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Resumen:

El Gochu Asturcelta es una raza de cerdo autdctona del Principado de Asturias. Al igual
que otras variedades porcinas tradicionales de la Peninsula Ibérica, en las ultimas
décadas se ha visto amenazada por la introduccién de razas extranjeras que presentan
una mayor proporcion de materia magra y un desarrollo ontolégico més acelerado. Con
el objetivo de evitar la desaparicion del Gochu Asturcelta, se funda en el afio 2002, la
asociacion de criadores del Gochu Asturcelta (ACGA). En el afio 2007 se reconoce
oficialmente al Gochu Asturcelta en el Catdlogo de Razas de Ganado Porcino de
Espafia. A pesar de haber aumentado su nimero en los dltimos se han de buscar

férmulas que optimicen su cria y consumo.

En Asturias, el castafio es la especie arbdrea que mayor superficie ocupa. El ecosistema
forestal, ademas de producir madera, cumple muchas otras funciones, entre las que se
encuentra el binomio frondosas-cerdo. Para el éxito de este sistema de produccion en
extensivo, ademas de la ingestion de frutos del bosque en otofio, hay que compensar su
contenido limitante en proteina, mediante pastoreo de la flora vascular, la cual
adicionalmente podria afectar a la calidad sensorial de las canales por su capacidad

antioxidante.

Con el objetivo de aplicar tecnologias no destructivas con respuesta in-situ, este trabajo
trata de desarrollar una estructura de bibliotecas espectrales de espectrometria de
infrarrojo cercano (NIRS) de la flora vascular apetecible por el Gochu Asturcelta en el
monte bajo de castafio de Asturias, que permita el desarrollo de modelos de prediccion
para determinar la composicion en antioxidantes de manera inmediata y con un minimo
procesamiento de las muestras. Para ello, se realizaron diferentes tratamientos
matematicos que permiten determinar la concentracion de polifenoles, taninos
condensados y la capacidad antioxidante de la flora vascular apetecible por el Gochu
Asturcelta presente en un monte de castafio atlantico mediante un equipo portatil de
NIRS MicroPhazir™., ya que la presencia de estos compuestos antioxidantes podria
mejorar la calidad de la carne y permitir un mayor grado de conservacion durante el
almacenamiento y transporte. Ademas, se mejorarian las expectativas comerciales del
producto. Por otra parte, la presencia de Gochu Asturcelta en las zonas rurales de puede

revitalizar demografica y econdmicamente la region asturiana.
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Abstract:

Gochu Asturcelta is an autochthone pig breed from Principado de Asturias. Like other
traditional Iberian pig races, in the last few decades, it has been threatened by the
introduction of foreing breeds that has a higher lean mass proportion and a faster growth
development. Gochu Asturcelta Breeders Asociation (ACGA) was founded in 2002 to
save this race from extinction. In 2007 it was officially recognized Gochu Asturcelta in
the Porcine Cattle Breeds of Spain Catalog. Despite the increase of their number in the
last years, it’s necessary to find new points of view that optimize their growth and

consume.

In Asturias, the chesnut tree is the one most extended. Apart from wood production, the
forest releases much more functions like the leafy plants-pig association. To keep this
association success in extensive production it’s necessary to consume fruits on autumn,
but also, an additional input of protein to make up for its low content in vascular plants.
That fact could change the meat sensorial quality by its antioxidant properties.

With the aim of use non-destructive technologies, which can be used on site, this work
tries to develop a structure of near-infrared spectrometry (NIRS) spectral libraries from
desirable vascular plants for the Gochu Asturcelta which are present, the Atlantic
chestnut forest in Asturias, that allows some mathematical prediction models
development to determine quickly and with a minimal sample’s manipulation their
antioxidant composition. To achieve it, there were used some mathematical treatments,
that enabled the measure of polyphenols, condensed tanins and antioxidant capacity
from desirable vascular plants for the Gochu Asturcelta. It was used a near infrared
spectroscopy equipment (MicroPhazir™), the presence of this components could
improve the meat quality and let a better conservation during storage and transport.
Which would improve the commercial expectations of the product. On the other hand,
the presence of Gochu Asturcelta in rural areas can demographically and economically

revitalize the Asturian region.

12
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1. Introduccion:

1.1. Origen del cerdo como animal doméstico y evoluciéon

El proceso de domesticacion de los animales comienza en el neolitico y, lejos de lo que
se podria pensar, es un proceso difuso en el que existe reproduccion constante entre los
individuos salvajes y los domésticos (Frantz et al., 2015). Existen ejemplos de
domesticacion involuntaria debido a las modificaciones ambientales llevadas a cabo por
los humanos y otras voluntarias en las que la presion selectiva es méas fuerte (Larson y
Fuller, 2014; Frantz et al. et al., 2015). En el caso de Sus scrofa europeo se observan
procesos homocigoticos previos a la domesticacion que podrian deberse a la presencia
de glaciares en la zona septentrional y central del continente (Wang et al., 2014). Sin
embargo, los cruzamientos entre Sus scrofa salvaje y domestico no se interrumpen en
ningn momento (evitando los cuellos de botella por aislamiento reproductivo). (Frantz
etal., 2015).

1.2. Razas de cerdo en Espaia

En cuanto a la Peninsula Ibérica existen dos grupos de cerdos perfectamente
diferenciados, las razas pertenecientes al tronco celta (situadas en la zona septentrional
de Espafa y Portugal) y el tronco Ibérico, ubicado al sur de la peninsula (Aparicio,
1944). Aunque la distribucion racial de estos troncos nunca ha estado delimitada por
una linea excluyente, la literatura tradicional ha separado ambas poblaciones mediante
una linea que, partiendo de la desembocadura del Mifo, llegaba hasta Valencia,
predominando al norte de la misma, los cerdos del tipo “céltico” y en la zona sur los del
tipo “ibérico” (Buxadé, 1984).

Ambos troncos tienen un origen comin en razas ancestrales del centro y norte de
Europa. Sin embargo, las poblaciones ibéricas, se habrian asentado antes en la
peninsula, por lo que las razas celtas presentan un parecido mayor con los actuales
cerdos centroeuropeos (Royo et al., 2008). Ademas, Royo y sus colaboradores (2008)
apreciaron, gracias a un analisis de microsatélites nucleares un reciente cuello de botella
entre las razas celta, a causa de las reducciones extremas en el namero de individuos
sufridas durante el siglo XX. Esto se debe principalmente, a la introduccién de la raza

Large White Yorkshire en territorio espafiol, cuyo nivel de hipofuncion hipofisaria es
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muy elevado, logrando desarrollos muy precoces con gran acondroplastia y niveles de
productividad muy superiores a las razas autoctonas (Aparicio, 1944), presentando, por
otro lado, una mayor resistencia a la estabulacién y a la produccién intensiva
(Argamentaria et al., 2012).

1.2.1 Tronco celta: caracteristicas

Las razas del tronco celta tienen unas caracteristicas similares a las de sus antecesores
salvajes, siendo por tanto animales mas rusticos. Por otro lado, se observa, que, tienen
una funcionalidad méas elevada de la hipdfisis lo que genera a su vez una mayor
actividad tiroidea en comparaciéon con las variedades ibéricas. Asi mismo, las razas
celtas poseen una maduracion més tardia que la de sus homologos mediterraneos,
debido a que el grado de domesticacion y seleccion artificial de los ultimos es mayor.

Esto se debe a que poseen ciclos ontogénicos mas cortos (Aparicio, 1944).

14
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1.3. Gochu Asturcelta:

Todas las caracteristicas tanto ontogénicas, como morfologicas referentes a los cerdos
del tronco celta son aplicables también al Gochu Asturcelta. Algunas de sus principales
caracteristicas morfoldgicas son: cabeza grande, tronco con el dorso combado hacia
arriba y vientre recogido, con pesos de 180-230 Kg en hembras adultas y 230-280 Kg

para los machos (Menéndez Fernandez, 2018).

Lomo arqueado con Cabeza anchay alargada con || Orejas grandes y caidas hacia la
curvatura convexa orejas grandes y caidas zona frontal del rostro
(Menéndez (Argamentaria et al., 2012) (Argamentaria et al., 2012)
Fernandez, 2018)

Fig. 1.5 Gochu Asturcelta caracteristicas morfolédgicas

Rabo sin enroscar (Menéndez Habituales manchas negras
Fernandez, 2018) en su pelaje (Menéndez
Fernandez, 2018)

En el afio 2002 se funda la Asociacion de Criadores de Gochu Asturcelta (ACGA) que,
en primera instancia tenia como finalidad localizar y reunir en un Unico punto a los
cerdos de la raza Asturcelta, ya que por aquel entonces no existia ningin censo y los
pocos individuos supervivientes se encontraban muy distribuidos por el territorio. En el
afio 2005 se establecié un convenio de colaboracion entre, la Consejeria de Medio Rural
y Pesca del Principado de Asturias, SERIDA y ACGA, recayendo sobre esta Ultima, la
responsabilidad de recuperar e incrementar el nimero de individuos de la raza
Asturcelta estableciéndose como Nucleo de Multiplicacion del Gochu Asturcelta las

16
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instalaciones del Servicio Regional de Investigacion y Desarrollo Agroalimentario
(SERIDA) en Villaviciosa (Menéndez Fernandez, 2018). Dos afios més tarde, gracias a
los esfuerzos realizados por ACGA, SERIDA vy a la mayor implicacion del gobierno
asturiano se logro el Reconocimiento oficial de la raza “Gochu Asturcelta”, asi como su
inclusion en el Catalogo de Razas de Ganado de Espafia que fue publicado en el BOE
n°. 21 de 24 de enero de 2007. En el mismo afio tuvo lugar la creacion del libro
genealdgico de la raza, cuyo contenido esta regulado por la Resolucion del 13 de abril
de 2007 (Menéndez Fernandez, 2018). Entre otras funciones en este libro se asigna una
“calificacion morfologica” a cada individuo en base a determinadas caracteristicas
(arqueamiento lumbar, coloracion etc.), permitiendo, por un lado, el incremento de
individuos y promoviendo, a su vez la pureza de la raza. Asi mismo, como se cito
anteriormente, se designaron las instalaciones del Servicio Regional de Investigacion y
Desarrollo Agroalimentario como el centro neuralgico de la recuperacion.
(Argamentaria et al., 2012).

En los ultimos afios el nimero de cabezas de Gochu Asturcelta se ha incrementado de
242 en 2007 a 1711 individuos en 2011. A pesar de este éxito inicial, el futuro de las
razas autoctonas se encuentra intimamente ligado al aprovechamiento productivo que se
les dé, asi como la capacidad de venta que tengan los ganaderos en referencia a estos

productos (Argamentaria et al., 2012).

1.3.1 Aprovechamiento de los recursos forestales por el ganado porcino del tronco

celta: Gochu Asturcelta

Desde hace milenios, el norte de Espafia ha estado dominado por formaciones boscosas
que incluian un elevado nimero de especias arboreas, bajo el que crecia un estrato
arbustivo-subarbustivo (matorral), un estrato herbaceo y un estrato muscinal. En
Asturias, el castafio es la especie arborea que mayor superficie ocupa: 80.560 hectareas
como especie principal, a las que se suman casi otras 100.000 en la que es acompafante
de otras frondosas. En la actualidad predomina el monte bajo o medio si estd en mezcla

con otras especies (Arias Fernandez, 2015).

El ecosistema forestal, ademéas de producir madera, cumple muchas otras funciones,
como regular el ciclo hidroldgico, fijar el CO, atmosférico o permitir que sobrevivan las

especies asociadas a cada habitat, sin olvidar su uso recreativo o su valor estético o
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cultural, asi como la produccion de plantas aromaticas y medicinales, setas, obtencién
de polifenoles, aprovechamiento cinegético, entre otros. La explotacion del monte debe,
pues, ser multifuncional, combinando actividades complementarias (Mac Dicken et al.,
2015).

El sistema agroforestal, frondosas-cerdo, facilita la gestion de ecosistemas de gran valor
ecologico y ambiental, una buena adaptacion a las directrices europeas del agua, siendo
una actividad viable y sostenible, capaz de mantener la importante diversidad de razas
de ganado y una forma de manejar el ganado en un mayor grado de bienestar,
permitiendo a los animales gozar de una situacion de semilibertad al aire libre. También
presenta una notable capacidad de reversibilidad en caso de excesiva presion sobre el
medio (De la Roza Delgado et al., 2017).

Los ejemplares de porcino de la raza Asturcelta, son capaces de transitar por terrenos
con fuertes pendientes, siguiendo las curvas de nivel. Su comportamiento instintivo les
impulsa al hozadom mediante el que extraen raices, tubérculos y una pequefa parte de
proteina animal. Distinguen bien las plantas tdxicas, probablemente gracias a un
elevado sentido del olfato, e, ingieren un elevado numero de taxones del estrato
arbustivo-subarbustivo. Rechazan especies duras, coridceas y espinosas, pero son
capaces de aprovechar brotes tiernos de tojo y de brezo. En lo que respecta al estrato
herbaceo, rechazan las gramineas con elevada proporcion de tallo, pero aceptan gran
cantidad de pratenses en general. Segun ensayos realizados en el SERIDA, incluso con

una carga de 13,5 cerdos/ha, la superficie de prado fue capaz de rebrotar a lo largo de la

primavera con una carga de 2,5 cerdos/ha no se mostraron dafios por pisoteo y rebrot6 a
lo largo del otofio (Fig. 1.6 ) (De la Roza Delgado et al., 2017).

Fig. 1.6 A la izquierda efecto del pastoreo y a la derecha regeneracion posterior a
una carga de 13,5 cerdos/ha. (Imagen cedida por Ciordia Ara, M.)
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Para el éxito de este sistema de produccion en extensivo, se precisan otras dos
condiciones adicionales. La primera, es que la ingestion de frutos del bosque en otofio
debe permitir aproximarse a los 150 kg de peso vivo a los 13 meses de edad. De lo
contrario, el nivel de infiltracion de grasa intramuscular puede resultar insuficiente y
afectar negativamente a la valoracion sensorial de la carne. Implica que debe prestarse
especial cuidado a la carga ganadera. Si es excesiva, ademas de la limitacion de
ingestion, puede ocasionar efectos medioambientales negativos (De la Roza Delgado et
al, 2017).

La segunda, es que es preciso compensar el contenido limitante en proteina de los frutos
del bosque. Un déficit proteico no s6lo disminuye el contenido en proteina de la carne,
si no, que también aumenta el engrasamiento de la canal, depreciandola. Podemos
acudir a suplementacién con pienso de recria, pero resulta preferible con hierba de
otofio, mas econdémica y disponible en ecosistemas forestales del monte bajo de castafio
en Asturias. En sintesis, el distintivo de calidad diferenciada de carne de Gochu
Asturcelta frente a la de cerdos blancos de produccidn intensiva, debe ser un color mas
rojizo, més brillo, mejor jaspeado y mayor proporcion de insaturados, unido a mejores

cualidades organolépticas (De la Roza Delgado et al., 2017).

