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RESUMEN



Resumen

En el presente trabajo final de carrera se ha estudiado la aplicacién de la
espectroscopia infrarroja FTIR-MIR para el andlisis de muestras de carne y para

la estimacion de su contenido lipidico y proteico.

Se ha procedido a la puesta a punto de la metodologia para el andlisis de las
muestras mediante un espectrofotémetro basado en la transformada de Fourier.
Para ello, se utilizaron un total de 33 muestras procedentes de diferentes
especies animales entre las que se incluyen cerdo, cordero, potro, conejo,

ternera, vaca, toro, pollo, pavo y gallina.

En cuanto a la metodologia de trabajo seguida, se prepararon pastillas
mezclando las muestras de carne picadas con bromuro potasico (KBr). Tras ello,
las mezclas se homogeneizaron y se compactaron con una prensa hidraulica

manual. De cada una de las muestras se realizaron dos repeticiones.

Una vez obtenidos los espectros de absorbancia, se procedio al tratamiento
analitico de los datos. En primer lugar, se identificaron los picos de absorbancia
mas caracteristicos de las muestras y se asignaron las vibraciones de los enlaces.
Una vez identificados, se relacionaron con el contenido lipidico y proteico de

las muestras con el fin de establecer un método para su estimacion.

En conclusion, los resultados obtenidos permiten establecer la espectroscopia
FTIR-MIR como método de andlisis de muestras de carne obteniendo espectros
con bandas bien resueltas y sin ruido. Ademas, se consiguid relacionar algunas
bandas con el contenido proteico (3288, 1657 y 1542 cm™) y lipidico (2925, 2854 y
1746 cm™) de la carne. Se observo que las muestras de carne tenian un contenido
similar de proteina y humedad, pero su contenido lipidico era muy variable,
inclusive dentro de una misma especie. Por ultimo, se establecio y validé un

método para la estimacion del contenido lipidico de las muestras de carne.
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Capitulo 1. Introduccion

La necesidad de alcanzar altos niveles de calidad y seguridad durante la
produccién de alimentos, requiere controles estrictos tanto durante todo el
proceso de produccion como durante el proceso de comercializacion. Para
llevar a cabo estos controles se requieren técnicas de andlisis de alimentos entre
cuyas caracteristicas deseables se encuentran la rapidez, la facilidad de uso, la
no preparacion o minima preparacion de muestras, la no destruccion de las

mismas y el bajo coste (Karoui, R. et al., 2010).

Un parametro importante a controlar en la produccion de carne, es el contenido
en proteina y grasa que presenta cada tipo de animal. Actualmente, el
contenido en proteina de una muestra se analiza normalmente mediante el
método Kjeldahl (1883), ya que es el método oficial de referencia. Sin embargo,
este método presenta una serie de inconvenientes ya que es largo de realizar y
medioambientalmente no sostenible. El andlisis del contenido en grasa de una
muestra se puede llevar a cabo por diferentes métodos entre los se encuentran
el método Soxhlet de extraccion (1879), el método Babcock (1890), el método
Gerber (1891) o la cromatografia de gases. Sin embargo, todos estos métodos
presentan una serie de inconvenientes ya que son largos de realizar, complejos

e implican la destrucciéon de las muestras (Wu, D. et al., 2008).

Por todo ello, se ha decido buscar métodos alternativos para el andlisis de la
composicion quimica de la carne. Entre estos métodos se encuentran las
técnicas de espectroscopia de infrarrojo medio. Estas técnicas ofrecen rapidez en
el analisis, la no destruccion de las muestras y son medioambientalmente
sostenibles ya que no emplean ningtin reactivo peligroso para el
medioambiente (Wu, D. et al., 2008).

En este sentido, en el presente trabajo final de carrera se va establecer un
método para el andlisis de muestra de carne mediante espectroscopia FTIR-MIR
y buscar su posible aplicacion en el andlisis de la composicion quimica de las
muestras. Los resultados obtenidos van a ser presentados en la reunion COST
“FAIM 1II: Second Annual Conference on Carcass Evaluation, Meat Quality,
Software and Traceability”. Universidad de Kaposvar. Hungria. (29 y 30 de
Octubre de 2013).




CAPITULO II. ANTECEDENTES



Capitulo 1I. 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 concatenada de procesos
fisicoquimicos y bioquimicos, que se desarrollan como consecuencia del
sacrificio del animal. Por otro lado, la canal es considerada como el cuerpo del
animal una vez sacrificado, desangrado y desprovisto de las visceras toracicas,
abdominales y pelvianas, con los rinones, la piel, las patas y la cabeza o sin
ellos, dependiendo la especie considerada (Codigo Alimentario Espafiol, 1967).
Las canales estan formadas por los tejidos muscular, adiposo y Oseo. El tejido
muscular, bien solo o bien acompanado parcialmente por el tejido adiposo, da
origen a la carne. El tejido adiposo contribuye a exaltar ciertas cualidades de la

carne.

1.1. Tejido muscular.

El tejido muscular es un tejido diferenciado y especializado, cuyo destino es
convertir la energia quimica en movimiento mecanico y trabajo. Ademas,
presenta metabolismos energéticos que influyen en su composicion quimica, asi
como en algunas de sus caracteristicas organolépticas, particularmente en el

color y la textura.

Un musculo se compone de un conjunto heterogéneo de fibras musculares,
agrupadas en haces, cada una de las cuales consiste en una célula polinucleada
de varios centimetros de longitud, aunque de estrecho didmetro, cuya
magnitud puede variar entre 0,1 y 0,01 um. Desde hace muchos afios se sabe
que no todas las fibras musculares son idénticas y ademas, existen diferentes
clasificaciones en funcion del criterio aplicado. Entre las mas comunes se
encuentran la clasificacion en funcion de la velocidad de contraccion,
determinada por la actividad ATPésica de la miosina, del metabolismo
energético o de las diferencias bioquimicas e histoldgicas. Este altimo criterio es
el mas utilizado y permite clasificar las fibras musculares en fibras rojas R, que
presentan contraccion lenta y metabolismo oxidativo; fibras blancas aW, que
exhiben contraccion rédpida y metabolismo glucolitico; y fibras rojas aR, que

tienen contraccion rapida y metabolismo intermedio.

UDna 6
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Capitulo 1I. Antecedentes

De acuerdo con las proporciones alcanzadas en el musculo por cada uno de
estos tipos de fibras, se suele hacer referencia a tres tipos de musculos. Los
musculos rojos que estan compuestos principalmente por fibras fR y aR, siendo
por lo tanto, tanto de contraccion rapida como de contraccion lenta. Poseen una
gran cantidad de mitocondrias, mioglobina y lipidos. En estas células, la energia
se obtiene mediante el metabolismo aerobio que degrada la glucosa por la via
oxidativa, con participacion del ciclo de Krebs y generacion de moléculas de
ATP. Generalmente son mas coloreados por su abundante irrigacion sanguinea
y tienen un pH mas elevado que los musculos blancos, asi como una mejor
capacidad de retencién de agua. Los musculos blancos que se encuentran
integrados por una elevada proporcion de fibras aW, lo que determina su
contraccion rdpida. Son pobres en mitocondrias, mioglobina y lipidos. El
catabolismo de la glucosa se lleva a cabo en estas células por via anaerobia
mediante glicolisis anaerobia formandose lactato en el proceso. Su longitud es
la mitad de las anteriores y tienen poco riego sanguineo lo que determina su
color mas claro. Y los musculos de caracter intermedio que tienen caracteristicas

comunes a los dos anteriores.

Otra manera de clasificar los musculos es segin su enervacidon, pudiendo
distinguir los musculos lisos de contraccion involuntaria y los musculos
estriados de contraccion voluntaria. Los musculos estriados cuando son
observados al microscopio Optico presentan el aspecto que da origen a su
nombre y constituyen lo que se conoce como carne. Generalmente, son los
responsables del movimiento y se fijan al tejido éseo, mediante aponeurosis y

tendones.

El musculo estriado estd integrado por cinco elementos considerados esenciales
por la funcion que desempefian en él: (i) numerosas fibras musculares, que
pueden considerarse las unidades estructurales diferenciadas, esenciales o
basicas, y que suelen estar organizadas en haces de fibras individuales o células
sencillas; (ii) el tejido conectivo asociado, que aporta el correspondiente soporte
al tejido muscular en sus distintos niveles; (iii) el tejido adiposo, en forma de
grasa intramuscular; (iv) las moléculas de hidratos de carbono; y (v) las

moléculas de agua, que pueden encontrarse en diferentes formas.
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Capitulo 1I. Antecedentes

Tal y como se observa en la Figura 1, las fibras musculares se encuentran
rodeadas por una membrana excitable eléctricamente denominada sarcolema.
Mediante el sarcolema, las fibras musculares se unen o conectan al tejido
conectivo, a través del cual el musculo ejerce su traccion. Una fibra, a su vez,
estd formada por muchas miofibrillas paralelas que son elementos
polinucleados que estan formados por ribosomas, complejos de Golgi,
mitocondrias y lisosomas. Estas se encuentran sumergidas en el sarcoplasma,
que es el fluido intracelular donde se encuentran los organulos formados por
proteinas con actividad enzimadtica (mitocondrias, peroxisomas y lisosomas),
nucleos, aparato de Golgi, cuerpos lipidicos y numerosas sustancias que se
encuentran en suspension acuosa como pueden ser péptidos, aminodcidos
libres y sobre todo mioglobina. Estos componentes pueden tener funciones muy
diversas, algunas de gran transcendencia para las propiedades posteriores de la

carne.

Ll WIRITIFSVETPEINERIIIES
TR TITVIYY

L LALLL R it LA il LU 1 24 7,

Endomisio

Figura 1. Estructura del musculo estriado (Fuente: Lopez de Torre, G. y Carballo, B.
M., 1991).

Las miofibrillas constituyen el aparato contractil del musculo y estan formadas
mayoritariamente por dos proteinas, miosina y actina, que junto con otras
permiten que el musculo realice esta funcién. Las miofibrillas comprenden

diversos filamentos proteicos que hacen posible su clasificacion en filamentos
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gruesos, formados principalmente por miosina y filamentos delgados,

compuestos mayoritariamente por actina.

Las miofibrillas se organizan alternando bandas, presentando una estructura
considerada responsable del aspecto estriado tan caracteristico del musculo
esquelético. Cada filamento grueso se encuentra rodeado por seis filamentos
delgados, formando una matriz hexagonal que, ademas, se acompana de unas
estriaciones transversales motivadas por la alternancia regular de dos tipos de
bandas (Figura 2). Las bandas oscuras, anisoétropas o bandas A, formadas por
filamentos gruesos, cuyos extremos estdn mas o menos solapados con los
filamentos delgados. Su zona central, o zona H, estd integrada exclusivamente
por filamentos gruesos, al no existir en ella solapamientos con los filamentos
delgados, por lo que resulta menos densa y de apariencia mas clara. El tamafio
de estas zonas H se considera un factor importante para determinar la
capacidad del musculo para retener agua. Por otro lado, las bandas claras,
isotropas o bandas I, cuya escasa densidad les aporta menor oscuridad,
presentan en su parte central una zona estrecha y muy densa, denominada
disco Z. Cada banda I estd formada solamente por filamentos delgados, que son
compartidos por dos sarcdmeros contiguos y se ensamblan entre si a través del
disco Z.

Durante la contraccion el musculo, éste se acorta hasta un tercio de su longitud
debido a que los filamentos gruesos y finos se deslizan unos sobre otros, sin

variar su longitud, pero aumentando el solapamiento.
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L | ‘
! | I

ZONA H . z
‘ TN
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Figura 2. Composicion y aspecto que tendria la micrografia electronica de una
seccion longitudinal de musculo estriado (Fuente: Lopez de Torre, G. y Carballo, B.
M., 1991).

1.2. Composicion quimica de la carne.

La carne esta constituida mayoritariamente por agua, proteinas y grasa aunque
también posee pequenas cantidades de otras sustancias como las nitrogenadas
no proteicas (aminoacidos libres, péptidos, nucledtidos y creatina),
carbohidratos, 4cido lactico, minerales y vitaminas. Existen notables variaciones
de estos pardmetros en funcién de la especie animal y del tipo de musculo
considerado, por lo que la composicion global de los musculos resulta ser muy
variable, tanto con los individuos animales como entre las diferentes zonas

evaluadas dentro de cada animal.

En la Tabla 1 se muestras la composicion quimica media de las principales

especies cuya carne se usa para el consumo humano.
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Tabla 1. Composicion quimica media de diferentes especies.

Animal Humedad Proteina Lipidos Cenizas
Pavo (pechuga) 73,5 23,9 1,0 1,2
Avestruz (magro) 74,2 22,9 1,1 1,2
Pollo (pechuga) 73,8 21,9 3,0 1,1
Canguro (magro) 75,1 21,8 1,2 1,0
Liebre 73,3 21,6 3,0 1,2
Jabali 74,0 21,4 9,3 1,1
Venado 75,7 21,4 1,3 1,0
Conejo doméstico 74,0 21,2 3,5 1,1
Cerdo (magro) 71,2 21,0 7,6 1,0
Conejo de monte 74,6 20,8 2,6 1,1
Pollo (muslo) 72,7 20,6 5,6 1,1
Pavo (muslo) 74,7 20,5 3,6 1,1
Cabrito 74,3 19,4 4,8 0,9
Ternera (solomillo) 77,2 19,3 2,0 1,1
Pato (pechuga) 63,5 18,0 17,2 1,0
Afojo (solomillo) 81,1 14,3 4,6 1,2
Cordero (pierna) 76,6 10,6 10,8 1,1

Fuente: Hernandez Gil, A. Tratado de nutricion. Composicion y Calidad Nutritiva De Los
Alimento. Volumen 2. Editorial Panamericana. Madrid, Esparia. 2010.

1.2.1. Composicion proteica.

Las proteinas son macromoléculas formadas por cadenas de 20 diferentes
aminodcidos (Tabla 2), unidos entre si por medio de enlaces peptidicos,
encontrandose como mezclas complejas en los tejidos organicos. Los
aminoacidos son mondmeros formados por un grupo amino primario (-NHz) y

un grupo carboxilo (-COOH), con la siguiente estructura:

H

|
R — C — COOH
|

NH:

Siendo R una cadena lateral caracteristica, de composicion variable, que permite
diferenciar a los diferentes aminoacidos y que influye en las propiedades

fisicoquimicas de los mismos y por lo tanto, de las proteinas de las que forma

UDna 11
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parte. Estas variaciones hacen que las proteinas posean propiedades y

caracteristicas que las diferencian unas de otras. Entre las propiedades mas

importantes de las proteinas se encuentran la solubilidad, el punto isoeléctrico,

la desnaturalizacion,

comportamiento en presencia de sales.

la solvatacion o hidrataciéon, la densidad y el

Tabla 2. Estructura covalente y abreviatura de los aminoacidos.

Nombre

Simbolo de
tres letras

Simbolo de
una letra

Formula estructural

Aminodcidos de cadenas laterales apolares

Glicina

Alanina

Valina

Leucina

Isoleucina

Metionina

Prolina

Fenilalanina

Triptofano

Gly

Ala

Val

Leu

Ile

Met

Pro

Phe

Trp

G

'I|EDD
H—(I’f—ii

NH3
(f()ﬂ‘
H—C—CH;
NH;
C00 ¢y,
I[—:T“—rgt
Coo CHy
H-C—CH,—CH
NHj CH;
CO0~ CH;y
H—C——C>~CH;—CH;
NHi W
{I".nu
H—cI:—CH:—f_‘u:—L-:—L‘II_.
NHj

Co0~ L ~CH,
o
4 N CH
Hy
€00~
| "3
I-I—E:—['.H:—g
NHj :
€00~
H—C—CH; 23
TEp ? -,
hH:: N o
H

up

Te
l;.‘u E‘Hﬁ

12



Capitulo 1I. Antecedentes

Tabla 2. Continuacion.
Simbolo de Simbolo de

Nombre Férmula estructural
tres letras una letra
Aminodcidos de cadenas laterales polares no cargadas
L‘FDD'
Serina Ser S H-ff CHy—OH
NH3
coo™ H
Treonina Thr T H—cI: O CH,
NI; OH
Co0 ¢y,
Asparagina Asn N H—6—CH
NH.E CHj;
{.1:0{}' 0
Glutamina GIn Q H—ili CHy—CHy—C
NH;3 NI,
coo _
Tirosina Tyr Y I-I—l:ll—t'][_.- {0 V—oH
NHj
€00
Cisteina Cys C H—*.l: CH,—SH
NHj
Aminodcidos de cadenas laterales polares cargados
qoo-
Lisina Lys K I-I—I:? CHa—CHy—CHs—CHy—NH3
NH;
COO NHg
Arginina Arg R H—C—CH,—CH,— CH,—~NH—(
NE NH;
oD~
| ¢ NH
Histidina His H H=L=CH %, |
NH N
IIJEEI" (3]
Acido aspartico Asp D H—C— 'H;—C
NHj o
(IJUQ‘ 0
4 . 7 . _'.I'
Acido glutdmico Glu E H—-C—CH,~CHy—C
, .
NHj O

Fuente: Voet, D. y G. Voet, ]. Bioquimica. Editorial Médica Panamericana. 2006.

upna 13

up



Capitulo 1I. Antecedentes

Las proteinas tienen diversas funciones en los procesos bioldgicos. Como
enzimas catalizan el conjunto de reacciones quimicas que tienen lugar en los
organismos, actuando como reguladoras directas de las mismas y de manera
indirecta, como mensajeras quimicas conocidos como hormonas. Ademas,
intervienen en el transporte y almacenamiento de sustancias claves en los
procesos biologicos, como los iones metalicos, el oxigeno, la glucosa, los lipidos
y muchas otras moléculas. Igualmente, las proteinas generan el movimiento
mecanico coordinado de muchos procesos biologicos cuando se encuentran en
forma de fibras musculares. También participan en el sistema inmune que
constituye un sistema esencial de defensa biologica en los animales superiores.
Por otro lado, las proteinas pueden cumplir un papel pasivo, como en el caso
del colageno, que brinda la fuerza caracteristica de tension a huesos, tendones y

ligamentos.

Las funciones de las proteinas pueden comprenderse mejor en funcién de sus
estructuras, esto es, de las relaciones tridimensionales de los atomos que las
componen. Tradicionalmente, estas estructuras se describen en términos de

cuatro niveles de organizacion que son las siguientes:

a) Estructura primaria (Figura 3): es la secuencia de aminoacidos unidos
por enlaces covalentes, denominados enlaces peptidicos. Las cadenas
proteicas mads cortas conocidas contiene entre 20 y 100 aminodcidos,
aunque la mayor parte de las proteinas poseen entre 100 y 500. Algunas

cadenas pueden llegar a tener miles de aminoacidos.

¢
H;_ | J ),
o g

Figura 3. Estructura primaria de las proteinas.

b) Estructura secundaria (Figura 4): es la disposicion espacial adoptada
por la cadena polipeptidica a lo largo de su eje. Dado que los
sustituyentes de los carbonos a pueden rotar en torno a los ejes

constituidos por los enlaces covalentes simples, la conformacion que
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puede adoptar la cadena polipeptidica puede ser muy variable. Sin
embargo, cada cadena polipeptidica asume una conformacion
especifica, llamada nativa. Las principales estructuras secundarias
halladas en las proteinas son la hélice a y la estructura {3.

La hélice @ es una estructura ordenada que contiene 3,6 restos de
aminodcidos por vuelta. Las cadenas laterales se proyectan al exterior
de la hélice. En ella, se establecen multiples enlaces de hidrogeno,
especialmente entre el hidrogeno del grupo (-NH-CO-) y el oxigeno de
un enlace peptidico localizado en la vuelta siguiente. Este tipo de
estructura es muy estable ya que ofrece una alta densidad que restringe
las interacciones con otras moléculas.

La estructura 3 es una estructura en zig-zag mas estirada que la hélice
a. Si se produce la supresion de los puentes de hidrogeno
intracatenarios puede producirse el paso de las estructuras o
helicoidales a estructuras (3. Estas cadenas estiradas () se combinan
para formar estructuras denominadas en hoja plegada que se
encuentran unidas entre si por puentes de hidrégeno intercatenarios, en
los que todos los enlaces peptidicos participan en su formacion. Las
cadenas laterales (R) de los aminodcidos se sitian por encima y por
debajo del plano de las ldminas y ni sus cargas ni las restricciones

estéricas limitan la existencia de estas estructuras.

ENCN
H R

Hydrogen bonds between amino acids o helix
at different locations in polypeptide chain

Pleated sheet

Figura 4. Estructura secundaria de las proteinas: hélice a (superior) y en hoja
plegada o estructura f (inferior).
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c) Estructura terciaria (Figura 5): hace referencia a la organizacion
tridimensional de una cadena polipeptidica que contiene regiones con
estructuras secundarias bien y mal definidas. Aunque se conocen bien
las estructuras terciarias de numerosas proteinas, resulta dificil

representarlas de una forma simple.

Figura 5. Estructura terciaria de las proteinas.

d) Estructura cuaternaria (Figura 6): es el resultado de asociaciones no
covalentes de unidades proteicas. Las fuerzas o enlaces que estabilizan
las estructuras cuaternarias son idénticas a las que estabilizan las
estructuras terciarias. Un ejemplo de estructura cuaternaria es la union
de la actina con la miosina en el musculo.

alpha chain alpha chain

beta chain beta chain

Figura 6. Estructura cuaternaria de las proteinas.

