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RESUMEN

El objetivo del presente trabajo es desarrollar metodologias para la determinacion de biomarcadores en
productos alimenticios especificos para evaluar tanto su trazabilidad, p.e, el jamdn curado, como su actuacion
como indicadores dela contaminaciéon ambiental p.e., moluscos de mar (ostras y mejillones).

Las metodologias se han basado en la especiacion quimica de algunos elementos identificados, como elementos
clave en las muestras, presetando atencion particularmente a las metodologias basadas en la observacion directa
de las muestras.

Incluyendo el estudio de imdgenes hiperespectrales (HSI), XANES (Sincrotrdn) y dilucién isotdpica de las muestras
y andlisis por ICP-MS.

Entre los principales resultados para el jamon curado, cabe destacar el desarrollo de un modelo de clasificacion
por PLS-DA para los espectros obtenidos por HSI. La PLS-DA se constituyd con dos factores 86% y 90%,
respectivamente. Cuyos valores de prediccion estdn en el rango de 0,70 a 1,30 (RMSEC=0.114) para el jamdn
ibérico y un 1,70 a 2,30 para el jamén italiano (RMSEC=0.116), con una r2 de la CV=0.947, pudiendo diferenciarse
por su origen

Respecto a la busqueda de biomarcadores para la trazabilidad del jamon curado, se realizé la especiacion de Fe y
Zn utilizando la técnica de sincrotron XANES en muestras de diferentes tiempos de curado. Para el Fe, la
especiacion se baso en los estados de oxidacion Fe™ y Fe™. Para Fe™ no se identificaron especies orgdnicas. Las
especies inorgdnicas se ajustaron a la estructura del compuesto (Fe (NH,),(SO,),) donde el Fe estd unido a dtomos
de Sy N. Este compuesto podria explicarse por el proceso de protedlisis, ya que su contribucion disminuye cuando
aumenta el tiempo de curado en la muestra. Para Fe*’ se encontré que la principal especie inorgdnica es similar al
compuesto FeCl;, donde su contribucion al inicio del proceso de curado (03-14 meses) presenta diferencias
importantes en diferentes zonas de una misma muestra, presentando mayor contribucion en la parte exterior.
Para los demds tiempos de curado (26 a 40 meses) no se observaron diferencias entre la zona exterior e interior.
Las especies orgdnicas identificadas para Fe*’ fueron compuestos porfirinicos (mioglobina y hemin) siendo
mioglobina el compuesto mayoritario. En resumen, el estudio las diferentes especies de Fe lo hacen ser un buen
candidato como biomarcador de la trazabilidad del tiempo de curado de este tipo de jamdn. En el caso de Zn, la
especiacion estd basada en la naturaleza de las especies orgdnicas e inorgdnicas, donde no se muestran
variaciones importantes en la contribucion de estos compuestos en el periodo de curacion, (cualquier alteracion
puede ser atribuida a factores externos no asociados al proceso de curacion).

Por otro lado, mediante el andlisis de dilucion isotdpica se pudo diferenciar entre el origen del jamdn curado,
diferenciado entre ibérico, italiano y portugués. Cada region es isotdpicamente diferente del resto, por tanto, este
estudio proporciona la interaccion e informacion geogrdfica para cada region, de donde se obtienen los cerdos
utilizados para la produccion de los jamones curados.

En cuanto a los moluscos, fueron evaluadas la especiacion de As y Zn debido a la toxicidad de sus especies (As) y
el riesgo de bioacumulacion (Zn). La especiacion se llevé a cabo utilizando la técnica de sincrotron XANES. En el
caso de As, arsenobetaina fue el principal arsénico compuesto identificado, siendo entre 70%-96% del arsénico
total. Para Zn, mds de 50%, de las contribuciones de sus especies se atribuye a las metalotioneinas, al demostrar
que el Zn estd unido al dtomo de azufre de la descomposicion de los aminodcidos y no a restos de azufre
inorgdnicos.

Por ultimo, una de las principales aportaciones de la investigacion de los moluscos ha sido la produccion de un
material de referencia para el control de la calidad del medio ambiente de las costas marinas, obtenido en un
lugar de muestreo de los moluscos analizados en este trabajo de investigacion. La caracterizacion definitiva de
ese material de referencia estd todavia en curso.



SUMMARY

The aim of the present thesis work is to develop methodologies for determining biomarkers in specific food
products to evaluate either their traceability, e.g, cured ham, or their role at the environmental observatory, e.g,
sea mollusk (oysters and mussels ) as pollution indicators.

A set of methodological guidelines based on the speciation of some elements identified as key differential for the
indicated samples have been developed. Particular attention has been paid to the methodologies nature based on
the direct observation of the target samples.

