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DESCRIPCION

Método de determinacion de la cantidad de por lo menos algunos acidos grasos contenidos en diferentes materiales
biolégicos de un mismo animal criado para la produccion de carne.

La invencién se refiere a un método de determinacion de la cantidad de algunos acidos grasos contenidos en
diferentes materiales biolégicos de un mismo animal criado para la produccién de carne.

El contenido en materia grasa (o lipidos) de cada uno de los productos que consumimos forma parte de la
informacién habitual que figura en las etiquetas de los acondicionamientos de los alimentos.

Estos lipidos se rechazan desde hace mucho tiempo debido a su gran contribucién energética en las dietas, siendo
los acidos grasos saturados los principales.

Desde hace una década, los cientificos multiplican las pruebas para no rechazar los acidos grasos. Para los
nutricionistas no existen acidos grasos buenos y malos en las dietas del ser humano, sino simplemente &cidos
grasos en exceso 0 en escasez que provocan numerosos desequilibrios fisioldgicos, que contribuyen a la génesis de
numerosas enfermedades denominadas “de la civilizacion” (enfermedad cardiovascular, diabetes, obesidad, etc.).

Todas las guias nutricionales estan ahora de acuerdo en recomendar:
a. un aumento del consumo de acido oleico (C18:1 n-9),

b. un aumento del consumo de omega 3 en forma de acido alfa-linolénico (C18:3 n-3), de EPA (C20:5 n-3) y de
DHA (C22:6 n-3),

c. una limitacién del consumo de acido palmitico (C16:0),
d. una limitaciéon del consumo de &acido linoleico (C18:2 n-6),
e. una disminucion de la relacién C18:2 n-6/C18:3 n-3.

Esta ultima década ha estado plagada de estudios que buscan optimizar la composicion nutricional de acidos grasos
de los productos consumidos por el ser humano para mejorar su salud, siguiendo estas recomendaciones. Por lo
tanto, se han examinado los modos de produccion de los animales y la composicién en acidos grasos de sus lipidos
y se han desarrollado métodos de determinacion de acidos grasos.

En lo que se refiere a los animales, su alimentacion desempefia un papel principal (superior a la genética y otros
factores de crianza) en la determinacion de la composicion en acidos grasos de sus productos.

Por lo tanto, para mejorar el perfil de acidos grasos de una carne, de una leche, de un huevo, conviene elegir
correctamente las materias primas que constituyen la racion alimentaria. En el animal monogastrico, el perfil lipidico
de la carne es el reflejo directo de su alimentacion.

En los rumiantes, también existe este vinculo pero esta “confundido” por la funcién de biohidrogenacion de la panza,
lo que hace que la correlacion sea mas delicada y dependa de las interacciones digestivas en el interior de la panza.

Y mas alla del interés de conocer la composicién en acidos grasos de los productos consumidos por el ser humano
para la salud de este ultimo, también es muy interesante tener en cuenta la composiciéon en acidos grasos de los
materiales biolégicos que constituyen los animales para caracterizar la salud de estos animales.

En efecto, mediante el reconocimiento de algunos acidos grasos o la relaciéon de acidos grasos en cantidades
conocidas, es totalmente posible emitir un diagnoéstico sobre los desequilibrios nutricionales de una racién
alimentaria y, como consecuencia, sobre los trastornos metabdlicos en los que se incurre a medio y a largo plazo.

Asi, los acidos grasos C18:2 n-6 y C18:3 n-3 sdélo pueden tener un origen exdgeno (es decir, alimentario), ya que
ningun animal puede sintetizarlos. Estos acidos grasos indispensables también se denominan esenciales ya que son
vectores muy importantes del equilibrio de los sistemas hormonal, inmunitario, inflamatorio, etc. y sus derivados
oxigenados son con mucha frecuencia antagonistas, lo que ha llevado a los nutricionistas a recomendar una relacion
C18:2 n-6 / C18:3 n-3 para equilibrar mejor las principales funciones metabdlicas de los organismos, ya se trate del
ser humano o de los animales.

Por ello resulta interesante controlar en el animal vivo, por medio del analisis de su sangre, de su piel, de su pelaje o
de cualquier otro tejido bioldgico, el equilibrio de esta relacién (por ejemplo) que esta inevitablemente correlacionada
con el equilibrio de esta relacion en la racién alimentaria que, por su parte, no siempre se conoce.
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Esto es cierto para acidos grasos de origen exclusivamente exdgeno, pero puede serlo totalmente para acidos
grasos de origen enddgeno (o mixto), ya que su sintesis estd modulada por numerosos equilibrios de una racién
alimentaria: aportes de energia (en forma de azucares, de almidén, de lipidos o de glucidos complejos), de proteina,
de fibras, de minerales, de vitaminas.

En funcion del nivel energético de una racion dependera el nivel de sintesis y de lipdlisis de los acidos grasos del
tejido adiposo, y por lo tanto se modificara el perfil de acidos grasos del mismo.

A diferencia de los aceites vegetales, que contienen una veintena de acidos grasos principales diferentes, las
materias grasas animales, particularmente procedentes de rumiantes, estdn compuestas por un nimero muy grande
de acidos grasos diferentes.

