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1. RESUMEN

LEON GUZMAN REYNA PALOMA. Espectroscopia de reflactancia en el infrarrojo
cercano para evaluar la composicion de la carne de bovino de México. (Bajo la direccion
de: DRA. MARIA DE LA SALUD RUBIO LOZANO Y MC JUAN CARLOS RAMIREZ
OREJEL)

El objetivo del trabajo fue la evaluacién de la composicion de la carne de
bovino de México con un equipo de espectroscopia de reflactancia en el infrarrojo
cercano (NIR), en estado fisico congelado y descongelado. Se utilizaron 200
muestras de carne provenientes de Sinaloa, Baja California, Tabasco, Michoacan
y Veracruz, recolectadas en rastros TIF. Se cortaron trozos de 2.5 cm del musculo
Longisimus dorsi a la altura de la 12ava costilla. Estas muestras se molieron y
congelaron, hasta los analisis. Cada muestra fue sometida en el laboratorio a
analisis de humedad, grasa, proteina, cenizas totales y energia kcal/g. Para la
evaluacion por el método NIR se colecto la informacion de las muestras traducidas
por el software a graficos (espectros). El desarrollo de la metodologia NIR fue
dividido en dos etapas: 1) Etapa de calibracion: se usaron las 200 muestras de
carne, de las que se obtuvieron resultados con el NIR, los cuales fueron ajustados
(eliminacion de muestras fuera de lo normal) para ser usados en la siguiente
etapa, 2) Etapa de valoracion externa en la que se evaluaron 25 muestras. A los
resultados se les aplicd un analisis de correlacion y regresion lineal. Para la Etapa
1 los resultados en muestra congelada fueron de (r) de 0.64 de humedad, r=0.69

grasa, r=0.70 proteina, r=0.13 cenizas y r=0.71para la energia entre el porcentaje

de las muestras medidas en el laboratorio y por el NIR. Con respecto a las



muestras descongeladas se obtuvieron resultados de correlacion r=0.80, r=0.78,

r=0.30, r=0.48 y r=0.58 respectivamente a cada componente.

En la etapa de valoracion externa los coeficientes del analisis entre
laboratorio y método NIR en estado de congelacion fue de (r) 0.64 en humedad,
para la grasa 0.73, proteina 0.71, cenizas 0.69 y energia 0.93, en estado
descongelado fue de r=0.70,r=0.90,r=0.55, r=0.70 y r=0.45 de acuerdo a cada
componente entre el porcentaje de las muestras medidas en el laboratorio y por el

NIR

En conclusion el analisis por espectroscopia de reflactancia en el infrarrojo
cercano para determinar la composicion de la carne de bovino en México, es un
método alternativo que permite hacer la evaluacion de manera rapida, y ha
demostrado tener una correlacion alta y positiva con el método de referencia de
manera general, en cuanto a los mejores coeficientes de correlaciébn para cada
componente fueron en estado de congelacion; proteina, cenizas y energia, en

cuanto a la humedad y grasa demostraron ser mejor en estado descongelado.

10



2 INTRODUCCION

La composicion de alimentos es un tema de gran importancia en la
actualidad, pues los consumidores se preocupan cada vez mas por su salud. Este
interés social ha dado lugar al nacimiento de nuevas politicas en diversos paises
gue se traducen en la aparicion de normativas y regulaciones que generan nuevos
retos comerciales y analiticos para los laboratorios de alimentos®.

Las estrategias tradicionales para conocer la composicién de los alimentos
se basan generalmente en el analisis quimico, donde se determinan en la muestra
uno o varios parametros para después comparar con los valores establecidos de
acuerdo con la procedencia y las normas vigentes.

Los parametros de los alimentos pueden ser funcién de muchos factores
incluyendo las variables en el proceso de produccién?.

El andlisis quimico proximal (AQP) en carne se realiza para conocer: la
composicién nutricional, valorar la efectividad de la dieta en animales, la
investigacién genética, reproductiva e incluso conocer los efectos del manejo del
animal. Los estudios de AQP se realizan en diversos puntos de la cadena
alimenticia, desde la recepcién de materias primas hasta el producto terminado.
Hoy en dia, los estudios de composicién de los alimentos son caros y toman
largos periodos, por lo que durante la ultima década, a nivel mundial, se ha
implementado el uso de diversas herramientas que permiten en un menor tiempo
la obtencién de resultados econémicamente viables, para la prediccion de

pardmetros analiticos, lo cual agiliza y simplifica el analisis de los alimentos. Un
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ejemplo de esta tecnologia es la espectroscopia de reflactancia en el infrarrojo
cercano (NIR)®.

En la actualidad, la mayoria de los trabajos publicados a nivel mundial
sobre el uso de la espectroscopia de reflactancia en el infrarrojo cercano se basan

en la determinacion de la composicién de carne de cerdo y res”.

Con el desarrollo y aplicaciones del NIR, basados en el AQP, se pretende
crear una colecciéon de datos confiables y seguros para su utilizaciéon en el
desarrollo de una curva de calibracion para un equipo NIR portatil (Marca ZELTEX
Modelo ZX-550) y asi poder evaluar la composicion de la carne producida en
México. Después de haber revisado la literatura de la aplicacion del NIR en la
identificacion de parametros de la calidad de la carne no se encontrd informacion

gue avale dicha tecnologia en México.

Obviamente, si la espectroscopia de infrarrojo cercano pudiera predecir con
éxito los componentes quimicos de la carne, simplificaria su analisis, ademas

servir4 de antecedente para hacer determinaciones de carne posteriormente.

Objetivo General

Evaluar la capacidad de espectroscopia de reflactancia en el Infrarrojo
cercano (NIR) para determinar la composicién quimica (humedad, proteina, grasa,
cenizas y energia) de carne de bovino mexicana, a partir de muestras del masculo

Longisimus dorsi (lomo) en estado fisico de congelacion y descongelado.
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Objetivos Especificos

Realizar lecturas con el equipo NIR a muestras de carne de bovino.

Realizar el andlisis quimico proximal a las muestras para obtener la base de
datos de referencia primaria.

Introducir los resultados del AQP al equipo NIR, para que el equipo NIR
reconozca los valores con los que se trabajé la primera vez y asi poder
estimar la composicion de la carne de res por este método (Tratamiento de
los datos espectrales).

Hacer una regresion lineal simple y correlacionar los resultados obtenidos

estadisticamente por ambos métodos.
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2.1 Revision bibliografica

La revision bibliografica que se presenta a continuacion se ha estructurado
en dos apartados. En la primer parte se abordan las caracteristicas quimicas de la
carne que mas importancia tienen desde el punto de vista del consumidor, asi
como una descripcion de los métodos de analisis convencionales y la segunda
parte donde se revisan los trabajos mas relevantes de la aplicacion de la

tecnologia NIR en la prediccion de dichas caracteristicas de la carne.

2.2 Caracteristicas de la carne

2.2.1 Valor nutritivo de la carne

La carne adquiere gran importancia si se considera que el propésito
esencial del consumo de carne es el de obtener nutrientes necesarios para las
necesidades del organismo, es asi como durante los Ultimos afios se ha
presentado una continua preocupacion e interés por el contenido nutricional de la
carne y los productos carnicos y el papel que juega este alimento en la dieta
humana”.

Ademas en la actualidad la carne adquiere no solo un enfoque nutritivo si
no también a través de sus caracteristicas propias se puede evaluar las
condiciones higiénico-sanitarias de su produccién. El sector industrial esta
integrado por los rastros o establecimientos de sacrificio, algunos rastros son Tipo
Inspeccién Federal (TIF), municipales o regionales, y empresas dedicadas a la

transformacion de la carne en otros productos (embutidos, cortes, etc.)®.
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Existen caracteristicas que el consumidor distingue de la carne, como la
presentacion a la venta, color, ausencia de olores, marmoleo y facilidad de
preparacion, principalmente; sin embargo, existen otros atributos que la

diferencian y no pueden ser percibidos a primera vista como:

* Aspectos higiénicos que establecen o no su contaminacién bacteriana, residuos
de medicamentos y metales pesados, que tienen que ver con los conceptos de

seguridad alimentaria y trazabilidad.

» Aspectos sensoriales referidos al color, terneza, jugosidad, sabor y contenido de

grasa intramuscular de la carne.

» Calidad nutricional relacionada con la composicion y contenido de proteinas,

grasas, minerales y vitaminas.

» Aspectos tecnoldgicos valorados por la capacidad de retencién de agua, pH,

consistencia de la grasa y madurez de los tejidos.

» Valores éticos relacionados con el método de sacrificio de los animales vy

aspectos ambientales.

El productor de carne en México tiene una brecha, la cual se convierte en
oportunidad de negocio al tomar en cuenta los atributos de la materia prima que
requiere el industrial y los aspectos que percibe el consumidor final para mejorar la

calidad de la carne en términos redituables.
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Lograr alinear a todos los sectores requiere la estandarizacion vy
optimizaciéon de procesos productivos, en los cuales los resultados analiticos

juegan un papel fundamental, desde la cria hasta el consumo de la carne’.

