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Resumen

El objetivo de este trabajo de fin de carrera es la evaluacion del perfil de acidos grasos
de la carne de vacuno, con especial atencién a los de interés nutricional (acido linoleico
conjugado, CLA por sus siglas en inglés, y lino) en carne y grasa intramuscular de
ternero frison mediante espectroscopia de infrarrojo medio (MIR por sus siglas en

inglés).

Para la realizacion de este trabajo se han empleado muestras de 24 terneros frisones.
Estas muestras se encuentras divididas en grupos de 6 animales en base a la
alimentacion recibida (alimentacién control, enriquecido con CLA, enriquecido con

lino y enriquecido con lino y CLA).

Cada muestra se ha sometido a un proceso de picado para conseguir una muestra mas
homogénea. A continuacién se ha realizado la extraccion de grasa mediante el proceso
de Soxhlet (ISO 1443:1973). Este método se basa en la utilizacion de un disolvente
organico, como es el éter, para extraer la grasa de la muestra y posteriormente se
evapora el disolvente restante para obtener el peso seco. En este proceso se ha obtenido
el porcentaje de grasa intramuscular de cada animal, llegando a la conclusion de que la

alimentacion enriquecida no influye en el contenido grasa intramuscular.

El andlisis de la grasa mediante el espectrofotometro Vertex 80v (Bruker), proporciona
los espectros desde 4000 cm™ hasta 400 cm™ mostrando los picos de mayor absorbancia
que se basa en las resonancias por vibracion de diferentes enlaces quimicos. Para la
obtencion de los espectros se ha utilizado un sistema de reflexién total atenuada (ATR
por sus siglas en inglés) que permite una caracterizacidn rapida y con poca preparaciéon
de las muestras. Estas medidas espectrales se han analizado con un programa
estadistico, que en este caso ha sido el Quant 2, para estudiar la correlacién con la
composicion de los acidos grasos de las carnes obtenidos mediante la cromatografia
gaseosa con el fin de estimar la composicion de los acidos grasos a partir de las
medidas obtenidas con el espectrofotometro MIR. Con las muestras de carne se ha
realizado el mismo proceso. Tras este andlisis se ha deducido que los espectros de
grasa permiten estimar un gran numero de dcidos grasos con un porcentaje de
fiabilidad superior al 70%. Sin embargo en el caso de los espectros de carne, los
coeficientes de determinacidn son bajos, por lo que no se puede estimar con precision

el contenido en acidos grasos.

Una vez obtenidos los espectros, y mediante el programa estadistico SPSS, se ha
realizado un andlisis de componentes principales y un andlisis discriminante para ver
si es posible agrupar las muestras en base a la alimentacion por medio del estudio de
los espectros. Como conclusiéon mas importante se observa que utilizando los espectros
de grasa es posible clasificar las muestras en funcion de la alimentacion, mientras que

los espectros de carne no permiten esta clasificacion.
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Introduccion

La demanda de altos niveles de calidad y seguridad en los procesos de produccion de
alimentos requieren que haya un alto control de los procesos y herramientas analiticas
adecuadas tanto en la produccion como en la comercializacion de los alimentos. Para
ello se necesitan técnicas de analisis rapidas, de facil uso, que no requieran preparacion

de la muestra y que evite la destruccion de la misma (Karoui, R. et al., 2010).

El contenido en grasa es un parametro especifico de cada animal y es importante ya
que de ese contenido dependen las caracteristicas organolépticas de la carne, por lo que
tiene que ser controlado en la produccion de carne. Ademas, también es importante el
tipo de grasa que ingerimos, ya que la grasa saturada puede favorecer la aparicion de

obesidad y de enfermedades cardiovasculares (OMS, 2003).

El analisis del contenido en grasa se puede realizar mediante el empleo de diferentes
técnicas, como por ejemplo Soxhlet (1879), el método Babcock (1890), el método Gerber
(1891), la cromatografia de gases y el método Bligh & Dyer (1959). No obstante, todos
estos métodos presentan inconvenientes, ya que requieren la destruccion de la muestra

y su procedimiento es largo y complejo (Wu, D. et al., 2008).

Se han desarrollado nuevos métodos para evaluar el contenido en grasa de diferentes
alimentos sin destruir la muestra, como son la espectroscopia en infrarrojo medio
(lamado también MIR por sus siglas en inglés, mid-infrared) y en infrarrojo cercano
(llamado NIR por sus siglas en inglés, near-infrared). Estos métodos permiten
cuantificar el contenido en grasa de una muestra sin destruirla, de una manera simple
y facil (Wu, D. et al., 2008).

En el presente trabajo de fin de carrera se pretende buscar la relacién entre la
composicion de la grasa y la alimentacién del vacuno mediante una nueva técnica, el

analisis del musculo con espectroscopia MIR.
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Antecedentes

1. Caracteristicas de la carne.

Desde el punto de vista bromatologico, la carne se define como el producto alimenticio
resultante de la transformacion experimentada por el tejido muscular del animal a
través de una serie de procesos bioquimicos y fisicoquimicos, que se desarrollan como
consecuencia del sacrificio del animal. Por otro lado, la canal se considera el cuerpo del
animal una vez sacrificado, desangrado y desprovisto de las visceras toracicas,
abdominales y pelvianas, con los rifiones, la piel, las patas y la cabeza o sin ellos,
dependiendo la especie (Codigo Alimentario Espafiol, 1967). Las canales estan
formadas por los tejidos muscular, adiposo y 6seo. El tejido muscular, bien solo o bien
acompanado parcialmente por el tejido adiposo, da origen a la carne, mientras que el

tejido adiposo contribuye a realzar ciertas cualidades de la carne.

1.1 Composicion quimica de la carne.

En la composicion quimica de la carne se pueden diferenciar dos clasificaciones, la

composicion cualitativa y la composicion cuantitativa.

1.1.1 Composicidn quimica cualitativa.

En la conposicidn quimica cualitativa intervienen diversas especies quimicas que
desempenan un papel en las propiedades de la carne y estan relacionadas con la
anatomia, fisiologia y bioquimica del tejido muscular. Las principales especies
quimicas implicadas son las proteinas, enzimas, lipidos, agua e hidratos de carbono,

citadas segtin su importancia nutricional.

a) Proteinas: Es el componente quimico mayoritario en la fibra muscular. Existen dos
grupos que difieren tanto en su localizacién como en su funcion: Las intracelulares
(17-18%) y las extracelulares (10-15%). No obstante desde el punto de vista
cualitativo, en las proteinas intracelulares, cabe distinguir tres grupos:
sarcoplasmaticas (30-35%), que desempenian un papel importante en los procesos
metabolicos celulares e incluyen enzimas, pigmentos y estructuras integrantes de
los organulos celulares; miofibrilares, que se encargan de la funcion contractil y la
reguladora; y proteinas de citoesqueleto (la conectina se considera la proteina
principal de este grupo). Las proteinas extracelulares son proteinas insolubles que

integran el tejido conectivo.

b) Lipidos: Las canales tienen un elevado porcentaje de compuestos grasos
distribuidos en dos grupos: la mayoria forma parte de la grasa de cobertura,
susceptible de ser separada, mientras que la minoria forma la grasa intramuscular

no separable. Este tejido adiposo esta formado por adipocitos dentro de un
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Antecedentes

entramado de tejido conectivo, formando un conjunto caracterizado por una
presencia mayoritaria de lipidos neutros, compuestos en mas del 90% de
triacilgliceroles, aunque también contiene colesterol y ésteres de colesterol. El
porcentaje total de grasa depende de la especie animal y del propio individuo. En el
caso de la vaca esta en torno al 2-3,2%. La carne también contiene lipidos polares,
en bajos porcentajes, que desempefian una funcion estructural. Entre ellos destacan
los fosfolipidos. Todos los compuestos grasos se acumulan en la canal en los cuatro

depositos siguientes:

e Cavidades corporales tordcica, abdominal y pélvica.

e Depdsito subcutaneo, denominado grasa de cobertura.

e Grasa intermuscular, separa distintos paquetes musculares.

e Lipidos intramusculares, grasa depositada en el interior del musculo, en
situacion muy proxima a los vasos sanguineos y entre las redes de los
tabiques de tejido conectivo perimisial. En la practica tambien se conoce

como veteado.

Hidratos de carbono del musculo: Suelen constituir el 1-2% de la masa muscular
del animal vivo., representado generalmente por el polisacdrido glucogeno. Tras el
sacrificio se producen cambios muy significativos como consecuencia de la
actividad metabolica del tejido muscular.

Elementos minerales: La carne se considera una fuente importante de componentes
minerales entre los que destacan el fosforo, yodo, magnesio, cinc, etc., aunque sus
cantidades pueden variar con el tipo de alimentacion recibida.

Vitaminas: Los productos carnicos destacan por su contenido en vitaminas del
complejo B, en especial tiamina (B1), riboflavina (B2), niacina (B3), etc. En cambio,
su contenido en acido fdlico resulta deficiente desde el punto de vista nutricional.
Agua: El nivel de agua en carnes varia entre un 60 y un 80%, dependiendo de la
especie, la edad, el sexo y la zona anatomica del tejido. Se diferencian varios tipos

de agua:

e Agua ligada o agua de constitucién: Forma parte de la carne sin posibilidad
de ser extraida, representa un 4-5% del contenido acuoso total.

e Agua de interfase: Moléculas enlazadas a la superficie de las proteinas
mediante una energia de union superior a la propia del agua normal.

e Agua inmovilizada: Su magnitud depende de la potencia de la fuerza que
fisicamente se ejerce sobre el musculo.

e Agua libre: Corresponde a las moléculas de agua que se mantiene en el

musculo retenidas solamente por las fuerzas superficiales.
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1.1.2 Composicion quimica cuantitativa.

La composicion del musculo es muy variable tanto entre individuos como entre las
diferentes zonas dentro del animal. Los parametros mas relevantes son la humedad,
proteina, lipidos y cenizas. Tal y como se ha comentado anteriormente estos valores
son muy variable entre especies, individuos y zonas de la canal de un mismo animal.
En la siguiente tabla (1) se muestra en porcentaje la composicion del musculo en

diferentes zonas de una canal de vacuno.

Tabla 1. Composicién quimica de las carnes (segtin la zona de la canal) y despojos comestibles,
correspondiente a la carne de vacuno (en porcentajes). (Hernandez Gil, A., 2010).

VACUNO Humedad Proteina Lipidos Ceniza
Lomo 67,6 20,8 9,8 1,0
Solomillo 73,1 21,2 4,0 1,2
Pierna 71,2 21,2 7,2 1,0
Costillar 58,7 19,2 20,3 0,9
Espalda 69,5 29,8 9,3 1,0
Higado 69,9 19,7 3,1 1,4
Rifiones 76,1 16,6 51 51
Corazon 75,5 16,8 6,0 6,0
Lengua 66,8 16,0 15,9 15,9

1.2 Composicion lipidica.

Reciben el nombre de lipidos aquellas sustancias de origen bioldgico, solubles en los
llamados disolventes o6rganicos apolares como hexano, tolueno, benceno o cloroformo
e insolubles en agua. Esta definicion incluye algunos compuestos de naturaleza
quimica diversa. El factor comun de este grupo de moléculas es la presencia de
cadenas relativamente largas de atomos de carbono, con una composicion en la que
predominan el C y el H. Estas caracteristicas son las que determinan el grado de

apolaridad y poseen por ello las propiedades de solubilidad que las caracteriza.

Una de las funciones mas importantes de los lipidos se relaciona con el hecho de que
en presencia de agua se asocian formando capas, sirviendo de base para la
organizacion de la estructura de las membranas celulares. Otros tipos de lipidos
representan grandes reservas energéticas. Esto se debe a que la grasa se puede
almacenar en grandes cantidades y porque tiene un alto valor caldrico. En los
organismos superiores la grasa se acumula principalmente debajo de la piel. Cabe
recordar que algunas hormonas y vitaminas pertenecen al grupo de los lipidos.
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Los lipidos suelen contener cadenas apolares de atomos de carbono, mas o menos
largas, formadas en muchos casos por acidos grasos. Estos son acidos alifaticos
monocarboxilicos que presentan la siguiente estructura:

2 ©

~.
OH

R-C

donde R representa una cadena de atomos de carbono e hidrégeno mas o menos
compleja. Todos los acidos grasos tienen un grupo carboxilo por lo que se distinguen
por la cadena de atomos de carbono y por la presencia o no de doble enlaces. Los
acidos grasos mas comunes entre los lipidos son lo que presentan cadenas de 16 o 18
atomos de carbonos. Los dobles enlaces entre atomos de carbono determinan si el acido
graso es saturado, no presentan dobles enlaces, o insaturado, presentan al menos un

doble enlace.

Saturado
HHHHHHHHH
Fre- . Ol O o i S Ui B
,C-C~C-C-C-C-C-C-C-C—H
I | I I
Q HRRHRHHHHBRH
H
Insaturado
HHHH H
O i Al 0 ¥ 75 H H M
C-C-C-C-C-C-C=¢_/1
o T A C\C‘H
i HHHHH i
H H

Figura 1. Estructura moléculas de los dcidos grasos saturados e insaturados.

Los dobles enlaces de acidos grasos insaturados que existen en la naturaleza son muy a
menudo de orientacion cis. Una configuracion cis significa que los atomos de
hidrégeno unidos a los dobles enlaces se encuentran en el mismo plano. Si los atomos
de hidrégeno se encuentran en los planos opuestos, la configuracion se denomina trans
(FAO (Adaptado de: Fahy et al., 2005)).

Las grasas que aparecen en los animales son principalmente mezclas de triglicéridos o

grasas neutras.