En los musculos existen dos grupos de proteinas que difieren tanto en su
localizacién como en su funcion: las intracelulares (17-18 %) y las extracelulares
(10-15 %). Las proteinas intracelulares se clasifican en sarcoplasmaticas,

miofibrilares y citoesqueléticas.
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Las proteinas sarcoplasmaticas representan en torno al 30-35 % del total de las
proteinas del musculo. Desempenan papeles importantes en los procesos
metabolicos celulares ya que dan lugar a enzimas, pigmentos o estructuras
integrantes de organulos celulares. Entre todas ellas destaca la mioglobina que,
ademads de tener la funcion bioldgica de almacenar oxigeno en el musculo in
vivo, presenta el interés de ser el pigmento responsable del color de la carne
cuyo nivel depende de factores tanto intrinsecos como extrinsecos, entre los que
se encuentran la alimentacién o la seleccion genética. Se trata de una
heteroproteina cuya estructura esta formada por una proteina globina y grupo
prostético hemo, caracterizado por un nucleo integrado por cuatro anillos de
pirrol coordinados con un atomo central de hierro, que puede encontrarse en
cualquiera de sus estados reducido u oxidado. Normalmente, predomina la
forma ferrosa lo que hace que sea capaz de combinarse con gases como el
oxigeno o el 6xido nitrico. En este grupo también se incluyen las enzimas
endogenas del tejido muscular. Algunas de ellas, como las calpainas o las
catepsinas, son responsables de las modificaciones percibidas en las estructuras
intracelulares relacionadas con la resolucion del rigor mortis y el ablandamiento

de la carne.

Aunque las proteinas miofibrilares pueden desempenar diversas funciones
dentro de la fisiologia muscular, cabe destacar la funcién contractil, como
ocurre con la miosina y la actina, y las funciones reguladoras. La miosina es la
principal proteina de los filamentos gruesos que constituye el 50-60 % de las
proteinas contractiles miofibrilares. Es una molécula proteica muy larga que
contiene dos cadenas polipeptidicas idénticas dotadas de un alto contenido de
estructura alfa helicoidal. Las dos cadenas se encuentran enrolladas una sobre
la otra, formando una superhélice. La molécula tiene dos cabezas globulares
que son responsables de su actividad enzimatica (ATPasa) y de su capacidad

para interaccionar con la actina (Figura 7).

| Twmn polypeptics mili-a welind inoa supenccil
A N e s P T Tt

Figura 7. Estructura molecular de la miosina.
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Por otro lado, la actina es la proteina mas importante de los filamentos
delgados, y constituye el 15-30 % de las proteinas miofibrilares del musculo. La
actina esta fijada a la estructura del musculo con mucha mayor firmeza que la
miosina y se suele presentar con una estructura helicoidal doble denominada

actina fibrilar o F-actina (Figura 8).

Figura 8. Estructura en doble hélice de la actina.

Por ultimo, las proteinas del citoesqueleto se encuentran situadas en los
filamentos elasticos y estan formadas principalmente por conectina. El
citoesqueleto se trata de un complejo proteico que forma parte de los
denominados filamentos gap, o filamentos huecos, de la estructura
citoesquelética. Son unos filamentos que, arrancando de la zona A del
sarcomero, se extienden hasta el disco Z. Parece que dicho complejo proteico
esta presente en todas las partes del sarcomero y posiblemente desempefie un
papel crucial en el mantenimiento de su ordenada organizacion, asi como que
participe de su elasticidad. A lo largo de su cadena aminoacidica, posee
diversos centros de unidn con otras proteinas del mismo y se supone que enlaza
con los filamentos de miosina a través de su lado terminal carboxilico. Las
proteinas del citoesqueleto se localizan dentro y alrededor de las miofibrillas. Se
piensa que podrian desempenar cierto papel en la calidad de la carne,

particularmente en su dureza o blandura.

Las proteinas extracelulares son proteinas insolubles que integran el estroma o
tejido conectivo. Se sabe que el tejido conectivo se estructura sobre la base de
una sustancia amorfa, que aglutina elementos organizados en forma de varios
tipos de fibras extracelulares, segiin la naturaleza de la proteina que las integre,
pudiendo ser colageno, inextensibles y no ramificados; o elastina y reticulina,
ramificadas y elasticas. El colageno es la proteina mayoritaria del tejido
conectivo de la carne y desempefia un papel relevante en la textura de las
carnes, haciéndolas mas o menos comestibles. Se caracteriza por disponer de

una estructura primaria peculiar, en la que se repite la siguiente secuencia
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aminoacidica:  glicina-prolina-hidroxiprolina-glicina-otro  aminoacido.  Se
corresponde con una de las pocas proteinas que contienen un elevado
porcentaje de hidroxiprolina, un aminoacido poco frecuente en otras proteinas,
ademds de presentar un predominio del aminodcido glicina. Cuanto mads
elevado sea el porcentaje de estos aminodcidos en la molécula de colageno,

mayores seran su rigidez y su resistencia.

1.2.2. Composicion lividica.

Reciben el nombre de lipidos aquellas sustancias de origen bioldgico, solubles
en los llamados disolventes organicos apolares como hexano, tolueno, benceno
o cloroformo e insolubles en agua. Dado que la definicién de estos elementos
tiene como base comun la solubilidad en una serie de sustancias, se incluyen en
el grupo de los lipidos algunos compuestos de naturaleza quimica diversa. Sin
embargo, el factor comun estructural 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. Esta caracteristica determina que las moléculas
sean en mayor o menor grado apolares y posean por ello las propiedades de

solubilidad que las caracterizan.

Tal vez la funcion mas importante de los lipidos se relaciona con el hecho de
que un buen niamero de ellos son moléculas apolares que en presencia de agua
se asocian formando capas, sirviendo de base para la organizacién de la
estructura de las membranas celulares. Otros tipos representan reservas
energéticas de gran capacidad. En parte, porque la grasa se puede almacenar en
cantidades enormes, y en parte, porque su alto valor caldrico. En los
organismos superiores, las grasas se acumulan principalmente bajo la piel,
sirviendo como aislantes contra los traumatismos y los cambios de temperatura.
También es conveniente recordar que algunas hormonas y vitaminas

pertenecen al grupo de los lipidos.

Los lipidos suelen contener en sus moléculas cadenas apolares, mas o menos
largas, de atomos de carbono formadas en muchos casos por acidos grasos.
Estos, son acidos alifaticos monocarboxilicos con la siguiente estructura:
Y @)
R— C N
OH
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Donde R representa una cadena de atomos de carbono e hidrdégeno mas o
menos compleja. Dado que todos los acidos grasos tienen un grupo carboxilo,
se distinguen unos de otros por la cadena de atomos de carbono,
principalmente por el nimero de estos que posean. Los 4cidos grasos con 16 o
18 atomos de carbono son los que se encuentran frecuentemente en los lipidos.
Otra forma de distinguir los acidos grasos es por la presencia o no de dobles
enlaces en la cadena, permitiendo la clasificacion de los acidos grasos en
saturados o insaturados (Figura 9). Los saturados son aquellos que no
presentan dobles enlaces en su cadena mientras que los insaturados presentan
al menos un doble enlace en la misma. Los dobles enlaces de los 4cidos grasos
casi siempre presentan una configuracion cis, lo que impone un angulo rigido

de 30° en la cadena hidrocarbonada que interfiere con su empaquetamiento.

Saturated
o HHHHHHHHH
8 | | I | I | | | |
"C-C-C-C-C-C-C-C-C-C-H
0 I I | | I | | I |
s HHHHHHHHH
H
Unsaturated
HHHHHH

O L N L W f" H
C-C-C-C-C-C-C=¢qg_/4
o L bonod C-c_
7 HHHHH g H
H H

Figura 9. Estructura molecular de los acidos grasos saturados e insaturados.

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

atomos de carbono, que corresponden a los tres tipos siguientes:

a) Saturados: miristico (C14:0), palmitico (C16:0O) o estedrico (C18:0).

b) Monoinsaturados: oleico (C18:1) y palmitoleico (16:1).

c) Poliinsaturados: linoleico (C18:2), linolénico (C18:3) y araquidonico
(C20:4).

Las grasas que aparecen en los animales son principalmente mezclas de
triglicéridos o grasas neutras. Estas sustancias no polares e insolubles en agua

son triésteres de acidos grasos de glicerol (Figura 10).
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0
Il
loH,—0—C—R,
[
'CH,—OH |
| CH —0—C—R,
*CH—OH | ail;
|
YCH,—OH 3CH,—0—C—R,

Figura 10. Estructura molecular del glicerol y los triglicéridos.

Los triglicéridos difieren seguin la identidad y el lugar de sus tres residuos de
acidos grasos. Los denominados triglicéridos simples contienen un tipo de
residuo de acido graso mientras que los triglicéridos mixtos mas comunes
contienen dos o tres tipos diferentes de residuos de dacidos grasos y se

denominan en concordancia con su ubicacion en la porcion glicerol.

En los depositos grasos también se pueden encontrar fosfolipidos o
fosfoglicéridos aunque aparecen en pequenas cantidades. Estos elementos
forman parte casi exclusivamente de las membranas celulares debido a su
naturaleza alifilica. Los fosfolipidos tienen cierto parecido estructural con las
grasas neutras ya que estdn compuestos por una molécula de glicerol que tienen
dos moléculas de acidos grasos esterificadas (Figura 11). En el lugar del tercer
acido graso se encuentra una molécula de acido fosforico. Esta, a su vez,
también tiene unida, por un enlace de tipo éster, una molécula organica que
varia de unos a otros fosfolipidos.

(0]
I

R,—C—0—CH,;

|
Ry—C—0—CH 0
D {:HEFO—FP—D_ R:

(0]

Figura 11. Estructura molecular simplificada de los fosfolipidos.

La porcion de la molécula formada por el glicerol, los acidos grasos y el acido
fosfdrico, recibe el nombre de acido fosfatidico. Si se rompen los enlaces de esta
molécula por hidrolisis, se pueden obtener una molécula de glicerol, un acido

graso y un acido fosforico.
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B RN RS
H-c-o—suCESE e R g s S a0
HEHE HOHEEN RS HEE S B, HHHHH
ST L
Polar head H—C—O'——C—?“CI)—Ci—C‘P—(I)—?‘?-C§O/\ //Y /7
CHy H H HHHHHHH e
@1 [ I ; S IO R Ay
H,C=N—C-C-GSiig-C—H Nonpolar tails Y4 o H
CH, H H 02 H "/,Y/‘/O\/A//y
(a) Chemical structure of a 4 ,O\Q/\
phospholipid o

Phosphate group
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Figura 12. Estructura molecular de un fosfolipidos, su estructura simplificada y su
disposicion para la formacion de las membranas celulares.

Los fosfolipidos deben su naturaleza alifilica al hecho de que poseen una zona
polar, representada por el glicerol, el acido fosforico y la otra molécula, y una
zona apolar, constituida por las cadenas de atomo de carbono (Figura 12). En
este tipo de estructuras, la porcion apolar es rechazada y la porciéon polar es
atraida por el agua, lo que favorece la formacion de las estructuras
denominadas como bicapa, que es la trama esencial en la cual se colocan los
integrantes de las membranas celulares, intercalados entre las moléculas de

fosfolipidos.

Después de las proteinas, los lipidos son los componentes mayoritarios
presentes en las carnes predominando los acidos grasos, libres y esterificados.
Estos acidos grasos presentan cadenas de entre 2 y 30 carbonos, saturados y no
saturados en forma cis, pudiendo estar esterificados con glicerina, como los

triglicéridos (mas abundantes), diglicéridos y monoglicéridos.

Generalmente, las canales de los animales suelen contener un elevado
porcentaje de compuestos grasos distribuidos en cuatro grupos. En primer
lugar, podemos encontrar depdsitos grasos en las cavidades corporales toracica,
abdominal y pélvica. También se pueden encontrar como depdsito subcutaneo,
denominado grasa de cobertura, que esta integrado por lipidos, una trama
proteica y algo de agua, cuya cantidad y composicion puede variar tanto con la

raza como con la edad del animal. Su consistencia depende tanto de los acidos
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grasos integrantes de la composicién quimica de la grasa como del desarrollo
adquirido por su tejido conectivo. Aunque los dos depdsitos que presentan
mayor interés son la grasa intermuscular y los lipidos intramusculares. La grasa
intermuscular se encuentra separando los distintos paquetes musculares y los
aisla de los tabiques de tejido conectivo situado entre los musculos
individuales. Los lipidos intramusculares son la grasa depositada en el interior
de los musculos, en situacion muy proxima a los vasos sanguineos y entre las
redes de los tabiques de tejido conectivo perimisial. En las practica, también se
la conoce con los nombres de veteado, jaspeado o marmorizacion, porque forma
vetas visibles de grasa de color blanco, proporcionando al musculo un aspecto
marmoreo que contrasta con el color rojo de la carne curada. Segin el musculo
analizado, se presentan una gran variabilidad en los niveles de lipidos

intramusculares.

Cada uno de estos depdsitos desempenia un continuo e importante papel en el
metabolismo energético. Aparte de este papel fisiologico, la distribucion de la
grasa y el contenido relativo de varios acidos grasos pueden adquirir

importancia en relacion con factores de palatabilidad.

1.2.3. Otros componentes.

Los hidratos de carbono suelen constituir entre el 1 % y el 2 % de la masa
muscular del animal vivo, representados principalmente por el glucégeno, un
polisacarido de reserva. No obstante, en la carne obtenida después del sacrificio
del animal se producen cambios muy significativos como consecuencia de la
actividad metabdlica del tejido muscular. Al final del proceso de maduracion se
encuentra cierto porcentaje de acido lactico, al que pueden acompanar vestigios
de algunos metabolitos con estructuras de azuicares, como glucosa, glucosa-6-

fosfato y otros azticares-fosfatos.

Las carnes se consideran una fuente importante de componentes minerales,
entre los que destacan el fésforo, el yodo, el manganeso, el cinc o el selenio,
aunque sus cantidades pueden variar con el tipo de alimentacion recibida.
Ademas, proporciona hierro en forma organica hemo, que es facilmente

asimilable. También, los productos cdrnicos destacan por su contenido en
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vitaminas del complejo B, en especial tiamina (B1), riboflavina (B2), niacina (Bs),

piridoxina (Bs) y cianocobalamina (B1).

El contenido de agua que presentan las carnes varia entre un 60 y un 80 %. El
agua del tejido muscular puede encontrarse en diferentes formas y con distinta
movilidad, y se localiza en diversas zonas: (i) en las proteinas musculares; (ii)
en los espacios localizados entre los filamentos gruesos de miosina y delgados
de actina; (iii) en los espacios interfibrilares dentro del sarcoplasma y (iv) en el
espacio extracelular. Muchas de las propiedades de la carne fresca como
textura, firmeza, blandura, jugosidad u olor dependen en gran parte de las
diversas formas en las que se encuentran las moléculas de agua en el musculo y

de las proporciones en las que puedan ser retenidas.

La capacidad que posee el musculo para retener de manera firme el agua de su
constitucion se denomina capacidad de retencion de agua. Esta propiedad del
musculo se ve afectada por factores intrinsecos del animal, como son la especie
o la edad, y por factores propios del proceso de conversién del musculo en
carne, principalmente el pH del musculo. Valores elevados de este pH
favorecen la capacidad de las proteinas para ligar moléculas de agua ya que se
encuentran alejadas de su punto isoeléctrico (punto en el que existe una
ausencia de cargas en las estructuras proteicas que impide la retencion de las
moléculas de agua). Sin embargo, tras el sacrificio, el pH del musculo se reduce
por la produccion de acido lactico durante la glucdlisis anaerobia, haciendo que
las proteinas se encuentren mas cerca de su punto isoeléctrico y su capacidad
de retenciéon de agua se reduzca. Otro de los factores que modifican la
capacidad de retencion de agua es la implantacion del rigor mortis tras el
sacrificio ya que produce la contraccion muscular y el enlace irreversible entre

las proteinas actina y miosina.

Por todo ello, la capacidad de retencion de agua tiene importancia desde varios
puntos de vista. En primer lugar, influye, como ya se ha dicho anteriormente,
en la calidad sensorial ya que incide en la textura, jugosidad, color y dureza de
la carne. Ademads, tiene una gran importancia desde el punto de vista
nutricional porque la pérdida de agua arrastra otras sustancias como pueden
ser minerales y vitaminas hidrosolubles. Por ultimo, el agua es responsable de

las denominadas pérdidas por goteo que suelen ocurrir en los cortes de carne
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expuestos para su venta y que se traducen en pérdidas de peso, cambios en la
palatabilidad e incluso modificaciones en el valor nutritivo. Debido a esta
importancia, en muchos productos elaborados a base de carne se afiaden sales,
principalmente cloruro sodico y fosfatos, para elevar la capacidad de retencion

de agua y mejorar la calidad de los productos.

1.2.4. Factores que influyen en la composicion.

Los factores intrinsecos que influyen en la composicion de la carne de una
determinada especie son diversos, entre los que cabe citar la raza, la edad y el
sexo. De unas razas a otras pueden existir diferencias en el porcentaje en
proteinas, didmetro de las fibras musculares y comportamiento frente a la
fuerza de la cizalla de la carne, pero las variaciones mas amplias se observan en
el contenido en grasa, que siempre es mayor en los animales que han sido
sometidos a una menor seleccion genética. La edad afecta a la composicion de la
canal, especialmente a la relacion musculo/hueso/grasa y a la riqueza de la
grasa intramuscular. La intensidad del color de la porcion magra aumenta con
la edad debido a que influye de forma directamente proporcional en el
contenido en mioglobina. La edad influye también en la composicion de la
carne tanto en lo referente a la grasa, ya que se acumula mas grasa a medida
que envejece; como en las proteinas que, al avanzar la edad, contienen menos
coldgeno aunque con mads entrecruzamientos. El sexo afecta al contenido en
grasa intramuscular: los machos poseen menos que las hembras. Ademas, la
castracion afecta tanto a la riqueza de la grasa, que es mayor en los animales
castrados, como a su composicién, que se refleja fundamentalmente en los

acidos grasos, siendo mas insaturados en los animales enteros.

Los factores extrinsecos que afectan a la composicion de la carne son
igualmente diversos, pero sin lugar a dudas el de mayor importancia es la
alimentacion. Por ejemplo, si se aumenta el contenido en carbohidratos o grasa
en la dieta se favorece el engrasamiento de las canales, mientras que no tiene
efecto en la composicion proteica. Aunque este factor también se ve
influenciado por el tipo de especie ya que los animales monogastricos tienden a
depositar la grasa de la dieta sin apenas modificaciones. Sin embargo, en los
rumiantes la composicion de la grasa es mas constante, dado que los

microorganismos del rumen pueden hidrogenar los dobles enlaces de los acidos
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grasos, lo que se manifiesta en un menor efecto de la dieta en la composicion de
los acidos grasos. En la Tabla 3 se muestra la proporciéon en la que se
encuentran los principales acidos grasos en la carne de cuatro de las especies

animales mas ampliamente consumidas.

Tabla 3. Composicion en acidos grasos de los triglicéridos integrantes de las grasas
de algunas especies animales mas ampliamente consumidas (porcentaje de la
cantidad total).

Acido graso 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 43
Estearico (C18:0) 12,5 10,0 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 15 0,9
Araquiddnico (C20:4) 0,3 <0,1 0,6 41

Fuente: Hernandez Gil, A. Tratado de nutricion. Composicion y Calidad Nutritiva De Los
Alimento. Volumen 2. Editorial Panamericana. Madrid, Esparia. 2010.

Como se puede observar el acido graso que se encuentra en mayor proporcion
en los cuatro tipos de carne es el oleico (C18:1), seguido del palmitico (C16:0),
estearico (C18:0) y linoleico (C18:2). Estudios realizados en carne de toro de
lidia y potro han encontrado resultados similares. Asi, Beriain, M.]. et al. (2011)
sefialaron en su estudio sobre la calidad de la carne de toro de lidia en Espana
que el acido graso mayoritario es el oleico (C18:1), variando entre 39,4 % y 26,2
%, seguido del acido palmitico (C16:0) (21 %) y el acido estearico (C18:0)
(variando entre 19,5 % y 11,5 %). Sin embargo, Sarriés, M.V. et al. (2006)
sefialaron en su estudio sobre la carne de potro que el acido graso mayoritario
era el palmitico (C16:0), variando entre 29,81 % y 28,63 %, seguido del oleico
(C18:1) y linoleico (C18:2). Esta variacion en el perfil lipidico de la grasa estaria
relacionada con los aromas especificos de cada especie animal contribuyendo al

perfil aromatico caracteristico de cada tipo de carne.

Ademads, se considera que la composicion quimica de la carne es un factor
determinante en las cualidades de sabor y aroma de la misma. Tanto el sabor de

la carne como su aroma son atributos que dependen de las contribuciones
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aportadas por la presencia de los compuestos quimicos formados como
consecuencia de los procesos bioquimicos implicados en la conversion del
musculo en carne: azucares reductores hidrosolubles, aminoacidos libres,
naturaleza de los acidos grasos libres, compuestos aromaticos hidrosolubles y
oxidacién de los dobles enlaces en los compuestos insaturados. Cada uno de
ellos influye en el sabor de la carne, proporciondndole unas caracteristicas
especificas, estrechamente relacionadas con los niveles de dichos metabolitos y
sus concentraciones relativas. Por otro lado, durante el tratamiento térmico de
la carne los compuestos quimicos que forman parte de ella sufren una serie de
modificaciones para dar lugar a compuestos volatiles que contribuyen al aroma.
Se sabe que las proteinas fibrilares y sarcoplasmaticas de alto peso molecular
tiene poco efecto en el desarrollo del sabor de la carne. Ademads, como la
composicion en carbohidratos y aminoacidos libres de la carne de las diferentes
especies son similares, el aroma producido durante el tratamiento térmico va a
ser similar. Sin embargo, los componentes lipidicos de la carne, principalmente
los lipidos intramusculares, modifican el aroma durante el tratamiento térmicos

del musculo, produciendo tanto aromas deseables como indeseables.

2. Métodos de medida de la composicion quimica.

Como ya se ha comentado en el apartado anterior, la composicion 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 composiciéon quimica de la
carne, es importante ser capaces de medirla de una forma rapida y fiable. Por
ello, en los apartados siguientes se va a describir de forma breve los métodos

mas usados para determinar la composicion proteica y lipidica de una muestra.