In this concern, methodologies have been developed including the application of Hyperspectral Imaging (HSI),
XANES (Synchrotron) and Isotope Dilution to a successful characterization of the samples.

For the cured ham, the main results obtained, include the development of a classification model by PLS-DA for the
spectra obtained by HSI. The PLS-DA is constituted by two factors 86% and 90% respectively. Predicting values
were obtained in the range of 0.70 to 1.30 for Iberian ham and a 1.70 to 2.30 for Italian ham, the regression
statistics showed an RMSEC of 0.114, an RMSECV of 0.116 and rzfrom the CV of 0.947, so they can be
differentiated by their origin

To search for specific chemical biomarkers of cured ham traceability, speciation of Fe and Zn was performed using
XANES synchrotron technique in samples of different curing times. For iron, speciation was based in the oxidation
states Fe™ and Fe™. For Fe”, no organic species were identified, but inorganic species of similar structure to (Fe
(NH,4),(S0,),) where Fe interact to an S and N atom were found. This compound could be explained from the
proteolysis process, because its contribution to the sample spectra decreases when curing time increases. For Fe
*3 the majority inorganic species was found to be similar to FeCls, where its contribution at the beginning of the
curing process (03-14 months) presented important differences in different parts of the ham, observing the major
contribution in the outer region of the ham samples. For the rest of curing times (26 to 40 months) no differences
were observed between inner and outer region. In addition, the organic species identified for Fe* were porphyrin
compounds (myoglobin and hemin) being myoglobin the major compound found. In this sense, it has been
demonstrated that the identification of Fe species is a good methodology in order to establish the traceability of
the curing process for dry-cured ham. In the case of Zn, the speciation was based on the nature of organic and
inorganic species, but the contribution of the species did not present any change throughout the different curing
time samples, thus any change in the contribution of the specie can be attributed to external factors other than
the curing process.

On the other hand, by the Isotopic Dilution analysis it was possible to differentiate between the origin of the dry-
cured ham, such as Iberian, Italian and Portuguese ham. Each region is isotopically different from the rest, thus
this study provides geographical interaction and information for each region, where the pigs are obtained from
for the production of cured hams.

Concerning mollusks, speciation of As and Zn were considered due to the toxicity of their species (As) and the risk
of bioaccumulation (Zn). Speciation was carried out using XANES synchrotron technique. In the case of As,
arsenobetaine was the main species of Arsenio-compounds found in the samples analyzed, which ranged from
70% to 96% of the total arsenic. In the case of Zn, more than 50%, of the contributions of the Zn-species were
attributed to metallothioneins, demonstrating that Zn is attached to the sulfur atom from the breakdown of
amino acids and not from inorganic Sulphur moieties.

Finally, one of the principal outputs of the mollusks research has been the production of a reference material for
the environmental monitoring of sea coasts, obtained from a sampling location of the mollusk analyzed in the
present work and as result of the analysis performed. The final characterization of such reference material is still
in progress.






1. INTRODUCCION

1. Introduccion

Se ha elegido como material de estudio de la presente tesis dos biomateriales de gran
interés tanto en el ambito alimenticio como en el drea socio econdmica, los cuales son el
jamon curado y los moluscos bivalvos. Ambos productos se han estudiado con objetivos
diferenciados, asi en el caso del jamdn curado los estudios realizados han tenido como
objetivo la trazabilidad del mismo, y en el caso de los moluscos bivalvos se han utilizado
como biomarcadores medioambientales de las costas en las que se han recogido las
muestras. Ambos biomateriales son matrices orgdnicas complejas, donde cualquier andlisis
de especiacion quimica se debe procurar una minima interferencia que modifique la
naturaleza de las especies quimicas existentes en las muestras, por tanto, el hecho de
utilizar técnicas de especiacion directa constituye una herramienta muy util a la hora de
identificar las especies quimicas debido a que en la mayoria de los casos, no es necesario

una separacion previa del analito a estudiar.

En el caso del jamdn curado, se han obtenido muestras de diferentes regiones europeas;
Espafia e Italia, y por otro lado, los moluscos analizados son obtenidos en el drea del
Sudoeste Europeo (considerada por el proyecto ORQUE SUDOE), que incluye las costas de
Portugal (Sado y la Aveiro), el cantdbrico (Ostranor y Urdabai), el Mediterrdneo (Delta del

Ebro) y costas de Francia (bahia de Arcachon y La Rochelle).

El jamdn curado es un producto tradicional del drea mediterrdnea. En Espafia constituye
uno de los principales motores de la industria cdrnica nacional, habiéndose convertido en el
producto cdrnico estrella de aquellos que se obtienen del cerdo [1]. La autenticidad de estos
productos constituye una preocupacion para la sociedad industrial y un tema de
investigacion para la industria cdrnica, ya que estos productos son elaborados sin la cldsica
adicion de sales nitrificantes. Tratar de esclarecer las caracteristicas fisico-quimicas y la
identificacion de biomarcadores que puedan establecer un patrén de trazabilidad ha sido

un objetivo de investigacion de los ultimos afos.