Se conocen cerca de 400 acidos grasos diferentes. Las proporciones relativas de estos acidos grasos son
extremadamente variables en funcidon de numerosos parametros: la raza, el individuo, la estacién, la edad y sobre
todo la alimentacion.

Los acidos grasos se agrupan de manera clasica en familias de las cuales se presenta una lista ilustrada de algunos
ejemplos de &cidos grasos:

a. Los acidos grasos saturados de cadena corta (C4:0, C6:0, C8:0, C10:0);
b. Los acidos grasos saturados de cadena media: acido laurico (C12:0) y acido miristico (C14:0);
c. Los acidos grasos saturados de cadena larga: acido palmitico (C16:0) y acido estearico (C18:0);

d. Los acidos grasos monoinsaturados en cis o trans: acido oleico (C18:1 cis9), acido vaccénico (C18:1
trans11);

e. Los acidos grasos conjugados: acido ruménico (C18:2 cis9 trans11);
f. Los acidos grasos impares ramificados;

g. Los acidos grasos poliinsaturados de la familia omega 3: acido alfa-linolénico (C18:3 n-3), acido
eicosapentaenoico (C20:5 n-3), acido docosahexaenoico (C22:6 n-3);

h. Acidos grasos poliinsaturados de la familia omega 6: 4cido linoleico (C18:2 n-6), acido araquidénico (C20:4 n-
6).

La gran variedad y la gran dispersion de composicion de los acidos grasos de los productos animales, por un lado, y
la importancia cuantitativa del consumo de materias grasas animales procedentes de carnes y productos derivados
de su produccién, por otro lado, hacen que sea muy importante la evaluacion de la calidad nutricional de los lipidos
de los productos de animales criados para la produccion de carne.

Las empresas ganaderas se orientan por lo tanto hacia una mejora de la calidad nutricional de los lipidos de carnes
y productos derivados de su produccion. En cuanto a las empresas ganaderas como tales, buscan herramientas de
diagndstico del equilibrio de las raciones alimentarias distribuidas a los animales para optimizar la rentabilidad
economica de su produccion mediante mejores rendimientos y una mejor salud de los animales.

Teniendo en cuenta este doble entusiasmo dirigido al productor y al consumidor, parece por lo tanto totalmente
interesante poder evaluar de manera rapida, fiable y con menor coste, la composicién de lipidos de carnes y
productos derivados de su produccion en el animal muerto, asi como la de los materiales biolégicos accesibles en el
animal vivo (mediante analisis directo o mediante toma de muestras) con el fin de predecir, es decir prever, el perfil
de acidos grasos obtenido en las carnes y los productos derivados. En efecto, mediante el conocimiento por
adelantado de la composicion de la sangre, de la piel y del pelaje algunas horas, dias 0 meses antes del sacrificio
del animal, para una racién alimentaria dada, se puede considerar predecir la calidad de los lipidos de carnes y
productos derivados de su produccion, en el contexto de una alimentacion estable a lo largo del tiempo. Asi, por
ejemplo, si la cantidad de omega 3 diagnosticada en la carne mediante el analisis del pelaje es insuficiente para
responder a un objetivo cualitativo segin un pliego de condiciones, entonces se puede considerar un consejo de
cambio de la racién del animal con el fin de alcanzar el objetivo buscado.

Por lo tanto, la presente invencién se refiere a un método de determinacion de la cantidad de por lo menos algunos
acidos grasos contenidos en diferentes materiales biolégicos de un mismo animal criado para la produccion de
carne, a partir de una base de datos en la que se han determinado previamente, para un material de referencia
procedente del mismo tipo de animal, las composiciones o los perfiles de acidos grasos, determinados mediante
cromatografia en fase gaseosa, después se han medido y registrado los espectros de absorcion de infrarrojos o de
difusion de Raman correspondientes, comprendiendo el método las etapas siguientes:
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determinar, mediante un modelo matematico, para este material de referencia, una ecuacion de calibracion
correspondiente a la determinacion, mediante un método espectroscopico, de un acido graso o de una suma
de acidos grasos;

validar el empleo de dicha ecuacion de calibracidon de la etapa anterior, en vista de su utilizacion con nuevas
muestras a analizar, a partir del momento en que para una serie de muestras denominadas “de validacion”,
de la misma naturaleza que el material biolégico de referencia, el coeficiente de correlacion r’ entre el
contenido en el acido graso considerado o la suma de acidos grasos obtenida mediante cromatografia en
fase gaseosa y mediante espectroscopia, es por lo menos igual a 0,7;

someter una nueva muestra a analizar, de la misma naturaleza que el material de referencia, a radiacion
luminosa para obtener su espectro de absorcion, y utilizar la ecuacion de calibracién anteriormente validada
para deducir su perfil, es decir su contenido en acidos grasos denominados “principales”, a saber los que
presentan un coeficiente de correlacion r? por lo menos igual a 0,7,

caracterizado por que comprende también por lo menos una de las etapas siguientes:

d/

el

determinar el perfil, es decir el contenido en acidos grasos denominados “secundarios”, es decir todos
aquéllos cuyo coeficiente r? es inferior a 0,7, a partir del perfil de acidos grasos “principales” tal como se ha
determinado en la etapa anterior, por medio de ecuaciones de prediccion estadisticas que presentan un
coeficiente de correlacion r? por lo menos superior al coeficiente de correlacion r? determinado entre los
valores de acidos grasos denominados “secundarios”, medidos mediante espectroscopia y los valores
obtenidos mediante cromatografia en fase gaseosa o por medio de ecuaciones de prediccion estadisticas que
presentan un coeficiente de correlacion por lo menos igual a 0,7, obtenido con el método de cromatografia en
fase gaseosa;

determinar el contenido en acidos grasos de por lo menos otro material del mismo animal, a partir de los
perfiles obtenidos en las etapas ¢/ y/o d/, por medio de ecuaciones de prediccion estadisticas que presentan
un coeficiente de correlacion por lo menos igual a 0,7, obtenido con el método de cromatografia en fase
gaseosa.

Preferentemente, en las etapas b/, ¢/, d/ y e/, r’ es por lo menos igual a 0,8, preferentemente por lo menos igual a

0,9.

Por otro lado, segun otras caracteristicas ventajosas y no limitativas:

dicho material biolégico es liquido;
dicho material biolégico es sangre;
dicho material biolégico es soélido;

dicho material biologico se elige de entre el pelaje, las escamas, las plumas, la piel, la grasa, la carne, los
despojos;

dicho animal se elige de entre el grupo constituido por los bovinos, los ovinos, las aves de corral, los cerdos,
los conejos y los peces.

El estado de la técnica mas préximo a la invencién se da a conocer en el articulo de FERNANDEZ-CABANAS V. M.
ET AL: “Rapid determination of the fatty acid profile in pork dry-cured sausages by NIR spectroscopy”, FOOD
CHEMISTRY, ELSEVIER LTD, NL, vol. 124, n° 1, 1 de enero de 2011 (01-01-2011).

Otras caracteristicas y ventajas de la presente invencion se desprenderan de la lectura de la siguiente descripcion.

| - Modelo de determinacién de la composiciéon en acidos grasos de los lipidos de carnes y productos derivados de

su produccion

a. Introduccién

La determinacion del perfil de acidos grasos de los lipidos de los productos se realiza actualmente mediante el
método de referencia: la cromatografia en fase gaseosa (CG). Permite separar mezclas gaseosas a consecuencia
del equilibrio entre una fase gaseosa movil y una fase estacionaria. Cronolégicamente, el método se basa en:

1 - una etapa de extraccion de la materia grasa,

2 -

una preparacion de los ésteres metilicos de acidos grasos,



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 542 408 T3

3 - un analisis mediante cromatografia en fase gaseosa de estos ésteres metilicos de acidos grasos.

No obstante, este método es lento (de una a tres semanas segun los laboratorios) y costoso (de 100 a 200 € por
analisis, aproximadamente). Es un freno considerable para los actores de las empresas ganaderas que desearian
multiplicar su investigacion, su desarrollo producido o incluso ejercer un control de la calidad de las carnes obtenidas
o del equilibrio de una racién alimentaria.

Es por ello que se ha considerado un método muy interesante desde el punto de vista de la fiabilidad pero mucho
mas rapido y menos costoso: el analisis mediante espectroscopia de infrarrojos o Raman, acoplado a ecuaciones de
prediccion.

El método propuesto se basa en 3 etapas:

Las dos primeras etapas consisten en obtener un perfil de acidos grasos de manera rapida, fiable y lo mas completa
posible para un tejido dado de un mismo animal.

La tercera etapa permite obtener un perfil de acidos grasos de manera rapida, fiable y lo mas completa posible para
numerosos tejidos del mismo animal, y potencialmente en momentos diferentes, a partir del momento en que no ha
cambiado la racién alimentaria.

b. Descripcién del método

Etapa 1: Determinacién parcial de la composicion lipidica (a partir de los acidos grasos principales, presentes en
mayor cantidad)

- de uno o varios tejidos magros (carne) o grasos (grasas de cobertura, grasas intermusculares) de un animal
criado y después sacrificado para la produccion de carne (porcino, bovino, ovino, aves de corral, conejo, pez,
etc.)

- de uno o varios tejidos (piel, pelaje...) o materiales bioldgicos (sangre, orina, heces, leche...) de un animal en
crecimiento o en engorde,

mediante el método de andlisis rapido y eventualmente no invasivo de espectroscopia, infrarrojos o Raman, a partir
de equipos de medicion disponibles en el mercado o bien los que deban crearse para cada una de las aplicaciones
especificas que podra ser necesario realizar (por ejemplo, en la linea de sacrificio de los cerdos, de las vacas, de las
aves de corral, etc. 0 en su epidermis) para ganar en cuanto al caracter practico, la robustez, el coste, la
reactividad...