1.4. Caracteristicas de la canal cerdos tronco celta:

A nivel comercial la unidad de transaccién entre los sectores de produccion y
distribucion céarnicos es la canal, que podriamos definir como el cuerpo del cerdo u otro
animal sacrificado. En el caso del cerdo, se divide en dos partes simétricas, tras el
sangrado y la retirada de las partes no consumibles por los seres humanos. Se realiza
una clasificacion de las canales para asignarles un valor econémico equitativo. Existen
métodos predictivos para analizar la calidad de la canal en razas autdctonas, ya que las
medidas estan estandarizadas para razas globales. EI método mas eficaz para analizar la
composicion es la diseccion. También resulta muy Gtil, medir el espesor de la grasa
subcutanea, siendo esto ultimo, mas sencillo (Lorenzo Rodriguez et al., 2012). En
cuanto al rendimiento de la canal es similar en razas del tronco mediterraneo (75%-
80%). Sanchez, y sus colaboradores de la Universidad de Cordoba realizaron estudios
en el afio 2000 analizando la composicion de la canal de cerdos celtas en comparacion
otras razas cosmopolitas europeas y americanas. Se aprecia un reducido porcentaje de

contenido magro y jamon en los cerdos del tronco celta, sin embargo, presentan una
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gran cantidad de tocino graso y mayor porcentaje de cabeza por canal, siempre en
comparacion con razas foraneas como el cerdo blanco de Yorkshire citado con
anterioridad. Estas caracteristicas hacen que la canal de los cerdos del tronco celta no

sea tan apreciada para la venta al gran publico, por su alto contenido en grasa.

1.4.1. Caracteristicas carnicas y desarrollo del Gochu Asturcelta:

Al igual que las deméas razas porcinas autdctonas, pertenecientes al tronco celta,
descritas con anterioridad, el Gochu Asturcelta es un animal de perfil lipogénico. Ya
que, a partir del afio de edad, la capacidad de sintesis de proteina tisular es muy baja y el
aumento de peso equivale casi exclusivamente a deposicion de grasa. De ahi que el
pienso de acabado que se emplea en produccion semiextensiva tenga muy bajo
contenido proteico con el objetivo de optimizar el desarrollo. Se utiliza asiduamente una
mezcla de cebada y centeno con adicion de lisina y treonina sintéticas para corregir el
déficit de los cereales en dichos aminoécidos esenciales (De la Roza Delgado et al.,
2018). Para el Gochu Asturcelta, el espesor de tocino dorsal es excesivo y el contenido
en grasa intramuscular de la carne muy elevado, en animales sacrificados a partir de 15
meses de edad. Por este motivo los expertos recomiendan sacrificio a un maximo de 13
meses de edad. En ese momento, el animal puede alcanzar 150-160 kg de peso vivo (De
la Roza Delgado et al., 2018). El rendimiento canal se aproxima al 80%, lo que supone
un valor similar al registrado para otras razas del tronco mediterraneo (Sanchez et al.,
2000) y la carne presenta una buena infiltracion de grasa (jaspeado), caracterizada por

un elevado contenido en &cidos grasos poliinsaturados (Vieira el al., 2012).

1.4.2. Ingesta de antioxidantes y efectos en la carne:

Las bellotas de roble carballo (Quercus robur) y las castafias poseen una elevada
proporcion de &cidos grasos poliinsaturados linoleico y linolénico, que transmiten buen
sabor a la carne, pero su bajo punto de fusion reblandece la grasa, lo cual, obliga a
tomar precauciones en la elaboracion de productos carnicos. Estos acidos grasos
también provocan que la grasa resulte mas sensible a la oxidacién, por lo cual es
deseable la ingestion de antioxidantes naturales del ecosistema forestal para evitar estos
inconvenientes, entre estos, destacan principalmente los polifenoles (De la Roza
Delgado et al., 2018).
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En los ultimos afios se ha popularizado el estudio de las sustancias activas presentes en
los alimentos de los animales pudiendo mejorar la calidad de los productos animales
(Pieszka, et al., 2017). Existen investigaciones que demuestran la relacion entre una
mayor ingesta de antioxidantes y un incremento en la estabilidad de los lipidos en la
carne, lograndose un mantenimiento del color durante mas tiempo (Pogorzelska
Nowicka, 2018). Los antioxidantes se definen como sustancias quimicas que permiten
retrasar significativamente o impedir la oxidacién de otros compuestos (Diaz et al.,
2013). Debido a la gran cantidad de acidos grasos monoinsaturados que posee, la carne
del cerdo es particularmente sensible a la oxidacién. Sin embargo, se ha demostrado que
un incremento de antioxidantes en la ingesta permite disminuir el grado de oxidacién en
la carne (Jasinska y Kurek, 2017), lo que permite una mejor conservacion durante el
almacenado y el transporte. Los taninos presentes en la alimentacion del ganado ovino,
bobino o porcino tienen, por un lado, un efecto inhibidor de la actividad ruminal (Lob6n
et al., 2018), disminuyendo la ingesta voluntaria y ralentizando el proceso de engorde
del animal. Sin embargo, se ha comprobado que estos compuestos poseen la capacidad
de unirse a las proteinas ingeridas por el animal durante la digestion y tras el paso al
tracto intestinal, ejerciendo una funcién protectora y permitiendo una mayor absorcién

proteica en el intestino posterior (Lobon et al., 2018).

Como hemos descrito con anterioridad, la presencia y cantidad de ciertos compuestos en
los alimentos que consumen los animales, tiene gran relevancia en las caracteristicas de
la carne. Asi pues, el conocimiento preciso de los alimentos ingeridos por el ganado
cobra una importancia fundamental. Especialmente desde hace unos 25 afios uno de los
métodos de referencia para analizar la composicion quimica de los alimentos es la

espectroscopia de infrarrojo cercano (NIRS) (Bittner et al., 2013)

La creciente demanda de calidad en la industria alimentaria hace que los métodos
tradicionales para el andlisis de alimentos sean demasiado costosos y lentos. La
tecnologia NIRS permite el control rapido y exhaustivo de las mediciones, aunque
requiere de célculos matematicos para su interpretacién (analisis quimiométricos)
(Porep et al., 2015). Dos caracteristicas muy positivas de la tecnologia NIRS son: que
no implica destruccion del alimento estudiado (si la muestra analizada es entera puede
germinarse después) y una vez finalizado el proceso de calibracion no requiere el uso de

productos quimicos (Landau et al., 2005), por el contrario, su principal desventaja es,
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que requiere de técnicas de medicion externas que contrasten los resultados obtenidos
(Siesler et al., 2008).

1.5 Tecnologia NIRS:

1.5.1 Historia de NIRS

El descubrimiento de la radiacion de infrarrojo cercano lo llevd a cabo Herschel en
1800, cuando realizaba un ensayo para filtrar calor a través de un telescopio (Herschel,
1800). Durante muchos afios el infrarrojo cercano (NIR), fue visto como una longitud
de onda lateral, sin demasiado interés en relacion con el espectro visible o el infrarrojo
medio (MIR). Las principales razones por la que la tecnologia NIRS sustituyo a otras
similares como MIRS y a la espectroscopia de Raman son: su capacidad para estudiar
las muestras en formas mas sencillas, sin que requieran apenas preparacion previa y, por
otro lado, la posibilidad de separar las posiciones de medida de las muestras (Pasquini,
2003).

En la segunda mitad del siglo XX fueron ampliandose las capacidades instrumentales
para desarrollar la técnica. Desde los afios 50 se le dio usos al NIRS para realizar
analisis quimicos en el campo de la agricultura. En la década de los afios 1980s se
comenzd a desarrollar el instrumental necesario (lentes de fibra Optica) para aplicar la
técnica, pero hasta la década de los 90 no se desarrollaron modelos quimiométricos
aceptados (Porep et al., 2015) El interés de las empresas en esta tecnologia favorecié la
transicion desde equipos voluminosos y estaticos a dispositivos mas ligeros y practicos
que permitieron la portabilidad y el analisis in situ en los procesos industriales,
muestreos en el campo etc. Estos dispositivos supusieron una revolucion en el sector
debido al gran ahorro en gasto energético, agilidad en los analisis, mayor comodidad
(Santos et al., 2013).

La tecnologia de infrarrojo cercano, hoy en dia, tiene aplicaciones a escala de
laboratorio, pero también a escala industrial permitiendo una mayor eficiencia y
sostenibilidad en la produccion alimentaria permitiendo un control exhaustivo y a

tiempo real de todo el procesado (Grassi y Alamprese, 2018).
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1.5.2 NIRS fundamentos:

La espectroscopia del infrarrojo cercano emplea energia fotonica en un rango de 750 a
2500 nm (Pasquini, 2003), siendo la region del infrarrojo la més cercana a la longitud de
onda visible (Groenewald, 2006). Basicamente un espectrofotdmetro de infrarrojo
cercano consta de una fuente de radiacion, un monocromador que permite seleccionar la
longitud de onda requerida en cada caso, un lugar para la colocacion de la muestra a
analizar que posibilite la incidencia de la radiacion y un detector éptico que transforme
la radiacion que le llegue en energia eléctrica. Por altimo, requiere de un sistema

informatico para el procesado de datos (Patel et al., 2016).

Fuente de Colimador Monocromador Muestra Detector Lector
radiacion vegetacion odptico digital

/ >

r s //7 \
>

Senal eléctrica -J

Sistema informatico

Fig. 1.7 Elementos fundamentales de la Tecnologia NIRS

Respecto al primer elemento, se pueden emplear fuentes de radiacion térmicas
consistentes en un filamento radiante (tungstenio - halégeno, cuarzo etc.) o no térmicas,
que son mas eficaces ya que concentran la energia emitida en un rango mucho mas
estrecho de longitudes de onda (més energia emitida en el NIR), algunos ejemplos son
los diodos laser o los LEDs etc. (Manley y Baeten, 2018). Ademas, para obtener
informacion de la muestra es fundamentar que la radiacion suministrada penetre en ella,
esto se consigue con longitudes de onda muy energéticas como las de la region NIR,
gue son seleccionadas en cada caso gracias al monocromador.

Segun exponen, Siesler y sus colaboradores en su trabajo publicado el afio 2008, pueden

existir maltiples tipos de interacciones al incidir la radiacion sobre la muestra:
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Reflectancia Efecto “Scatter”
Reflectancia Difusa Absorcién Refraccién {Luz Dispersa)
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Fig. 1.8 (Adaptacion de Shenk et al., 1992) Principales tipos de interacciones de la
radiacion NIR al incidir sobre las moléculas.

-Absorcion molecular: Ocurre al incidir radiacion de longitudes de onda comprendidas
entre los 750-2500 nm sobre determinados compuestos quimicos. En muestras
bioldgicas absorben a esta longitud de onda los enlaces atémicos: C-H, N-H, O-H y S-
H. El agua también absorbe en NIR, por sus enlaces O-H (Porep et al., 2015). Esta
absorcion de energia permite la promocion de los electrones a niveles energéticos

superiores.

-Radiacion reflejada en superficie o reflectancia especular: No penetra en la muestra,

por lo que no interactla con ella, de esta forma, no aporta informacion valida.

-Reflectancia difusa: En este caso la radiacion penetra en la muestra, pudiendo ser
absorbida por determinados enlaces moleculares tal y como se explica en el caso
anterior. Sin embargo, posteriormente la energia puede ser emitida volviendo los
electrones a su estado energético original. A este fendbmeno se lo conoce como
reflectancia difusa de la radiacion (Alomar y Fuchslocher, 1998) A diferencia de la

anterior, nos aporta informacion relevante acerca de la composicion muestral.

-Transmitancia: La radiacion atraviesa la muestra saliendo por el lado opuesto, aporta

informacion relevante.
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-Refraccion: Similar a la transmitancia. En este caso, sin embargo, existe una desviacion
en la trayectoria de la radiacién por interaccion con ciertos enlaces moleculares

presentes en la muestra.

-Luz dispersa (scattered): La radiacion es reflejada por la muestra en maultiples

direcciones lo que dificulta el analisis NIRS (Manley y Baeten, 2018).

La medicion del detector dptico dependera del rango de absorcion en NIR de la muestra
a analizar, que varia en funcion del tamafio de los atomos, fuerza de los enlaces y
fuerzas intermoleculares (Siesler et al., 2008). La capacidad de absorcion de los
armonicos y las radiaciones fundamentales de los compuestos bioldgicos en el NIR es
entre diez y cien veces mas débil que en el rango MIR lo que permite una mayor
penetracion en los alimentos (gran precision para analizar material biolégico no
homogeéneo) (Porep et al., 2015). Por lo tanto, el analisis de infrarrojo cercano nos
aporta una gran informacion acerca de las propiedades fisicas de los alimentos. En
medios bioldgicos, como los alimentarios la interaccion de la luz con la muestra
invalida el uso de Lambert-Beer (existen multiples fendmenos de dispersién) (Porep et
al., 2015). A este fendbmeno se lo conoce como scattering, consiste en la dispersion de la
radiacion en mdltiples direcciones al incidir con algin componente de la muestra
(Manley y Baeten, 2018). Por todos estos motivos, se deben aplicar otros métodos

qguimiomeétricos para extraer la informacién (Pasquini, 2003).

1.5.3. Quimiometria

Para interpretar los espectros se debe realizar un andlisis quimiométrico de los
resultados, mediante aplicacion de métodos matematicos sobre los datos quimicos.
siendo necesario el uso de un software informatico adecuado con paquetes
quimiométricos que se ajusten a las necesidades del estudio. Como se indica
anteriormente, los datos obtenidos en este tipo de espectroscopia son muy redundantes
ya que los espectros se encuentran muy solapados. Es por eso, que debe existir un
procesado que nos permita extraer la gran cantidad de informacion presente de una
manera clara. Se puede dividir esta cuestion en tres partes tal y como explican Roggo y
sus colaboradores (2007):
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-Técnicas de andlisis matematico: La funcion principal de someter los datos a estos

tratamientos matematicos es la reduccion del ruido espectral.

-Clasificacion de las muestras en funcion de su espectro: Es la parte cualitativa del
analisis. Existen dos tipos de clasificaciones, en las no supervisadas, el analisis se
realiza teniendo Unicamente conocimiento de los espectros. Posteriormente el
espectroscopista debe explicar los patrones de agrupacion. Por otro lado, en las

clasificaciones supervisadas se requiere un conocimiento previo de la muestra.

-Técnicas de regresion: Su finalidad es establecer una relacion entre el espectro y ciertas

propiedades cuantificables (parte cuantitativa del analisis).

Los resultados de los andlisis quimiométricos en NIRS se muestran como la relacion
entre log (1/R). Se considera la reflectancia de la muestra “R”, y el numero de enlaces

quimicos especificos.

2. Objetivos:

1- Desarrollar la estructura de las bibliotecas espectrales NIRS de la flora vascular
apetecible por el Gochu Asturcelta en el monte bajo de castafio de Asturias

2- Aplicar algoritmos matematicos para el desarrollo de modelos de prediccion NIRS
para la caracterizacion de los fenoles totales de la flora vascular apetecible por el Gochu
Asturcelta

3- Aplicar algoritmos matematicos para el desarrollo de modelos de prediccién NIRS
para la caracterizacién de los taninos condensados de la flora vascular apetecible por el
Gochu Asturcelta

4- Aplicar algoritmos matematicos para el desarrollo de modelos de prediccion NIRS
para la caracterizacion de la capacidad antioxidante de la flora vascular apetecible por el
Gochu Asturcelta

3. Material y métodos:

Este trabajo se encuadra en la realizacion del proyecto de investigacion nacional
coordinado RTA2014-00051-C04-00, que recibe el nombre “Sostenibilidad de sistemas
silvopastorales de frondosas caducifolias iberoatlanticas con razas autoctonas de cerdo
en régimen extensivo”, del que participan: el equipo investigador de Louziran, que se

encarga, entre otras funciones, de analizar la viabilidad de un sistema silvopastoral de
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roble gallego y cerdo celta; la Universidad de Santiago de Compostela (USC), en las
instalaciones del campus de Lugo que estudia los efectos sobre suelo y vegetacion
causados por el cerdo celta; el Instituto Vasco de Investigacion y Desarrollo
Tecnologico (NEIKER-Tecnalia), que estudia la resiliencia de los bosques caducifolios
habitados por cerdos y el Servicio Regional de Investigacion y Desarrollo
Agroalimentario (SERIDA) del Principado de Asturias, que, ademas de participar en
los objetivos comunes del proyecto, desarrolla las aplicaciones relacionadas con la
tecnologia NIRS con el proposito de optimizar la recogida de espectros en el infrarrojo
cercano in-situ de la flora vascular asi como de los frutos del castafiar. Adicionalmente
se pretenden ampliar las bibliotecas espectrales NIRS y desarrollar algoritmos
matematicos para la caracterizacion bromatoldgica y antioxidante de la flora vascular y
los frutos del castafiar que permitan la caracterizacion del monte bajo de castafio y

sirvan para plantear su explotacion por el Gochu Asturcelta.

