un equipo electronico de medida, se ha programado una aplicacion
software en PC y se han construido electrodos con diferentes geometrias.

La electronica del equipo se ha disefiado para satisfacer las especificaciones
técnicas descritas anteriormente y con la capacidad de albergar en un futuro
nuevas técnicas electroquimicas de medida, como la voltametria ciclica o de
pulsos. Para ello se ha recurrido al uso de técnicas digitales de multiproceso
basadas en ldgica programable.

El equipo electronico de medida ha resultado relativamente econémico. Cierto
es que se trata de un prototipo y no de un sistema preparado para salir al
mercado. El coste total supone una décima parte del precio de mercado de un
equipo comercializado actualmente, como el espectrometro de impedancia
Autolab PGSTAT100 + moédulo FRA2 de Echo Chemie, el analizador de
respuesta en frecuencia 1255B de Solartron Analytical o el analizador de
impedancia 4294 A de Agilent-HP, entre otros.

Debido a las dimensiones reducidas de los electrodos con respecto a las
muestras el sistema desarrollado tiene una capacidad de medida puntual y de
caracter no destructivo.

El interfaz de usuario programado es de manejo muy sencillo y por tanto no
requiere de personal especializado.

El equipo ha sido calibrado mediante redes RC, obteniendo una buena
reproducibilidad (4,5% de desviacion maxima de los datos experimentales con
respecto al promedio) y una gran exactitud (2,1% de error maximo).

La validacion del sistema se hizo sobre muestras reales de alimentos. Se midi6
la impedancia de queso, salmon, lomo, jamoén y mojama para comprobar su
capacidad de clasificacion. Los datos obtenidos se procesaron con una técnica
multivariante de andlisis discriminante. Los resultados fueron inmejorables. Se
obtuvo una excelente diferenciacion de las muestras.
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Capitulo 2. Aplicacion del sistema de medida a productos
carnicos crudo-curados.

En este capitulo se describen dos aplicaciones del sistema de medida en
productos carnicos crudo curados. Por un lado salmueras y came de cerdo
picada y por otro muestras de lomo enteras. Se han realizado medidas de
impedancia a 50 frecuencias diferentes (desde 1Hz hasta IMHz) obteniendo el
espectro de modulo y de fase para cada medida. Mediante la técnica
multivariante PLS se han correlacionado los datos de impedancia con diferentes
parametros fisicoquimicos para obtener modelos de prediccion.

El capitulo se ha dividido en dos partes:

= Estudio del contenido de sal en salmueras y carne picada.
» Determinacién de parametros fisicoquimicos en muestras de lomo de
cerdo durante el proceso de curado.

1. Estudio del contenido de sal en salmueras y carne picada

La salazon es una de las técnicas de conservacion de alimentos mas primitivas.
Consigue prolongar la vida 1util de los productos reduciendo su actividad de
agua mediante la absorcion de sal y la deshidratacion parcial.

Para llevar a cabo el método de salazon es habitual recurrir a la preparacion de
salmueras; soluciones con concentraciones de cloruro sédico conocidas. Es
fundamental saber exactamente el contenido en sal para garantizar el control del
proceso y la homogeneidad del producto final. Concentraciones heterogéneas
provocarian diferencias en los parametros fisicos y en las propiedades
organolépticas del alimento facilmente perceptibles por el consumidor.
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La determinacién exacta de la concentracion de sal puede ser de interés
igualmente en otros campos de actividad, como por ejemplo en las plantas de
desalinizacion.

La industria alimentaria exige dispositivos que permitan medir con facilidad el
contenido en sal de un producto. Los equipos convencionales empleados hasta
la fecha no se adaptan a las necesidades del mercado vigente. A la naturaleza
destructiva de los métodos tradicionales hay que sumar otros inconvenientes: el
procedimiento es lento, costoso y requiere de personal cualificado [19]. Esta es
la razén del creciente interés en desarrollar métodos rapidos, no destructivos y
aptos para ser empleados por cualquier empleado, independientemente de su
grado de formacion, que permitan determinar la concentracion de sal y otros
parametros relevantes en la caracterizacion de productos de salazén, como
actividad de agua y humedad. Si el disefio del equipo permite su incorporacion
como herramienta de monitorizacion durante la elaboracion del producto, se
satisface una de las exigencias mas demandadas en el sector alimentario,
asegurar el control total del proceso. De este modo, la comprobacion de que
todas las unidades producidas cumplen las especificaciones de calidad definidas
inicialmente, no s6lo garantiza la calidad del producto final, también incrementa
la productividad industrial.

Son varios los métodos que se han investigado para la determinacion del
contenido de sal y humedad. Asi, la técnica de propagaciéon por microondas se
esta utilizando como sistema de monitorizacion en linea del contenido de sal de
mantequilla [10] o para evaluar el contenido de agua en carne de cerdo [11].
Huang et al. [12] aplicaron la espectroscopia de infrarrojo cercano para
cuantificar el cloruro sédico y humedad del salmon. También se ha recurrido a
la tomografia computarizada para obtener el contenido de agua y sal en carne de
cerdo [15][16].

El setup empleado en esta aplicacion ha sido el sistema de medida disefiado en
conjunto con el electrodo de aguja. La configuracion del electrodo en forma de
aguja favorece la penetracion del mismo en la muestra y permite realizar varias
medidas puntuales sobre la misma pieza. Ademas, el reducido diametro de la
aguja hace posible descartar dafios posteriores en las muestras, y en
consecuencia considerar que se trata de un ensayo no destructivo.
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1.1. Material y métodos.

Preparacion de las muestras de salmuera

Se prepararon disoluciones con diferentes concentraciones de NaCl, desde el
0% (agua destilada) hasta el 25% (saturacion) de NaCl. Los contenidos
evaluados fueron 0, 1, 2, 3, 5, 7, 10, 12, 15, 20 y 25% NaCl (g NaCl/100 g agua
destilada). El reactivo NaCl fue obtenido de Panreac Quimica S.A.U.
(Barcelona, Spain).

Preparacion de las muestras de lomo de cerdo

Se empled un lomo de cerdo totalmente desgrasado. La carne se triturdé con una
maquina picadora estandar con las cuchillas de corte en posicion horizontal.
Una vez picada se dividié en nueve lotes, ocho de los cuales se mezclaron con
cantidades diferentes de sal. Para homogeneizar la mezcla se realizdo amasado
manual durante cinco minutos. Las muestras se almacenaron a 4 °C durante 72
horas para asegurar una distribuciéon uniforme de sal en los lotes. Tras el
acondicionado se obtuvieron diez muestras con las siguientes concentraciones
de sal: 1%, 2%, 3%, 5%, 7%, 10%, 12%, 15%, 20% y 25% (g NaCl/100 g
muestra). En el ultimo lote no se afiadi6 cloruro soédico (lote 0%).

Para cada uno de los lotes se determind el contenido en humedad, pH y
actividad de agua (a). Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 6.

Para determinar la concentracion de cloruro sodico en la fase liquida de las
muestras de carne picada salada (z"*“") se ha asumido que tanto el cloruro
sodico como el agua presentes en cada lote son particulas libres que forman
parte de una salmuera absorbida por la matriz proteica de la muestra de carne
[124].

Se determiné la impedancia tanto de las salmueras como de las muestras de

carne picada salada preparadas. En ambos casos las medidas se realizaron a
temperatura constante de 23 °C.
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Disolucion Humedad pH ay
0% NaCl 74.79 £0.18 5.74 £ 0.05 0.986 +0.001
1% NaCl 73.91 £0.08 5.76 £0.05 0.980 £ 0.002
2% NaCl 72.99 +0.08 5.76 £0.05 0.973 £0.002
3% NaCl 72.27+£0.15 5.67 £0.05 0.966 + 0.001
5% NaCl 70.66 + 1.61 5.67 £0.05 0.944 + 0.009
7% NaCl 68.79 +1.17 5.61 £0.05 0.928 + 0.002
10% NaCl 67.20+1.25 5.61 +£0.05 0.897 £0.001
12% NaCl 65.51 +1.25 5.61 +£0.05 0.886 £ 0.001
15% NaCl 63.22+0.23 5.51+£0.05 0.875 +£0.001
20% NaCl 59.40 £0.23 5.51 £0.05 0.855 +0.001
25% NaCl 55.80 =£0.29 5.51+0.05 0.835 £ 0.002

Tabla 6. Determinacion de humedad, pH y actividad de agua en lomo de cerdo.

Eleccidn de las frecuencias y electrodo

Las medidas se realizaron en un rango de frecuencias situado entre 1Hz y
1MHz, empleando el electrodo coaxial de aguja.

Fisicoquimicos. Determinaciones analiticas

Para poder determinar la concentracion de sal presente en cada uno de los lotes
de carne picada fue necesario un acondicionado previo de los mismos. En
primer lugar se llevd a cabo la dispersion de las muestras en agua destilada,
empleando para ello un equipo dispersor de altas revoluciones, concretamente el
Ultraturrax T25 (IKA, Labortechnik, Staufen, Alemania), trabajando a 9.000
rpm durante 5 min. Los volimenes resultantes fueron enrasados a 100 ml y
posteriormente sometidos a centrifugacion mediante centrifuga Medifriger BL
(JP Selecta, S.A., Barcelona, Spain), aplicando 500 x g durante 5 min.

Tras dicha preparacion, la cuantificacion del contenido en cloruro sédico de las
muestras se realizd con el equipo de andlisis de cloruros Sherwood 926
(Cambridge, UK), mediante titulacion a temperatura ambiente de una alicuota
del sobrenadante obtenido tras el centrifugado. La concentracion de sal
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(Ecuacion 41) existente en la fase liquida del lomo de cerdo (Z™“) se estimo

teniendo en cuenta las fracciones de peso de cloruro sodico (X™*“) y de agua
(X™), de acuerdo con la siguiente ecuacion [125].

NaCl
NaCl X
Z

S Ecuacion 41
x NaCl + X w

Analisis de datos

Todas las medidas de impedancia obtenidas en el ensayo fueron sometidas a un
analisis de varianza (ANOVA) con el fin de valorar si existian diferencias
significativas entre las disoluciones de cloruro sodico analizadas. Se empleo el
método LSD (least significant difference) para discriminar medios con un nivel
de significancia del 5%.

Posteriormente se realizd6 un andlisis de componentes principales (PCA,
Principal Component Analysis) con objeto de reducir el nimero de variables del
estudio. El diagrama de dispersion reveld que las medidas correspondientes a la
disolucion no salada debian excluirse del estudio.

Por ultimo, se empled el modelo PLS como herramienta estadistica para estimar
y predecir la concentracion de sal presente tanto en las disoluciones de cloruro
sodico como en la fase liquida de la carne de cerdo picada. En el caso de las
salmueras, la implementacion del método requirié dividir el total de resultados
experimentales obtenidos en dos grupos. El primero, compuesto por una serie
de 46 datos, se empled para establecer el modelo de regresion, utilizando la
técnica “leave one out”. Los 18 datos que formaban el segundo grupo
permitieron la validacidon del modelo PLS. Todas las variables incluidas en el
primer grupo de datos se estandarizaron antes de someterse al analisis
estadistico. Sin embargo, para realizar la validacion del modelo se recurrié a
coeficientes no normalizados. En consecuencia las 18 variables que constituian
el conjunto de validacion tampoco se estandarizaron.

Para las muestras de carne picada se siguié un procedimiento similar. En este

caso se recurrid a un total de 48 datos para determinar el modelo y 21 datos
constituyeron el grupo de validacion.
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Para el tratamiento estadistico de los datos se utilizo el programa Statgraphics
Centurion XV (StatPoint Technologies, Inc., Warrenton, VA, USA).

1.2. Resultados de las salmueras

El objetivo prioritario de la investigacion fue hacer posible la prediccion de las
concentraciones de cloruro sdédico presentes en muestras de carne salada,
empleando para ello un equipo sencillo capaz de realizar medidas de
impedancia. Para conseguirlo se utilizo el electrodo de aguja.

La determinacion del contenido de sal se realizd6 en primer lugar sobre
salmueras con diferentes proporciones de cloruro sddico, concretamente con el
0,1,2,3,5,7,10, 12, 15,20y 25% de NaCl (g NaCl/100 g agua destilada).

Gran parte de los datos experimentales se destinaron a establecer el modelo de
regresion y el resto de los valores se emplearon para comprobar la fiabilidad del
sistema predictivo, constituyendo por tanto los elementos de validacion. Las
medidas de impedancia se realizaron para 50 valores de frecuencia incluidos
dentro del rango existente entre 1Hz y 1MHz.

En la Figura 67 y Figura 68 se representan los valores medios de los modulos de
la impedancia obtenidos para cada una de las disoluciones de cloruro sodico.
Como se aprecia, las diferencias mas significativas corresponden a las
disoluciones de menor concentracion de NaCl. Los resultados son muy
similares si se consideran los valores de las fases de la impedancia (Figura 69 y
Figura 70).

Cabe destacar que los valores de impedancia obtenidos para la disolucion no
salada (0% NaCl) fueron muy superiores a los alcanzados por el resto de las
disoluciones, lo que se aprecia muy claramente al representar el diagrama de
dispersion (Figura 74). Asi pues, la interpretacion del Analisis de Componentes
Principales permitio reducir la dimension de la investigacion, al poner en
evidencia que los valores obtenidos con el agua destilada no aportaban
informacién relevante para la realizacion del estudio predictivo. Por tanto se
prescindié de los datos correspondientes a la disolucion no salada. Se aplico la
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misma restriccion en el analisis de los datos obtenidos en las muestras de carne
picada.