Como aspecto comun a todos, las muestras analizas deben ser representativas y
encontrarse debidamente homogeneizadas. Para ello, tras la separacion de la
muestra de los restos de piel, grasa intramuscular y tejido conectivo, se pica en

una trituradora eléctrica hasta conseguir el producto deseado.
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2.1. Composicién proteica.

Los métodos de determinacion de proteinas totales estdn basados en las
caracteristicas diferenciales de las mismas respecto del resto de biomoléculas
presentes en las muestras biologicas. Hay métodos que tienen su principio en la
determinacion de la cantidad de nitrogeno presente (método de Kjeldahl), en la
presencia del enlace peptidico (método de Biuret, método de Lowry y método
de BCA o 4cido bicinconinico), en la formacion de complejos con determinados
agentes (método de Bradford) o en la capacidad de las proteinas de precipitar
en presencia de determinados agentes caotrdpicos (nefelometria). En algunos
casos es necesario que las proteinas reaccionen con algun reactivo que les
permita adquirir una caracteristica que pueda medirse, como puede ser el color,
ya que, aunque la presencia de los residuos de tirosina o triptéfano puede
permitir su medida por absorcidn, ésta es demasiado baja e inespecifica para

poder ser utilizada por si misma en la cuantificacion de las proteinas.

Los primeros factores a considerar para seleccionar un método de analisis son la
naturaleza de la muestra y la presencia de sustancias que puedan interferir. Por
ello, a veces es necesaria una etapa previa de purificacion para eliminar las
sustancias que interfieren. Para conseguirlo, existen varias posibilidades. Por
ejemplo, se pueden precipitar las proteinas solubles, lavarlas y cuantificarlas
después por un método adecuado. Si la precipitacion se realiza por calor o con
acidos fuertes, este proceso es irreversible, por lo que es necesario utilizar un
método del tipo del método de Kjeldahl. Si la precipitacion se produce con sales
o alcohol, el precipitado proteico puede redisolverse en una base, con lo que
después puede utilizarse un método para la determinacion de proteinas totales
como el del Biuret. Otra posibilidad es eliminar las sustancias que producen la
interferencia, que a menudo son moléculas pequenas (como aminodacidos), por

didlisis.

2.1.1. Método de Kjeldahl (ISO-937; Métodos de Andlisis de Productos Carnicos (BOE
29/8/79)).

El método de Kjeldahl (1883) sirve para determinar la cantidad total de
nitrogeno de un compuesto, aunque puede utilizarse para calcular la cantidad

de proteina que hay en una muestra, multiplicando esa cantidad por el factor
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6,25, asumiendo que todas las proteinas analizadas tienen un 16 % de nitrégeno,
lo cual no es del todo cierto. La presencia de nitrégeno no proteico puede
interferir en la determinacion del contenido en proteinas por este método. Este
problema puede evitase precipitando las proteinas y determinando la presencia

de nitrégeno en el precipitado de las mismas.

El método Kjeldahl se basa en una digestion acida durante varias horas de la
muestra en caliente con acido sulftirico y con la presencia de iones ctipricos. El
ion amonio se evapora en forma de amoniaco en presencia de NaOH. Dicho
vapor, es recogido por destilacién contra corriente en un frasco receptor que
contiene acido bodrico, transformandose de nuevo en NHs*. Los iones NH4* son
valorados con acido clorhidrico (HCl), utilizando como indicador el rojo de
metilo. A partir del numero de equivalentes de HCI utilizados, se puede
conocer la cantidad de nitrogeno presente y, multiplicando por el factor

adecuado, la cantidad de proteina.

El método de Kjeldahl es capaz de discernir entre muestras con una variacion
del orden del 1 %, pero se debe conocer el porcentaje de nitrogeno en las
proteinas de las muestras analizadas ya que éste porcentaje determina el factor

que hay que aplicar.

2.1.2. Método de Biuret (Ritthausen, H y Pott, R., 1873).

El nombre del método se lo proporciona el reactivo conocido como Biuret que
estd compuesto por la mezcla de sulfato de cobre y tartrato de sodio-potasio
disuelto en una solucion de hidréxido sodico. Este reactivo forma complejos de
coloracion azul al unirse con el Cu*. Se basa en que los enlaces peptidicos de las
proteinas son estructuralmente similares a los de dicho compuesto,

reaccionando de la misma forma.

Para poder utilizar este método, es necesaria la presencia de proteinas que
presenten al menos dos enlaces peptidicos o dos grupos amida consecutivos,
por lo que no sirve para el andlisis ni de aminoacidos ni de dipéptidos. Esto se
debe, a que estos grupos son capaces de reducir el Cu? a Cu*, permitiendo que
el Cu* forme un complejo con las proteinas en medio alcalino, que produce una

coloracion azul. Esta coloracion presenta su maxima intensidad a los 10 minutos
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del inicio de la reaccion y es estable durante varias horas con maximos de
absorcion de radiacidon electromagnética a 330 y 545 nm. Aunque en este
método las medidas de absorcién a la menor longitud de onda de absorcion
(330 nm) proporcionan mayor sensibilidad (ya que el coeficiente de extincion
molar es mayor), también es mads facil que ha dicha longitud de onda se

presenten interferencias debidas a la presencia de otros compuestos.

Este método nos permite conocer el contenido proteico de una muestra ya que
la cantidad de luz absorbida por el complejo es directamente proporcional al
color producido, ya que cumple la ley de Lambert-Beer, siendo necesario la
determinacion previa de una recta de calibracion. A la vez, esa absorbancia esta
relacionada, mediante la recta de calibracion, con el numero de enlaces

peptidicos y con el contenido total de proteina de la muestra.

También hay que tener en cuenta que el color desarrollado por los distintos
tipos de proteinas no es exactamente igual, aunque las desviaciones son
menores que con otros métodos colorimétricos. Sin embargo, los resultados
pueden verse afectados por la presencia de lipidos y otros compuestos de

origen bioldgico.

2.1.3. Método de Lowry (Lowry, O.H. et al., 1951).

En este método se utilizan tres sistemas para producir coloracion como
consecuencia de la presencia de proteinas. En primer lugar, el Cu*, en presencia
de dos enlaces peptidicos consecutivos forma un complejo que da lugar a un
compuesto coloreado azul, de manera similar al método de Biuret. En segundo
lugar, este compuesto es capaz de reducir al reactivo de Folin-Ciocalteu,
formado por acido fosfotingstico y fosfomolibdico, dando un color atin mas
azulado. Por ultimo, este reactivo, en presencia de residuos de tirosina,
reacciona produciendo asi mismo un color azul por la reduccién del

fosfomolibdato en medio basico.

Debido a esta sucesion de reacciones, el espectro de absorcion no se
corresponde con una Unica sustancia, por lo que puede emplearse un amplio
margen de longitudes de onda, entre 500 y 700 nm, para la lectura de la

absorbancia.
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Este método es unas 100 veces mas sensible que el del Biuret y ademas, es muy
especifico porque existen pocas sustancias que se encuentren en los materiales
de origen bioldgico que presenten interferencias en el mismo. Sin embargo, hay
que tener en cuenta, que este método tiene un origen empirico, ya que también
es necesaria una recta de calibracion, y la intensidad del color varia segun la
composicion en aminodcidos de las proteinas y de las condiciones en las que se
realiza el analisis, no siendo éste, directamente proporcional a la concentracion

de proteinas.

2.1.4. Método del BCA (dcido bicinconinico) (Smith, P.K. et al., 1985).

En este método se produce la combinacion de dos reacciones para obtener un
producto coloreado que se pueda medir y por lo tanto, conocer el contenido en
proteina total de una muestra. Primero, se produce la reduccion del Cu* a Cu*
por parte de las proteinas en medio alcalino, igual que sucede en el método de
Biuret. En segundo lugar, se produce la determinacion de los iones cuprosos
formados por el establecimiento de un complejo con el acido bicinconinico
(BCA). El producto final, presenta una coloracion purpura, con un maximo de
absorcion a 562 nm. También es necesario, al igual que en lo métodos

anteriores, la construccion previa de una recta de calibracion.

2.1.5. Método de Bradford (Bradford, M.M. 1976).

Este método se fundamenta en la unién de las proteinas al colorante azul
brillante de Coomassie G-250. Esta union, provoca un desplazamiento del
maximo de absorcion del colorante desde 465 nm a 595 nm, donde se realiza las
medidas de absorbancia. También requiere la construcciéon de la recta de

calibracién previa.

2.1.6. Nefelometria y turbidimetria.

Algunos métodos para la cuantificacion de proteinas se basan en la facilidad
que presentan muchas de ellas para precipitar en determinadas condiciones.
Para ello, se utilizan reactivos especificos de precipitacion, generalmente acidos

organicos, como el 4cido tricloroacético, y la turbidez producida se compara
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fotométricamente con la producida por una concentracién conocida de

proteina.

Cuando la luz choca contra una particula en suspension, parte de esta luz es
dispersada. La dispersion de la luz por una particula depende de su tamafio, de
su indice de refraccidon con relacion al del liquido que la rodea y de la longitud
de onda de la luz. La luz dispersada por las particulas en suspensién puede
medirse por dos técnicas, que son turbidimetria y nefelometria. Por un lado, la
turbidimetria se basa en la medida espectrofotométrica de la disminucion de la
luz transmitida a través de una solucién. Sin embargo, la nefelometria se basa
en la medida de la luz dispersada a diversos dngulos por una suspension de

particulas.

2.1.7. Método de combustion directa o método Dumas (Dumas, [.B.A., 1831).

En el método Dumas, la muestra se calienta en un horno, en presencia de 6xido
de cobre y un oxidante, hasta alcanzar una temperatura igual o superior a 850°
C para que se produzca la completa liberacion del nitrogeno de la misma. Este
nitrégeno liberado debe ser separado del resto de productos de combustion,
como puede ser el didxido de carbono o el agua, para su posterior
cuantificacion. El volumen de nitrogeno producido es analizado, previa
correccion a las condiciones estandares, y convertido a equivalentes de masa.
Los resultados pueden ser expresados tanto en porcentaje de nitrogeno como de

proteina, aplicando el factor de conversion correspondiente.

2.2. Composicion lipidica.

En este tipo de andlisis, no se determina el contenido real en grasa sino la
fraccion lipidica que los alimentos contienen. Esta fraccion incluye no solo
grasas sino también sustancias tan variadas como los fosfolipidos, los
esteroides, los terpenos o las vitaminas solubles en grasa. A pesar de ello, las
grasas constituyen aproximadamente el 99 % de la fraccion lipidica de los

alimentos por lo que en el andlisis ambos términos se hacen indistinguibles.
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Existen una gran cantidad de métodos de estimacion del contenido en grasa
que se pueden clasificar en procedimientos de extraccion y procedimientos

volumétricos.

2.2.1. Procedimientos de extraccion.

Estos procedimientos implican la extraccion de la grasa de los alimentos con la
minima exposicion de la muestra al calor y a la luz. Para ello, se usa un
disolvente apropiado que después, debe ser eliminado para asi poder valorar el
residuo. Los disolventes mas comunes son el hexano, el dietil éter y el éter de
petrdleo. La eficiencia de la extraccion depende de varios factores entre los que
se incluyen la polaridad del disolvente, la cantidad de grasa libre presente en el
alimento, ya que ésta puede encontrarse unida a otros componentes como a las
proteinas o los carbohidratos, y de los procedimientos que se usen para liberar
esas grasas. A continuacion, se describiran algunos de los métodos mas

representativos.

La extraccion Soxhlet (1879) (ISO-1443; Método de Analisis de Productos
Céarnicos (BOE 29/879)) que consiste en una extraccion en continuo mediante un
disolvente orgdnico no polar. Para ello, una cantidad conocida de muestra
previamente desecada se coloca en un cartucho poroso que se introduce en la
camara de extraccion que se encuentra conectada por la parte inferior a un
matraz seco y de peso conocido donde se colocara el disolvente. Por la parte
superior, esta cdmara estd conectada a una zona de refrigeraciéon. Cuando se
calienta el matraz que contiene el disolvente, este se evapora, condensa en el
serpentin de refrigeracion y es recogido en la camara de extraccion. El proceso
se repite continuamente, hasta que se asume que toda la grasa ha sido extraida
y se encuentra en el matraz. La eliminacion del solvente por evaporacion, deja
la grasa como residuo en el matraz, que sera nuevamente pesado y el
incremento de peso se atribuye a la grasa presente en la muestra. En el caso de
algunos alimentos como la carne, parte de la grasa puede encontrarse unida a
otras sustancias y es necesario romper esta union con acido clorhidrico como

paso previo a la extraccion.

En el método de Bligh y Dyer (1959) consiste en la homogeneizacion de las

muestras hiumedas con metanol y cloroformo en proporcion 2:1 para que se

U[)na 33




Capitulo 1I. Antecedentes

forme una fase sencilla miscible con el agua. Una vez conseguido esto, se afiade
cloroformo para asi obtener la separacion de fases, y los disolventes son
separados mediante centrifugaciéon, siendo la capa de cloroformo la que
contiene la grasa disuelta. De esta forma, se obtiene el residuo de grasa que sera
pesado para su cuantificacion. Este método fue desarrollado como modificacion
del método de Folch et al. (1957), en el que las proporciones de metanol y
cloroformo utilizadas varian, usandose una mezcla en proporcion 1:2
(metanol:cloroformo). Después de la extraccion, los compuestos de origen no
lipidico son eliminados ajustando la proporcién entre cloroformo, metanol y
agua a 8:4:3, respectivamente. El respecto del proceso 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 a la muestra con acido clorhidrico caliente para romper las
uniones de las grasas con las proteinas. Tras ello, se produce la extraccion de la
grasa con dietil éter o una mezcla de dietil éter y éter de petrdleo. La
eliminacion de los disolventes, deja la grasa que es cuantificada por simple
pesada. Este método, no es adecuado para alimentos ricos en azticares 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 digerida mediante acido clorhidrico caliente, como en el
método anterior, pero el residuo obtenido es filtrado mediante un papel de
filtro. Este papel, tras su secado, es colocado en un aparato de extraccion tipo
Soxhlet y se le aplica disolventes como el dietil éter o el éter de petroleo, siendo

el resto del procedimiento igual que el método Soxhlet.

Por ultimo, el método Mojonnier (1925) y Rose-Gottlieb (ISO 1737:2008) son
métodos similares en sus procedimientos pero utilizan diferentes equipos. Se
diferencian del resto de métodos antes explicados en que la digestion se realiza
con amonio en vez de con dcido. Después, la grasa es extraida con disolventes
similares a los usados en otros métodos, con la adicion de etanol para evitar la
formacion de emulsiones. Los disolventes son eliminados y se procede al

pesado del residuo graso.
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2.2.2. Procedimientos volumeétricos.

En estos métodos, la digestion de la muestra se realiza mediante dcido sulftirico
concentrado en un recipiente de cristal especialmente disehado para este
método y que se encuentra calibrado mediante una escala. La mezcla es
centrifugada para separar la grasa de la fase acuosa y, después de dejar a la
mezcla alcanzar una determinada temperatura, la cantidad de grasa presente se
obtiene mediante la lectura de la escala que el recipiente tiene. Existen dos

métodos ampliamente utilizados el método de Gerber y el método de Babcock.

El método de Gerber (Gerber, N., 1891) es utilizado principalmente en Europa y
Reino Unido. Para este método, se han disefiado unos tubos especificos
denominados de Gerber o butirometros. El procedimiento empieza con la
medida de una cantidad especifica de muestra que se coloca en el butirometro,
a la que se le adiciona 4cido sulftirico concentrado, para la digestidn, y alcohol
amilico para facilitar la separacion de la grasa y la fase acuosa. Ademas,
también se puede anadir agua para elevar el nivel del liquido hasta que la grasa
se encuentre dentro de la escala del butirometro. La adicion del acido sulftarico
produce la elevacion de la temperatura de la mezcla haciendo que la grasa se
lice. A veces, en ocasiones, es necesario colocar el recipiente en un bafio de
agua caliente para favorecer la total licuefaccion de la grasa. A continuacion, la
mezcla es centrifugada, mediante una centrifuga especialmente disefiada para
este experimento, a 1100 rpm. Tras ello, los tubos se colocan en un bano de agua
a 65° C para estandarizarlos antes de realizar la lectura. El método de Babcock
(1890) es muy similar al anterior, diferenciandose exclusivamente en que el
recipiente utilizado es distinto y posee diferente escala. Este método es mas

usado en Estados Unidos.

3. Espectroscopia de infrarrojo.

Cada onda electromagnética emitida o absorbida por alguna molécula se
caracteriza por el valor de su longitud de onda (A) o por el valor de su
frecuencia (v). Esas longitudes de onda o su equivalente en frecuencias

componen el espectro electromagnético, que puede ser dividido en rayos
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gamma, rayos X, luz ultravioleta, luz visible, luz infrarroja, microondas, onda

corta y ondas de radio (Figura 13).

La regién del infrarrojo del espectro abarca la radiacion con nimeros de ondas
comprendidos 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 las aplicaciones como de la
instrumentacidon, es conveniente dividir el espectro de infrarrojo en tres
regiones denominadas infrarrojo cercano (12.500-4.000 cm™), medio (4.000-400
cm™) y lejano (400-5 cm™).
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Figura 13. Espectro electromagnético (Fuente: Introduction to FT-IR
Spectroscopy. Bruker)

Las técnicas y las aplicaciones de los métodos basados en cada una de las tres
regiones del espectro infrarrojo difieren considerablemente. Las medidas en la
region del infrarrojo cercano se realizan con fotdmetros y espectrofotometros
similares, en cuanto a su disefio y componentes, a los instrumentos utilizados
en la espectroscopia ultravioleta y visible. Las aplicaciones mas importantes de
esta region espectral se encuentran en el analisis cuantitativo de materiales

industriales y agricolas y en los procesos de control.
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Por otro lado, hasta principios de los afios 80, los instrumentos para la region
del infrarrojo medio o fundamental 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 instrumentacién del
infrarrojo medio, de tal manera que, ahora la mayoria de los instrumentos
nuevos se basan en la transformada de Fourier. La aparicion de este tipo de
espectrometros relativamente baratos ha aumentado notablemente el nimero y
tipo de aplicaciones de la radiacion del infrarrojo fundamental. La razon de este
incremento radica en el aumento de la relacion sefial/ruido y de los limites de
deteccion. Antes de la aparicion de estos instrumentos, la region espectral del
infrarrojo medio se utilizaba en su mayor parte para el andlisis organico
cualitativo y la determinacion estructural, teniendo como base los espectros de
absorcion. Ahora, como contraste, la espectroscopia en el infrarrojo medio se
esta comenzando a utilizar ademas en el analisis cuantitativo de muestras

complejas, mediantes espectrometria de absorcion y emision.

El uso de la region del espectro del infrarrojo lejano, aunque potencialmente
bastante util, ha estado limitado en el pasado como consecuencia de diversas
dificultades experimentales. Las pocas fuentes de este tipo de radiacion que se
encuentran disponibles son bastante débiles y ademads, se ven atenuadas por la
necesidad de utilizar filtros de seleccion de ordenes espectrales para evitar que
la radiacién de mayores 6rdenes, que emerge de la red de dispersion, alcance el
detector. Los espectrometros basados en la transformada de Fourier, con un
rendimiento muy superior, alivian en gran parte este problema y hacen a la

region espectral del infrarrojo lejano mucho mas accesible.

3.1. Fundamentos.

Los espectros de las diferentes especies moleculares en el infrarrojo son el
resultado de los cambios energéticos producidos en las transiciones de las
moléculas de unos estados de energia vibracionales y rotacionales a otros, entre
los cuales existen pequefias diferencias de energia. Estas transiciones producen
un cambio neto en el momento dipolar de la molécula afectada provocando que
el campo eléctrico alterno de la radiacion pueda interaccionar con la molécula y
provocar cambios en la amplitud de alguno de sus movimientos. Por ello, las

especies homonucleares (ejemplos: Oz, N2 o Cl2) que no pueden sufrir un
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cambio neto durante la vibracion o la rotacién, no son capaces de absorber en el

infrarrojo.

Las frecuencias en que se llevan a cabo esas oscilaciones moleculares estan
determinadas en gran medida por la naturaleza de los enlaces individuales en
conjunto dentro de una molécula y por los tipos de grupos funcionales que se

asocien directamente con la oscilacion.

Las dos categorias basicas de vibraciones que se pueden distinguir son las
vibraciones de tension y de flexion. Una vibracion de tension supone un cambio
continuo en la distancia interatomica a lo largo del eje del enlace entre dos
atomos, pudiendo producirse una extension o contraccion de la misma. Las
vibraciones de flexion se caracterizan por un cambio en el angulo entre dos
enlaces, pudiendo ser de cuatro tipos: balanceo, tijereteo, aleteo y torsion
(Figura 14).

e ™
., N

Balanceo en el plano Tijereteo en el plano

0] 0]
N N,

Aleteo fuera del plano Torsi6n fuera del plano

Figura 14. Oscilaciones moleculares distintas de flexion (Fuente: Higson, S.P.].,
2007).

En una molécula con mas de dos atomos, son posibles todos los tipos de
vibraciones, pudiendo ademas producirse una interaccion o acoplamiento de
las vibraciones si éstas involucran enlaces con un mismo atomo central. Como
resultado de este acoplamiento, se produce un cambio en las caracteristicas de
las vibraciones implicadas. Con frecuencia, en la préctica, se observan menos
picos que los que cabria esperar, y esto puede explicarse por los siguientes

factores:

1. Cuando la simetria de la molécula es tal que no hay cambio de dipolo

debido a una o mas oscilaciones moleculares posibles.
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2. Si una molécula puede tener dos o mas vibraciones distintas que tengan
energia casi idéntica, los picos de absorcion de infrarrojo de esos
procesos se pueden fundir, a veces, y parecer como uno solo.

3. Si una vibracion molecular produce una absorcién extremadamente

pequenia, en algunos casos sera demasiado débil para poder detectarla.

3.2. Instrumentacion.

Para las medidas de absorcion en el infrarrojo existen dos tipos de instrumentos
disponibles comercialmente: los espectrofotometros dispersivos de red y los

instrumentos basados en la transformada de Fourier.

