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Resumen

El anadlisis de isOtopos estables mediante espectrometria de masas para
relaciones isotopicas (E.M.R.l.) es una herramienta clave en la trazabilidad
alimentaria por su potencial para reconstruir la dieta de los animales a partir de
los valores isotdpicos en los productos carnicos derivados de ellos. Se
tomaron 13 muestras de productos cérnicos de pollo, vacuno y cerdo, algunos
de marcas conocidas, otros de marca blanca y otros procedentes de cria
particular, con distintos grados de conocimiento sobre los regimenes de
alimentacion de los animales de los cuales procedian. Se tomaron también
muestras de posibles alimentos de interés: bellota, castafia, maiz, pienso y
hierba. Todas las muestras (las de carne desengrasadas previamente) fueron
cuidadosamente homogeneizadas y enviadas a los Servicios de Apoyo a la
Investigacion (SAIl) de la Universidade da Corufia para el analisis de los
isétopos estables de carbono y nitrégeno. Los datos asi obtenidos de las
muestras de carne y alimentos fueron comparados entre si y con respecto a
datos procedentes de la literatura preexistente. La sefial isotépica de '°C
resultd util para comprobar la alimentacién a base de maiz en pollos y a base
de pasto en vacuno. La sefial isotépica de >N permiti6 detectar la leche
materna en la dieta de terneras y la adicion de proteina animal a los piensos en
afojo y vacuno. Los analisis no sirvieron para diferenciar de forma fiable a los
pollos camperos de los pollos criados en cautividad, ni para identificar de forma
concluyente alimentacion con bellotas o castafias en cerdos.

Resumo

A andlise dos is6topos estables con espectrometria de masas para relacions
isotépicas (E.M.R.l.) é unha ferramenta clave na trazabilidade alimentaria polo
seu potencial para reconstruir a dieta dos animais a partir dos valores
isotopicos dos produtos carnicos derivados deles. Tomaronse 13 mostras de
produtos carnicos de polo, vacun e porco, alguns de marcas cofiecidas, outros
de marca branca e outros procedentes de cria particular, con distintos graos de
cofiecemento sobre os réximes de alimentacion dos animais dos cales
procedian. Tomaronse tamén mostras de posibles alimentos de interese:
landra, castafia, millo, penso e herba. Todas as mostras (as de carne
previamente desengraxadas) foron coidadosamente homoxeneizadas e
mandadas aos Servizos de Apoio a Investigacion (SAI) da Universidade da
Corufia para a analise dos isotopos estables de carbono e nitroxeno. Os datos
asi obtidos das mostras de carne e alimentos foron comparados entre si e con
datos procedentes da literatura preexistente. O sinal isotépico de **C resultou
atil para comprobar a alimentacién a base de millo en polos e a base de pasto
en vacun. As analises non serviron para diferenciar de maneira fiable aos polos



campeiros dos polos criados en cativerio, nin para identificar de forma
concluinte alimentacién a base de landras ou castafias en porcos.

Summary

Stable isotope analysis (S.I.A.) by isotope ratio mass spectrometry (I.R.M.S.) is
a key tool for alimentary traceability thanks to its potential for the reconstruction
of animal diets using the isotopic values of meat products. 13 samples of
poultry, beef and pork meat products were collected, some from well-known
brands, some from white-label brands and some from private breeding, with
various degrees of knowledge about the feeding regime of the animals from
which the products were originated. Samples of useful feeds: acorn, chestnut,
corn, grass and commercial feed, were also taken. Every sample (the meat
ones being previously degreased) was carefully homogenized and sent to the
research support service of Universidade da Coruia for the analysis of stable
isotopes of carbon and nitrogen. The obtained data from the meat and feed
samples were contrasted with each other and with data from preexisting
literature. The isotopic signature of *C was useful to check the authenticity of
corn-fed chicken and grass-fed beef. The isotopic signature of N allowed
detection of breastfeeding in the diet of cattle and animal protein feeding in
older beef animals. In contrast, this method didn’t allow an effective
discrimination between free-range and barn chickens, nor a certain identification
of acorn or chestnut feeding in pigs.
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1. Introduccion
1.1. Trazabilidad alimentaria e is6topos estables

Hoy en dia es de vital importancia contar con métodos para garantizar a los
consumidores la calidad de los alimentos que compran. La globalizacion
implica que cada vez mas alimentos se estan intercambiando alrededor del
mundo, estando disponible en el mercado una enorme variedad de ellos.
Determinar la autenticidad de estos alimentos requiere asegurar que su
etiquetado sea correcto y que cumplan todos los requerimientos necesarios
para adoptar una denominacion determinada, asi como detectar sustituciones
de ingredientes por otros similares pero mas baratos y otros procesos no
declarados. Una herramienta clave para que esto sea posible es la trazabilidad
alimentaria, ampliamente extendida como método de control de riesgo en la
Union Europea. Y una de las técnicas mas utilizadas en trazabilidad alimentaria
es el analisis de los isétopos estables mediante espectrometria de masas de
relaciones isotépicas (E.M.R.1.). (Camin et al., 2016).

En primer lugar, recordar que los is6topos son distintas formas de un mismo
elemento quimico que tienen un mismo namero atémico (de protones) pero
distinto nimero de neutrones. Muchos elementos tienen dos o mas isétopos de
forma natural, por ejemplo el nitrdgeno existe mayoritariamente en forma de
14N, pero tiene una variante mas pesada y bastante menos comin que es el
1>N. Las diferencias de masa entre los is6topos de un mismo elemento hacen
que se comporten de forma distinta en muchos procesos ambientales
(climaticos, geoldgicos, etc) y fisioldgicos, con lo que se producen variaciones
en su abundancia relativa, pudiendo aumentar o disminuir sus proporciones. A
este fendbmeno se le denomina fraccionamiento isotépico (Crawford et al.,
2008).