Ya se ha estudiado previamente por diferentes autores [72][73] la estrecha
relacion existente entre el contenido de cloruro soédico y los datos de
impedancia. De hecho, la conductancia de una disolucion depende directamente
del contenido en iones presentes en ella, y concretamente las medidas de
impedancia expresan la capacidad de movimiento de dichos iones cuando son
sometidos a un campo eléctrico.

El analisis de varianza realizado para cada medida reflej6 la existencia de
diferencias significativas (p < 0,05) entre las disoluciones de NaCl para
frecuencias superiores a 100 Hz. Por tanto, de acuerdo con los resultados
estadisticos obtenidos, el estudio se centrd en el rango de frecuencias existente
entre 100 Hzy 1 MHz.

En la Figura 67 y Figura 68 se observa la variacion del modulo de la
impedancia en funcion de la concentracion de sal en el rango de frecuencia de
10kHz a 1MHz.
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Figura 67. Médulo de la impedancia de las disoluciones en funcién de la
concentracion de NaCl (1-7%).
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Figura 68. Médulo de la impedancia de las disoluciones en funcién de la
concentracion de NaCl (10-25%).

En la Figura 69 y Figura 70 se observa la variacion de la fase de la impedancia
en funcion de la concentracion de sal en el rango de frecuencia de 10kHz a

1MHz.
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Figura 69. Fase de la impedancia de las disoluciones en funcién de la concentracion
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Fase (°)
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Figura 70. Fase de la impedancia de las disoluciones en funcion de la concentracion

de NaCl (10-25%).

En la Figura 71 se observa los diferentes diagramas de Nyquist (parte
imaginaria frente a parte real) de la impedancia de las disoluciones en funcion
de la concentracion de sal en el rango de frecuencia de 10kHz a 1MHz.
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Figura 71. Diagramas de Nyquist de la impedancia de las disoluciones en funcién
de la concentracion de sal en el rango de frecuencia de 10kHz a 1MHz.

Para discernir y poder visualizar los diagramas de Nyquist a altas
concentraciones en la Figura 72 se representa el Nyquist para concentraciones
de 1% a 7% y en la Figura 73 para concentraciones de 10% a 25%.
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Figura 72. Diagramas de Nyquist de la impedancia de las disoluciones en funcién
de la concentracion de sal (1% - 7%) en el rango de frecuencia de 10kHz a 1MHz.
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Figura 73. Diagramas de Nyquist de la impedancia de las disoluciones en funcién
de la concentracion de sal (10% - 25%) en el rango de frecuencia de 10kHz a
1MHz.

1.2.1. Analisis de Componentes Principales

Todos los datos experimentales obtenidos fueron sometidos en primer lugar a
un Analisis de Componentes Principales (PCA, Principal Component Analysis),
técnica estadistica de sintesis de la informacién, cuyo propdsito es reducir el
numero de variables del estudio. Las componentes principales se obtienen al
realizar combinaciones lineales de las variables originales. Son factores
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independientes entre si, capaces de explicar gran parte de la variabilidad total de

los datos.

En este caso se han seleccionado dos componentes principales, puesto que
poseen valores propios (“eigenvalue”) muy superiores a 1 y con ambos se
alcanza una varianza acumulada del 99,2% (Tabla 7).

Componente % Varianza
L. Eigenvalue % Varianza

Principal acumulada

1 56,8987 86,210 86,210

2 8,5762 12,994 99,204

3 0,1851 0,280 99,485

4 0,1515 0,230 99,715

5 0,0565 0,086 99,800

Tabla 7. Analisis de Componentes Principales en salmueras.
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Figura 74. Diagrama de dispersion de las salmueras.
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Aunque a priori el resultado parecia muy satisfactorio, el diagrama de
dispersion posterior (Figura 74) evidencié que la primera componente principal
unicamente discriminaba la presencia o ausencia de sal. En un estudio
predictivo de la concentracidon de sal de salmueras no tiene sentido considerar
este criterio. Como consecuencia de este razonamiento se volvio a realizar un
Analisis de Componentes Principales, sin incluir los datos experimentales
obtenidos con la disolucién de 0% NaCl.

Como puede apreciarse en la Tabla 8 adjunta, en esta ocasion se identificaron
cuatro componentes principales. Todos ellos tenian un eigenvalue mayor a 1 y
su varianza acumulada llega al 97,3%.

Componente Eigenvalue % Varianza % Varianza
Principal acumulada

1 53,7026 81,368 81,368

2 4,6827 7,095 88,463

3 4,4412 6,729 95,192

4 1,4023 2,125 97,317

5 0,8939 1,354 98,671

6 0,2772 0,420 99,091

7 0,1655 0,251 99,342

Tabla 8. Analisis de Componentes Principales en salmueras excluyendo disolucién
0% NaCl.

La Figura 75 muestra la representacion grafica de las dos primeras
componentes. Pueden identificarse claramente los patrones de reconocimiento
de todas las concentraciones estudiadas. Se observa una alta correlacion entre el
eje de la primera componente y el nivel de sal de las disoluciones.
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Figura 75. Diagrama de dispersion de las salmueras excluyendo disolucién 0%
NaCl.

La conclusion del Andlisis de Componentes Principales de los datos es la
necesidad de excluir del estudio los datos referentes a la disolucion 0% NaCl.
Por tanto en el estudio se consideraron los datos experimentales obtenidos con
las diez salmueras con diferentes concentraciones de cloruro sédico.

Esta restriccion no supone ninguna limitacion para el desarrollo del modelo
predictivo. El objetivo es disefar un equipo capaz de determinar el contenido de
sal en alimentos y todos los alimentos contienen sal en mayor o menor medida.

1.2.2. Caracterizacion del contenido en sal y modelo estadistico
mediante PLS

Se ha recurrido a la regresion PLS para establecer una relaciéon cuantitativa
entre el modulo y la fase de la impedancia y el contenido de sal. Esta
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herramienta estadistica permite implementar un modelo predictivo, al establecer
una correspondencia matematica entre la impedancia y la concentracion de sal
de una disolucién. Asi, partiendo de un valor de impedancia conocido se puede
estimar la concentraciéon de cloruro sédico presente en la salmuera.

Para construir el modelo PLS se utilizd6 como conjunto de calibracion una
matriz de datos compuesta por las 46 medidas realizadas en las salmueras y los
valores de moddulo y fase de la impedancia en un barrido de 32 frecuencias
contenidas dentro del rango entre 100 Hzy 1 MHz.

Para desarrollar la técnica se ha seguido el siguiente algoritmo de calibracion
PLS:

» Normalizacion: escalado y centrado de las variables.

» Transformaciéon logaritmica de la variable dependiente (recomendable
cuando su variabilidad es superior a un orden de magnitud).

» Obtencion del ntmero de componentes (variables latentes) que
minimizan el error cuadratico medio (PRESS) en la validacion cruzada,
empleando el procedimiento “leave one out”.

» FEliminacion de las muestras con un residual estandarizado en valor
absoluto mayor que 2.

» Repeticion de los dos ultimos pasos hasta que no haya outliers, es decir
valores que son significativamente diferentes a los otros datos.

El andlisis de la varianza (ANOVA) concedi6 un nivel de confianza del 95% al
modelo ajustado.

Por ultimo, el modelo fue validado antes de emplearse como elemento de
prediccion de nuevos eventos. Para cubrir esta ultima etapa del proceso se
reservaron un total de 18 datos experimentales.

El modelo PLS resultante estd compuesto por diez variables latentes o factores.
La Tabla 9 recoge los datos estadisticos resultantes de los procedimientos de
calibracion y validacion. En la fase de calibracion se logrd obtener un buen
coeficiente de determinacion (R* = 0.981) y un buen factor de suma cuadratica
de residuos (PRESS = 19.96). Cuando se us6 el modelo de calibracion para
predecir los valores de las medidas incluidas en el conjunto de validacion, los
coeficientes alcanzados fueron también muy buenos (R* = 0.975 y PRESS =
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60.36). Los resultados obtenidos permiten calificar de excelente el modelo

predictivo [13].

Calibracion

Validacion

NaCl R?

PRESS

RZ

PRESS

0,981

19,6

0,975

60,36

Tabla 9. Resultados de calibracion y prediccion del contenido de NaCl en
salmueras (R*: coeficiente de determinacion; PRESS: Suma cuadratica de los

residuos).
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Figura 76. Contenido de %NacCl del grupo de calibracién (valores determinados
vs. valores modelo predictivo) respecto a la linea de referencia.

La Figura 76 recoge los porcentajes de cloruro sédico presentes en las muestras
que componen el grupo de calibracion. Se ha representando en el eje de abscisas
los valores predichos por el modelo y en el eje de ordenadas los valores
determinados analiticamente. Se exhibe también como linea de referencia la
recta ideal de ajuste de los datos (con pendiente 1 y ordenada en el origen 0),
aquella en que los valores predichos son idénticos a los determinados. A simple
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vista ya se observa un alto grado de precision, por la escasa dispersion de los
datos respecto a la linea de referencia. Esta percepcion queda confirmada
matematicamente, puesto que la ecuacion de la recta de ajuste (Figura 77) posee
unos valores de pendiente (0,94) y ordenada en el origen (0,68) que indican la
bondad del modelo predictivo.

OBSERVADO

O T T T T T
0 5 10 15 20 25

PREDICHO

Figura 77. Contenido de NaCl del grupo de validacion (valores determinados vs.
valores modelo predictivo) respecto a la recta resultante del ajuste lineal de los
mismos.

Transformacion logaritmica de la variable dependiente

Segun S. Wold et al. [116] datos con una variabilidad superior a un orden de
magnitud pueden someterse a una transformacion logaritmica. En este caso, la
conversion de la variable dependiente (respuesta) ha permitido alcanzar un
grado de ajuste del modelo predictivo atin mas elevado.

Se repiti6 el andlisis estadistico de los datos, incluyendo en el conjunto de
calibracion los valores transformados. El modelo PLS en esta ocasion lo
formaron nueve variables latentes. Los parametros indicadores de la bonanza
del modelo predictivo fueron excelentes, con un coeficiente de determinacion
R? de 0,9984 frente al 0,981 anterior, y una suma cuadratica de los residuos
(PRESS) de 1,087, frente al 19,96. Ademas, el analisis de varianza previo
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otorgo un nivel de confianza elevadisimo al modelo ajustado, ya que el P-valor
obtenido con ANOVA fue extremadamente pequefio.

La validacion del modelo predictivo concedié un coeficiente de determinaciéon
R? de 0,9965 y una suma cuadratica de residuos PRESS de 4,94.

La Figura 78 representa las concentraciones de NaCl estimadas por el modelo
predictivo frente a las determinadas analiticamente de todos los elementos que
constituyen el conjunto de calibracion. En esta ocasion la dispersion de los
datos respecto a la recta ideal de referencia es practicamente nula.
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Figura 78. Contenido de NaCl del grupo de calibracion transformado
logaritmicamente (valores determinados vs. valores modelo predictivo) respecto a
la linea de referencia.

Tras aplicar el modelo obtenido a los datos de validacion se obtiene una recta
mas proxima a la ideal (linea de referencia), con una pendiente de 0,9794 y
ordenada en el origen 0,0782 (Figura 79).
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Figura 79. Contenido de NaCl del grupo de validacién transformado
logaritmicamente (valores determinados vs. valores modelo predictivo) con R? =
0,9965.

Por tanto, la transformacion logaritmica de la variable dependiente mejora el
ajuste del modelo predictivo. La Tabla 10 muestra los resultados alcanzados.

Calibracion Validacion

NaCl R PRESS R PRESS

0,9984 1,087 0,9965 4,94

Tabla 10. Resultados con datos transformados de calibracién y validacion del
contenido de NaCl en salmueras a partir de valores de espectroscopia de
impedancia. R’: coeficiente de determinacién; PRESS: Suma cuadratica de los
residuos.

1.3. Resultados en lomo de cerdo

1.3.1. Anélisis de Componentes Principales
Tras el Andlisis de Componentes Principales (PCA, Principal Component

Analysis) de los datos correspondientes a la carne picada se localizan tres
componentes principales, con valores propios (“eigenvalue”) superiores a 1.
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Con ellos se explica el 96,739% de la variabilidad total de los datos
experimentales (Tabla 11).

Componente Eigenvalue % Varianza % Varianza
Principal acumulada

1 53,5735 81,172 81,172

2 8,4537 12,809 93,981

3 1,8205 2,758 96,739

4 0,9964 1,510 98,249

5 0,5323 0,806 99,055

6 0,2952 0,447 99,502

Componente 2
12,81%
o
L R B B B B

Tabla 11. Analisis de Componentes Principales para lomo de cerdo.
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Figura 80. Diagrama de dispersion de lomo de cerdo excluyendo muestra del 0%

NaCl.
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El diagrama de dispersion (Figura 80) muestra la representacion de las dos
primeras componentes. Al igual que sucedid con las salmueras una vez excluida
la disolucion de 0% NaCl, pueden identificarse claramente los patrones de
reconocimiento de la mayoria de los lotes objeto de estudio. La proximidad
entre las muestras correspondientes al lote del 20% de NaCl y al 25% de NaCl
en la grafica hace que su discriminacién no sea tan evidente a simple vista. Sin
embargo, la observacion mas detallada del diagrama permite establecer
delimitaciones en las areas de localizacion de cada lote.

Las conclusiones extraidas del analisis del grafico son idénticas a las
consideradas en las muestras de salmueras. Existe una correlacion directa entre
el eje del primer componente y el nivel de sal de los lotes de carne picada.