Tras la constitucion de una base de datos importante y representativa de muestras para las que, por un lado, se ha
determinado la composicion del perfil de acidos grasos mediante el método de referencia (CG) y, por otro lado, se
han obtenido espectros de absorcion luminosa a partir de un equipo de mediciéon adaptado (pero evolutivo), y se ha
obtenido una calibracion de infrarrojos o Raman para cada acido graso considerado mediante el método de
referencia.

Cada calibracion se caracteriza por un grado de fiabilidad. Cuanto mayor es la cantidad en la que estan presentes
los acidos grasos o las familias de acidos grasos (por ejemplo: acidos grasos saturados) (acidos grasos principales;
por ejemplo, acido palmitico, acido oleico, acido estearico, etc.) mayor sera esta fiabilidad.

En cambio, para obtener rapidamente, mediante espectroscopia y de manera fiable, acidos grasos en pequefia
cantidad (acidos grasos denominados secundarios; por ejemplo, el acido a-linolénico, omega 3), con el objetivo de
obtener un perfil de acidos grasos completo, se necesita una segunda etapa.

Etapa 2: Determinacioén de los acidos grasos secundarios mediante ecuacion de prediccion matematica.
Algunas veces los acidos grasos de un mismo tejido estan muy bien correlacionados entre si.

Por lo tanto, a partir de los acidos grasos principales obtenidos mediante espectroscopia, infrarrojos o Raman, es
posible calcular mediante ecuacion de prediccion (lineal o no), la cantidad de acidos grasos denominados
secundarios, presentes en pequefia cantidad. Dado que este segundo método de evaluacién mediante calculo
ofrece una mejor fiabilidad de resultado que el primero, merece la pena utilizarlo.

También se puede obtener otra evaluacion de acidos grasos predichos de manera insuficientemente adecuada
directamente mediante espectroscopia, infrarrojos o Raman, mediante ecuacién de prediccién matematica en
asociacion con otros constituyentes distintos de los acidos grasos (agua, materias grasas, proteinas, colageno, sal,
etc.) dado que una correlacion estrecha habra permitido establecer una ecuacién de prediccion fiable.
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Teniendo en cuenta el numero y la variabilidad de composicién de los tejidos en un mismo animal, se puede
considerar una tercera etapa para obtener rapidamente la composicion en acidos grasos de diferentes tejidos,
eventualmente con un desfase temporal si la racién alimentaria del animal permanece estable.

Etapa 3: Determinaciéon de la composicién en acidos grasos de diferentes tejidos de un mismo animal, o de varios
animales de un mismo lote de produccién homogéneo, a partir del conocimiento del perfil de acidos grasos (segun
las etapas 1 y/o 2) de por lo menos un tejido del mismo animal o de un animal del mismo lote.

En efecto, estableciendo fuertes correlaciones de composicion en acidos grasos entre diferentes tejidos que
permiten predicciones fiables, resulta posible conocer el contenido en un acido graso de un tejido (por ejemplo:
musculo magro) conociendo este mismo acido graso en otro tejido (grasas de cobertura).

De la misma manera, para producciones muy homogéneas y normalizadas con poca variabilidad de composicién en
acidos grasos de un animal a otro (caso de los animales criados en el interior de una misma empresa ganadera y
que reciben la misma alimentacién hasta la misma edad), es posible predecir el contenido en un acido graso de un
tejido de un animal a partir del contenido en ese mismo acido graso de un tejido de otro animal del mismo lote.

Por ultimo, también es posible conocer por adelantado la composicién de un tejido (por ejemplo: carne) en un acido
graso dado en un instante t (por ejemplo: sacrificio), a partir del conocimiento de la composicién en otro tejido (por
ejemplo: sangre) en un instante t-h (en horas), t-d (en dias) o t-s (en semanas), a partir del momento en que el
animal recibe una racion alimentaria estable.

Por lo tanto, mediante la utilizacion de métodos de analisis rapidos de determinacion de los acidos grasos de los
productos, en combinacion con la aplicacion de ecuaciones de prediccion entre acidos grasos (o incluso a partir de
otros constituyentes distintos de los acidos grasos pero bien predichos mediante espectroscopia y bien
correlacionados con el acido graso considerado), o también entre piezas en un momento dado (grasas de cobertura,
grasas intermusculares, musculos variados) o entre tiempos desfasados (sangre, pelaje, piel), o incluso entre
animales de un lote homogéneo de produccion, o por ultimo entre el comienzo y el final de un proceso de coccién u
otra transformacion, resulta posible:

- acceder facilmente a informaciones nutricionales importantes, a saber las tasas de acidos saturados,
monoinsaturados, poliinsaturados, palmitico (C16:0), oleico (C18:1 n-9), linoleico (C18:2 n-6), alfa-linolénico
(C18:3 n-3), linoleicos conjugados (CLA), etc. para cada uno de los productos alimentarios que se deben
considerar,

- instaurar un sistema de pago de los productos (leche, mantequilla, queso, carne, jamén, charcuteria, huevo,
etc.) segun su calidad nutricional en acidos grasos, y dinamizar asi la comercializacién de productos de
calidad,

- controlar de manera rapida y eficaz los productos de animales criados para su carne y mejorar asi la
constitucion del pliego de condiciones con obligacion de resultados y plan de control analitico de los
productos entre los productores, mataderos, transformadores y distribuidores,

- acelerar el proceso de adquisicion de conocimientos para la posible multiplicacion del estudio de los factores
de mejora de la calidad,

- reforzar la creacién de empresas para la promocion de productos de calidad nutricional superior,

- mejorar el equilibrio de la racion de los animales, la salud de los animales y la rentabilidad econémica de los
sistemas de produccion de los animales.