Los tejidos de los animales son sintetizados a partir de los nutrientes de los
alimentos que ingieren y por lo tanto su composicion isotopica va a depender
en gran parte de la dieta. Asi, los alimentos dejan una sefial que no puede ser
alterada de forma artificial y que resulta muy util para la trazabilidad alimentaria,
teniendo multiples aplicaciones. Una de ellas es la reconstruccion de la dieta de
un animal analizando los valores isotopicos de los productos carnicos. Esto es
importante desde el punto de vista sanitario, por ejemplo, para evitar la
expansion de enfermedades originadas por una alimentacion inadecuada del
ganado (como la famosa “enfermedad de las vacas locas”). También es
importante por razones econdmicas, para evitar entre otras cosas que animales
criados en cautividad sean vendidos como animales de pasto, que son mas
valorados. La mayoria de estos estudios utilizan como criterio las sefiales
isotdpicas del carbono y el nitrégeno (Camin et al., 2016).



1.2. Factores que determinan las sefiales isotépicas de C y N en tejidos
animales

La sefial isotopica del carbono en el tejido animal se utiliza sobre todo para
determinar la dieta de animales herbivoros u omnivoros, pues varia mucho
segun el tipo de plantas que consuman. Esto sucede porque en las plantas con
diferentes tipos de metabolismo fotosintético, las enzimas carboxilasas poseen
distinta capacidad de discriminacion isotépica (Camin et al., 2016). La ruta
fotosintética de Calvin-Belson utilizada por las plantas C3 como el trigo o la
remolacha azucarera fija una menor cantidad del isétopo **C que la ruta de
Hatch-Slack de las plantas C4 como el maiz y la cafia de azucar. Como
consecuencia, las plantas C3 tienen una relacién **C/**C mas negativa que las
C4 (Rhodes et al., 2010). Es por esto que si aumenta el porcentaje de maiz en
la dieta de un animal, su proporcién de **C también aumentara. Hay que tener
en cuenta que el tejido animal no va a reflejar exactamente la composicion
isotopica de la dieta, si no que va existir cierto fraccionamiento isotdpico que
consiste, de forma general, en un incremento del 1%. del isétopo mas pesado
(Camin et al., 2016).

En cuanto a la sefial isotépica del nitrégeno, es interesante en este contexto
por su utilidad para determinar el nivel trofico de los animales. A medida que se
asciende dentro de la cadena trofica, cada eslabdn tiene una mayor proporcion
de N que el anterior, siendo el fraccionamiento isotépico de un 2%o a un 4%o
por nivel (Crawford et al., 2008). Se observa un fendmeno similar en los
animales lactantes. Al alimentarse tan solo de la leche que les proporciona su
madre, su sefal isotdpica se corresponde con un nivel tréfico superior al de
esta. Durante el destete, los valores se van aproximando gradualmente a los
del adulto en funcién al porcentaje de leche en su alimentacion total (Jenkins et
al., 2001).

1.3. Casos de estudio

En este estudio se han utilizado los isétopos estables *C y °N para la
trazabilidad alimentaria de tres tipos de productos carnicos: pollo, vacuno y
cerdo.

1.3.1. Pollo

En la industria alimentaria del pollo se distinguen dos grandes grupos en
general: por un lado los animales criados en cautividad cuya dieta es
proporcionada exclusivamente por el productor y por otro lado los llamados
pollos de corral o “camperos” que gozan de cierta libertad y pueden imitar sus
hébitos de alimentacion naturales, comiendo no solo hierba sino también
pequefios invertebrados como lombrices e insectos. Es importante contar con



un método fiable para diferenciarlos ya que los pollos camperos alcanzan
normalmente un precio mas elevado. Para esto es especialmente util la sefial
isotopica del nitrégeno, pues en los pollos camperos los valores de *°N suelen
ser mas altos gracias a la fuente adicional de proteina animal que obtienen al
ingerir los invertebrados del suelo. Sin embargo hay que considerar que ciertas
combinaciones de ingredientes en la dieta pueden conducir a unos valores
isotopicos similares a los que se encuentran en los pollos camperos, por
ejemplo, la adicién de algun tipo de proteina animal (como médula de hueso) al
pienso (Coletta et al., 2012).

Otra utilidad es comprobar la autenticidad de una alimentacién a base de
maiz. Que un pollo haya sido alimentado con maiz significa que su dieta debe
estar compuesta por al menos un 50% de maiz y que dicho alimento se le tiene
qgue haber proporcionado durante la mayor parte de su periodo de engorde. El
meétodo de los is6topos estables tiene importancia porque la coloracién amarilla
gue normalmente se asocia con una dieta a base de maiz se puede falsear
afiadiendo carotenoides al alimento, y otros métodos analiticos como el estudio
de la composicion lipidica del animal no son fiables ya que puede modificarse
el contenido en grasa de los alimentos para que imite los perfiles de acidos
grasos, esteroles y triglicéridos deseados (Rhodes et al., 2010). Al ser el maiz
una planta C4, la adicion de este ingrediente a la dieta resultara en un aumento
de la proporcién del isétopo *3C en los tejidos del pollo.

1.3.2. Vacuno

Mayoritariamente existen dos regimenes comunes en la alimentacion del
ganado vacuno. El régimen convencional se basa en alimentar a los animales
mayoritariamente con grano (sobre todo maiz). El otro se basa tan solo en
hierba (pasto) y muchas veces se describe como “ganaderia organica”. La
sefal isotopica del carbono difiere segun estos tipos de alimentacion, pues los
niveles de **C en el misculo son normalmente mayores en los alimentados con
grano que en los alimentados con hierba (Kim et al., 2012). Esto se cumple en
zonas templadas porque la mayor parte de las gramineas son plantas C3. Los
resultados podrian ser distintos de estar en una zona tropical o subtropical
donde las gramineas son mayoritariamente plantas C4 (De Smet et al., 2004).

La sefal isotdpica del nitrogeno también tiene su utilidad. De encontrarse un
animal cuya sefial sea muy elevada, podria interpretarse de dos formas. Una
de ellas es que haya recibido una dieta enriquecida con proteina animal,
aspecto de especial atencion en el ganado vacuno por la relacién existente
entre la ingesta de proteina procedente de animales enfermos y el desarrollo
de la Encefalopatia Espongiforme Bovina, transmisible a los humanos. Antes
de que surgiese esta epidemia, era comun utilizar carne y médula de hueso
procedentes de ganado bovino en las dietas de muchos animales. Hoy en dia



su uso esta prohibido en rumiantes para prevenir el desarrollo de nuevos casos
(Carrijo et al., 2006). La otra posibilidad es que se tratase de un animal lactante
y es especialmente importante para el siguiente sub-apartado.