1.3.2. Caracterizacion del contenido en sal y modelo estadistico
mediante PLS

Para construir el modelo PLS se utilizd como conjunto de calibraciéon una
matriz de datos compuesta por las 48 medidas realizadas en los lotes de carne
picada y los valores de modulo y fase de la impedancia en un barrido de 32
frecuencias contenidas dentro del rango entre 100 Hz y 1 MHz.

Para la validacion del modelo se empleo un total de 21 muestras (conjunto de
validacion). Los resultados estadisticos obtenidos se exponen en la Tabla 12. Se
alcanzaron unos buenos coeficientes de determinacion, tanto en la fase de
calibracion (R2 = 0,955 y PRESS = 30,63) como en la de validacion (R2 =
0,934 y PRESS = 75,60).

Calibracion Validacion

NaCl R PRESS R? PRESS

0,955 30,63 0,934 75,60

Tabla 12. Resultados de calibracion y validacion del contenido de NaCl en lomo de
cerdo a partir de valores de espectroscopia de impedancia. R*: coeficiente de
determinacion; PRESS: Suma cuadratica de los residuos.
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Una vez construido el modelo PLS, la Figura 81 representa los contenidos de
cloruro sédico de las muestras incluidas en el conjunto de validacion, situando
en abscisas los valores predichos por el modelo y en ordenadas los valores
determinados analiticamente. Aunque en el caso del lomo de cerdo los datos
alcanzados en la calibracion y validacion no son tan espectaculares como los
logrados en las salmueras, sigue siendo muy pequeia la dispersion respecto a la
linea de referencia (recta ideal). La elevada precision alcanzada legitima el
modelo para la prediccion del contenido de cloruro sddico en matrices
complejas (como son las muestras de carne picada).
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Figura 81. Representacion grafica del contenido de %NacCl del grupo de validacion
(valores determinados vs. valores modelo predictivo) de lomo de cerdo respecto a
la linea de referencia.

w
o

La comprobacion matematica posterior lo confirma. La ecuaciéon de la recta
resultante de realizar el ajuste lineal de los datos (con pendiente de 1,10 y
ordenada en el origen -0,56) otorga maxima fiabilidad al modelo predictivo
(Figura 82).
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Figura 82. Representacion grafica del contenido de NaCl del grupo de validacion
(valores determinados vs. valores modelo predictivo) respecto a la recta resultante
del ajuste lineal de los mismos en lomo de cerdo.

La determinacion del contenido de cloruro sédico presente en una matriz
compleja no es sencilla. En la heterogénea composicion de una muestra de
carne hay multitud de factores que pueden interferir en su evaluacion. El denso
entramado proteico que constituye la estructura muscular del tejido supone una
dificultad, que se ve incrementada por la coexistencia en la fase acuosa de la
carne de diversos electrolitos que pueden modificar sus propiedades eléctricas.

Pese a las complicaciones expuestas anteriormente, la experiencia demuestra
que es posible establecer un modelo predictivo del contenido de sal presente en
muestras de carne.

Es importante destacar que el sistema desarrollado posee una capacidad de
discriminacion elevada incluso a altas concentraciones de cloruro sédico (20-
25% NaCl expresado como g de NaCl/100 g carne picada salada). Esta facultad
selectiva no se ha conseguido en los métodos de evaluacion disefiados por otros
autores [20]. Las investigaciones previas no pudieron discernir niveles de
cloruro sodico superiores al 7% debido a que la medida de la impedancia se
realiz a una sola frecuencia.

En resumen, existe una correlacion entre las medidas de impedancia y la

concentracion de cloruro sodico presente en las muestras de carne picada. El
modelo predictivo implementado alcanza unos coeficientes de ajuste buenos,
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por lo que puede considerarse una herramienta potencial para la determinacion
de contenido de NaCl en muestras saladas.

Transformacion logaritmica de la variable dependiente

Siguiendo la misma secuencia de trabajo realizada en el estudio de las
salmueras, se ha procedido a la transformacion logaritmica de la variable
dependiente de las muestras de carne picada.

El modelo PLS resultante estuvo formado por diez componentes. Tanto el
coeficiente de determinacion (R* = 0,9898) como la suma cuadratica de los
residuos (PRESS = 1,7124) obtenidos tras la conversion mejoraron
ostensiblemente con respecto a las representaciones no logaritmicas.

En la fase de validacion también se optimizaron los valores, consiguiendo un
coeficiente de determinacion de 0,9896 y una suma cuadratica de los residuos
de 16,77.

Calibracion Validacion

NaCl R? PRESS R? PRESS

0,9898 1,7124 0,9896 16,77

Tabla 13. Resultados con datos transformados de calibracion y validacion del
contenido de NaCl en lomo de cerdo a partir de valores de espectroscopia de
impedancia. R*: coeficiente de determinacién; PRESS: Suma cuadratica de los
residuos.

El siguiente grafico (Figura 83) recoge los valores de cloruro sédico predichos
frente a los determinados analiticamente de las muestras integrantes del
conjunto de validacion. Tras la transformacion logaritmica de la variable
dependiente se pone de manifiesto que la dispersion de los datos con respecto a
la recta de referencia es menor.
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Figura 83. Representacion grafica del contenido de NaCl del grupo de calibracién
transformado logaritmicamente (valores determinados vs. valores modelo
predictivo) de lomo de cerdo respecto a la linea de referencia.

Como se observa en Figura 84 la pendiente de la recta derivada del ajuste lineal
de los datos se aproxima mas a la unidad (0,9749) y la ordenada en el origen es
practicamente nula (-0,0432).
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Figura 84. Representacion grafica del contenido de NaCl del grupo de validacién
transformado logaritmicamente (valores determinados vs. valores modelo
predictivo) con R2 = 0,9896.
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Caracterizacion de la humedad

También se determind el contenido en humedad de cada muestra de carne
picada. Tras el analisis de la varianza con ANOVA el P-valor indicado fue
inferior a 0,05. Por tanto puede afirmarse con un nivel de confianza del 95%
que existe una relacion estadisticamente significativa entre el porcentaje de
cloruro sédico y el porcentaje de humedad de una misma muestra.

Se ha practicado un ajuste lineal de los datos obtenidos del porcentaje de
humedad y el contenido de sal de las muestras de lomo de cerdo, con objeto de
estimar la estrecha relacion existente entre ambos pardmetros. La ecuacion de la
recta ajustada y su representacion grafica (Figura 85) pueden apreciarse a
continuacion.

%NaCl = 99,0108 - 1,32862*%Humedad
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Figura 85. Ajuste lineal de los datos de NaCl y humedad.

~
(63}

Para el ajuste lineal se ha empleado el método de minimos cuadrados. Las
propiedades de la regresion lineal miden su calidad. El coeficiente de
correlacion obtenido (r = -0.99976) demuestra la existencia de una fuerte
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asociacion lineal entre la concentracidon de sal y el contenido de humedad. Asi
mismo, el coeficiente de determinacion alcanzado indica que el modelo ajustado
es capaz de explicar el 99,94% de la variabilidad de los datos de concentracion
de cloruro sodico (R* = 99,943%). Por tltimo, el error estandar de estimacion (S
=0,1822) demuestra la escasa dispersion alrededor de la linea de regresion.

Dada la elevada correlacion lineal existente entre la concentracion de cloruro
sodico y el contenido de humedad no se ha considerado necesario realizar el
analisis estadistico de los datos mediante PLS. Asumimos por tanto que hubiera
mantenido el mismo nivel de excelencia exhibido en el estudio de la prediccion
del contenido de sal.

1.4. Conclusiones

Las medidas de contenido de sal en productos procesados continia siendo un
problema a resolver en la industria alimentaria debido a la naturaleza
destructiva de los métodos convencionales de medida. En esta tesis se desarrolla
un método para evaluar el contenido de sal de ciertos productos alimenticios
(salmueras y carne de cerdo picada) utilizando espectroscopia de impedancia. El
Equipo Electrénico de Medida disefiado permite llevar a cabo medidas
puntuales de espectroscopia de impedancia en las diferentes muestras de forma
no destructiva, empleando para ello el electrodo de aguja.

Con el objetivo de comprobar la capacidad del prototipo implementado para
cuantificar el porcentaje de sal de las muestras se realizo un estudio previo con
disoluciones de varias concentraciones de cloruro soédico. Los valores de
moédulo y fase de la impedancia para cada frecuencia se trataron
estadisticamente empleando el procedimiento de regresion por minimos
cuadrados parciales (PLS). Se ha alcanzado una magnifica correlacion entre los
datos estimados con el modelo predictivo y los determinados analiticamente. Se
siguid un procedimiento similar para determinar la concentracion de cloruro
sodico presente en muestras de carne picada. También se logré una excelente
correlacion. La herramienta PLS gener6 un modelo que permitié predecir
niveles de de sal en nuevas muestras de carne.
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Una consideracién importante a tener en cuenta en futuros estudios es la
evidente mejoria experimentada por el modelo predictivo al llevar a cabo la
transformacion logaritmica de la variable dependiente.

Asi mismo, el sistema de medida desarrollado posee una capacidad de
discriminacion elevada incluso a altas concentraciones de cloruro sodico (20-
25% NaCl). Dado que las investigaciones previas no pudieron discernir niveles
de cloruro sodico superiores al 7%, esta facultad selectiva supone una
aportacion importante en este campo.

Por ultimo, se ha demostrado la existencia de una fuerte asociacion lineal entre
el porcentaje de cloruro sédico y el porcentaje de humedad de una misma
muestra.

Los buenos resultados obtenidos permiten consolidar la idea de desarrollar
instrumentacion portatil, de bajo coste y facil de manejar para determinar el
contenido de sal. En la actualidad, continuando con esta linea de trabajo,
nuestro equipo de investigacion esta aplicando este mismo procedimiento de
medida de sal en una amplia gama de productos alimenticios.

2. Determinacion de parametros fisicoquimicos en muestras de lomo
de cerdo durante el proceso de curado

El curado es un método de preservacion de productos alimenticios que combina
las técnicas de salado y secado. El proceso de salado tiene como objetivo
disminuir la actividad de agua a niveles que garanticen la estabilidad del
alimento perecedero empleando la sal como agente reductor. Ello permite
ralentizar e incluso interrumpir la actividad de ciertos microorgamisnos. No
obstante por si solo no garantiza un adecuado nivel de proteccion en productos
de consumo directo. El secado es la técnica de conservacion complementaria
necesaria para inhibir totalmente el crecimiento microbiano [126].

El salado es una etapa crucial en el proceso de curado. Aunque es fundamental

su accion bacteriostatica inicial, también es un factor determinante tanto en el
desarrollo posterior del proceso, condicionando especialmente la fase de secado,
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como en la consecucion de las propiedades organolépticas caracteristicas del
producto final. Su importante repercusion en el control del proceso y en la
calidad final justifica un examen detallado.

Para garantizar una correcta salazon hay que poder contestar a dos cuestiones
clave. La primera es saber cudl es la cantidad de sal que se debe aportar para
que pueda penetrar en todos los puntos del producto en un tiempo conocido. La
segunda es determinar cual es ese tiempo [127].

El estudio pretende, mediante el andlisis de la evolucion de ciertas magnitudes
fisicas que intervienen en el proceso tradicional de curado, establecer los
paradmetros de control necesarios para su optimizacion y estandarizacion.

Profundizando en los fendmenos de difusion de sal y agua se sugiere una
modelizacion, capaz de estimar el “grado de curado” de la materia prima en
funcion de una variable de medida rapida, sencilla, automatica y no destructiva:
la concentracion de cloruro sodico disuelta en agua.

Para que este modelo pueda considerarse una herramienta util para la prediccion
del estado de maduracion de la materia prima es necesario justificar que existe
una correlacion significativa entre la evolucion experimentada por la
concentracion de sal a lo largo del proceso y su curado.

El mecanismo de transferencia de materia desencadenado durante el proceso de
salado provoca la pérdida de agua del alimento por efecto del fendomeno
osmotico y el posterior flujo de agua desde el interior del alimento (zona de baja
concentracion de sal) al exterior (zona de alta concentracion de sal).
Paralelamente se produce un flujo de entrada del soluto en el alimento, para
compensar la baja concentracion existente en su interior.

La velocidad de penetracion de la sal disminuye conforme se alcanza el
equilibrio en las concentraciones salinas exterior ¢ interior. Esta difusion pasiva
puede verse afectada por factores externos (humedad y temperatura del
secadero, granulometria de la sal) e internos (pH, humedad, contenido de grasa
interna, etc.) [126].

Un paradmetro critico en el curado, especialmente en las primeras etapas del
proceso es la actividad de agua. Es el factor que determina la capacidad de
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crecimiento de los microorganismos responsables de la alteracion y el que mas
contribuye a la estabilidad del producto final.

La relacidon entre la actividad de agua y la concentracién de solutos viene dada
por la ley de Raoult. Si bien esta correspondencia se formuld para disoluciones
ideales, es también valida para disoluciones reales siempre y cuando se
controlen ciertos parametros [128].

En los procesos de salado y post-salado de productos carnicos los valores de
actividad de agua van ligados a la concentracion de sal. En estas etapas la
concentracion de solutos de la fase liquida estd formada en gran parte por la sal
que contiene el lomo al final de la fase de salado, es decir, la concentracion de
sal alcanzada, guardando una correlacion inversamente proporcional [129].