Il - Ejemplos practicos

Etapa 1: Determinacion parcial del perfil de acidos grasos mediante espectroscopia (ejemplo de infrarrojos).

Esta etapa tiene el objetivo de identificar los acidos grasos predecibles de manera fiable y robusta mediante
medicion por infrarrojos. Esta etapa necesita el desarrollo de calibracidon sobre el conjunto de los acidos grasos
medidos mediante CG. A continuacion se conservaran las mejores calibraciones por acidos grasos y definiran la lista
de los acidos grasos predecibles de manera fiable mediante medicién por infrarrojos.

Esta ilustracion se basa en datos adquiridos en costillas de cerdo mediante un aparato con las caracteristicas
siguientes:

- el modo de adquisicion de los espectros utilizado fue la transmisién (el espectro de infrarrojos atraviesa la
muestra).
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- el rango espectral utilizado se extiende de 780 a 2500 nm.

En esta ilustracién, el desarrollo de los modelos matematicos para la determinacion de las calibraciones se realizo
con ayuda del programa “Unscrambler”.

La metodologia descrita a continuacion se puede extrapolar al conjunto de los tejidos y de los aparatos
espectroscopicos a considerar.

a) Adquisicién de los espectros de infrarrojos y de los andlisis de referencia (perfiles de acidos grasos)

La adquisiciéon de las medidas espectrales se realizé con 70 muestras trituradas de costillas de cerdo, que habian
recibido una alimentacion diferenciada en cuanto al contenido en C18:3 n-3.

En paralelo a estas mediciones, se determinaron los perfiles de acidos grasos de estas mismas muestras de tejidos
que habian servido para la adquisicion de los perfiles espectrales mediante cromatografia en fase gaseosa (método
de referencia).

b) Construccién de la base de datos

Se constituyd una base de datos que agrupaba, para cada muestra, los valores de cada punto que compone su
espectro IR asi como su perfil de acidos grasos, tal como se ilustra a continuacion.

Estructura de la base de datos que permite la investigacion mediante un método estadistico de relaciones entre el
perfil espectral obtenido mediante IR y el perfil de acidos grasos obtenido mediante CG.

Longitud de onda Perfiles de &cidos grasos
N.° de muestra Dieta | 400 | 402 | 404 .. | n| C10:.0 | C12:0 | C18:3n-3 | ... | C24:1
1 A
2 A
3 B
4 B
n n

c) Construccion de las calibraciones

A partir de esta base de datos, se utilizan diferentes métodos estadisticos con el fin de identificar los acidos grasos
que se pueden predecir de manera fiable y precisa, a partir del espectro de infrarrojos.

En esta ilustracion, el conjunto de los espectros se normaliza mediante el método MSC (Multiplicative Scatter
Correction). Esta transformacion permite limitar la dispersion de los espectros unos con respecto a otros. Se pueden
utilizar otros pretratamientos matematicos de la sefial de infrarrojos. La elecciéon del pretratamiento (primera
derivada, segunda derivada, MSC,...) puede tener un impacto sustancial sobre la calidad de la calibraciéon. Por lo
tanto, es necesario por medio de programas dedicados elegir el pretratamiento matematico éptimo.

Para cada punto del espectro |.R., se calcula un coeficiente de regresién para cada acido graso mediante el método
de la regresion de minimos cuadrados parciales (PLS1).

Se multiplica cada punto del espectro IR por el coeficiente de regresion correspondiente. La suma de estos
productos corresponde entonces al valor predicho del acido graso considerado en funcion del espectro de
infrarrojos.

d) Validacion interna

La evaluacion del modelo se realiza mediante el método denominado de “validacién cruzada” (cross-validation).

En este método, se divide el conjunto de datos de las muestras que sirven para la calibracién en n subconjuntos. La
calibracion se realiza con los n-1 subconjuntos, sirviendo el Ultimo subconjunto como conjunto de datos para la
validacién. El proceso se repite tantas veces como subconjuntos haya. Este método permite validar el modelo y
someter a prueba la capacidad predictiva del modelo.

e) Evaluacion de la calidad de la calibracion

La evaluacion de la calidad de las predicciones se realiza a partir del coeficiente de correlacién de la regresion (RZ) y
del error cuadratico medio de la prediccién (RMSEP).
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La tabla 1 a continuacion resume los criterios de calidad necesarios para la evaluacion de la calidad del modelo de
prediccion. De este modo es posible definir de manera fiable el conjunto de los acidos grasos presentes en la
siguiente tabla. En esta fase del estudio, sélo la relacién n-6/n-3 parece potencialmente dificil de predecir. No
obstante, se puede construir una base de datos mas grande, con una buena representatividad de los modos de
produccion, para verificar estos niveles de fiabilidad.