2.2.2 Consumo de carne en México

En México, la importancia de los distintos tipos de carne en el consumo
nacional del producto, también se ve reflejado en los consumos per capita, debido
a que estos alcanzan los montos de 29.6 kg de carne de pollo, 16.8 kg de carne

de cerdo y 17.6 kg de carne de bovino®.

En 2011 México fue el cuarto productor mundial de carne de ave (2.8
millones de toneladas), sexto de carne de bovino (1.8 millones) y décimo séptimo

de carne de cerdo (1.2millones)°.

Figura1. Produccion de carnes en México 2010

- Guajolote 0.4%

Pollo 46.99%

Bovino 30.3%

W

Caprino 0.89% ’
Ovino 1.09% Porcino 20.7%

Fuente: SIAP 2010.
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Figura 2. Distribucion porcentual de la produccion mundial de carnicos 2009

Carne de ave
33.2%

Carne de ovino
y caprino
4.7%

Carne de cerdo
38.7%

Fuente: SIAP 2013.

De acuerdo con la Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura
y la alimentacion (FAO, 2010), el consumo de carne per capita a nivel mundial
experimentd cambios importantes en las Ultimas décadas, pasando de una media
de 26 kilos en 1970 a 41 kilogramos en los Gltimos afios™®.

Hoy en dia la industria carnica ha ido evolucionando con técnicas en el
procesamiento de los diversos productos que ofrecen, por lo que el volumen total
producido en el pais de los distintos tipos de carne fue en 2009 de 5,526.809 Tn,
la carne de bovino ocupa el 28.0%, la de ave constituye el 41.0%, cerdo integra el
26.5%; en tanto que los otros tipos de carnes (ovino y caprino, principalmente),
completan el restante 4.5 por ciento™”.

La palabra “carne” puede tener diversos significados segun sea su contexto,
la real academia de la lengua espafiola la define como la parte muscular del
cuerpo de los animales*?, desde un punto de vista bromatolégico este concepto es
distinto, es un producto que se obtiene cuando, tras el sacrificio, se somete la

17



canal a un periodo de tiempo en el que tienen lugar los cambios bioquimicos y
estructurales necesarios que daran lugar a la transformacién del musculo en

carne®®,

2.2.3 Transformacion del mdsculo a carne

El masculo del animal recién sacrificado sufre cambios en las propiedades
del tejido debido a procesos fisicos, bioguimicos y enziméticos, durante su
almacenamiento. Al momento de la muerte se da el cese del flujo sanguineo, se
comienza en el cuerpo una respiracion anaerobica que trae como consecuencia la
disminucién de la energia ATP almacenada en el cuerpo y la formacion de &cido
lactico, causando la disminucién del pH. En este proceso las proteinas mio-
fibrilares y sarco-plasméticas se desnaturalizan en grado mayor o menor. Las
proteinas miosina y actina se unen irreversiblemente para formar actimiosina,
durante el rigor mortis el complejo Mg-ATP, se degrada permitiendo la unién entre
la actina y la miosina, causando el endurecimiento progresivo y la rigidez de los

tejidos™.
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Figura 3. Cambios que ocurren en el organismo después del sacrificio

Sacrificio
Cesa la circulacidn sanguinea Caeatk
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Putrefaccion

o /\

Disminuye la temperatura lentamente  Glucolisis anasrobica Disminucion de ATP

Solidificacion de las grasas Disminuye el pH Rigor mortis
Oxidacidn de las grasas Degradacidn proteica  Ablandamiento
J. — X 4
Aroma Color Exudacion Textura
Jugosidad

Fuente: http://www.elergonomista.com/alimentos/carnemaduracion.htm

El tiempo que dure hasta la implantacién del rigor mortis varia segun el
tamafio del animal, el musculo, y la temperatura. Cuando la carne esta a una
temperatura de refrigeracion el tiempo que alcanza el rigor en pollos es de 2-4

horas, en ternera de 10-14 horas, en cerdos de 4-18 horas®.

Aproximadamente a las 72 horas después de la muerte, comienza la carne
a suavizarse a causa de la debilitacion de los enlaces entre miosina y actina como
efecto de varios procesos enzimaticos en este tiempo se comienza la maduracién
en la que se da la disminucién de la dureza de la carne y la disminucion del pH.
También aumenta la capacidad de retencién de agua debido a que las proteinas

musculares absorben los iones de potasio que desplazan a los iones de calcio,
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incrementando la carga eléctrica de las proteinas y la capacidad de retener agua,

dando como resultado una carne mas jugosa.

Figura 4. Cambios que ocurren en la carne relacion hr-pH

Bovino Caballo

Horas

Fuente: Vitte Pedrozo 2009.

Después de cierto tiempo de almacenamiento de la carne en las

condiciones ideales se obtiene una carne tierna y jugosa, la cual es lista para el

consumo™®.
2.3 Principales componentes de la carne

Los principales componentes quimicos del muasculo animal son agua, grasa,
proteina y minerales. En términos generales, la carne de los mamiferos presenta
un contenido de agua en torno al 65-80%, de proteina del 16-22%, de grasa
intramuscular del 1,5-13,0% y alrededor de un 1,0% de cenizas. El resto lo
constituyen carbohidratos, nitrégeno de origen no proteico y compuestos no
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nitrogenados que, aungque cuantitativamente tienen poca importancia, son de gran

valor desde el punto de vista nutritivo de la carne®’.

En el caso de la carne de bovino los valores oscilan alrededor del 75% de
agua, 22% de proteina y 3% de grasa intramuscular sobre una base de materia
fresca®.

Cuadrol. Composicion quimica en porcentaje de la carne

Carne Hun;eda Proteina Grasa Minerales gﬁ::gegtlicci;g
Kcal./100 g
Bovino 76 21 0.7 1.2 96
Ternera 76 21 0.6 1.3 93
Cerdo 75 21 1.9 1.2 108
Cordero 75 19 4.3 1.1 120
Cabra 70 19 7.9 1.0 153
Conejo 69 20 7.6 1.1 155
Pollo 72 20 5.6 1.1 136
Pavo 58 20 20.2 1.0 270
Pato 63 18 17.2 1.0 234

Fuente: Solis Rojas 2005

Para la determinacion de estos valores generalmente se utiliza el masculo
Longisimus dorsi (lomo), ya que éste es un buen indicador de la composicion

quimica de los principales musculos de la canal®.

2.3.1 El Agua en la carne

Todos los alimentos contienen agua en mayor o menor proporcion. Las
cifras de contenido en agua varian entre un 60 y un 95% en los alimentos

naturales®.
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El agua es, cuantitativamente, el componente mayoritario de la carne,
llegando a representar en carnes magras hasta un 80% del peso de la materia
fresca. La proporcion en la cual se encuentra el agua en los diferentes masculos
va a estar condicionada por la cantidad de grasa intramuscular, ya que se sabe

que ambos componentes estan inversamente relacionados?.

2.3.2 Las proteinas en la carne

Desde el punto de vista quimico, la proteina esta compuesta por polimeros
complejos de aminoacidos, unidos por enlaces peptidicos (uniendo carbono alfa y
el nitrégeno del grupo amino), que forman polimeros denominados polipéptidos.
Hay proteinas solubles y proteinas insolubles.

El miégeno y la albumina, pertenecen al grupo de solubles, puesto que al
mezclarlas con agua de disuelven en esta.

Las insolubles son las proteinas denominadas proteinas estructurales, las
cuales son responsables de la forma externa del musculo. Este grupo lo
conforman la actina y la miosina.

La miosina es la proteina mas abundante en los musculos. Forma el 60%
del total de la proteina miofibrilar. Tiene forma de espiral, absorbe agua y forma
una sustancia transparente gelatinosa y posee propiedades que permiten su unién
con la actina®.

La actina representa el 30% del total de la proteina muscular. Se encuentra

en dos formas fisicoquimicas: como mondmero en forma libre (G-actina) y como
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parte de polimeros lineales (F-actina). La G-actina se polimeriza en presencia de
ATP y sales para formar F-actina. La F-actina es la que se combina con la
miosina para formar la actomiosina en rigor mortis®.

Las proteinas del sarcoplasma estan compuestas por miégeno, globulina,
mioglobulina y mioalbumina.

El midgeno representa una proteina de alto valor nutritivo, debida a que
posee todos los aminoacidos esenciales. La mioglobina es soluble en agua y es la
qgue le da el color rojo a los musculos. La molécula mioglobina esta compuesta
por cadenas polipeptidicas con una estructura similar a la cilindrica

La reaccion del oxigeno con la mioglobulina da como resultado la
oximioglobina, la cual da a la carne un color rojo cereza. Durante una prolongada
influencia, bajo el oxigeno del aire o el oxido de nitrégeno, el hierro del grupo
‘hemo” de la mioglobulina se oxida a hierro trivalente y la mioglobulina se
convierte en metamioglobina, la cual tiene un color café.