Glicerol Acidos Grasos Triglicéridos
[ I [ | [ I
- .-’.-D
H.—C—-0H OH-C —-R1 Hi=C=0-C —R1
| e I 0
H=Cc=0H * OH-C -R2 H—C—O—é - R2
| /p < |
H,—C—-0H OH=-C =R3 H,—C—-0-C - R3

Figura 2.Estructura molecular del glicerol, acidos grasos y triglicéridos.
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Los triglicéridos e distinguen segun la identidad y el lugar de sus tres residuos de
acidos grasos. Los trigliceridos simples contienen un solo tipo de residuo de acido

graso, sin embargo los trigliceridos mixtos contienes dos o tres residuos de acidos

grasos.

En los depdsitos grasos también se encuentran los fosfolipidos o fosfoglicéridos en
pequenas cantidades. Estos elementos forman las membranas celulares debido a su
naturaleza alifilica. Su estructura es semejante a las de las grasas neutras, ya que estan
formados por una molécula de glicerol y moléculas de acidos grasos esterificadas
(Figura 3). En la posicion del tercer acido graso se encuentra una molécula de acido

fosfdrico unida a una molécula organica mediante un enlace tipo éster.

0O

CH,-0-C-R’
2

CH -0-C-R"

| 0

CH5-0- I|3 - 0 - base nitrogenada

0 =

Figura 3.Formula general de los fosfolipidos.

El acido graso, el glicerol y el acido fosférico forman la porcién llamada &cido

7 -
fosfatidico.
o QM HWH R
H-c-o—SEGe e e
HHHHHHHHHHHHMHHHMHH
gHHHN NN o
Cabeza polar H-C-O c_q_?_?_?_c'_?_(l;_CQC/ //,: 7
CH, H H I HHHHHHH /C\c'/’”
@1 13520 & N //7‘/
H,C-N—C-C-0-P-0-C—H 5 P4
| L) o | Cola no polar et S e T
CH, H H (o) H LSO A
& A// \/C\ /
a) Estructura quimica de un fosfolipido ~ 40\/7
Grupo fosfato
Cabeza polar
7 hidrofila Cabezas . .
hidréfilas et
‘<> Colas | peCRela el
hidréfobas BRIttt Membrana celular
v WX X
Cabezas
hidrdfilas
Cola apolar
hidréfoba c) Disposicion de los fosfolipidos

para formar la membrana

b) Representacion grafica de un fosfolipido

Figura 4. Estructura molecular de un fosfolipido, su estructura simplificada y su disposicién
para la formacion de membranas celulares.
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Los fosfolipidos son formaciones anfipaticas debido a que tiene una zona polar,
constituida por glicerol, el acido fosfdrico y la molécula organica, y una zona apolar,
formada por las cadenas de d&tomos de carbono (Figura 4). La zona polar es atraida por
el agua mientras que la zona apolar no, de tal modo que se unen las porciones apolares

para creas estructuras denominadas bicapa.

Los lipidos son el parametro que representa mayor variabilidad, tanto en calidad como
en cantidad y su nivel depende de la relacion grasa-agua, aunque su principal factor de
variacion radica en la especie animal, raza, edad y sexo. La carne de vacuno presenta
cierta cantidad de grasa intramuscular que le proporciona jugosidad apropiada,
aunque dicha grasa se caracteriza por el alto contenido en &cidos grasos saturados.
Ademas, los animales jovenes retienen mas grasa debajo de la piel, mientras que los

animales de mas edad la retienen dentro de las fibras musculares.

La composicion en acidos grasos de los trigliceridos varia dentro de las diferentes
especies animales. A continuacidén se muestra una trabla (2) con los porcentajes de las

reses de abasto.

Tabla 2. Composicion en acidos grasos de los triglicéridos integrantes de la grasa de las reses de
abasto (porcentaje de la cantidad total). (Hernandez Gil, A., 2010).

Acidos grasos Cerdo Ternera Cordero Pollo
Miristico (C14:0) 1,9 3,3 2,7 0,5
Palmitico (C16:0) 23,7 25,8 24,7 22,6
Palmitoleico (C16:1) 3,2 7,9 2,1 4,3
Estearico (C18:0) 12,5 10,1 28,3 8,0
Oleico (C18:1) 38,0 42,9 36,8 26,5
Linoleico (C18:2) 12,8 2,4 5,7 22,3
Linolénico (C18:3) 1,2 1,8 1,5 0,9
Araquidonico (C20:4) 0,3 <0,1 0,6 41
1.3 Acidos grasos.

Por lo general, en la carne predominan los acidos grasos con niimero par de dtomos de

carbono (desde 4 hasta 24), que corresponden a los tres tipos siguientes:

e Saturados, como miristico (C14:0), palmitico (C16:0) o estedrico (C18:0).

¢ Monoinsaturados, como oleico (C18:1) y palmitoleico (C16:1).

e Poliinsaturados, como linoleico (C18:2), linolénico (C18:3) y araquiddnico
(C20:4).
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A continuacién se muestra una tabla (3), con los nombres y estructuras de los acidos

grasos mas importantes.

Tabla 3. Acidos grasos.

Uniones Nombre comtn AG Estructura
dobles
- Butirico C4:0 CHs-(CH2).-COOH
- Caproico C6:0 CHs-(CH2)+-COOH
- Caprilico C8:0 CH3s-(CH2)s-COOH
- Caprico C10:0 CHs-(CH2)s-COOH
- Laurico C12:0 CHjs-(CH2)10-COOH
Saturados - Miristico C14:0 CHs-(CH2)12-COOH
- Palmitico C16:0 CHs-(CH2)1.-COOH
- Estearico C18:0 CHs-(CH2)1.-COOH
- Araquico C20:0 CHs-(CHz2)1s-COOH
- Behénico C22:0 CHs-(CHz2)20-COOH
- Lignocérico C24:0 CHs-(CH2)22-COOH
S CHs-(CH2)s-CH=CH-
n-6 Palmitoleico Cle:1 (CH2)-COOH
, CHs-(CH2)7-CH=CH-
n- lei 18:1
Monoisaturados ’ oleiee - (CHz)-COOH
n-9 Eicosenoico C20:1 CH-(CHy)-CH=CH-
(CH2)s»-COOH
. CH3-(CH2)-CH=CH-
n-9 Ertcico C22:1 (CH2)n-COOH
CHs-(CHz2)3-(CHoe-
n-6 Linoleico C18:2 CH=CH)2-(CH2)7-
COCH
CH3s-(CHz2)s-(CHo-
n-6 Gamma-linolénico C18:3 CH=CH)s-(CH2)s-
COCH
CH3s-(CHz2)s-(CHo-
n-6 Araquiddnico C20:4 CH=CH)s-(CHz2)3-
Poliinsaturados COOH
n-3 Alfa- linolénico (ALA) ~ C18:3 CHzéﬁgigggI?{H)s-
Acido eicosapentanoico ) CHs-(CH2-CH=CH)s-
n-3 (EPA) C20:5 (CH:);-COOH
n-3 Docosapentanoico C22:5 CHzé;I;;::g(I;IE)(IZ—IH)S_
03 Acido docosahexanoico Crog  CH-(CHxCH=CH)s-

(DHA)

(CH2)>-COOH
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1.3.1 Acidos grasos de interés nutricional.

El contenido graso es uno de los factores que afectan a la calidad de la carne debido a
que repercuten en las propiedades tecnoldgicas de las carnes destinadas a la
elaboracion de derivados. Sobre todo en curados, dado que tanto la grasa
intermuscular como la intramuscular determinan el grado de deshidratacion que se da
durante el proceso de curacion. También es importante desde el punto de vista de la
calidad nutricional, ya que estd determina el aporte cualitativo y cuantitativo de

nutrientes que contribuyen a la dieta alimenticia.

Los acidos grasos que mayor interés nutricional tienen son los acidos grasos esenciales.
Se denominan 4cidos grasos esenciales a aquellos acidos grasos que el cuerpo no puede
fabricar y que son ingeridos a través de alimentos o suplementos. Existen dos grupos
de 4cidos grasos esenciales, los omega-3 (Acido linolénico) y los omega-6 (Acido

linoleico).

Estos 4cidos grasos pertenecen al grupo de acidos grasos poliinsaturados. Es decir,

presentan mas de un enlace doble y en posicion cis.

e Omega-3: Estos acidos grasos se caracterizan por tener el primer enlace doble
entre las 3° y 4° carbono, comenzando por el extremo donde se encuentra el
grupo metilo (CHs). El precursor de este tipo de acidos grasos es el acido alfa-
linolénico (ALA), por eso se considera el 4cido graso esencial primario o
generador de la familia n-3. En el organismo, este dcido graso se convierte en
acido eicosapentanoico (EPA) y en acido docosahexanoico (DHA). El ALA se
encuentra principalmente en el aceite de soja, mientras que los EPA y DHA se
encuentran en la grasa de pescados.

¢ Omega-6: En este caso el primer enlace doble se encuentra entre el 6° y 7°
carbono de la cadena, comenzando por la esquina donde se encuentra el grupo
metilo (CHs). El precursor de este grupo es el 4cido linoleico a partir del cual se
obtiene los acidos grasos omega-6. Este acido graso se encuentra en los aceites

semillas vegetales.
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Familia omega-6 Familia omega-3

linoleico 18:2n-6 18:3n-3 «-linolénico

4 Desaturasa 6 L

y-linolénico 18:3n-6 18:4n-3 estearidonico
4 Elongasa i
dihomo-y-linolénico 20:3n-6 20:4n-3

4 Desaturasa A5 1

araquidénico 20:4n-6 20:5n-3 EPA
(eicosapentaenoico)

i Elongasa .
adrénico 22:4n-6 22:5n-3
1 Desaturasa 4 1
22:5n-6 22:6n-3 DHA

{docosahexaenoico)

Figura 5.Sintesis de la familia de los omega-6 y de los omega-3.

1.3.2 Rutas metabdlicas de los 4cidos grasos.

Los alimentos de los rumiantes se basan en forrajes ricos en fibras y compuestos
almidonados. Estos alimentos estan formados por agua y materia organica, como por
ejemplo lipidos, proteinas y carbohidratos. Estos nutrientes no pueden ser empleados

por los rumiantes directamente.

La digestion de los alimentos comienza con el proceso de rumia donde se reducen a
particulas de menor tamarfio. En el metabolismo de los rumiantes, los alimentos sufren
una fermentacion microbiana. Los lipidos son hidrolizados por las lipasas microbianas
para que los acidos grasos insaturados (AGI) libres sean biohidrogenados y puedan ser

absorbidos en el intestino. Este proceso se muestra en la figura 6.
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Lipidos de la racién

/ Hidrolisis \
Glicerol Acidos gri'{sos libres
Acidos grasos saturados Acidos grasos insaturados

<« Acido propiénico € 18:0 €—— C 18:1cis9 C183 C18:2
Isumeiizacidnl

Isomerizacion

Rumen

CLA ci1s9, trans11, cis15 CLA c1s9. trans11

Hidrogenacion

Hidrogenacion
CLA trans11, ci1s15

Hidrogenacion

\ C18:1transl]  Hidrogenacion /

Y v A4
Intestino C18:0 C18:1 transll CLA cis9,

- \J Desaturacion
Tejidos C18:0 C18:1 trans11 P CLA cis9. trans11

—

Leche y came

Figura 6.Digestion de los lipidos en el rumen. Fuente: Gomez, I. (2014).
Nota: C18:0, acido estearico; C18:1, acido oleico; C18:1 trans11, acido trans-vaccénico; C18:2,
acido linoleico; C18:2 cis9, trans11, dcido ruménico; C18:3, acido linolénico.

En el rumen la lipolisis de los lipidos se produce mediante la accién de enzimas
microbianas y diferentes especies de protozoos y hongos. La velocidad de las lipolisis
depende del contenido en almidén de la dieta y de la fuente de grasa, siendo en las

grasas puras mas rapida.

La biohidrogenacion de los AGI liberados se lleva a cabo por los microorganismos
ruminales, dando lugar a los isdémeros trans y acidos grasos saturados (AGS). En este
proceso el hidrogeno se introduce en los enlaces dobles para obtener AGS. Este proceso
ocurre en el 70-90% de los acidos grasos.

En el caso de los acidos grasos poliinsaturados, solo entre el 10-15% logran no ser
biohidrogenados. Este porcentaje depende de la cantidad de poliinsaturados que
llegan al rumen, cuantos mas acidos grasos insaturados hay menor sera la proporcion
de biohidrogenacién, y del pH ruminal, ya que a menos pH hay menos bacterias
encargadas de la biohidrogenacion.

Los acidos grasos con cadenas de menos de 12 carbonos son vertidos a la vena porta y
transportados al higado unidos a la albumina sérica. Los 4cidos grasos que llegan al
intestino son esterificados e incorporados a lipoproteinas de baja densidad y
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quilomicrones para ser transportados por via linfatica hasta el torrente sanguineo y

distribuirlos a los tejidos.

Los acidos grasos pueden tener diferentes usos o destinos. Principalmente estan
asociados al metabolismo energético en el animal, por lo que son sintetizados y
depositados (lipogénesis) o degradado (lipolisis) en funcion del balance energético del
animal. La lipogénesis ocurre ante un balance energético positivo, mientras que la
lipolisis ocurre ante un balance energético negativo. Ademas los acidos grasos también

tienen una funcion estructural, como los fosfolipidos de membrana.

El desarrollo de los depositos adiposos en vacuno sigue un orden temporal. En primer
lugar se desarrolla la grasa abdominal, luego la intermuscular y subcutanea, y
finalmente la intramuscular. La adicion de lipidos en la dietas de rumiantes en cebo

incrementa la proporcidn de grasa en la canal.