Si bien existe una relacion directa entre la concentracion de sal en la fase liquida
(Znac)) v los valores de actividad de agua (ay), a medida que avanza el proceso
de curado se altera esta proporcionalidad. Al aumentar la deshidratacion se
potencia la interaccion del agua con la matriz proteica, actuando como un factor
reductor. Esto explica la desviacion de los valores de actividad de agua
observada en las ultimas etapas del curado (secado y maduracion) con respecto
a la disolucion ideal (Figura 86) [124].
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Figura 86. Relacion lineal entre los valores de actividad de agua (a,) y la

concentracion de NaCl en la fase liquida (Z™*“"), en jamén curado durante el
proceso de elaboracion [126].
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2.1. Material y métodos

Preparacion de las muestras

En el estudio se emplearon doce piezas de lomo de cerdo fresco con un peso
promedio de 1.307 = 118 g. Para la caracterizacion de la materia prima se
reservaron tres unidades, determinando en todas ellas los siguientes parametros
fisicoquimicos por triplicado: contenido en humedad, proteina y grasa, actividad
de agua (a,,) y pH. Las otras nueve piezas de lomo se dividieron en tres lotes y
se sometieron a un proceso de salado y posterior curado.

Cada lote fue salado afadiendo una cantidad de sal calculada previamente, de
manera que al finalizar el proceso de curado se obtuviera una concentracion de
cloruro sodico concreta. Los valores objetivo, que se establecieron a partir de
los resultados extraidos en estudios precedentes [130], fueron 1,8; 2,8 y 3,7 g
NaCl/ 100 g de lomo (0,002; 0,003 y 0,004 g NaCl / g de lomo).

Se llevd a cabo un salado en seco por frotacion con una mezcla de cloruro
sodico (NaCl) y un 3% de agentes de curado, concretamente 150 ppm de nitrato
potasico (KNO;) y 150 ppm nitrito sédico (NaNO,) [131]. Se acordd esta
proporcionalidad para garantizar que el nivel de nitritos en producto terminado
fuera inferior al maximo legal, fijado en 250 ppm.

Tras la frotacién de los lomos de cerdo con la mezcla de sales, se dejaron
reposar con la salazon durante dos horas a 3 °C y una humedad relativa del
73%. Transcurrido este tiempo las cuatro piezas se envasaron al vacio y se
mantuvieron en refrigeracion a 4 °C durante siete dias. Posteriormente se
embutieron en tripa de colageno y permanecieron tres dias mas conservados a 4
°C. Con ello concluy¢ el proceso de post-salado. Los lomos de cerdo pasaron a
una camara de secado a una temperatura de 4 °C y humedad relativa del 73%,
manteniéndose en estas condiciones de conservacion durante treinta y dos dias.

Durante la etapa de secado se realizé un muestreo periddico a los 0, 4, 8, 18, 23
y 32 dias, con el objetivo de monitorizar la evolucion del contenido en sal,
humedad, a,, y pH de las piezas, asi como estudiar los cambios en los valores de
impedancia de cada una.
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Para la toma de muestras se realizO un corte transversal en cada lote de

aproximadamente 2 cm de espesor. Cada seccion se dividid a su vez en dos

muestras de dimensiones 20 x 20 x 60 mm cada una. La codificacion de las

muestras obtenidas en cada seccion se realizé seglin su proximidad a la capa de

grasa subcutanea presente en el lomo. Asi, como puede apreciarse en la Figura
o

87, se denomind zona “g” a aquella porcion de la seccion transversal de carne
mas proxima a la capa de grasa y zona “m” a la mas alejada.

Autores como Fuentes et al. [132] han descrito que la grasa ejerce de barrera a
la penetracion de sal y la pérdida de humedad durante los procesos de salado.
La diferenciacion en los cortes transversales, basada exclusivamente en la
ubicacion de la muestra respecto a la capa grasa del lomo, pretendia detectar si
existian variaciones en el comportamiento de dichas zonas durante el proceso de
salado y curado.

Figura 87. Zonas de medida de las lonchas.

Determinaciones analiticas
Para determinar el contenido en humedad se recurrié al procedimiento de

secado en estufa a 102 + 2 °C hasta alcanzar peso constante (Norma ISO R-
1442, 1979).
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El contenido en grasa se obtuvo mediante extraccion con disolvente (éter de
petroleo) segin el método ISO R-1443 (1973), utilizando un analizador
semiautomatico Soxtec™ 2055 (FOSS Ltd., Warrington, UK).

Para la determinacion del contenido en cloruro soédico de las muestras de lomo
se homogeneizaron 2 g de la muestra triturada en agua destilada, empleando un
homogeneizador Ultra-turrax T-25 (IKA-Labortechnik, Staufen, Alemania). La
disolucion obtenida se enrasé hasta un volumen de 100 ml y se centrifugd a
2.000 rpm durante 10 minutos. El sobrenadante obtenido se filtré y se tom6 una
alicuota de 500 pl de este filtrado para su valoracién en el analizador
automatico de cloruros Sherwood mod. 926 (Sherwood Scientific Ltd.,
Cambridge, UK).

La actividad de agua (ay) se valor6 con un higrometro de punto de rocio (GBX
scientific FA-st/lab, Cédex, Francia).

Para determinar el pH de las disoluciones saturadas de sal formadas durante el
salado se empled un multimetro MM40 (CRISON, Barcelona, Espafia).

El pH de los lomos de cerdo se estimé mediante un pH-metro digital Basic 20+
(CRISON, Barcelona, Espafia) con un electrodo de puncion (52 31) con cuerpo
de acero inoxidable recomendado para las medidas realizadas en muestras semi-
solidas. La medida de pH se realizé directamente en 6 puntos diferentes de cada
muestra.

Medidas de impedancia

Para determinar la concentracion de sal alcanzada en cada punto de muestreo se
empleo el sistema de medida de espectroscopia de impedancia implementado en
esta tesis. Se tomaron seis lecturas de impedancia por cada zona de ensayo.

En los plazos definidos los lomos se retiraron del refrigerador y se colocaron
sobre una base helada, lo que permiti6 realizar las mediciones de la impedancia
a una temperatura constante. Los registros de temperatura tomados en el centro
de las muestras con una sonda de temperatura no muestran variaciones
superiores a + 1,5 °C.
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En la Figura 88 se puede ver la configuracion o setup del instrumental para la
medida y registro de los valores de la impedancia de muestras de lomo.

Figura 88. Setup de la mediciéon de la impedancia de lomo.

Electrodos

Con el fin de probar la efectividad y sensibilidad se decidio realizar el estudio
con los tres electrodos: aguja, punta de flecha y electrodo doble (Figura 89).

Figura 89. Los tres electrodos insertados en muestras de lomo. Aguja a), Electrodo
doble b), Punta de flecha c).

2.2. Resultados y discusion

Las determinaciones analiticas demostraron que se produce un incremento en el
contenido de sal de las muestras a medida que avanza el estudio. Sin embargo
las determinaciones analiticas constataron que no existieron variaciones
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significativas en los parametros fisicoquimicos considerados al comparar la

[Tl

zona “g” y “m”.

Al igual que en el trabajo previo, se recurrié a una técnica de modelos de
ecuaciones estructurales basada en la varianza, la PLS. Con esta herramienta
estadistica se interpretaron los datos de impedancia y se propuso un modelo
predictivo capaz de estimar los parametros fisicoquimicos analizados en funcion
de la correlacion existente entre ambas medidas. El algoritmo de calibracion-
validacion que se aplico fue el que se describe en el apartado 5.- Técnicas de
analisis multivariante 5.4.1.- Aplicacion de la técnica PLS pagina 46.

Para cada parametro medido se obtuvieron tres modelos diferentes, uno por
cada tipo de electrodo.

2.2.1. Modelos para el electrodo de aguja

En la Tabla 14 se muestran el coeficiente de determinacion de la calibracion y
de la validacion de los modelos generados para cada fisicoquimico. También se
muestra el nimero de variables latentes necesarios para alcanzar dicho
parametro.

Set de calibracion Numero de
Set de validacion factores
Modelo Leave-one-out

zN 93,6 81,5 88,0 6
a,, 96,9 90,8 87,8 6
%NaCl 94,9 87,3 87,3 6
Xw 99,3 87,4 80,4 9
pH 98,4 67,1 65,8 10

Tabla 14. Coeficientes de determinacién (R?) de los fisicoquimicos para el electrodo
de aguja.

En la Figura 90 y Figura 91 se visualizan el resultado de la validacion de la
concentracion de agua y la actividad de agua cuando se aplica el modelo
generado sobre nuevas muestras.
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Figura 90. Validacién del modelo de la concentracién de sal disuelta en agua z"*'

con coeficiente de determinacién R* = 88,0.
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Figura 91. Validacion del modelo de la actividad de agua a,, con coeficiente de
determinacién R* = 87,8.

Se escogieron cuatro muestras cuyos valores de concentracion de sal en la fase
liquida del alimento (Z™*“") representaban la variabilidad obtenida en su
determinacion. Se seleccionaron por tanto el maximo, el minimo y dos valores
intermedios, para poder abarcar todo el rango de datos.

157



Capitulo 2. Aplicacion del sistema de medida a prod. carnicos crudo-curados

Se ha representado graficamente el espectro de la fase de la impedancia de estas
cuatro muestras con objeto de estudiar su comportamiento al someterse a un
barrido de frecuencias.

La Figura 92 muestra la curva de evolucion de la fase de la impedancia de las
cuatro muestras de lomo de cerdo sometidas a examen.

Como puede observarse, para frecuencias situadas por debajo de 1kHz el valor
de la fase es constante y por tanto independiente de éstas. A partir de 1 kHz los
valores de la fase de la impedancia se reducen conforme se incrementa la
frecuencia.

Asi mismo se aprecia un cambio de tendencia en la muestra de valor Z™' 0,016
entorno a la frecuencia de 100 kHz y se intuye una disposicion similar en el
resto de las muestras para frecuencias superiores a | MHz.

-10 4

-20 4

-30 4

= —0,016
:‘/ -40 4 (0,037
8 50 ——0,058
L

—0,096

-60 <

-70 4

-80 4

-90 -
100 1.000 10.000 100.000 1.000.000

Frecuencia (Hz)

Figura 92. Espectro de la fase de la impedancia de las muestras con distintos
valores de Z"*“' para valores de frecuencia entre 100Hz y 1MHz.

La Figura 93 muestra la curva de evolucion del modulo de la impedancia de las
cuatro muestras con distintos valores de Z™*“! en funcion de la frecuencia.

No se ha representado el intervalo de frecuencia situado entre 1Hz y 10kHz,
puesto que en este rango todas las curvas estaban superpuestas y no era posible
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diferenciar unas de otras. Por tanto no podia extraerse informacion relevante de
ellas.

A frecuencias superiores a los 10kHz el modulo de la impedancia discrimina los
diferentes valores de Z™*“'. En la gréfica puede observarse como el modulo de la
impedancia decrece con el aumento de la frecuencia.

3.000 -
2.500 4
— 2.000 4
E —0,016
) 0,037
o 1.500 4
5 ——0,058
8 —() 096
Z 1000
—_—
500 -
0 r .
10.000 100.000 1.000.000

Frecuencia (Hz)

Figura 93. Espectro del médulo de la impedancia de las muestras con distintos
valores de Z™*“' para valores de frecuencia entre 10kHz y 1MHz.

Se llevo a cabo un analisis idéntico al anterior, estudiando en este caso el
comportamiento experimentado por la fase y el médulo de la impedancia de
cuatro muestras representativas de la variabilidad de la actividad de agua al
someterlas a un barrido de frecuencias (Figura 94 y Figura 95).

Hay una gran similitud tanto en las representaciones graficas obtenidas como la
interpretacion derivada de las mismas.

Ello corrobora la relacion directa existente entre los valores de actividad de

agua (ay) y de concentracion de sal en la fase liquida del alimento (Z™*“")
mencionada anteriormente en este capitulo.
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Figura 94. Espectro de la fase de la impedancia de las muestras con distintos
valores de a,, para valores de frecuencia entre 100Hz y 1MHz.
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Figura 95. Espectro del médulo de la impedancia de las muestras con distintos
valores de Z™*“' para valores de frecuencia entre 10kHz y 1MHz.

Se han representado los valores obtenidos para la fraccion masica de sal en la

fase liquida del producto (ZN*“") frente a sus correspondientes valores de a,,
(Figura 96).
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La relacién existente entre ambos pardmetros (cuyo ajuste lineal arroja un
coeficiente de determinacion de 0,94) explica las similitudes observadas
anteriormente en los valores de fase y modulo de la impedancia (Figura 96).

Se han superpuesto en esta misma grafica, que enfrenta los valores de a, y
7N los datos experimentales correspondientes al lomo de cerdo y los relativos
a una solucién ideal (valores de actividad de agua de una salmuera a 25 °C),
apreciandose un notable ajuste entre ambos, lo que confirma la estrecha
vinculacion de estos parametros fisico-quimicos y la equivalencia de sus valores
en los procesos de secado y salado.

1,000 ¢

0,980 x%? X muestras lomo
0,960 %” # salmuera

0,940 x XX
a,, X o *
0,920 .
<
0,900
<
0,880 R
L 2
0,860 - ; ; ; .
0,00 0,05 0,10 0,15 0,20
ZNaCl

Figura 96. Valores de concentracion de sal en la fase liquida del alimento (Z\*“")
frente a los valores de a,,

2.2.2. Modelos para el electrodo doble

En la Tabla 15 se muestran el coeficiente de determinacion de la calibracion y
de la validacion de los modelos generados para cada fisicoquimico. También se
muestra el numero de variables latentes necesarios para alcanzar dicho
parametro.
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Set de calibracion Numero de
Set de validacion factores
Modelo Leave-one-out

N 94,4 87,8 84,3 5
a, 99,3 91,9 81,9 10
%NaCl 91,0 82,6 83,9 5
ey 60,7 53,6 32,4 1
pH 85,3 52,3 52,6 6

Tabla 15. Coeficientes de determinacién (R?) de los fisicoquimicos para el electrodo

doble.