1.3.2.1 Ternera Gallega

Ciertas carnes gozan de un estatus especial por sus particulares
caracteristicas de produccion. Ejemplos son alimentos con denominacion de
origen protegida (D.O.P.) y/o indicacion geogréfica protegida (I.G.P.), que
requieren robustos sistemas de trazabilidad para protegerlos del fraude y
autentificar a los animales y a los alimentos que se derivan de ellos (Osorio et
al., 2011).

En el caso de la “I.G.P. Ternera Gallega” la calidad esta en gran parte
determinada por el tiempo de lactancia de las terneras, que influye en el precio
final de los productos carnicos derivados de ellas. Segun esta I.G.P., se
denomina ternera a los animales que se sacrifican con menos de 10 meses de
edad, y se diferencian dos categorias: los que se crian en explotaciones con
vacas madre y que han tenido un periodo minimo de lactacion materna de siete
meses, a los que se les confiere la categoria “Ternera Gallega Suprema’; y los
gue se destetan a diferentes edades, siendo la base de su alimentacion los
forrajes autorizados por el Consejo Regulador, denominados simplemente
“Ternera Gallega” (D.O.G. del 5 de abril de 2010).

Como ya se ha mencionado, en los mamiferos la lactancia produce una
sefal isotdpica diferente en las crias que indica un nivel tréfico superior al de
los adultos y, a medida que abandonan la lactancia, se va pareciendo cada vez
mas a la de estos. Asi, podria utilizarse la sefal isotdpica del nitrdgeno para
comprobar que los periodos de lactancia han sido los adecuados para cada
denominacion.

1.3.3. Cerdo

Los parametros que mas afectan a la calidad de la carne de cerdo son el
contenido de grasa intramuscular y la composicion de esta, en especial de los
acidos grasos. Un alto contenido de grasa en los musculos tiene una influencia
positiva, especialmente en los productos curados, sobre numerosas cualidades
sensoriales como el sabor, la ternura, o la jugosidad (Temperan et al., 2014).
Estos parametros son afectados significativamente por la dieta que el animal
recibe. Una relacién proteinas/valor calorifico baja en las dietas deriva en una
alta deposicion de grasa en los tejidos porcinos (Ventanas et al., 2007). Una
posible explicacion es que las dietas bajas en proteina estimulan la actividad de
las enzimas lipogénicas del musculo, incrementando la sintesis de &acidos
grasos de novo. Es importante controlar la composicion de esta grasa por la
relacion existente entre el consumo de colesterol y acidos saturados y las
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enfermedades cardiovasculares (Dominguez et al., 2015). Ademas, la
composicion lipidica también influye en las cualidades sensoriales de la carne
de cerdo. Una alta proporcibn de 4&cidos grasos monoinsaturados es
importante para que los productos de curados alcancen el sabor apropiado
(Fernandez et al., 2003).

Dos estrategias alternativas a la explotacion porcina intensiva a base de
pienso con el fin de mejorar estos parametros son la alimentacion a base de
bellotas y a base de castafias.

1.3.3.1. Cerdo Ibérico

El cerdo Ibérico es una raza autéctona de la peninsula Ibérica. Los factores
principales que influyen en la alta calidad de su carne son dos: la propia raza y
la alimentacion que los animales reciben durante el periodo final de engorde
(Gonzélez-Martin et al., 1999). Los productos derivados del cerdo Ibérico
pueden caer en tres categorias en funcién de la dieta: se denomina “de cebo” a
los productos de animales que han sido alimentados con piensos constituidos
fundamentalmente por cereales y leguminosas; “de cebo de campo” en caso de
animales que ademas de recibir pienso pueden aprovechar los recursos del
campo; Yy “de bellota” a productos de animales sacrificados inmediatamente
después del aprovechamiento exclusivo de los recursos naturales de la
dehesa, sin aporte de pienso suplementario (B.O.E. del 11 de Enero de 2014).
La dehesa es un ecosistema de bosque Mediterraneo en el que los cerdos
engordan mayoritariamente a base de hierba y bellotas, siendo llamados “de
montanera”. Los productos procedentes de estos son cerdos los que tienen
mayor calidad, alcanzando los precios mas altos en el mercado.

Las bellotas poseen un alto valor calorifico y un contenido en proteinas
relativamente bajo (Ventanas et al., 2007). Esto, junto a la gran capacidad
fisiolégica de la raza para almacenar grasa en el musculo, lleva a que el
contenido de grasa intramuscular sea elevado. Las bellotas también tienen un
elevado porcentaje de acidos grasos monoinsaturados, particularmente acido
oleico (53-54%) y concentraciones muy bajas de acidos grasos saturados como
el palmitico y el estearico. Ademas, son ricas en a-tocoferol, y-tocoferol y
taninos. Por su parte, la hierba es una fuente de acidos grasos poliinsaturados,
sobre todo linoleico, y también es rica en a-tocoferol y otros compuestos
fendlicos (Tejerina et al., 2011).

El acido oleico es especialmente importante, pues influye de forma decisiva
en muchas caracteristicas sensoriales de la carne como brillo, oleaginosidad,
jugosidad, dulzor, consistencia de la grasa y aroma (Pugliese et al., 2013). En
cuanto a los altos niveles de acidos grasos monoinsaturados en general y
tocoferol, sirven para disminuir la intensidad de las reacciones oxidativas en el
muasculo porcino, que en los productos de Cerdo Ibérico se asocian con



pérdidas de calidad incluyendo deterioro del aroma, color y textura y la
generacion de compuestos toxicos (Ventanas et al., 2007).