En este proyecto se van a intentar cuantificar algunos de estos acidos grasos. Ademas
para enriquecer la dieta de los animales se ha empleado 4cido linoleico conjugado
(CLA) y lino. EI CLA es un grupo de isdmeros que provienen del acido linoleico. En
este proyecto se va a intentar cuantificar el CLA 9c11t, de interés nutricional por su
efecto anticancerigeno y antiinflamatorio, y el CLA 10tl2c, de interés por ayudar a
reducir la grasa corporal. En cuanto al lino, es una fuente vegetal rica en acidos omega-

3y ayudo a reducir el colesterol, regula la presion y favorece la funcion arterial.

2. Métodos de medida de la composicion quimica.

Tal y como se ha comentado anteriormente, la composiciéon quimica de la carne es
variable y determina la calidad de la misma, lo que repercute en la dieta humana por la

variedad de nutrientes que aporta.

Ademas, la composicion quimica de la carne afecta a su calidad tecnologica, higiénica,
sanitaria y sensorial. Debido a la importancia de la composicion quimica de la carne, es
importante ser capaces de medirla de una forma rdpida y fiable. En el siguiente
apartado se van a explicar de forma breve los métodos mas usados para determinar la

composicion lipidica.
2.1 Composicion lipidica.

Este tipo de andlisis no determina sélo el contenido real en grasa, sino la fraccion
lipidica que contienen los alimentos, la cual incluye grasa y sustancias como los
fosfolipidos, los esteroides, los terpenos o las vitaminas solubles en grasa. Pese a que
incluye mas componentes, la grasa supone el 99% de la fraccion lipidica de los

alimentos.
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Existen diversos métodos de estimacion del contenido en grasa que se pueden

clasificar en procedimientos de extraccion y procedimientos volumétricos.

2.1.1 Procedimientos de extraccién.

Estos procedimientos implican la extraccion de la grasa de los alimentos con la minima
exposicion al calor y a la luz. Para ello se usa disolvente que posteriormente debe ser
eliminado para poder valorar el residuo. Los mas comunes son el hexano, dietil éter y
el éter de petroleo. Los resultados de este método dependen de la grasa libre que
contenga el alimento, la polaridad del disolvente y de los procedimientos realizados
para extraer la grasa. A continuacion, se presentan algunos de los métodos existentes

para la extraccion de grasa.

La extraccion Soxhlet (1879) (ISO-1443; Método de Analisis de Productos Carnicos
(BOE 29/879)) consiste en la extraccion mediante un disolvente organico no polar. Para
ello se coloca una cantidad conocida de muestra en un cartucho poroso que se
introduce en la cdmara de extraccion donde la muestra entrard en contacto con el
disolvente. La cdmara de extraccidn estd conectada por la parte inferior con un matraz
seco, y de peso conocido, donde se colocara el disolvente, mientras que por la parte
superior se encuentra conectada a una zona de refrigeracion. El proceso de extraccion
comienza con el calentamiento del matraz, de tal manera que el disolvente se evapora
hasta llegar a la zona de refrigeracion donde se consensa en el serpentin de
refrigeracion y cae sobre la cdmara de extraccién, donde se encuentra la muestra. El
disolvente arrastra la grasa disuelta hasta el matraz y el proceso se repite
continuamente hasta que se asume que toda la grasa ha sido extraida y se encuentra en
el matraz. Tras la extracciéon de la grasa se procede a eliminar el solvente por
evaporacion, para ello se deja evaporar de modo que en el matraz solo queda la grasa
como residuo. El matraz se volverd a pesar y la diferencia de peso con respecto al peso
del matraz seco serd la cantidad grasa presente en la muestra. En algunos alimentos,
como es la carne, la grasa puede encontrarse unida a otras sustancias por lo que puede

ser necesario un tratamiento previo con acido clorhidrico para romper estas uniones.

El método de Bligh y Dyer (1959) consiste en la homogeneizacion de las muestras con
metanos y cloroformo en proporcion 2:1 para favorecer la extraccion de la grasa.
Ademas, al afadir el cloroformo se obtiene la separacién de fases. Los disolventes son
separados por centrifugacion siendo la capa de cloroformo la que contiene la grasa
disuelta. Al eliminar el disolvente se podra obtener el peso de grasa que contiene la
muestra. Este método se desarroll6 como modificacion del método de Folch ef al. (1957)
en el que las proporciones de disolvente eran diferentes. Tras la extraccion los

compuestos no lipidicos son eliminados ajustando la proporcion entre cloroformo,
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metanol y agua a 8:4:3, respectivamente. El resto del proceso es igual que el explicado

para el método de Bligh y Dyer.

El método de Werner- Schmid o Schmid-Bondzynski-Ratzlaff (ISO 1735:2004) consiste
en tratar la muestra con acido clorhidrico caliente para romper los enlaces con grasa y
proteinas. Tras este proceso se realiza la extraccion de grasa con dietil éter o una
mezcla de dietil éter y éter de petrdleo. Una vez extraida la grasa se elimina el
disolvente de tal manera que se puede cuantificar la grasa presente en la muestra
mediante una pesada. Este método no es adecuado para alimentos que contengan
azicar ya que se puede producir la caramelizacion del mismo durante el

calentamiento.

En el método de Weibull-Stoldt (ISO 1444:1996) y Weibull-Berntrop (ISO 8262 3:2005)
la muestra es previamente digerida mediante acido clorhidrico caliente, como en el
método anterior, pero el residuo obtenido es filtrado mediante un papel de filtro y tras
su secado, es colocado en un aparato de extraccion tipo Soxhlet. Al residuo se le aplica
disolventes como el dietil éter o el éter de petroleo, siendo el resto del procedimiento

igual que el método Soxhlet.

Los métodos Mojonnier (1925) y Rose-Gottlieb (ISO 1737:2008) son métodos similares
en sus procedimientos pero emplean diferentes equipos. En comparacion con el resto
de métodos antes explicados, en este método la digestion se realiza con amonio en vez
de con acido. Después, la grasa es extraida con disolventes similares a los usados en
otros métodos, con la adicién de etanol para evitar la formacion de emulsiones. Los

disolventes son eliminados y se procede al pesado del residuo graso.

2.1.2 Procedimientos volumétricos.

En este tipo de procedimientos la digestion de la muestra se realiza con 4cido sulfarico
concentrado en un recipiente especialmente disefiado para realizar este método y que
viene calibrado con una escala. La mezcla se centrifuga para obtener la separacién de la
fase acuosa y la grasa, y después se deja que alcance una determinada temperatura. La
medida de la cantidad de grasa se realiza con la lectura de la escala que tiene el
recipiente. Existen dos métodos ampliamente utilizados, el método de Babcock y el

método Gerber.

El método Gerber (Gerber, N. 1891) se utiliza principalmente en Europa y Reino Unido.
Para este método fueron disefiados unos tubos especificos llamados de Gerber o
butirémetros. Este proceso comienza con la medida de una cantidad especifica de grasa
que se introduce en el butirometro, a continuacion se le afiade acido sulfarico

concentrado, para realizar la digestion, y alcohol amilico que facilita la separacion de la
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grasa y la fase acuosa. También se le puede afiadir agua para elevar el nivel de los de la
mezcla hasta que la muestra de grasa se posicione dentro de la escala calibrada del
tubo de Gerber. La adicion del acido hace que la temperatura de la mezcla se eleve
produciendo la conversion de estado sdlido a liquido de la grasa. En ocasiones es
necesario colocar el butirémetro en un bano de agua caliente para favorecer el ascenso
de la temperatura y la licuefaccion de la grasa. A continuacion la mezcla es
centrifugada, en una centrifuga especial para este experimento, a 1100 rpm. Tras este
paso, los tubos son colocados en bafios a 65°C para esterilizarlos. Una vez esterilizados
se procede a realizar la lectura. El método Babcock (1890) es similar al método Gerber,
diferenciandose en que los recipientes empleados tiene un disefio diferente, se llama

matraz Babcock, y la escala es diferente. Este método es mds usado en Estados Unidos.

2.1.3 Cromatografia gaseosa.

La cromatografia gas-liquido se basa en la distribucion del analito entre una fase moévil
gaseosa y fase liquida inmovilizada sobre la superficie de un sélido inerte. La muestra
se volatiliza y se inyecta en la cabeza de una columna cromatografica donde se
produce la elucion por el flujo de una fase movil de un gas inerte. La fase movil no
interacciona con las moléculas del analito, solo lo trasporta a través de la columna. Esta
técnica es la mas empleada y tiene aplicacion en todos los campos de la ciencia.
Normalmente se abrevia como cromatografia de gases (CG). El primer aparato

comercial apareci6 en 1955.

Con esta técnica se obtienen los cromatogramas, que seria equivalente al espectro
obtenido mediante la espectroscopia infrarroja. De esta manera se puede estimar el

contenido en dcidos grasos en grasa, entre otras aplicaciones (Skoog, D. et al., 2001).

3. Espectroscopia de infrarrojo.

La espectroscopia es un método analitico que trata de obtener informaciéon de la
interaccion de la radiacion electromagnética con la muestra. Cada onda
electromagnética estd caracterizada por el valor de su frecuencia (v) y su longitud de
onda (A). Otra caracteristicas de las ondas el nimero de onda que es el inverso a la
longitud de onda. Estos valores componen el espectro electromagnético, que se puede
dividir en rayos gamma, rayos X, luz ultravioleta, luz visible, luz infrarroja,

microondas, onda corta y ondas de radio (Figura 7).
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Figura 7.Espectro electromagnético (Fuente: Bruker)

La region del infrarrojo del espectro comprende la radiacion con nimeros de onda
entre 12.500 y 10 cm™, que corresponden a longitudes de onda de 0,8 a 1.000 um. Tanto
desde el punto de vista de los aparatos como de las aplicaciones el espectro infrarrojo
puede dividirse en tres zonas denominadas infrarrojo cercano (12.500-4.000 cm™),
medio (4.000-400 cm™) y lejano (400-5 cm™), siendo en el MIR donde se dan la mayoria

de las aplicaciones analiticas tradicionales.

Dependiendo de en qué region del espectro infrarrojo se vaya a trabajar, las técnicas y
las aplicaciones difieren considerablemente. Las medidas en la region del infrarrojo
cercano se realizan con fotometros y espectrofotometros similares, en cuanto a disefio y
componentes, a los instrumentos utilizados en la espectroscopia ultravioleta y visible.
Ademads a partir de la década de los 80 del pasado siglo el NIR ha sufrido un gran
cambio. Las aplicaciones mds importantes de esta region espectral se sitian en los

procesos de control y en el andlisis cuantitativo de materiales industriales y agricolas.

En cuanto al IR lejano requiere el uso de fuentes y materiales opticos especiales. Es
utilizado para el andlisis de compuestos organicos, inorganicos u organometalicos que
contengan atomos pesados (masa atdmica superior a 19) y proporciona informacion

util en estudios estructurales.

Con lo que respecta a la region del infrarrojo medio, hasta principios de los afios 80, los
instrumentos eran en su mayoria de tipo dispersivo, contando con la presencia de
redes de difraccion. Sin embargo, a partir de ese momento, tuvo lugar un cambio
espectacular en la instrumentacion del infrarrojo medio al incorporar el método de la
transformada de Fourier, ya que permite obtener espectros de mayor calidad y
minimiza el tiempo de obtencion de datos. La creacidn de este tipo de espectrémetros y
su, relativamente, bajo coste ha hecho que aumente el niimero y tipo de aplicaciones de
la radiacion infrarroja. La razén por la que se ha dado este incremento se debe al
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aumento de la relacion sefial/ruido, es decir a la disminucion del ruido, y al aumento

de los limites de deteccidn.

Anteriormente a la aparicion de estos instrumentos, esta region de infrarrojo medio se
empleaba para el andlisis orgadnico cualitativo y para determinar estructuras, en base a
los espectros de absorcion. Actualmente se estd comenzando a emplear en el analisis
cualitativo por medio de la espectroscopia de emision y de absorcion. El uso de la
region del infrarrojo lejano ha estado limitado por dificultades experimentales, debido
a que hay pocas fuentes de este tipo de radiacién y son débiles. Los espectrometros
basados en la transformada de Fourier, presentan un rendimiento mayor por lo que

hace que la region espectral del infrarrojo lejano sea mas accesible.

3.1 Fundamento.

Los espectros de las especies moleculares obtenidas en el infrarrojo son el resultado de
los cambios energéticos que se dan en el paso de unos estados de energia vibracionales
y rotacionales a otros, donde existen diferencias de energia. Estas transiciones hacen
que haya un cambio neto en el momento dipolar de la molécula afectada provocando
que el campo eléctrico alterno de la radiacidn interacttie con la molécula y cambie la
amplitud de sus movimientos. Por eso las especies que no pueden sufrir cambios netos

durante la rotacién o la vibracion, no son capaces de absorber en infrarrojo.

La frecuencia con la que se dan estos cambios depende de la naturaleza de los enlaces
que hay dentro de la molécula y de los tipos funcionales que se asocien con la

oscilacién.

Los dos tipos de vibraciones que se pueden diferenciar con las vibraciones de tension y
de flexion. La vibracion de tension se basa en el cambio de la distancia interatdmica en
el eje de los enlaces entre dos atomos, donde se puede producir la extension o
contraccion del mismo. Las vibraciones de flexion se basan en el cambio en el dngulo
entre dos enlaces, pudiendo ser de cuatro tipos: balanceo, aleteo, tijereteo y torsion
(Figura 8).
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Figura 8.Vibraciones de tension y flexion.

