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INTRODUCCION

En octubre de 2002, la Comision Europea adopta el Reglamento n° 1774/2002
en el que se establecen las normas sanitarias aplicables a los subproductos
animales no destinados al consumo humano (CE, 2002). En el articulo 22, se
prohibe la alimentacion de especies con proteinas animales transformadas
derivadas de animales o partes de animales de la misma especie, evitando asi el
canibalismo.

Es evidente, que para poder controlar de forma sistematica el cumplimiento
de esta normativa es imprescindible el disponer de métodos analiticos que permitan
diferenciar la especie animal de la cual procede un determinado tipo de harina usada
en la fabricacion de piensos. Métodos como la microscopia y otros, como la PCR,
han mostrado ciertas limitaciones para la identificaciéon de la especie en harinas y
piensos (Jorgensen, 1998; van Raamsdonk y van der Voet, 2003, Boix et al., 2004;).

Diferentes trabajos publicados hacen referencia al uso de la tecnologia NIRS
para la identificacion, en diferentes piezas de carne y productos carnicos, de la
especie animal de la cual proceden (Mc Elhinney et al., 1999; Thyholt et al., 1997;
Naes y Hildrum, 1997; Downey, 2000). Murray et al. (2001) indican que la tecnologia
NIRS permite detectar la adiccion de harina de carne y hueso en mezclas con harina
de pescado, a niveles de adicion tan bajos como el 3% y que el error de los modelos
predictivos es aproximadamente del 1%.

El objetivo del presente trabajo es el de mostrar el valor de la huella espectral
NIRS, de harinas de origen animal, para identificar la especie o especies de la cual
proceden dichas harinas.

MATERIAL Y METODOS
Material experimental

Un total de 280 muestras de harinas proteicas de origen animal fueron
suministradas por diferentes plantas de transformacion de subproductos animales,
entre octubre de 2002 y abril de 2004. La informacién de la referencia fue
proporcionada por el proveedor indicando el tipo y/o la especie animal a la que
pertenecia la harina. Este colectivo espectral se utilizd, para construir una biblioteca
espectral NIRS de muestras autentificadas (colectivo de aprendizaje UCO).

Un segundo colectivo formado por 29 muestras proporcionadas por la
Asociacion Europea de Productores de Grasas y Proteinas de Origen Animal
(EFPRA) fue utilizado como grupo de validacion. Estas muestras suministradas por
EFPRA no poseian ningun tipo de informacion sobre la especie y/o especies de
procedencia.

Anadlisis espectroscopico NIRS

El analisis NIRS de las muestras de harinas proteicas de origen animal se
realizé en un instrumento monocromador FOSS NIRSystems 6500 SY-I provisto de
modulo giro, que trabaja en reflectancia en la region del espectro comprendida entre
400-2500 nm. Las medidas se realizaron en capsulas circulares de paso o6ptico de
0.1 mm. Cada muestra se analizd por duplicado, en dos capsulas diferentes,
utilizandose para el estudio posterior el espectro medio.

El tratamiento quimiométrico de los datos espectroscopicos generados se
realizé utilizando el software WinISI Il 1.50 (ISI, 2000). La estrategia quimiométrica
utilizada consistid en el uso de los datos espectroscospicos “per se”, para el estudio
e identificacion de zonas de absorcion diferencial para cada tipo de harina (porcino,
ovino, ave, mezcla de varias especies, pescado, sangre, plumas e hidrolizado de
plumas). Para ello se utilizaron tanto los datos espectroscépicos brutos (log 1/R),
como dichos datos tras aplicacion de derivadas (2,10,5,1) y el tratamiento de
correccién de la radiacion dispersa denominado “Standar Normal Variate and
Detrending” (ISI, 2000).
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RESULTADOS Y DISCUSION

A partir del espectro de las muestras del colectivo de aprendizaje UCO, se
obtuvieron valores medios para los espectros de vacuno (n = 1), ave (n = 56),
porcino (n = 16), mezcla de vacuno-ave (n = 1), mezcla de vacuno-porcino (n = 3),
mezcla de ave-porcino (n = 1), sangre (n = 1), pescado (n = 8), hidrolizado de pluma
(n = 1), pluma (n = 1) y mezcla de vacuno-ovino-porcino-ave (n = 189). Si bien en
algunos casos las diferencias son evidentes, entre algunos tipos de harinas, incluso
cuando se utilizan los datos sin ningun tipo de pre-tratamiento, en general la
correccioén de los datos espectroscépicos mediante el tratamiento SNV + DT permite
un mejor rescate de informacion relevante para cada tipo de harina y en diferentes
regiones espectrales. En la figura 1 se pueden observar los espectros medios de los
distintos tipos y/o especies de harinas proteicas del colectivo de aprendizaje, para
una de las regiones en las que de forma visible es posible observar diferencias entre
diferentes tipos de harinas.