2.2.3. Modelos para el electrodo punta de flecha

En la Tabla 16 se muestran el coeficiente de determinacion de la calibracion y
de la validacion de los modelos generados para cada fisicoquimico. También se
muestra el numero de variables latentes necesarios para alcanzar dicho

parametro.
Set de calibraciéon Nimero de
Set de validacion factores
Modelo Leave-one-out

VAR 84,8 72,5 86,0 4

ay 99,8 87,1 90,7 10
%NaCl 96,4 71,9 83,7 8
Xw 79,3 68,5 68,6 4

pH 98,2 59,2 58,1 10

Tabla 16. Coeficientes de determinacién (R?) de los fisicoquimicos para el electrodo

punta de flecha.
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2.2.4. Discusion de los resultados

Se aprecia una buena correlacion en todos modelos generados para predecir la
actividad de agua (a,), la concentracion de sal en la fase liquida (ZM“) y la
concentracion de sal (%NaCl). El hecho de que los tres parametros considerados
tengan un efecto directo sobre la conductividad y por tanto sobre la impedancia
de las muestras, favorece la obtencion de estimaciones correctas.

También se observa claramente que ninguno de los modelos generados es util
para predecir el pH. Aunque los coeficientes de determinacion de la calibracion
(R* del modelo predictivo) son elevados, éstos decrecen considerablemente en
la validacion (aplicacion del modelo a las muestras restantes). Esta variacion es
debida al fenémeno de sobreajuste, un problema intrinseco a la técnica PLS que
tiene lugar si el numero de variables latentes o factores es elevado. El modelo
generado tiende a ajustarse a las muestras que sirvieron para construir dicho
modelo, pero falla en la prediccion de nuevas muestras.

Otra consideracidon a tener en cuenta es que aparentemente el modelo de
prediccion de concentracion de agua o humedad (X) del electrodo de aguja
obtiene un valor de R* aceptable mientras que para los otros dos electrodos el
valor de R? es considerablemente mas bajo. Esto es debido a la desvirtuacion de
la lectura de la impedancia que provoca tanto el electrodo de punta de flecha
como con el electrodo doble como consecuencia de su sistema de
determinacion.

En el electrodo de aguja se realiza una medida puntual. Si la puncion tiene
lugar en una zona inadecuada, donde no existe un contacto total entre el
perimetro de la aguja y la muestra (estructuras porosas o discontinuas) o donde
el tejido muscular esté deteriorado (grasa, cartilago, etc.), la lectura de
impedancia serd extremadamente diferente a la tomada en una zona adecuada.
Esta enorme dispersion garantiza su descarte en la fase de depuracion de datos
(outliers). Sin embargo las medidas no puntuales realizadas con los otros
electrodos dificultan esta seleccion, al poder verse involucradas en la trayectoria
de medida tanto zonas aptas como deterioradas. Las lecturas de impedancia en
este caso no muestran una clara franja de discriminacion y si una elevada
dispersion, obteniendo como consecuencia ajustes menos precisos.

De forma global los resultados obtenidos con el electrodo de aguja son
positivos, superando ligeramente a los otros dos y ofreciendo un buen
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comportamiento. En la Figura 97 puede verse una comparativa de los
coeficientes de determinacion de los tres electrodos.

0,08
Aguja
s 0,06 - Electrodo Doble
g Punta de Flecha
0 —R2=88%
Kl
S 504 | ——R2=84%
—R2=86%
0,02 - ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
0,02 0,03 0,04 0,05 0,06 0,07 0,08

Predicho

Figura 97. Comparativa de los R’ de los tres electrodos en la validacion del
fisicoquimico Z™*“',

2.3. Conclusiones

Se sometieron a un proceso de curado nueve piezas de lomo llevandose a cabo
técnicas de salado, post-salado y secado. Durante la etapa de secado se realizo
un muestreo perioddico con el objetivo de monitorizar la evolucién del contenido
en sal y humedad de las piezas, asi como estudiar los cambios en los valores de
impedancia de cada una.

Con el objetivo de crear modelos predictivos se aplico la técnica multivariante
PLS para correlacionar los datos de impedancia con los valores de los
parametros fisicoquimicos.

En el estudio se utilizaron tres electrodos de tipologia diferente para comparar la
efectividad y sensibilidad de cada uno de ellos. Por tanto para cada parametro

fisicoquimico se obtuvieron tres modelos, uno por cada tipo de electrodo.

Como resultado del estudio estadistico se concluye que el sistema de medida
propuesto en esta tesis es capaz de crear modelos que permiten la prediccion de
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la actividad de agua (a,), la concentracién de sal en la fase liquida (Z*!

concentracion de sal (%NacCl).

)yla

Los valores de los coeficientes de determinacion obtenidos en el lomo curado
son inferiores a los conseguidos con la carne picada y salmueras. Las
diferencias en los niveles de ajuste de los modelos predictivos se deben a:

= FEsta experiencia se ha realizado sobre muestras reales y no sobre
muestras homogeneizadas. Dado que la sal ha ido penetrando de forma
no uniforme, las muestras presentan una mayor dispersion en las medidas
de impedancia.

= FEl rango de variabilidad del contenido en sal no ha sido tan amplio como
en la carne picada o salmueras, lo que puede aumentar el error relativo de
las medidas.

Los mejores resultados se obtuvieron con el electrodo de aguja, que ofrecid un

buen comportamiento y superd ligeramente los valores de los otros dos, en
especial en la determinacién de la humedad.
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Capitulo 3. Aplicacion a otros productos de la industria
alimentaria

1. Estudio del contenido en humedad y sal en queso

El queso es un alimento universal. Estd considerado como uno de los
principales productos alimentarios. Segun la FAO, en 2004 la produccion total
supero los 18 millones de toneladas. A nivel mundial la Unidén Europea, Estados
Unidos, Brasil, Australia y Canada concentran casi el 90% del mercado [133].
Por paises, Estados Unidos lidera la produccion mundial (con un 30% del
volumen total), seguido de Alemania y Francia [134].

El mayor exportador en valor monetario es Francia, seguido de Alemania, que
es lider en volumen exportado. A pesar de ser Francia el mayor exportador, tan
solo un 30% sale de sus fronteras, el resto se dedica al mercado interno. El nivel
de exportacion de Estados Unidos, el maximo productor mundial, es
despreciable.

Grecia ocupa el primer puesto del ranking mundial de consumo, con una media
de 27,3 kg por habitante y afio, seguido por Francia (24 kg/persona) e Italia,
(22,9 kg/persona). En Estados Unidos el consumo se estd incrementando
rapidamente. Aunque en Espafia también se ha producido un crecimiento
considerable, hasta llegar a los 9 kilos por persona y afio en la actualidad, es
todavia muy inferior al nivel medio de la Unién Europea, situado en 17
kg/persona.

El sector quesero espafiol se caracteriza por una gran variedad productiva. A
pesar de situarse muy por debajo de otros paises europeos en volumen
productivo (4% del total europeo), ocupa el segundo lugar, después de Francia,
en diversidad de producto [133].

La produccién nacional de quesos ha experimentado desde el afio 2000 un
pequefio pero continuo crecimiento. Una evolucion significativa en
comparacion con la tendencia estacionaria del resto de paises de la Union
Europea [135].
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El queso es el producto que resulta de la coagulacion (4cida, enzimatica o
mixta) de la leche cruda o pasterizada, y que posteriormente suele someterse a
maduracion [136].

Su riqueza nutricional radica, no sélo en el elevado contenido en proteina y
grasa, sino también en la alta aportacion de elementos minerales, principalmente
calcio y fosforo [137].

De acuerdo con la FAO/OMS: y la Norma de Calidad para Quesos elaborados
en Espafa “es el producto fresco o madurado obtenido por la coagulaciéon y
separacion del suero de la leche, nata, leche parcialmente desnatada, mazada o
por una mezcla de estos productos” [138].

Las caracteristicas nutricionales y tecnoldgicas del queso vienen determinadas
por la composicion de la leche de origen y el proceso de elaboracion [139][140].

El aspecto mas importante que define el queso es el tipo de leche utilizada en su
produccion. En Espafia, dependiendo de la zona, la época del afio, el clima, o la
tradicion, se fabrican quesos con leche de vaca, cabra, oveja o mezclas diversas
de dos o de los tres tipos de leche.

Mas del 50% del queso producido y consumido en Espafia proviene de la
mezcla de las tres. Dependiendo del porcentaje de cada tipo de leche
incorporado en la mezcla se obtienen quesos con diferente sabor, textura,
cuerpo y cremosidad.

La transformacion de la leche en queso consta de fundamentalmente de dos
procesos: la obtencion de la cuajada y su maduracion [140].

En la etapa de maduracion se producen importantes modificaciones en el
producto de cardcter microbiologico, bioquimico y fisico-quimico, que permiten
desarrollar las cualidades organolépticas caracteristicas del queso [139].

La textura clasica del queso es consecuencia de las reacciones primarias de
hidroélisis (glicolisis, lipdlisis y proteolisis) de los principales componentes de la
leche: lactosa, triglicéridos y proteinas [141]. Las transformaciones posteriores
de los productos finales de estas reacciones primarias generan los compuestos
responsables de su aroma y sabor tipicos [141].
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A lo largo de la maduracion, el queso va perdiendo progresivamente humedad,
disminuyendo su peso e incrementandose su extracto seco. Las variables que
mas influencia tienen en esta etapa, denominada también “afinado”, son la
temperatura, la aireacion, la humedad, el contenido en sal y el pH [140].

El periodo de maduracion puede comprender desde una o dos semanas (quesos
blandos con un alto contenido en agua) hasta mas de un afio (quesos duros)
[140].

El objetivo del presente trabajo fue estudiar la correlacion de las lecturas de
impedancia con los valores de humedad, sal y actividad de agua de diferentes
quesos de mezcla, y por tanto, con su grado de maduracion.

1.1. Materiales y métodos

Materia prima

Para la realizacion de este estudio se emplearon quesos de mezcla con diferentes
grados de curado elaborados por Queserias Entrepinares S.A. (Valladolid,
Espafia) a partir de leche pasterizada de vaca (minimo 50%), oveja (minimo
20%) y cabra (minimo 15%). Los tiempos de maduracion fueron de 7 dias para
el queso tierno, 35 dias para el semicurado, 105 dias para el curado y 180 dias
para el viejo.

Determinaciones fisico-quimicas

Para conocer la composicion centesimal y valor nutricional de las muestras de
queso se determino el contenido en grasas, proteinas, hidratos de carbono vy,
calcio, empleando los procedimientos de ensayo descritos por la AOAC (1997)
[142]. El valor energético de los productos analizados se estimo a partir de los
factores de conversion de 4,27 kcal/g para proteina e hidratos de carbono y de
9,02 kcal/g para grasa [143].
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Se analiz6 también el contenido en humedad [142], contenido en cloruro sodico,
empleando un analizador automatico de cloruros Sherwood mod. 926
(Sherwood Scientific Ltd., Cambridge, U.K) y la actividad de agua (ay)
mediante un medidor automatico de a, (GBX scientific FA-st/1, Cédex,
Francia).

Todas las determinaciones fisico-quimicas se realizaron por triplicado.

Rango de frecuencia y electrodo utilizado

Se realizaron lecturas de impedancia de las muestras en el rango de frecuencias
comprendido entre 1Hz y 1MHz, empleando un electrodo de medida con la
siguiente configuracion: aguja concéntrica de acero inoxidable seccionada con
un angulo de 15° longitud de 75 mm, diametro interno 0.64 mm y area de
penetracion 0,07 mm2 (Viasys healthcare Ltd., Wisconsin, USA.).La Figura 98
muestra la configuracion del sistema de medida de impedancia y un detalle del
electrodo de aguja insertado en una muestra de queso.

Se realizaron seis medidas de impedancia en cada muestra.

Figura 98. Setup del sistema y detalle del electrodo.

Analisis estadistico de los datos

Para cada uno de los quesos estudiados se consideraron tres lotes.
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Los resultados obtenidos a partir de las determinaciones analiticas se analizaron
estadisticamente mediante el programa Statgraphics Plus version Centurion XV.

1.2. Resultados y discusion

1.2.1. Caracterizacion de las muestras

La composicion centesimal y valor nutricional de los quesos analizados se
muestra en la Tabla 17. Confirmando las expectativas, el contenido en proteinas
y grasas y el valor energético fue mas elevado cuanto mayor fue el tiempo de
maduracion de las muestras. Ello es consecuencia de la pérdida de humedad
progresiva que experimenta el producto durante la maduracion, que se traduce a
su vez en un incremento de la proporcion de cada macronutriente en el extracto
seco.

Un comportamiento coherente con el expuesto previamente se deriva del
analisis de los datos obtenidos del contenido en humedad de las muestras. Como
cabia esperar el queso tierno fue la muestra con mayor contenido en humedad

(39,2%) mientras que el queso viejo presento los valores de humedad mas bajos
(26,3%) (Ver Tabla 18).