En moléculas que contiene més de dos atomos, son posibles todos los tipo de
vibraciones, incluso pueden producirse interacciones de las vibraciones de los enlaces
con un mismo atomo. Esta interaccion hace que los picos cambien y que no se vea lo
que se esperaba. Esto se puede explicar por medio de los siguientes factores:

1. La simetria de las moléculas es tal que hace que no haya cambio de dipolo

debido a las oscilaciones moleculares posibles.

2. Siuna molécula presenta dos o mas vibraciones distintas y de energia parecida,
los picos pueden fundirse y aparecer como uno solo.

3. Si una vibracién molecular produce una absorbancia muy pequefia puede que

no sea detectada.
3.2 Instrumentacion.

Para las medidas de absorcion en el infrarrojo existen dos tipos de instrumentos, los
instrumentos basados en la transformada de Fourier y los espectrofotometros

dispersivos de red.

3.2.1 Espectrofotémetros dispersivos de red.

Este tipo se instrumentos va a ser comentado brevemente, ya que para este proyecto se

ha empleado un instrumento basado en la transformada de Fourier.

El espectrofotdmetro dispersivo de red esta formado por cinco componentes: (1) fuente
estable de energia radiante; (2) selector de onda; (3) recipiente para la colocacion de la
muestra; (4) detector de radiacion o transductor que convierte la energia radiante en
sefal util, generalmente eléctrica; y (5) dispositivo para el procesamiento de la sefial y

de la lectura. El orden de los elementos varia segtin el tipo de espectroscopia, en la
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siguiente figura se muestra la disposicion para una aplicacion de espectroscopia de

absorcion en el infrarrojo.

(2)

* Selector de
longitud |
i..de onda {

Fuente
Procesador de seial y
dispositivo de lectura

Figura 9. Disposicién de los elementos en espectroscopia éptica de absorcion (Fuente:
Willard, H.H. et al., 1988).

Este tipo de instrumentos se emplea para el andlisis cualitativo. Son espectrofotometros
de doble haz, es decir, la radiacion procedente de la fuente de divide en dos haces, uno
que se dirige a la celda que contiene la muestra y el otro a la celda de referencia. El haz
de referencia pasa por un atenuador y se dirige al divisor perioédico (cortador) que deja
pasar de forma alternativa el haz procedente de la muestra y de la referencia.
Seguidamente se produce la dispersion de la radiacion y llega alternativamente al
detector, dando lugar a una sefal eléctrica. Esta sefial es amplificada antes de llegar al
rectificador. Si los dos haces son iguales en potencia la sefial del rectificador es una
sefial continua, y si los dos haces tiene diferente potencia se produce una corriente
alterna. Posteriormente se filtra la sefial del rectificador y se amplifica antes de ser

registrada.

3.2.2 Instrumentos basados en la transformada de Fourier.

Hasta los afios 80 los instrumentos mas empleados fueron los espectrofotometros
dispersivos. Sin embargo, en la actualidad los mas empleados son los espectrometros
basados en la transformada de Fourier, debido a que son mas rdpidos, fiables y
comodos. Ademas, esto instrumentos presentan relacion senal/ruido mayor que la de
los dispersivos, también presentan una mayor resolucién, mds exactitud y

reproducibilidad, lo que posibilita el andlisis de espectros complejos.

La mayor parte de los instrumentos que emplean la transformada de Fourier se basan
en el interferometro de Michelson. Estos equipos tienen un espejo movil, uno fijo y un
divisor de haz, entre otros elementos (Figura 10). La radiaciéon que proviene de la
fuente incide sobre un espejo que hace que los rayos se vuelvan paralelos y el haz
resultante es dividido en dos por el divisor de haz. La primera mitad pasa al espejo fijo

y la segunda mitad al espejo movil.
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Tras la reflexion, los dos haces se vuelven a juntar en un haz de salida que atraviesa la

muestra y llega al detector.
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oo \ Ve
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Figura 10.Esquema interior de un espectrofotémetro basado en la transformada de Fourier
(Fuente: Bruker).

A la salida del interferéometro se obtiene una sefial denominada interferograma. Esta
sefal es la resultante de las interferencias entre los haces reflejados en los espejos fijo y
movil para cada longitud de onda de la luz proporcionada por la fuente. Si la
diferencia de caminos entre ambos haces coincide con el nimero entero de longitud de
onda, se produce una interferencia constructiva. Sin embargo, si no coincide, se
produce una interferencia destructiva. El interferémetro es un modulador de sefial, y el
interferograma porta la informacion de las muestras, es decir muestras la radiacién que
no ha sido absorbida por la muestra. La funcién de la transformada de Fourier es
transformar la informacion del interferograma en los espectros. En la siguiente figura

se muestra un interferograma y su correspondiente espectro.

Intensity
Intensity

Frequency

Optical retardation

Figura 11. Interferograma de una fuente (derecha) y su espectro correspondiente (izquierda).
(Fuente Bruker).
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Una de las técnicas mas empleadas en los instrumentos basados en la transformada de

Fourier es la reflectancia total atenuada (ATR).

Figura 12.Accesorio ATR.

La espectroscopia de reflexion total interna es una técnica que permite la obtencion de
espectros de infrarrojo de una muestra que presenta alguna dificultad, como solidos de

limitada solubilidad, peliculas, fibras, pastas, adhesivos y polvos.

Cuando un haz de radiacion pasa de un medio mas denso a uno menos denso, se
produce una reflexion. La fraccion del haz incidente que se refleja es mayor a medida
que aumenta el angulo de incidencia, hasta cierto angulo critico, a partir del cual la
reflexion es completa. Durante la reflexion el haz penetra en el medio menos denso
antes de la reflexién. A esa radiacidon se le denomina onda evanescente. Si el medio
menos denso absorbe la radiacion evanescente, se produce una atenuacion del haz en
las longitudes de onda de las bandas de absorbancia. A este fendmeno se le denomina
reflectancia total atenuada (ATR) (Skoog, D. et al., 2001).

La muestra se coloca sobre un material con un alto indice de refraccion. Ajustando el
angulo incidente, la radiacion experimenta multiples reflexiones internas antes de
pasar al detector. En cada una de las reflexiones tiene lugar la absorbancia y la

atenuacion.
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Figura 13.Muestra colocada sobre la placa de reflexién. (Fuente: Bruker).

En cuanto a los espectros, las absorbancias son independientes del espesor de la
muestra ya que el haz solo penetra unos pocos micrometros en la muestra. Una de las
mayores ventajas que presenta este método es que la muestra no requiere ninguna
preparacion y se pueden obtener los espectros de absorcion de una gran variedad de

tipos de muestras.
3.3 Comparacion FT-NIR y FT-MIR.

Los componentes con los que funcionan los equipos de FT-NIR y FT-MIR son
esencialmente iguales (Sun, D-W. et al,, 2009). Donde se presentan las grandes
diferencias son en los numeros de onda en los que trabajan y la radiacion
electromagnética empleada, haciendo que las moléculas respondan de forma distinta

en uno u otro caso.

Los espectros de infrarrojo medio consisten en una senal clara y fuerte en la mayor
parte de los casos. Sin embargo, los espectros de infrarrojo cercano son mas complejos,
poseen una senal mas débil y con un mayor numero de solapamientos que
comprenden armoénicos y combinaciones de absorciones. No obstante, estos espectros
tienen una baja absorcion debido al agua que hace posible el analisis de alimentos con
un alto contenido en humedad. Ademas, el infrarrojo cercano esta menos influenciado
por la presencia de didxido de carbono atmosférico, haciendo posible trabajar con los
instrumentos NIR sin tener que crear un ambiente libre de humedad y de didxido de

carbono.

Por otro lado, las bandas del infrarrojo medio son entre 10 y 100 veces mas intensas
que sus correspondientes bandas en el infrarrojo cercano, permitiendo asi el andlisis
directo de muestras con alta absorcién y fuerte dispersion del haz, sin necesidad de

diluir o realizar un complejo tratamiento previo de las muestras.
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También Wu, D. et al. (2008) recogen en su investigacion que las bandas en el infrarrojo
cercano se corresponden principalmente a las vibraciones de los enlaces C-H, O-H y N-
H, que son el origen de las bandas fundamentales que aparecen en el infrarrojo medio.
Esto hace que sea posible la aplicacion del infrarrojo medio para la deteccion de
diferencias en la composicion entre muestras tomando como base la vibracion de los
grupos quimicos a un determinado numero de onda. Ademas, las frecuencias e
intensidades de las bandas de absorciéon pueden aportar informacion de los grupos

funcionales mas relevantes.

Por otro lado, la absorcion en el infrarrojo cercano es baja, haciendo que sea una técnica
menos sensible. Sin embargo, las bandas en el infrarrojo medio son fundamentales, por
lo que el espectro es mas sensible y su reproducibilidad, incluyendo la relacion

sefal/ruido, es peor comparado con el NIR. (Lozano, M., 2013).

4. Empleo de la espectroscopia FTIR-MIR en la evaluacion de la calidad de

los alimentos.

La espectroscopia MIR es un método que permite determinar las estructuras
moleculares (Sun, D-W., 2009). Los avances en la instrumentacién junto con el
desarrollo del andlisis de datos multivariante hacen que este método se emplee para el
analisis de grandes volumenes de muestras. Esta operacion comienza con un proceso
de escaneo rapido que permite la deteccion de componentes que constituyen los
alimentos hasta en pequefias concentraciones, llegando a niveles de partes por billon
(ppb). Por eso, la espectroscopia MIR tiene diversas aplicaciones en el analisis de
alimentos pese a que su uso es relativamente reciente y no tan usual como el del
infrarrojo cercano (NIR). En las dltimas dos décadas se han realizado numerosas

investigaciones de las posibles aplicaciones que ésta puede tener.

A continuacion se presentan los estudios realizados en los diferentes campos de
investigacion. Este mismo estudio lo realizo Maria Lozano en su trabajo de fin de
carrera en 2013, por lo que se va a emplear como base, realizando una revision

bibliografica.
4.1 Determinacion de la composicion quimica de los alimentos.

En los ultimos afios, se ha estudiado la posibilidad de aplicar esta técnica para obtener
de forma rdpida y sencilla la composicion quimica de los alimentos, especialmente, de
aquellos pardmetros que nos indiquen la calidad de los mismos. Asi, ya en 2001,
Ripoche, A. y Guillard, A. S. (2001) utilizaron la técnica para conocer el contenido en
acidos grasos de unas muestras de tejido graso, asi como para intentar identificar cada
uno de los acidos grasos presentes. En este trabajo, los autores obtienen unas rectas de
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regresion para la estimacion del contenido en los distintos acidos grasos con un
coeficiente de regresion cuadratico de 0,96 para los acidos grasos saturados y de 0,98
tanto para los monoinsaturados como para los polinsaturados. Este mismo estudio lo
realizaron A. Flatten et al. en 2005. En 2004, Etzion, Y. et al. (2004) la usaron para
conocer el contenido en proteina de unas muestras de leche, parametro que sirve para
conocer la calidad nutritiva de la misma. La estimacion del contenido en proteina
estaba influenciada por la presencia de otros componentes de la leche como el agua, la
grasa o la lactosa y por lo tanto, era necesario conocer el contenido en estos elementos

para poder obtener una estimacién mas precisa.

A partir de 2008, el nimero de estudios realizados en este ambito ha aumentado
considerablemente. Ruiz, D. et al. (2008) intentaron utilizar la técnica para poder
establecer una relacion entre el color de la piel de unas muestras de albaricoque con su
contenido en carotenoides, obteniendo asi un método rdpido de andlisis de este
elemento. Sin embargo, los resultados obtenidos por estos autores no fueron
satisfactorios, ya que aunque los coeficientes de regresion cuadraticos eran elevados en
la calibracién del método (entre 0,68 y 0,95), estos alcanzaban valores bajos (entre 0,10 y
0,44) durante la validacion del mismo, por lo que el error cometido era alto. Y Wu, D. et
al. (2008) utilizaron la técnica para conocer el contenido en grasa y proteina de unas
muestras de leche deshidratada, siendo 0,956 en ambos casos el coeficiente de

regresion cuadratico de las rectas entre los valores reales y estimados.

En 2009, este mismo autor (Wu, D. et al., 2009) intenta determinar la composicion en
elementos minerales de unas muestras de leche deshidratada. Su principal objetivo era
conocer el contenido en hierro y zinc, ya que estos minerales son de especial
importancia en la nutricion humana. Sin embargo, estos autores no fueron capaces de
sefialar a qué numero de onda aparece el pico producido por cada uno de estos
elementos. Aun asi, tras el tratamiento estadistico de los espectros, estos autores
consiguen obtener unos coeficientes de regresidon altos, cercanos a 0,9, siendo los
resultados mejores que los obtenidos con el andlisis mediante espectroscopia en el
infrarrojo cercano (NIR). En este mismo afio, también Shiroma y Rodriguez-Saona
(2009) utilizaron esta técnica para conocer la humedad y el contenido en grasa que
poseian unas muestras de patatas fritas y asi conocer su calidad. Ademads, mediante
esta técnica consiguieron determinar de forma rapida el grado de oxidacion debido al
uso de aceites de fritura parcialmente hidrogenados por la vibraciéon del enlace C-H.

Por ultimo, los estudios mas recientes son del afio 2014. Lopez-Villalobos, N. et al.
(2014) consiguieron medir mediante esta técnica el contenido en 4cidos grasos en leche
para determinar si esos acidos grasos son heredables. Para comprobar que la

estimacion de dcidos grasos mediante la espectroscopia MIR era fiable, se compararon
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con los valores que obtuvieron mediante CG. Mediante esta comparacion se obtuvieron
unos coeficientes de determinacién entre 0,63 y 0,94, lo que muestra que hay
ecuaciones de regresion que permiten una estimacion de acidos grasos bastante

precisos. Una investigacion similar realizaron M. De Marchi et al. en 2011.
4.2 Deteccion la presencia de bacterias en alimentos.