3.1. Trabajo de campo:

La consecucion del estudio se llevd a cabo en un castafiar de Sela da Loura, una
localidad situada en el concejo de Vegadeo (zona occidente de Asturias), a una altitud
de 322 m, orientacion NO vy coordenadas: X: 662213,441 Y: 4805842,341. Al
considerarse un habitat propicio para el cebo y acabado en extensivo del Gochu
Asturcelta. Se dividié el terreno en seis parcelas, tal y como se muestra en la Fig. 3.1,
de las cuales, tres fueron utilizadas como parcelas testigo en las que no se introdujeron
cerdos: T1 con una superficie de 3430 m?, la parcela T2 con un &rea de 5253 m?y T3
(5057 m?). Las otras tres, sirvieron de parcelas control introduciendo una carga
ganadera de 2,5 cerdos Asturceltas por hectarea en cada una de ellas. Cabe destacar,
ademas, que las parcelas control presentan unas superficies superiores a las utilizadas
como testigo (C1 posee un &rea de 14666 m?, C2 dispone de un &rea de 19545 m?y, por
Gltimo, C3 tiene una extension de 15547 m?). Destac6 la predominancia de fuertes
pendientes en todas las parcelas, superando el 40% en todos los casos a excepcion de
T1. Una vez divididas, se colocaron cinco varillas en cada una de las parcelas de control
(con cerdos). En la Fig. 3.1 se representan estos puntos en color azul. Todas las varillas
fueron identificadas mediante un cdodigo. Dentro de estas fincas existen zonas boscosas
con estrato arboreo desarrollado y otras areas pratenses. De las 5 varillas presentes en

cada una de las parcelas se colocaron tres en zonas boscosas y las dos restantes en
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prado, que sirvieron como puntos de muestreo para la recogida de biomasa. Es

importante aclarar que, la distribucion de las varillas fue aleatoria. Los puntos de

muestreo fueron determinados mediante la funcion aleatoria del programa Excel.

Superficie

Parcela
ar )

Testigol 3,430
(T1)
Testigo2 5,253
(12)

Testigo3 3,057
(T3)

Controll 14,666
(c1)

Control2 19,545
(c2)
Control3 15,647
(C3)

. Puntos biomasa
(1as)

Varillas(1a20)

Fig. 3.1 Imagen aérea de las parcelas donde se realizo el estudio indicando su area
respectiva y los puntos de recogida de biomasa en las parcelas Control

Se recogio la biomasa en cuadrados de 2 metros de lado, en torno a la varilla colocada
previamente. Primeramente, antes de proceder a la obtencion muestral se realizé un
inventario floristico en cada zona muestreada anotando el indice de abundancia de cada
taxdn y porcentaje de cobertura de cada especie, también de la materia muerta y de otras
plantas (matas o arboles que impedian recoger la biomasa). Posteriormente, se llevé a
cabo la recogida (frutos, hojas caidas etc.) o el corte a ras de suelo de la vegetacion
vascular. En el caso de las raices hozables se extrajeron hasta 10 cm de profundidad en
una subparcela dentro de los cuadrados de muestreo con un area de 1 m x 0,1 m. La
recoleccion de las muestras se llevd a cabo siempre a finales de junio, a fin de que la
estacionalidad no fuera un factor generador de variabilidad.
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Fig. 3.2 Muestreo de la vegetacion: a la izquierda bosque, a la derecha. Prado en
las parcelas control (C1, C2, C3), empleando 5 cuadrados/parcela de 2 x 2 m.
Imagenes cedidas por Ciordia Ara, M.

Para minimizar en la medida de lo posible la perdida de compuestos antioxidantes, ya
que estos son muy inestable y sensibles al deterioro vegetal, las muestras se

mantuvieron refrigeradas en nevera durante el transporte al laboratorio.

3.2. Trabajo en laboratorio:

En el laboratorio, inicialmente, se realizd una primera separacion de la materia organica
muerta y de las plantas vasculares vivas. Posteriormente se llevd a cabo, una
clasificacion taxonomica de las muestras, con el objetivo de separar la vegetacion
vascular viva en la fraccion apetecible total (VAT) y la fraccion no apetecible (VNA)
(Fig. 3.3 ). Esta separacion se realiz6 mediante un anélisis visual, observando que
plantas ingerian los cerdos y cuales rechazaban. Asi mismo, para confeccionar las
muestras se agrupO la vegetacion apetecible por familias taxonémicas, siempre que
existia cantidad suficiente. Tras este proceso de agrupacion, se obtuvieron 63 muestras
diferentes clasificadas por: fecha de recogida (afio 2016, 2017 o 2018), punto de
recogida (varilla entorno a la que se realiz6 el muestreo) y familia taxonémica a las que

pertenecian los vegetales analizados.

Fig. 3.3 Division de las muestras de vegetacion en el laboratorio en materia
muerta, fraccion apetecible (VAT) y fraccion no apetecible (VNA). Iméagenes
cedidas por Ciordia Ara, M.
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Tanto las raices hozables como una alicuota de cada muestra de vegetacion apetecible
fueron destinadas a la cuantificacion del contenido en materia seca (MS) para
determinar la produccion en gramos por hectarea de terreno y, por otro lado, para
realizar los analisis quimico-bromatologicos mediante la tecnologia NIRS, que ha sido
descrita con anterioridad. Los materiales vegetales analizados de esta manera
permanecieron en fresco desde su obtencion en el campo por este motivo, fue

fundamental realizar las mediciones lo mas rapidamente posible.

3.2.1. Andlisis mediante NIRS: Construccion de librerias espectrales NIRS:

Para llevar a cabo los andlisis NIRS en este estudio se ha utilizado el equipo
MicroPHAZIR™ fabricado por la empresa estadounidense Thermo Fisher Scientific
Inc. Posee una fuente de luz incandescente de tungstenio que asegura la integridad de
las muestras analizadas. En cuanto a la deteccion, posee un unico sensor de amplio
espectro (InGas) lo que permite una gran eficiencia en cuanto a gasto energético y
garantiza una correcta respuesta espectral captando bandas muy amplias de radiacion.
Se recoge informacion espectral comprendida entre los 1596 — 2396 nm de longitud de
onda a intervalos de 8 nm aproximadamente (observar en la Fig. 3.6 el espectro
resultante). En este instrumento la superficie efectiva de irradiacion es de 0,13 ¢m?. El

equipo posee una referencia integrada que permite calibrarlo con facilidad.

Fig. 3.4 Medicion de muestra de vegetacion apetecible con equipo portatil
MicroPhazir™

En cuanto a sus caracteres morfolgicos, MicroPhazir™ es un instrumento con forma

de pistola lo que permite un uso sencillo e intuitivo, ademas su peso inferior a 2 Kg
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permite una gran portabilidad y comodidad de uso. Se trata de un equipo portatil cuya
bateria tiene una vida media de 10 horas, otorgandole gran autonomia (Llano Suarez,
2016).

Fig. 3.5 Vista lateral del equipo portéatil MicroPhazir™ utilizado durante el estudio

El analisis para la construccion de las librerias espectrales NIRS se realizo,
exclusivamente sobre la fraccidn apetecible, ya que, son las plantas que conforman la
mayor parte de la alimentacion del Gochu Asturcelta en extensivo. Para ello, el analisis
NIRS sobre la VAT y en las fracciones vegetales mayoritarias, consistio en la recogida
de 15 espectros por muestra, en distintos puntos al azar, sobre la muestra intacta, siendo
cada espectro el promedio de 80 subespectros. El espectro representativo final de cada
muestra es el promedio final de los 15 espectros tomados en cada muestra. En la Fig.
3.6 se muestra el espectro promedio obtenido como resultado del analisis de vegetacion
herbacea apetecible para el Gochu Asturcelta, asi mismo puede observarse una escala en

la parte izquierda de la pantalla expresada como log (1/R).

Sela de loura

1700 1900 2100 2300 1500

Fig. 3.6 Espectro resultante de la medicion en una muestra de vegetacion
apetecible para el Gochu Asturcelta
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Las librerias espectrales NIRS sobre las muestras de vegetacion apetecible para el
Gochu Asturcelta creadas por el SERIDA fueron ampliadas con nuevos datos aportados
por el CIF de Lourizan de Galicia y el NEIKER Tecnalia del Pais Vasco.

3.2.2. Analisis mediante técnicas de referencia:

Una fraccion de cada muestra al llegar del campo a las dependencias del SERIDA
recibié un tratamiento de liofilizacion a -70 °C para evitar el deterioro del material

vegetal hasta el momento en que se acometieron los analisis de referencia.

Las muestras fueron analizadas por el grupo de Investigacion Forestal del SERIDA, en
las dependencias del Centro Tecnoldgico de la Madera (CETEMAS) ubicado en
Carbayin (Siero) donde se efectuaron las medidas de referencia de fenoles totales (FT),

taninos condensados (TC) y de la capacidad antioxidante (CA).

3.2.2.1. Extraccién de fenoles:

Para cuantificar los FT se utilizo el ensayo Folin-Ciocalteu descrito en el Compendium
of International Methods of Analysis (2019). Primero para extraer lo compuestos
fendlicos de las muestras se re-suspendieron 100 mg de muestra en 5 ml de una solucion
al 80% de volumen de metanol. La mezcla se purg6 30 s con argdn y se agitd durante 2
horas. Después se centrifug6. El sobrenadante se puede almacenar a -20°C. El
sobrenadante recibi6 un tratamiento con NaOH ajustando después el pH a 2,5 con HCI
para precipitar los compuestos que se extraen con dietil éter. Después se evaporo el éter
y se resuspendieron los fenoles en 80% en volumen de metanol (Nifio Medina et al.,
2017).

Una vez extraidos los fenoles de las muestras, afiadiendo el reactivo de Folin-Ciocalteu,
que es una mezcla de &cido fosfotungsténico y &cido fosfomolibdénico, se oxidaron
todos los compuestos fendlicos extraidos previamente de la muestra (Compendium of
International Methods of Analysis, 2019). De esta forma, los fenoles pasaron a absorber
radiacion en el rango del espectro visible. Se utiliz6 como medida de referencia la
concentracion de acido galico (Sanz et al., 2010). La espectrometria se realizo a una
Abs de 765 nm (Ainsworth y Gillespie, 2007). Los resultados de las muestras se
obtuvieron por interpolacion a partir de una curva de calibrado que correlaciona en el

eje de abscisas (x) las concentraciones conocidas de los patrones de acido galico
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(expresadas en mg/L) con el eje de ordenadas (y) en el que se representan las respuestas
fotométricas (medidas de absorbancia referentes a cada concentracion de acido galico),

que responden a una ecuacion del tipo: y = a + b x (Baizan et al., 2018).

3.2.2.2. Taninos condensados:

Para la medida de taninos condensados, se utilizo el ensayo de la vainillina (Sun et al.,
1998; Baizén et al., 2018) se afiadid una pequefia cantidad de muestra liofilizada y
molida junto con vainillina disuelta en metanol en una concentracion de 1%
masa/volumen y acido sulfarico (H2SO4) al 25% (v/v) en metanol. Debe tenerse en
cuenta que el &cido tiene un papel catalitico en la reaccion de la vainillina con las
catequinas (Sun et al., 1998). La vainillina tiene una funcién anéloga a la del reactivo de
Folin-Ciocalteu, permitir que las catequinas adquieran un rango de absorbancia maxima
a 500 nm. Otro factor a tener en cuenta es la temperatura de la reaccion, consiguiéndose
unos picos de absorbancia mayores a temperaturas comprendidas entre 25°C y 35 °C
(Sun et al., 1998). Asi mismo, se utilizaron soluciones estdndar de concentraciones
conocidas de catequinas para obtener una curva patron conformando una expresion
analoga a la obtenida en la determinacion fendlica (y = a + b x). Como blanco se uso

metanol (Baizéan et al., 2018).

3.2.2.3. Capacidad antioxidante:

Para analizar la capacidad antioxidante de las muestras se midié la capacidad de
absorbancia de los radicales de oxigeno en las muestras, conocida por sus siglas en
inglés (ORAC), siendo este, un método muy popular con un coste bajo econémico. El
ensayo ORAC mide la perdida de fluorescencia que hay en una sonda por dafios
provocados por los radicales libres que contiene la muestra. La inhibicion de estos
radicales tiene una correlacién con la capacidad antioxidante de la muestra. Es decir, a
mayor capacidad antioxidante de la muestra menor dafio sobre las sondas fluorescentes.
Es habitual construir curvas de calibrado con un compuesto antioxidante llamado
comunmente Trolox (Acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxilico) que se
encuentra estandarizado y es propicio para calcular las ORAC. Estas curvas de
calibrado se construyen en base al tiempo de actuacion del Trolox, a su concentracion
(eje de abscisas) y % de fluorescencia (eje de ordenadas), como se muestraen la. A

mayor concentracion del Trolox mas tiempo permanece la sonda de fluorescencia sin
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recibir dafios y, por tanto, su capacidad para emitir fluorescencia intacta. La
estandarizacion del método permite en la actualidad la creacion de bases de datos muy
amplias para calcular la concentracion de una amplia gama de compuestos. La
capacidad antioxidante se mide como la integral del area bajo la curva construida en
cada caso (Brescia, 2012). Tal y como podemos apreciar en la , la fluorescencia
permanece intacta un mayor tiempo a mayor concentracion de compuestos

antioxidantes.
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Fig. 3.7 Curvas de fluorescencia en funcion de la concentracién de Trolox y del
tiempo de exposicion de la sonda de fluorescencia

3.3. Clasificacion y analisis de los datos de referencia:

Todos los datos de referencia obtenidos se introdujeron a una base informatica creada
con el programa Microsoft Office Excel en la que indicamos en diferentes columnas: el
cédigo de identificacion de la muestra. Por ejemplo, 116-20488 indica: “I” muestra
interior recogida por el SERIDA, “16”, recogida el afio 2016, y “20488” es el numero
de la muestra. También se compil6 la identificacion de la parcela y punto de recogida,
fecha de obtencion, la familia taxonémica de la vegetacion analizada en cada muestra,
la cantidad de fenoles totales (FT) expresada en mg Equivalentes de &cido galico
(EAG)/g peso seco, la cantidad de taninos condensados (TC) en mg equivalentes de
Catequina (EC)/g peso seco y la capacidad antioxidante (CA) que expresamos como

pumoles de equivalentes de Trolox (ET) / g peso seco.
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Una vez organizados los datos de referencia, uno de los objetivos del estudio (ver
seccion de Objetivos) fue analizar las diferentes concentraciones de fenoles totales,
taninos condensados, asi como, la capacidad antioxidante de las muestras vegetales
verificando la existencia o no de diferencias significativas entre los grupos vegetales

muestreados.