Tierno Semicurado Curado Viejo
Valor energético’ | 393+6 404+£12 419+4 433+13
Grasas’ 33+1 34+2 3543 37+8
Proteinas’ 2242 2245 2343 24+1
Hidratos carbono®| 1,0+0,2 1,0+£0,3 1,0+0,4 1,1+£0,5
Calcio’ 640+20 680+13 700+23 70043

! Valor Energético (Kcal/100 g); > g/100 g; * mg/100g

Tabla 17. Composicion centesimal y valor nutricional de las muestras de queso
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Tierno Semicurado Curado Viejo
Humedad' 39,2+0,4 35,5+0,9 31,0+0,5 26,3+0,2
Sal’ 1,83+0,04 1,70£0,06 1,79£0,09 | 2,51+0,03
2 4,7+0,9 4,8+0,3 5,840,2 9,6+0,2
Actividad agua | 0,956+0,005 | 0,945+0,001 | 0,933+0,001 | 0,905+0,001

"humedad (g H,0/100 g); *g NaCl/100g producto; *g NaCl/100g fase liquida

Tabla 18. Valores promedio de humedad, contenido Sal (NaCl), contenido de
cloruro en la fase liquida (z"*“") y actividad de agua (a,,) de las muestras de queso

Es razonable pensar que exista una evolucion inversa respecto al contenido de
sal de las muestras, alcanzando concentraciones de cloruro sodico mas elevadas
los quesos mas curados. Aunque efectivamente esta fue la tendencia, tan s6lo
fueron significativamente diferentes (p<0,001) los porcentajes de sal obtenidos
en el queso viejo respecto a las tres muestras restantes.

Puede hacerse una interpretacion similar a la anterior al analizar el contenido de
sal presente en la fase liquida del queso, ya que crece considerablemente al
aumentar el tiempo de maduracion. En este caso no se apreciaron diferencias
significativas entre el queso tierno y el semicurado. Sin embargo si fueron
representativas las variaciones detectadas en los valores alcanzados por aquellas
muestras y los correspondientes al queso curado y viejo. También fue
reveladora la gran disparidad existente entre los valores de Z™“' de los dos
quesos con mayores tiempos de curado.

La evolucion que muestra la actividad de agua es coherente con la observada en
el contenido de humedad y, dada la estrecha vinculacion de ambos parametros,
sigue una pauta de comportamiento idéntica. Asi, los valores de a, van
reduciéndose a medida que aumenta el tiempo de maduracion de los quesos.
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1.2.2. Medidas de impedancia

El estudio de impedancia mostré diferencias estadisticamente significativas
(p<0,001) tanto en los valores de médulo como de fase para frecuencias
superiores a 1000 Hz.

Las diferencias permitieron discriminar el grado de maduracion de los quesos.
En la Figura 99 y Figura 100 se muestran los valores de modulo y fase para el
rango de frecuencias citado.
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_10.000 -
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2 8000
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=
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1.000 10.000 100.000 1.000.000

Frecuenda (Hz)

Figura 99. Valores del médulo de las muestras de queso

Con el objeto de evaluar si los valores de impedancia (médulo y fase) permiten
diferenciar los diferentes tipos de queso, se realiz6 un anélisis discriminante
considerando como factor el tipo de queso (tierno, semicurado, curado y viejo)
y tomando como variables los modulos y fases de las frecuencias comprendidas
entre 1 kHz y 1 MHz. No se incluyeron en el andlisis discriminante las lecturas
de modulo y fase realizadas a frecuencias inferiores a 1 kHz, al haber mostrado
los ANOVAs anteriores que €stos no tenian un efecto significativo sobre el
tiempo de maduracion.
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Figura 100. Valores de fase de las muestras de queso

El analisis realizado permitio obtener 3 funciones discriminantes. Con las dos
primeras pudo explicarse el 90% de la variabilidad de los datos (F1 el 69% y F2
el 21%). Mediante esta técnica fue posible clasificar correctamente el 97,44%
de los casos evaluados.
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Figura 101. Funciones discriminantes de las muestras de queso.
La Figura 101 muestra la representacion de las dos primeras funciones

discriminantes. Considerando la funcion F1 se observa que las muestras de
queso con menor tiempo de maduracion se agrupan en la parte positiva del eje
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de abscisas, y que los dos tipos de queso restantes se separan progresivamente a
lo largo de este eje conforme aumenta su tiempo de curado.

La representacion de las dos funciones discriminantes pone de manifiesto una
clara diferenciacion entre las muestras evaluadas en funcion de sus valores de
impedancia (modulo y fase). Estas variaciones se corresponden con las
detectadas en las determinaciones analiticas, donde los valores de humedad,
contenido en sal y actividad de agua son significativamente diferentes en
funcion del grado de maduracion del queso.

Se realiz6 por ultimo una analisis estadistico mediante una técnica de regresion
multiple, considerando como variables dependientes el contenido en humedad,
contenido de sal, contenido de sal en la fase liquida y actividad de agua de las
muestras de queso, y como variables independientes los modulos y fases
obtenidos para el rango de frecuencias donde se observaron diferencias entre los
distintos tipos de muestra. El andlisis estadistico mostré una aceptable
correlacion con los parametros fisicoquimicos, con valores de R* que oscilaron
desde el 0,856 para el caso del contenido en sal hasta el 0,884 para los valores
de humedad.
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Figura 102. Modelos para los diferentes parametros fisicoquimicos.
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1.3. Conclusiones

La Espectroscopia de Impedancias (EI) es una técnica répida y no destructiva
que permite la caracterizacion del nivel de curado del queso.

Con el sistema de medida desarrollado se ha podido discriminar el grado de
maduracion de diversos quesos de mezcla. El analisis estadistico mostré una
buena correlacion con el contenido de sal (%NaCl), la actividad de agua (ay) y
la humedad (X,), con valores de R* que oscilaron desde 0,856 para la
concentracion de cloruro sédico hasta el 0,884 para la concentracion de agua.

Los resultados obtenidos en este estudio dejan de manifiesto las multiples
posibilidades de esta novedosa técnica, que podria ser aplicada en un futuro
tanto al control de los procesos de elaboracion como del producto final.

2. Estudio de la evolucion de la frescura de pescado

La calidad del pescado es un concepto complejo que incluye factores
relacionados con la nutricion, la microbiologia, la bioquimica y la
fisicoquimica. Este término, asociado a la apariencia estética y el grado de
deterioro que ha sufrido el pescado, involucra aspectos de seguridad alimentaria
como la ausencia de bacterias peligrosas, parasitos o compuestos quimicos
[144].

La frescura es sin lugar a dudas el atributo mas considerado para valorar la
excelencia del pescado. Su determinaciéon es una practica habitual e
imprescindible en el sector pesquero hoy en dia. Esta propiedad esta definida
por una combinacion de parametros sensoriales, fisicos, bioquimicos y
microbiologicos [145].

Los productos pesqueros son considerados alimentos muy perecederos debido a
su composicion quimica y al pH poco acido de su carne. Los primeros cambios
asociados a la pérdida de frescura del pescado son consecuencia de la accion de
enzimas endogenas presentes en las visceras y en los miisculos (autolisis) y/o
por el desarrollo de microorganismos deteriorantes. La flora contaminante se
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asienta basicamente en la piel, las branquias y el intestino, y se extiende a otros
tejidos donde existen sustancias nutritivas adecuadas (sustratos de bajo peso
molecular: aminoacidos, aminas volatiles) y un pH relativamente elevado.
Como resultado, aparecen compuestos volatiles (trimetilamina, amoniaco,
mercaptanos, etc.) que confieren mal olor al pescado, se reblandece el musculo,
las hemoproteinas modifican el color de la carne y se oxidan los lipidos [32]
[146] [147].

Se han propuesto numerosas técnicas basadas en valoraciones sensoriales,
fisicas, quimicas y microbioldgicas. A continuacion se mencionan brevemente
sus ventajas e inconvenientes.

Los métodos sensoriales utilizan los oOrganos de los sentidos para valorar
caracteristicas del pescado como su aspecto, textura, olor, color, sabor. No
requieren equipos ni materiales especiales. Son rapidos y permiten la valoracion
simultdnea de mds de un pardmetro en diferentes muestras. Sin embargo, el
resultado esta sometido a impresiones subjetivas del panel de catadores [148],
siendo necesario contar con jueces expertos.

Los métodos fisicos son generalmente no destructivos, sencillos y de facil
aplicacion. Su principal contrariedad radica en que aportan informacion limitada
y presentan restricciones en el uso en funcidn del procesado o composicion del
producto pesquero [148] [149].

Con los métodos quimicos pueden establecerse estandares cuantitativos, ya que
aportan resultados objetivos, fiables y seguros y pueden ser utilizados tanto en
pescados sin procesar como en productos derivados, pero requieren en muchos
casos personal experimentado e instrumental de coste elevado [146] y exige la
destruccion de la muestra.

La finalidad de los métodos microbioldgicos es ofrecer informacion sobre la
calidad higiénica del producto, asi como de la posible presencia de
microorganismos de importancia para la salud publica [146] [150]. El
inconveniente que reduce su utilizacién es que normalmente se requieren entre
veinticuatro horas y tres dias para obtener los resultados.

El procedimiento de determinacion de la frescura ideal debe ser rdpido, fiable,
coincidente con la apreciacion sensorial y aplicable a todos los productos
pesqueros. Debido a la gran variedad de especies, composiciones y procesados
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existentes, esto es dificil de lograr. Ninguna de las técnicas tradicionales por si
sola ha tenido aun una aceptacion general, por lo que frecuentemente se
recomienda realizar al menos dos pruebas: una para valorar la pérdida de
frescura y otra para detectar el deterioro microbiano [150].

Es interesante desarrollar nuevos métodos que sean mas rapidos, sencillos y
econdmicos y que puedan aplicarse tanto a la materia prima intacta como
durante el procesado del pescado. Se han realizado multiples trabajos dirigidos a
lograr sistemas de ensayo basados generalmente en medidas indirectas de tipo
fisicoquimico, como son la impedimetria, microcalorimetria, turbidimetria,
radiometria, epifluorescencia directa sobre filtro, bioluminiscencia, el ensayo de
la actividad aminopeptidasica ligada a la pared celular y diversos métodos
inmunoldgicos y genéticos [92] [151] [152].

Ahondando en este sentido, con el objetivo de desarrollar equipos de control de
calidad que se puedan implantar tanto en la industria como en laboratorios, se
estd investigando la posible utilizacion de sensores no destructivos. Equipos de
bajo coste, buena fiabilidad, facil manejo, alta portabilidad, idoneos tanto para
mediciones on-line como in-situ. [153].

Concretamente, métodos instrumentales de medida de textura y color, analisis
de imagen, espectroscopia de UV, potenciometria, y otras técnicas como narices
electronicas y la espectroscopia de impedancia, se estin estudiando como una
alternativa a los métodos tradicionales. No obstante, pese a sus ventajas, todavia
no se ha encontrado ningun método que por si solo pueda ser propuesto para
definir y medir la frescura del pescado [92].

2.1. Material y métodos

Materia prima

El pescado escogido para realizar el estudio de frescura fue dorada (Sparus
aurata) de calibre 400-600 g procedente de dos piscifactorias. Se denomind
poblacion G a las muestras procedentes de Interfish Aquaculture S. A.,
Larimna, (Lokrida, Grecia) y poblacion E a las adquiridas en Acuicola Marina
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S. A., Burriana (Castellon, Espafia). Se emplearon un total de seis lotes de
pescado, tres lotes de cada poblacion.

Acondicionamiento de la materia prima

A su llegada al laboratorio, las doradas fueron descabezadas, evisceradas y
fileteadas obteniendo dos filetes de cada pescado. Los filetes se colocaron de
manera individual en bolsas estériles de poliamida-polietileno 20-60
(Verpackungen GmbH, Sulzberg, Germany). Una vez envasadas se
termosellaron y mantuvieron en refrigeracion (4°C) a lo largo de todo el estudio.
Las muestras fueron analizadas los dias 0, 1, 2, 5, 7, 9, 12 y 15 de
almacenamiento.

Determinaciones fisicoquimicas

Se realizaron las determinaciones de las siguientes propiedades fisico-quimicas
en las muestras de pescado: humedad, grasa, Nitrogeno Basico Volatil Total (N-
BVT) y pH. Todas las medidas se realizaron por triplicado.

Los analisis de humedad y grasa se llevaron a cabo segtn los procedimientos
650.46 y 991.36, descritos por la AOAC (1997).

Para cuantificar el contenido en Nitrogeno Basico Volatil Total (N-BVT) se
sigui6 el procedimiento descrito por Malle y Tao [154].

El pH se midié con un pH-metro (Crison Basic 20+, Crison Instruments S.A,

Barcelona, Espafa) con electrodo de puncion. Las medidas de pH se tomaron
directamente en cuatro zonas concretas del filete (ver Figura 103).
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Figura 103. Esquema de un filete de dorada detallindose las diferentes zonas de
puncion para las determinaciones de pH y de espectroscopia de impedancia.

Determinacion de la impedancia

Para el estudio se utilizo el electrodo doble (ver Capitulo 1. Desarrollo del
sistema de medida - 5.- Electrodos - 5.2.- Electrodo doble pagina 111),
compuesto por dos agujas de acero inoxidable de 1mm de diametro y 1,5¢cm de
longitud, colocadas a una distancia entre si de 1cm.

El rango de frecuencia empleado para la determinacion de la impedancia fue el
comprendido entre 1Hz y IMHz. Se realizaron lecturas de impedancia en cada
una de las zonas reflejadas en el esquema anterior (ver Figura 103) insertando
completamente el electrodo con un angulo aproximado de 45°.

Durante la medida de la impedancia las muestras permanecieron en el interior
de una caja de poliespam sobre una capa de hielo aislada por film plastico, con

el objetivo de mantener la temperatura estable en un valor préximo a 7-8 °C, no
registrandose en ningun caso oscilaciones superiores a 1,5 °C.

Analisis estadistico de los datos

El estudio estadistico se llevd a cabo utilizando el programa Statgraphics
Centurion XV (Manugistics Inc., Rockville, MD, USA).
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En primer lugar se realizd un andlisis de la varianza (ANOVA) para cotejar las
medidas fisico-quimicas obtenidas durante el periodo de almacenamiento y
valorar la existencia de diferencias significativas entres los diferentes lotes,
considerando un nivel de significancia p=0,05.