La envoltura conectiva de las fibras musculares es denominada sarcolema
0 estroma, esta compuesto por proteinas y lipidos, es elastica y por esto puede
sufrir cambios durante la contraccion y relajacion muscular. En la superficie del

sarcolema se encuentran las terminaciones nerviosas?®*.
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Figura 5. Esquematizacion de las proteinas que
conforman al musculo

_~ Nervio
0 o Filamentos de acting

~ " Musculo Filamentos de Myosina
‘ |

Fuente: Biologia Médica 2000.

El valor biolégico de la proteina carnica es alto ya que su contenido en
aminoacidos esenciales es bueno, los aminoacidos presentes en las proteinas
musculares son diversos dentro de los principales estan la leucina, lisina y acido
glutamico?, 2°.

A continuacion se muestran enlistados los aminoacidos presentes en las

proteinas.

24



Cuadro 2. Contenido en porcentaje de los componentes de proteinas musculares

Aminoacido Miosina | Actina | Miogeno | Mioglobina
Alanina 6 6 8 7
Glicina 1 5 5 5
Valina 2 4 7 4
Leucina-Isoleucina 15 15 11 16
Prolina 2 5 5 3
Fenilalanina 4 5 3 5
Triptoéfano 1 2 2 2
Cristina 1 1 1 0
Metionina 3 4 1 1
Arginina 7 6 6 2
Histidina 2 3 4 8
Lisina 12 7 10 15
Acido aspartico 9 11 9 8
Acido glutamico 22 14 11 16

Fuente: Manev 2000.

2.3.3 Lagrasa en la carne

El término grasa animal comprende usualmente todos los tipos de lipidos,
incluyendo triglicéridos, fosfolipidos, esteroles y ésteres de esterol y otros lipidos si
estan presentes.

La grasa es un componente mayoritario y el segundo mas variable de la
canal de los animales de abasto, superado solo por el contenido de agua. La

grasa es la forma energética mas concentrada accesible a la vida animal. Los
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lipidos se encuentran en el espacio intermuscular e intramuscular, en el tejido
adiposo, en el tejido nervioso y en la sangre?”.

Las caracteristicas de la grasa de la carne son de gran interés desde el
punto de vista sanitario, tecnolégico y gastronémico®®. La fraccion lipidica es,
generalmente, el componente mas variable de la carne ya que su contenido
depende de diversos factores, entre los que cabe destacar la raza®, el sexo®, la
edad® y el tipo de alimentaci6n®.

Los lipidos, junto con las proteinas y carbohidratos, constituyen los

principales componentes estructurales de los alimentos>3.

Los lipidos se definen como un grupo heterogéneo de compuestos que son
insolubles en agua pero solubles en disolventes organicos tales como éter,
cloroformo, benceno o acetona. Todos los lipidos contienen carbén, hidrégeno y
oxigeno, y algunos también contienen fésforo y nitrégeno®. Los lipidos
comprenden un grupo de sustancias que tienen propiedades comunes Yy
similitudes en la composicion, sin embargo algunos, tales como los triacilgliceroles
son muy hidrofébicos. Otros, tales como los di y monoacilgliceroles tienen
movilidad hidrofébica e hidrofilica en su molécula por lo que pueden ser solubles

en disolventes relativamente polares™.

2.3.4 La energia de la carne

El aporte energético de la carne esta dado por el contenido de lipidos®®.
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Cuadro 3. Contenido nutricional en 100 g de carne

Fuente Kcal | Proteina Carbohidratos Grasa
Pescado 110 25 0 5
Pollo 97 22 0 1
Cordero 250 30 0 14
Bovino 275 30 0 18

Fuente: Linda Van Horn et al. 2010.

2.3.5 Contenido de cenizas en carne

Las cenizas de un alimento son un término analitico equivalente al residuo
inorganico que queda después de calcinar la materia organica. Las cenizas
normalmente, no son las mismas sustancias inorganicas presentes en el alimento
original, debido a las perdidas por volatilizacion que ocurren cuando la muestra es
expuesta a altas temperaturas o a las interacciones quimicas entre los
constituyentes.

El valor principal de la determinacion de cenizas es un método sencillo para
determinar la calidad de ciertos alimentos, por ejemplo en las especias y en la

gelatina es un inconveniente un alto contenido en cenizas®’.

La determinacion en seco es el método mas comun para cuantificar la
totalidad de minerales en alimentos y se basa en la descomposicion de la materia
organica quedando solamente materia inorganica en la muestra, es eficiente ya
gue determina tanto cenizas solubles en agua, insolubles y solubles en medio

acido. En este método toda la materia organica se oxida en ausencia de flama a
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una temperatura que fluctia entre los 550 -600°C; el material inorganico que no

se volatiliza a esta temperatura se conoce como ceniza®.

2.4 Métodos oficiales para evaluar la composicion quimica de la

carne

El método convencional mas comunmente utilizado para determinar la
composicién de la carne es el Analisis Quimico Proximal, el cual se basa en la

metodologia de la Association of Official Analytical Chemists >°.

Cuadro 4. Clasificacion de los métodos y condiciones para analizar carne
segun la AOAC

Referencia Describe Método/condiciones
AOAC 2005
ID 920.30 Grasa Soxhlet:2g en cartucho celulosa, en un medio de disolvente (éter

de petréleo),calentado a punto de ebullicion, se volatiliza y
condensa por 4 hrs.

ID 984.13 Proteina | Kjendahl: 1g en tubo con un catalizador y digestor acido, calentada
por 1 hr, destilacion en un equipo especializado y titulacién con
acido clorhidrico al 1.0 N.

ID 942.05 Cenizas Mufla: 1g en crisol de porcelana, en un horno mufla a 550°C por 6
totales hras.

Fuente: AOAC 2005.

El procedimiento de referencia Kjeldahl determina la materia nitrogenada
total, que incluye tanto las no proteinas como las proteinas verdaderas*.

El método se basa en la determinacion de la cantidad de nitrégeno organico
contenido en productos alimentarios y comprende dos pasos consecutivos:

a) La descomposicibn de la materia organica bajo calentamiento en

presencia de acido sulftrico concentrado.
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b) El registro de la cantidad de amoniaco obtenida de la muestra

Durante el proceso de descomposicion ocurre la deshidratacion y
carbonizacion de la materia organica combinada con la oxidacién de carbono a
diéxido de carbono. EI nitrégeno organico es transformado a amoniaco que se
retiene en la disolucién como sulfato de amonio. La recuperacion del nitrogeno y
velocidad del proceso pueden ser incrementados adicionando sales que abaten la
temperatura de descomposicion (sulfato de potasio) o por la adicién de oxidantes
(peroxido de hidrogeno, tetracloruro o acido crémico) y por la adicion de un
catalizador*’.

El método de Kjeldahl consta de las siguientes etapas:

a) Digestion Proteina + H2SO4 — CO2 + (NH4)2S04 + SO2

b) Destilacion (NH4)2S0O4 + 2NaOH — Na2S04 + NH3 + H20

c) Titulacion NH4CI + HCI + NaOH — NH4CI + NaCl + H20

En la mezcla de digestion se incluye sulfato sddico para aumentar el punto
de ebullicion y un catalizador para acelerar la reaccién, tal como sulfato de cobre.
El amoniaco en el destilado se retiene o bien por un 4cido normalizado y se valora
por retroceso, 0 en acido bérico y valora directamente. El método Kjeldahl no
determina, sin embargo, todas las formas de nitrdgeno a menos que se modifiquen
adecuadamente; esto incluye nitratos y nitritos*.

Para convertir el nitrdgeno a proteina se emplea el factor de 6.25 el cual
proviene de la consideracion de que la mayoria de las proteinas tienen una
cantidad aproximada de 16% de nitrégeno.

Factor=100q proteina = 6.25
16 g Nitrogeno
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Cuadro 5. Factores de conversién de nitrégeno a proteina en algunos alimentos

Alimento %N en proteina Factor
Huevo o carne 16.0 6.25
Leche 15.7 6.38
Trigo 18.76 5.33
Maiz 17.70 5.65
Avena 18.66 5.36
Soya 18.12 5.52
Arroz 19.34 5.17

Fuente: Nielsen 1998

La energia, este parametro se determina mediante una bomba calorimétrica

adiabatica (Parr Instrument, Estados Unidos).