En 1984, Naumann, D. (1984) demostré que la espectroscopia MIR era capaz de
detectar, identificar y caracterizar bacterias ya que éstas presentan un espectro muy
caracteristico pudiendo llegar a ser tinico para cada tipo de cepa. Esto ocurre ya que el
complejo espectro que se produce refleja toda la composicion bioquimica de los
microorganismos, con bandas asociadas a sus principales constituyentes entre los que
se encuentran los lipidos, las proteinas, los dcidos nucleicos y los polisacaridos. Mariey,
L. et al. (2001) y, mas recientemente, Burgula, Y. et al. (2007) han recopilado las

aplicaciones de la espectroscopia FT-MIR para la deteccion de bacterias.

Sin embargo, para la deteccion de alteraciones de la carne por parte de
microorganismos su aplicacion es ain bastante reducida. En 2001, Ellis, D.I. y
Goodacre, R. (2001) recogen en su trabajo su posible aplicacion ya que esta técnica seria
mas rapida y menos costosa que las actuales técnicas, entre las que destacan los analisis
microscopicos basados en tinciones, la bioluminiscencia relacionada con las reacciones
de ATP producidas por parte de las bacterias, la medida de fendmenos eléctricos
producidos durante el crecimiento de las mismas, las detecciones basadas en los
procesos inmunoldgicos o procedimientos relacionados con el andlisis de acidos

nucleicos.

Este mismo autor en 2002 (Ellis, D. L. et al., 2002), aplicé esta técnica para la medida de
los cambios bioquimicos producidos en carne de pollo para intentar mejorar tanto la
precision como la rapidez de deteccién de la posible alteracion por parte de los
microorganismos. El estudio lo llevaron a cabo con pechuga de pollo, que dejaron a
temperatura ambiente para su alteracion durante 24 horas, realizando medidas cada
hora directamente sobre la superficie de la carne. De forma paralela, para autentificar
los resultados, llevaron a cabo analisis clasicos mediante siembras. De esta forma,
determinaron que los picos observados entre 1500 cm y 700 cm™ estaban relacionados
con la alteraciéon, aunque no pudieron asociar un unico punto a dicho proceso.
Ademas, fijaron el umbral para separar entre carne fresca y alterada en 107 bacterias/g.
Concluyendo finalmente, que el método FT-MIR podia ser de ayuda en el proceso de
determinacion de puntos criticos de control en las industrias. Dos afios mas tarde (Ellis,
D. L et al., 2004), estos mismos autores estudiaron el potencial de esta técnica para el

analisis de alteracion de carne de vacuno. Sin embargo, los resultados obtenidos no
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fueron tan buenos, lo que asociaron con el menor nivel de alteracion alcanzado en la

carne de vacuno en comparacion con la de pollo.

Por ultimo, Ammor, M. S. et al. (2009) monitorizaron la alteracion de carne de vacuno
envasada de forma convencional y mediante envases activos a cuatro diferentes
temperaturas. Estos autores aseguran que consiguieron clasificar de forma correcta el
100 % de las muestras, ademas de poder diferenciar el tipo de envases en los que las

muestras habian sido conservadas.
4.3 Determinacion de la autenticidad de los alimentos.

La determinacion del origen geografico de los alimentos puede llevarse a cabo
mediante diferentes técnicas entre las que se pueden encontrar la espectroscopia de
masas, las técnicas de separacidn (cromatografia y electroforesis), las técnicas
espectroscdpicas (espectroscopia de resonancia magnética nuclear, espectroscopia de
fluorescencia, espectroscopia atdmica o espectroscopia de infrarrojo) y otras técnicas de
tipo sensorial. (Luykx, D.M.A.M y van Ruth, S.M., 2008).

Diversos estudios han utilizado la espectroscopia MIR para diferenciar segun el origen
geografico muestras de vino (Picque, D. et al., 2005), queso (Karoui, R. et al., 2005),
aceite de oliva (Tapp, H.S. et al., 2003) o miel (Ruoff, K. et al., 2006).

En el caso del aceite de oliva, se ha conseguido diferenciar aceites procedentes de
diferentes paises europeos, siendo ademas, productos de diferentes variedades, lo que
probablemente, haya ayudado a dicho logro. Ademas, se han conseguido obtener
espectros practicamente idénticos cuando se analizaban réplicas de una misma
muestra, aunque los andlisis se realizasen con unos dias de diferencia, lo que

aseguraria la reproducibilidad del método (Tapp, H. S. et al., 2003).

Por otro lado, tal como explican Ruoff, K. et al. (2006) en su trabajo, también es posible
el uso de la espectroscopia MIR para identificar el origen geografico de distintas
muestras de miel. Sin embargo, como concluyen estos autores, las diferencias
geograficas encontradas con este método se pueden atribuir principalmente a las

variaciones en el origen botanico de las flores.
4.4 Determinacion del sistema de produccion de los alimentos.

Aungque en este aspecto la espectroscopia MIR no estd muy evolucionada, existen dos
ejemplos de su posible aplicacion. El primero de ellos fue estudiado por Cozzolino, D.
et al. (2009), en el que pretendia el uso de este método para intentar diferenciar
muestras de vino segin su produccion hubiese sido de tipo ecoldgica o industrial. En

este estudio, consiguen mediante un analisis estadistico de componentes principales
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diferenciar la mayor parte de las muestras, lo que concluyen que se debe no solo a un

componente del vino sino a la compleja mezcla de todos ellos.

En el otro ejemplo, Arce, L. et al. (2009) consiguen diferenciar muestras de grasas
subcutaneas procedentes de cerdos que habian sido alimentados de forma diferente.
Por un lado, unos cerdos se habian producido de forma extensiva alimentandose
unicamente de alimentos naturales, lo que es conocido como sistema de montanera. El
resto de cerdos habian recibido una alimentacién a base de formulados comerciales,
diferenciandose dos grupos: los que habia recibido alimentacion estdndar y los que
habian sido alimentados con formulaciones especiales ricas en acido oleico. Ambos
ejemplos, permitirian tener un sistema de andlisis rapido y detectar de forma precisa el

sistema de produccion evitando asi los fraudes.
4.5 Aplicaciones de MIR en el analisis de muestras de carne.

Como se puede observar en esta breve revision bibliografica de aplicaciones y
perspectiva futuras de la técnica, su uso en el andlisis de muestras de carne es atin muy
reducido, quedando casi limitado a la determinacion de alteraciones de origen
microbiano. También se han llevado a cabo estudios para intentar detectar fraudes por
la adulteracion de carne con muestras de otras especies de menor calidad o precio (Al-
Jowder, O. et al., 1997, 1999 y 2002; Alamprese, C. et al., 2013), con proteinas de origen
vegetal (Meza-Marquez, O.G. et al., 2010) o con grasas de otras especies (Rohman, A. et
al., 2011).

Por ejemplo, Al Jowder, O. et al. (1997) diferencian entre carne cruda picada de pollo,
cerdo y pavo mediante el uso del andlisis de componentes principales. Adicionalmente,
en cada una de las especies, intentan diferenciar entre carne fresca y carne que ha
sufrido un proceso de congelacion y descongelacion. También, Downey, G. et al. (2000)
dijeron que habian sido capaces de discriminar entre carne picada de pollo, pavo,
cerdo, ternera y cordero basandose en el uso de espectroscopia MIR junto al visible y al
NIR. Mas tarde, Al Jowder, O. et al. (1999, 2002) consiguieron diferenciar entre musculo
y diferentes tejidos viscerales (rifidn, higado, etc.) y detectar la adulteracion por parte
de estos mismos tejidos tanto en carne cruda como cocinada de ternera. Y en 1999,
McElhinney, J. et al. utilizaron la espectroscopia MIR y visible-NIR para determinar el

porcentaje de cordero de unas mezclas de carne picada de cordero y ternera.

El gran desarrollo de estos estudios se ha debido principalmente a la mayor
concienciacion actual sobre la importancia de cumplir la normativa en cuanto a
etiquetado y por las objeciones de origen religioso que existen al consumo de
determinadas especies animales. Por otro lado, pocos han sido los estudios llevados a

cabo mediante FT-MIR para determinar pardmetros quimicos de productos carnicos.
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Solo Qiao, Y. et al. (2004) estudiaron el potencial de este método en la determinacion

del contenido en aminoacido de las dietas de los animales. Por ello, el campo de

estudio en el dmbito de la carne es aun muy amplio, siendo muy numerosos los

estudios que se pueden llevar a cabo. (Lozano, M., 2013).

En la Tabla 4 se recopilan las aplicaciones de la espectroscopia MIR al andlisis de

productos carnicos, y en la tabla 5 se muestran algunos de las aplicaciones para el

andlisis de dcidos grasos.

Tabla 4. Aplicacion de espectroscopia MIR en productos carnicos (ternera).

Parametro Tratamiento Forma de Rango de Referencia
previo medida numeros de  bibliografica
de la muestra onda (cm™)

Determinacion del contenido Picado de las Reflectancia  4000-640 McElhinney,

de cordero en carne picada de muestras J. et al., 1999.

ternera y cordero.

Diferencias entre carne picada Picadodelas  Reflectancia = 4000-640 Downey, G.

cruda de cerdo, pollo, pavo, muestras et al., 2000.

ternera y cordero.

Diferencias entre carne cruda Ninguno Reflectancia ~ 4000-800 Al-Jowder,

de ternera y ternera con un O. et al,

contenido del 20 % de 2002.

adulterantes (tejido visceral).

Crecimiento Ninguno Reflectancia ~ 4000-600 Ellis, D. et

Bacteriano en carne de ternera. al., 2004.

Determinacién adulteracién en Picadoy Reflectancia ~ 4000-700 Alamprese,

carne picada de ternera con homogeneizac C. et al,

pavo. ion 2013.

Ternera almacenada al Ninguno Reflectancia ~ 4000-400 Ammor,

aire, en atmosfera modificada M.S. et al,

y en envases activos. 2009.
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Tabla 5.Aplicacion de la espectroscopia MIR en acidos grasos.

Antecedentes

Parametro Tratamiento =~ Forma de Rango de Referencia

previo medida numeros de  bibliografica

de la muestra onda (cm™)
Estimaciéon de 4acidos Ninguno Absorbancia 5012-926 Lopez-Villalobos,
grasos en leche N. et al., 2014.
Determinacion de Extraccién de Reflectancia 4000-900 De Marchi, M. et
acidos grasos en leche grasa al., 2011.
Determinacién de los Extraccion de Transmitancia 4000-500 Flatten, A., et al.,
acidos grasos C22:5 y grasa 2005.
(C22:6 en grasa de cerdo
Determinacion de Extraccién de Reflectancia 6000-900 Ripoche, A et al,

acidos grasos en cerdo

grasa

2001.
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Objetivos

El objetivo del presente trabajo de fin de carrera es estudiar las medidas espectrales en
el MIR obtenidas a partir de la carne y la grasa intramuscular de terneros frisones
alimentados con dietas enriquecidas con CLA y lino para estudiar en contenido en

acidos grasos de interés tecnoldgico y nutricional.

Ademads, a partir de las medidas espectrales se pretenden alcanzar los siguientes

objetivos especificos:

1. Determinar si la alimentacién enriquecida con CLA y lino influye sobre el
contenido de grasa intramuscular de los terneros.

2. Deducir si la espectroscopia MIR es una técnica util para diferenciar la carne de
terneros alimentados con dietas enriquecidas en CLA vy lino frente al sistema
tradicional, en base a los espectros de la grasa intramuscular y de la carne.

3. Determinar la relacion existente entre las técnicas de cromatografia gaseosa y la
espectroscopia MIR.

4. Comprobar si el andlisis de componentes principales y el andlisis discriminante

son métodos que permiten agrupar los espectros en base a la alimentacion.
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CAPITULO IV. MATERIAL Y METODOS
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2. Material animal vy alimentacidn.

Para realizar este estudio se han empleado muestras de 24 terneros Holstein
(sacrificados a 458,6 + 9,79 kg de peso corporal) de cuatro lotes que habian recibido
cuatro tipos de dietas. Los animales fueron cebados durante un periodo de 123 dias +
11,2 dias con una de las cuatro dietas isoenergética e isoproteicas: control (0% de lino,
0% de CLA), semillas de lino (10% de lino, 0% de CLA), CLA (0% de lino, 2% de CLA),
y lino + CLA (10% de lino, 2% de CLA) [abreviadas C, L, CLA y L+CLA] (P. Alberti et
al., 2013). En la siguiente tabla (6) se muestran las diferentes alimentaciones y su

composicion:

Tabla 6. Ingredientes y composicion de las dietas experimentales. (P. Alberti et al., 2013).