Debido a que en dos de los tres parametros analizados no se posee una distribucion
normal de los datos (taninos condensados y capacidad antioxidante) y en otros dos las
varianzas de los datos para los diversos grupos de vegetacion no son homogéneas
(fenoles y taninos) (Ver en el apartado de Resultados). Se acudio¢ a la estadistica robusta
para evitar que la presencia de los valores atipicos generara dificultades durante el

analisis (Daszykowsky et al., 2007).

3.4. Desarrollo de calibraciones NIRS:

El objetivo a continuacion fue establecer una ecuacion matematica que relacionara con
la mayor linealidad posible los datos espectrales tomados con la cantidad de fenoles
totales (FT), taninos (TC) y capacidad antioxidante (CA) de referencia. Para lograrlo,
se utilizé el programa Unscrambler X v10.3 (Camo Software AS). Es un programa para
el andlisis de datos multivariables que permite establecer una amplia gama de relaciones

internas entre los datos.

Para ello la base de datos se estructura sobre una matriz en la que se recogen los 100
datos obtenidos para las diferentes longitudes de onda a intervalos de 8 nm en una franja
comprendida entre los 1596-2396 nm, ordenados en columnas; y las 63 muestras de
vegetacion apetecible ordenadas por filas. El objetivo consistio en establecer una
correlacion lineal fuerte, entre los datos de referencia obtenidos en laboratorio (se
describieron los procedimientos de andlisis anteriormente) y los espectros recogidos
mediante el equipo portatil MicroPhazir™ para confirmar su viabilidad a la hora de
analizar la composicién quimica de las muestras vegetales. La reflectancia de las
muestras (expresada en el eje Y de la funcién espectral como log 1/ R) depende de
factores fisicos, asi como, de la composicién quimica de las muestras a lo largo del

rango espectral de medida.
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Fig. 3.8 Espectros individuales de la poblacién de vegetacién apetecible

El procesado de datos espectrales precisé de diversos tratamientos matematicos que
pudieron ser aplicados individualmente o de manera combinada para reducir lo mas
posible el ruido espectral. La reflectancia difusa (scattered), recogida en los espectros de
infrarrojo cercano se debe principalmente a variaciones en algunas propiedades fisicas
de las muestras, las mas destacables son: fluctuaciones en la temperatura de cada
muestra, densidad molecular o grado de concentracion de los &tomos en cada muestra y
la més importante es la variacion en los tamafios y texturas de particula (Yulia y
Suhandy, 2018; Pasikatan et al., 2001), ya que va a incidir sobre la pendiente del

espectro, también tiene su influencia la densidad molecular (Barnes et al., 1989).

Por otro lado, como se citd con anterioridad se busco establecer una relacion lineal
solida con los datos de referencia. Para ello, en este estudio se utilizaron 5 tratamientos
matematicos diferentes: en primer lugar se utilizé un tratamiento de estandar normal
variate (SNV) (Barnes et al., 1993), después se aplic6 un SNV combinado con una
derivacion Savitzky-Golay de orden 1, en tercer lugar se realizd una correccion del
espectro multiplicativo de la dispersion (MSC) (Martens et al., 1983) junto con una
derivada Savitzky-Golay de primer orden (Chen et al., 2013), los dos ultimos
tratamientos matematicos consistieron en dos derivativos Savitzky-Golay (de primer y

segundo orden respectivamente).
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Cada tratamiento sefialado se aplico a cada uno de los datos espectrales (variable X)
para cada una de las variables respuesta: fenoles totales, taninos condensados y para la
capacidad antioxidante.

3.5. Tratamientos matematicos:

3.5.1. Tratamiento SNV:

El tratamiento de estandar normal variate, conocido por sus siglas en inglés (SNV) se
utiliza en tecnologia NIRS para corregir el ruido generado por las diferencias en el
tamarfio de particula (variaciones en la pendiente y divergencia entre los datos para cada
longitud de onda) (Barnes et al., 1989). El fundamento del tratamiento SNV consiste en
calcular los valores medios de absorbancia y restarlos a cada uno de los 100 datos
tomados para las diferentes longitudes de onda, dividiendo el resultado entre la
desviacion estandar (Dhanoa et al., 1994). Posteriormente se reduce la desviacion hasta
que quede introducida dentro de unos margenes. De esta forma se eliminan las
variaciones en la pendiente que generan los diversos tamafios de particula. Por otro
lado, cabe destacar que se aplica sobre cada dato espectral individualmente (Dhanoa et
al., 1994). El resultado se muestra en la Fig. 3.9 , en comparacion con los espectros que
no han recibido tratamiento se aprecian trazos mas definidos (se detectan de manera
mas precisa los cambios de reflectancia. Por otro lado, se observa que la dispersion

espectral se reduce considerablemente.

Log (1/R)

2
159572307 1666,48561 171676113 177650502 1835,67777 189424454 1952,17300 200943659 2066,00417 212184780 217693694 223123806 228471336 2337.31950 238900634

A (nm)

Fig. 3.9 Espectros de datos sometidos a tratamiento standard normal variate.

37



Rubén José Prendes de la Cruz MBTA 2019

3.5.2. Tratamientos derivativos:

En el caso de este estudio se obtuvo una elevada cantidad de ruido debido a la,
variabilidad y heterogeneidad de las muestras, asi como a la pequefia ventana de
muestreo del equipo utilizado teniendo en cuenta que las muestras se estan analizando
en su estado natural tras el corte en las parcelas del monte. Los tratamientos derivativos
Savitzky-Golay consiguen reducir el efecto aditivo y multiplicativo del ruido en el
espectro. Las derivadas de primer orden acttan eliminando la variabilidad espectral (el
ruido propiamente dicho), tal y como se aprecia en la Fig. 3.8 en comparacién con los
espectros sin tratar (Fig. 3.6 ), mientras que mediante derivadas de segundo orden, se
modifica también la tendencia del espectro, provocando variaciones en su forma
(Rinnan et al., 2009), esto puede observarse nitidamente en los espectros de la Fig. 3.9,
obtenidos con el equipo MicroPhazir™, donde se aprecian unas pendientes mucho mas
pronunciadas que para el resto de tratamientos. El mayor suavizado del espectro, aunque
consigui6 reducir el ruido espectral (baseline), por contra, conllevo importantes pérdidas
de informacion, debido a la gran deformacidn de los espectros tratados con derivativos
de segundo orden. Por lo que tanto el ruido como la informacién que nos aporta el
espectro se ven mermados (Romero Gamero, 2002; Chen et al., 2013). En la Fig. 3.11
Fig. 3.9 se observan valores de log (1 / R) entre 10 y 100 6rdenes de magnitud menores
que para los datos sin tratar (uno o dos Ordenes logaritmicos) (se aprecia con mayor
nitidez en la Fig. 4.7 y Fig. 4.12), lo que implica una gran pérdida de informacion en el
espectro, presentando una sensibilidad muy baja a los cambios en la reflectancia para las
diferentes longitudes de onda analizadas en cada una de las muestras. Por otro lado, las
oscilaciones en el espectro se suavizan en los mismos érdenes de magnitud por lo que se
encuentran también muy reducidas (observar que la escala de este espectro esta

aumentada).

La combinacion de un standard normal variate (variable normal estandar) con un
Savitzky-Golay, minimiza el ruido espectral a la par que maximizar la informacion

aportada por los datos, ya que aumenta la sensibilidad a cambios en la reflectancia.
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Fig. 3.10 Espectros de datos sometidos a tratamiento derivativo Savitzky— Golay de

primer orden.
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Fig. 3.11 Espectros de datos sometidos a tratamiento de derivativo Savitzky— Golay
de segundo orden.
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Fig. 3.12 Espectros de datos sometidos a tratamiento SNV combinado con un

derivativo Savitzky— Golay de primer orden.
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3.5.3. Tratamiento MSC:

El tratamiento de Correccion del efecto multiplicativo de la dispersion fue propuesto por
Martens (Martens et al., 1983) y desarrollado dos afios después por Geladi y sus
colaboradores (Geladi et al, 1985). Tiene la misma funcién que el anterior. La principal
diferencia radica en que, se calcula el espectro promedio y posteriormente se realizan
regresiones lineales de los espectros pertenecientes a cada una de las muestras
comparandolos con el promedio para cada longitud de onda (cada punto del espectro)
(Dhanoa et al., 1994). Después, en base a estas comparaciones se estiman los
coeficientes de correccion oportunos y se agrupan los espectros entorno al promedio
(Rinnan et al., 2009). EI MSC se aplica combinado con un tratamiento derivativo de
primer orden, para de esta manera, al igual que con el SNV, reducir el ruido espectral al

tiempo que se mejora la sensibilidad frente a los cambios en la reflectancia.

Log
(1/R)

1894,24454 1952,17390 2009,43659 2066,00417 212184780 217693694 223123806 2284,71336 2337,31950 2389,00634

Fig. 3.13 Espectros de datos sometidos a un tratamiento MSC combinado con una
derivada primera Savitzky—Golay.

Existe una evidente relacion lineal entre los tratamientos SNV y MSC por lo que el
resultado de su aplicacion resulta equivalente (Dhanoa et al., 1994; Fearn, 2009). Se
puede apreciar una gran similitud morfolégica entre ambos espectros, representados en
la Fig. 3.12 Fig. 3.10 y la Fig. 3.13
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3.6. Analisis cuantitativo de los datos:

Este tipo de analisis que es el mas extendido entre las aplicaciones de la tecnologia
NIRS, se utiliza para estimar la concentracion de un analito en una muestra determinada
e implica el desarrollo de una ecuacion matematica entre los datos espectrales en este
trabajo expresados como log (1/R) y los datos de referencia. En el analisis NIRS esta
etapa se conoce como etapa de calibracion, que una vez desarrollada permite conocer o
predecir el contenido del analito/s en muestras desconocidas siempre y cuando sean
similares a las utilizadas para el desarrollo del modelo (Shenk y Westerhaus, 1995;
Shenk y Westerhaus, 1996).

Existen diferentes métodos de regresion, pero los utilizados en este trabajo fueron el
analisis de los componentes principales (PCA) y el analisis de minimos cuadrados
parciales (PLS). El andlisis por PCA tiene en cuenta los factores que mas influyen en la
variabilidad de los datos obviando otros elementos secundarios mostrando los datos, tan
solo, en funcion de esos componentes mas relevantes (principales) de variabilidad,
como podria ser en este caso el tamafio de particula, obteniendo una aproximacién
simplificada de la realidad (Jolliffe y Cadima, 2016), mediante la generacién de nuevas
variables ortogonales no correlacionadas entre si, denominadas componentes principales
(CPs) para modelar los datos espectrales que explican la mayor parte de la variacion de
los datos a esto se lo llama score. Los datos son proyectados sobre estos vectores
principales obteniendo como resultado un espectro completo. La combinacion lineal de
varios términos permite una descripcion completa de los espectros (Barnes et al., 1989).
En el caso de determinados materiales agricolas, como la vegetacion que estamos
estudiando, una sola componente puede llegar a explicar cerca del 90% del espectro
(Barnes et al., 1989). Este andlisis se empled para realizar una deteccion de posibles
anomalos espectrales. Otra opcion para detectar posibles datos extremos consiste en
representar graficamente las lineas espectrales de cada muestra y comprobar si existe
alguna que siga una trayectoria anémala o que presente valores de reflectancia atipicos.
En la Fig. 3.6 se observa como, tres de los espectros se localizan por debajo de la nube
espectral, estos pertenecen posiblemente a outliers muestrales que, de confirmarse no se

tendrén en cuenta para medir la correlacion entre los datos posteriormente.

El andlisis de cuadrados parciales (PLS) se diferencia del PCA en que, para el calculo

de las componentes principales de los espectros, utiliza también la matriz de datos de
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referencia de las muestras). Este segundo analisis, permitio predecir los valores de los
datos de referencia (una variable) mediante una regresion multiple a partir de otra
variable (los datos espectrales) en un contexto de calibracion multivariable, es decir,
atendiendo a diversos factores (tamarfio de particula, densidad atomica etc.) (Wold et al.,
1987). Mediante el procedimiento de calibracion, se establecid la relacion existente

entre el espectro de absorcion y los valores de referencia analizados en laboratorio.

3.7. Estadisticos de evaluacion de las ecuaciones de calibracion

El error estandar de calibracién (SEC), asi como el coeficiente de determinacion R%. de
calibracion indican el grado de relacion del modelo quimiométrico aplicado (Lopez
Bautista, 2001). Internamente el programa realizé una validacion cruzada, que consistio
en dividir los datos espectrales en dos 0 méas grupos y analizar la relacion de cada
subconjunto con los correspondientes datos de referencia y validar internamente el
modelo con el grupo no utilizado para establecer la relacion. De esta manera nos
cercioramos de la relacion descrita por la calibracion (Adepipe et al., 2016). Se anotaron
el error estandar de calibraciéon (SEC) y el estandar de validacion cruzada (SECV), que
es el error de los residuales para el grupo de validacion cruzada, asi, como los R?de
calibracion (R%) y validacién cruzada (R?,) de los datos sometidos a cada uno de los
tratamientos matematicos (Campo y Moreno Gonzéalez, 2014). Posteriormente, con el
objetivo de mejorar la correlacién lineal de los datos, se eliminaron los datos outliers y
obtuvieron nuevos errores SEC, SECV, asi como, los respectivos R’ y R, Se eligi6 el
tratamiento que aport6 una mejor correlacién lineal a los datos espectrales con cada una
de las variables respuesta (R? lo mas cercano a 1 posible, con SEC y SECV (errores de

calibracion y validacién cruzada mas bajos).

Por ultimo, se confecciond una Tabla resumen con el mejor tratamiento para fenoles
totales, taninos condensados y capacidad antioxidante en el que mostramos los R?, SEC
y SECV optimos (Ver Tabla 4.5 ). Por otro lado, se recogieron para cada variable
estudiada: nimero de muestras en las que se midié cada variable de referencia, el
minimo (dato de referencia menor), maximo (dato de referencia mayor), desviacion
estandar de los datos de referencia, promedio y coeficiente de variacién (desviacién
estandar / valor absoluto del promedio) (Abdi, 2010) (Tabla 4.1). Todos estos datos se
encuentran recogidos en el apartado de Resultados).
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4. Resultados:

4.1. Concentracion de fenoles totales, taninos condensados y capacidad
antioxidante en funcion de la especie vegetal

Tabla 4.1: Datos de referencia para fenoles totales, taninos condensados y
capacidad antioxidante

Fenoles totales Taninos Capacidad
(FT) condensados (TC) antioxidante (CA)
(mg EAG / gps) (mg EC / gps) (MmOl ET / gps)
Numero de 63 63 62
muestras
Promedio 8,76 13,54 323,26
Maximo 43,87 85,56 2760,97
Minimo 0,08 1,28 35,75
Desviacion 10,24 17,54 481,65
estandar
Coeficiente de 1,17 1,30 1,49
variacion

En la Fig. 4.1 se muestran datos de referencia de los siguientes parametros: fenoles
totales (expresados como miligramos de equivalentes de acido galico/gramo de peso
seco), taninos condensados (cuya unidad de medicion es equivalentes de
catequina/gramo de peso seco), asi como, de capacidad antioxidante (en pmoles de
equivalentes de Trolox/gramo de peso seco) pertenecientes a las muestras de vegetacion
apetecible analizadas en el laboratorio. Se estudiaron 63 muestras de vegetacion
apetecible, sin embargo, se determiné un error durante la medicion de capacidad
antioxidante en una muestra de Erica arbdrea por lo que solo dispusimos de 62 datos

para este parametro, como ya indicamos en la seccion de Material y métodos.