Figura 1. Espectros medios de los tipos de harinas pertenecientes a la biblioteca de
referencia (colectivo de aprendizaje UCO) y de las muestras de validacion externa
(EFPRA)
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En ella se observa que independientemente de la harina de sangre, que
claramente se distingue del resto, no so6lo en esta region, sino a largo de todo el
rango de medida del instrumento utilizado (400-2500 nm), los diferentes tipos de
harinas muestran diferencias evidentes en la regiéon comprendida entre los 1680 y
los 1780 nm.

Asi mientras el espectro medio de harina de pescado no presenta ningun pico
prominente en las proximidades de los 1700 nm, otras harinas como por ejemplo la
harina de plumas presenta dos picos relevantes a 1694 y 1728 nm. En cambio, la
harina de plumas hidrolizada, si bien mantiene a 1728 nm un pico de absorcion
relevante, el existente a 1694 nm es menos acentuado que en el caso de la harina
de plumas. El resto de harinas del colectivo de aprendizaje, presentan un maximo de
absorciéon claramente diferenciado aproximadamente a 1728 nm y un pequeio
hombro aproximadamente a 1762 nm. La existencia de diferencias netas entre los
diferentes tipos de harinas en esta region préxima a los 1700 nm podria tener su
origen en la existencia de diferencias en el contenido y tipo de acidos grasos en
cada una de estas harinas. De hecho diferentes autores han mostrado la importancia
de las bandas de absorcién a 1680, 1710, 1725, 1760 y 1800 nm para describir
diferencias en las caracteristicas del perfil de acidos grasos de una determinada
grasa y, particularmente, en la relacion de acidos grasos saturados vs.insaturados
(Murray. 1987; Sato et al, 1991; Hourant, et al. 2000; Garrido et al., 2004).

Una vez identificadas las caracteristicas de absorcion relevantes en dicha
region, para el espectro medio del colectivo de aprendizaje UCO, se unieron a dicha
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biblioteca espectral los espectros de las muestras suministradas por EFPRA como
muestras ciegas, sin ningun tipo de identificacion. Las muestras denominadas 13673
y 13676 fueron identificadas como harina de plumas hidrolizada, por su similitud con
el espectro medio de las muestras de pluma hidrolizada de la biblioteca espectral
UCO. De igual forma la muestra 13682 fue identificada como harina de sangre y la
muestra 13683, como harina de pescado. Estas identificaciones realizadas
Unicamente en base a la informacién espectral fueron confirmadas como correctas
posteriormente por el EFPRA.

Aunque, con excepcion de la muestra 13668, el resto de muestras del EFPRA
que constituian el colectivo de validaciéon no se muestren en la figura, es de resaltar
que todas ellas, al igual que la muestra 13668 presentaban un maximo prominente a
1728 nm y un pequefio hombro aproximadamente a 1762 nm. Ello de una parte las
excluye como muestras de pluma, sangre o pescado, y las asimila al resto de
categorias, siendo por el momento imposible el asignar las mismas a una categoria
0 especie concreta. Es evidente que la estrategia de deteccion de bandas de
absorcion relevantes no parece ser suficiente para distinguir entre aves, cerdo,
rumiantes y sus mezclas, siendo mas recomendable el utilizar otras estrategias de
analisis quimiométrico cuantitativo y cualitativo, que permitan un mayor rescate de
caracteristicas genuinas de cada una de estas clases. De hecho trabajos
preliminares realizados en nuestro Departamento, muestran que es posible utilizar
modelos cuantitativos, para predecir el porcentaje de un determinado tipo de harina
(ave, cerdo, rumiante, no rumiante) en una muestra de harina de origen animal y
asimismo clasificar mediante analisis discriminante dicha harina en la categorias
ave, cerdo, mezcla o rumiantes y no rumiantes (de la Haba et al., 2004).

En conclusion, la identificacion clara de tres categorias comerciales de
harinas de origen animal (sangre, plumas y pescado) del resto de harinas (ave,
cerdo, rumiantes, mezcla), en base unicamente a su huella espectral NIRS, es de
enorme repercusion economica tanto para el sector productor de dichas harinas,
como para el sector de fabricaciéon de piensos, en tanto que abre expectativas, para
facilitar el posible levantamiento de la prohibicién de uso de estas harinas en piensos
de animales de produccion.
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