3.2.1. Espectrofotometros dispersivos de red.

Los espectrofotometros dispersivos de red contienen cinco componentes
basicos: (i) una fuente estable de energia radiante; (ii) un selector de onda; (iii)
un recipiente o lugar para la colocacion de la muestra; (iv) un detector de
radiacion o transductor que convierte la energia radiante en una sefial
utilizable, por lo general eléctrica; y (v) un dispositivo para el procesamiento de
la sefial y de la lectura. La disposicion de estos elementos basicos varia segun el
tipo de espectroscopia, siendo la utilizada para absorcion en el infrarrojo la que

aparece en la Figura 15.

(3)
Muestra

- longitud

Procesador de seal y
dispositivo de lectura

Figura 15. Disposicion de los elementos en espectroscopia dptica de absorcion
(Fuente: Willard, H.H. et al., 1988)

Las fuentes de radiacion utilizadas deben producir un haz de radiacion cuya
potencia sea suficiente para facilitar la deteccion y medida. Ademas, la sefial
producida por las mismas debe ser estable. Comunmente, las fuentes de

infrarrojo son solidos inertes calentados eléctricamente hasta alcanzar
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temperaturas entre 1.500 y 2.200 K. Como resultado de esto, se produce una
radiacion continua que se aproxima a la de un cuerpo negro. Los principales
tipos de fuentes son el emisor de Nernst, la fuente Globar y la fuente de
filamentos incandescentes. El emisor de Nernst esta constituido por oxidos de
tierras raras que se encuentran en un cilindro de didmetro entre 1 a 2 mm y una
longitud aproximada de 20 mm. En los extremos del cilindro se sellan unos
cables de platino para permitir la conexion eléctrica, formando un conjunto que
equivale a un elemento de calentamiento resistente. Cuando la corriente pasa
por este dispositivo se alcanzan temperaturas comprendidas entre 1.200 y 2.200
K. Sin embargo, la fuente Globar esta formada por una barra de carburo de
silicio, generalmente de 5 cm de longitud y 0,5 cm de didmetro, que también se
caliente eléctricamente. La fuente de filamento incandescente estd formada por
una fuente de intensidad algo menor aunque de vida util mas prolongada en
comparacion con las anteriores. Consiste en una espiral muy apretada de

alambre de nicromo, calentada por el paso de una corriente eléctrica.

Para la seleccion de la longitud de onda en la regién infrarroja se han utilizado
diferentes selectores como los filtros de interferencia o dieléctricos, los filtros de
interferencia en forma de cuna o los monocromadores de prismas. En la
actualidad, todos ellos han sido sustituidos por las rejillas de difraccion que
consisten en una serie de surcos paralelos y poco espaciados abiertos sobre un
vidrio u otro material transparente. Este sistema suelen sustituir a los primas
dado que es posible obtener una resorcion intrinsecamente mejor debido a que
existe menos pérdida de energia radiante. Sin embargo, estos dispositivos
producen una mayor cantidad de radiaciéon dispersa y producen la aparicion de

radiacion de otros ordenes espectrales.

Los espectrofotometros dispersivos de red permiten analizar muestras sélidas,
liquidas y gaseosas. Cada una de ellas, necesitan unos tratamientos previos y
soportes especiales para que sea posible su andlisis. Dado que en este trabajo
final de carrera se va a trabajar con muestras solidas, nos centraremos en este

aspecto.

Los sdlidos que no pueden disolverse en un disolvente transparente al
infrarrojo pueden ser suspendidos en un medio transparente apropiado

formando una mezcla de dos fases. Una condicion esencial para la adquisicion
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de espectros satisfactorios es que el tamano de particula del sélido suspendido
sea menor que la longitud de onda de la radiacion; si no se cumple esta

condicidn, se pierde por dispersion una parte importante de la misma.

Para el analisis de solidos, comtiinmente se emplean dos técnicas. En las primera
de ellas, una pequefia cantidad de muestra finamente triturada (tamafio de
particula < 2 um), se tritura aun mas en presencia de una o dos gotas de un
aceite pesado de hidrocarburo (por ejemplo, Nujol). En caso de que éste
interfiera en las longitudes de onda a estudiar, puede ser sustituido por un
polimero halogenado. En ambos casos, la mezcla resultante se examina
colocando una delgada pelicula entre dos placas planas formadas por una sal
transparente al infrarrojo. En la segunda técnica, una cantidad atin menor de
muestra finamente triturada, se mezcla intimamente mediante un mortero o un
pequeiio molino de bolas con polvo de bromuro potasico (KBr) desecado. Una
vez obtenida la mezcla, se comprime mediante una prensa o troquel especial
para obtener un disco transparente. Si este proceso se realiza a vacio, los
resultados obtenidos son mejores ya que se elimina el aire ocluido. Para realizar

la medida, el disco se coloca mediante un soporte en el camino del haz.

En cuanto a los detectores de radiacidn, los primeros instrumentos para medir
la absorcion utilizaban métodos de deteccion visuales o fotograficos. En la
actualidad, estos detectores se han sustituido casi por completo por
transductores que convierten la energia radiante en una sefial eléctrica. Para ser
util, el detector debe responder a la energia radiante de un amplio intervalo de
longitudes de onda. Ademds, debe ser sensible a bajos niveles de potencia
radiante, responder rapidamente a la radiacion, producir una sefial eléctrica que
pueda amplificarse facilmente y tener un nivel de ruido relativamente bajo para
obtener una alta estabilidad. La senal producida debe ser directamente
proporcional a la potencia del haz que incide en él. Los principales detectores

utilizados son:

a) Detectores térmicos. Con estos dispositivos se mide el incremento de
temperatura que resulta cuando un pequeno cuerpo negro absorbe la
radiaciéon. Sin embargo, estos detectores presentan una serie de
problemas ya que la medida se complica por el ruido térmico del medio

circundante, siendo necesario el uso de vacio.
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b) Detectores piroeléctricos. Elementos constituidos por ldminas cristalinas
de un material piroeléctrico a los que cuando se les aplica un campo
eléctrico tiene lugar una polarizaciéon eléctrica. Esta, se mantiene
dependiente de la temperatura aunque se elimine el campo eléctrico que
la ha producido.

c) Detectores fotoconductores. Elementos que constan de una delgada
pelicula de un material semiconductor (por ejemplo, telururo de cadmio
o de mercurio, sulfuro de plomo o antimoniuro de indio) que es
depositada sobre una superficie de un vidrio no conductor. Este vidrio,
se encuentra sellado en una cdmara a vacio para proteger al
semiconductor de la atmodsfera. En estos materiales, la absorcion de
radiacion impulsa electrones de valencia no conductores a estados
conductores de mayor energia, disminuyendo asi la resistencia eléctrica

del semiconductor.

Por ultimo, por lo general, el procesador de senal es un dispositivo electronico
que amplifica la sefial eléctrica generada en un detector. Ademas, puede

modificar la senal transformandola, cambiando su fase o filtrandola.

3.2.2. Instrumentos basados en la transformada de Fourier.

Hasta los anos 80, los instrumentos mas wutilizados fueron los
espectrofotometros dispersivos. En la actualidad, sin embargo, han sido
desplazados por los espectrometros basados en la transformada de Fourier, por
su rapidez, fiabilidad y comodidad. Ademas, estos instrumentos presentan una
relacion sefial/ruido que supera la de los instrumentos dispersivos de buena
calidad en mas de un orden de magnitud, presentando también, alta resolucion,

elevada exactitud y reproductibilidad en la determinacion de las frecuencias.

La mayoria de los instrumentos de infrarrojo que usan la transformada de
Fourier se basan en el interferometro de Michelson. Estos equipos presentan,
entre otros elementos, un espejo movil, uno fijo y un divisor de haz (Figura 16).
La radiacién procedente de la fuente es colimada por un espejo y el haz
resultante es dividido en dos por el divisor de haz. La primera de las mitades

pasa al espejo fijo mientras que la segunda, es reflejada al espejo movil.
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Después de la reflexion, los dos haces se vuelven a recombinar en un haz de

salida que atraviesa la muestra y finalmente llega al detector.

Elecitonics

Sample Compartment | 5

Interfzrometar

Figura 16. Esquema interior de un espectrofotometro basado en la transformada de
Fourier (Fuente: Introduction to FT-IR Spectroscopy. Bruker).

A la salida del interferometro se obtiene una sefial denominada interferograma.
Esta sefal es el resultado de las interferencias entre los haces reflejados en los
espejos movil y fijo para cada longitud de onda (frecuencia) de la luz
proporcionada por la fuente. Cuando la diferencia de caminos entre ambos
haces coincide en un numero entero de longitud de onda, se produce una
interferencia constructiva. Por el contrario, en el resto de casos, se producen
interferencias destructivas. Asi pues, el interferémetro es un modulador de
senal y el interferograma es el portador de la informacion de las muestras.
Mediante la Transformada de Fourier se transforma la informacion del
interferograma al dominio frecuencial, obteniendo de esta forma los espectros
usados durante este trabajo final de carrera. En la Figura 17 se puede observar

un ejemplo de un interferograma de una fuente y su espectro correspondiente.
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Figura 17. Interferograma de una fuente y su espectro correspondiente.
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3.3. Comparativa entre métodos 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 nimeros de onda en los que trabajan y en la energia del
haz utilizado, haciendo que las moléculas respondan de forma distinta en uno u

otro caso.

Los espectros de infrarrojo medio consisten en una sefial clara y fuerte en la
mayor parte de los casos. Sin embargo, los espectros de infrarrojo cercano son
mas complejos, poseen una sefial mas débil y con un mayor ntimero de
solapamientos que comprenden armonicos 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 estd menos influenciado por la presencia de didéxido de
carbono atmosférico, haciendo posible trabajar con los instrumentos NIR sin

tener que crear un ambiente libre de humedad y de dioxido de carbono.

Por otro lado, las bandas del infrarrojo medio son entre 10 y 100 veces mads
intensas que sus correspondientes bandas en el infrarrojo cercano, permitiendo
asi el analisis directo de muestras con alta absorcion y fuerte dispersion del haz,
sin necesidad de diluir o realizar un complejo tratamiento previo de las

muestras.

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 vibraciéon de los grupos quimicos a un
determinado numero de onda. Ademas, las frecuencias e intensidades de las
bandas de absorcion pueden aportar informacién 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
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fundamentales, por lo que, el espectro es mas sensible y su reproducibilidad,

incluyendo la relacion sefial/ruido es peor comparado con el NIR.

4. Aplicaciones y perspectivas de futuro del empleo de espectroscopia MIR en

la evaluacion de la calidad de los alimentos.

Desde el inicio de la espectroscopia infrarroja, la zona del infrarrojo medio
(MIR) ha atraido un gran interés debido a su capacidad para determinar la
estructura de las moléculas (Sun, D-W., 2009). Los avances en la
instrumentacion combinados con el potente desarrollo del andlisis de datos
multivariante hacen que esta tecnologia sea ideal para el andlisis de grandes
volimenes de muestras mediante un proceso de escaneo rapido que permite la
deteccion de componentes constituyentes de los alimentos hasta en pequenas

concentraciones, llegando a niveles de partes por billon (ppb).

La espectroscopia MIR es el método elegido para la caracterizacion estructural
de las moléculas. Sus aplicaciones en el analisis de alimentos son diversas pero
su uso es relativamente reciente y no tan usual como el del infrarrojo cercano
(NIR). Su desarrollo se inici6 aproximadamente hace dos décadas, con el
estudio por parte de numeroso investigadores de las posibles aplicaciones que
ésta puede tener. Algunas de las areas de investigacion incluyen el estudio de
las interacciones de los componentes de los alimentos, la cuantificacion de
nutrientes y otros componentes especificos de los alimentos, la caracterizacion
estructural de las moléculas de los mismos, la determinacion de la calidad de
las materias primas y aditivos, asi como la deteccion de adulteraciones y

autentificacion de alimentos.

El nimero de alimentos sobre los que se ha estudiado la aplicaciéon de la
espectroscopia MIR es muy variado, incluyendo miel (Sivakesava y Irudayaraj,
2002; Tewari y Irudayaraj, 2004), aceites y grasas alimentarios (Guillén y Cabo,
2002; Yang y Irudayaraj, 2001; Yang et al., 2005), tomates (Scibisz et al., 2011),
patatas (Shiroma y Rodriguez-Saona, 2009; Liu et al., 2012), albaricoques (Ruiz
et al., 2008), productos lacteos (Etzion et al., 2004; Wu et al., 2008), pescado
(Hernandez-Martinez et al., 2013) o carne (Al-Jowder, O. et al., 1999 y 2002;
Meza-Marquez, O.G. et al., 2010; Rohman, A. et al., 2011).
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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 rapida 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 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. 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

estimacion mas precisa.

A partir de 2008, el nimero de estudios realizados en este ambito ha
aumentado considerablemente. Ruiz, D. ef 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 rapido de analisis 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 calibracion 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,
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estos autores no fueron capaces de sefialar a qué nimero 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 regresion altos, cercanos a 0,9, siendo los resultados mejores que los
obtenidos con el analisis mediante espectroscopia en el infrarrojo cercano (NIR).
En este mismo afo, 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 vibracion del
enlace C-H.

Por ultimo, los estudios mas recientes son del afio 2011. Scibisz, I. et al. (2011)
consiguieron medir mediante esta técnica la composicion en sélidos solubles, la
acidez total, el contenido de acido citrico y la concentracion de los principales
azucares de una serie de variedades de tomates, para asi poder determinar su
calidad y su estado de madurez. Estos autores concluyeron que esta técnica era
excelente para la estimacion del contenido en so6lidos solubles y la materia seca,
siendo algo peor para la determinacion de la acidez y el contenido en glucosa.
Sin embargo, también explicaron que la espectroscopia MIR no servia para la
prediccion del contenido en acido malico de los tomates, dado que este
componente se encuentra en muy baja concentracion. Y Shen, F. et al. (2011)
utilizaron la técnica para determinar la calidad de un producto tradicional
chino, el vino de arroz, mediante el andlisis del contenido en aztcares y el
grado de acidez del mismo. También intentaron mediante un andlisis de
componentes principales clasificar las muestras por su diferente proceso de
produccion y origen; aunque los resultados obtenidos no fueron muy
satisfactorios. Por ello, estos autores concluyen que es necesario realizar mas
estudios para la incorporacion de mas muestras de diferentes variedades y

origenes.

4.2. Deteccion la presencia de bacterias en alimentos.

En 1984, Naumann, D. (1984) demostrd que la espectroscopia MIR era capaz de
detectar, identificar y caracterizar bacterias ya que éstas presentan un espectro

muy caracteristico pudiendo llegar a ser tnico para cada tipo de cepa. Esto
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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 acidos
nucleicos y los polisacaridos. Mariey et al. (2001) y, mas recientemente, Burgula
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 aun 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 andlisis 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 analisis de acidos nucleicos.

Este mismo autor en 2002 (Ellis, D. L et al., 2002), aplicd esta técnica para la
medida de los cambios bioquimicos producidos en carne de pollo para intentar
mejorar tanto la precision como la rapidez de deteccion 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 y 700 cm! estaban relacionados con la alteracién, 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. 1. ef al., 2004),
estos mismos autores estudiaron el potencial de esta técnica para el andlisis de
alteracion de carne de vacuno. Sin embargo, los resultados obtenidos no fueron
tan buenos, lo que asociaron con el menor nivel de alteracion alcanzado en la

carne de vacuno en comparacion con la de pollo.
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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 Ila
espectroscopia de masas, las técnicas de separacion (cromatografia y
electroforesis), las técnicas espectroscOpicas (espectroscopia de resonancia
magnética nuclear, espectroscopia de fluorescencia, espectroscopia atomica o
espectroscopia de infrarrojo) y otras técnicas de tipo sensorial. (Luykx,
D.M.A.My 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., 2004), 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 ademads, productos de diferentes
variedades, lo que probablemente, haya ayudado a dicho logro. Ademads, se han
conseguido obtener espectros practicamente idénticos cuando se analizaban
réplicas de una misma muestra, aunque los andlisis se realizasen con unos dias
de diferencias, lo que aseguraria la reproductibilidad 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 botadnico de las flores.
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4.4. Determinacion del sistema de produccién de los alimentos.

Aunque 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 segtin su produccion hubiese sido de tipo
ecologica o industrial. En este estudio, consiguen mediante un analisis
estadistico de componentes principales 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 subcutdneas procedentes de cerdos que habian sido alimentados de
forma diferente. Por un lado, unos cerdos se habian producido de forma
extensiva alimentdndose tinicamente de alimentos naturales, lo que es conocido
como sistema de montanera. El resto de cerdos habian recibido una
alimentacion a base de formulados comerciales, diferenciandose dos grupos: los
que habia recibido alimentacién estandar y los que habian sido alimentados con
formulaciones especiales ricas en acido oleico. Ambos ejemplos, permitirian
tener un sistema de andlisis rdpido y detectar de forma precisa el sistema de

produccion evitando asi los fraudes.

4.5. Aplicaciones de MIR en el andlisis 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 analisis de muestras de carne es
aun 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
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fresca y carne que ha sufrido un proceso de congelacién 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 vis-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 parametros quimicos de
productos carnicos. 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 ambito de la carne es aun muy

amplio, siendo muy numerosos los estudios que se pueden llevar a cabo.

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

de productos carnicos.
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Tabla 4. Aplicacion de espectroscopia MIR en productos carnicos.

. . Rango de .
Tratamiento previo Forma de , 5 Referencia
nameros de

de la muestra medida onda (cm-) bibliografica

Parametro

Diferenciacion entre Picado de las Reflectancia 4000-800 (4)
carne picada de cerdo, muestras

pollo y pavo. Y entre

carne fresca y

descongelada.

Diferenciacion entre Ninguno Reflectancia 4000-800 3)
musculo y tejido
visceral.

Determinacion del Picado de las Reflectancia 4000-640 (72)
contenido de cordero muestras

en carne picada de

ternera y cordero.

Diferencias entre carne Picado de las Reflectancia 4000-640 (26)
picada cruda de cerdo, muestras

pollo, pavo, ternera y

cordero.

Crecimiento Ninguno Reflectancia 4000-600 (31)
bacteriano en carne de
pollo.

Diferencias entre carne Ninguno Reflectancia 4000-800 (5)
cruda de ternera y

ternera con un

contenido del 20 % de

adulterantes (tejido

visceral).

Crecimiento Ninguno Reflectancia 4000-600 (30)
bacteriano en carne de
ternera.

Composicién en Ninguno Reflectancia 4000-650 (85)
aminodacidos de las
dietas animales.

Ternera almacenada al Ninguno Reflectancia 4000-400 6)
aire, en atmosfera

modificada y en

envases activos.
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Tabla 4. Continuacion.

} Tratamiento previo Forma de I’{ango de Referencia
Parametro ) numeros de 1. e
de la muestra medida bibliografica
onda (cm)
Deteccion de Ninguno Reflectancia 4000-650 (73)
adulteraciones de
carne picada de
ternera con carne de
caballo, restos de grasa
o proteina vegetal.
Deteccion de Extraccion previa Reflectancia 4000-650 (94)
adulteracion con grasa  de la grasa de las
de cerdo de muestras
“Meatball” (comida
tradicional indonesia).
Determinacion Picado y Reflectancia 4000-700 1)
adulteracion en carne homogeneizacion
picada de ternera con
pavo.
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Capitulo 111. Objetivos

El objetivo principal que se pretenden alcanzar con el presente trabajo final de
carrera es establecer un método de analisis de muestras de carne mediante
espectroscopia MIR que permita obtener unos espectros de absorcion bien

resueltos, sin saturar el detector y con minimo ruido en la linea base.
Ademas, se pretende alcanzar los siguientes objetivos parciales:

1. Identificar las bandas o numeros de onda mads representativas en los
espectros infrarrojos de muestras de carne.

2. Una vez asignadas las bandas caracteristicas, el segundo objetivo parcial
es correlacionar la absorbancia con el contenido proteico y lipidico de las
muestras, para asi establecer un método que permita poder conocer de
forma rapida, sencilla y sin destruccion de la muestra la composicion
quimica.

3. Aplicar el Analisis de Componentes Principales (PCA) como método

para poder clasificar las distintas especies animales.
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Capitulo IV. Material y métodos

1. Diseiio experimental.

ANALISIS DE LA PUESTA A PUNTO DEL METODO FTIR-MIR
COMPOSICION QUIMICA v Preparacién de muestras.
¥ Humedad. v" Obtencién de espectros bien resueltos.
v Proteina.
v Grasa * n=6 muestras

» Especies: cerdo (1); cordero (1); ternera (1); pavo
(1); pollo: muslo (1) y pechuga (1).

* n=19 muestras.
* Especies: cerdo (1);
cordero (1); ternera (1); !
pollo (1); pavo (1) v
gallina (1); conejo (1); ASIGNACION DE BANDAS REPRESENTATIVAS
vaca (1); potro (5 y toro DE LOS ESPECTROS
(6)-
v' Zona I (3750-2750 cm): vibracion de enlaces con
* atomos de hidrégeno (C-H, O-H y N-H).
N v' ZonaII (1900-400 cm-): huella dactilar.

\ * Analisis de proteina y grasa:
\ 0 Proteina 2 n=1 muestra (albumina).
N 0 Grasa=> n= 6 muestras (cerdo, cordero,

\ ternera, pollo, vaca y potro).

AY 7

\ /
\ /
\ /

P 2
OBTENCION DE CORRELACIONES

v' Bandas de absorcion-analisis quimico.

B
1
A 4
ESTIMACION DE PROTEINA Y GRASA

v Rectas de regresion.

4 4
VALIDACION DEL METODO DE ANALISIS DE
ESTIMACION COMPONENTES
e =8 muestras PRINCIPALES (ACP)
v . . .
* Especies: pollo (2), ternera (2), cerdo (2) Diferenciar  especies
animales.
y cordero (2).
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2. Material animal.