C L CLA L+CLA
Ingredientes en %
Harina de maiz 40,00 40,00 40,00 35,00
Harina de cebada 21,58 18,77 21,65 19,79
Harina de soja 15,09 13,21 15,07 13,10
Gluten 12,00 5,00 12,00 6,00
Pulpa de remolacha 400 969 4,00 12,00
Lino 10,00 10,00
CLA protegido del rumen 2,00 2,00
Aceite de palma 498 1,16 2,93
Carbonato de calcio 1,23 1,05 1,23 0,99
Sal 020 020 020 0,20
Bicarbonato de sodio 050 050 050 0,50
Oxido de magnesio 020 020 0,20 0,20
Complejo de minerales y vitaminas @ 020 0,20 0,20 0,20
Vitamina Eb 002 002 002 0,02
Analisis proximal
Proteina cruda (%) 15,00 15,30 15,00 15,37
Fibra de detergente neutro (%) 14,47 15,38 14,48 16,50
Fibra de detergente acido (%) 557 691 557 744
Extracto de éter (%) 743 6,83 7,35 754
Ceniza (%) 485 496 485 5,08
Energia metabolizable (Mcal/kg) 294 295 294 297
Perfil de dcidos grasos (% total de dcidos grasos)
AGS 425 21,7 420 293
AGM 281 209 264 183
AGP 29,1 572 284 49,1

C=control (concentrado); L=Con lino; CLA=con CLA; L+CLA=con lino + CLA

2Contenido por kg: Na2504 250 g, BHT 150 mg, MgO 50 g, Zn20 g, Mn15g,Fe25¢g, Culg, Co025g,
10.25 g, Se 0.1 g, vitamina E 5 mg, vitamina A 3,500,000 IU, vitamina D3 750,000 IU.

bContiene 50% a-tocoferol.

AGS: Acidos Grasos Saturados; AGM: Acidos Grasos Monoinsaturados; AGP: Acidos Grasos
Poliinsaturados.
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El lino se afiadi6 a la base del concentrado y el suplemento de CLA constaba de ésteres
metilicos de CLA unidos a una matriz de silice coloidal y recubierta con grasas

vegetales hidrogenadas para proteger de la degradacion ruminal.

A las 24 h después del sacrificio, la décima costilla del lado izquierdo de la canal fue
retirada, se pesd, y se almaceno a 4 ° C para diseccionarla mas tarde y determinar la
cantidad de grasa intramuscular. La composicion del tejido de la décima costilla se
considera representativa de la composicion de los tejidos de toda la canal (P. Alberti et
al., 2013).

En la siguiente tabla (7) se muestra el contenido en 4acidos grasos del tejido

intramuscular de los animales empleados en este proyecto.

Tabla 7. Efecto de la alimentacion enriquecida con CLA y/o lino en los acidos grasos (mg acidos
grasos/100g de carne) del tejido intramuscular en terneros Holstein (P. Alberti et al., 2013).

C L CLA L+CLA EEM P-valor
XAG 1590,98 2146,66 1746,32 1911,97 202,047 0,260
XAGS 532,71 581,62 551,10 546,36 55,314 0,936
XAGM 873,13 1374,77 1008,04 1148,48 153,656 0,136
XAGP 185,14 190,28 187,18 217,13 13,068 0,284
Xn6 169,03 154,06 168,17 174,65 10,952 0,593
Xn3 11,83» 29,81 12,51> 33,59 1,837 0,000
XCLA 523> 730 7433  986a 0,865 0,006
C16:0 285,88 300,34 287,63 271,46 30,094 0,926
C18:0 168,09 184,62 180,25 184,92 16,071 0,868
C18:1t11 (VA) 14,19 21,032 14,97 26,314 2,724 0,009
C18:1¢9 725,80 1203,22 856,82 984,51 143,514 0,127

C18:2n6c9¢12 (LA) 106,71 95,07 106,36 111,46 7,116 0,422
CLA9c11t (RA) 2,290 3,90 3,83> 5932 0,513 0,000

CLA10t12c 0,95 0,90 0,93 0,97 0,108 0,970
CLA9c10c 1,07 0,76 1,32 0,75 0,219 0,210
CLA9t11t 093¢ 1,75a»  1,34bc  2,2]2 0,191 0,000
C18:3n3 (ALA) 1,84> 12,282 2,08 13,502 0,688 0,000
C20:5n3 (EPA) 2,39» 4912 254>  59]a 0,456 0,000
C22:5n3 (DPA) 6,62 11,782 6,91 13,262 0,911 0,000
C22:6n3 (DHA) 0,97 0,84 0,98 0,92 0,121 0,834

2 Baso en 12 animales/dieta. C = control; L = 10% lino; CLA = 2% CLA; L+CLA = 10% lino y 2% CLA.
Diferentes letras en la misma fila indican que hay diferencias significativas (P<0.05). EEM: Error Estandar
de la Media

AGS: Acidos Grasos Saturados; AGM: Acidos Grasos Monoinsaturados; AGP: Acidos Grasos
Poliinsaturados.

Yn-6: suma de C18:2n6t9t12, C18:2n6c9¢12, CLA10t12¢c, C18:3n6, C20:3n6, C20:4n6 y C22:4n6

Yn-3: suma de C18:3n3, C20:5n3, C22:5n3 y C22:6n3

YCLA: suma de CLA9c11t, CLA10t12¢c, CLA9c11cy CLA9t11t
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3. Andlisis de las muestras.

3.1 Conservacion y preparacion de la muestra.

Desde la fecha de sacrificio hasta el momento de su utilizacion las muestras fuero

congeladas a -20°C.

Para realizar este proyecto cada muestra se separ6 en dos partes iguales, una para
realizar la extraccion de grasa y la otra para hacer las mediciones del musculo con el

espectroscopio de infrarrojo medio.

Las muestras empleadas para la extraccion de grasa fueron trituradas para facilitar el
paso del disolvente y asi mismo la extraccion de la grasa intramuscular. Para esta
prueba se realizaron dos repeticiones por animal y para cada extraccion se emplearon

10 gr de carne triturada.

Para la prueba de la espectroscopia la muestra no recibié ningtn tratamiento y se

realizaron seis mediciones por animal. No fue necesario un peso exacto de muestra.

3.2 Determinacion del contenido en lipidos totales.

El andlisis del contenido en grasa de la muestra se realizé segin la norma ISO-1443 y
los Métodos de Analisis de Productos Carnicos (BOE 20/01/82). Antes de iniciar el
procedimiento, fue necesario secar los matraces durante unas horas en la estufa para
eliminar completamente el agua que pudiese haber en el matraz y tras alcanzar la
temperatura ambiente se peso para asi poder conocer su peso seco (P0). Una vez
preparado todo el material, se realizo la extraccion Soxhlet que consistié en introducir
el papel de filtro con la muestra en un cartucho de extraccién. Los primeros pasos a
realizar para comenzar con esta operacion fueron poner los bafios de agua a calentar y
abrir el agua de refrigeracion, ya que el éter que se empled como disolvente se evapora
a una temperatura de 34,5°C, por lo que podia haber pérdidas. A continuacion se
introdujo el matraz de destilacion en el bafio de agua caliente (a 80°C
aproximadamente) y se coloco este en el cuerpo del Soxhlet afadiendo éter hasta que
sifonase. Una vez que el montaje estaba preparado se introdujo el cartucho en el cuerpo
del Soxhlet.



Entrada de agua

Zona de
refrigeracion

Salida de agua Disolvente
evaporado
Disolvente
condensado
puro
i Disolvente +
Sifén S
extraccion
Cartucho con Bafio de
muestra agua

Figura 14.Extractor Soxhlet

Después de seis horas de extraccion se elimino el disolvente del matraz con el calor de
los bafios de agua, y para asegurarse que todo el disolvente fuera eliminado, se
introdujo el matraz en una estufa, donde se mantuvo al menos durante hora y media a
75% C. Una vez enfriado el matraz en el desecador y alcanzado la temperatura

ambiente, se peso, repitiendo la pesada hasta que se hiciese constante (P1).

El proceso de extraccion sigue el siguiente procedimiento. El éter es evaporado en el
matraz debido al calor del bafio de agua. Al evaporarse asciende hasta la zona de
refrigeracion donde se condensa y cae sobre la muestra que estd en el interior del
cartucho. Este proceso se repite hasta que en el siféon se alcanza la altura de éter
necesaria para sifonar y el éter vuelve a caer en el matraz arrastrando la grasa disuelta
de la muestra. Al caer el éter en el matraz se vuelve a evaporar dejando la grasa

extraida en el fondo del matraz.

Al finalizar el proceso el éter que queda en el sifén es recogido para usarlo en
siguientes extracciones, ya que al quedar la grasa en el fondo del matraz el éter en el

sifén esta limpio.

Una vez pesados los matraces y obtenido el peso en seco de la grasa, se afiadié un poco
de éter al matraz para disolver la grasa y se pasoé a un recipiente mas pequefio. Se
evaporo el éter en los bafios de agua y se introdujo el recipiente en una estufa a 70°C
durante hora y media para acabar de disolver el éter. Una vez trascurrido ese tiempo
las muestras de grasa se congelaron a -80°C para conservarlas hasta realizar las

medidas en el espectroscopio de infrarrojo medio.
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El porcentaje de grasa se calcula con la siguiente formula:

P1-PO
P2

x 100

% grasa =

Siendo:
o PO=peso, en gramos, del matraz.
o Pl1=peso, en gramos, del matraz con la grasa.
o P2=peso, en gramos, de la muestra.
Para cada una de las muestras, el proceso se realizé por duplicado.

3.3 Tratamiento y preparacion de las muestras para el analisis por FTIR.

Las muestras de grasa se sacaron el mismo dia de la medicién del congelador ya que

eran cantidades pequefias y se descongelaban muy rapido.

Las muestras de carne se sacaron a la nevera a 4°C el dia anterior para que se
descongelaran. Estas muestras no requirieron ningun tratamiento mds ya que las
mediciones en el espectrometro se hacian directamente colocando una muestra de

musculo sobre el ATR.
3.4 Analisis mediante espectroscopia MIR.

En este trabajo se ha utilizado como instrumento de medida un espectrometro FT-IR
(Fourier Transform — Infrared modelo Vertex 80v de la casa comercial Bruker (Figura 15).
Este equipo permite trabajar a vacio para eliminar cualquier interferencia que el vapor

de agua o el didxido de carbono pudiera producir en la medida.

Figura 15. Equipo Bruker Vertex 80v.

Debido a que en este trabajo final de carrera se ha trabajado en la region del infrarrojo
medio (MIR), el rango de medida se defini6 entre las longitudes de onda de 4000 cm™ a
400 cm.
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Tanto para la medida de la grasa como la del musculo se ha utilizado el accesorio ATR.
Este accesorio, tal y como se comenta en el apartado de antecedentes, permite hacer

mediciones en MIR tanto el liquidos como en sélidos y obtener los espectros.

Las muestras de grasa se extraian con una paleta en pequefias cantidades y se
colocaban sobre la base del ATR. En la medicion se realizaron 32 escaneos y se hicieron
dos medidas por muestra extraida, es decir, 4 medidas por animal, dos por repeticion.
En el caso de la carne, al igual que en la grasa, se realizaron 32 escaneos y tal y como se

ha comentado anteriormente, se hicieron 6 medidas por animal, es decir, 6 repeticiones.

4. Tratamiento estadistico de los datos.

El espectrofotometro proporciono los espectros de absorcion en las bandas del

infrarrojo medio, en el intervalo 4000-400 cm™.

Para realizar el tratamiento estadistico de los datos se emplearon dos programas. Por
un lado se empled Opus Quant 2 (Bruker, Ettlingen, Alemania) programa incluido en
el equipo de espectroscopia, para obtener las rectas de regresion que permitia
cuantificar la cantidad de 4cidos grasos que hay en una muestra a partir de los
espectros de la grasa obtenida de la extraccion y de los espectros del musculo. Para ello
se tomaron como valores de referencia la cantidad de 4cidos grasos estimados en otro
proyecto (Gomez, I, 2014) de las mismas muestras mediante la técnica de
cromatografia gaseosa y mediante método PLS se obtuvieron los valores predichos. La
relaciéon de espectros y los valores de referencia es posible gracias al método
anteriormente citado. Este método realiza un andlisis de componentes principales con
los espectros obteniendo componentes (factors) y loadings. Con estos elementos y
mediante operaciones matriciales se calcula el valor predicho. Por lo tanto se
obtuvieron tantas rectas de regresiéon como acidos grasos seleccionados tanto para

grasa como para musculo.

El otro programa empleado es el SPSS (v.20). Para ello, con el uso del programa
informatico Matlab R2012a, las muestras se redujeron a un conjunto menor de puntos
de tal modo que todos los espectros presentasen las absorbancias para las mismas
longitudes de onda. La reduccion de los documentos se hizo para agilizar el
funcionamiento de SPSS. Este programa se emple6 para hacer un andlisis de
componentes principales y posteriormente un andlisis discriminante para intentar
agrupar las muestras y poder determinar si las agrupaciones eran correctas, con el
objetivo de poder determinar un método que permita identificar a que grupo de

alimentacion pertenecen nuevas muestras.
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CAPITULO V. RESULTADOS Y DISCUSION



Resultados y discusion

El apartado de resultado y discusion se ha dividido en 4 partes. En la primera de ellas,
se muestran los resultados los lipidos intramusculares extraidos por medio de Soxhlet
de la carne de los terneros de los cuatro lotes estudiados (C, CLA, L y L+CLA). En el
segundo apartado se presentan los espectros FTIR-MIR obtenidos de la grasa y de la
carne de las muestras. En la tercera parte se muestran los resultados del modelo de
estimacion obtenidos en los acidos grasos de mayor interés tecnoldgico y nutricional. Y
por ultimo, se muestra los resultados obtenidos de la clasificaciéon de las muestras
mediante un Analisis de Componentes Principales (ACP) para estudiar el efecto de la

alimentacion en las medidas espectrales de las muestras estudiadas.

1. Cuantificacion de la grasa intramuscular.

En la siguiente tabla (8) se muestran los valores de los lipidos totales obtenidos por

medio de Soxhlet para los diferentes animales.

Tabla 8: Contenido en grasa de las muestras obtenido en la extraccion.