Posteriormente se aplicod una técnica de analisis discriminante. Esta herramienta
estadistica busca la combinacion lineal de las variables independientes que
mejor permite discriminar entre grupos previamente definidos (variables
categoricas). Con ella, partiendo de las lecturas de impedancia recogidas, se
examinoé la capacidad de la espectroscopia de impedancia para diferenciar entre
poblaciones, lotes y tiempo de almacenamiento.

Por ultimo, mediante la técnica de Minimos Cuadrados Parciales, también
conocida como Partial Least Squares (PLS), se cre6 un modelo matematico para
predecir el valor de las diferentes variables fisicoquimicas en funciéon de los
datos de moédulo y fase de impedancia. Tras la estimacion del modelo de
prediccion, se evalué su rendimiento mediante una sistema de validacion
denominado “cross-validation”, consistente en aplicar el modelo predictivo
generado a una serie de valores apartados de antemano y analizar las
desviaciones entre los valores predichos y observados.

Para optimizar el modelo se utilizaron varios métodos de estandarizaciéon, como
son la centralizacion, el autoescalado y la transformacion logaritmica [155].

2.2. Resultados y discusion

2.2.1. Caracterizacion de las muestras

En la Tabla 19 se muestran los valores promedio de humedad, grasa, N-BVT y
pH de las muestras frescas.

La caracterizacion fisicoquimica de las muestras es coherente con la indicada
por otros autores para esta misma especie y sistema de cria [156][157][158].
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Poblacién | Lote Humedad Grasa N-BTV pH'
G 1 72,78+1,34° 5,97+1,15° 16,08£1,04*°  6,20+0,05
G 2 73,21+2,00° 539+0,09°  16,93+1,94®  6,31+0,09
G 3 73,32+0,60° 7,07£0,54° 19,47+1,06°  6,100,06°
E 1 68,94+3,37°  10,43+1,50*  18,96+0,08°  6,02+0,07°
E 2 69,93+0,96°  11,30£1,03°  18,80+0,09™  6,20+0,05
E 3 69,84+0,43" 9,58+0,21° 18,89+0,16°  6,08+0,06°

ok Hok * sk

Letras iguales en una misma columna indican la pertenencia a grupos homogéneos.
*0,05>p>0,001; " p<0,001
"Valor promedio de pH para las cuatro zonas de estudio

Tabla 19. Caracterizacion de las muestras.

Para comprobar la existencia de diferencias significativas en funcion del lote de
pescado, se realizo un andlisis de la varianza simple (ANOVA), considerando
como variable cada uno de los parametros fisicoquimicos y como factor el lote
analizado. El analisis estadistico mostré la existencia de diferencias
significativas (p<0.001) en los valores de grasa y humedad de las dos
poblaciones. Las muestras procedentes de la poblacion G presentaron valores
significativamente superiores en humedad y menores en grasa que la poblacion
E. Las variaciones en el contenido lipidico podrian atribuirse a aspectos
relacionados con la edad del individuo, la climatologia, la alimentacion, etc., y a
su vez podrian ser las causantes de las diferencias en el contenido de humedad,
ya que en el pescado, los contenidos de humedad y grasa estan relacionados,
aglutinando la suma de ambas fracciones aproximadamente el 80% del su
composicion total. Asi, un aumento en el contenido graso se produciria a
expensas de una reduccion del contenido en agua, por lo que existe una
correlacion inversa entre el contenido en humedad y grasa.

En el caso del contenido en N-BVT, se encontraron diferencias significativas
entre los diferentes lotes, aunque estas diferencias no se asocian a la existencia
de dos poblaciones. Por otra parte, considerando que la concentracion de N-
BVT en pescado recién capturado oscila entre los 5 y los 20 mg/100 g, que
niveles de 30-35 mg/100 g son generalmente considerados como el limite de
aceptacion para pescado almacenado en hielo [159][160], y que todas las
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muestras analizadas se encontraban por debajo de este limite, se pudo afirmar
que, atendiendo a este parametro, todas las muestras presentaban un rango de
frescura aceptable en el momento del analisis.

Respecto al pH promedio de cada uno de los filetes, el analisis estadistico
mostro la existencia de diferencias significativas entre los diferentes lotes
(p<0.001). Se observo que el pH en los lotes frescos depende de la zona de
puncién. En la zona 1 (proxima a la cabeza) los valores son mas elevados que
en las zonas restantes. No se encontraron diferencias significativas de pH en el
resto de zonas (Figura 104).
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Figura 104. Valores de pH (media + SD) de los lotes en cada zona de puncién.

2.2.2. Evolucion de los parametros fisicoquimicos a lo largo del
estudio de almacenamiento

Durante el periodo de refrigeracion se analizaron igualmente humedad, grasa,
pH y N-BVT de cada lote en los intervalos de tiempo prefijados. En el periodo
de conservacion en frio no se detectaron diferencias significativas (p<0.05) en
los parametros de humedad y grasa.
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El pH se estabilizé durante todo el periodo de refrigeracion, oscilando entre 6,0
y 6,2 en los filetes de la poblacion E y entre 6,2 y 6,4 en los filetes de la
poblacion G (Figura 105). Estos valores se consideran normales para la etapa
postmortem, ya que, aunque en general el pH tipico del pescado vivo esté
alrededor de 7,0, después de su captura disminuye, situandose entre 6,2 y 6,5
por el acumulo de acido lactico en el musculo [147][160]. Posteriormente,
vuelve a aumentar de forma gradual debido a la produccion de metabolitos
alcalinos de origen bacteriano. Por ello, tal y como han sefialado diferentes
autores, existiria una relacion directa entre los valores de pH y los recuentos de
microorganismos totales [161]. No obstante se observa cierta variabilidad
respecto a los valores de pH de dorada fresca consultados en la bibliografia
[156][161][162], lo que confirmaria que el pH del musculo de pescado se ve
afectado por multiples factores y justificaria las diferencias significativas
(p<0.05) detectadas entre los valores de pH de las diferentes poblaciones.

6,4 [ =
1 - &1
63 [ ] = G2
1 o G3
I 62 [ 1 — E1
a — E2
61 [ ] - E3
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Figura 105. Interaccion de las variables dia y lote en el pH (promedio e intervalos
LSD de Fisher).
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Figura 106. Interaccion de las variables zona y dia en el pH durante la
refrigeracion (promedio e intervalos LSD de Fisher).

Es importante mencionar la interaccion existente entre el valor de pH y la zona
de medida de la misma. En la Figura 106 se muestra como a partir del dia 0 de
almacenamiento, en el que los mayores niveles de pH se localizaban en la zona
1 en todos los lotes (Figura 104), los pH mas elevados pasan a recogerse en la
zona mas proxima a la cola (zona 3), seguidos por las zonas musculares del
centro de la pieza y la zona proxima al vientre. Se concluye en consecuencia
que es la zona de la cola la que se degrada mas rapidamente, pues es la que
antes empieza a acumular metabolitos alcalinos.

El valor de N-BVT no se modificé durante los primeros dias de estudio (ver
Figura 107). Sin embargo, a partir del quinto dia de refrigeracion se incremento
progresivamente, siendo este aumento mas acusado para las muestras
procedentes de Grecia (poblacion G).

Considerando que el limite legal de aceptacion para el N-BVT establecido por
la Unién Europea (CEE, 2005) para pescado fresco es de 30 mg N/100 g
pescado (linea horizontal en la figura), se concluye que la totalidad de las
muestras de la poblacion E serian aptas para el consumo durante todo el periodo
de refrigeracion que abarco el estudio, mientras que algunas muestras de la
poblacion G serian no aptas antes de la primera semana de almacenamiento. Las
diferencias en el comportamiento de la poblacion G respecto a la E, podrian
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atribuirse a posibles dafios o contaminacion cruzada durante la manipulacion o

transporte, una rotura de la cadena de frio o a llevar varios dias en

almacenamiento antes de la venta.

60

-—— G2

cengee G3

e E1

mgN/100g

— e E2

5 10 15
Dias almacenamiento

Figura 107. Evolucion del contenido en N-BVT (media y SD) durante el
almacenamiento.

2.2.3. Caracterizacién de la materia prima mediante la medida de su
impedancia

Mediante un analisis discriminante se evalud la capacidad de la técnica de
espectroscopia de impedancia para diferenciar los filetes de pescado de las
poblaciones utilizadas en el estudio. Se consideré como factor de clasificacion
el lote y como datos los cincuenta valores de modulo y fase del pescado fresco
(los correspondientes al dia 0). Como puede verse en la Figura 108 la Funcién 1
discrimind dos grupos diferenciados, coincidentes con las poblaciones G y E.
La Funcién 2 permitié diferenciar los lotes incluidos en cada poblacion.
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Figura 108. Funciones discriminantes de dorada en funcion del lote.

Se examind la influencia de la zona de lectura de la impedancia en los valores
de modulo y fase obtenidos mediante analisis discriminante. Se caracterizé cada
lote por separado, empleando las medidas de impedancia del pescado fresco (dia
0). La Figura 109 muestra los resultados del andlisis discriminante para el lote
El. Las lecturas realizadas en las zonas 2 y 4 se presentan proximas entre si.
Las de la zona 1 y 3 estan aisladas y distanciadas del resto. Sin embargo las
medidas realizadas en la zona 1 pueden relacionarse con las de la zona 3
atendiendo a la funcién discriminante 2. Se obtuvieron resultados similares en
todos los lotes.
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Figura 109. Analisis discriminante de los valores de impedancia en funcién de la
zona de medida.
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2.2.4. Evolucion de las medidas de impedancia durante el
almacenamiento

En la Figura 110 se presenta un analisis discriminante para cada una de las
poblaciones consideradas en el estudio. Se han considerado los datos de
impedancia de todos los lotes incluidos en cada poblacion acumulados durante
el periodo de ensayo. Tanto para la poblacion G como para la E se distinguen
tres grupos. Esta diferenciacion es mas evidente en la poblacion E, donde
incluso pueden apreciarse bandas discriminantes asociadas a los dias de
conservacion en frio, independientemente del lote evaluado.

Este diferente comportamiento podria entenderse si las muestras pertenecientes
a la poblacion G hubieran sufrido algun dafio o presentaran un mayor tiempo
postmortem en el momento de la compra o se hubiera producido una rotura de
la cadena de frio durante el transporte. Cualquiera de estas circunstancias
también explicaria los valores elevados de N-BVT y la velocidad con la que se
superaron los 30 mg de N/100g de producto.

Atendiendo a los resultados mostrados en la Figura 110 para la poblacion E,
puede establecerse una relacion entre los tres grupos diferenciados y los
cambios estructurales que sufren las muestras de pescado descritos por otros
autores. Caballero et al. [163] comprobaron que durante los dos primeros dias
postmortem la estructura muscular se mantiene intacta. A partir del segundo dia
la adhesion entre fibras disminuye y se produce un desprendimiento de las
miocomiatas. Superado el cuarto dia tiene lugar una desintegracion del musculo
provocada por la ruptura de las membranas celulares y la pérdida de las fibras.
Mas alla del décimo dia, particularmente una vez cumplidos los catorce dias de
almacenamiento, las modificaciones son mas evidentes. En definitiva, todas
estas variaciones son consecuencia de las alteraciones bioquimicas y
estructurales que sufre el pescado por parte de dos principales agentes de
alteracion: enzimas y bacterias enddgenas tan pronto como es capturado y
muere. Pueden distinguirse dos fases de degradacion. La primera es la autolisis,
que pude ser considerada, en un sentido pasivo, como una pérdida de frescura,
esto es, como una alteracion consecuente con la rotura del equilibrio de las
funciones metabdlicas del pez. La segunda se deriva de la actividad bacteriana,
desencadena efectos mas pronunciados de alteracion. Finalmente el pescado se
vuelve incomestible [164].
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Figura 110. Funciones discriminantes de los valores de impedancia en funcion del
dia de almacenamiento para la poblacion G (a) y E (b)
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A medida que los microorganismos y enzimas van deteriorando el pescado se
incrementa la concentracion de productos metabodlicos ionicos disueltos en él.
Ello provoca un aumento de la conductividad y por tanto una disminucion de la
impedancia del sistema [165]. Esta es la razén por la que la espectroscopia de
impedancia puede considerarse una técnica adecuada para evaluar e identificar
los cambios asociados a la degradacion del musculo de pescado durante su
almacenamiento.

2.2.5. Modelizacion PLS entre impedancia, pH, dias de
almacenamiento y N-BVT

El método de regresion por reduccion multivariante PLS esta disenado para
construir modelos estadisticos que relacionan variables independientes con
variables dependientes. Actualmente este es uno de los procedimientos mas
utiles para predecir una respuesta a partir de muchos factores. Es capaz de
establecer modelos empiricos basados en la correlacion de datos de referencia
con otros de dimension superior, mostrando una fuerte correlacion entre ellos y
permitiendo predecir asi una propiedad de interés (fisica, quimica o sensorial)
[166][167].

Aplicando esta técnica estadistica a cada parametro de estudio se obtuvieron
diferentes modelos de prediccion PLS. Para construirlos se realizé una amplia
seleccion de las variables, abarcando la totalidad de modulos y fases, solo los
modulos, sélo las fases, s6lo algunos rangos de frecuencia, y aplicando o no
tanto el autoescalado asi como la transformacion logaritmica de las variables.
De todos ellos, se seleccioné el modelo de prediccion que mayor variabilidad
recoge, atendiendo a los valores de R* y Press de cada uno de los analisis.