Para la realizacion de este estudio, se utilizaron muestras de las principales
especies animales con interés carnico. El numero total de muestras o animales

diferentes utilizadas por cada tipo de especie se muestra en la tabla 5.

Tabla 5. Numero total de muestras utilizadas de cada tipo animal.

Especie Animal N°¢ de muestras
Aviar Pollo 4
Pavo 2
Gallina 1
Caballar Potro 5
Cunicola  Conejo 1
Ovino Cordero 4
Porcino Cerdo 4
Vacuno Ternera 4
Vaca 1
Toro 6

Todas las muestras pertenecen a animales cuyos sistemas de produccion estan
controlados, perteneciendo algunas de ellas a marcas de calidad reconocidas.

Las caracteristicas de las muestras se recogen a continuacion.

v’ Aviar:
* Origen de las muestras: suministradas por el grupo
Alimentacion Natural (AN). >
s Sistema de produccion: Gru HQ‘,'(.AN

0 Sistema integrado de produccion.

0 Seleccion de estirpes en origen para buscar una genética
homogénea, estable y con mejores propiedades.

0 Las granjas de cebo estan tecnoldgicamente orientadas a la calidad
y bienestar animal, utilizando las mejores tecnologias disponibles.

0 Control del ciclo total, con identificacion de los animales desde el
origen.

a) Pollo:
» Caracteristicas del animal:

o0 Pollo broiler o industrial.
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Peso de sacrificio: 2-2,5 kg.
Produccion en suelo, en naves de ambiente controlado.
Alimentacion: con piensos concentrados para conseguir un alto

indice de conversion.

*  Referencia: http://www.grupoan.com/esp/inicio.html

b) Pavo:

e Caracteristicas del animal:

(0]

0]
(0]
0]

Sistema de produccion intensivo.

Edad de sacrificio: 12-16 semanas.

Peso de sacrificio: 5-7 kg.

Alimentaciéon: a base de granos de cereal (maiz blanco o
amarillo, sorgo, arroz, trigo, cebada o sus subproductos),

gluten de maiz y alfalfa molida.

* Referencia: Alanodn Moya, F.J. et al. (2012).

c) Gallina:

e Caracteristicas del animal:

(0]

Procedente del proceso de desvieje de granjas de gallinas
ponedoras.

Animales con poco desarrollo muscular por su falta de
ejercicio y porque la alimentacion recibida esta destinada a la
maxima produccién de huevos.

Edad de sacrificio: tras concluir el ciclo de puesta que dura

aproximadamente hasta las 72 semanas de edad.

* Referencia: Buxadé, C. (1996).

v' Caballar.

a) Potro:

* Origen de las muestras: pertenecientes a la
raza Burguete.

e Caracteristicas del animal:

0]
(0]

Raza equina autoctona de Navarra.

Originada a partir del cruce de razas
foraneas con animales de la raza Jaca

Navarra.
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0 En la actualidad, debido a los pocos ejemplares existentes, esta
declarada en peligro de extincion (Orden Foral 36/2007, de 12
de febrero).

0 Inicialmente se utilizaban como animal de trabajo y carga pero
en la actualidad, su aptitud esta dirigida a la vocacion cdrnica
(Villanueva, M. et al., 2009).

» Sistema de produccion:

0 Sistema semi-extensivo.

0 Alimentacién con pastos de montana y prados durante la
primavera, el verano y el otofo.

0 Eninvierno, los animales proximos a los ntcleos poblacionales
reciben una suplementacion a base de concentrado o paja,
segin la oferta de alimentos naturales existentes segun la
época del afio (Gomez, M.D. et al., 2010).

v' Cunicula:

a) Conejo:
* Origen de las muestras: suministradas por

; d ARPISA
Avicola del Norte S.A. (AVINORSA; Alava),
empresa perteneciente al grupo Aragonesa de Piensos S.A. (ARPISA).
» Caracteristicas del animal:
0 Peso vivo al sacrificio: 2-2,2 kg.
0 Duracién del cebo: 25-32 dias.
0 Alimentacion: ad libitum.
+ Sistema de produccion:
0 Sistema de calidad integrado por un sistema de trazabilidad,
un sistema de Analisis de Peligros y Puntos Criticos de Control
(APPCC) y las normas ISO que aseguran la calidad.
* Referencia:
0 http://www.arpisa.com
0 Gonzalez, P.y Caravaca, F. (2013)
v QOvino.

a) Cordero:

!
]
:
&

* Origen de las muestras: Indicacion Geografica Protegida
(I.G.P.) Cordero de Navarra.
» Caracteristicas del animal:

DE NAVARRA
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0 Corderos machos y hembras de la raza Navarra y Lacha en
pureza, procedentes de ovejas de la raza Navarra y Lacha,
criadas en régimen extensivo o semiextensivo, alimentadas a
base de pastos, forrajes y cereales, siguiendo la practica
tradicional de la zona.
Criados y producidos en la zona de produccion de la I.G.P.
Alimentacién: tinicamente leche materna desde el nacimiento
hasta el sacrificio.

» Caracteristicas de las muestras:
0 Corderos lechales.
0 Peso canal (incluyendo cabeza y asaduras):
* Entre 5y 8 kg para los pertenecientes a la raza Lacha.
* Entre 6 y 8 kg para los pertenecientes a la raza Navarra.

0 Cobertura de grasa: escasa o media. Clase 2 6 3 (Reglamento
(CEE) n® 2137/92).

0 Color de la carne: rosa palido o rosa (Reglamento (CEE) n®
461/93).

0 Carne tierna, de gran jugosidad, de textura suave y sabor
caracteristico.

0 Sacrificio en mataderos inscritos a la .G.P.

0 Tiempo minimo de maduracion: 24 horas.

* Referencia: Orden APA/1413/2002, de 23 de mayo.
v' Porcino.

a) Cerdo: '9

* Marca: “Cercana” perteneciente a la Cercana
Federacion Navarra del Porcino (FENAPOR).

0 Caracteristicas de la marca:
* C(Calidad garantizada mediante la implantacion de un
sistema de trazabilidad.
* Las explotaciones inscritas garantizan el respeto al
medio ambiente y evitar el estrés a los animales.
» Caracteristicas de los animales:

0 Nacimiento, cebo, sacrificio y despiece en Navarra.
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0 Alimentacion: minimo 60 % de cereales, sin harinas carnicas,
sueros ni otras sustancias que alteren la calidad y sabor de la
carne.

* Referencia: http://www.fenapor-cercana.com
v Vacuno.
a) Ternera:

» Origen de las muestras: Indicacion Geografica

Protegida (IGP) Ternera de Navarra. '-
e Caracteristicas de los animales: IGP

TERNERA
NAVARRA

0 Terneros machos o hembras de las razas

Pirenaica, Blonde de Agquitania, Pardo
Alpina, Charolais o los cruces entre si.
Todos los animales deben ser criados en Navarra.
Alimentaciéon: amamantamiento al menos durante los cuatro
primeros meses de vida y después pasto siguiendo las normas
tradicionales de aprovechamiento.
0 Edad de sacrificio:
* Machos: entre 9 y 13 meses edad.
* Hembras: entre 8 y 12 meses de edad.
» Caracteristicas de las canales:
0 Refrigeracion inmediata tras el sacrificio hasta temperatura
igual o inferior a 72 C.
0 Periodo minimo de maduracién minimo de 7 dias desde el
sacrificio.
0 Canales con conformacion SEUR y estado de engrasamiento
entre 2 y 3 (Reglamento (CE) n®1183/2006 del Consejo, de 24
de julio de 2006).
0 Otras caracteristicas:

* Color carne: rojo.

* pH alas 24 horas del sacrificio: igual o inferior a 6.

* No poseer hormonas, clenbuterol, tranquilizantes,
inhibidores, metales pesados, tiroestaticos o cualquier
otra sustancia que suponga un riesgo para el consumo
humano.

* Referencia: Orden Foral de 19 de junio de 2000.
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b) Vaca:
* Origen de las muestras: procedente de un proceso de desvieje de una
explotaciéon de Francia.
» Caracteristicas de los animales:

0 Procedentes de una explotacion lechera.

0 Se sacrifican tras acabar su periodo productivo o tras detectar
algin problema que no impida el consumo de su carne.

0 Peso medio canal: 250-300 kg.

» Sistema de produccion:

0 No sigue un esquema fijo.

0 Periodo de acabado: 60-90 dias.

0 Alimentacidon: a base de forrajes de calidad y concentrados
(entre 1 y 3 kg diarios) para conseguir ganancias diarias de 1
kg.

*  Referencias:
o Phillips, C.J.C. (2010).
0 Flores, M.P. y Rodriguez, M. (2013).
¢) Toro de lidia:
* Origen de las muestras:

0 Muestras procedentes de las
fiestas de San Fermin 2011. 'DT Ganaderia El Pilar

0 Ganaderia: El Pilar (Salamanca)

» Caracteristicas del animal:

0 Caracteristicas zootécnicas y fisiologicas semejantes a las del
vacuno de carne, aunque las normas tradicionales de cria y
explotacién difieren en los aspectos encaminados a formar
unos animales cuyo mayor valor es la produccion de
comportamiento. (Caballero, J.R., 2002).

0 Todos los animales presentes en nuestros dias derivan de unos
pocos origenes que se pueden denominar castas
fundamentales: Jijona, Cabrera, Gallardo, Vazquena, Navarra
y Vistahermosa, siendo esta ultima de la que proceden la
mayoria (Santa-Martina, J., 2001).

0 La raza de lidia es una raza de crecimiento lento, provocando

un alargamiento de su ciclo productivo que genera un mayor

63




Capitulo 1V. Material y métodos

desarrollo muscular, siendo necesario entre 4 y 4,5 anos tras el
destete para alcanzar el peso adecuado para la lidia (Caballero,
J.R., 2002).
» Sistema de produccion: ligado al medio teniendo una gran importancia
en los biosistemas ibéricos de explotacion extensiva, principalmente
en la dehesa (Canovas, F. et al., 1998).

3. Andlisis de las muestras.

3.1. Conservacion de las muestras.

Excepto las de toro y potro, todas las muestras han sido suministradas por una
carniceria de Pamplona perteneciente a la Asociacion del Gremio de Carniceros
y Charcuteros de Navarra y colaborador habitual de la Universidad Publica de
Navarra. Las muestras se compraron pocos dias antes de su analisis y llevadas
directamente a los congeladores situados en la Universidad Publica de Navarra,

donde se conservaron a -20° C hasta el momento en el que se analizaron.

En caso de la carne de potro, estas muestras fueron suministradas por
Carnicerias Gonfi (Pamplona) siguiendo un tratamiento similar al resto de
carnes. En el caso de las muestras de toro, estas habian sido recogidas en el
matadero tras la lidia (Julio de 2011) y llevadas al laboratorio de la Universidad
donde se envasaron al vacio. Posteriormente, fueron congeladas a -20° C para

su adecuada conservacion.

3.2. Composicién quimica de la carne.

3.2.1. Determinacion de humedad.

El andlisis de humedad de las muestras se realizo siguiendo la norma ISO R-
1442 y los Métodos de Andlisis de Productos Carnicos (BOE 29/8/79). En primer
lugar, las capsulas de porcelana, que contenian una varilla de vidrio y una
cantidad de arena igual a 3-4 veces el peso de la muestra se secaron en una

estufa a 102 + 22 C durante 30 minutos. Transcurrido este tiempo, se sacaron las
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capsulas de la estufa y se introdujeron en el desecador, hasta que alcanzaron la
temperatura ambiente. En ese momento, se peso el conjunto (cadpsula, arena,
varilla) con una precision de 0,1 mg (Po). Tras ello, se colocaron en las capsulas
aproximadamente 5 g de muestra y se pesaron nuevamente teniendo en cuenta
la misma precision (P1). A continuacion, se afiadieron a las capsulas 5 ml de
etanol al 95 % y se removid la mezcla con la varilla de vidrio. Después, se
colocaron las capsulas en un bano de agua a una temperatura entre 60-80° C,
hasta la evaporacion del etanol. Luego, se secaron las muestras durante 4 h en la
estufa a 102 + 22 C. Una vez secadas las muestras, se retiraron las capsulas de la
estufa y se colocaron en el desecador, hasta temperatura ambiente. Por tltimo,
se pesaron de nuevo el conjunto con una precision de 0,1 mg, repitiendo la
operacion el numero de veces fuese necesario hasta que se alcanzase peso

constante (P2).

El porcentaje de humedad se calcula con la siguiente féormula:

(Pl _Pz)x 100
(Py = Po)

% humedad =

Siendo:

* Po=peso, en gramos, de la capsula, la varilla y la arena.

* Pi=peso, en gramos, de la capsula, la varilla, la arena y la muestra antes
de secado.

* P»>= peso, en gramos, de la cadpsula, la varilla, la arena y la muestra

después del secado.

Para cada una de las muestras, el proceso se realiz6 por duplicado.

3.2.2. Determinacion del contenido en grasa.

El andlisis del contenido en grasa de la muestra se realizo segin la norma ISO-
1443 y los Métodos de Analisis de Productos Cérnicos (BOE 29/8/79). Antes de
iniciar todo el procedimiento, fue necesario secar los matraces durante unas
horas en la estufa para eliminar todo el agua que pudiesen contener y asi poder

conocer su peso seco (Po).
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El primero paso del procedimiento, consistié en pesar 2,5 gramos de muestra
(P2), con una aproximacion de 1 mg e introducirlos en uno de los matraces. Tras
ello, se anadié 100 ml de 4cido clorhidrico 3 M y unos trozos de piedra pomez.
A continuacidn, se cubri6 la boca del matraz con un vidrio de reloj y se lo
sometio a ebullicion suave en una placa calefactora durante 1 hora. Tras su
enfriamiento, se filtré sobre un doble filtro evitando cualquier paso de materia
grasa al filtrado. A continuacion, se lavo el residuo con agua fria hasta la
desaparicion de la reaccion acida, verificando que en el filtrado no existiese
materia grasa. Ese filtro, que contenia el residuo, se colocd sobre un vidrio de

reloj y se deseco durante hora y media en una estufa a 95-98° C.

Tras ello, se realizd una extraccién Soxhlet que consistié en introducir el papel
de filtro con el residuo en un cartucho de extraccion. Para realizar esta
operacidn, era necesario colocar sobre el matraz de destilacion el cuerpo del
Soxhlet y anadir éter etilico hasta que éste sifonase, echando un poco mas en
previsiéon de que se pudiese evaporar. A continuacion, se colocé el cartucho en
el cuerpo del Soxhlet, se introdujo el matraz dentro del bafio de agua caliente
(aproximadamente a 80° C) y se monto el sistema de refrigeracion (Figura 18).
Una vez colocados los sistemas de extraccion en linea se abrio el grifo de agua
para que ésta circulase y refrigerase el conjunto. Después de seis horas de
extraccion se elimind el disolvente del matraz con un rotovapor. 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, pudiendo repitiendo la pesada hasta que se hiciese constante (P1).

Figura 18. Sistema para extraccion de grasa.
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El porcentaje de grasa se calcula con la siguiente férmula:

_PO

% grasa = x 100

2

Siendo:

* Po=peso, en gramos, del matraz.
* Pi=peso, en gramos, del matraz con la grasa.

* DP>=peso, en gramos, de la muestra.

Para cada una de las muestras, el proceso se realiz6 por duplicado.

3.2.3. Determinacion del contenido en proteina.

La determinacion del contenido en proteina de la muestra se llevé a cabo segun
la norma ISO-937 y los Métodos de Analisis de Productos Carnicos (BOE
29/8/79). El procedimiento consistio en pesar entre 1 y 3 gramos de las muestras
y colocarlos en un matraz Kjeldahl, junto con unos granos de piedra pomez, 15
gramos de sulfato potasico, 0,5 gramos de sulfato de cobre y una punta de
espatula de selenio en polvo. Tras lo cual se agregd 25 ml de acido sulftrico,
mezclando la muestra y los reactivos mediante rotacién y colocando el matraz
en una bateria calefactora, poniendo un embudo adecuado en la boca. Al
principio se calenté suavemente y cuando el conjunto adquirid una cierta
decoloracion, se aumentd la intensidad de calefaccién, agitando de vez en
cuando con suavidad por rotacion. Una vez que el liquido quedo transparente o
con una coloraciéon azul verdosa, se prolongd la ebullicion al menos hora y
media. Transcurrido ese tiempo, se dejo enfriar hasta temperatura ambiente y
se anadid con precaucidon 100 ml de agua destilada al matraz, disolviendo por

rotacion suave el sulfato potasico cristalizado.

Por otro lado, se anadi6 25 ml de acido borico al 4 % y unas gotas de indicador a
un matraz erlenmeyer de 250 ml y se introdujo la alargadera del aparato de
destilacion hasta el fondo del erlenmeyer. De forma similar, se ajustd el matraz
con la muestra al aparato. Cuando ambos estuvieron correctamente colocados,
se agreg6 100 ml de agua destilada y 100 ml de disolucién del hidroxido soédico
al 40 % desde el depdsito superior del equipo. Tras ello, se calento el conjunto

hasta alcanzar la ebullicion. Una vez alcanzado este punto, se continu6 con el
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proceso hasta que se consiguio recoger 150 ml de destilado o hasta el momento
en que la ebullicién se produjo a golpes. Tras ello, se retir6 el erlenmeyer, se
lavo la alargadera y el interior del refrigerante, recogiendo sobre el destilado las
aguas del lavado. A continuacidn, se procedio a valorarlo con acido clorhidrico
0,1 M hasta que volvio6 a tener la coloracion original, violeta. También se efectud
una prueba en blanco, utilizando 5 ml de agua destilada en vez de la muestra,

realizando todo el procedimiento de forma idéntica.

El porcentaje de proteina se calcula con la siguiente formula:

0,14 x fx (V; = V3)

% de N total = P

% de proteina total = 6,25 x % de N total

Siendo:

» f=factor de acido clorhidrico
* Vi=volumen en ml de &cido clorhidrico gastado en la valoracion.
* V>=volumen en ml de acido clorhidrico gastado en el ensayo en blanco.

* P=peso en gramos de la muestra.

Para cada una de las muestras, el proceso se realiz6 por duplicado.

3.3. Tratamiento y preparacion de las muestras para andlisis por FTIR.

3.3.1. Picado de las muestras.

Para el tratamiento de las muestras, el dia anterior a su analisis, se colocaron las
mismas en un frigorifico a 4° C durante 24 horas para su descongelacion. Una
vez descongeladas, se eliminaron todos aquellos restos de piel y grasa que
pudiesen interferir en los andlisis de las muestras. Tras ello, se picaron las
muestras con una picadora Solac Quick Mix (Mod N202 de 500 W) durante el
tiempo suficiente para obtener una masa homogénea donde no se pudiese
identificar ningtin elemento (Figura 19 y 20). Esta muestra se envolvio en papel
de aluminio para evitar su deterioro hasta el momento de preparar las pastillas

para el andlisis por espectroscopia infrarroja. En aquellos casos en los que se
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realizd el analisis quimico de las muestras, se reservo parte de la masa obtenida

para dicho fin.

Figura 20. Estado de la muestra tras el picado.

3.3.2. Preparacion de las pastillas para los andlisis de espectroscopia infrarroja.

Para obtener los espectros de IR de las muestras de carne, se prepararon
pastillas mezclando 2 mg de carne con 198 mg de bromuro potasico (KBr). De
esta forma, la concentracion de la muestra y el espectro de las pastillas fueron
constantes. El KBr es transparente a la radiacion IR por ello no interfiere en las
medidas realizadas (Willard, H.H., et al., 1988). El dia anterior a la preparacion

de las pastillas, se seco el KBr en la estufa a 105° C durante al menos 8 horas.

Todas las pastillas analizadas debian tener una masa final de 200 mg para que
su espesor fuese constante y no influyese en las medidas, aunque pudiese variar
la concentracion final de carne. Inicialmente, se empezd preparando pastillas

con una concentracion de 2 mg y 6 mg de carne, pero como ya se comentara en
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los resultados, tras observar que las pastillas con una concentracion de 6 mg de
carne no aportaba ninguna informacién nueva, se decidio realizar solo pastillas
con una concentracion de 2 mg de carne por cada 200 mg de pastilla. Por ello, a

continuacion, se explica el procedimiento para realizar estas pastillas.

Por cada muestra, se realizdO por duplicado el siguiente procedimiento.
Inicialmente, se pesaron en una balanza de precision 10 mg de la carne,
previamente picada, y 190 mg de KBr. Tras ello, se mezclaron y
homogeneizaron en un mortero de agata hasta conseguir que no se identificase
a simple vista la carne (Figura 21 y 22). Una vez obtenida esta mezcla, se

pesaron 40 mg de esta mezcla y 160 mg de KBr, realizando de nuevo el mismo

proceso de homogeneizacion.

KBr Muestra de carne

Figura 21. Estado de la muestra antes de su homogeneizacion con el mortero de
agata.

Figura 22. Estado de la muestras tras su homogeneizacion.

Una vez obtenida la mezcla final, se coloco en un troquel (Figura 23) al que se le

aplico una presiéon de 10 tn mediante una prensa hidrdulica manual (Specac,
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Serie Atlas) (Figura 24). Durante el prensado, el aire que estuviese ocluido
dentro troquel es eliminado mediante una conduccién que posee el mismo. Tras
ello, se procedid al desmoldado de la pastilla y a su conservacion en una bolsa

de polietileno, para evitar el contacto con el aire.

Figura 23. Troquel para prensa hidraulica.

Figura 24. Prensa hidraulica manual.

Una vez obtenidas las pastillas, se secaron en una estufa a 105° C para eliminar
el agua, ya que ésta interfiere en las medidas realizadas en el infrarrojo medio
pudiendo ocultar algunas bandas de absorcion. Para ello, se colocaron las
pastillas en unos recipientes de vidrio y se introdujeron en una estufa (Holelab)
(Figura 25) a 105° C, dejandolas durante al menos 8 horas para asegurar un
adecuado secado. Transcurrido este tiempo, se guardaron en un desecador
(Figura 26) hasta su posterior analisis, transfiriéndolas de nuevo a las bolsas de

polietileno justo antes de realizar las medidas.
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Figura 25. Estufa Holelab.