Los beneficios para el consumidor no se limitan a unas mejores propiedades
sensoriales. Los antioxidantes presentes en la carne y los productos curados
del cerdo Ibérico de montanera son buenos para la salud. Los tocoferoles,
taninos y deméas compuestos fendlicos son muy valorados por sus capacidades
antioxidantes y de neutralizacion de radicales libres, de ahi su potencial para
paliar procesos degenerativos (Tejerina et al., 2011). Ademas, consumir
productos de cerdos de montanera tiene una influencia positivamente en los
niveles de colesterol gracias al elevado porcentaje de &cidos grasos
insaturados (Ventanas et al., 2007). Como ejemplo concreto, estd demostrado
que el &cido oleico presente en el jamoén de cerdo ibérico alimentado con
bellotas contribuye al descenso de los niveles de triglicéridos y colesterol LDL
(Garcia Rebollo et al., 1998).

El analisis de is6topos estables puede aplicarse para autentificar los
productos de bellota, pues la alimentacion del cerdo afecta a la sefial isotopica
de carbono y nitrégeno en el musculo. Los animales alimentados con bellota
presentan una menor riqueza relativa de *C y N con respecto a los
alimentados con pienso. La técnica discrimina bien entre productos de cerdos
alimentados solo con bellota y solo con pienso, pero no distingue bien entre
animales de pienso y de recebo, es decir, alimentados tanto con bellotas como
con pienso (Nieto y Aguilera, 2009).

1.3.3.2. Suplementos de acido oleico

El régimen tradicional de alimentacién de los cerdos Ibéricos no siempre es
posible debido a la disponibilidad de los recursos naturales, que limitan la
densidad de la explotacion a un cerdo por hectarea. Los cerdos Ibéricos
restantes se crian en confinamiento y se les suele alimentar con dietas
enriquecidas en acido oleico suplementadas con a-tocoferol (hasta 200 mg/kg)
para imitar los efectos favorables de la alimentacién tradicional. Esta dieta es
efectiva en cierta medida, pues los musculos de los cerdos que la reciben
presentan niveles de a-tocoferol similares a los de cerdos de montanera.
También se han reportado efectos positivos en los niveles de acido oleico en
los musculos de cerdos tanto Ibéricos como de genotipo industrial (Ventanas et
al., 2007).

En cuanto a la calidad de los productos curados, los niveles de a-tocoferol y
acido oleico también se ven incrementados en los jamones. Sin embargo, los
cerdos alimentados con este tipo de dietas no alcanzan los niveles de grasa
intramuscular de los cerdos Ibéricos alimentados con bellota, una seria
desventaja puesto que, como ya se ha dicho, este parametro tiene mucha



importancia para el desarrollo de numerosas cualidades sensoriales de los
jamones Ibéricos (Ventanas et al., 2007).

1.3.3.3. Alimentacion a base de castafas

Galicia es el area principal de produccién de castafia (Castanea sativa Mill.)
en Espafa. El uso de estas castafias en lugar de pienso comercial para
alimentar a los cerdos es una forma de reducir los costes de produccion y traer
un producto de alta calidad a los mercados, con una grasa mas sana
(Dominguez et al., 2015).

Segun el estudio realizado por Pugliese et al. (2013), sustituir el pienso por
una alimentacion a base de castafias afecta significativamente a la calidad de
la carne y la grasa. La castafia parece empeorar las caracteristicas fisicas de la
carne, que tiene una menor capacidad de retencién de agua y por lo tanto una
mayor dureza, pero a cambio obtiene un mayor porcentaje de grasa
intramuscular. En cuanto a los porcentaje de acido oleico y otros acidos grasos
monoinsaturados, es mayor que en los cerdos alimentados con pienso
convencional pero menor que en los cerdos Ibéricos alimentados con bellota.



2. Objetivos

Realizar una revision bibliografica sobre el uso de los iso6topos estables de
Carbono y Nitrégeno en la trazabilidad alimentaria.

Toma de muestras de varios productos carnicos y preparacion de dichas
muestras para realizar un andlisis de isotopos estables mediante E.M.R.I.

Interpretacion de los resultados de los analisis y valoracion de la utilidad de

la técnica para verificar la alimentacién proporcionada a los animales de los
gue procedian las muestras.
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3. Materiales y métodos

3.1. Obtencion de las muestras

En este estudio fueron utilizadas un total de 13 muestras de musculo (4 de
pollo, 4 de cerdo y 5 de vacuno), cuyos datos se encuentran recogidos en la

Tabla 1.

Tabla 1. Informacion sobre las muestras de carne y abreviatura asignada
a cadaunade ellas

Nombre Descripcién Detalles sobre alimentacion

PoCam Pollo con origen en A base de maiz con un minimo
Galicia, de marca Coren, de 70% de cereales, siendo el
con certificado Galicia 50% maiz, con salida libre al
Calidade campo

PoBInl Pollo con origen en Sin datos
Castillay Lebn, de marca
blanca

PoBIn2 Pollo con origen en 65% de cereales
Galicia, de marca blanca,
con certificado Galicia
Calidade

PoPar Pollo con origen en Maiz y pienso comercial
Galicia (Pontevedra)* compuesto mayoritariamente

por soja y maiz, con salida libre
al campo

TerGalS Ternera con origen en Lactancia materna durante un
Galicia, de marca periodo minimo de 7 meses
Ternera Gallega

TerGal Ternera con origen en Lactancia materna, forrajes y

Galicia, de marca
Ternera Gallega

concentrados de origen
exclusivamente vegetal
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TerPar Ternera con origen en Tradicional
Galicia (Lugo)*

Afo AfRojo con origen en Sin datos
Madrid, de marca blanca

Vac Vacuno con origen en Sin datos
Madrid, de marca blanca

CerCas Cerdo con origen en A base de cereales y castafa
Galicia, de marca Selecta gallega, con salida al campo
Coren, con Certificado
Galicia Calidade

Cerlbel Cerdo Ibérico con origen Pienso enriguecido con &cido
en Murcia, marca Legado oleico
Ibérico de EIPozo

Cerlbe2 Cerdo Ibérico con origen Sin datos
en Castilla y Leon, de
marca Cien por Cien
Pata Negra

CerBin Cerdo con origen en Sin datos
Madrid, de marca blanca

*~Muestras procedentes de animales de cria particular. Todas las demas
fueron obtenidas en grandes superficies. La informacion sobre origen y
alimentacion se derivo del etiqguetado de los alimentos y de las paginas web de
Coren, EIPozo y Cien Por Cien Pata Negra.