Observando los datos de desviacion estandar, se aprecia una mayor agrupacion de los
datos entorno al valor promedio para fenoles totales (s = 10,24) y en menor medida para
taninos condensados (s = 17,54). En cambio, la desviacion estandar (s) que presentan
los datos registrados de capacidad antioxidante con respecto al valor promedio es
notablemente mas elevada (s = 481,65), lo que indica una dispersion de los datos

netamente mayor que en los otros dos parametros estudiados.
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También se recogieron los valores mas elevados, asi como los menores encontrados en
una muestra para cada parametro estudiado. En el caso de los fenoles totales el valor
mas bajo hallado en una muestra de vegetacion apetecible fue de 0,08 mg EAG/g peso
seco, perteneciendo a una muestra recogida en zona arbolada. El valor més elevado para
este parametro fue de 43,87 mg EAG/g peso seco en hojas de roble, siendo la
vegetacion apetecible que més cantidad de compuestos fendlicos posee de las distintas
familias muestreadas (consultar el Anexo I). ElI promedio de todas las muestras es de
10,24 mg EAG/g peso seco.

En taninos condensados la menor concentracion de estos compuestos (1,28 mg EC/g
peso seco) corresponde a una muestra de vegetacion herbacea recogida en el suelo del
bosque, mientras que el registro mas elevado (85,56 mg EC/g peso seco) pertenece a las
hojas de abedul (consultar el Anexo I). EI valor promedio es de 17,54 mg EC/g peso

Seco.

Para la capacidad antioxidante observamos un rango de dispersion de los datos mucho
mas elevado que en los dos casos anteriores. En este caso el minimo es de 35,75
pmoles/g peso seco y corresponde a una muestra de gramineas en el estrato herbaceo de
un bosque. El valor maximo es de 2760,97 pmoles/g peso seco, y se midié en una

muestra de Erica arbdrea (consultar el Anexo I).

Por ultimo, debido a que las cifras obtenidas durante la medida de capacidad
antioxidante (expresadas en pmoles Trolox/g peso seco) son muy elevadas en
comparacion con los fenoles totales y los taninos condensados; se calcularon los
coeficientes de variacién que expresan la heterogeneidad de los datos, teniendo en
cuenta el tamafio su promedio. De esta forma, se observa que los datos mas
homogéneos son los de fenoles totales con un CV = 1,17, los datos referentes a taninos
condensados CV = 1,30 y los mas heterogéneos corresponden a la capacidad

antioxidante, con un CV = 1,49.

En las siguientes graficas se representa la concentracion de fenoles totales (Fig. 4.1 ),
taninos condensados (Fig. 4.2 ) y capacidad antioxidante (Fig. 4.3 ) hallados en los
diferentes tipos de muestra segun el entorno de muestreo. En azul, se representan los
datos pertenecientes a las muestras obtenidas de plantas herbaceas del sotobosque, en
ningun caso corresponden al estrato arboreo del mismo. Por otro lado, en color rojo, se

muestran los valores fendlicos totales de diferentes hojas de arboles, o arbustos como
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Vaccinum sp. (arandano), Rubus sp. etc. En gris los datos referentes a vegetacion

pratense como algunas gramineas, leguminosas etc.

Fenoles totales

e H -:::I_i as

S8 S0 B B BB B

Fig. 4.1 Fenoles totales expresados como EAG/g,s en muestras de suelo forestal,
prado abierto y hojas de especies arbdreas

En la Fig. 4.1 se aprecia claramente que las muestras recogidas en la zona de pasto
tienen contenidos fenodlicos mucho mas reducidos que las de origen forestal resultando
especialmente elevada la concentracion de fenoles hallada en las hojas de arboles como

los robles, castafios o abedules (Fig. 4.4 ).

Taninos condensados

15 2
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Fig. 4.2 Taninos condensados expresados como EC/gps en muestras de sotobosque,
prado abierto y hojas de especies arbdreas

La Fig. 4.2 muestra que en la vegetacion pratense la concentracion media de taninos
condensados es muy reducida en comparacion con las especies de bosque. Vuelve a ser
especialmente elevada en las muestras de hojas de arboles caducifolios como castafio

(Castanea sativa), roble (Quercus robur) o el abedul (Betula celtiberica) (Fig. 4.5).
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Fig. 4.3 Capacidad antioxidante expresada como pmoles Eq. Trolox/gps en
muestras de suelo forestal, prado abierto y hojas de especies arboreas

En la Fig. 4.3 se aprecia el mismo patrdn para el resto de los compuestos antioxidantes,
siendo esta menor en muestras de prado con especies leguminosas 0 gramineas y siendo
alta para hojas de arboles o para otro tipo de vegetacion perteneciente al sotobosque
herbaceo o arbustivo. No obstante, las tendencias no se aprecian tan nitidamente como
en fenoles totales y taninos condensados. Cabe destacar que debido a un error durante el
procesado se ha perdido el dato de capacidad antioxidante (CA) referente a la muestra
118-22399. Por lo que se trabaj6 con 63 datos de fenoles totales y taninos condensados y

62 de capacidad antioxidante.

En cuanto al andlisis estadistico llevado a cabo, dividiendo las muestras en grupos

vegetales mas concretos se aprecian de forma méas detallada las variaciones en el
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contenido de fenoles totales, taninos condensados y capacidad antioxidante para cada
fraccion (Tabla 4.2).

Primeramente, se realizd un test Saphiro-Wilk de normalidad para cada uno de los
factores analizados (FT, TC y CA) en base al tipo de vegetacion. El anlisis confirmd la
distribucion normal de los datos de referencia tanto para fenoles totales (p-valor =0,020,
p-valor <0,05, podemos descartar la hipotesis nula y considerar la distribucion normal
de los datos), como para taninos condensados, con un p-valor = 0,3135 >0,05 (no
podemos considerar que los datos referentes a taninos condensados posean distribucion
normal)y para la capacidad antioxidante en donde se obtiene un p-valor = 0,43 siendo
este mayor que 0,05 por lo que la hipotesis nula no se puede descartar no pudiendo

considerar la distribucion normal de los datos, tampoco para capacidad antioxidante.

Adicionalmente se utilizé la prueba de Bartlett (Bartlett, 1937) para comprobar si existe
homogeneidad entre las varianzas de los datos de las distintas agrupaciones vegetales.
En el caso de los FT el p-valor fue de 0,901 >0,05 por lo que no existe homogeneidad
de las varianzas, para los TC se obtuvo un p-valor = 0,104, siendo mayor de 0,05 no
podemos considerar homogeneidad de varianzas tampoco para este parametro y por
ultimo, en cuanto a la capacidad antioxidante, el p-valor = 2,76*10E-9, en este caso,
como p-valor <0,05 si se puede descartar la hipdtesis nula y considerar homogéneas las

varianzas para todos los grupos vegetales.

En la Tabla 4.2, representada inferiormente, Cada uno de los valores lleva asociado una
letra (a, b, c, d). Si dos fracciones vegetales tienen asociadas letras diferentes significa
que poseen diferencias significativas (p-valor < 0,05) en el contenido del parametro
correspondiente. De esta manera, en determinadas fracciones vegetales existe una
variabilidad dentro de un mismo grupo vegetal en cuanto a la medida de su capacidad
antioxidante que se observan varias letras asociadas a la misma fraccion vegetal (por

ejemplo, Erica arborea lleva asociadas las letras “a” y “b”).
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Tabla 4.2 Contenido promedio en FT, TC y CA de las diferentes fracciones
vegetales. Con sus respectivas desviaciones tipicas

Especie o fraccion vegetal: Fenoles totales Taninos condensados Capacidad antioxidante
Erica arborea 224+0,14b 46,5475 1655+ 1105,8 ab

Hojas de abedul 10,3+2,43ab 40,0 +£14,88 368 +176,6 ab

Hojas de arandano 153+292bh 256+941 823 +4729 ab

Hojas de castafio 245+212b 6,45+0,69b 433+207,1Db

Hojas de roble 21,9+571b 18,2+3,79 339+98,0bh
Vegetacion apetecible general 3,45+0,913a 7,27+2,036¢ 209+524a
Gramineas 0,77+0,052a 256+0,413a 100+ 12,7a
Leguminosas 2,43+1,043a 550+2,693a 285+ 959 ab

Otras 497+2457a 5,38,4+0,210a 205+ 89,4 ab

*a, b, ¢, d: Valores acompafiados de distinta letra en una misma columna difieren a p < 0,05

Observando la Fig. 4.4 , donde se representan los valores de FT para cada muestra
tomada clasificandolas por tipo de grupo vegetal. Asi pues, y tras realizar el analisis
estadistico pertinente se aprecian diferencias significativas entre las muestras herbaceas
(gramineas (0,77+£0,052 EAG/g MS), leguminosas (2,43+1,043 EAG/g MS) y otro tipo
de especies de pastizal o pertenecientes al sotobosque (4,97+2,457 EAG/g MS)), cuyas
concentraciones en compuestos fenodlicos son significativamente menores a las
registradas en hojas de distintos arboles caducifolios (Quercus sp. (roble), (21,945,71
EAG/g MS), Castanea sativa (castafio)( 24,5+2,12), donde encontramos una
concentracion de compuestos fenolicos especialmente notable, o regiones foliares de
otras especies de porte lefioso como Vaccinium sp. (arandano) (15,3+ 2,92 EAG/g MS)
o Erica arborea (22,4 +0,14 EAG/g MS). En el caso de Betula celtibérica (abedul)
(10,3+2,43 EAG/g MS), no se encuentran diferencias significativas de compuestos

fenolicos con respecto a las herbaceas ni con respecto a otros caducifolios.

Por otro lado, tal y como se indica en la parte derecha del grafico (color verde claro)
puede apreciarse visualmente que las especies del sotobosque (Otras especies (bosque))
poseen un elevado contenido en fenoles si las comparamos con las muestras de
gramineas, leguminosas u otras especies presentes en prado abierto, sin embargo,

debido al bajo numero muestral, las diferencias en este caso no son significativas.
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Fig. 4.4 Contenido de fenoles totales de los diferentes grupos vegetales

En la Fig. 4.5 se aprecia un gréfico analogo al anterior en el que se refleja el contenido
en taninos condensados para cada una de las muestras recogidas en funcion del grupo
vegetal al que pertenecen. La vegetacion apetecible herbacea (leguminosas (5,50 +2,69
EC/g MS), gramineas (2,56+ 0,41 EC/g MS) y otras especies (5, 38+ 4,21 EC/g MS))
poseen diferencias significativas de taninos condensados en comparacién con las
muestras foliares de castafio (6,45+0,69 EC/g MS) con un p-valor <0,05 y existe un
grupo de vegetaciébn con contenido significativamente mas elevado de taninos
condensados (p-valor < 0,05 con respecto a las demas especies vegetales muestreadas)
conformado por: hojas de abedul (40,00 + 14,88 EC/g MS), hojas de arandano (25,6+
9,41 EC/g MS), hojas de roble (18,2 + 3,79 EC/g MS) y Erica arborea (46,5+4,75 EC/g
MS) (Tabla 4.2).

49



Rubén José Prendes de la Cruz MBTA 2019

Taninos condensados

90,00
80,00 ® Otras especies (prado)
70,00 Gramineas
60,00 °
. ° ® Leguminosas
y’ 50,00
& °
S~
e 40,00 ] Hojas abedul
(]
30,00 ' .
[ ] Hojas arandano
20,00 '
® Hojas castano
10,00 ] ' :
[ ] [ ]
0,00 .

Fig. 4.5 Contenido en taninos condensados de las diferentes especies vegetales

El esquema de la Fig. 4.6 es relativo a la capacidad antioxidante presente en las
diferentes especies vegetales muestreadas y que formarian parte de una hipotética dieta
del Gochu Asturcelta en extensivo. En este caso, las diferencias entre los diversos
grupos vegetales son menos consistentes que para los dos parametros analizados
anteriormente ya que, como se ha visto previamente la dispersiéon de los datos es muy
amplia. Tan solo se aprecian diferencias significativas (p-valor < 0,05) entre las
gramineas (100 + 12,7 u mol Trolox / g MS) y las hojas de castafio y de roble con
capacidades antioxidantes mucho mas elevadas (433 = 127,1 u mol Trolox / g MS y 339
+ 98,0 u mol Trolox / g MS respectivamente) (Tabla 4.2). En este caso se aprecian
también capacidades antioxidantes méas elevadas en muestras de otras especies presentes
en el bosque, representadas como un circulo verde claro, en comparaciéon con las de
prado abierto representadas en color azul (Fig. 4.6 ), lo que se evidencia también en la

Fig. 4.5 para taninos condensados y fenoles totales en la Fig. 4.4 .
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Fig. 4.6 Capacidad antioxidante de los diferentes grupos de vegetales.

4.2 Tratamientos matematicos aplicados a los datos espectrales:

A continuacién, mostramos los espectros promediados para cada uno de los
tratamientos que utilizamos a lo largo del estudio. Tal y como se afirma en la seccion de
Material y métodos los tratamientos matematicos tienen efectos sobre la morfologia del
espectro y son fundamentales en la reduccion del ruido espectral provocado por la
dispersion de la luz y otros efectos fisicos, eliminar cambios en la linea de base, etc. No
existe una regla fija para elegir el mejor tratamiento matematico, dependera tanto del
tipo de muestras a analizar, como de los parametros a determinar, basandose la eleccién
para un modelo de prediccion concreto en aquellos tratamientos que den como resultado

una mayor correlacion con los menores errores de prediccion.

En la Fig. 4.7 inferior se muestra el promedio de los 63 espectros medidos con el
MicroPhazir™ (uno para cada muestra de vegetacion apetecible) previamente a la

aplicacion de los tratamientos matematicos.
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SIN TRATAMIENTO

Fig. 4.7 Espectro NIR promedio perteneciente a las muestras de vegetacion
apetecible en log (1/R), sin tratamientos matematicos

En la Fig. 4.8 se representa el espectro promedio tras aplicarse sobre los datos un
standard normal variate cuyo fundamento se explica con detalle en Material y Métodos.
Si se observan los valores de log (1/R), en comparacién con el espectro previo, los
valores de respuesta presentan una oscilacion mayor, indica por tanto que para
variaciones similares en la absorcion de radiacion NIR se consigue una mayor
sensibilidad a la hora de representarlas (se detectan variaciones de absorcién menores
que si no se aplica tratamiento). Ademas, al aplicar el tratamiento, se normaliza la

distribucién de los datos.

TRATAMIENTO SNV

Fig. 4.8 Espectro promedio de las muestras de vegetacion apetecible tras aplicar un
tratamiento matematico de standard normal variate (SNV).
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Combinando el SNV con un tratamiento derivativo de primer orden se obtiene el
espectro representado en la Fig. 4.9 . Al introducir una derivada se observa que la
pendiente del espectro aumenta mientras que previamente las variaciones en la
absorcion eran mas suaves. De esta manera, los picos que podrian estar superpuestos en
el espectro original pueden aparecer separados tras aplicar la derivacion Como resultado
se obtiene un tratamiento que es muy sensible a las variaciones de absorcion entre
distintas longitudes de onda, pero en el que, por el contrario, el ruido espectral se

encuentra amplificado en relacion al tratamiento SNV aplicado por separado.