Figura 26. Desecador.

De igual forma, también se prepararon pastillas con muestras de grasa
procedente de las diferentes especies animales cuya carne estaba siendo
analizada y de una muestra de proteina compuesta por albumina de suero

bovino con una pureza minima del 96 %.

En el caso de las muestras con una concentracion de 6 mg de carne por cada 200
mg de pastilla, el procedimiento fue similar, cambiando las cantidades que se
debian pesar de cada elemento. En la primera mezcla, las cantidades debian ser
las mismas (10 mg de carne y 190 mg de KBr). Obtenida la primera mezcla, se

dispersaron y homogeneizaron 120 mg de esa mezcla con 80 mg de KBr.
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3.4. Andlisis mediante espectroscopia MIR.

En este trabajo se ha utilizado como instrumento de medida un espectrémetro
FT-IR (Fourier Transform — Infrared). El modelo utilizado es el Vertex 80v de la
casa comercial Bruker (Figura 27). Este modelo permite trabajar a vacio para
eliminar cualquier interferencia que el vapor de agua o el dioxido de carbono

pudiera producir en la medida.

Figura 27. Equipo FT-IR Vertex 80v.

Durante la realizacion del trabajo se establecidé un experimento base para
asegurarse la repetibilidad del método de medida. Dado que en este trabajo
final de carrera se ha trabajado en la region del infrarrojo medio (MIR), el rango
de medida se defini6 entre los niimeros de onda de 4000 a 400 cm™. Para este
rango de medida se configur6 el experimento con los siguientes elementos

opticos: una fuente Globar, un beamsplitter de KBr y un detector DLaTGS.

Un parametro importante a tener en cuenta en las especificaciones del
experimento es la resolucion espectral, es decir, la distancia existente entre
puntos del espectro. Cuanta mas pequefia sea esta distancia, mas puntos
espectrales y por lo tanto, mayor calidad del espectro se obtiene. Sin embargo,
para asegurar un buen nivel de sefal a ruido se necesita un mayor numero de
escaneos y por tanto aumenta el tiempo de medida. Para obtener un equilibrio
entre una resolucién adecuada al rango de medida y un tiempo de escaneo

razonable la resolucion elegida fue de 4 cm™ y el nimero de escaneos se fijo en
32.
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Por otro lado, en el proceso de medida siempre se toma un espectro de
referencia en vacio, con el soporte portamuestras sin pastilla. A continuacion, se
mide la muestra y el propio software del equipo se encarga de hacer la division
entre el espectro de la muestra y la referencia para la obtencion final del
espectro en transmitancia. Mediante software, se puede pasar el espectro a

absorbancia y hacer una correccion de la linea base.

Para las medidas de las pastillas, se procedio a su colocacion en un soporte
(Figura 28) que posteriormente se introdujo en el cubiculo de medida del

equipo, colocandolo de esta forma en la zona de paso del haz de radiacion.

Figura 28. Soporte para la colocacion de las pastillas durante su medida.

4. Tratamiento estadistico de los datos.

El espectrofotometro proporciona los espectros de absorcion en el intervalo
4000-400 cm™ que incluyen las bandas en el infrarrojo medio. En primer lugar,
se determind los picos caracteristicos que se repetian en la mayoria de los
espectros obtenidos, lo que indicaba que podian ser representativos de las

muestras que se estaban analizando y que podrian aportar mas informacion.

Una vez identificadas las bandas representativas, se obtuvieron los niumeros de
onda y las absorbancias correspondientes a dichas sefiales mediante el uso del
programa informatico Matlab R2012a. De esta forma, las muestras quedaron

reducidas a un conjunto de puntos.
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Conocidos las longitudes de onda interesantes, se identificaron los enlaces

quimicos que habia causado la aparicion de estos picos caracteristicos.

Por otro lado, con ese conjunto de puntos se realizo una serie de matrices de
correlacion, mediante el uso de Excel 2010, para encontrar posibles relaciones
entre las absorbancias de los distintos picos y para intentar correlacionar las

absorbancias de las bandas y la composicion quimica de la muestra.

Tras obtener esta informacidn, se vio qué longitudes de ondas estaban
relacionadas con el contenido graso de las muestras y mediante el uso de Excel
2010, se obtuvieron las rectas de regresion correspondientes. Estas rectas
permiten predecir la composicion lipidica de las muestras en funcion de los

valores de absorcion a una determinada longitud de onda.

Por ultimo, mediante el uso de Matlab R2012a y SPSS (v. 20), se realiz6 con el
conjunto de puntos seleccionados un andlisis de componentes principales, para
intentar agrupar las muestras y determinar si esas agrupaciones eran correctas,
es decir, si las muestras pertenecientes a animales de la misma especie se

encontraban cerca en esas agrupaciones.
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Resultados y discusion

El apartado de resultados y discusion se ha dividido en 5 partes. La primera de
ellas, resume los resultados obtenidos en el analisis de la composicion quimica
de las muestras de carne. La segunda de las partes recoge el proceso de puesta a
punto del método analitico para el andlisis de muestras de carne mediante
espectroscopia FTIR-MIR. En el tercer apartado se recopila el proceso seguido
para la determinacion de las bandas caracteristicas de los espectros, su
asignacion a la vibracion de los enlaces que producen la aparicion de las
mismas y su relacion con el contenido lipidico y proteico de las muestras de
carne. En la cuarta parte se recoge el método seguido para la estimacion de la
composicion quimica de las muestras a partir de las intensidades de absorcion.
Por ultimo, se muestran los resultados obtenidos al intentar clasificar las
muestras por especies animales mediante un Andlisis de Componentes
Principales (ACP).

1. Composicion quimica de las muestras.

Como paso fundamental para la realizacion de este trabajo final de carrera, se
determino el contenido de humedad, proteina y grasa de las muestras para asi,
poder comparar estos valores con los resultados obtenidos mediante los analisis
realizados por espectroscopia infrarroja. Tal y como se explica en el capitulo de
material y métodos, estos andlisis se realizaron mediante el método
gravimétrico (ISO R-1442), el método Soxhlet (ISO-1443) y el método Kjeldahl
(ISO-937).

En las siguientes tablas se recopilan los resultados obtenidos para las distintas
muestras de carne de diferentes especies animales. Para presentar los datos, se
ha decidido agrupar las especies animales comercializadas habitualmente en un
grupo, explicando en un apartado posterior los resultados obtenidos del

analisis de las muestras de carne de potro y toro.
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Tabla 6. Composicion quimica de diversas especies.

Tipo de Nombre de la Humedad (%) Proteina (%) Grasa (%)
carne muestra
Cerdo C4 73,5 22,3 3,5
C3 71,6 23,1 45
C2 72,6 19,9 5,9
Conejo CN1 70,5 21,3 7,2
Cordero CO4 76,7 18,3 2,9
CO3 74,3 18,0 5,9
CO2 68,9 18,6 11,4
Gallina GL1 71,6 25,7 1,1
Pavo P2 75,1 20,2 2,9
Pollo PP2 74,8 22,8 1,1
PP4 74,7 23,4 1,2
PP3 75,1 22,5 1,4
Ternera T4 74,9 19,6 1,1
T3 75,2 21,4 1,6
T2 73,4 21,6 3,2
Vaca Vi 69,4 19,6 9,6

La Tabla 6 muestra los valores de humedad, proteina y grasa de las principales
especies de interés cdrnico. Los valores extremos del porcentaje de humedad
corresponden a dos muestras de cordero, la denominada CO2 con 68,9 % y la
muestra CO4 con 76,7 %. Por tanto se puede afirmar que, a menudo, la
variabilidad es mayor entre muestras de una misma especie que entre
diferentes especies. Los porcentajes de proteina variaron entre el 18,0 % para la
muestra de cordero CO3 y 25,7 % para la muestra de gallina GL1. Por ello, se
podria concluir que para una especie animal, el contenido en proteina tiene
menor variabilidad. El contenido lipidico de las muestras varié entre 11,4 %
para la muestra de cordero CO2 y 1,1 % perteneciente a las muestras de pollo
PP2, gallina GL1 y ternera T4.

Como se puede observar, de algunas de las especies solo se conoce los datos de
composicion de una muestra por lo que no se puede estimar la variabilidad de
las concentraciones dentro de esa especie. Aunque esto no supone ningun
problema ya que uno de los objetivo de este trabajo final de carrera ha sido la
estimacion de la composicion quimica de la carne, no la caracterizaciéon de las

distintas especies. Sin embargo, dado que se posee informacion sobre varias
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muestras de pollo, ternera, cerdo y cordero, se puede analizar su variabilidad.
Las composiciones en humedad y proteina son bastante constantes, mientras
que las concentraciones de lipidos varian dentro de una misma especie. Para
poder estimar esta variabilidad, se ha calculado la desviacion tipica relativa

(RSD) de dichos valores y se ha recogido en la Tabla 7.

Tabla 7. Media, desviacion tipica y desviacion tipica relativa de humedad, proteina y
grasa de algunas especies animales.

Humedad Proteina Grasa
Especie X 0,1 RSD(%) X 0,1 RSD(%) X 0,-1 RSD (%)
Pollo 74,87 0,21 028 2290 0,46 200 1,23 0,15 12,39
Ternera 74,50 0,96 1,29 2087 1,10 528 1,97 1,10 55,78
Cerdo 72,57 0,95 1,31 21,77 1,67 7,65 4,62 1,23 26,62
Cordero 73,30 3,99 545 18,30 0,30 1,64 6,73 4,31 64,02

Las variaciones en la humedad de las muestras son pequenas, ya que la
desviacion tipica relativa toma valores bajos (0,28 % para pollo; 1,29 % para
ternera; 1,31 % para cerdo y 5,45 % para cordero). Por ello, se puede concluir
que la variabilidad dentro de las diferentes especies no va a venir determinada
por la humedad. Ademas, también se puede destacar que la humedad es mas o
menos similar si se comparan las diferentes especies. Todas varian entre el 72 y
75 %. La pequena variabilidad obtenida en el porcentaje de humedad de las
muestras se ve corroborado por lo publicado por Huff-Lonergan, E. (2010). Esta
autora explica que el principal componente de las carnes es el agua y que suele
representar un 75 % del peso del musculo. Sin embargo, también dice que

durante la etapa postmorten, estos valores pueden variar entre el 65 y el 80 %.

De forma similar, los valores estadisticos obtenidos a la hora de analizar el
contenido proteico de las muestras son bajos (2,00 % para pollo; 5,28 % para
ternera; 7,65 % para cerdo y 1,64 % para cordero) y por lo tanto, la variabilidad
tampoco va a estar determinada por este parametro. Los datos obtenidos estan
en linea con lo publicado por Huff-Lonergan, E. (2010), que asegura que el
porcentaje medio de contenido proteico de una muestra es el 18,5 % del peso

del musculo aunque puede variar entre el 16 y 22 %. Por lo tanto, en ambos
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casos, los resultados estan dentro de los valores habituales recogidos en la

bibliografia.

Por ultimo, aunque sin realizar ningtn analisis estadistico ya se podia observar
que las variaciones en el contenido lipidico dentro de una misma especie eran
elevadas, se confirmo mediante el cdlculo de la desviacion tipica relativa. Este
parametro toma valores elevados en todas especies, principalmente en ternera
(55,78 %) y cordero (64,02 %). La variabilidad existente en el contenido en
lipidos de las muestras dentro de una misma especie, puede atribuirse a

diversos factores que modifican el contenido lipidico de la carne.

En primer lugar, hay que tener en cuenta que la cantidad de grasa que tiene una
muestra viene determinada por el sexo del animal. La carne de cerdo de
animales castrados tiene mayor capacidad de presentar carnes infiltradas que
las hembras y los machos. Estas diferencias apreciadas entre sexos varian en
funcion de la raza, la edad y la calidad y forma de racionamiento del pienso
(Galidn, M., 2007). Seguin Niirmberg, K. et al. (1998) en los cerdos el efecto del
sexo en el contenido graso no es muy relevante. Sin embargo, los machos
presentaban una capa de grasa subcutdnea mads fina como consecuencia de las
diferencias existentes en el metabolismo hormonal entre machos y hembras. De
forma muy parecida, Vestergaard, M. et al. (2007) compararon tres grupos de
vacas y encontraron que los animales que tenian una capa lipidica
extramuscular mds gruesa también presentaban un mayor contenido de grasa

intramuscular.

Otro de los factores que modifica el contenido lipidico es la edad de sacrifico, ya
que afecta al grado de engrasamiento de la canal y la carne (Daszkiewicz, T. et
al., 2004; Asenjo, B. et al., 2005; Fischer, K. et al., 2006), siendo directamente
proporcionales. Ademds segun aumenta la edad de sacrificio aumente el
contenido en tejido adiposo y el grosor del tejido graso subcutdneo (Hugo, A.y
Root, E., 2007).

Por ultimo, el otro factor que afecta a la variacion del contenido lipidico de las
muestras de carne es la alimentacion y el sistema de explotacion usado.
Fernandez, X. et al., (1995) explican que un exceso de alimentacion incrementa el
contenido de grasa intramuscular. Sin embargo, si los animales se encuentran

privados de alimento, la lipdlisis puede producir una reduccion de la misma.
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Por todo ello, la variabilidad del contenido lipidico de las muestras puede estar
causada por el sexo del animal, la edad de sacrificio, la alimentacion y el

sistema de produccion usado.

Por otro lado, se abordara por separado los resultados obtenidos de las
muestras de potro y toro dado que son especies animales que no son
consumidas tan ampliamente como las anteriores. Ademads, el proceso de
produccion de carne de potro no se encuentra muy estandarizado y los toros
son animales que no se crian para el consumo de su carne sino para la obtencion

de comportamiento para la lidia.

En el caso de la carne de potro, se analiz6 5 muestras pertenecientes a 5
animales distintos. Su composicion quimica (Tabla 8) es muy semejante en
humedad y proteina, lo que se pone de manifiesto por el valor bajo de su
desviacion tipica relativa. Sin embargo, la composicion lipidica varia entre 3,4 %
y 6,4 %, teniendo una desviacion tipica relativa del 24,4 %. Esta variabilidad
concuerda con los resultados publicados por Devic, B. y Stamenkovic, T. (1989)
y Pomianowski, J.F. et al. (1994), quienes demostraron que el contenido en grasa
de la carne de caballo varia entre el 3,1 % y 5,4 %, porcentajes no muy alejados
de los nuestros. Segtin Sarriés, M.V. y Beriain, M.J. (2005), existen dos edades a
las que se sacrifican los potros: a los 16 y 24 meses de edad. Por lo tanto, estas
diferencias pueden deberse a la diferencia de edad en el sacrificio porque los
potros sacrificados con 24 meses tendran valores de grasa mas elevados que los
sacrificados a los 16 meses, ya que los animales de 24 meses son 9 meses
mayores cuando son trasladados para acabar de forma intensiva y esto puede
incrementar la proporcion de grasa en el musculo, como han demostrado
diversos autores que sucede en la carne de ternera (Sziics, E. et al.,, 1987;
Duckett, S.K. et al., 1993). Otra posible razon que justificase la variabilidad
existente seria debido al efecto del sexo ya que las muestras de potro provienen
de ambos sexos y las hembras suelen tener mayor tendencia al engrasamiento.
Sin embargo, Sarriés, M.V. y Beriain, M.]. (2005) demostraron en su estudio que
el sexo del potro no influye significativamente en el contenido graso de su
musculo. Esta diferencia en el resultado puede explicarse porque estas autoras
utilizaron dos lotes de 15 animales, uno de cada sexo, y en este trabajo las
muestran han sido suministradas por Carnicerias Gofii, pudiendo provenir de

ambos sexos.
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Tabla 8. Composicion quimica muestras de carne de potro.

N¢ de animal

% humedad % proteina % de grasa

2

Xl SN Ul = W

On-1
RSD (%)

70,9
71,9
72,1
70,0
71,9
71,4
0,9
1,3

24,7
24,4
22,4
23,4
23,1
23,6
0,9
4,0

34
45
6,3
6,4
5,5
5,2
1,3

24,4

En el caso del toro, se analizd 6 animales pertenecientes a la misma ganaderia

que habian sido sacrificados en una misma lidia. Su composicion quimica

(Tabla 9), al igual que en las muestras de potro, era muy parecida en cuanto a

proteina y humedad, teniendo una desviacion tipica relativa baja (3,2 % y 1,6 %

respectivamente), mientras que existian mayores diferencias en el porcentaje de

grasa, presentando ademads, una desviacion tipica relativa del 44 %. Este valor,

es aproximadamente el doble del que presentan las muestras de potro.

Tabla 9. Composicion quimica muestras de carne de toro de lidia.

N2 de animal % humedad % proteina % de grasa

1 74,0 23,0 2,1

2 72,5 23,2 3,4

3 73,1 24,1 1,9

4 74,1 22,6 2,3

5 71,2 23,1 4,7

6 71,7 21,9 5,3

X 72,8 23,0 3,3

0,1 1,2 0,7 1,4
RSD (%) 1,6 3,2 43,9

Como senalan Beriain, M.]. et al. (2011) en su estudio, hay que tener en cuenta

que los toros de lidia son animales enteros de entre 4 y 5 afios que han sido

criados en extensivo. Ademas, poseen un gran porcentaje de musculo dado que

han sido criados para poder llevar a cabo un gran esfuerzo durante las corridas.

Sin embargo, el contenido lipidico es inferior al obtenido con otros sistemas de

upna
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produccion (Eichhorn J.M. et al., 1985), en los que varia entre el 5 y 12 %. Las
diferencias pueden deberse al hecho de que el sistema de cria de los toros de
lidia tiende a producir poco marmoleado (grasa intramuscular). Este hecho,
puede ser beneficioso ya que los consumidores espafioles demandan canales
magras y musculos con poca cantidad de marmoleado (Verbeke, W. y Vackier,
1., 2004).

2. Adaptacion del método analitico para anadlisis de muestras de carne

mediante FTIR. Puesta a punto.

El objetivo principal del presente trabajo ha sido desarrollar un método que
sirviese para analizar de forma rapida muestras de carne sin apenas alterar las
mismas. Debido a la complejidad quimica de las muestras de carne y a los
diferentes coeficientes de absorbancia de los distintos grupos funcionales, se
realizaron estudios preliminares donde se investig6 la proporcién de carne en
las pastillas de forma que se obtuvieran bandas bien resueltas, sin saturar el

detector y con ruido de linea base minimo.

2,0
1,6
& 1.2
(8]
c
(5]
2 038
)
(7]
K]
< 04
0,0
4000 3000 2000 1000 0
Numero de onda (cm-?)
—P1a(2) Pla(6) ——PPla(2) ——PPla(6)

Figura 29. Espectro de muestras de 2 y 6 mg de carne de pavo (P) y pechuga de pollo
(PP).

La Figura 29 muestra los espectros FTIR de muestras de carne de pavo y
pechuga de pollo. De cada muestra se hicieron dos réplicas con concentraciones

de carne en las pastillas de KBr de 1 % y 3 %, aunque la masa total de cada
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pastilla fue de 200 mg en cada caso. Los espectros presentan bandas de
absorcion que aparecen a unos numeros de onda similares, pero difieren en la
intensidad de la sefial. De forma general, cuando se compara la absorbancia de
un determinado nimero de onda, se observa que la intensidad de la senal de las
muestras de carne preparadas con 6 mg de carne es aproximadamente el triple
que en las muestras preparadas con 2 mg de carne. En otras palabras, se cumple
la Ley de Lambert-Beer (Karoui, R. et al., 2010).

Por otro lado, como ya se explico en el capitulo de material y métodos, de cada
muestra se realizaron dos réplicas para validacién y comprobacion del
funcionamiento del método. Como se puede observar de forma visual en la
Figura 30, la repetibilidad del método es alta ya que los espectros de la misma
muestra son semejantes, pudiendo variar a algunas longitudes de onda. Estas
posibles variaciones se deben a que la carne es una matriz heterogénea. A pesar
de ello, se intento homogeneizar al maximo para obtener las muestras mas

representativas posibles y de ahi, que los espectros sean semejantes.

0,5
0,4
0,3

0,2

Absorbancia

0,1

0
4000 3000 2000 1000 0

Numero de onda (cm™)

——C03a ——CO3b

Figura 30. Espectros de las repeticiones de unas muestras de cordero.

Como comprobacién de lo que habiamos observado visualmente, se procedio al
analisis estadistico de los espectros. Para ello, se eligieron los valores de
absorbancia maximos de algunas bandas de mayor intensidad y se calculd la
media, la desviacion tipica y la desviacion tipica relativa entre los valores de

ambos espectros (Tabla 10). Todos los valores de desviacion tipica relativa son
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inferiores al 5 %, variando entre el 0,13 % y 4,80 % por lo que, se puede concluir

que los espectros son semejantes entre si.

Tabla 10. Media, desviacion tipica y desviacion tipica relativa de los espectros de las
muestras de cordero.

Absorbancia Absorbancia

Numero de onda (cm™) CO3a CO3b X 0,-1 RSD (%)
3288 0,225 0,213 0,219 0,009 3,89
2925 0,400 0,411 0,406 0,008 1,86
1656 0,386 0,361 0,374 0,018 4,80
1465 0,165 0,160 0,163 0,003 1,83
1238 0,146 0,141 0,143 0,003 2,43
1116 0,105 0,106 0,106 0,000 0,13
721 0,062 0,062 0,062 0,000 0,78

3. Asignacion de las bandas representativas de los espectros FTIR de las

carnes.