Estd metodologia en general, requieren demasiado tiempo y gran cantidad de
material especifico para su determinacion, asi como reactivos caros y peligrosos
algunos de los cuales generan residuos contaminantes que encarecen Yy

complican el proceso?® 4 4

2.5 Espectroscopia de reflactancia en el infrarrojo cercano

Estas limitaciones hacen necesario desarrollar procedimientos alternativos
gue puedan ser utilizados de forma rutinaria. En este sentido, la espectroscopia
de reflactancia en el infrarrojo cercano (tecnologia NIR) ha demostrado ser un

método analitico rapido, confiable y con un bajo costo de mantenimiento.
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Ademas, presenta la posibilidad de realizar simultdneamente varios analisis
y con el minimo tratamiento previo de la muestra*®. Todo ello ha contribuido a
que, durante las dos ultimas décadas, su uso se haya extendido en la industria
carnica para el andlisis de grasa, agua y proteina*’. Asi, son numerosos los
trabajos que demuestran la validez de la tecnologia NIR para predecir la

composicién quimica de la carne de diferentes especies animales, ya sea en el

48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55

laboratorio 0 en el propio rastro

2.5.1 Antecedentes histoéricos

La teoria de la espectroscopia de infrarrojo (IR) se conoce desde hace 200
afios®®. La espectroscopia en el infrarrojo cercano es una técnica que forma parte
del campo de estudio de la espectroscopia molecular, la cual estudia la interaccién
de la radiacién electromagnética con la materia®’. De esta forma, el espectro
electromagnético resultante, que se define como la representacion grafica de la
interaccion de la radiacion electromagnética con la materia, abarca la energia
contenida en fotones (unidades portadoras de radiacion) desde longitudes de onda
de varios metros de longitud hasta inferiores a los 10-2 nm. Por esta razén, se
divide en diferentes regiones, denominadas regiones espectrales, entre las cuéales

se encuentra definido el NIR, como se esquematiza en la Figura 6.
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Figura 6. Espectro electromagnético
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Fuente: Prieto 2006.

Como punto de referencia obligado, el espectro electromagnético global
comprende la radiacion visible detectable por el ojo humano, aproximadamente
entre los 400 y los 750 nm. Las ondas de menor frecuencia y longitud de onda
mas larga se encuentran situadas a la izquierda (Ondas de radio), mientras que
aguéllas con la frecuencia mas alta y longitud de onda mas corta se localizan a la
derecha (Rayos Gamma).

En cuanto a la radiacion infrarroja se refiere, pueden diferenciarse tres
zonas distintas: el infrarrojo cercano, que abarca radiaciones con longitudes de
onda comprendidas entre los 750 nm y los 2500 nm; el infrarrojo medio, desde los

2500 a los 50 000 nm; y el infrarrojo lejano, entre los 50 000 nm'y 1 mm®2.
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El fundamento de la espectroscopia en el infrarrojo cercano consiste
esencialmente en la emision de un haz de luz monocromatica sobre la muestra, la
cual, en funcion de su composicion y de la naturaleza de los enlaces presentes en
sus moléculas, realizara una absorcion selectiva de energia y reflejara otra
determinada cantidad, la cual es cuantificada por unos detectores presentes en el
instrumento NIR y sera utilizada para cuantificar indirectamente la cantidad de
energia infrarroja absorbida.

De esta forma, los espectros recogidos en la region infrarroja se
representan graficamente como la energia absorbida en funcion de la longitud de

onda (Figura 7).

Figura 7. Comportamiento de las moleculas en la region del infrarrojo

Microwave
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Fuente: Prieto 2006.

A este respecto cabe sefalar que sélo las moléculas o parte de moléculas
que vibren con una frecuencia similar a la de la energia incidente, absorberan
radiacion infrarroja, de manera que sus estados vibratorio y rotacional se
modifican, teniendo lugar vibraciones de atomos ligeros con fuertes enlaces

moleculares. Estas caracteristicas se corresponden con los grupos funcionales C-



H, O-H y N-H de los compuestos organicos que forman parte tanto de los tejidos

9. 80 vy por esta razén, la espectroscopia NIR esta

vegetales como animales
practicamente orientada a la determinacion y cuantificacion de los compuestos
organicos que presentan los grupos funcionales anteriormente descritos; en
consecuencia, de los espectros obtenidos en la region infrarroja se puede obtener
informacion sobre la composicion quimica de la muestra analizada®. Por lo tanto,
la relacién de la energia absorbida con la composicion analitica o caracteristicas
conocidas de las muestras de calibracion, permite obtener modelos de prediccién
para el analisis automatico e instantaneo de miles de muestras.

Representacion del espectro en NIR, producido por un haz de luz en

muestra de carne de bovino.

Figura 8. Espectro electromagnético de carne de bovino
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Fuente: Zeltex ZX-550, 2013.
La espectroscopia cercana infrarroja (NIR) es de tipo vibracional, y en

sélidos se llama trasmitancia, en polvos reflactancia difusa y en liquidos
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trasflectancia®®. Diversos autores coinciden en que es una buena herramienta
para el analisis del control de calidad en diversos puntos de los componentes de la

cadena productiva alimenticia®' ®*.

Ben-Gera y Norris (1968) desarrollaron el
primer espectrofotdmetro NIR computarizado para el andlisis de la carne con

fundamentos de matematicas, estadistica y ciencias de la computacion®.

2.5.2 Fundamento de la técnica

La técnica se basa en que el espectro luminico cercano al infrarrojo puede
proporcionar informacion acerca de los principales elementos estructurales
asociados a las sustancias organicas, donde los grupos funcionales que
corresponden a este espectro son carbono e hidrégeno (C-H), oxigeno e
hidrégeno (O-H), nitrégeno e hidrégeno (N-H) y probablemente azufre e hidrégeno
(S-H) y carbono y oxigeno (C=0) 67 68.69.70

En general, el método espectroscipico se basa en la cuantificacion de la
vibracion de las moléculas, a partir de la energia absorbida por ellas y medida por
un espectrofotometro. EIl valor de la absorcion de energia (Ea) se establece
mediante la diferencia entre la intensidad de la energia transmitida (Et) o reflejada

(Er), con la intensidad de energia incidente (Eo) .

Eo=Et+ Er + Ea

La interaccion de la energia con la materia obedece a la ley de Beer-
Lambert, que establece que la absorbancia a cualquier longitud de onda es
proporcional al nUmero o concentracion de moléculas absorbentes presentes en el

72, 73

camino recorrido por la radiacién Esto determina que para un material de
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naturaleza quimica heterogénea el espectro obtenido en la region NIR sea una
combinacion de bandas de absorciones parciales sobrepuestas o0 muy cercanas,
gue suelen confundirse en una linea suavizada, en que se encuentran picos,
valles y curvaturas. Esta técnica permite estimar la composicion nutricional de una
muestra en base a la relacion matematica que se produce entre sus
caracteristicas de reflexion o transmision de luz infrarroja y los parametros que se
desean predecir. Lo anterior permite llegar a resultados de manera rapida y
exacta, siempre que se sigan los procedimientos adecuados y se logre generar
calibraciones confiables para desarrollar las ecuaciones de prediccién requerida’™.

Segun Garrido et al., (2000), la tecnologia NIR tiene muchas ventajas que
aconsejan su uso en evaluaciones de todo tipo de productos, aunque también

existen algunas desventajas’”.

Entre las ventajas de la técnica NIR, respecto a los métodos tradicionales
de andlisis estan:
* Rapidez del método, una vez que el instrumento ha sido correctamente
calibrado, lo que permite velocidad de respuesta para la toma de decisiones.
* Posibilidad de llevar a cabo varias determinaciones sobre la misma muestra.
* Procedimiento no destructivo, lo que reviste gran importancia, particularmente en
el caso de que se disponga de poca cantidad de muestra o ésta sea de alto valor.
* Técnica respetuosa del medio ambiente, ya que no requiere de reactivos al hacer
las determinaciones, por lo que no genera ningun tipo de residuos.
* Presenta un bajo costo por muestra.

* Es necesaria una nula o escasa preparacion.

36



* Presenta una precision proxima a los métodos de referencia y reproducibilidad

mejor que la de éstos.

Las principales limitaciones o desventajas, segun una encuesta realizada a
usuarios e investigadores de la técnica NIR es la dificultad en la calibracion de los
equipos y su alto costo de inversién en etapas iniciales’®. Esta técnica como es
secundaria, necesita calibracion frente al método de referencia y el espectro esta
influenciado por factores no quimicos (temperatura, tamafio de particula,

humedad, etc.)””.

2.5.3 Tipos de analisis

Los datos obtenidos con un instrumento NIR, pueden ser utilizados, tanto
para el andlisis cuantitativo como cualitativo. Garrido et al., (1996) como se indica

a continuacion:

El andlisis cuantitativo, mas generalizado, estima la concentracion de un
componente en una muestra. Para ello se establece la relacion, a través de una
ecuacion de regresion, existente entre los valores de absorbancia en la region NIR
y la concentracién de dicho componente, determinado mediante un método de

referencia, en muestras de composicion conocida.

Este proceso se conoce con el nombre de etapa de calibracion, a la relacion

matematica desarrollada se le denomina ecuacién de calibracion y el grupo de
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muestras de composicion se designa como set o colectivo de calibracion. Una vez
establecida la ecuacion de calibracion, ésta permite predecir el contenido de otras
muestras similares en caracteristicas a las incluidas en el colectivo de
calibracion’® °.

El andlisis cualitativo NIR, consiste en la comparacion de un espectro de un
producto desconocido, con una biblioteca espectral o con un espectro estandar,
representativo de un determinado producto y del cual se posee informacion sobre
sus atributos. La distancia dimensional, entre el espectro del producto
desconocido y la media de los espectros contenidos en la biblioteca, o la existente

con respecto al espectro estandar, permite clasificar cualitativamente el espectro

del producto desconocido®.