A parte de los diferentes tipos de carne, también se analizaron muestras de
castafia local (Galicia), bellota de encina local (Salamanca), hierba de un prado
gallego y del maiz y el pienso con los que se habia alimentado al pollo
procedente de cria particular. EI maiz en cuestion fue cultivado en Pontevedra
utilizando uUnicamente estiércol como fertilizante. El pienso es de la empresa
Norgasa (pienso compuesto para pollos en crecimiento) y se compone
principalmente de harina de soja y maiz.

3.2. Desengrasado de la carne

Para poder analizar adecuadamente la sefial isotdépica en musculo este debe
ser previamente desgrasado, ya que los lipidos pueden presentar una sefal
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diferente a la de las proteinas y si se analizasen muestras de carne con
diferentes cantidades de grasa se generarian errores a la hora de interpretar
los datos (Camin et al., 2016).

De cada una de las carnes se extrajo una pequefia porcion cuidando que
estuviese lo mas libre posible de grasa. Estas porciones se cortaron, con ayuda
de tijeras y cuchillo en fragmentos muy pequefios con el fin de aumentar la
superficie de exposicion a la solucién desengrasante (2 partes de metanol/1
parte de cloroformo). La carne troceada se coloco en tubos de cristal y se les
afadié solucién desengrasante hasta cubrir. Estos tubos se sumergieron
durante 15 min en un bafio de ultrasonidos tras lo cual con una jeringuilla se
retir6 la parte superior del liquido, en la que se acumula la grasa. Este proceso
se repitié una vez, tras lo cual se afiadio a los tubos un poco de agua destilada
y se sumergieron 5 minutos en el bafio de ultrasonidos. Esta agua fue
eliminada posteriormente para que en la muestra no quedasen restos de
metanol-cloroformo. Los tubos con las muestras desengrasadas se taparon con
parafilm y se reservaron en congelador para ser después sometidas a un
proceso de liofilizacién.

—wvz

-’ C‘h)’—\

Figura 1. muestras de carne troceadas antes del desengrasado (A), bafio
de ultrasonidos (B), muestras de carne tras el bafio (C), muestras
liofilizadas (D).
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3.3. Preparacion de las muestras para el analisis

Con el fin de obtener muestras lo mas homogéneas posible para el analisis,
el maiz (que ya estaba triturado) y el pienso se pasaron por un tamiz. En
cuanto a las bellotas y las castafias, se secaron en la estufa durante 24 h.
Estas muestras secas y la carne liofilizada se machacaron en morteros para
asegurar su homogenizacion, cuidando de limpiar bien los utensilios al cambiar
de muestra. A continuacion se tomaron pequefias porciones de cada
homogeneizado y se colocaron en tubos Eppendorf, guardando la muestra
sobrante en recipientes de plastico por si se necesitase de nuevo.

Figura 2: muestras de castafia y bellota secas (A), homogeneizado (B) y
muestras listas para el andlisis de is6topos estables (C)

3.4. Andlisis de isGtopos estables

Las muestras homogeneizadas se enviaron a la Unidad de Técnicas
Instrumentales de Analisis (U.T.ILA)) de los Servicios de Apoyo a la
Investigacion (S.A.l.) de la U.D.C. para someterlas a un analisis de is6topos
estables de carbono y nitrdgeno mediante espectrometria de masas de
relaciones isotdpicas. Esta técnica permite analizar las proporciones de cada
isétopo de forma precisa, pudiendo detectar variaciones muy pequefias. El
elemento de interés debe estar en forma gaseosa para que el espectrometro
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pueda separar sus iones en funcion de las diferentes relaciones masa/carga.
Esto se consigue gracias a la combustion instantanea de las muestras a
altisimas temperaturas (1020° C), que rinde CO,, N2y H,O. El exceso de agua
se retiene en un filtro y los dos gases generados son separados por
cromatografia en el Analizador elemental FlashEA1112 (ThermoFinnigan) e
introducidos en el espectrémetro de masas de relaciones isotdpicas DeltaP"s
(ThermoFinnigan) a través de una interfase Confoll (ThermoFinnigan). La
reproducibilidad analitica de los equipos es superior al 0,2%o. en cada uno de
los is6topos estudiados.

Los resultados se obtienen en forma de la abundancia isotopica relativa de la
muestra, en relaciébn a un estandar internacional comin y se expresan en
unidades delta (d), en tanto por mil (%o), segun la siguiente ecuacion:

6HX = [(Rmuestra/Resténdar) - 1]*1000

donde X representa el elemento, H es la masa del isétopo mas pesado y R
es la proporcion del isétopo pesado con respecto al ligero. De esta forma, la
relacién isotdpica *C/*?C se expresa como 5°C y la relacion *N/**N como
5™N. Si el valor de delta es 0, significa que la muestra tiene el mismo valor que
el estandar. Si es positivo, la muestra tiene una mayor cantidad del is6topo
pesado y se dice que esta “enriquecida” con respecto al estandar; y si es
negativo tiene una menor cantidad y estara “empobrecida” (Crawford et al.,
2008). Los estandares utilizaros fueron los habituales en este tipo de analisis:
Aire atmosférico (AIR) para el nitrogeno y VPDB para el carbono. Los andlisis
fueron realizados por triplicado para cada muestra. A partir de ellos se
calcularon las medias y sus desviaciones tipicas.

4. Resultados

En la Tabla 2 se ofrecen los resultados del analisis isotdpico de las muestras
estudiadas, tanto de alimentos como de musculo animal. Se muestra el valor
medio de los tres analisis realizados para cada muestra. Las desviaciones
tipicas resultaron en su mayor parte iguales o inferiores al error analitico de los
equipos. Esto es prueba de que las muestras fueron bien homogeneizadas.