En la Figura 31 se presentan los espectros FTIR correspondientes a 5 diferentes
especies animales (pollo, pavo, cerdo, cordero y ternera), obtenidos a partir de
pastillas que contenian 2 mg de carne dispersados en 198 mg de KBr. En estos
espectros se encuentran dos zonas diferenciadas. La primera de ellas, entre
aproximadamente 3750 cm™ y 2750 cm, que corresponde a modos de vibracion
de enlaces que contienen atomos de hidrégeno como C-H, O-H y N-H. La
segunda zona, se extiende desde aproximadamente 1900 cm™ hasta 400 cm™ y se
atribuye a distintos modos de flexion y torsion de los enlaces. Esta tltima zona,
incluye la region denominada como huella dactilar que abarca desde 1500 cm!
hasta 400 cm™ (Al-Jowder, O. et al., 1999; Karoui, R. et al., 2010).
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Figura 31. Espectro FTIR de 5 muestras de carne: cerdo (C2a), pavo (P2a), cordero
(CO2a), pollo (PP2a) y ternera (T2a).

Como se puede observar en esta figura, las muestras de carne procedentes de
las diferentes especies presentan bandas de absorcion que aparecen en niimeros
de onda similares con variacion en las intensidades de absorcion. Por lo tanto,
una primera conclusion es que las muestras de carne poseen enlaces similares
en los componentes bdsicos pero varia la proporcion en las que estos se
encuentran en ellas. La Tabla 11, resume la asignacion de las bandas mas

relevantes de los espectros.
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Tabla 11. Asociacion de las longitudes de onda con los grupos funcionales.

Longitud
de onda Grupo funcional Referencia bibliografica

(cm?)

3288 Vibracion de extension de N-H (21; 48)

3006 CH vibracion de extension del doble (7; 45; 94; 103)
enlace cis =CH; acidos grasos insaturados

2925 C-H vibracion de extension simétrica y (7; 48; 94; 103)
asimétrica de CH2and CHs; grupos
alifaticos

2854 C-H vibracién de extension simétrica y (7; 48; 94; 103)
asimétrica de CH2and CHs; grupos
alifaticos

1746 C=0 vibracién de extension de los (7, 45; 79; 94; 103)
esteres; acidos grasos libres

1657 N-H vibraciéon de extension; proteinas (103)
C=C vibracion de extension; alquenos (94; 103)
(cis)
Bandas de proteina amida I (C=O (21, 48; 73; 79; 118)
vibracién de extension)

1542 Amida I (N-H vibracién de flexion (1, 48; 73; 79)
mezclado con C-N vibracion de
extension)

1465 C-H vibracién de flexion (tijereteo) (1,7, 48;73;79; 94)

1379 COOQO- vibracién de extension de los (48; 73; 94)
acidos grasos y de las cadenas laterales
de los aminoacidos.

1239 CN vibracién de extension; NH vibracion (21; 48; 79)
de flexion

1162 C-O vibracion de extension y C-H (7; 48; 73)
vibracion de flexion

1117 -CH vibracién de flexion y -CH (94)
vibraciones de deformacién de los acidos
grasos

721 C-H superposicion de CHz vibrando en (7; 94; 103)

oscilacion y las vibraciones fuera del
plano; alquenos (cis)

En torno a 3288 cm™ aparece una banda ancha, de intensidad media que

corresponde a la vibracion de extension de los enlaces N-H. Estos enlaces son

caracteristicos de los aminoacidos de las proteinas. En presencia de agua,
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cuando el secado de las muestras ha sido incompleto, la banda del enlace N-H

solapa con la sefial correspondiente a los enlaces hidroxilo O-H del agua.

Las diferentes bandas que aparecen alrededor de 3000 cm?! se asignan a
distintos modos de vibracion del enlace C-H. Asi, la senal de baja intensidad
que se observa aproximadamente a 3006 cm! se asocia con la vibracion C-H del
doble enlace C=CH en posicion cis de acidos grasos insaturados. Las senales
alrededor de 2925 cm™ y 2856 cm! se atribuyen a las vibraciones de tension
asimétrica y simétrica de los enlaces CH de los grupos metilo (CHs) y metileno

(CHz2) de las cadenas carbonadas de las proteinas y de los acidos grasos.

En la zona 2000-450 cm?' destacan varias bandas. Un pico estrecho
aproximadamente en 1746 cm™ asociado con los modos de vibracion de
extension del enlace carbonilo (C=0O) presente en ésteres y acidos grasos libres.
La banda alrededor de 1657 cm™ se atribuye a la vibracion N-H de los grupos
aminos de las proteinas y a los modos de vibracion de extension del doble
enlace C=C de los alquenos. La banda presente aproximadamente en 1542 cm™!
viene asociado con las denominadas amidas II, en el que se mezcla la vibracion

de flexion del enlace N-H con la extension del enlace C-N.

A partir de este ultimo pico el resto de bandas presentan menor intensidad de
absorcion que las anteriormente nombradas. Sin embargo, no por ello dejan de
ser importantes. El pico que aparece aproximadamente en 1465 cm™ se asocia
con una vibracion de flexion denominada tijereteo perteneciente a los enlaces C-
H. La banda alrededor de 1379 cm se asocia con el grupo carboxilo (COO")
presente en los acidos grasos y en las cadenas laterales de los aminodcidos. El
pico situado aproximadamente en 1239 cm?' se asocia con dos grupos
funcionales distintos. Por un lado con la vibracion de extension del enlace C-N
y por otro lado, con la vibracion de flexion de los enlaces N-H. De igual forma,
el pico presente alrededor de 1162 cm™ puede asociarse con la vibracion de
extension del enlace C-O y con la vibracidon de flexion de los enlaces C-H.
Aproximadamente en 1117 cm™, aparece un pico relacionado con la vibracion

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

Desde 1000 cm hasta 400 cm’, existen un gran nimero de picos, muy juntos
entre si y de menor intensidad de absorcion. Entre todos ellos destaca el pico

situado alrededor de 721 cm? por su mayor intensidad de absorciéon en
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comparacion con el resto. Este pico surge como consecuencia de la
superposicion del enlace C-H con el grupo metileno (CHz) vibrando en
oscilacion y fuera del plano. Estos enlaces presentan una conformacion cis que

suele encontrarse en los alquenos.

Asociacion de los picos de absorbancia con el contenido graso y lipidico de las muestras.

Para confirmar la asignacion de las bandas con los enlaces de los componentes
de las carnes se analizd grasa procedente de distintas especies animales y una
muestra de proteina procedente de un concentrado de albumina de suero
bovino con una pureza minima del 96 %. En la Figura 32 se pueden observar los
espectros FTIR correspondientes a muestras de grasa de potro (GPT2a) y de
proteina (Ala). Estos espectros han sido normalizados para conseguir que todos
estén en la misma escala y la comparacion entre ellos sea sencilla. Esta
normalizacion se ha realizado dividiendo todos los valores de intensidad de
absorbancia de una muestra entre su valor maximo, consiguiendo que la

absorbancia varie entre 0 y 1.
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Figura 32. Espectros FTIR normalizados de grasa de potro (GPT2a) y de proteina
(Ala).

En el espectro IR de la muestra de grasa de potro destacan las bandas estrechas
que aparecen en torno a 2925 cm™, 2854 cm y 1746 cm™. Los nimeros de onda

coinciden con la asignacion encontrada en la bibliografia (Guillén, M.D. y Cabo,
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N., 2000; Arce, L. et al., 2009; Shiroma, C. y Rodriguez-Saona, L., 2009; Rohman,
A. et al., 2011; Papadopoulou, O. et al., 2011, Hernandez-Martinez, M. et al,,
2013). En el espectro IR obtenido con la muestra de proteina las bandas mas
intensas aparecen entorno a 3288 cm’, 1657 cm? y 1542 cm’, lo que también
coincide con la bibliografia (Wu, D. et al., 2008; Shiroma, C. y Rodriguez-Saona,
L., 2009; Carbonaro, M. y Nucara, A., 2010; Meza-Marquez, O.G. et al., 2010;
Rohman, A. et al., 2011; Papadopoulou, O. et al., 2011; Hernandez-Martinez, M.
et al., 2013).
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Figura 33. Espectro FTIR normalizados de muestras de grasa (GPT2a), proteina (Ala)
y carne de ternera (T2a).

En la Figura 33, se muestra también el espectro de absorbancia normalizado de
una muestra de carne de ternera y como se puede observar es mas complejo que
el de la grasa y la proteina ya que posee un mayor namero de picos o bandas de
absorcion. Esto se debe a que el espectro producido por la carne es la suma de
los picos producidos por los distintos tipos de vibracion de los enlaces
caracteristicos de la grasa y proteina. Por otro lado, se puede observar que las
bandas que aparecen entre 3500 cm™ y 3000 cm™ pueden ser asociadas con las
proteinas ya que se encuentran ausentes en la muestra de grasa. Esta relacion
viene a confirmar lo encontrado durante la revision bibliografica (Carbonaro,
M. y Nucara, A., 2010; Herndndez-Martinez, M. et al., 2013), donde se asociaba
estos picos con enlaces presentes en las proteinas. De igual forma, los picos que

se observan entre 3000 cm! y aproximadamente 1746 cm™ pueden asociarse con
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la grasa ya que estos no aparecen en el espectro de absorcion de la proteina. En
este caso, esta relacion obtenida de forma grafica viene a corroborar lo
encontrado en la bibliografia ya que en ella se decia que estas bandas aparecian
debido a la presencia de enlaces presentes en los acidos grasos (C=0O; C-H de
CHs y CH) (Guillén, M.D. y Cabo, N., 2000; Shiroma, C. y Rodriguez-Saona, L.,
2009; Arce, L. et al., 2009; Rohman, A. et al., 2011; Papadopoulou, O. et al., 2011;
Hernandez-Martinez, M. et al., 2013). Por ultimo, existen otros dos picos
(aproximadamente en 1657 cm™ y 1542 cm™) que pueden asociarse con las
proteinas porque el espectro de absorcion de la muestra de grasa de potro no
los presenta. Mediante la revision bibliografica, se habia asociado estos picos
con los grupos denominados amida I y amida II (Wu, D. et al. (2008); Shiroma,
C. y Rodriguez-Saona, L., 2009; Meza-Marquez, O.G. et al., 2010; Carbonaro, M.
y Nucara, A. 2010; Rohman, A. et al., 2011; Papadopoulou, O. et al., 2011;
Herndndez-Martinez, M. et al., 2013; Alamprese, C. et al., 2013). El resto de picos
que aparecen en los espectros de absorcion no pueden ser asociados
graficamente ya que aparecen tanto en el espectro de absorcion de la grasa
como en de la proteina. Por lo que, mediante este método no se puede
confirmar las asociaciones realizadas en la revision bibliografica respecto a éstas

longitudes de ondas.

Por ultimo, para completar la asignacion de bandas se realizé un analisis de
correlacion, tomando la absorbancia de las bandas mas relevantes de los
espectros correspondientes a los distintos tipos de carne. La Tabla 12 muestra la
matriz de correlaciéon que incluye los coeficientes correspondientes. Un
coeficiente de correlacion proximo a 1 indica que cuando la intensidad de una
banda aumenta, también aumenta la sefial de la otra banda. Por tanto, suelen
ser diferentes modos de vibracion de un mismo enlace o unidad estructural. Un
coeficiente de correlacion negativo cercano a -1 refleja que el aumento de una
sefal coincide con la disminucion de la otra sefial comparada. En ningtn caso

debe entenderse correlacion como sindonimo de causalidad.
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Tabla 12. Coeficientes de correlacion de la variacion de absorbancia de las bandas
mas relevantes de los espectros FTIR para las distintas muestras de carne.

3288 3006 2925 2854 1746 1657 1542 1465 1379 1239 1162 1117 721

32881 1

3006 0,26 1

29251-0,04 054 1

2854|-0,04 051 096 1

1746 1-0,18 0,62 096 090 1

16571 0,97 035 0,06 0,11 -0,07 1

15421 0,99 030 -0,01 0,03 -0,14 0,99 1

1465] 0,54 053 0,77 0,72 066 058 055 1

13791 0,60 042 049 046 039 066 064 070 1

12391 0,52 059 0,78 0,70 0,70 0,57 055 094 078 1

1162 0,03 055 096 087 094 009 004 083 051 084 1
1117 0,30 0,57 0,87 09 080 041 033 090 062 084 086 1
721 10,66 049 049 044 039 070 068 0,80 09 081 055 066 1

En un primer andlisis, se realiz6 una matriz de correlacién con todas las
muestras analizadas, es decir, todas las especies estudiadas (Tabla 12). En esta
matriz se pueden observar diversas correlaciones. En primer lugar, la banda
que aparece alrededor de 3288 cm™ correlaciona positivamente con 1657 cm™!
(0,97) y 1542 cm (0,99). Esta correlacion es la misma que se ha observado
mediante el andlisis de los espectros de forma grafica y que se ha asociado con
la composicion proteica presente en la muestras. Por tanto, estas bandas se
pueden atribuir a distintos modos de vibracion de los grupos aminos de las
proteinas. Por otro lado, la senal presente aproximadamente en 2925 cm
correlaciona con 2854 cm! (0,96), 1746 cm™ (0,96), 1162 cm™ (0,96) y 1117 cm™!
(0,90). La parte inicial de la correlacion también habia sido observada de forma
grafica y asociada con la composicion lipidica de la muestra. Sin embargo, esta
correlaciéon afiade dos longitudes de ondas nuevas (1162 cm y 1117 cm?), que
por lo tanto, pueden relacionarse de igual forma con la composicion lipidica de
las muestras. Esta nueva asociacion vendria a confirmar la relaciéon encontrada
durante la revision bibliogréfica, en las que estas bandas se asocian con enlaces
caracteristicos de los acidos grasos de los lipidos (Arce, L. et al., 2009; Meza-
Marquez, O.G. et al., 2010; Rohman, A. et al., 2011; Hernandez-Martinez, M. et
al., 2013;).
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De igual forma, la banda presente alrededor de 1465 cm™ correlaciona
positivamente con 1239 cm™ (0,94) y 1117 cm (0,90). Esta correlacion no se
habia podido determinar de forma grafica. Sin embargo, hay que destacar que
pese a que 1117 cm! aparece en la anterior correlacion, las otras longitudes de
onda no lo hacen, por lo que se considera que no se puede asociar de forma
clara ni al contenido en grasa ni en proteina de las muestras. Esta conclusion
concuerda con lo obtenido mediante la revision bibliografica donde no existe
una asociacion clara ni con la grasa ni con la proteina de la carne. Por altimo, el
pico situado aproximadamente en 1379 cm™ correlaciona con 721 cm”, siendo el
coeficiente de correlacion de 0,90. Esta correlacion tampoco habia sido
observada anteriormente y ademads, ambas longitudes de onda no se
encuentran en ninguna de las relaciones anteriores. Igualmente, en ninguno de
los trabajos realizados por otros autores se habia encontrado ninguna asociacién

de estas bandas ni con la grasa ni con la proteina de las muestras.

Por lo tanto, a modo de resumen podemos decir que las bandas que aparecen
aproximadamente en 3288 cm?, 1657 cm® y 1542 cm?! se encuentran
relacionados entre si y pueden atribuirse con modos de vibracion de los grupos
aminos de las proteinas. De forma similar, se puede decir que los picos
presentes alrededor de 2925 cm™, 2854 cm?, 1746 cm?, 1162 cm™ y 1117 cm™
también se encuentran relacionados entre si y se asocian con la vibracion de los
enlaces caracteristicos de los acidos grasos. Por otro lado, mediante el andlisis
por matrices de correlacion se forman dos grupos de picos que correlacionan
positivamente entre si. Por un lado, la banda presente aproximadamente en
1465 cm! se correlaciona con 1239 cm™ y 1117 cm™. Y el pico presente alrededor
de 1379 cm! correlaciona positivamente con la banda presente en 721 cm. Sin
embargo, por ninguna de los métodos utilizados hasta el momento, ha sido
posible su asociacion ni al contenido en grasa ni en proteina de las muestras. En
la Figura 34 se muestra el espectro de absorbancia de una muestra de cerdo
donde se sefialan los enlaces que dan lugar a las bandas que aparecen a los

numeros de onda mas representativos.
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Figura 34. Espectro FTIR de una muestra de cerdo con la asociacion de los enlaces
con las bandas de absorcion.

Correlacion de las intensidades de absorbancia con la composicion quimica de las

muestras de carne.

Debido a la ausencia de una asociacion clara de algunas longitudes de onda con
el contenido lipidico y proteico de las muestras, se realizd6 una matriz de
correlaciéon intentando relacionar las intensidades de absorcion de las bandas
relevantes con el porcentaje de humedad, lipidos y proteinas de las muestras.
Estos datos se habian obtenido mediante el analisis quimico de las muestras tal

y como se ha descrito en el capitulo de material y métodos.

En la Tabla 13 se presentan los coeficientes de correlacion correspondientes al
analisis de todas las muestras de las que se conoce su composicion quimica
mediante los métodos de andlisis quimico. En esta matriz, se puede observar
distintos aspectos. Por un lado, se mantienen algunas de las correlaciones que
ya habian sido sefialadas en la matriz anterior, aunque en algunos casos sus
coeficientes se han visto modificados. En primer lugar, la banda presente
alrededor de 3288 cm™ correlaciona positivamente con 1657 cm (0,95) y 1542
cm! (0,97). En segundo lugar, el pico que aparece aproximadamente en 2925 cm-
! correlaciona con 2854 cm™ (0,96), 1746 cm™ (0,98), 1162 cm™ (0,96) y 1117 cm™!
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(0,92). En tercer lugar, la banda alrededor de 1465 cm™ correlaciona con 1239
cm™ (0,93) y 1117 cm (0,93) como ocurria en la matriz anterior (Tabla 12). Sin
embargo, en esta asociacion de picos se incluye una nueva longitud de onda
(1162 cm™) que correlaciona positivamente (0,90). También hay que senalar que
la tiltima de las correlaciones que aparecian en la anterior matriz (1379 cm™ con

721 cm™), ha desaparecido de ésta.

Por otro lado, cabe destacar que aunque tanto de forma gréafica como mediante
la revision bibliografica habiamos relacionada la primera de las correlaciones
con la parte proteica de las muestras (Wu, D. et al. (2008); Shiroma, C. y
Rodriguez-Saona, L., 2009; Meza-Marquez, O.G. et al., 2010; Carbonaro, M. y
Nucara, A. 2010; Rohman, A. et al., 2011; Papadopoulou, O. et al., 2011;
Herndndez-Martinez, M. et al., 2013; Alamprese, C. et al., 2013) y la segunda de
ellas con los lipidos (Guillén, M.D. y Cabo, N., 2000; Shiroma, C. y Rodriguez-
Saona, L., 2009; Arce, L. et al., 2009; Rohman, A. et al., 2011; Papadopoulou, O. et
al., 2011, Hernandez-Martinez, M. et al., 2013), mediante esta matriz no se
obtiene ninguna correlacion positiva. Para poder determinar cudl era la causa
de que no apareciesen correlaciones con la composicion quimica de las
muestras, se realizo una nueva matriz de correlacion pero eliminando las
muestras de carne de potro ya que como se ha explicado en el primer apartado
de este capitulo, la variabilidad existente en el contenido lipidico de las mismas
era elevada (RSD=24,4 %).
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Tabla 13. Coeficientes de correlacion de la variacion de absorbancia de las bandas mas relevantes de los espectros FTIR para las distintas
muestras de carne, incluyendo la composicién quimica.

3288 3006 2925 2854 1746 1657 1542 1465 1379 1239 1162 1117 721 Humedad Proteina Grasa
3288 1
3006 0,37 1
2925 -0,13 0,55 1
2854| -0,08 0,53 0,96 1
1746| -0,16 0,59 0,98 0,92 1
1657 095 047 0,02 0,13 -0,02 1
15421 097 042 -0,08 001 -011 0,99 1
1465 0,35 061 083 079 081 042 0,36 1
13791 0,38 047 053 052 052 049 045 061 1
12391 032 065 084 077 08 040 035 093 0,72 1
1162 -0,03 057 096 086 097 005 -003 090 055 091 1
1117 023 062 088 092 08 038 027 093 061 086 0,90 1
721 047 059 055 051 055 052 05 075 08 077 062 0,66 1
Humedad| 0,55 034 -0,16 -0,14 -0,18 050 048 023 -0,07 -0,03 -0,09 0,12 0,18 1
Proteina| -0,11 -0,28 -040 -0,33 -040 -0,08 -0,04 -0,66 -0,08 -037 -051 -051 -037 -0,63 1
Grasa| -053 -009 065 054 067 -050 -052 045 0,18 047 068 043 0,19 -0,53 -0,32 1
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En la Tabla 14 se muestran los coeficientes de correlacion que se han obtenido y
como se puede observar, a pesar de que éstos sufren algunas modificaciones, las
relaciones existentes entre las distintas intensidades de absorcién no varian con
respecto a las presentes en la matriz anterior (Tabla 13). Pero en esta nueva
matriz, aparece por primera vez una correlacion positiva entre el contenido
lipidico de las muestras y los picos presentes alrededor de 2925 cm™ (0,93), 2854
cm? (0,92) y 1746 cm (0,92). Esto corrobora la relacion que se habia establecido
mediante el analisis grafico y la revision bibliografica, donde estas bandas de
absorcion se relacionaban con la vibracion de los enlaces caracteristicos de los
lipidos (Guillén, M.D. y Cabo, N., 2000; Shiroma, C. y Rodriguez-Saona, L.,
2009; Arce, L. et al., 2009; Rohman, A. et al., 2011; Papadopoulou, O. et al., 2011;
Hernandez-Martinez, M. et al., 2013).