Alimentacion Animal X o CV x Alimentacion CV Alimentacion
125 2,21 +0,21 9,63
Control 126 4,05+0,74 18,31 2,65 13.10

136 1,70+0,19 11,37
130 298+0,28 949
131 1,91+£0,05 2,38
132 1,29+0,08 6,46
LA 133 2,16 0,33 15,29 2,05 797
134 1,43+0,04 2,73
135 2,53+0,29 11,48
137 201+1,16 57,49
138 3,19+0,23 7,25
139 1,75+0,11 6,29
L 140 0,74+0,06 7,70 208 150
141 3,88+0,27 6,93
142 094+0,04 4,50
143 0,66 £0,28 42,28
144 1,37+£0,52 37,62
145 1,45+0,14 10,00
L+ CLA 146 2234019 8,70 1,19 27.78
147 0,64+020 31,93
148 0,82+0,30 36,13

Medias totales 1,9 +0,27

De cada animal se tomaron dos muestras de carne del musculo longisimus dorsi

lumbar realizandose dos extracciones en Soxhlet, por lo tanto el porcentaje de grasa se

45
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Resultados y discusion

obtiene haciendo la media de los porcentajes obtenidos en cada repeticion. Se observa
que el contenido en grasa muestra una dispersion elevada para los animales que
tuvieron la dieta enriquecida con L+CLA. En este lote la mayoria de los animales
presentan dispersion. Ademas en el lote de animales con la dieta enriquecida en lino, la
dispersion también es elevada, pero en este caso esa dispersion viene dada por un
unico animal, ya que el resto presentan coeficientes de variacion mas bajos. Los lotes
control y CLA presentan una ligera dispersion. Los resultados del presente estudio
corroboran los resultados de P.Alberti et al. (Alberti, P. et al. en 2013), que prueba que
las dietas enriquecidas al 2% en CLA y 10% en lino no presentan diferencias
significativas en el rendimiento de los animales, caracteristicas de la canal, o en el
desarrollo del tejido adiposo en novillos Holstein durante el engorde. El contenido
lipidico de la muestra depende de la edad de sacrificio del animal, ya que cuanto
mayor edad tiene el animal, presenta un mayor grado de engrosamiento de la canal y
la carne (Asenjo, B. et al., 2005; Daszkiewicz, T. et al., 2004) y aumenta el contenido en

tejido adiposo y el grosor del tejido subcutaneo (Hugo, A. y Root, E., 2007).

Otro factor que afecta al contenido lipidico de la carne es la alimentacion y el sistema
de explotacion. La sobrealimentacion incrementa el contenido de grasa intramuscular
(Fernandez, X. et al., 1995) y si no consumen la alimentaciéon necesaria puede

producirse una reduccion de la misma.

2. Caracteristicas espectrales de las muestras.

Como se ha sefialado anteriormente en trabajo se emplean las medidas espectrales para
desarrollar un método que sirva para poder analizar muestras de carne de forma

rapida, sencilla y sin apenas alterar las muestras.

Este apartado se va a mostrar los espectros de carne y grasa obtenidos mediante

espectroscopia FTIR-MIR, que corresponden a los apartados 2.2.1y 2.2.2.

2.1 Asignacion de las bandas espectrales representativas de los espectros
FTIR de las grasas.

En este apartado se van a relaciones los principales nimeros de onda de la grasa con

los grupos funcionales de interés.

En la figura 16 se representan los espectros FTIR-MIR de la grasa correspondientes a
las diferentes dietas (control, CLA, lino y L+CLA) donde se diferencian dos zonas. La
primera zona, entre 3100 cm™ y 2750 cm’!, corresponde a las vibraciones de enlaces que
contiene hidrégeno como C-H. La segunda zona, desde aproximadamente 1800 cm!

hasta 400 cm™, se atribuye a distintos modos de flexion y torsion de los enlaces. Esta
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zona incluye la banda espectral denominada huella dactilar que abarca desde 1500 cm!
hasta 400 cm™? (Al-Jowder, O. et al,. 1999; Karoui, R. et al., 2010).

Control

—CLA

Absorbancia

© 0 0o 0o 0o 0o o o o
B, N W R U N o L

Lino

[ | l
f : “ \1‘ L+CLA
| ‘ i la
: LA //l;' : .
0 = / M \L N \'w\:&a
4000 3200 2400 1600 800 0

Numero de onda

Figura 16.Espectros FTIR de 4 muestras de grasa: control, CLA, lino, L+CLA.

Como se puede observar en esta figura (16), las muestras de grasa procedentes de
animales con diferentes alimentaciones presentan bandas de absorcion que aparecen en
numeros de onda similares pero con distintas intensidades de absorcién. Por lo tanto,
una conclusiéon es que las muestras contienen enlaces similares pero en diferente

proporcion. La tabla 9, resume la asignacion de las bandas espectrales mas relevantes.
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Tabla 9: Asociaciéon de los ntimeros de ondas con los grupos funcionales.

Numeros de Grupo funcional Referencia bibliografica
onda (cm)

3005 CH vibracién de extension del enlace cis (7; 45; 57,60)
=CH; acidos grasos insaturados

2920 C-H vibracion de extensién simétrica y (7; 29;45; 56; 57;60)
asimétrica de CH2 y CHs; grupos alifaticos

2854 C-H vibracion de extensién simétrica y (7; 29;45; 56;57; 60)
asimétrica de CHz y CHs; grupos alifaticos

1743 C=0 vibracién de extension de los esteres; (7; 45; 53; 56; 57; 60)
acidos grasos libre

1654 Vibracién de extension de los enlaces C=C (57; 60)
cis.

1465 Vibracion de flexiéon de los grupos alifaticos  (1; 7; 29; 45; 49; 53; 57)
CH: y CHj, (tijereteo)

1417 Vibracién de balanceo de los enlaces cis CH (57)
en alquenos

1377 C-H vibracion de flexién simétrica de los (7; 45; 57; 60)
grupos alifaticos CHzy CHs

1160 C-O vibracidon de extensién y C-H vibracion (7; 29; 45; 49)
de flexion

1117 -CH vibracién de flexiéon y —CH vibraciones (57)

de deformacion de los acidos grasos

721 C-H superposicion de CH: vibrando en (7;45; 56;57; 60)
oscilacién y las vibraciones fuera del plano;
alquenos

Las diferentes bandas que se encuentran en torno a 3000 cm™ se asocian a distintos
modos de vibracion de los enlaces C-H presente en la grasa. Ademas la sefial de baja
intensidad que se observa alrededor de 3005 cm™ se atribuye a la vibracion C-H del
doble enlace C=CH en posicion cis de los acidos grasos insaturados. En cuanto a las
sefnales que se encuentran en los numeros de onda 2920 cm™ y 2854 cm, se asocian a la
vibraciéon de extension simétrica y asimétrica de los enlaces C-H de los grupos metileno

(CHz) y metilo (CHs) de los 4cidos grasos.

En la zona comprendida entre los niimeros de onda 1800 cm™ y 400 cm™ destaca el
pico situado en la longitud 1743 cm asociado con las vibraciones de extension de los
enlaces C=0 de los acidos grasos libres y la banda en torno a 1654 cm™ se asocia a los

modos de vibracion de extension del enlace doble C=C de los alquenos.
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Tras este pico el resto de bandas presentan una intensidad de absorcién menor que las
anteriormente nombradas. Sin embargo, no dejan de ser importantes. El pico que
aparece en torno a 1465 cm! se atribuye a la vibracion de flexion de los enlaces C-H,

denominada tijereteo.

Asimismo, la banda que aparece aproximadamente en 1377 cm’, se asocia a las
vibraciones de flexion simétrica de los enlaces C-H de los grupos metileno (CH:) y
metilo (CHs) de los acidos grasos. De la misma manera, el pico presente en torno a 1160
cm se asocia a la vibracion de extension del enlace C-O y a la vibracion de flexion de
los enlaces C-H y la banda presente alrededor de 1117 cm™ esta relacionado con la

vibracién de flexion y deformacion del grupo —CH de los acidos grasos.

Entre los nimeros de onda 1000 cm? y 400 cm™ se encuentran un gran numero de
picos, de menor intensidad de absorciéon y mas juntos entre si, de los cuales destaca
uno en la nimero de onda 721 cm’, ya que presenta mayor intensidad de absorcion
que el resto. Este pico estd asociado a la superposicion del enlace C-H con el grupo
metileno (CH2) vibrando en oscilacion y fuera del plano. Estos enlaces se encuentran

en los alquenos con una conformacion cis.

En la figura 17, que se presenta a continuacion, se puede observar el espectro FTIR-
MIR de una muestra de grasa cualquiera, en concreto la 145, escogida entre todas las
muestras, independientemente de la alimentacion, ya que todas las muestras de grasa
presentan los picos en los mismos nimeros de onda. Tal y como se ha comentado
anteriormente, la diferencia entre dietas es que la absorcion para esos nimeros de onda

es diferente. En esta figura se sefialan los nimeros de onda mas notables.

0.9
0.8
6—/- C-H

0.7

0.6 \
2 i’ C-HyC-0
& 05
£ =0 —> /
S 0.4
- CH:2y / Grasa

0.3 CH 12

02 =CH U " S C-H

i E— N

o VA AW M

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500 0
Longitudes de onda
Figura 17. Espectro FTIR de grasa con los nimeros de onda asociadas.
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2.2 Presentacion de las medidas espectrales de carne y grasa obtenidas a partir de los
animales con espectroscopia FTIR-MIR.

2.2.1 Espectros FTIR-MIR de las muestras de carne.

La figura 18 (A, B, C, D) que se representa a continuacion muestra los espectros
obtenidos del analisis de la carne de los animales agrupados en funcion de la
alimentacion recibida. Para cada animal se han realizado 6 repeticiones obteniendo un
total de 144 espectros. Para este apartado se representa un espectro por animal
obtenido mediante la media de los espectros de las 6 repeticiones. Tal y como se
aprecia en las figuras, las cuatro graficas son muy similares, la tnica diferencia
aparente, es que los espectros, para el mismo nimero de onda, presentan diferentes

absorbancias.

En la figura 18.A, se aprecian mas diferencias entre animales debidas a las
intensidades de absorbancias. Mediantes la espectroscopia no solo se obtienen las
vibraciones de los enlaces lipidicos (2920 cm™, 2854 cm™ y 1743 cm) también se
obtienen las absorbancias debidas a las vibraciones de los enlaces de las proteinas, del
agua (3900 cm-3200 cm™), del dioxido de carbono (2500 cm-2300 cm™) y mads
sustancias, es por eso que los picos caracteristicos son similares en todos los animales y
alimentaciones y puede que las diferencias de absorbancias sean debidas a este tipo de

enlaces.
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Figura 18. Representaciéon de los espectros de carne obtenidos mediante espectroscopia FTIR-MIR.
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2.2.2 Espectros FTIR-MIR de la grasa intramuscular extraida de las muestras.

En la figura 19 (A, B, C, D), se pueden observar los espectros obtenidos del analisis de
la grasa extraida de las muestras. Se han realizado 4 repeticiones por animal
obteniendo un total de 96 espectros. Con el fin de facilitar los analisis de datos, se ha
procedido a realizar la media de los espectros de todas las repeticiones por animal, de
tal manera que se representa 1 espectro por animal, 6 espectros por tipo de
alimentacion. En este caso las muestras apenas contienen agua, son mayoritariamente

grasa. Como se puede observar (figura 19), los espectros son diferentes a los de carne.

En primer lugar, en la figura control (19.A), se observa que hay diferencias en torno al
numero de onda 3005 cm™, 1170 cm™ y en el pico descendente entre 2920 cm-'y 2850
cm™. Las mayores diferencias que se pueden observar son diferencias de absorbancia
que hacen que haya mayor variabilidad entre los espectros. En lo que respecta a los
numeros de onda todos los animales y alimentaciones presentan los mismos picos en

los mismos niimeros de onda.

En segundo lugar se encuentra la grafica (figura 19.B) correspondiente a la
alimentacion enriquecida con CLA. En este caso el pico que se encuentra en el nimero
de onda 3005 cm™, se ve mas definido. Esto significa que todos los animales presentan
una absorbancia mas similar que en el caso de los animales con la dieta control.
Ademas el pico en el nimero de onda 1417 cm™ es mas pronunciado que en las demas

alimentaciones.

En tercer lugar, en el grafico que representa los espectros de los animales con una dieta
enriquecida en lino (figura 19.C), aparentemente no se observan diferencias entre

animales.

Y por ultimo comentar que en el caso de la dieta L+CLA (figura 19.D), al igual que en el

caso del lino, no se observan diferencias aparentes entre los animales.
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Figura 19. Representacion de los espectros de grasa obtenidos mediante espectroscopia FTIR-MIR.
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2.2.3 Comparacion entre las medidas espectrales de la grasa intramuscular v de la

carne de terneros.
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Figura 20.Representacion de los espectros de carne y de grasa de un mismo animal.

En la figura 20 se puede observar un espectro de grasa y uno de carne, superpuestos
de un mismo animal, de tal manera que se ven claramente las diferencias entre los dos
espectros. En la muestra de carne se aprecian picos en los nimeros de onda entre 3900
cm™ y 3200 cm™ y de 980 cm™ a 400 cm! que en la grasa no se ven, esto es debido a que
esos picos representan la vibracion de los enlaces H-O presentes en el agua. La muestra
de grasa que apenas contiene agua no presenta estos picos. Ademds al ser la
absorbancia de estos picos tan elevada en la carne, enmascara los picos caracteristicos
de la grasa presentes en los mismos nimeros de onda. En cuanto a las absorbancias
presentes en los nimeros de onda entre 2500 cm y 2300 cm son producidas por el
CO: presente en el ambiente. Al hacer el andlisis estadistico de la carne no se tendran
en cuenta los nimeros de onda asociadas al agua ni las asociadas al CO2 y en el caso

de la grasa solamente se excluirdn los nimeros de onda asociadas al COs.