15



Tabla 2. Valores 815N y 813C (media y desviacion tipica) de las muestras
de carne y alimentos estudiadas

Muestra 8 Nar (%o) 3 BCupov (%0)
Pienso 2,0+0,1 -20,0+0,2
Maiz 4,1+0,3 -11,8 +0,1
Bellota 3,0+0,2 -26,2+0,1
Castafia 26+0,1 -28,6 £ 0,2
Hierba -04+04 -32,1+0,1
PoCam 22+0,0 -19,3+0,1
PoBIn1 21+0,1 -24,9+0,1
PoBIn2 2,2+0,0 -20,6 £ 0,1
PoPar 2,4+0,0 -17,5+0,1
TerGallS 6,1+0,0 -23,2+0,0
TerGall 5300 -16,9+0,1
TerPar 42+0,1 -19,6 £ 0,0
Afio 7,3+x0,1 -21,5+0,0
Vac 55+£0,1 -24,0+0,1
CerBIn 3,0+0,0 -22,8+0,0
Cerlbel 6,2+0,1 -21,5+0,2
Cerlbe2 5300 -23,7+0,1
CerCas 3,8+0,0 -21,0+0,1

Las muestras de vegetales y pienso presentaron un rango de valores 5*3C
del -11,8 al 32,1%0 y 3N del -0,4 al 4,1%o. La sefial isotépica de carbono en el
maiz (-11.8%.) es consistente con los valores tipicos de las plantas C4, que
suelen oscilar entre -9 y -14%. (Rhodes et al., 2010). Las bellotas, las castafias
y la hierba mostraron valores 33C mas negativos (-26,2, -28,6 y -32,1%o
respectivamente) tal y como corresponde a las plantas C3, cuyos valores se
encuentran normalmente entre el -24 y el -30 %. (Rhodes et al., 2010). El
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pienso tiene un valor intermedio de -20%., en consistencia con su composicion
a base de soja, que también es una planta C3, y maiz.

En la sefal isotopica de nitrogeno, las diferencias que se observan entre
estas muestras de vegetales son normales teniendo en cuenta las distintas
condiciones de crecimiento de cada planta (profundidad de las raices, actividad
microbiana en los suelos, tipos de suelo, clima, etc) (Dawson et al., 2002) y que
las partes analizadas son distintas: hojas en el caso de la hierba, frutos en el
caso de las demas. El valor mas alto lo presenta el maiz (4,1%o), es un valor
que no se sale de lo normal pero que podria estar influido porque el maiz fue
cultivado en un suelo fertilizado con estiércol animal. El valor mas bajo lo
presenta la hierba, siendo el Unico valor negativo (-0.4%0). Las castanas y las
bellotas presentan valores intermedios. Las bellotas son la muestra en la que el
clima podria tener un efecto notable pues proceden de Salamanca, mientras
gue todas las demas muestras son de Galicia.

La Figura 3 muestra la relacion entre los valores isotopicos de carbono y
nitrogeno para las muestras de pollo, ternera y cerdo por separado, junto con
sus respectivas fuentes de alimentacion conocidas o supuestas. En el caso del
pollo, las diferencias mas grandes entre muestras se encuentran en el 5C,
que oscila entre -17,5 y -24,9%.. El "N varia mucho menos, con valores
comprendidos entre 2,1y 2,4%. (Tabla 2). En el caso de la ternera y el vacuno,
los valores 5'3C estan comprendidos entre -16,9 y -24%.. El 5'°N en este caso
Si presenta variaciones importantes y ademas alcanza valores bastante mas
altos, disponiéndose entre 4,2 y 7,3%o (Tabla 2). Por ultimo en el caso de las
muestras de cerdo, el 5*3C varia menos gue en los otros casos, manteniéndose
mas bien bajo, con valores que van desde -21 hasta -23,7%0, mientras que el
5"N varia bastante, desde 3 hasta 6,2%o (Tabla 2).
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Figura 3. Graficos 613C vs 515N de las diferentes muestras de pollo (A),
vacuno (B) y cerdo (C) incluyendo en cada caso los alimentos que hayan
podido influir en los valores isotépicos
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5. Discusion

5.1. Pollo

El interés del estudio de las muestras de pollo es doble: por un lado, saber si
los valores isotdpicos reflejan la alimentacion con altas proporciones de maiz
que se afirma en el etiquetado de alguna de ellas. Por otro lado, ver si el
manejo de los animales (de corral con salida al campo o en naves
industriales/jaulas) puede detectarse en las sefales isotopicas.

Observando los valores 3'3C, el menos negativo le corresponde a PoPar (-
17,3%o0), que tiene un valor intermedio entre las sefales isotopicas de carbono
del pienso y el maiz con los que fue alimentado. Es un resultado esperable
teniendo en cuenta que no se conoce con exactitud el porcentaje que
representd cada tipo de alimento en su dieta. El valor de PoCam es mas
negativo (-19.3%o), pudiendo indicar que el pollo de Coren recibié un porcentaje
menor de maiz en su dieta que el de cria particular. La informaciéon que
proporciona la marca indica que sus pollos camperos se alimentan con un 50%
de maiz. El valor critico para verificar que en efecto se ha alcanzado este
porcentaje es de -22.5%. (Rhodes et al., 2010), por lo que la condicion parece
cumplirse. Esto también permite determinar que el maiz representd mas del
50% en la dieta de PoPar. De este modo ambos pollos podrian denominarse
como “alimentados con maiz” sin problemas. Podria incluirse también en esta
categoria a PoBInl, que como puede verse en la Figura 3 se encuentra cerca
de los otros dos (con un valor de -20,6%.) pero ya no ha PoBIn2, que no
alcanza el valor critico (con un valor de -24,9%o).