Tabla 1: Criterios de calidad de las predicciones obtenidas con las costillas de cerdo sobre una lista restringida de
acidos grasos, y a partir de una base de datos todavia limitada.

N.° espectros en la base de datos | Contenidos min. | Contenidos max. | RMSEP | R’
AGS 138 33,7 46,7 0,63 [92,13
AGMI 134 40,2 49,1 0,88 |[83,76
AGPI n-6 146 6,4 15,7 0,98 [80,53
AGPI n-3 136 1,2 4,8 0,35 [81,38
C16:0 140 20,7 27,4 0,46 83,5
ALA (C18:3 n-3) 133 1 3,8 0,29 [79,04
LA (C18:2 n-6) 144 58 14,4 0,85 |83,75
n-6/n-3 138 2,2 5,9 0,53 [49,06
AGS/n-3 136 7,9 22,2 1,63 80,04

AGS = acidos grasos saturados; AGMI = acidos grasos monoinsaturados; AGPI = acidos grasos poliinsaturados
RMSEP = error cuadratico medio de la prediccién

f) Validacién externa

A continuacion se somete a prueba la robustez, es decir la validez de las ecuaciones (o del modelo de prediccion)
determinadas anteriormente utilizando muestras que no han servido para el desarrollo de la calibracion. Se trata de
determinar la diferencia entre los valores predichos por el modelo sobre estas muestras y los valores reales del
acido graso considerado y medidos mediante CG. Cuanto menor es la desviacion, mejor es la robustez del modelo.
Esta etapa so6lo se puede realizar con calibraciones ya desarrolladas a partir de una base de datos suficientemente
grande y es representativa de las practicas en el terreno.

a) Conclusién

Al final de esta primera etapa, es posible indicar los acidos grasos que se pueden cuantificar de manera fiable,
precisa y robusta a partir de una medicién de infrarrojos de un tipo de muestra, de tejido o de carne.

En el caso de la costilla de cerdo, los acidos grasos que se pueden indicar como que se pueden medir mediante una
adquisicion del espectro infrarrojo de la muestra, es decir para los que el coeficiente de correlacion es superior a 0,7,
preferentemente a 0,8, son: la suma de los acidos grasos saturados, y monoinsaturados, el C16:0, la suma de los
omega 6 y de los omega 3, el C18:2 n-6 y el C18:3 n-3.

Esta lista no es exhaustiva y se podra modificar (mediante la adicion o retirada de acidos grasos) a medida que se
incluyan nuevos datos que permitan extender la base de datos para obtener una mejor representatividad de la
produccién considerada.

Para los demas acidos grasos no previsibles mediante infrarrojos, es decir aquéllos cuyo coeficiente de correlacion
no supera 0,7, o preferentemente 0,8, es posible determinar sus contenidos a partir de un estudio estadistico de
correlacion y de prediccion con los acidos grasos previamente determinados mediante infrarrojos.

ETAPA 2: Determinacion de los acidos grasos secundarios mediante ecuacion de prediccion matematica en el
interior de un mismo tejido.

Se trata en esta etapa, a partir de la base de datos que ha servido para constituir las calibraciones espectroscopicas
y/o de una base de datos representativa de manera ideal de la produccidén considerada, de demostrar las
correlaciones estadisticas y de establecer ecuaciones de prediccién de acidos grasos que no se pueden medir
mediante espectroscopia mediante los contenidos de los &cidos grasos que se pueden medir mediante
espectroscopia.

Los resultados presentados en las tablas 2 a 5 se obtienen con costillas de cerdo. Las tablas 2 y 3 presentan
respectivamente las correlaciones y las predicciones entre acidos grasos expresados en % de los acidos grasos
totales, las tablas 4 y 5, entre acidos grasos expresados en mg por 100 g de tejido.

A modo de ejemplo:
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Si el método espectroscépico permite determinar los AGMI pero no el C18:1 n-9, entonces, si la correlacion entre
AGMI y C18:1 n-9 es muy significativa (probabilidad P < 0,001), resulta posible determinar el C18:1 n-9 mediante
una ecuacion de prediccion.

Si la medida de los acidos grasos se expresa en % de los acidos grasos totales, entonces la ecuacion, procedente
de la tabla 2, es:

C18:1 n-9 = 1,02*AGMI - 5,64

De una manera mas elaborada, también se puede considerar predecir un acido graso mediante una ecuacién con
varias incognitas. Por ejemplo, es totalmente posible determinar la suma de los acidos grasos omega 3 de cadenas
largas (AGPI CL n-3), es decir aquéllos cuyo numero de carbonos es superior a 18, mediante la ecuacién siguiente:

AGPI CL n-3 = AGPI n-3 - C18:3 n-3
Los resultados presentados en las tablas 6 a 9 se obtienen con musculos de bovinos. Las tablas 6 y 7 presentan
respectivamente las correlaciones y las predicciones entre acidos grasos expresados en % de los acidos grasos
totales, las tablas 8 y 9, entre &cidos grasos expresados en mg por 100 g de producto.
De este modo se podran construir otras tablas para otros tejidos, y otras especies animales.
Por otro lado, si el método espectroscopico permite determinar algunos acidos grasos (o familia de acidos grasos)
de un tejido dado, pero no permite determinar estos mismos acidos grasos en otros tejidos del mismo animal (que

por ejemplo, contiene menos de ellos en valor absoluto), el método propone una 32 etapa.