3. Modelo de prediccion del contenido de acidos grasos de interés tecnoldgico y
nutricional.

En la tabla 10 se muestran los coeficientes de determinacion (R?) de los modelos de
prediccidn para cada acido graso estudiado. Este coeficiente muestra el porcentaje de
variacion que explica el modelo. Ademads este valor fue obtenido mediante la
representacion de los valores verdaderos (los obtenidos mediante cromatografia
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gaseosa en la tesis doctoral de Gomez, 1., 2014) frente a los predichos con el propio
método (PLS). Junto al coeficiente de determinacidon se muestran los errores cuadrados
medios, tanto para la validacion como para la calibracion. El proceso de validaciéon del
modelo se ha realizado con el método de validacién cruzada. Este método se basa en
emplear todos los espectros para crear la funcion de calibracion y posteriormente hace
varias validaciones cogiendo dos muestras al azar hasta emplear todas las muestras
para validar el método. Para que un modelo pueda ser adecuado para predecir nuevos
valores debe estar validado, por lo que los coeficientes de determinacion mas

importantes son los de la validacion.
En la tabla 10 se presenta el modelo para la grasa y para la carne.

Tabla 10: Coeficientes de determinacidn (R?) y errores cuadraticos medios (RMSECV y RMSEE)
para la calibracion y validacion del modelo de estimacion del contenido en acidos grasos.

Grasa (g AG/ 100g grasa) Carne (mg AG/ 100 g carne)
Acidos grasos Validacion Calibracion Validacion Calibracion
R Rmsecv R Rwmsee | R Rwmsecv R RMSEE
C18:2n6c9c12 59,63 1,80 82,58 1,23 [34,45 1560 46,73 14,60
C18:3n3 96,21 0,15 98,68 0,09 |4872 4,67 68,94 3,78
CLA9c11t 82,03 0,04 87,80 0,03 |48,09 1,58 66,81 1,30
CLA10t12c 15,48 0,01 78,07 0,01 [2833 0,17 55,09 0,14
C20:4n6 57,49 0,64 77,04 0,49 |2536 808 51,90 6,72
C20:5n3 82,44 0,05 93,82 0,03 |37,07 1,61 57,34 1,38
C22:5n3 86,61 0,06 9534 0,04 3541 3,41 52,82 3,04
C22:6n3 66,64 0,01 82,48 0,01 [17,10 0,15 33,63 0,14
ISFA 71,12 1,17 8535 0,89 |18,66 6830 26,26 66,30
IMUFA 76,85 1,83 93,63 1,03 |32,42 292,00 53,64 252,00
IPUFA 71,95 2,33 88,13 1,60 39,44 29,10 49,95 27,4
In6 57,72 2,53 82,98 1,70 |29,02 23,80 47,98 21,00
In3 94,65 0,24 98,01 0,16 |4575 8,73 61,79 7,64
3CLA 80,31 0,06 90,10 0,04 |36,67 2,97 53,93 2,60
C18:0 62,47 0,89 83,26 0,63 |33,38 2360 41,27 22,70
C18:1c9 53,85 2,16 82,52 1,41 |32,99 284,00 53,58 246,00
C18:1t11 81,17 0,35 91,29 0,25 |2835 812 47,60 7,13
C16:0 7873 094 8855 0,72 | 1,30 40,2 7,02 39,30

En el caso de las muestras de grasa, al contener pequenas cantidades de agua los
coeficientes de determinacién son mas elevados. Esto significa que en el modelo las
diferencias entre el valor predicho y el valor verdadero son menores. Como se observa
en los valores de R?, algunos dcidos grasos presentan valores muy cercanos a 1, por lo

que el modelo predice mejor los valores que se estiman, es decir, que se asemeja mas al
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valor real. En el caso de la grasa, el modelo para predecir el acido graso C18:3n3 tiene
un coeficiente de determinacion de 96,21., siendo el modelo que mas se aproxima al
valor real. Mientras que el acido graso CLA10tl2c, presenta un coeficiente de
determinacion de 15,48, siendo el método que peor predice. Podria decirse que este
método para predecir determinados acidos grasos es aceptable cuando se emplean
espectros de grasa. Ademads la espectroscopia FTIR-MIR  permite agilizar la
metodologia de cuantificacion de acidos grasos si se compara con la cromatografia
gaseosa, esta técnica es mas rapida, requiere menos preparacion de la muestra y es mas
barata que la cromatografia gaseosa (Ripoche, A. y Guillard, A.S., 2001; Hernandez-
Martinez, M. et al., 2013).

Observando los resultados obtenidos a partir de las determinaciones sobre carne, se
puede apreciar que los coeficientes de determinacion son menores, esto se debe a que
en estos espectros los picos de agua cubren parte de los picos representativos de la
grasa, por lo que la prediccion de los 4cidos grasos es peor. Al igual que en la grasa, el
acido graso C18:3n3 presenta el mayor coeficiente de determinacion con una valor de
48,72. Sin embargo, en este caso, en acido graso C16:0 presenta el peor coeficiente de

correlacion, 1,298.

Un valor aceptable para la R? seria a partir de 0.7 (Bruker, 2006), por lo tanto en los
modelos creados a partir de los espectros de grasa 11/18 seria aceptables para estimar
el contenido en 4cidos grasos de nuevos espectros. Mientras que en los modelos
obtenidos a partir de los espectros de la carne, ninguno de ellos supera ese valor, por lo
que los espectros de la carne no aportan una prediccién aceptable para los acidos

grasos seleccionados.

4. Analisis de Componentes Principales (ACP) v analisis discriminante de la carne y
grasa de terneros alimentados con dietas enriquecidas en CLA y lino.

Como ultimo objetivo del presente trabajo final de carrera, se han clasificar las
muestras analizadas en funcidn de la alimentacion recibida a partir de las absorbancias
a diferentes nimeros de onda. Para realizar la clasificacién se ha empleado el método
de Andlisis de Componente Principales (ACP). Los componentes principales son
combinaciones lineales de las variables del sistema que permiten reducir el nimero de

variables empleadas para el analisis.

Para realizar este analisis se han empleado todos los espectros FTIR-MIR, de tal manera
que la clasificacidn en base a la alimentacion se basa en las absorbancias obtenidas. A
continuacion se muestran los resultados de la carne y de la grasa, por separado y se
especifica que numeros de onda se han tenido en cuenta para cada andlisis, de tal

manera que solo se emplean las regiones mas caracteristicas.
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4.1 Muestras carne.

Para este analisis se han excluido los nimeros de onda que presentaban los enlaces de
agua y de dioxido de carbono. Se han excluido las regiones las siguientes regiones
espectrales:

* De 4000 cm™ a 3200 cm™.

* De 2500 cm™a 2300 cm™.

* De 980 cm™ a 400 cm™
Tal y como se ha comentado anteriormente, el primer paso para clasificar las muestras
es la realizaciéon del Analisis de componentes principales. Segun los resultados
obtenidos, son necesarios 10 factores para que se explique el 99,4% de la variacion. Sin
embargo solo los primeros 4 componentes explican el 96,49% de la variabilidad de las
muestras, aunque los mas importantes son los primero dos componentes, ya que

explican un 69,45% y 13,33% de la variacion respectivamente.

Tabla 11. Porcentaje de variabilidad explicado por los cuatro primeros componentes principales.

Numero de componente % de variabilidad
1 69,445
2 13,332
3 9,513
4 4,201
Total 96,491

Tras el andlisis de componentes principales se realiza un andlisis discriminante con
todos los componentes principales. Este andlisis intenta buscar las diferencias entre los
animales, de tal manera que intenta agruparlos basandose en las semejanzas de las
absorbancias de los espectros. A continuacion se muestra la tabla (12) con los

porcentajes de clasificacion.
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Grupo de pertenencia pronosticado

Alimentacion Control CLA Lino L+CLA

Control 63,9 19,4 2,8 13,9

Original o C.LA 5,6 444 16,7 33,3
Lino 5,6 22,2 36,1 36,1

L+CLA 8,3 2,8 19,4 69,4

Control 61,1 22,2 2,8 13,9

Validacion o CLA 5,6 33,3 25,0 36,1
cruzada Lino 5,6 222 33,3 38,9
L+CLA 8,3 5,6 33,3 52,8

Como se observa en la tabla (12) los porcentajes de clasificacion de los espectros de la

carne se presentan en dos grupos. El “Original” representa los valores obtenidos al

crear el método de calibracidn, y la validacion cruzada muestra los resultados de la

validacion. Para poder sacar conclusiones se deberian mirar los resultados de la

validacion. Ademds los porcentajes de clasificacion no son muy elevados, un valor

aceptable estaria en torno al 70%, por lo que no se ve una diferenciacion clara entre los

diferentes grupos. En el caso del CLA y del lino, clasifica un mayor nimero de

muestras en el grupo correspondiente a L + CLA. A continuacion se muestra la

representacion grafica de la clasificacion para comprobar que no se aprecian bien los

cuatro grupos.
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4.2 Muestras grasa.

Para realizar este andlisis se han excluido los nimeros de onda de 2800 cm™ a 2300 cm*
ya que corresponden a los enlaces presentes en el didxido de carbono. Al igual que se
realiza en el andlisis estadistico de la carne, se han empleado todos los espectros de la
grasa para realizar el ACP. En este caso se han obtenido 15 componentes principales.
En la siguiente tabla (13) se muestran los resultados de los seis primeros componentes

principales, que explican el 94% de la variacion.

Tabla 13. Porcentaje de variabilidad explicado por los seis primeros componentes principales.

Numero de componente % de variabilidad
1 56,82
2 17,39
3 6,54
4 5,42
5 4,32
6 3,74
Total 94,23

El siguiente paso es realizar el analisis discriminante empleando todos los
componentes principales. Al igual que en el caso anterior, se pretenden encontrar
diferencias entre los distintos grupos de alimentacion. A continuacion se muestra una

tabla con los resultados de la clasificacion.

Tabla 14.Resultados de la clasificacion de los espectros de grasa.

Grupo de pertenencia pronosticado
Alimentacion Control CLA Lino L+CLA

Control 95,2 0,0 48 0,0
CLA 4
Original % . 2 8 ) !

Lino 0,0 12,5 79,2 8,3
L+CLA 0,0 0,0 8,3 91,7
Control 85,7 4,8 9,5 0,0
CLA

Validacion cruzada % . 53 L7 00 o0
Lino 0,0 12,5 75,0 12,5
L+CLA 0,0 472 20,8 75,0

En este caso, tal y como se puede ver en la tabla (14), la clasificacion de los espectros es
mejor. Esto es debido a que las muestras de grasa no contienen agua que enmascaren

los picos representativos y se ven mejor las diferencias. Para el grupo de animales
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alimentados con una dieta enriquecida en lino y L+CLA el 75% de los espectros han
sido bien clasificados. Para la dieta enriquecida con CLA el 91,7% y para la dieta
control el 85,7%. Estos valores son aceptables, por lo que se espera que al
representarlos graficamente se diferencien los cuatro grupos. Pese a haber variabilidad
en el método, y no poder predecir el valor de nuevas muestras al 100%, el error que se
comete no es tan elevado y el método de obtencion de los espectros es mas rapido que

los métodos convencionales.

40 Alimentacion
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JLino
O L+CLA
2,0
[ |
a
)
=
[
E
E
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=
=
e
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Figura 22. Representacion de las funciones discriminantes uno y dos.

En esta figura (22) se aprecian claramente los cuatro grupos de animales. Esto significa
que se podrian clasificar nuevos animales mediante espectroscopia FTIR-MIR. Por lo
que el método de clasificacion mediante los componentes principales y posterior

analisis discriminante seria ttil en el caso en el que se tuvieran espectros de grasa.
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Conclusiones

Con el material y métodos empleados y a partir de los resultados obtenidos, en el

presente trabajo se han alcanzado las siguientes conclusiones:

1)

2)

3)

4)

5)

6)

La espectroscopia FTIR-MIR permite estimar de forma rapida el contenido en
acidos grasos de las muestras de grasa. Las rectas de regresion obtenidas
mediante la comparacion de los valores predichos y los valores reales obtenidos
con la cromatografia gaseosa, indican que la estimacion es mejor cuando se
trabaja con espectros de grasa que cuando se trabaja con espectros de carne.

Los acidos grasos omega-3, importantes desde el punto de vista nutricional han
resultado ser los mejor estimados en su contenido a partir de esta metodologia
basada en los espectros de la grasa intramuscular.

Los picos presentes en torno a 2920 cm, 2854 cm™ y 1743 cm! estan asociados a
la vibracion de los enlaces caracteristicos de los acidos grasos. Por eso son lo
que mayor intensidad de absorcion presentan en los espectros de grasa.

Dado que los espectros de la carne no son adecuados para identificar el
contenido en grasa de los animales debido al contenido de agua presente en las
muestras, es necesario llevar a cabo nuevas investigaciones para eliminar las
interferencias de la misma, ya que enmascara parte de los picos representativos
de la grasa.

En Analisis de Componentes Principales (ACP) permite la clasificacion de las
muestras de grasa en funcion de las absorbancias de los espectros, pero no
permite la clasificacion de las muestras de carne.

Sin embargo, las dietas enriquecidas con 2% CLA y/o 10% lino, no afectan al

contenido lipidico intramuscular del animal.
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