2.5.4 Aplicacion de la técnica en carnes

La capacidad de la espectroscopia en el infrarrojo cercano para predecir la
composicién quimica de la carne ha sido examinada, a lo largo de los dltimos
afios, por numerosos investigadores en diferentes especies de animales. Asi, por

ejemplo, se han llevado a cabo numerosos estudios en carne de bovino®, 8, 8, 84

ovino®, porcino®, 8 y carne de pollo®, 8, 1,

También se pueden encontrar,
aunque en menor medida, trabajos con carne de conejo®.
La mayoria de estos estudios han sido encaminados a la prediccién de uno

0 mas componentes tales como la proteina, grasa intramuscular y agua (Cozzolino

et al., 1996; Taggersen et al., 1999; Cozzolino et al., 2000).
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La suma de estos tres componentes (proteina, grasa intramuscular y agua)
en el masculo es bastante constante, generalmente entre el 97 y 99% de la masa
muscular. Por tanto, autores como Isaksson® concluyen que la estimacién de
cada uno de estos componentes mediante tecnologia NIR no es independiente,
sino que cada una de las calibraciones tiene en cuenta las relaciones entre ellos.
Son varios los trabajos encontrados en la bibliografia revisada que han utilizado
con Optimo resultado la tecnologia NIR para estimar el contenido de proteina en
muestras de carne. Por ejemplo, estudios como el de Masoero et al. (1994)
comprobaron que los espectros NIR explicaban un 93% de la variabilidad
relacionada con este parametro en muestras de lomo de conejo. Alomar et al.
(2003) y Calvo et al. (1997) también obtuvieron resultados aceptables en muestras
de carne de bovino.

Es importante tener en cuenta que la forma de presentacion de las
muestras influye en la exactitud de las estimaciones obtenidas. Por ejemplo,
Isaksson et al. (1996) recogieron los espectros NIR con una sonda de fibra 6ptica
en la linea de sacrificio- de muestras de carne de bovino picadas a distintos
tamafos (4, 8, 13 y 19 mm de didmetro). Estos autores pudieron comprobar que
las mejores predicciones de proteina se obtuvieron cuando las muestras de carne
fueron picadas con un tamafio pequefio (4 u 8 mm), ya que eran mas homogéneas
y esto permitia reducir los errores de muestreo. Existen otros trabajos que
evidencian la conveniencia de utilizar muestras de carne picada para estimar el
contenido de proteina con respecto a las muestras intactas (Cozzolino et al., 1996;
Cozzolino et al., 2000; Cozzolino y Murray, 2002). Segun estos autores, esta

mejor prediccion de los parametros quimicos en las muestras de carne picada
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puede deberse a la mayor homogeneidad de las muestras y a la reduccion de la
dispersion de la luz ocasionada por la superficie de las mismas. Al mismo tiempo
es necesario considerar que, en muestras intactas, factores tales como la
organizacion del tejido modifican la absorbancia medida. En este sentido, algunos
autores han indicado que se refleja mas cantidad de luz cuando las fibras
musculares se disponen paralelas a la superficie de la muestra que cuando lo
hacen perpendicularmente®. Por otro lado, la compresion del tejido a través de la
ventana de cuarzo puede deformar los efectos de orientacion de la fibra muscular
y alterar la penetracion de la luz en la muestra. Otros factores como la
precipitacion de proteinas (en particular de la mioglobina) en el sarcoplasma, las
propiedades de reflectancia de la superficie macroscopica del corte de carne y la
longitud del sarcémero también afectan la obtencién del espectro NIR en muestras
de carne intactas.

Otra forma de presentacion que parece dar lugar a excelentes resultados en
las estimaciones del contenido de proteina en carne es el picado y liofilizado de
las muestras®.

No obstante, y a pesar de que la forma de presentacién fue apropiada en
muchos casos (muestras emulsionadas, picadas), el porcentaje de variacion
explicado por los espectros NIR ha sido inferior al 80% en muchos de los trabajos
consultados (Kruggel et al., 1981; Lanza, 1983 ©®; Sanderson et al., 1997; Abeni y
Bergoglio, 2001; Solis et al., 2001 ©”; Tggersen et al., 2003). Los autores de
estos trabajos han atribuido el fracaso de estas predicciones a factores tales como
los errores procedentes de la inexactitud del método de referencia, o el rango

relativamente estrecho del parametro de interés, en este caso la proteina.
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Con relacion a la prediccion del contenido de grasa en muestras de carne
mediante la utilizacion de la tecnologia NIR, cabe decir que, en general, este
parametro ha sido estimado con una gran exactitud. Asi, por ejemplo, Calvo et al.
(1997) en carne de corderos, Solis et al. (2001) y Prevolnik et al. (2005)® en
cerdos ibéricos o Lanza (1983) en carne de bovino y porcino han obtenido
ecuaciones de prediccion con elevados coeficientes de determinacion (R2=0,99)
entre el contenido de grasa de las muestras y los espectros NIR. Sanderson et al.
(1997) y Park et al. (1998)%° también obtuvieron resultados aceptables en
muestras de carne de bovino (R2=0,95 y 0,90, respectivamente).

Estudios realizados con carne de pollo y con carne de avestruz picada y
liofilizada también han constatado la validez de este procedimiento para estimar el
contenido de grasa.

No obstante, cabe destacar que al igual que en el caso de la proteina, la
forma de presentacion de las muestras para obtener el espectro infrarrojo influye
directamente en la exactitud de las estimaciones obtenidas. Asi, Hoving- Bolink et
al. (2005)'®° s6lo obtuvieron estimaciones exactas de este parametro en muestras
de carne de cerdo (Yorkshire y cruces con Pietrain) intactas cuando ampliaron la

superficie escaneada y redujeron asi el error de muestreo.
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3 MATERIAL Y METODOS

3.1 Objetivo General

Evaluar la capacidad de espectroscopia de reflactancia en el Infrarrojo
cercano (NIR) para determinar la composicién quimica (humedad, proteina, grasa,
cenizas y energia) de carne de bovino mexicana, a partir de muestras del masculo

Longisimus dorsi (lomo) en estado fisico de congelacion y descongelado.

3.1.1 Ubicacién y duracion del Estudio

El estudio se realizé en el laboratorio del Departamento de Nutricibn Animal
y Bioquimica, de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia, UNAM, entre

Julio 2012 a Febrero 2013.

Para lograr el objetivo general; este estudio requiere una base de datos que
le indique al equipo los valores determinados por un método de referencia oficial,
para esta investigacion se siguio la metodologia sugerida por la AOAC 2005, en lo
que al NIR se refiere se dividio en dos etapas, 1) etapa de calibracion y 2)

valoracion externa.
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3.2. Materiales

Muestras

Las muestras de carne empleadas en el presente estudio se obtuvieron a
partir de 200 canales de bovino, pertenecientes a los estados de Sonora, Baja
California, Tabasco, Michoacan y Veracruz recolectadas en rastros TIF.
Las muestras se identificaron y cortaron a nivel de la 122 costilla, horizontalmente
evidenciando el musculo Longisimus dorsi (lomo) posteriormente se congelaron a
una temperatura de -18°C para su traslado al “Laboratorio Ciencias de la Carne”
(LCC), ubicado en CEPIPSA, UNAM, donde las muestras se descongelaron y
limpiaron de hueso y grasa, se trituraron en una picadora eléctrica de cuchillas,
marca Torrey®, modelo trifasico un tiempo de 1 minutos; con el fin de obtener
muestras homogéneas, parte de las muestras se colocaron en bolsas de
polietileno de diferente tamafio (4 m x 12 m y 15m x 25m) para analisis por NIR y
para analisis por AQP respectivamente, y se volvieron a congelar a 4°C para
llevarlas al laboratorio del Departamento de Nutricion Animal y Bioguimica, de la

Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia, UNAM y ser analizadas.

A continuacion se muestra en un diagrama la descripcion de las actividades

realizadas para los métodos.
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3.3 Métodos
3.3.1 Analisis quimico

Se realiz6 el analisis quimico proximal a las 200 muestras para obtener la
base de datos de referencia primaria. Una vez trasladadas las muestras se
trabajaron por duplicado, fueron pesadas en una balanza analitica y deshidratadas
en una liofilizadora marca Edwards modelo Freeze dryer durante 3 dias, se
registr0 su peso y se calculé el contenido de humedad y de materia seca
(MS),[Método ID 950.46, AOAC (2005)].

Determinacion de Humedad

Calculo: % Humedad = (Peso muestra himeda-Peso muestra seca) x 100
Peso muestra himeda

Posteriormente las determinaciones analiticas de estas muestras liofilizadas
se llevaron a cabo siguiendo los métodos convencionales recomendados por la
AOAC (2005). Los resultados se expresaron siempre en funcién del contenido de
MS.

Calculo: % MS = 100 - % humedad
MS=materia seca

Determinacion de Grasa

En primer lugar, el contenido de grasa se determindé mediante un extractor
Soxhlet utilizando como disolvente éter de petroleo [Método ID 920.30, AOAC
(2005)].