TRATAMIENTO SNV1D,1,1

Fig. 4.9 Promedio de los espectros tratados mediante standard normal variate en
combinacién con una derivada de primer orden

La Fig. 4.10 presenta el tratamiento MSC o correccién del efecto multiplicativo de la
luz difusa combinado con una derivada primera. Aunque se aprecia una morfologia
similar en el espectro resultante del tratamiento MSC combinado con una derivada
primera (Dhanoa et al., 1994) que, en el caso anterior, que puede deberse, como ya se
explica en la seccion de Material y métodos, a la equivalencia entre los tratamientos
matematicos SNV y MSC. Se debe precisar que esta correccién es una transformacion

dependiente del espectro promedio del grupo de calibracion (Dhanoa et al., 1994).
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TRATAMIENTO MSC1D,1,1

Fig. 4.10 Espectro NIR promedio perteneciente a las muestras de vegetacion
apetecible tras aplicar un tratamiento mateméatico MSC combinado con una
derivada de primer orden

Aplicando un tratamiento derivativo de primer orden tratamiento derivativo de primer
orden el resultado es similar al descrito previamente para los combinados SNV y MSC

con una derivada de primer orden.

TATAMIENTO 1D,1,1

Fig. 4.11 Espectro NIR promedio perteneciente a las muestras de vegetacion
apetecible siendo aplicada una derivada Savitzky-Golay de primer orden

Tal y como se indica en la seccion de Material y métodos al aplicar una derivada
segunda sobre los datos espectrales se disminuye entre unos 10 y 100 ordenes de
magnitud la sensibilidad a las variaciones en la variable respuesta (esto se observa en
los valores de log (1/R) que son 1 orden de magnitud que para los demas tratamientos).
Como resultado la incidencia del base-line (ruido espectral) disminuye notablemente,
pero se genera una gran pérdida de sensibilidad frente a los cambios (y por tanto una
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pérdida de informacion). por lo que habitualmente se aplica la derivacién conjuntamente
con otro tipo de tratamientos.

TRATAMIENTO 2D,1,1

Fig. 4.12 Espectro NIR promedio perteneciente a las muestras de vegetacion
apetecible tratando los espectros con una derivada segunda

También se realizaron los tratamientos: standard normal variate en combinacion con
una derivada primera, asi como un Savitzky-Golay de segundo orden eliminando las
longitudes de onda extremas (seis a cada lado del rango espectral). El resultado son
espectros idénticos a los descritos anteriormente para estos tratamientos, con la

diferencia correspondiente a la eliminacion de los doce valores mas extremos.

TRATAMIENTO SNV1D,6,6

Fig. 4.13 Espectro NIR promedio perteneciente a las muestras de vegetacion
apetecible tras aplicar un tratamiento de standard normal variate combinado con
una derivada Savitzky-Golay de primer orden eliminando los seis valores extremos

a cada lado del rango de medida
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TRATAMIENTO 2D,6,6

Fig. 4.14 Espectro promedio aplicando una derivada segunda eliminando los seis
valores extremos a cada lado del rango de medida

A continuacion, se muestran los resultados obtenidos para los diferentes modelos de
calibracion desarrollados, en funcidén de los coeficientes de determinacion para la
calibracién y validacion cruzada, asi como los respectivos errores de calibracién (SEC)
y validacion cruzada (SECV). En la Tabla 4.3 se muestran los resultados pertenecientes
a fenoles totales, en la Tabla 4.4 , los referentes a taninos condensados y, por ultimo, en
la Tabla 4.5 los resultados correspondientes a capacidad antioxidante. De acuerdo a los
criterios de (Shenk, 1986), los valores obtenidos para el coeficiente de determinacién de
la validacion cruzada determinan el tipo de calibracion obtenida:

R%,~ 0,90: calibracion excelente
0,89> R?,> 0,70: calibracion buena

0,69> R?, > 0,50: calibracién que permitiria una discriminacién entre muestras de alto,
medio o0 bajo contenido para un parametro en cuestion.
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Tabla 4.3 Estadisticos de calibracion y validacion cruzada NIRS para la prediccion
de fenoles totales, segun tratamiento matematico.

FENOLES TOTALES  Calibracion Validacion Grado de
calibracion
Trataml’e|'1to ch SEC sz SECV
matematico
SNV 0,80 4,58 0,73 5,43 Bueno
SNV sin outliers 0,81 4,55 0,74 5,39 Bueno
SNvid,1,1 0,80 4,61 0,70 5,73 Bueno
SNV1d,1,1 sin outliers 0,87 3,82 0,76 5,08 Bueno
MSCid,1,1 0,80 4,61 0,72 5,51 Bueno
MSC1d,1,1 sin
outliers 0,87 3,85 0,77 5,13 Bueno
1d,1,1 0,80 4,57 0,71 5,61 Bueno
1d,1,1 sin outliers 0,69 5,19 0,64 5,76 Regular
2d,1,1 060 648 045 775  Malo
2d,1,1 sin outliers 0,84 4,13 0,69 5,95 Regular
SNV1d,6,6 0,81 4,45 0,76 5,04 Bueno
SNV1d,6,6 sin outliers 0,76 4,61 0,72 5,22 Bueno

R?.y R%: Coeficiente de determinacién de calibracién y validacién cruzada, respectivamente; SEC y SECV: Error
estandar de calibracion y de validacion cruzada, respectivamente; SNV: Standard normal variate; d: Grado de
derivacion; MSC: Espectro multiplicativo de la dispersion; 1,1 /6,6: Eliminacién de 1 y 6 valores de longitudes de
onda, respectivamente a cada lado del espectro

Primeramente, cabe destacar que los datos espectrales muestran una buena correlacion
con los resultados de referencia del laboratorio para todos los tratamientos utilizados.
Las peores correlaciones se obtienen aplicando tratamientos de derivacién Savizky —
Golay, siendo la R% mas baja de 0,60 con un error de calibracién de 6,48. Asi como, la
R?, menor de 0,45 con su respectivo error de validacién cruzada de 7,75. Ambos datos
fueron obtenidos con el tratamiento derivativo Savitzky-Golay de segundo orden. Sin
embargo, eliminando los outliers se mejora en gran medida la regresién alcanzando R%
= 0,84 yR%, = 0,69. Una vez eliminados las muestras atipicas (outliers) las correlaciones
mas bajas se logran aplicando Savitzky—Golay de primer orden a los datos espectrales
con R%=0,69 y R%, = 0,64, que de acuerdo a los criterios interpretativos de los modelos
de (Shenk, 1986) permitiria una adecuada discriminacion entre muestras de contenido
alto, medio y bajo en fenoles totales.

Se puede apreciar una efectividad mayor a la hora de aplicar tratamientos de normal
estandar variate (SNV) o de correccion del efecto multiplicativo (MSC) con una R?. =

0,81 para el primero y de R% = 0,87 para el segundo tratamiento. Las R?, fueron de 0,74
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y 0,77 respectivamente dichos estadisticos que reflejan ecuaciones de calibracion NIRS

muy solidas.

Los numeros de correlacion mas proximos a 1, asi como los errores de calibracion y
validacion cruzada mas bajos se obtuvieron combinando dos tratamientos matematicos.
En primer lugar, se aplicé un SNV sobre los datos espectrales, y, posteriormente, una
derivada Savitzky-Golay de primer orden eliminando 1 dato espectral por el lado
izquierdo y otro por el lado derecho del espectro (SNV1d,1,1) obteniéndose una R% =
0,87 con un SEC = 3,82 y una R%,= 0,76 con un SECV = 5,08 (estos datos se recogen

en la Tabla 4.6 , donde se muestra el tratamiento elegido para cada parametro).

Tabla 4.4 Estadisticos de calibracion y validacion cruzada para la determinacion
de taninos condensados, segun tratamiento matematico.

TANINOS

CONDENSADOS Calibracion Validacion Grado de calibracion
Tratam'le_nto RZ SEC R2, SECV

matematico

SNV 0,67 10,08 0,54 11,86 Regular
SNV sin out 0,65 10,56 0,53 12,40 Regular
SNVv1d,1,1

SNV1d,1,1 sin out

MSC1d,1,1

MSC1d,1,1 sin out

1d,1,1 0,59 11,19 0,50 12,56 Regular
2d,1,1

2d,1,1 sin out 0,55 Regular

2d,6,6

R2.y R%,: Coeficiente de determinacién de calibracién y validacion cruzada, respectivamente; SEC y SECV: Error
estandar de calibracion y de validacion cruzada, respectivamente; SNV: Standard normal variate; d: Grado de
derivacion; MSC: Espectro multiplicativo de la dispersion; 1,1 /6,6: Eliminacion de 1y 6 valores de longitud de onda,
respectivamente a cada lado del espectro

En cuanto a los niveles de correlacion en taninos condensados, (Tabla 4.4) son, en
lineas generales, peores que en fenoles totales, pero siguen siendo aceptables
permitiendo adecuadas discriminaciones entre muestras de alto, medio y bajo contenido
en taninos condensados con los modelos elegidos. En esta ocasion se observan unos

grados de correlacion muy similares para todos los tratamientos usados. Es destéacale
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que al eliminar las muestras valores aberrantes y aplicar el tratamiento SNV la R%
desciende levemente (R% con outliers = 0,67 y R% sin outliers = 0,65), probablemente
debido a que se reduce el rango de concentracion, por eliminar muestras con
concentraciones extremas. El otro hecho mas relevante de estos datos es, sin duda, al
igual que en fenoles totales, la gran mejora en la correlacion experimentada al eliminar
los valores extremos para el tratamiento de segunda derivada Savitzky—Golay. Esto, lo
convierte en el tratamiento escogido para reducir el ruido espectral para el pardmetro de
taninos condensados. La R% = 0,79 con un SEC = 8,19 y la R, = 0,55 con SECV =
12,65. Sin embargo, aplicando la segunda derivada Savitzky—Golay, si se eliminan 6
datos espectrales a cada lado del espectro se reduce en gran medida la correlacion y
aumentan los errores de calibracion y validacion cruzada, aun maés tras eliminar los
respectivos outliers. Posiblemente por eliminar zonas espectrales con informacion

importante para este parametro.

Tabla 4.5 Estadisticos de calibracion y validacion cruzada para la determinacion
de capacidad antioxidante, seguin tratamiento matematico.

CAPACIDAD Calibracion Validacion Grado de
ANTIOXIDANTE calibracion

Tratamiento
matematico

SNV

SNV sin out
SNV1d,1,1
SNV1d,1,1 sin out
MSC1d,1,1
MSC1d,1,1 sin out
1d,1,1

1d,1,1 sin out
2d,1,1

2d,1,1 sin out
SNV1d,6,6
SNV1d,6,6 sin out

R%, SEC R%, SECV

R2.y R%,: Coeficiente de determinacién de calibracion y validacion cruzada, respectivamente; SEC y SECV: Error
estandar de calibracion y de validacion cruzada, respectivamente; SNV: Standard normal variate; d: Grado de
derivacion; MSC: Espectro multiplicativo de la dispersion; 1,1 /6,6: Eliminacion de 1y 6 valores de longitud de onda,
respectivamente a cada lado del espectro

En la Tabla 4.5 se muestran los resultados estadisticos obtenidos en los modelos NIRS

desarrollados para predecir la capacidad antioxidante. Se observan unos errores de

59



Rubén José Prendes de la Cruz MBTA 2019

calibracion y validacion muy elevados para este parametro, asi como, unos coeficientes
de determinacion muy bajos. El coeficiente de correlacion empeora especialmente al
eliminar datos del espectro (para el tratamiento SNV1d,6,6 R% = 0,16 R%, = 0,11. El
tratamiento escogido, a pesar, de obtenerse correlaciones muy bajas es el combinado de
desviacion normal estandar (SNV) con la primera derivada Savitzky—Golay dando como
resultado una R% = 0,53 con un SEC de 338,28 pero con un coeficiente de

determinacion para la validacién cruzada muy bajo (R% = 0,19) y un SECV = 459,63.

Tabla 4.6 Estadisticos de calibracion y validacion cruzada NIRS de los
tratamientos seleccionados para la prediccion de cada uno de los parametros

estudiados.

Tratamiento Grado de

Parametro matematico Calibracion Validacion - .
- calibracion
utilizado
R, SEC R} SECV

Fenoles totales SNv1d,1,1 0,87 3,82 0,76 5,08 Bueno
Taninos
condensados  2d,1,1 0,79 8,19 0,55 12,65 Regular

Capacidad
antioxidante  SNVv1d,1,1

R?.y R%: Coeficiente de determinacion de calibracién y validacién cruzada, respectivamente; SEC y SECV: Error
estandar de calibracion y de validacion cruzada, respectivamente; SNV: Standard normal variate; d: Grado de
derivacion; 1,1: Eliminacion de 1 valor de longitud de onda a cada lado del espectro

En la Tabla 4.6 se muestran los tratamientos que arrojan los mejores estadisticos para la
prediccion mediante tecnologia NIRS del contenido en fenoles totales, taninos
condensados y capacidad antioxidante en muestras de vegetacidén apetecible para la

alimentacion de Gochu Asturcelta.

Asi pues, las mejores correlaciones entre los datos de referencia y los datos espectrales
se obtuvieron para los fenoles totales aplicando un tratamiento matematico de standard
normal variate combinado con una derivada primera Savitzky-Golay con R? tanto de
correlacion como de validacién cruzada muy elevados (R% = 0,87 y R% = 0,76) y
errores de calibracion y validacion cruzada reducidos ‘SEC = 3,81 y SECV = 5,08). Asi

mismo, para la medicion de taninos condensados se aplicO una segunda derivada

60



Rubén José Prendes de la Cruz MBTA 2019

Savitzky-Golay consiguiendo una R’ = 0,79 y R?, = 0,55 y unos errores SEC = 8,19 y
SECV = 12,65. Para la capacidad antioxidante se escogid, al igual que en los fenoles
totales, un SNV combinado con un derivativo de primer orden. Sin embargo,8 en esta
ocasion, no se establece una correlacion solida entre los datos de referencia y los
espectrales NIR (R% = 0,53 y R% = 0,19), con errores més elevados que en los
anteriores casos (SEC = 338,28 y SECV = 459,63), lo que no permite el uso del modelo
para la prediccion NIRS de este parametro.

5. Discusion:

5.1. Datos de referencia de FT, TCy CA y correlacion con los datos
predichos por NIRS

Las analiticas llevadas a cabo en laboratorio para la determinacion de fenoles totales se
realizaron mediante la técnica de Folin-Cioalteu. Esta técnica se encuentra
perfectamente estandarizada en el Compendio Internacional de analisis de vinos y
mostos (2019), siendo de uso habitual en los laboratorios para analizar el contenido en
fenoles en la industria alimentaria. Tiene especial relevancia en el sector vinicola. Esto
permite que la técnica se haya ido perfeccionado a lo largo del tiempo y por tanto sea
exacta y precisa para medir la concentracion de fenoles. Lo que se traduce en una
desviacion estandar relativamente baja (10,24) y un coeficiente de variacién de 1,17.
Los datos de referencia obtenidos en el laboratorio son, por tanto, precisos y se ajustan a
la medida real. En cuanto a los taninos condensados, el método de la vainillina (Sun et
al., 1998) también es muy utilizado en industria alimentaria siendo relativamente
sencillo de aplicar, lo que concuerda con una desviacion estandar baja (17,54) y un
coeficiente de variacion = 1,30, mayores que en fenoles totales, pero, aun asi, reducidos.