Observando ahora los valores 3'°N, lo primero que destaca es que tanto
PoCam como PoBIn2 muestran exactamente el mismo valor (2,2%.). Esto no
era esperable ya que el primero goza de salida al campo mientras que el
segundo se cria en cautividad y deberia presentar un valor delta menor, al no
tener la posibilidad de utilizar a los invertebrados del suelo como alimento
(Coletta et al., 2012). PoPar, que también salia al campo, si que presenta un
valor mas alto (2,4%o) pero la diferencia es tan solo del 0,2%.. El valor de
PoBInl es el mas negativo (2,1%o0) pero tampoco varia demasiado. En base a
estos resultados, parece dificil diferenciar pollos de corral utilizando la sefial de
nitrogeno debido, por un lado, a la existencia de factores capaces de disminuir
el 3N en los pollos camperos (como la ingestién de hierba u otros vegetales
con una proporcién de >N muy baja) y, por otro lado, a factores capaces de
aumentar el valor en los pollos criados en cautividad, como la adicion de
proteina animal a la dieta, que se usa en ocasiones como sustituto de la harina
de soja (fuente proteica de origen vegetal) para abaratar el coste (Carrijo et al.,
2006).
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5.2. Vacuno

Las muestras de vacuno se estudiaron con tres objetivos: comprobar si la
sefal isotopica de las terneras, en especial de la Ternera Gallega, refleja que
han recibido lactancia materna y verificar la eficacia de los valores isotdpicos
para detectar, por una parte, alimentacion a base de pasto o grano y, por otra
parte, la inclusion de proteina animal en la dieta.

Con respecto al 3"°N, su valor alto en TerGalS (6.1%o0) y un poco menor en
TerGal (5.3%o0). Estos resultados son los esperados, ya que la proporcion alta
de N se identifica como una sefial de la presencia de leche materna en la
dieta (Jenkins et al., 2001) y esta marca especifica que sus terneras la reciben,
en especial la Ternera Gallega Suprema en la que el periodo de lactancia es
muy largo. TerPar muestra el valor mas bajo (4,2%o), pudiendo esto indicar que
la duracién del periodo de lactancia fue menor que en la Ternera Gallega, o
que la edad de sacrifico fue mayor (dando mas tiempo a que se diluyese la
sefial de la lactancia). Los resultados de las muestras Afio y Vac son mas
irregulares. En el caso del afojo, el valor es desproporcionadamente alto
(7.3%o). Valores 5'°N altos indican un nivel tréfico alto (Crawford et al., 2008).
La sefal isotopica de Afio, superior incluso a la de un lactante, se acerca mas a
la de un animal carnivoro que a la de un herbivoro por lo que este animal tiene
qgue haber ingerido algun tipo de proteina animal en su dieta. En el caso de
Vac, el valor es similar al de TerGal (5.5%0), pero al tratarse de una muestra de
vacuno, es decir, procedente de un animal adulto, el valor alto no puede
explicarse con la lactancia. Vac tuvo que recibir también proteina animal
aunque en una proporcion bastante menor que Afo.

Podria pensarse que en lugar de a esto, el valor alto de Vac se debe a una
dieta rica en maiz, ya que este cereal presenta un >N moderadamente alto en
la muestra analizada en este estudio (4,1%.). Para comprobarlo hay que fijarse
en la sefal isotOpica del carbono, que es la mas influenciada por el maiz. Los
datos obtenidos por Bahar et al., (2005) sugieren que un valor 3C igual o
mayor al -20%0 en muasculo de terneras indica animales que han recibido al
menos un 50% de maiz en su alimentacion, y que cada incremento del 10% en
la proporcion de plantas C4 en la dieta resulta en un incremento del 3'3C
muscular de aproximadamente el 1%.. El valor de 5*3C de Vac es menor (-24%o)
y ademas es el mas negativo en este estudio, asi que, de haber comido maiz
no es probable que haya sido en una cantidad suficiente para justificar el alto
valor de su sefial de nitrégeno. En principio, valores 3'*C bajos como estos
indican animales que pastan, con una alimentacién a base de hierba, en
contraposicion a los valores altos de animales con alimentacién a base de
grano (Kim et al., 2012) pero esta posibilidad también queda descartado para
Vac, porque su valor de 3°N no se corresponde en absoluto con el de la
hierba, que es muy bajo (-0,4%o). Si es posible en el caso de TerGalS (3*3C = -
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23,2%0) donde la proporcion alta de *°N quedé explicada por la lactancia,
aunque seria su madre quien recibid6 una alimentacion a base de pasto,
quedando esto reflejado en la sefal isotopica del carbono de su leche.

Los valores 3'3C mas altos los presentan TerPar y TerGal (-19,6 y -16,9%o
respectivamente). Ambos valores se corresponden con una alimentacion con
méas del 50% de maiz (Bahar et al., 2005). En el caso de TerPar esto no
desmiente que su alimentacion sea de estilo tradicional, a base de grano pero
también pastando, ya que su valor todavia es bastante bajo. En el caso de
TerGal, el valor tampoco es del todo inesperado puesto que la marca especifica
que parte de su alimentacion son concentrados de origen vegetal que muy
probablemente llevaran maiz.

5.3. Cerdo

A pesar de que las directrices legales (B.O.E. del 11 de Enero de 2014)
referidas a la denominacién de los distintos tipos de alimentacion suministrada
a los cerdos ibéricos obligan a un correcto etiquetado de los productos
procesados (jamon, lomo u otros embutidos), no es obligatorio incluir esta
informacion en la carne fresca comercializada, quedando a voluntad del
productor. Esto conlleva la posibilidad de que el consumidor obtenga una idea
equivocada sobre el producto que adquiere, ya que no se puede distinguir
mediante el etiquetado si los animales proceden de montanera o recebo, o por
el contario fueron alimentados solo con piensos.

En primer lugar se analizé la posibilidad de que Cerlbe2, del que
efectivamente no se ofrecian datos claros sobre la dieta ni en la etiqueta ni en
la pagina web de la marca, haya recibido una alimentacion a base de bellota. El
valor 53C de esta muestra es el mas negativo (-23,7%o) pero, la diferencia con
el valor de la bellota (-26,2%0) es mayor del 1%., que seria el fraccionamiento
isotépico normal si el animal hubiese recibido bellota exclusivamente. Su valor
5™N (5,1%0) supone un fraccionamiento del 2%. con respecto al valor de la
bellota, que representa el limite minimo para poder considerar la alimentacion a
base de esta (Crawford et al., 2008). En el estudio de De Pedro Sanz et al.,
(2008), los animales de montanera presentaron valores 3'°N bastante menores
que Cerlbe2, siendo de 3,78%0 cuando la bellota en la dehesa era abundante y
de 4,17%o. cuando era escasa. Todavia mas bajo es el 3*°N obtenido por Nieto
y Aguilera, (2008), de 2,57%o. para los cerdos de montanera y tampoco coincide
el valor que obtuvieron de 5*3C, que fue més negativo (-25,62%0), bastante mas
cerca del valor de la bellota. En vista a todos estos datos, cabe descartar a
Cerlbe2 como cerdo de montanera, pero no puede afirmarse que no haya
recibido bellota en absoluto.