Calculo:

%Grasa base seca= Peso extracto x100
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Peso muestra

%Grasa base humeda = % Grasa base seca x % MS/ 100

Determinacion de Proteina

El analisis de nitrégeno se realizé segun la técnica de Kjeldahl [Método ID
984.13, AOAC (2005)]. EI contenido de proteina se obtuvo multiplicando el
contenido de nitrdgeno de la muestra por el factor de conversion 6,25. La
metodologia empleada para cada etapa fue la siguiente:

Digestion:

1 g de muestra, en un tubo de Kjeldahl, 1 tableta catalizadora (15 g de sulfato de
cobre pentahidratado, 2.5 g de sulfato de potasio o sulfato de sodio) y 25 ml de
acido sulfurico concentrado. El método de digestion se realiz6 parrilla de bloque
de calentamiento en un equipo Blchi a una temperatura aproximada de 250°C, a
la par se colocé una trampa de succion de gases, la digestion termina cuando la
coloracion de la materia organica es de tono verde trasparente.

Destilacion:

En un equipo de marca Buchi, siguiendo el manual de operaciones del fabricante.
Titulacion:

Se titula con acido clorhidrico al 0.1 N por goteo hasta que el color indicador
cambie a amarillo.

Calculo:

%N base Secaz M&X C (HCI) X 0014 X 100
Peso muestra

%N base himeda = % N base seca X % MS /100
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%Proteina = % N pase himeda X 6.25

N=nitrogeno total

V per=volumen de Hcl consumido por la muestra en la valoracion, menos el
volumen del blanco de reactivos

C (HCL)= concentracion de la solucion de Hcl utilizada en la valoracion
0.014=peso molecular del nitrégeno, dividido por 100 para llevar el volumen
consumido en la valoracion (V) de mla L

%MS=porcentaje de materia seca (100-% humedad)

6.25=es el factor que se deriva de asumir que las proteinas contienen 16% de
nitrogeno (100/16=6.25)

Determinacion de Cenizas

Las cenizas de cada muestra se determinaron por calcinacion en un horno
mufla mantenido a 500-550° C durante un tiempo minimo de 6 horas [Método ID
942.05, AOAC (2005)].
La metodologia fue la siguiente:
Los crisoles previamente se desecaron en una mufla a 600°C por 2 hrs. Una vez
atemperados y a peso constante se coloco 1g de muestra en el crisol (la muestra
no debe sobrepasar la mitad del crisol) previamente pesado. Se calcind la
muestra en una parrilla, bajo una campana de extraccion hasta que no se
desprendan humos y posteriormente se introdujeron a la mufla 6 hrs. cuidando
qgue la temperatura no pase de 550°C. EIl método concluye cuando las cenizas
tienen un color blanco o ligeramente gris, homogéneo. Enfriar en desecador y

pesar.
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Calculo:

%CT=P.C. +M-P.C.S X % MS
GM

CT=Cenizas totales
P.C.+M = Peso en g del crisol con cenizas
P.C.S=Peso en g del crisol sin cenizas

GM= Peso en gramos de la muestra

%Ms= % Materia seca

Determinacion de Energia

En relacibn con la energia, este parametro se determind mediante
combustion de la muestra en una bomba calorimétrica adiabatica (Parr Instrument,

Estados Unidos)

Se peso 0.25g de muestra en forma de harina y se coloco en una pastilla
previamente pesada, la cual se introdujo en una capsula para combustion con hilo
de ignicién dentro de la muestra y sobrando un tramo para conectar al alambre de
ignicion de la bomba, en la parte central del equipo se meti6 la capsula y se realizo
la combustion, para lo cual se reviso que el equipo se encuentre en perfectas
condiciones, ya que se debe obtener un cierre hermético. El cierre se realiza
colocando el capuchén de la bomba sobre el anillo metalico y se gire éste hasta
gue coincida la rosca con el del capuchén, teniendo suministro de Oxigeno a

presién (cilindro con minimo 30 bars ) , se procede abrir la valvula de paso girando
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de ¥ a %2 la perilla y se debe obtener una presion dentro de la bomba balistica de
25 bars (1 bar — 0.987 atm) en aproximadamente 20 a 30 s. Una vez alcanzada la
presion, se cierra la valvula de paso y se procede a ajustar el galvanémetro
primero con la ayuda del ajuste grueso y posteriormente con el dispositivo de
ajuste fino. Si las condiciones anteriores se mantienen por aproximadamente 10
s, se oprime el boton de ignicidbn y en 10 a 15 min se lleva a cabo la combustion,
notandose por un aumento en la presion del manémetro, que a su vez se traduce
en una sefal en la escala del galvanémetro, ya que una vez alcanzado el valor
maximo empieza a decaer rapidamente. La lectura maxima obtenida en el
galvanometro, es directamente proporcional al calor liberado en la combustion.
Una vez tomada la lectura, se abre la valvula de salida de los gases de
combustion, la cual se localiza en la base de la bomba del lado opuesto a entrada
del oxigeno; a la vez, se desconecta el sensor del termopar y una vez liberados
los gases de combustion, se procede abrir la bomba girando el anillo metélico en
sentido inverso al cierre. Por dltimo cierre la valvula de liberacion de gases y
enfrie el capuchén de la bomba en un bafio de agua fria hasta temperatura

ambiente, para poder realizar una nueva determinacion.

Célculos.

Para poder calcular la densidad calorica de la muestra, es necesario contar
con una curva estandar, para la cual se debe realizar la combustiéon de acido
benzoico y anotar la respectiva lectura del galvanémetro. Se recomienda pesar
entre 0.1 a 0.7g de éacido benzoico (valor calorico certificado); ademas sera

necesario llevar acabo la combustion exclusiva de la mecha de hilo de ignicion, ya
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que el valor obtenido se debe restar, o la escala del galvanometro se puede
ajustar para obtener la lectura en forma directa.

Es necesario realizar la determinacion minimo por duplicado, y una vez
obtenida la lectura, se debe convertir a unidades energéticas, para lo cual son las
siguientes conversiones:

1 g de acido benzoico = 26, 454.3 J = 26.45 KJ

4.1868 KJ = 1 Kcal

Una vez que se cuente con la curva estandar de contenido cal6rico
(abscisas) en funcién de la lectura del galvanémetro (ordenadas), se podra
obtener por interpolacién la densidad calérica de la muestra. La determinacién
calorica en la bomba calorimétrica, da la maxima energia potencial que en
términos fisicoquimicos corresponde al calor de combustion del respectivo
material.

Por si mismo el termino de energia bruta no tiene un valor practico desde
el punto de vista alimenticio, ya que los términos de mayor aplicacién son aquellos
gque nos dan la energia biodisponible, como es el caso de la energia
metabolizable. No obstante varios investigadores han realizado estudios bastante
completos y representativos en alimentacion humana y animal, de los cuales se
han podido derivar ecuaciones relativamente sencillas, que nos pueden estimar

con cierta exactitud, términos energéticos de aplicacion practica.
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3.3.2 Coleccidn de los espectros

Se realizaron las lecturas con el equipo NIR a todas las muestras (200),
para ello se tomaron en estado de congelacién y descongelado, obteniendo asi
dos posibles calibraciones del equipo.

Para la coleccion de los espectros, se leyo a temperatura de 4°C y de 20°C
aproximadamente, el espacio de lectura del equipo de espectroscopia de
reflactancia en el infrarrojo cercano es de una ventana de cuarzo de 35 mm de
ancho y 10 mm de espesor. Los espectros fueron tomados en el rango de 400 a
2500 nm a intervalos de 2 nm. En la lectura de los espectros se utilizé un equipo
portatil de Marca ZELTEX modelo 550, con detector de reflactancia, manejado por
el programa de Calibration para Windows™ 3.1, Version 1.4., software NIR 3.1,
asistido por una computadora personal. Los valores de absorbancia (log (1/R)) se
almacenaron de acuerdo a cada lectura y su duplicado.

En el siguiente diagrama se indican los pasos realizados para el uso

adecuado del equipo de espectroscopia de reflactancia en el infrarrojo cercano®*.
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Figura 9. Diagrama de operacion para software zeltex 550

1. Creacion de un archivo de datos optico 3. Obtenga analisis de|aboratorio para

guardados en el instrumento |2 muestras de |a calibracion.
1 -
2. Trace las curvas de |as muestras. 4. Cree un archivo de datos
J constituyentes.
..'5-.__\’%‘ "-._
- ’/’

8. Unirunarchivo de datos constitutivo a un archivo de
datos optico.

8. Ejecute un analisis de regresion Zeltex para
determinar|as constantes dela calibracion (valores K).

7. Introduzca los valores K finales en el
instrumento.

8. Verifique | exactitud. Dehaber 2l gun problems, ajuste
|a inclinacion o declive.
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3.3.3 Tratamiento de los datos espectrales

Se introdujeron los resultados del AQP al equipo NIR, para que el equipo
NIR reconozca los valores con los que se trabajo la primera vez y asi poder
estimar la composicion de la carne de res por este método.