Por ultimo, se realizé una ultima matriz de correlacion eliminando también las
muestras de carne toro porque la variabilidad existente en el contenido lipidico
de las mismas también era alta (RSD=43,9 %). Como se puede observar en la
Tabla 15 se producen algunas modificaciones de las correlaciones entre las
bandas de absorcion. La correlacion entre los picos presentes alrededor de 3288
cm?, 1657 cm? y 1542 cm’, se amplia con la inclusion de una correlacién
positiva con la banda que aparece en torno a 1379 cm™ (0,90). La segunda de las
relaciones, que es la correlacion existente entre las bandas presentes alrededor
de 2925 cm?, 2854 cm’, 1746 cm y 1162 cm?, se ven modificadas con la
eliminacion del pico presente aproximadamente en 1117 cm™. Y en tercer lugar,
vuelve a aparecer la correlacion existente entre el pico presente en 1379 cm™ y el
de 721 cm? siendo su coeficiente de correlacion de 0,92. En cuanto a las
relaciones de las intensidades de absorcién con la composicion, se mantiene la
relacion existente entre los picos presentes en 2925 cm, 2854 cm! y 1746 cm™!
con el contenido lipidico de las muestras. Ademds, en esta matriz aparece
también una correlacion positiva (0,90) con el pico presente en 1162 cm. Esta
nueva correlacion estaria en concordancia con lo dicho en la revision
bibliografica donde se dice que esa banda surge como consecuencia de las
vibraciones de extension de los enlaces C-O (Arce, L. et al., 2009; Meza-
Marquez, O.G. et al., 2010; Hernandez-Martinez, M. et al., 2013).
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Tabla 14. Coeficientes de correlacion de la variacion de absorbancia de las bandas mas relevantes de los espectros FTIR para las distintas
muestras de carne (excepto la muestras de carne de potro), incluyendo la composicion quimica.

3288 3006 2925 2854 1746 1657 1542 1465 1379 1239 1162 1117 721 Humedad Proteina Grasa
3288 1
3006| -0,23 1
2925| -0,17 0,74 1
2854| -0,14 0,73 0,99 1
1746 -034 083 096 0,95 1
1657 096 -0,14 -0,01 0,01 -0,16 1
15421 097 -0,16 -0,07 -0,05 -0,21 0,99 1
1465| 046 052 078 079 066 059 056 1
13791 0,32 025 043 044 036 049 043 061 1
12391 039 062 080 080 071 054 051 098 0,62 1
1162 -0,06 076 099 099 09 010 005 08 049 087 1
1117} 025 067 089 090 081 041 036 097 063 098 0,94 1
7211 035 040 050 052 043 050 046 068 08 070 057 0,70 1

Humedad| 0,15 -043 -0,77 -0,77 -0,68 0,06 010 -056 -0,18 -0,53 -0,73 -0,63 -0,31 1
Proteina| 044 -0,80 -0,79 -0,77 -0,87 028 033 -043 -034 -0,51 -0,77 -0,60 -0,37 0,36 1
Grasal -039 070 093 092 092 -024 -030 056 023 05 08 071 034 -0,84 -0,80 1
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Tabla 15. Coeficientes de correlacion de la variacion de absorbancia de las bandas mas relevantes de los espectros FTIR para las distintas
muestras de carne (excepto la muestras de carne de potro y toro), incluyendo la composicion quimica.

3288 3006 2925 2854 1746 1657 1542 1465 1379 1239 1162 1117 721 Humedad Proteina Grasa
3288 1
3006| -0,43 1
2925| -0,47 0,77 1
2854| -044 0,76 0,99 1
1746| -0,57 0,86 0,97 0,97 1
1657 098 -031 -039 -0,37 -048 1
15421 098 -0,30 -0,42 -039 -0,50 0,99 1
1465| 0,19 062 0,75 0,77 068 028 0,27 1
1379] 090 -0,07 -0,19 -0,16 -026 093 095 0,50 1
1239 0,11 075 076 0,77 073 022 022 097 046 1
1162 -037 083 099 099 097 -028 -030 083 -0,06 0,85 1
1117} -0,04 0,77 087 088 084 006 005 096 029 098 094 1
7211 0,77 0,08 010 013 -003 078 079 070 092 062 021 0,50 1

Humedad| 0,30 -0,37 -0,79 -0,79 -0,70 028 031 -058 0,17 -0,52 -0,75 -0,66 -0,10 1
Proteina| 0,70 -0,81 -0,75 -073 -0,84 061 063 -034 046 -044 -073 -053 0,31 0,31 1
Grasa| -062 070 094 093 094 -05 -058 056 -040 057 090 0,72 -0,13 -0,83 -0,78 1
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Se cree que las matrices de correlacion mejoran al eliminar las muestras de
carne de toro y potro ya que estas muestras tienen mayor variabilidad en el
contenido de materia grasa. Ademads, en el caso del potro la composicion
quimica de las muestras no se habia llevado a cabo con el mismo trozo de carne
que se habia utilizado para analizar mediante espectroscopia MIR, ya que esta
composicion se habia medido con anterioridad para otros analisis y estudios
que se estan llevando a cabo con los mismos ejemplares de potro. Por ello, se
piensa que la composicion quimica de las muestras analizadas mediante
espectroscopia MIR no coincidia con la de las muestras empleadas para los
analisis quimicos. A parte de esta consideracion de cardcter practico, hay que
tener en cuenta, como ya se ha comentado anteriormente, la gran variabilidad

existente en la composicion quimica de las muestras de carne de toro y potro.

4. Estimacion de la composicion quimica de las muestras.

Otro de los objetivos de este trabajo final de carrera ha sido conseguir analizar
la composicion quimica de las muestras mediante espectroscopia MIR, un
método rapido, sencillo y no destructivo (Wu, D. et al., 2008). Para ello, se
intentd establecer una relacion entre el contenido lipidico y proteico de las
muestras con las intensidades de absorcion a determinadas longitudes de onda
mediante rectas de regresion. Para obtener estas rectas se utilizaron todas las
muestras de las que se conocia la composicion quimica mediante métodos
quimicos de andlisis excepto las muestras de carne de toro y potro, porque
como ya se ha explicado en anteriores apartados, aportaban mucha variabilidad
y los resultados obtenidos, no eran validos. Los resultados de estos analisis se

recogen en la Tabla 6 del Apartado 1 del Capitulo de Resultados y discusion.

4.1. Estimacion del contenido lipidico de las muestras.

Como ya se ha explicado anteriormente, algunas de las longitudes de ondas
caracteristicas que se habian seleccionado, pueden ser asociadas de forma clara
a uno de los dos componentes mayoritarios de la muestras, no teniendo en
cuenta la humedad ya que las pastillas habian sufrido un proceso de desecacion
previo. Por ello, se obtuvieron las rectas de regresion del contenido lipidico con
respecto a las intensidades de absorcién a 2925 cm™ (Figura 35) y 1744 cm
(Figura 36).
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Figura 35. Recta de regresion de la absorbancia de radiacion infrarroja a 2925 cm™ en
funcion del porcentaje de materia grasa de las muestras de carne.
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Figura 36. Recta de regresion de la absorbancia de radiacion infrarroja a 1744 cm™ en
funcion del porcentaje de materia grasa de las muestras de carne.

En ambos casos, el mejor ajuste se obtiene con un modelo lineal, obteniendo asi
una ecuacion de primer grado. Para que el ajuste de una recta de regresion
pueda ser considerado como adecuado, el coeficiente de regresion cuadratico de
la misma debe ser superior a 0,9. Como se puede observar, en la recta de
regresion obtenida con las intensidades de absorcion a 2925 cm™ (Figura 35) el
coeficiente de regresion cuadratico es de 0,9336. Por otro lado, el coeficiente de

regresion cuadratico obtenido con las intensidades de absorcién a 1744 cm™!
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(Figura 36) es de 0,906. Por lo tanto, ambos coeficientes son superiores a 0,90.
Por ello, se cree que este método puede ser apropiado para estimar el contenido

lipidico de las muestras de carne.

Validacion del método de estimacion del contenido lipidico mediante espectroscopia
MIR.

Para corroborar la validez del método, se analizé unas nuevas muestras que no
habian sido incluidas en estas rectas de regresion. Para ello, se analizo en total 8
muestras, dos de cada una de las siguientes especies animales: ternera, cordero,
pollo (pechuga) y cerdo. Se eligio estos animales porque abarcaban desde las

especies mas grasas como el cordero hasta las menos grasas como el pollo.

El procedimiento seguido se describe a continuacion. Primero se analizd
mediante espectroscopia MIR las muestras y se obtuvieron las intensidades de
absorcién a 2925 cm™ y 1744 cm™. Con estos datos, se uso las rectas de regresion,
que se habian obtenido anteriormente (Figura 35 y 36), para estimar el
contenido graso de los distintos tipos de carne. Por otro lado, se analiz6 la

composicion quimica de las muestras. Una vez recopilado ambos datos, se

procedid a su comparacion. Los resultados obtenidos, se muestran en la Tabla
16.
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Tabla 16. Resultados del analisis de validacion del método.

Media Grasa Media Grasa Grasa Valor Valor
Tipo de Absorbancia . 2925  Absorbancia . 1744 relativo relativo
Muestra absorbancia L. absorbancia , . (real)
carne 2925 cm! 2925 cm-1 (tedrica) 1744 cm! 1744 em- (tedrica) (%) 2925 cm? 1744 cm!
(%) (%) ° (%) (%)
Pollo PP3a 0,181 0,000
PP3b 0.176 0,179 2,06 0,000 0,000 0,01 1,4 47,2 -99,6
PP4a 0,231 0,000
PPAb 0.151 0,191 2,35 0,000 0,000 0,01 1,2 95,7 -99,5
Cordero CO3a 0,400 0,229
COBb 0.411 0,406 7,51 0.241 0,235 7,40 5,9 27,3 25,4
CO4a 0,206 0,129
CO4b 0.235 0,220 3,07 0.148 0,138 4,35 2,9 5,7 50,0
Cerdo C3a 0,275 0,174
C3b 0.339 0,307 5,14 0.209 0,191 6,02 45 14,2 33,7
C4a 0,271 0,165
Cab 0.193 0,232 3,33 0.122 0,143 451 3,4 -0,5 34,8
Ternera T3a 0,122 0,000
0,152 1,43 0,000 0,01 1,6 -10,7 -99,6
T3b 0,182 0,000
T4a 0,153 0,000
0,140 1,13 0,000 0,01 1,1 2,9 -99.4
T4b 0,127 0,000
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Como se puede observar, los resultados obtenidos mediante el analisis por
espectroscopia MIR y su posterior transformacion mediante la recta de
regresion, varian de unas muestras a otras y de unas longitudes de onda a otras.
Para poder tener un parametro de comparacion, se calculo el error relativo que
se comete en cada una de las muestras, para lo cual se empled la siguiente

ecuacion:

Valor estimado — Valor real

Valor relativo (%) = ( ) x 100

Valor real

De forma general, se puede concluir que los resultados obtenidos con las
intensidades de absorciéon a 2925 cm son mejores que los obtenidos con los
datos de 1744 cm’, ya que los valores relativos calculados son inferiores para
todas las muestras. En el caso de las estimaciones realizadas con las
intensidades de absorcion a 2925 cm! se observa que las mayores diferencias
encontradas son positivas (+95,7 %), siendo la menor de todas ellas negativa (-
0,5 %). Sin embargo, en el caso de la otra longitud de onda (1744 cm™) los
mayores valores relativos son negativos (-99,6 %). Aunque hay que sefialar que
en esta longitud de onda los mayores valores relativos obtenidos pertenecen a
las muestras (pollo y ternera) que no presentan pico de absorciéon a dicha
longitud de onda. Al no presentar este pico, este método estima que la
composicion lipidica es muy pequefa, casi nula, lo que no coincide con la
realidad. Aunque si que es verdad que aquellas muestras que no presentan
dicho pico, son las que tienen menor contenido lipidico. De esta forma, se
puede concluir que la mejor longitud de onda para el cdlculo del contenido

lipidico de las muestras es las intensidades de absorcion a 2925 cm™.

4.2. Estimacion del contenido proteico de las muestras.

De la misma forma que se habia intentado desarrollar un método para estimar
mediante espectroscopia de infrarrojo el contenido lipidico de las muestras, se
intentd obtener otro sistema para conocer el contenido proteico de las mismas.
Como se habia sefialado anteriormente existen una serie de bandas de
absorcion (3288 cm!, 1657 cm™ y 1542 cm!) que estan asociadas de forma clara a
enlaces caracteristicos de las proteinas. Por ello, se intento relacionar el pico que

aparece en 3288 cm™ con la proteina de las muestras de las que se conocia su

UDna 104



Capitulo V. Resultados y discusion

composicion quimica. Para poder establecer dicha relacion se calculé mediante

Excel 2010 su recta de regresion.
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Figura 37. Recta de regresion de la absorbancia de radiacion infrarroja a 3288 cm™ en
funcion del porcentaje de proteina de las muestras de carne.

En la Figura 37 se puede observar la recta de regresion que relaciona el
contenido proteico de las muestras con las intensidades de absorcion medidas a
3288 cm™. Esta recta de regresion tiene un coeficiente de regresion cuadratico de
0,62 por ello, este método no podria ser utilizado para la estimacion del
contenido proteico de las muestras, ya que el error que se produciria seria muy
elevado. Esto puede deberse a que la composicion proteica de todas las
muestras de carne es muy parecida mientras que las intensidades de absorcion

a 3288 cm! son mas variables.

Dado que los resultados obtenidos al analizar las intensidades de absorcion a
3288 cm™ no eran Optimos, se intentd realizar la misma correlacion con las

intensidades de absorcion a 1657 cm y 1542 cm™.
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Figura 38. Recta de regresion de la absorbancia de radiacion infrarroja a 1657 cm™ en
funcion del porcentaje de proteina de las muestras de carne.
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Figura 39. Recta de regresion de la absorbancia de radiacion infrarroja a 1542 cm™ en
funcion del porcentaje de proteina de las muestras.

En las Figuras 38 y 39 se muestran la recta de regresion obtenida al trabajar con
las intensidades de absorcion de las distintas muestras a 1657 cm™ y 1542 cm!

respectivamente. En ambas rectas de regresion, los coeficientes de regresion
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cuadraticos obtenidos son de 0,53. Como ya se ha comentado anteriormente,
cuando este coeficiente toma valores inferiores a 0,9, no es adecuado utilizar la
recta de regresion para calcular alguna de sus variables porque se cometen
errores. Ademas, sefialar que estos coeficientes de regresidn cuadraticos son

inferiores a los obtenidos con las intensidades de absorcidn a 3288 cm.

Por lo tanto, segun los resultados que se han obtenido, se puede concluir que
las rectas de regresion obtenidas con los valores de absorbancia en funcién del
porcentaje de proteina a 3288 cm™, 1657 cm™ y 1542 cm! no permiten estimar el

contenido proteico de las muestras de carne.

5. Empleo del Andlisis de Componentes Principales (ACP) para la

clasificacion de las muestras por especies animales.

Como ultimo etapa durante la realizacion de este trabajo final de carrera, se
intento clasificar las muestras analizadas por especies animales a partir de los
datos de intensidad de absorcion a diferentes longitudes de onda y del
contenido en humedad, proteina y grasa obtenidos mediante andlisis quimicos.
Para realizar esta clasificacion se utilizo el Analisis de Componentes Principales
(ACP). Los componentes principales son combinacion lineales de las variables
del sistema de forma que mediante este analisis se consigue reducir el nimero

de variables empleadas.

En la Tabla 17, se recogen los nimeros de onda cuyas intensidades de absorcion
fueron utilizados para el andlisis de componentes principales. Como se puede
observar, las longitudes de onda que se seleccionaron fueron las mismas que
habian sido utilizadas para la realizacion de las matrices de correlacion del
apartado 3 de este capitulo. Ademads, como ya se ha dicho anteriormente,
también se utilizaron los datos del porcentaje de humedad, proteina y grasa de
las muestras. Por lo tanto, el niumero total de variables utilizadas fue 16. Dado
que no todas las variables estaban en las mismas unidades, fue necesario

realizar un proceso previo de normalizacion de los datos.
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Tabla 17. Numeros de onda cuyas intensidades de absorcion son utilizadas para la
realizacion del Analisis de Componentes Principales (ACP).

Variable Numero de onda (cm-)
Al 3288
A2 3006
A3 2925
Ad 2854
A5 1746
A6 1657
A7 1542
A8 1465
A9 1379

A10 1239
All 1162
A12 1117
A13 721

Por otro lado, para la realizacion de este andlisis se utilizaron todas las muestras
con composicion quimica conocida excluyendo las muestras de la tanda de
validacién del método de estimacion del contenido en lipidos. De esta forma, el
numero total de muestras utilizadas fue 19. Sin embargo, el nimero total de
datos utilizados fue 38 ya que se incluyeron los valores obtenidos al realizar las
dos repeticiones de cada muestra. Para la mejor compresion del gréfico
obtenido mediante este anadlisis, se asigno un cddigo numérico a cada especie
animal. En la Tabla 18 se recogen los cddigos asignados a cada especie y el

numero de muestras utilizadas de cada una de ellas.
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Tabla 18. Especie animal, c6digo asignado y numero de muestras utilizadas.

Codigo Especie animal Numero de muestras
1 Potro
Cerdo
Ternera
Pollo
Gallina
Pavo
Cordero
Conejo
Vaca
Toro
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Segun el resultado obtenido al realizar el analisis de componentes principales,
con los cuatro primeros componentes se puede explicar el 92,72 % de la
variabilidad de las muestras, aunque los que mayor peso tienen son los dos
primeros componentes con un 60,22 % y un 22,12 %, respectivamente (Tabla
19).

Tabla 19. Porcentaje de variabilidad explicado por los cuatro primeros componentes
principales.

Numero de componente % de variabilidad
1 60,22
2 22,12
3 5,43
4 4,95
Total 92,72

Ya que los dos primeros componentes principales explican el 82,34 % de la
variabilidad, se decidié representar en una grafica las puntuaciones de cada
muestra para estos dos componentes. El resultado obtenido se muestra en la

Figura 40.
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Figura 40. Representacion de las puntuaciones de los dos primeros componentes
principales para cada una de las muestras analizadas.

En esta grafica, se observa la distribucion de las muestras segin los dos
primeros componentes principales. Ambos componentes pueden ser positivos o
negativos. El primer componente toma valores que varian entre 8 y -6. Las

puntuaciones del segundo componente varian entre 5y -5.

Como se puede observar no existe una agrupacion clara de las muestras en
funcion de las especies animales a las que pertenecen excepto cuando se trata de
las repeticiones de una misma muestra. Sin embargo, si que se pueden agrupar
algunas de las muestras en tres zonas. La primera de ellas, corresponde con las
muestras de potro. Estas muestras poseen un valor alto y de signo positivo
tanto para el primer componente como para el segundo. La segunda de las
zonas, corresponde con las muestras de cordero y vaca. Estas muestras poseen
un valor positivo pero bajo en el primer componente principal y un valor bajo y
negativo en el segundo de los componentes. En la tercera de las zonas se situan
las muestras de toro y ternera. Ambas muestras tienen un valor bajo y negativo
en el primer componente principal, siendo cercano a cero el valor del segundo

de los componentes. El resto de muestras no se han podido asignar a ningtin

grupo.
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Tras observar el grafico, se ha llegado a la conclusion de que estas agrupaciones
se han realizado segun el contenido en lipidos de las muestras. Por ejemplo, el
grupo formado por las muestras de cordero y vaca aglutina las dos muestras
que poseen un mayor contenido lipidico, siendo del 11,6 % para la muestra de
cordero y del 9,6 % para la muestra de carne de vaca. Por lo tanto, en este grupo
se encuentran los animales mas grasos. De igual forma, el grupo formado por
las muestras de toro y ternera aglutinaria las muestras con un contenido
intermedio en grasa, ya que este varia entre 1,9 % y 5,3 % en el caso del toro y es
del 3,2 % en el caso de la ternera. La ultima de las zonas, agrupa las muestras de
potro que poseen un contenido en lipidos inferior a las muestras de vaca y
cordero pero superior a las de toro y ternera, ya que su porcentaje en grasa

varia entre 3,4 % y 6,4 %.

Por lo tanto, a la vista de los resultados obtenidos, se podria concluir que
mediante el Andlisis de Componentes Principales (ACP) no ha sido posible la
clasificacion precisa de las muestras en funcion de la especie, aunque, si que se
ha realizado su agrupacion en funcion de su contenido graso. De todas formas,
se cree que es necesario seguir investigando en este ambito e incrementar el
numero de muestras utilizadas para mejorar las estimaciones de los pardmetros

empleados en este andlisis.
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Capitulo V1. 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. Se ha puesto a punto un método de analisis de muestras de carne basado
en la espectroscopia FTIR-MIR obteniéndose espectros con bandas bien
resueltas, sin saturar el detector y con ruido de linea base minimo.
Ademads, este método posee una elevada repetibilidad.

2. Los espectros de absorbancia de las diferentes especies presentan bandas
de absorcion que aparecen en nimeros de onda similares pero variando
la intensidad de absorcién. Es decir, las muestras de carne poseen enlaces
similares en los componentes basicos (proteina y grasa) pero varia la
proporcion en las que estos se encuentran en ellas.

3. Las bandas que aparecen aproximadamente en 3288 cm?, 1657 cm y
1542 cm™ se encuentran relacionadas entre si y pueden atribuirse con
modos de vibracién de los grupos aminos de las proteinas. De igual
forma, los picos presentes alrededor de 2925 cm, 2854 cm™ y 1746 cm™!
se encuentran relacionados entre si y se asocian con la vibracion de los
enlaces caracteristicos de los acidos grasos.

4. FEl porcentaje de humedad y proteina de las muestras de carne de las
diferentes especies apenas presentan variabilidad. Sin embargo, el
contenido en lipidos, no solo varia entre especies sino también dentro de
una misma especie debido a una serie de factores entre los que se
encuentran el sexo, la edad de sacrificio, la alimentacion o el sistema de
produccion empleado. Esta variabilidad es especialmente significativa en
la carne de potro y de toro de lidia.

5. La espectroscopia FTIR-MIR permite la estimacion del contenido graso
de muestras de carne. Los resultados obtenidos son mejores cuando se
emplean las intensidades de absorcion a 2925 cm™ que cuando se usan
las de 1746 cm?'. Las rectas de regresion obtenidas mediante
espectroscopia FTIR-MIR para la estimacion del contenido proteico de
las muestras de carne no proporcionan resultados validos.

6. El Anadlisis de Componentes Principales (ACP) hace posible la
clasificacion de las muestras de carne en funcion de su contenido en

lipidos aunque no permite su clasificacion por especies.
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