El valor de R* indica el porcentaje de la varianza que es explicado por el
modelo, mientras que el valor Press hace referencia a la suma de cuadrados de
los errores de la prediccion para la variable, y se corresponde con la desviacion
al cuadrado entre el valor observado y estimado. Se considera un buen modelo
aquel que minimiza el valor de Press. Por el principio de parsimonia, el cual
concluye que si existen dos modelos que solucionan el problema planteado de
forma no significativamente diferente es preferible elegir aquel que sea mas
sencillo por ser mas facilmente interpretable y reducir los riesgos de sobreajuste
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a la muestra; debe elegirse el que contenga el menor nimero posible de
componentes y que no difiera demasiado del valor minimo Press [168].

Factores 7 2
Parametro R” Calibracion R” Validacion
PLS
Dias 10 0,54 0,33
Humedad 8 0,62 0,53
Grasa 8 0,66 0,59
pH 7 0,45 0,38
N-BVT 8 0,79 0,72

Tabla 20. Resultados de las regresiones PLS.

En la Tabla 20 se muestran los valores de R?, tanto de calibracion como de
validacion, de los modelos seleccionados para cada parametro de medida. En la
construccion del modelo se incluyeron los valores de modulo y fase de todas las
frecuencias ensayadas una vez autoescalados. En algunos casos, la utilizacion
exclusiva de valores de médulo o valores fase, supusieron una mejora del R? de
prediccion hasta en un 4%. No obstante, con el objetivo de estandarizar los
procedimientos, se ha preferido operar de modo semejante con todos los
parametros.

El parametro para el cual se ha encontrado una mejor correlacion con las
medidas de impedancia fue el porcentaje de N-BVT, (R* de predicciéon = 0.72)
(Figura 111). En menor media se ajustaron los porcentajes de humedad, grasa,
dias de almacenamiento y pH. De esta manera podemos decir que la evolucion
de la impedancia se correlaciona, sobre todo, con la degradacidon del musculo
del pescado durante el almacenamiento.

Los valores de grasa y humedad propios de cada muestra parecen no afectar a
los modelos de prediccion del deterioro, atendiendo al escaso porcentaje de
variabilidad que se puede explicar mediante un modelo PLS y a que la
introduccién de estos datos en la construccion de los modelos de prediccion de
N-BVT no modifica el ajuste del modelo obtenido.
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Figura 111. Comparacién de los porcentajes de N-BVT observados frente a
predichos por PLS.

Al repetir los analisis estadisticos de las lecturas de impedancia considerando
las cuatro zonas diferentes de puncion se observd en todos los parametros
analizados una disminucion de el coeficiente de determinacion, tanto en la fase
de calibracion como en la de validacion, mientras que los valores de Press
aumentaron, y el numero de componentes extraidos disminuyd, llegando en
algunos casos hasta 1. Por tanto, el tratamiento de los datos diferenciando entre
las cuatro zonas de medida simplifica los modelos obtenidos, aunque hace que
se pierda parte de la varianza explicada. Puede que la reduccion del namero de
valores con los que se construye el modelo merme su potencia de ajuste y de
prediccion.

2.3. Conclusiones

Se ha estudiado la aplicacion de la espectroscopia de impedancia para evaluar la
frescura de pescado mediante uno de los sensores disefiados en la tesis.

La experiencia se realizo a partir de 6 lotes de dorada (Sparus aurata)
procedentes de dos piscifactorias diferentes. Se estudio la evolucion de
diferentes parametros fisicoquimicos (humedad, grasa, pH y N-BVT) y las
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medidas de impedancia (modulo y fase a diferentes frecuencias), durante 15
dias de almacenamiento en refrigeracion. La interpretacion de los resultados
obtenidos mediante el analisis multivariante (anlisis discriminante y PLS)
concluy6 que es posible utilizar esta técnica para predecir el contenido de N-
BVT en las muestras, considerado un indicador del deterioro del pescado.

Los resultados obtenidos en este trabajo muestran la capacidad de utilizacion de
la espectroscopia de impedancia como herramienta de prediccion de la frescura
de pescado. No obstante, antes de proponer este equipo como una alternativa
ante los métodos de evaluacion tradicionales, cabria optimizar el protocolo de
medida de la espectroscopia de impedancia mediante la optimizacion de los
rangos de frecuencia utilizados y el desarrollo de nuevos electrodos, lo que
podria mejorar el ajuste de los modelos PLS.

Por otra parte, se ha comprobado la necesidad de distinguir diferentes zonas de
puncién del electrodo en el filete de pescado, al detectarse variaciones
considerables entre las diferentes regiones ensayadas.

Se considera interesante profundizar en esta linea de investigacion. En proéximos
trabajos debe ampliarse el ambito de estudio a otros indices de deterioro del
pescado. Seria adecuado tener en cuenta la evolucion del contenido en aminas
biogenas, la medida de las propiedades mecanicas, el analisis sensorial o los
recuentos microbiologicos, y establecer su relacion con la impedancia.

También deberia examinarse la eficacia del equipo de impedancia para evaluar
los cambios en la calidad de la dorada tras el tratamiento de congelacion, ya que
ha sido demostrado que los principales dafios en los tejidos durante la
congelacion se relacionan muy bien con las caracteristicas de impedancia de los
tejidos. [169].

193






Conclusiones finales

Conclusiones finales

Se ha desarrollado un sistema de medida de bajo coste, flexible, ligero y de facil
manejo, basado en la técnica electroquimica de Espectroscopia de Impedancia,
capaz de llevar a cabo la caracterizacion de propiedades fisicoquimicas y otros
parametros de calidad (grado de frescura, calidad post-mortem) de diversas
matrices complejas.

Se han disefiado dos electrodos de reducidas dimensiones y geometrias
diferentes que permiten realizar ensayos sin provocar el deterioro o rechazo de
las muestras. Las piezas analizadas se preservan intactas y continian formando
parte del proceso de fabricacidon. Esta facultad no destructiva constituye una
importante ventaja diferencial respecto a los métodos tradicionales, que
convierte el sistema de medida implementado en una herramienta muy util tanto
en el control de procesos como de productos terminados. La posibilidad de
realizar determinaciones in situ facilita el seguimiento constante de la evolucion
de los parametros criticos en cada etapa de fabricacion y abre las puertas a su
aplicacion como técnica de monitorizacion on line de la produccion.

El sistema de medida es capaz de efectuar lecturas de impedancia en el intervalo
de frecuencias comprendido entre 1Hz y 1MHz, utilizando un PC como interfaz
y plataforma para el procesamiento de los espectros.

Se ha demostrado la fiabilidad del sistema de medida mediante su validacion.
Los materiales de referencia empleados han sido en primer lugar una serie de
disoluciones ideales de cloruro sédico (salmueras de concentraciones de sal
prefijadas) y posteriormente muestras homogeneizadas de carne picada de cerdo
saladas a concentraciones conocidas. En ambos casos se han comparado los
resultados obtenidos con el método propuesto y los procedimientos de ensayo
oficiales, alcanzandose magnificas correlaciones. Por tanto, la técnica sugerida
posee unas propiedades analiticas adecuadas, tanto en términos de exactitud
como de precision (repetitividad y reproducibilidad) y sensibilidad.

Las aplicaciones del sistema de medida presentadas en esta tesis sobre diversos

alimentos, bien productos frescos (carne de cerdo fileteada), semielaborados
(pescado desespinado y fileteado) o productos intermedios (productos carnico-
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curados y quesos), incluyen validaciones. Los datos resultantes se han sometido
a diferentes tratamientos estadisticos, obteniendo en algunos casos excelentes
predicciones y en otros un alto nivel de clasificacion.

En la determinacion del contenido en sal de salmueras y carne picada, las
medidas de impedancia se realizaron con el electrodo de aguja. En ambos casos
la transformacion logaritmica de la wvariable dependiente (respuesta) ha
permitido alcanzar un espectacular grado de precision del modelo predictivo.
Ademas, el sistema desarrollado posee una capacidad de discriminacion elevada
incluso a altas concentraciones de cloruro sodico, lo que supone una aportacion
importante en este campo.

La recta de ajuste de las salmueras posee una pendiente de 0,9794 y ordenada
en el origen 0,0782. La recta de ajuste de las muestras de carne de cerdo picada
presenta una dispersion muy pequeia respecto a la linea de referencia (con
pendiente de 0,9749 y ordenada en el origen -0,0432).

En la determinacion de la actividad de agua (ay,), la concentracion de sal en la
fase liquida (ZM“") y la concentracion de sal (%NaCl) en muestras de lomo de
cerdo durante el proceso de curado se utilizaron tres electrodos de tipologia
diferente. Los mejores resultados se obtuvieron con el electrodo de aguja. Con
el sistema de medida se han generado modelos predictivos de las tres
propiedades fisicoquimicas y por tanto de la evolucion del proceso de curado.

Ademas se ha demostrado la estrecha vinculacion existente entre los valores de
actividad de agua (ay) y de concentracion de sal en la fase liquida del alimento
(ZN" y su equivalencia en las etapas de salado y secado. La recta de ajuste de
ambos parametros arrojo un coeficiente de determinacion de 0,94.

Con el sistema de medida disefiado se ha podido discriminar el grado de
maduracion de diversos quesos de mezcla. El andlisis estadistico mostrd una
buena correlacion con el contenido de sal (%NacCl), la actividad de agua (ay) y
la humedad (X,), con valores de R* que oscilaron desde 0,856 para la
concentracion de cloruro sodico hasta el 0,884 para la concentracion de agua.

Por ultimo se analiz6 la evolucion de la frescura de pescado. El analisis

multivariante concluyé que es posible utilizar esta técnica para predecir el
contenido de N-BVT, considerado un indicador del deterioro del pescado.
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Se ha comprobado la necesidad de distinguir diferentes zonas de puncion del
electrodo en el filete de pescado, al detectarse variaciones considerables entre
las diferentes regiones ensayadas. En futuros trabajos deberia optimizarse los
rangos de frecuencia utilizados y desarrollarse nuevos electrodos para mejorar
el ajuste de los modelos predictivos. Asi mismo, convendria ampliar el ambito
de estudio a otros indices de deterioro del pescado.
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La multidisciplinariedad es un concepto patente en este trabajo de principio a
fin. No en vano el proyecto fue concebido para cubrir una necesidad compartida
por disciplinas cientificas autonomas con objetivos comunes. La ambiciosa
estrategia de colaboraciéon a tres bandas ha sido muy fructifera. Como
consecuencia de estas sinergias se han derivado lineas futuras de investigacion
con una caracteristica comun: establecer complementariedades.

El sistema electronico de medida implementado y los resultados derivados de
sus aplicaciones constituyen el punto de partida para acometer nuevas
investigaciones cientificas. Proyectos orientados a maximizar las ventajas
diferenciales del equipo mediante la ampliacion de sus tres conceptos
esenciales: la versatilidad, la flexibilidad y la conectividad.

En lo que respecta a la versatilidad, dentro del ambito alimentarlo debe
ampliarse el estudio a diversos productos alimenticios, especialmente a aquellos
en que un parametro fisicoquimico es un indicador critico para su procesado. Ya
se ha sugerido su aplicacion a mermelada, frutas, patatas, etc.

No hay porqué restringir su utilizacion al sector agroalimentario. La
metodologia es apta para abarcar proyectos vinculados a otros sectores. Asi, se
esta considerando su empleo en la deteccion de iones medioambientales de
interés en aguas residuales.

Por otro lado, la flexibilidad de la electronica es el elemento clave para abrir
una ambiciosa linea de investigacion orientada a obtener una nueva version del
sistema en la que coexistan bajo un mismo soporte la potenciometria y
voltametria’. Dotar al sistema de ambas técnicas de medida permitird la

1 Campos, R. Masot, M. Alcaiiiz, L. Gil, J. Soto, J. L. Vivancos, E. Garcia-Breijo, R.
H. Labrador, J. M. Barat, R. Martinez-Mafiez. Accurate concentration determination of
anions nitrate, nitrite and chloride in minced meat using a voltammetric electronic
tongue. Sensors & Actuators: B. Chemical. Article in Press, Accepted Manuscript.
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determinacion de otros tipos de parametros fisicoquimicos, lo que de nuevo le
proporcionara una mayor versatilidad.

Al mismo tiempo, la posibilidad de combinar varias técnicas electroquimicas de
medida incrementara la capacidad de discriminacion de las matrices analizadas”
y reportard un sustancial valor afiadido al equipo, el de la seleccion de técnicas
en funcién de la naturaleza de la muestra, del parametro objeto de estudio, de
las condiciones de trabajo del equipo y/o del criterio del usuario.

En el futuro, con el fin de lograr una mayor caracterizacion de las muestras, se
pretende desarrollar un equipo que integre cuatro técnicas: voltametria,
potenciometria, espectroscopia de impedancia y conductimetria.

Asimismo, se esta considerando crear una patente y realizar un estudio para su
lanzamiento comercial.

Por ultimo, desde el punto de vista meramente electronico, se sugiere incorporar
mejoras en el sistema de comunicacion entre el equipo y el PC. Si se consigue
implementar soluciones de conectividad basadas primero en USB y
posteriormente en modelos Wireless [48][170], sera posible abordar con éxito
protocolos de monitorizacion remota.

*. R. H. Labrador, R. Masot, M. Alcaiiiz, D. Baigts, J. Soto, R. Martinez-Méifiez, E.
Garcia-Breijo, L. Gil, Jos¢ M. Barat. Prediction of NaCl, nitrate and nitrite contents in
minced meat by using a voltammetric electronic tongue and an impedimetric sensor.
Food Chemistry 122 (2010) 864-870.
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