Siguiendo la recomendacion del diagrama del equipo se fusiono el archivo
de datos de resultados de laboratorio con el archivo de datos 6ptico del escaneo
de las muestras, el programa de la computadora agregd los datos nuevos al

archivo Optico para posteriores lecturas.
3.4 Evaluacion y seleccion de constantes para la calibracion

De acuerdo a las recomendaciones del manual NIR 3.1 para encontrar el
mejor tratamiento por ensayo y error, se someti6 a los espectros a varios
tratamientos matematicos, intentando las mejores combinaciones aplicandose
regresion lineal simple este método utiliza toda la informacién espectral (longitudes
de onda) y los valores de laboratorio para formar una regresion lineal, teniendo
como resultado un coeficiente de correlacion.

En la calibracién se tomaron solo 180 de las 200 muestras para originar un
set de calibracion, estas muestras son las que presentan un mejor
comportamiento bajo la curva, se eliminaron las muestras que salieron del
comportamiento normal. El criterio para seleccionar las constantes de calibracion
fue obteniendo el R2 mas alto junto al menor SEC, mismo que el software
automaticamente selecciona y muestra las 14 mejores constantes para cada

componente a analizar.
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Autores como Naes T. e Isaksson en 1989 recomiendan que para tener
éxito en la calibracion NIR se debe tomar en cuenta caracteristicas como la
distribucion composicional del producto a analizar, donde una caracteristica
importante que deberia tener un set de muestras para calibracion es que su
distribucion composicional sea lo mas amplia posible y que se encuentre lo mas
uniformemente distribuida, ademas de tener una informacion originada de una
técnica referencial precisa. El set de calibracién esta formado por la relacion de
informacion originada de una técnica referencial precisa y la coleccion espectral de

un producto®®.

3.5 Ensayo de valoracion externa

A continuacion se realiz6 una valoracion externa, utilizando las constantes
recomendadas con las muestras del set de calibracion.

La valoracion externa se realizé con 25 muestras conocidas del estudio bajo
las mismas condiciones.

Desde el punto de vista estadistico, la etapa de valoracién consiste en la
comparacion, mediante diferentes criterios estadisticos, del valor verdadero y el
valor estimado (Peldoza, 1999)'%; especificando, que en la tecnologia NIR, se
considerara como valor verdadero aquel determinado mediante el método de

referencia (laboratorio) mientras que el valor estimado es aquel predicho en la

calibracién NIR.
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3.6 Analisis estadistico

Se realizdé en el programa Windows Excel® donde se determino Media,
Mediana, Desviacion Estandar y Varianza el comportamiento de la poblacién de
muestras se representd con histogramas de frecuencias para el meétodo
laboratorio. Para el método NIR se hizo la regresion lineal laboratorio-NIR para
cada uno de los componentes de la carne de bovino se determino coeficientes de
correlacion (r) y SEC en cada estado fisico de la muestra, se utilizaron graficas de
barra para evidenciar los valores obtenidos por el estado de congelacion y

descongelado y asi poderlos comparar.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Analisis quimico.

La composicidon quimica de las muestras de carne de bovino en México,
determinadas a través de los métodos descritos por la AOAC se muestran en el
Cuadro 6; ahi se resume las medias, desviaciones estandar, coeficientes de

variacion, el valor minimo y maximo de cada componente expresados en base

humeda.

Cuadro 6. Parametros estadisticos de la composicion quimica de carne de
bovino en México expresados en base hiumeda

Componente | N Promedio +DE | Varianza | Minimo | Maximo
Humedad 200 | 71.49+2.56 6.53 63.61 79.26
Grasa 400 3.34 +2.38 5.67 0.40 12.50
Proteina 400 | 22.66 +1.88 3.52 12.60 26.97
Cenizas 400 | 1.10+0.01 0.11 0.70 1.67
Energia 400 7.09 +0.34 0.02 6.09 8.25

DE: Desviacion Estandar, n: nimero de muestras analizadas por AQP

El contenido de humedad de la carne de bovino se encuentra en promedio
76 % segun Solis Rojas, 2005; en el caso de carne mexicana se encuentra dentro

de los valores reportados por Delgado Suarez'*: entre 70 y 75 %, en este estudi6

se obtuvo un contenido de 71 % de humedad en promedio.

En el siguiente grafico, se muestra la variabilidad de los valores para

el componente humedad, expresado en porcentaje.
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Figura 10. Distribucién de los valores para humedad
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Los valores de humedad determinados por este método presentan una
frecuencia de hasta el 80 % entre los valores 70-74% de contenido de humedad lo

que significa que las muestras forman un grupo heterogéneo.
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Figura 11. Distribucion de los valores de grasa obtenidos por
el método soxhlet

14

12 11

% grasa
(o]
P—

I OO NN N A NN M AN
AN ST N O N0 0O

105
113
121
129
137
145
153
161
169
177
185
193
201

Numero de muestra

El contenido de grasa intramuscular fue el que presento mas variacion,
como se observa en la Figura 11, hay muestras con un gran porcentaje de grasa a
diferencia de otros, resultado de los propios factores de produccién que
determinan el tipo de calidad en carne, como lo menciona Varela A, 2001;
Renand, 2001; Cerdefio, 2001; el método soxhlet determino valores de grasa en

carne entre 1-3% de contenido en cada muestra.
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Figura 12. Distribucion de valores de proteina obtenido por

30 el método kjeldahl
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El porcentaje de proteina, en general se mantuvo entre 20- 25%, con
excepcion de muestras atipicas con resultados de hasta 16%, variabilidad que se
afiade a la diversidad de las muestras, los valores coinciden con lo reportado por
Delgado Suarez en 2005, quien obtuvo una media de 22 % de proteina en carne

de bovino mexicana.

Figura 13. Distribucién de valores de energia obtenido por el
método bomba calorimétrica adiabatica
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La energia expresada en Kcal/g de muestra es el componente mas estable,
el que presento menos variacion, manteniéndose en valores de 7 a 8 kcal por

gramo de carne de bovino.

Figura 14. Distribucién de los valores de cenizas obtenidos
por el método calcinacion en mufla
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El contenido de cenizas totales, varia de 0.8 a 1.5g en la carne analizada,
en general autores como Lawrence y Fowler, (1997)'%°, Lawrie, 1998, mencionan
gue el contenido de cenizas en alimentos es de 1% de cenizas totales.

Los resultados de los diferentes componentes de la carne de bovino en
general coinciden con los citados por (Varela A, 2001; Cerdefio, 2001; Rendand et
al., 2001; Maher et al.}®®; Delgado et al., 2005; Solis Rojas, 2005), la variabilidad
de los resultados depende del efecto de diversas variables (raza, sexo, edad,

alimentacion, etc.) aun cuando se hayan tomado de la misma region de musculo.
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4.2 Desarrollo de la calibracion para un equipo NIR

4.2.1 Coleccion de espectros

En la Figura 15 se muestra el espectro de una de las muestras de carne de
bovino mexicana escaneada en el equipo de infrarrojo cercano situado entre una
longitud de onda de 400 a 2500,,; esta muestra aun no tiene datos de referencia,
sin embargo el area bajo la curva es significativa debido a que indica la longitud de

onda del espectro electromagnético de la carne.
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Figura 15. Espectro electromagnetico de la carne de bovino
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En la Figura 15 se muestra un espectro promedio de la coleccién de los
escaneos realizados en carne de bovino mexicana, con las absorbancias y la
longitud de onda. En promedio la longitud de onda con la que se trabajo fue de
880-1045 nm

En la Figura 16 se presenta la coleccion completa de los espectros tomados
de las muestras de carne de bovino mexicana, espectros que bajo la curva la

mayoria muestra un comportamiento tipico.
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Figura 16. Coleccion de espectros electromagnéticos en carne de bovino

absorbancia

oo
3
w2

920
032
044

O
]

aze

900

000
1010
1023
1037
104¢

longitud de onda nm

En la coleccidn de los espectros se observan lineas con un area bajo la
curva diferente al grupo en general, esas lineas representan muestras atipicas,
por lo que se eliminaron, para que los espectros colectados formen un grupo
homogéneo.

Una vez adquirido el resultado de los componentes de la carne por los
diferentes métodos quimicos y con la coleccion de espectros electromagnéticos,
se procedié a introducirlos en el equipo NIR para la calibracion del método de
analisis de la composicidén en carne de bovino mexicana.

Los espectros colectados para el estado de congelacion como el de
descongelado son similares en cuanto a la longitud de onda y comportamiento

bajo la curva.
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4.3. Etapa de Calibracion

La calibracion del equipo NIR se obtuvo con 180 muestras (360 espectros);

en algunos componentes se eliminaron muestras que

represe ntaban un

comportamiento bajo la curva atipico, ademas se realizo la regresion lineal simple

y se obtuvieron las siguientes constantes para cada estado fisico de la muestra

(congelado y descongelado), durante esta etapa y se presentan a continuacion:

Cuadro 7. Relacién de las constantes recomendadas para la calibracion de
un equipo NIR en muestra congelada.