ETAPA 3: Prediccion de los contenidos en acidos grasos de diferentes tejidos a partir del perfil de acidos grasos de
un unico tejido.

Como anteriormente, se trata en esta etapa de utilizar ecuaciones procedentes de las mejores correlaciones que
permiten determinar un acido graso dado (o familia de acidos grasos) de uno o varios tejidos a partir de su contenido
en otro tejido, tras la etapa 1 o la etapa 2.

Utilizando bases de datos constituidas por perfiles de acidos grasos (determinados mediante CG) de diferentes
tejidos de un mismo animal, se realizaron correlaciones entre tejidos para cada &cido graso.

Los resultados presentados en las tablas 10 y 11 se obtienen con el C18:3 n-3 de diferentes tejidos respectivamente
de cerdo y de bovino.

A modo de ejemplo, tras la etapa 1:
Si se determina el C18:3 n-3 mediante espectroscopia en el tocino de cerdo, entonces es posible determinar el
C18:3 del tejido semimembranoso (SM) de cerdo mediante la ecuacion siguiente: % de C18:3 en SM = 0,49 x % de
C18:3 en tocino + 0,11.
Si se determina el C16:0 mediante espectroscopia en el dorsal largo de bovino joven, entonces es posible
determinar el C16:0 de la falda de bovino joven mediante la ecuacion siguiente: % de C16:0 en falda = 4,59 + 0,82 x
% de C16 en dorsal largo.
Y afadir eventualmente la nocion de tiempo:
Si se determina el C18:3 n-3 mediante espectroscopia en el plasma de cerdo en el dia D, entonces es posible
determinar el C18:3 de la costilla de cerdo en el sacrificio (D+30) con la condicion de que no se cambie la
alimentacion, mediante la ecuacion siguiente:

% de C18:3 en costilla de cerdo = 0,58 x % de C18:3 en plasma + 0,36

A modo de ejemplo tras la etapa 2:

Si se determina el C16:0 del dorsal largo de bovino joven mediante espectroscopia en % de los AG totales, entonces
es posible:

a) determinar el C18:3 n-3 del dorsal largo mediante la ecuacion siguiente:

C18:3 en dorsal largo = 3,25 - 0,1 x C16:0 en dorsal largo
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b) determinar el C18:3 n-3 de la falda mediante la ecuacion siguiente:
C18:3 en falda = 0,22 + 0,62 x C18:3 en dorsal largo

Gracias al método de determinacién propuesto, es posible conocer rapidamente la calidad nutricional de los lipidos
de carnes, y cualquier producto derivado de su produccion, para todas las especies animales, a partir del momento
en que ecuaciones de prediccion fiables completan el analisis espectroscopico realizado con por lo menos un tejido
del animal, muerto (grasas de cobertura, grasa interna, inter o intramuscular...) o vivo (sangre, piel, pelaje...), y cuyos
acidos grasos que se predigan mediante la ecuacién se predeciran de manera mas precisa que mediante
espectroscopia.

10
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Tabla 11: Ejemplo de correlacion y de prediccion entre tejidos en el bovino. Datos obtenidos para el acido alfa-
linolénico (C18:3 n-3, ALA) expresado en % de los acidos grasos totales y en mg/100 g. Todas las correlaciones son

significativas con un umbral del 0,001%.

5
C18:3 % C18:3% C18:3%
Dorsal largo Diafragma Falda
C18:3%
Dorsal largo 0.57 0,61
C18:3%
Diafragma 0,57 0,78
C18:3%
“Falda 0,67 0,79
C18:3% C18:3% C18:3%
Dorsal largo Diafragma Falda
C18:3% C18:3 % _H=|C183 %_B
Dorsal largo ,24321 + =,21825+
,51504 * 61971 *
C183_%_LD | C183 %_L
: D
C18.3 % i C183 % _B
Diafragma | =,12810 +
| ,87619*
| C183_%_H
C183 %
Falda
C18.3 mg C18:3mg €18:3mg
Dorsal largo| Diafragma Falda
C18:3mg i e
Dorsal largo 0,76 0,57
C18:3mg
Diafragma 0,76
C18.3mg
Falda 0,57
C18:3 mg C18:3mg C18:3mg
Dorsal largo| Diafragma Falda
C183_mg H | C183_mg B
=4,2378 + =7,6913 +
2,8594 * , 73464 *
C183 mqg LD|C183 mg LD
C18:3mqg C183 _ mg B
Diafragma =7,7733+
,23975*
Cc183_mg H
C18:3 mg
Falda
Tabla 12: Ejemplo de correlacion y de prediccion entre tejidos en el bovino. Datos obtenidos para el acido palmitico
10 (C16:0) expresado en % de los acidos grasos totales y en mg/100 g. Todas las correlaciones son significativas con
un umbral del 0,001%.
% de C16, % de C16, % de C16,
dorsal largo diafragma falda
% de C16, dorsal largo 1,00 0,84 0,89
% de C16, diafragma 0,84 1,00 0,70
% de C16, falda 0,89 0,70 1,00
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% de C16,
diafragma