La técnica ORAC (Brescia, 2012) utilizada para medir la capacidad antioxidante entrafia
mayor complejidad que los dos anteriores. Por un lado, utiliza una sonda de
fluorescencia (ver Material y Métodos) cuya manipulacion debe ser cuidadosa para no
dafarla, previamente a su utilizacion sobre la muestra. Por otro lado, en este caso, se
trabaja con volumenes de plitros, lo que posibilita mayores errores relativos por
imprecisiones humanas o de origen mecanico. Una tercera razon que puede explicar la
gran dispersion de los datos referentes a la capacidad antioxidante de las muestras es

precisamente, la gran reactividad de estos compuestos, asi como su inestabilidad. Por
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tanto, la manipulacion de estos compuestos, asi como del Trolox debe ser cuidadosa.
Todo esto hace que las mediciones se vuelvan mas imprecisas aumentado la desviacion
estandar (481,65) y el coeficiente de variaciéon (1,49) con respecto a los fenoles y los

taninos.

Uno de los objetivos fundamentales del trabajo consiste en conocer la capacidad de los
equipos de espectrometria de infrarrojo cercano (NIRS) para medir con precision las
concentraciones de fenoles totales, taninos condensados y capacidad antioxidante en las
muestras de vegetacion apetecible para la alimentacion del Gochu Asturcelta. Es por
eso, que, como se detallo en la seccion Material y Métodos, se intenta establecer una
correlacion entre los datos espectrales obtenidos con el equipo NIRS (MicroPhazir™) y
las medidas obtenidas mediante métodos de referencia sobre los que se discute
anteriormente. En la, se presentan los estadisticos que informan de la relacion entre los
errores obtenidos en el desarrollo de modelos de calibracion NIRS y los

correspondientes a los errores de las técnicas de laboratorio de referencia.

v Rzmax= 1 '(ETLI DT)2 (Howard y Workman, 1991)

o ETL=errordelaboratorio del método de referencia

o DT=desviacion tipica de la poblacion de calibracion, para el constituyente
considerado

v ETP= ( (NIR-LAB)?/N)!"2

o ETP=errorde prediccion

o N=muestras que no hayan intervenido en la calibracion

‘/ETP2 - ETL2 + ETZNIR + EszodeIo (Osborne et al, 1993)

o ETL=errordelaboratorio del método de referencia
o ET?yz=error del método NIRS
o ET?,, 4= error del método quimiométrico utilizado en el ajuste

Fig. 5.1 Estadisticos informativos de la precision de la técnica de referenciay del
error del método NIRS. Imagen cedida por De la Roza Delgado, B.

Como puede observarse, el coeficiente de determinacién (R?), cuyo valor méximo es 1,
depende en gran medida del error de laboratorio (ETL). En cuanto al error de prediccion

de un modelo NIRS (ETP), depende de la diferencia entre el valor NIRS predicho y el
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valor de referencia o nuevamente del error del laboratorio para un parametro

determinado.

Se obtuvieron buenas correlaciones en las ecuaciones de calibracion NIRS que
relacionaban los datos espectrales y los obtenidos por el método de referencia (Folin-
Ciocalteu) para fenoles totales. Esto, se debe a dos factores principales: por un lado, la
técnica de referencia es, como deciamos anteriormente sencilla de aplicar y se encuentra
estandarizada internacionalmente lo que permite una precision importante y, por tanto,
tiene un bajo error de laboratorio (ETL). Por otro lado, permite demostrar la validez de
los equipos NIRS portatiles para lograr ecuaciones de calibracion NIRS que presentan
una elevada precision y exactitud para el analisis in situ de muestras frescas de

vegetacion sin que estas requieran de ningln procesamiento previo.

Para reducir el ruido muestral generado por factores fisicos como las diferencias en el
tamafio de particulas (d&tomos y moléculas), variaciones en la densidad molecular etc.
De tal manera que en los espectros tan solo se muestren las variaciones de reflectancia
debidas a la diferente absorbancia de los compuestos quimicos de cada muestra para
cada longitud de onda y mejorar, de esta forma la correlacion, se decidié aplicar un
tratamiento de standard normal variate (SNV) combinado con una derivada primera
Savitzky-Golay obteniéndose elevados coeficientes de determinacion, tanto para

calibracion, como para validacion cruzada (R% = 0,87 y una R?, = 0,76).

Las correlaciones obtenidas para los taninos condensados fueron levemente mas bajas
pero aceptables, esto puede deberse al mayor error de laboratorio del ensayo, ya que
precisa de un nimero més elevado de factores a controlar que en la técnica anterior. A
modo de ejemplo, si la medicidn no se realiza a una temperatura optima de 25°C a 30°C
(Sun et al., 1998), la absorbancia de los taninos es menor y por lo tanto, se obtienen
datos, menores a la concentracion real. La absorbancia esta influida, también por otros
factores como el tiempo de reaccion entre los taninos y la vainillina (reactivo que les
otorga un pico de absorbancia a 500 nm), asi como por la acidez del medio (para

controlarla se afiade H,SO,).

A pesar de esto, el método de la vainillina que se utilizd se encuentra estandarizado y
resulta relativamente sencillo y fiable, es por eso que las correlaciones contintan siendo
aceptables. Tras aplicar un tratamiento derivativo de segundo orden a los espectros y

eliminar los outliers correspondientes se lograron R% = 0,79 y una R, = 0,55. Se
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demuestra de esta forma que el equipo portatil MicroPhazir™ también puede medir con
eficacia la concentracion de estos compuestos en muestras de vegetacion sin que estas

reciban tratamiento previo.

Sin embargo, para la capacidad antioxidante, tan solo se obtiene un coeficiente R% =
0,52 y R%, = 0,19. Esta falta de correlacién esta directamente relacionada con un elevado
error de laboratorio para esta técnica existiendo evidencias del importante error en las
mediciones de referencia mediante la técnica ORAC, puesto que, los datos de referencia
presentan una desviacion tipica muy elevada lo que indica la existencia de gran
dispersion entre unas muestras y otras. Si se observan los datos de referencia de
capacidad antioxidante para cada muestra presentes en el Anexo | existen mediciones
muy variables (como por ejemplo 57,63 PET/gys en una muestra de gramineas y
2227,26 PET/gps en hojas de arandano) para muestras con composicion vegetal similar.
Por tanto, la baja correlacion encontrada para este tercer parametro se justifica en gran
medida por errores de tipo humano ajenos a la tecnologia de espectrometria de
infrarrojo cercano y por otro lado puede influir la gran dispersion en las concentraciones
de CA en la poblacion utilizada para el desarrollo del modelo de calibracion, pero

probablemente con poca representatividad en algunas concentraciones.

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos para los tres parametros estudiados (fenoles
totales, taninos condensados y capacidad antioxidante) se consigue demostrar la
viabilidad de los equipos NIRS portatiles para realizar mediciones in situ de la
composicion quimica de muestras vegetales en fresco. Esto abre un amplio campo de
posibilidades, ya que permite realizar mediciones en el lugar de muestreo llevando el
laboratorio a la muestra y no la muestra al laboratorio, evitando, de esta forma, el
deterioro mecanico de las muestras durante el transporte, asi como, la pérdida de
humedad en el tiempo transcurrido desde la toma de la muestra hasta la correspondiente
medicién. Por tanto, permite una mayor autonomia al analizar la composicion quimica
de muestras delicadas o inestables, mayor precision a la hora de estudiar quimicamente
muestras organicas vivas y un incremento de la capacidad de muestreo en lugares

aislados (sistemas montafiosos de gran elevacion, fondos marinos etc.).
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5.2. Variaciones en las medidas de referencia de FT, TC y CA en funcion
del origen vegetal

Una segunda parte del estudio compar6é los contenidos en fenoles totales, taninos
condensados y capacidad antioxidante de las diferentes muestras recogidas en funcién

de su lugar de origen.

Han sido ampliamente estudiados los compuestos antioxidantes presentes en las partes
verdes de multiples especies de arboles caducifolios tales como: Castanea sativa
(castafio), Quercus robur (roble comudn), Betula celtibérica (abedul) (Nebehaj y
Hofmann, 2015). Otro hecho muy contrastado consiste en la rapida perdida de los
compuestos antioxidantes en las partes verdes vegetales tras ser separados de la planta
(Ninfali et al., 2005; Fuente Maqueda, 2018) de esta manera, y a pesar de que se han
mantenido las muestras bajo refrigeracion constante los valores obtenidos mediante los
analisis bromatoldgicos mediante NIRS, asi como en los respectivos metodos de
referencia, evidencian valores netamente menores a los que realmente son ingeridos por

el cerdo in situ en el campo.

Cabe decir que los compuestos fendlicos tienen multiples funciones en las especies
vegetales (Fuente Maqueda, 2018). Los fenoles, y otros compuestos antioxidantes
conforman un mecanismo de defensa muy comun en plantas superiores frente al estrés
luminoso. Una fraccion importante (aproximadamente el 4 %) de la radiacién que llega
a la superficie terrestre procedente del sol lo hace en el espectro del ultravioleta
promoviendo la formacién de radicales libres de oxigeno extremadamente reactivos
(Sharma et al., 2012). Sin embargo, los compuestos antioxidantes inhiben el proceso

protegiendo a las células vegetales.

Una parte importante de los arboles angiospermas, son polinizados por insectos. Estos
compuestos antioxidantes, como taninos o polifenoles tienen un papel fundamental en la
atraccion de insectos polinizadores, el castafio (Castanea sativa) es un buen ejemplo de
esto. Por eso, es logico pensar que su contenido en las partes verdes de las plantas debe

ser elevado.

Ademaés, la presencia elevada de taninos condensados en las hojas es un eficaz

mecanismo de defensa frente al ataque de los seres vivos superiores, ya que otorgan un

65



Rubén José Prendes de la Cruz MBTA 2019

fuerte sabor astringente siendo también protectores frente a hongos, bacterias y otros

microorganismos parasitarios (Scalbert, 1991).

En nuestro estudio, se repite un patron similar para fenoles, taninos y en las medidas de
capacidad antioxidante siendo més elevadas para muestras obtenidas en aéreas de
bosque que para muestras de pastizal. Especialmente elevados son los valores
encontrados en las hojas de especies caducifolias como el roble, castafio o abedul. Estas
especies sintetizan acido ascorbico que se almacena en las hojas, sirviendo como sensor
para iniciar el proceso de senescencia de la hoja bien por mdltiples tipos de estrés
ambiental, como la sequia, temperaturas extremas o por llegada del otofio y caida
natural de las hojas (Barth et al., 2006).

Estos son las principales funciones de los compuestos antioxidantes en plantas
superiores, como se puede apreciar, son funciones clave en el desarrollo y la
supervivencia de las plantas por lo que es lI6gico pensar que su concentracion en las

especies vegetales debe ser elevada.

Apreciamos, sin embargo, una tendencia similar para los tres paramos estudiados,
existiendo una concentracion mayor de compuestos antioxidantes en las muestras
foliares arboreas, por el contrario, los niveles en vegetacion herbacea presente en zonas
de prado abierto son claramente inferiores (ver Fig. 4.1, Fig. 4.2 y Fig. 43). Tal y
como se indica en el apartado de Resultados, los fenoles totales son mas elevados en las
muestras foliares de abedul, arandano, roble y Erica arborea, en comparaciéon con las
plantas herbaceas como gramineas o leguminosas etc. La situacion es similar en el caso
de los taninos condensados donde se encuentran concentraciones especialmente
elevadas para hojas de abedul, roble y de Erica arborea. En cuanto a la capacidad
antioxidante, debido a la gran dispersion de los datos no se aprecian diferencias
significativas entre los datos de unas especies u otras. Sin embargo, si se aprecian
valores promedio mé&s elevados en las muestras foliares que en las herbaceas. Los
vegetales de porte lefioso y de mayor tamafio como pueden ser las especies caducifolias
que nos encontramos en un monte de castafio bajo tienen mayor capacidad para
sintetizar estos compuestos debido a que sus rutas hormonales se encuentran mas
desarrolladas y disponen de una gran cantidad de recursos (fotosintesis). Ademas, su
porte lefioso lignificado les otorga una proteccion frente a organismos patogenos,

radiaciones nocivas Yy evita la traspiracion etc., es por eso, que estos vegetales pueden

66



Rubén José Prendes de la Cruz MBTA 2019

centrar sus recursos en proteger el area foliar. Esto incluye la sintesis y concentracion de
estos compuestos. Mientras tanto, en las plantas herbaceas los recursos disponibles son
mas limitados y el area vulnerable expuesta al exterior es, en proporcion mucho mayor.
Es por eso que la capacidad de estas plantas para sintetizar compuestos antioxidantes es
menor, lo que explicaria las diferencias en su concentracion con respecto a los medidos

en muestras foliares de arboles.

Asi mismo, se analizaron muestras de vegetacion presente en el sotobosque (estratos
inferiores al arboreo) observandose concentraciones de antioxidantes muy variables
entre las distintas muestras, esto puede explicarse si tenemos en cuenta que parte de las
especies gque habitan en esta zona de sotobosque seran las mismas que las que podemos
encontrar en zonas abiertas, pero, por otro lado, también encontramos hojas de arboles

caidas recientemente (cuyos contenidos en polifenoles, taninos etc. ain son elevados).

Por estos motivos encontramos muy beneficiosa la cria del Gochu Asturcelta en monte
de castafio bajo en régimen extensivo, ya que la ingesta elevada de fenoles, taninos y
demas compuestos antioxidantes genera un aumento de estos en la carne del cerdo. Los
beneficios que estos compuestos tienen sobre la salud humana han sido ampliamente
estudiados por la comunidad cientifica. Algunos de ellos se detallan en el apartado de
(Introduccion). La cria del Gochu Asturcelta en intensivo supone un estrés para el
animal. Esta raza es muy rustica y se encuentra adaptada al bosque caducifolio oceanico
gue ocupa gran parte de la geografia asturiana (como se ha dicho en el apartado 1.3.1.
titulado: “Aprovechamiento de los recursos forestales por el ganado porcino del tronco
celta: Gochu Asturcelta”, presente en la Introduccion de este trabajo). Adicionalmente,
la cria en intensivo o semiextensivo disminuye la ingesta de compuestos antioxidantes,
ya que los frutos y hojas de castafio, roble o abedul (muy ricos en antioxidantes) no

formarian parte de la dieta del cerdo.

Otra ventaja de la hipotética cria de Gochu Asturcelta en extensivo es la labor de
limpieza de los montes que podrian desempefiar estos animales, disminuyendo el riesgo
de incendios en la region. También valoramos esta, como una actividad que suponga un
incentivo econdmico para las zonas rurales de Asturias, que, en la actualidad sufren un

grave problema de despoblacion (Lopez Fernandez, 2016).
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6. Conclusiones:

1. Las desviaciones entre los resultados de las predicciones NIRS de fenoles totales y de
taninos condensados frente a los obtenidos por los métodos de referencia
estandarizados, demuestran la capacidad de esta tecnologia para cuantificar con

precision diferentes compuestos quimicos de muestras de vegetacion.