Constante ID %Humedad %Grasa %Proteina Energia % Cenizas
(Ks)* Kcallg

KO 0 20.30 -8.22 44.64 5.63 -4.16
K1 893 3.97 5.68 -56.31 -31.51 -117.81
K2 910 -267.51 -105.46 309.84 8.38 21.87
K3 920 62.88 82.11 62.55 24.25 94.11
K4 932 48.44 105.25 -136.99 75.77 -61.86
K5 944 284.57 -99.46 -289.85 -104.50 108.64
K6 953 251.64 233.52 97.05 74.93 -264.50
K7 962 -796.17 -437.70 307.70 -128.56 632.91
K8 976 474.11 220.51 -489.05 42.85 -377.34
K9 990 -90.27 209.43 -33.65 65.16 -232.99
K10 1000 8.51 -125.54 244.42 -2.32 156.13
K11 1010 -64.27 -229.82 333.70 -12.40 140.46
K12 1023 51.33 72.24 -73.69 23.91 -246.50
K13 1037 477.54 608.04 -1048.80 -99.42 704.78
K14 1045 -458.09 -539.56 782.07 62.58 -568.55

*Tipo de archivo en Software NIR. ID. Nimero de muestra en base de datos
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Cuadro 8. Relacién de las constantes recomendadas para la calibracion de
un equipo NIR en muestra descongelada.

Constante ID %Humedad %Grasa %Proteina Energia % Cenizas
(Ks)* Kcallg

KO 0 52.01 -94.16 164.41 6.27 -11.42
K1 893 784.48 -1809.66 -936.58 114.61 -529.63
K2 910 1292.86 3679.07 1963.15 299.20 1113.85
K3 920 -83.49 -349.51 -638.23 121.51 -168.99
K4 932 583.98 -863.63 610.61 149.92 -85.44
K5 944 199.33 -1839.34 -3790.05 729.72 -1573.12
K6 953 -242.79 -248.25 3643.77 514.79 1474

K7 962 -155.15 3218.65 510.06 310.94 697

K8 976 162.94 -1847.81 -1507.53 343.59 -1021
K9 990 84.11 -902.87 -144.64 103.39 -323.85
K10 1000 -134.97 103.28 237.25 -110.38 403.32
K11 1010 288.02 -282.4 102.71 -61.36 14.24
K12 1023 -244.26 231.91 -533.45 154.04 -113.39
K13 1037 -213.61 596.81 408.86 -159.61 264.88
K14 1045 263.18 -615 83.76 39.75 -149.24

*Tipo de archivo en Software NIR. ID. Nimero de muestra en base de datos

Con las constantes anteriores se hizo el estudio de correlacion, tomando

como referencia los resultados de laboratorio para cada componente y los

resultados del archivo “optical data” del software del equipo NIR.
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A continuacion en el cuadro 9, se muestra los resultados del estudio de
correlacion de los componentes de la carne de bovino, ahi se especifican en que
estado fisico de la muestra se obtuvieron.

Cuadro 9. Resultado de la composicién quimica de la carne de bovino en
México analizado por método NIR etapa de calibracion

Estado fisico mponente
Humedad Grasa Proteina Cenizas Energia
de la muestra | Anélisis
Coeficiente (r) 0.64 0.69 0.70 0.13 0.71
Congelado
SEC 2.03 1.78 1.03 1.53 0.24
Coeficiente (r) 0.80 0.78 0.30 0.48 0.58
Descongelado
SEC 1.25 1.23 1.30 1.18 0.26

(r): Coeficiente de correlacion
SEC: Error estandar de calibracién

El resultado de correlacion mas favorable para el componente humedad fue
el obtenido por la muestra en estado de descongelado con un coeficiente de
correlaciéon similar al reportado por Mitsumoto et al (1991), quien encontré un (r)
de 0.80 para este componente en el estado de descongelado, el coeficiente de
congelado no se considera por ser mas bajo numéricamente.

Para el componente grasa los resultados del método de laboratorio
comparados con el método NIR, obtuvo un coeficiente de correlacién de 0.69 para
el congelado y de 0.78 en descongelado este es un valor aproximado al reportado
por Mitsumoto et al (1991), quien obtuvo hasta un (r) de 0.79 para este

componente.
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En cuanto a la proteina mostro valores de 0.40 en descongelado y de 0.70
en congelado, este valor se puede comparar con el reportado por Kruggel et al,
(1981) quien encontré un (r) de 0.71 para este componente.

Las cenizas por su valor de laboratorio obtenido varia en rangos de 0.8 a
1.5 g en 100 g de carne, es por ello que para facilitar su lectura en el equipo de
espectroscopia de reflactancia en el infrarrojo cercano se opto por transformar los
valores a multiplos de 10, de manera que el equipo los pueda detectar y reportar.

Los coeficientes de correlacion fueron de 0.48 en descongelado y de 0.13
en congelado, hasta el momento no se encontr6 en la literatura referencia de este
valor del componente para comparar.

El componente energia presento el mejor coeficiente de correlacion en
estado de congelado con un (r) de 0.71 y en descongelado un (r) de 0.58, al igual
gue el componente cenizas no se encontrd referencia para ser comparado.

El error de calibracion reportado para cada componente fue el menor
obtenido durante la etapa de calibracion, lo que concuerda con lo sugerido por

Peldoza (1999).
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En la Figura 17, se muestra a los diferentes coeficientes de correlacion
obtenidos por el método NIR para cada componente analizado en la carne de
bovino mexicana, en cada una de ellas se diferencia el estado congelado y

descongelado.

W Descdngelado

lado

- J

Los coeficientes de correlacion obtenidos en esta etapa de
calibracion para los diferentes componentes de la carne presentaron un (r)
cercano a 0.8, lo que indica que el grupo de muestras es heterogéneo, por ello el
resultado de correlacion es tan diverso. Autores como Shenk y Wester Haus
(1996), indican que una buena calibracion puede tener como minimo un (r) de

0.69, lo que significa que la calibracién realizada es cuantitativamente viable.
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4.4 Valoracion Externa

Se utilizé un grupo de 25 muestras de carne de bovino con origen y valores
de referencia conocidos mismos para evaluar muestras en estado fisico de
congelacion y descongelado. A continuacion se muestra en el Cuadro 10 los
coeficientes de correlacion y SEC obtenidos en esta etapa para ambos estados
analizados en la muestra de carne.

Cuadro 10. Resultado de la composicion quimica de la carne de bovino en
México analizado por método NIR etapa de valoracion externa

Estado fisico mponente | Humedad | Grasa Proteina Cenizas Energia

de lamuestra | Analisis

Congelado Coeficiente (r) | 0.64 0.73 0.71 0.69 0.93
SEC 0.98 0.08 1.14 1.0 0.10
Descongelado | Coeficiente (r) | 0.70 0.90 0.55 0.70 0.45
SEC 2.6 1.20 1.68 1.40 1.26

(r) coeficiente de correlacion
SEC Error estandar de calibracion

Los coeficientes de correlacion para el componente humedad en estado
fisico descongelado disminuyo un 0.10 % en relacion a la etapa de calibracién,
para la grasa aumento un 0.12% lo que significa que las muestras evaluadas para
la etapa de valoracién externa se encontraban dentro del promedio de la base de
datos de calibracion, la proteina aumento solo 0.01% su (r), para las cenizas
aumento su (r) de 0.13 a (r) de 0.69, con una diferencia de 0.56,por lo que este
componente se considero no apto para ser determinado por el método NIR, en
cuanto a la energia aumento de (r) =0.71 en la calibracién a un (r) = 0.93 en la

valoracion, teniendo una diferencia positiva de 0.22%.
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En general el aumento o disminucion de los coeficientes de correlacion se
debe al rango de valores minimos y maximos encontrados por el método de
laboratorio.

En la Figura 18 se representa a los diferentes coeficientes de correlacion en

la etapa de valoracion externa en los diferentes estados fisicos de la muestra.

W Descongeladd

W Congelado

Durante esta etapa se observé una correlacion alta y positiva de los

diferentes componentes de la carne de bovino mexicana.
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5. CONCLUSIONES

De acuerdo a los resultados y bajo las condiciones experimentales de este

trabajo, se puede concluir lo siguiente:

En México existe una variabilidad de carne de bovino, debido a su tipo de
produccién, los componentes de la carne son diferentes desde su origen, por lo
que en el andlisis por el método recomendado por la AOAC se obtienen rangos
amplios, como lo es para el componente grasa, los demas parametros se

encuentran dentro de los valores reportados por la literatura.

En general la técnica NIR mostré ser un buen método para valorar los
componentes de la carne de bovino de México, para los parametros humedad y
grasa los valores encontrados indicaron una mejor correlacion en el estado de
descongelado, seguramente por el estado estructural de las moléculas que
permitié6 una mejor reflactancia, en el caso de los componentes proteina y energia
los valores resultado del método (NIR), mostraron un coeficiente de correlacion
mas alto en estado de congelacion debido a que las moléculas de la muestra
donde incide el haz del infrarrojo cercano hace una evaluacion directa en la
estructura de la carne, a diferencia del estado descongelado donde interfiere el
contenido de agua. Para el componente cenizas se concluye que no es
recomendado hacer la medicion de este componente por el método NIR, debido a

gue presento resultados incongruentes de la calibracion con la valoracion externa.
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