% de C16,
dorsal largo

% de C16,
falda

% de C16, dorsal largo

% de C16, H = 6,9466 +
0,59343 * % de C16, LD

% de C16, B = 4,5996 +
0,81918 * % de C16, LD

% de C16, diafragma

% de C16, B =4,1123 +
0,93134 * % de C16, H

% de C16, falda

mg de C16, mg de C16, mg de C16,
dorsal largo diafragma falda
mg de C16, dorsal largo 1,00 0,67 0,73
mg de C16, diafragma 0,67 1,00 0,48
mg de C16, falda 0,73 0,48 1,00
mg de C16, mg de C16, mg de C16,
dorsal largo diafragma falda

mg de C16, dorsal largo

g de C16, H=675,75 +
1,5175*gde C16, LD

g de C16, B =214,68 +
0,97840 * g de C16, LD

mg de C16, diafragma

g de C16, B =303,94 +
0,28530 * g de C16, H

mg de C16, falda
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REIVINDICACIONES

Método de determinacion de la cantidad de por lo menos algunos &cidos grasos contenidos en diferentes
materiales biolégicos de un mismo animal criado para la produccion de carne, a partir de una base de datos en la
que se han determinado previamente, para un material de referencia procedente del mismo tipo de animal, las
composiciones o perfiles de acidos grasos, determinados mediante cromatografia en fase gaseosa, y después se
han medido y registrado los espectros de absorcidon de infrarrojos o de difusion de Raman correspondientes,
comprendiendo el método las etapas siguientes:

al

b/

c/

se determina, mediante un modelo matematico, para un muestra de este material de referencia, una ecuacion
de calibracién correspondiente a la determinacion, mediante un método espectroscépico, de un acido graso o
de una suma de acidos grasos;

se valida el empleo de dicha ecuacién de calibracion de la etapa anterior, con vistas a su utilizacion con
nuevas muestras a analizar, a partir del momento en que para una serie de muestras denominadas “de
validacién”, de la misma naturaleza que el material biolégico de referencia, el coeficiente de correlacién r?
entre el contenido en el acido graso considerado o la suma de acidos grasos obtenida mediante
cromatografia en fase gaseosa y mediante espectroscopia, es por lo menos igual a 0,7;

se somete un nueva muestra a analizar, de la misma naturaleza que el material de referencia, a radiacion
luminosa para obtener su espectro de absorcion, y se utiliza la ecuacién de calibracién validada
anteriormente para deducir su perfil, es decir el contenldo en acidos grasos denominados “principales”, a
saber los que presentan un coeficiente de correlacion r? por lo menos igual a 0,7;

caracterizado por que comprende también por lo menos una de las etapas siguientes:

d/

el

se determina el perfil, es deC|r el contenido en &cidos grasos denominados “secundarios”, es decir todos
aquéllos cuyo coeficiente r® es inferior a 0,7, a partir del perfil de acidos grasos “principales” tal como se ha
determinado en la etapa anterlor por medio de ecuaciones de prediccion estadlstlcas que presentan un
coeficiente de correlacion r? por lo menos superior al coeficiente de correlacion r? determinado entre los
valores de acidos grasos denominados “secundarios”, medidos mediante espectroscopia y los valores
obtenidos mediante cromatografia en fase gaseosa, o por medio de ecuaciones de prediccion estadisticas
que presentan un coeficiente de correlacion por lo menos igual a 0,7, obtenido con el método de
cromatografia en fase gaseosa;

se determina el contenido en acidos grasos de por lo menos otro material del mismo animal, a partir de los
perfiles obtenidos en las etapas ¢/ y/o d/, por medio de ecuaciones de predicciéon estadisticas que presentan
un coeficiente de correlacion por lo menos igual a 0,7, obtenido con el método de cromatografia en fase
gaseosa.

2. Método segun la reivindicacion 1, caracterizado por que en las etapas b/, ¢/, d/ y e/, r’ es por lo menos igual a
0,8, preferentemente por lo menos igual a 0,9.

3.

4.

5.

6.

Método segun una de las reivindicaciones anteriores, caracterizado por que dicho material bioldgico es liquido.

Método segun la reivindicacion 3, caracterizado por que dicho material bioldgico es sangre.

Método segun una de las reivindicaciones 1 o 2, caracterizado por que dicho material biolégico es sélido.

Método segun la reivindicacién 5, caracterizado por que el material biolégico se elige de entre el pelaje, las
escamas, las plumas, la piel, la grasa, la carne, los despojos.

7. Método segun una de las reivindicaciones anteriores, caracterizado por que dicho animal se elige de entre el
grupo constituido por los bovinos, los ovinos, las aves de corral, los cerdos, los conejos y los peces.
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