Los cerdos ibéricos alimentados con pienso presentan valores 3°N y §%C
mayores que los de animales de montanera (Nieto y Aguilera, 2008). Cerlbel,
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que fue alimentado a base de pienso enriquecido con &cido oleico, presenta
efectivamente valores méas positivos (3°C = -21,5%0 y 3N = (6,2%0) con
respecto a los cerdos de montanera de los estudios anteriormente citados. El
valor tan alto de nitrégeno parece ser caracteristico de los cerdos alimentados
con este tipo de pienso enriquecido pues coincide con los valores hallados por
De Pedro Sanz et al., (2008) en cerdos que recibieron piensos elaborados con
harina de girasol alto oleico.

Poco se puede decir de CerBIn al no contar con ningun dato concreto sobre
su alimentacién. Su valor 3N (3%o) es inferior al mostrado por cerdos ibéricos
alimentados con pienso comercial (Nieto y Aguilera, 2008; De Pedro Sanz et
al., 2008) pero al no tratarse de un cerdo ibérico los valores podrian no ser
comparables. El valor 5C (-22,8%0) indica que si este cerdo hubiese sido
alimentado a base de pienso, este contendria una mayor proporcion de plantas
C3 que C4.

Por altimo, con respecto al cerdo Selecta de Coren alimentado con castafias
(CerCas), su valor 3'*C (-21%0) es mucho mayor que el de la castafia (-28,6%o),
mientras que su valor 3N aumenta tan solo un 1,2%o con respecto al del de la
castafia. No existe literatura previa sobre el efecto en la sefial isotdpica de la
inclusiébn de castafias en la dieta de mamiferos. Solo cabe interpretar el
fraccionamiento isotépico que sucede entre las castafias y el musculo segun
los valores generales, es decir, incremento del 1%. en el 5*3C y del 2-4% en el
5™N (Crawford et al., 2008), que distan mucho de cumplirse en este caso. Una
posible explicacion es que ademas de la castafia en la dieta de este cerdo
fueran incluidos alimentos que aumentan la proporcién de *C, como el maiz, y
alimentos que disminuyen la de N, como la hierba. Esto se corresponderia
con la informacion proporcionada por la empresa, que especifica que parte de
la dieta de estos cerdos estd compuesta por cereales y que se crian en
pequefias explotaciones con salida al campo.

6a. Conclusiones

El analisis de isOtopos estables de carbono y nitrdgeno en muestras de
muasculo ha resultado ser una técnica Uutil para verificar la informacion
proporcionada a los consumidores sobre la alimentacion de los animales
estudiados en este trabajo, aungque no en todos los casos.

La sefal isotopica del carbono parece ser razonablemente fiable a la hora de
verificar si los pollos han recibido una dieta a base de maiz. También parece
servir para determinar, siempre que se cuente también con la sefal del
nitrogeno, si el ganado vacuno ha sido alimentado con pasto, gracias a los
valores 53C y 8"N tan bajos que presenta la hierba. La sefial isotopica del
nitrogeno parece especialmente util para verificar la sefial de la leche materna
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en la Ternera Gallega, y también permite detectar la alimentacion con proteina
animal en el ganado vacuno. En cambio, no permite diferenciar claramente a
los pollos con salida al campo de pollos criados en cautividad, debido a la
existencia de numerosos factores que podrian llevar a error, como el bajo valor
de la hierba o la inclusion de proteina animal en la dieta.

En el caso de los productos carnicos de cerdo, es dificil determinar de forma
concluyente que los animales hayan recibido bellota o castafia utilizando las
sefales isotopicas de carbono y nitrdgeno, a menos que dichos alimentos
hayan constituido la mayor parte de su dieta, y este no parece ser el caso de
ninguna de las muestras analizadas en este estudio. A pesar de ello, el método
parece ser fiable para diferenciar los productos de cerdo ibéricos de
montanera, que son los mas valorados, de los de cebo o recebo.

En general, el analisis de los is6topos estables tiene potencial en el campo
de la trazabilidad alimentaria para diferentes tipos de productos carnicos, y
seria interesante realizar futuros estudios aumentando el nimero de muestras
y con un mayor control sobre la alimentacion y las condiciones de cria de los
animales.

6b. Conclusions

Analysis of stable isotopes of carbon and nitrogen in muscle samples was a
useful tool to verify the information provided to the consumers about the feeding
of the animals studied in this work, but not in all cases.

The isotopic signature of carbon seems fairly reliable to verify the authenticity
of corn-fed chicken. It also seems useful, in combination with the nitrogen
signature, to determine if neat have been grass-feed, thanks to the low 5'°C
and 5'°N values of grass. The isotopic signature of nitrogen seems especially
useful to verify breastfeeding in Ternera Gallega and also allows detection of
animal protein feeding in older beef animals. In return, it doesn’t permit a clear
discrimination between free-ranged and barn chicken because there are a
number of factors that can lead to misinterpretation of the data, like the low
value of grass or the inclusion of animal protein in the commercial feeds.

As for the pork meat products, it seems difficult to accurately verify feeding of
acorn or chesnut using the isotopic signatures of carbon and nitrogen, unless
these feeds make up the biggest part of the diet, and this doesn’t seem to be
true for any of the samples analyzed in the present work. In spite of it, the
method seems to discriminate well between Iberian montanera pigs products
(the most appreciated ones) from cebo or recebo products.

In general, stable isotope analysis has potential in the field of alimentary
traceability for a variety of meat products, so it would be interesting to carry on
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further research increasing the number of samples and with a better control
over the feeding and raising conditions of the animals.
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