2. El equipo NIRS portatil MicroPhazir ™ ha demostrado una elevada capacidad para su

uso en el analisis in-situ, en muestras sélidas de vegetacion, sin requerir procesado.

3. El lugar de origen de la vegetacion provoca variaciones en las concentraciones de
fenoles totales, taninos condensados, teniendo y capacidad antioxidante de la flora
vascular. Las hojas de especies arbdreas y arbustivas contienen una concentracion
elevada de fenoles y taninos, mientras que las especies herbaceas de pastizales abiertos

(ciertas especies de gramineas o leguminosas) tienen un menor poder antioxidante.

4. La alimentacion del Gochu Asturcelta en un habitat de monte de castafio bajo
incrementaria la ingesta de antioxidantes, lo que podria mejorar el sabor y textura de la
carne producida.

5. La cria de Gochu Asturcelta en areas rurales de monte puede suponer un motor
econdémico para la zona rural asturiana generando puestos de trabajo y generando

riqueza a la region.
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https://www.google.com/search?hl=es&authuser=0&rlz=1C1AVFA_enES835ES835&biw=1366&bih=657&tbm=isch&sa=1&ei=MY6cXIjiMKmJlwTGmJvQAg&q=cerdo+chato+vitoriano&oq=chato+vito&gs_l=img.1.1.0j0i5i30j0i8i30.174776.177457..179572...0.0..0.174.1034.7j3......1....1..gws-wiz-img.......35i39j0i67j0i30.jdYQ6ks5gH4#imgrc=Sv6fBIdV2y6IgM:
https://www.google.com/search?hl=es&authuser=0&rlz=1C1AVFA_enES835ES835&biw=1366&bih=657&tbm=isch&sa=1&ei=MY6cXIjiMKmJlwTGmJvQAg&q=cerdo+chato+vitoriano&oq=chato+vito&gs_l=img.1.1.0j0i5i30j0i8i30.174776.177457..179572...0.0..0.174.1034.7j3......1....1..gws-wiz-img.......35i39j0i67j0i30.jdYQ6ks5gH4#imgrc=Sv6fBIdV2y6IgM:
https://www.google.com/search?hl=es&authuser=0&rlz=1C1AVFA_enES835ES835&biw=1366&bih=657&tbm=isch&sa=1&ei=MY6cXIjiMKmJlwTGmJvQAg&q=cerdo+chato+vitoriano&oq=chato+vito&gs_l=img.1.1.0j0i5i30j0i8i30.174776.177457..179572...0.0..0.174.1034.7j3......1....1..gws-wiz-img.......35i39j0i67j0i30.jdYQ6ks5gH4#imgrc=Sv6fBIdV2y6IgM:
https://www.google.com/search?rlz=1C1AVFA_enES835ES835&biw=1366&bih=657&tbm=isch&sa=1&ei=l4-cXPeKKemTlwSUmqz4Bg&q=cerdo+de+baztan&oq=cerdo+de+baztan&gs_l=img.3...45594.49271..49792...0.0..0.294.1321.3j5j1......1....1..gws-wiz-img.......0j0i67j0i5i30j0i8i30.JsSXzqsS4n8#imgrc=2XpQ8PKTNw1NFM:
https://www.google.com/search?rlz=1C1AVFA_enES835ES835&biw=1366&bih=657&tbm=isch&sa=1&ei=l4-cXPeKKemTlwSUmqz4Bg&q=cerdo+de+baztan&oq=cerdo+de+baztan&gs_l=img.3...45594.49271..49792...0.0..0.294.1321.3j5j1......1....1..gws-wiz-img.......0j0i67j0i5i30j0i8i30.JsSXzqsS4n8#imgrc=2XpQ8PKTNw1NFM:
https://www.google.com/search?rlz=1C1AVFA_enES835ES835&biw=1366&bih=657&tbm=isch&sa=1&ei=l4-cXPeKKemTlwSUmqz4Bg&q=cerdo+de+baztan&oq=cerdo+de+baztan&gs_l=img.3...45594.49271..49792...0.0..0.294.1321.3j5j1......1....1..gws-wiz-img.......0j0i67j0i5i30j0i8i30.JsSXzqsS4n8#imgrc=2XpQ8PKTNw1NFM:
https://www.google.com/search?rlz=1C1AVFA_enES835ES835&biw=1366&bih=657&tbm=isch&sa=1&ei=l4-cXPeKKemTlwSUmqz4Bg&q=cerdo+de+baztan&oq=cerdo+de+baztan&gs_l=img.3...45594.49271..49792...0.0..0.294.1321.3j5j1......1....1..gws-wiz-img.......0j0i67j0i5i30j0i8i30.JsSXzqsS4n8#imgrc=2XpQ8PKTNw1NFM:
https://www.google.com/search?rlz=1C1AVFA_enES835ES835&biw=1366&bih=657&tbm=isch&sa=1&ei=l4-cXPeKKemTlwSUmqz4Bg&q=cerdo+de+baztan&oq=cerdo+de+baztan&gs_l=img.3...45594.49271..49792...0.0..0.294.1321.3j5j1......1....1..gws-wiz-img.......0j0i67j0i5i30j0i8i30.JsSXzqsS4n8#imgrc=2XpQ8PKTNw1NFM:
https://www.google.com/search?rlz=1C1AVFA_enES835ES835&biw=1366&bih=657&tbm=isch&sa=1&ei=ZJCcXPv7BqOUlwT0jLf4Ag&q=cerdo+de++vic+catalan&oq=cerdo+de++vic+catalan&gs_l=img.3...73042.77630..78089...0.0..0.731.1828.1j7j6-1......1....1..gws-wiz-img.......35i39j0i8i10i30j0i8i30.dxG-5cSmvrc#imgrc=vO9oaepFHUIigM:
https://www.google.com/search?rlz=1C1AVFA_enES835ES835&biw=1366&bih=657&tbm=isch&sa=1&ei=ZJCcXPv7BqOUlwT0jLf4Ag&q=cerdo+de++vic+catalan&oq=cerdo+de++vic+catalan&gs_l=img.3...73042.77630..78089...0.0..0.731.1828.1j7j6-1......1....1..gws-wiz-img.......35i39j0i8i10i30j0i8i30.dxG-5cSmvrc#imgrc=vO9oaepFHUIigM:
https://www.google.com/search?rlz=1C1AVFA_enES835ES835&biw=1366&bih=657&tbm=isch&sa=1&ei=ZJCcXPv7BqOUlwT0jLf4Ag&q=cerdo+de++vic+catalan&oq=cerdo+de++vic+catalan&gs_l=img.3...73042.77630..78089...0.0..0.731.1828.1j7j6-1......1....1..gws-wiz-img.......35i39j0i8i10i30j0i8i30.dxG-5cSmvrc#imgrc=vO9oaepFHUIigM:
https://www.google.com/search?rlz=1C1AVFA_enES835ES835&biw=1366&bih=657&tbm=isch&sa=1&ei=ZJCcXPv7BqOUlwT0jLf4Ag&q=cerdo+de++vic+catalan&oq=cerdo+de++vic+catalan&gs_l=img.3...73042.77630..78089...0.0..0.731.1828.1j7j6-1......1....1..gws-wiz-img.......35i39j0i8i10i30j0i8i30.dxG-5cSmvrc#imgrc=vO9oaepFHUIigM:
https://www.google.es/search?q=gochu+asturcelta&source=lnms&tbm=isch&sa=X&ved=0ahUKEwiJ5KqBiqLhAhVsD2MBHR7bDUMQ_AUIDigB&biw=1366&bih=657#imgrc=z8qM-dtNpLM9zM:
https://www.google.es/search?q=gochu+asturcelta&source=lnms&tbm=isch&sa=X&ved=0ahUKEwiJ5KqBiqLhAhVsD2MBHR7bDUMQ_AUIDigB&biw=1366&bih=657#imgrc=z8qM-dtNpLM9zM:
https://www.google.es/search?q=gochu+asturcelta&source=lnms&tbm=isch&sa=X&ved=0ahUKEwiJ5KqBiqLhAhVsD2MBHR7bDUMQ_AUIDigB&biw=1366&bih=657#imgrc=z8qM-dtNpLM9zM:
https://sp.depositphotos.com/85860160/stock-photo-turn-on-tungsten-light-bulbturn.html
https://sp.depositphotos.com/85860160/stock-photo-turn-on-tungsten-light-bulbturn.html
https://elespectrofotometro.com/partes/
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Fig. 1.7 Monocromador prisma https://spanish.alibaba.com/g/spectrometer-prism.html|

[Visitado el 14 de abril de 2019]

Fig. 1.7 monocromador rendija

http://repositorio.innovacionumh.es/Proyectos/P 22CursoMateriales/Miguel Angel Sogorb/

Wimba/Espectroscopia_04.htm [Visitado el 14 de abril de 2019]

Fig. 1.7 Detector dptico y lector digital https://elespectrofotometro.com/partes/ [Visitado

el 14 de abril de 2019]

Fig. 1.7 Sistema informatico https://tecnologia.uncomo.com/articulo/que-hacer-con-mi-

ordenador-viejo-24215.html [Visitado el 14 de abril de 2019].

Fig. 1.8 Principales tipos de interacciones de la radiacion NIR al incidir sobre las
moléculas. Imagen cedida por De la Roza Delgado B. (Adaptacion de Shenk et al.,
1992).

Fig. 3.1 Imagen aérea de las parcelas donde se realizd el estudio indicando su area
respectiva y los puntos de recogida de biomasa en las parcelas Control. Informe del
Proyecto de investigacion RTA2014-00051-C04-00 (2016). Sostenibilidad de sistemas
silvopastorales de frondosas caducifolias iberoatlanticas con razas autoctonas de cerdo

en régimen extensivo.

Fig. 3.2 Muestreo de la vegetacién: a la izquierda bosque, a la derecha. Prado en las
parcelas control (C1, C2, C3), empleando 5 cuadrados/parcela de 2 x 2 m. Informe del
proyecto de investigacion RTA2014-00051-C04-00 (2016). Sostenibilidad de sistemas
silvopastorales de frondosas caducifolias iberoatlanticas con razas autéctonas de cerdo

en régimen extensivo. Imagenes cedidas por Ciordia Ara, M.

Fig. 3.3 Divisién de las muestras en vegetacion apetecible, vegetacion no apetecible y

materia muerta. Imagenes cedidas por Ciordia Ara, M.

Fig. 3.4 Mediciébn de muestra de vegetacion apetecible con equipo portatil
MicroPhazir™. Informe del proyecto de investigacion RTA2014-00051-C04-00
Sostenibilidad de sistemas silvopastorales de frondosas caducifolias iberoatlanticas con

razas autoctonas de cerdo en régimen extensivo

Fig. 3.5 Equipo portatil MicroPhazir™. Imagen propia

80


https://spanish.alibaba.com/g/spectrometer-prism.html
http://repositorio.innovacionumh.es/Proyectos/P_22CursoMateriales/Miguel_Angel_Sogorb/Wimba/Espectroscopia_04.htm
http://repositorio.innovacionumh.es/Proyectos/P_22CursoMateriales/Miguel_Angel_Sogorb/Wimba/Espectroscopia_04.htm
https://elespectrofotometro.com/partes/
https://tecnologia.uncomo.com/articulo/que-hacer-con-mi-ordenador-viejo-24215.html
https://tecnologia.uncomo.com/articulo/que-hacer-con-mi-ordenador-viejo-24215.html

Rubén José Prendes de la Cruz MBTA 2019

Fig. 3.6 Espectro resultante de la medicion en una muestra de vegetacion apetecible

para el Gochu Asturcelta. Imagen propia modificada
Fig. 3.7 Curvas patron de Trolox (Brescia, 2012)

Fig. 5.1 Estadisticos informativos de la precision de la técnica de referencia y del error
del método NIRS. Imagen cedida por De la Roza Delgado, B.
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ID
Muestras

116-20485
118-22399
118-22400
118-22401
116-20466
116-20469
116-20491

Tan/Gram
117-21284

117-21344
118-22370
116-20471
116-20492
116-20493
118-22375
118-22380
118-22382
117-21364
116-20509
118-22396
118-22397
118-22398
116-20511
117-21299
118-22394
118-22395
118-22411

117-21363

Descripcion

Erica arborea
Erica arborea

Erica arborea

Erica arborea

ANEXO |

FT
(mgEAG/gps)

22,62
22,49
22,14
14,78
0,51
0,63
0,76

1,01

0,65
0,13
0,99
0,75
0,87
0,65
0,69
0,84
15,14
16,63
5,11
51
9,6
12,78
20,98
8,32
19,21
12,32

23,93

TC (mg
EC/gps)

55,74
48,36
39,89
35,57
2,01
4,37
2,45

2,72

2,07
1,4
2,53
3,89
4,31
2,4
2,64
4,09
62,72
85,56
9,05
11,83
30,91
14,28
50,45
8,26
29,53
26,15

8,74

Paginalde3

CA (umol
ET/gps)

2760,97

549,31
407,65
43,91
101,75
99

73,06

136,35
35,75
118,76
73,12
126,64
57,63
67,82
67,93
1068,13
257,6
140,03
141,88
233,79
223,48
2227,26
300,98
541,21
480,48

1240,47



ID
Muestras

116-20490
118-22391
118-22392
118-22393
117-21365
116-20489
118-22388
116-20510
118-22389
118-22390
117-21285
116-20472
116-20465
116-20468
116-20484
116-20486
116-20503
116-20504
116-20505
117-21283

Tan/VegAp
117-21300

117-21343
117-21358
118-22369
118-22408
118-22414
117-21286

116-20467

Descripcion

Hojas castano
Hojas castaio
Hojas castano
Hojas castano
Hojas roble
Hojas roble
Hojas roble
Hojas roble

Hojas roble

Hojas roble

Leguminosas

Leguminosas

Otras especies Bosque
Otras especies Bosque
Otras especies Bosque
Otras especies Bosque
Otras especies Bosque
Otras especies Bosque
Otras especies Bosque
Otras especies Bosque

Otras especies Bosque

Otras especies Bosque
Otras especies Bosque
Otras especies Bosque
Otras especies Bosque

Otras especies Bosque

Otras especies Bosque (Compuestas)

Otras especies Bosque (Hypericum)

FT
(mgEAG/gps)

19,95
26,25
28,81
29,91
26,46
27,09
4,17
43,87
19,32
10,67
2,96
3,91
1,31
6,24
5,95
1,06
10,72
11,97
8,73
0,69

0,14

0,89
0,87
0,08
0,26
1,35
7,43

2,52

TC (mg
EC/gps)

19,95
5,55
6,04
7,16
21,88
21,29
8,05
33,45
13,66
11,03
2,96
3,35
3,98
4,84
8,17
3,24
22,5
35,6
17,88
2,61

1,28

2,53
3,52
1,92
3,27
3,78
5,16

5,59

Pagina2de3

CA (pmol
ET/gps)

55,41
266
276,96
327,09
810,52
326,38
178,82
237,57
310,05
168,97
399,16
360,96
75,08
283,28
160,01
119,84
113,83
1214,61
688,33
105,96

62,14

211,62
193,89
40,74
53,09
94,02
294,7

115,82



116-20506

116-20470

116-20487

116-20488

117-21360

118-22372

118-22374

118-22381

1,67
0,9

1,72
1,68
0,43
0,67

0,9

1,67
2,71
3,6

2,63
2,41
2,46

3,24

Pagina3de3

234,28
114,76
87,42
254,94
56,77
36,51

43,23