Entre los trabajos llevados a cabo en esta tesis, para el jamon curado, incluye la
construccion de un modelo de clasificacion entre dos tipos diferentes de jamones curados,

el Ibérico y el Italiano mediante Imagen Hiperespectral (HSI) y la especiacion de dos




1. INTRODUCCION

elementos clave identificados durante su proceso de curacion (hierro y zinc) mediante la

técnica de sincrotron, como biomarcadores.

En el caso de los moluscos, cuyo uso como biomarcadores del ecosistema acudtico, es bien
conocido, las ostras y mejillones fueron los moluscos utilizados en este trabajo, obtenidos
de los diferentes puntos de muestreo mencionados anteriormente. En el medio marino, los
moluscos bivalvos han sido ampliamente utilizados para evaluar el estado natural de los
ecosistemas acudticos, ya que tienen la capacidad de bioacumular en sus tejidos los
contaminantes presentes en el medio; su cardcter sésil y filtrador los adecua para ser
empleados como reveladores o centinelas de la contaminacion en el drea en la que habitan,
esta principal caracteristica de acumulacion, hace que puedan ser considerados como

organismos representativos de lo que sucede en una region determinada [2].

El impacto contaminante en los ecosistemas acudticos debido a la introduccion de
materiales provenientes de las actividades humanas, industriales y el desarrollo urbanistico
de centros poblados situados en dreas costeras, ha venido incrementdndose en los ultimos
afios. Los moluscos, pueden recuperarse rdpidamente de los residuos orgdnicos
demandantes de oxigeno y de calor excesivo, por una combinacion de dilucion y
descomposicion bacteriana. Este proceso natural de recuperacion funciona solo si los cursos
de agua no estdn sobrecargados de contaminantes. Sin embargo, estos procesos normales
no eliminan los compuestos inorgdnicos. Entre las sustancias inorgdnicas estdn los metales
pesados, que han llamado la atencion debido a los efectos nocivos que éstos producen, por
ser ademds altamente persistentes y porque su peligrosidad en los organismos radica en ser
toxicos en pequefas concentraciones. Asi mismo se caracterizan por tener un origen tanto
natural como antropogénico. Ademds, tienden a bioacumularse, lo que significa un

aumento de su concentracion en los organismos con el tiempo [2].

No obstante, el uso de un organismo vivo, como es el caso de los moluscos, como
bioindicador de Ila contaminacion de metales, reflejard unicamente las especies
biodisponibles de estos metales en el interior de su organismo y de los cuales una parte de
estos elementos son considerados como esenciales para su metabolismo, como son el
cobre, hierro y zinc, sin embargo una elevada concentracion de estos metales puede revelar

un proceso anormal en el funcionamiento de dicho organismo [3].
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1.1 Especiacion en alimentos

1.1.1 Definicion de especiacion

En la actualidad se acepta de forma generalizada que la distribucion, movilidad,
disponibilidad bioldgica y toxicidad de los elementos quimicos no es funcion de la
concentracion total de los mismos, sino que dependen de la forma quimica en la que se
encuentren [3, 4]. Es necesario conocer las especies quimicas de los elementos para
comprender las reacciones quimicas y bioquimicas en las que intervienen, y por lo tanto,
obtener informacion relativa al cardcter esencial y tdxico de los elementos quimicos. Los
elementos, generalmente en funcion de su estado de oxidacion y del medio, forman parte
de distintas moléculas, por lo que los andlisis de especiacion se convertirdn en una
herramienta esencial para la evaluacion de riesgos en el medioambiente, permitiendo que
se realicen diagndsticos y controles de los elementos trazas mds efectivos. En ultima
instancia, este tipo de investigacion puede dar lugar a una legislacion ambiental basada en
la concentracion mdxima permisible de especies quimicas, en vez de una legislacion basada

en concentraciones totales de los elementos [5-8].

El término “especie quimica” ha sido definido por La Unidn Internacional de Quimica Pura y
Aplicada (del inglés, Internacional Union for Pure and Applied Chemistry, IUPAC) en sus
recomendaciones del afio 2000 [9]. En estas recomendaciones se describe la “especie
quimica” como la forma especifica de un elemento definida como su composicidn isotdpica,
su estado electronico o de oxidacion y/o su estructura compleja o molecular. En
consecuencia, la “especiacion de un elemento” se define como la distribucion de un
elemento entre especies quimicas definidas en un sistema. Para determinar la especiacion,
se define el “andlisis de especiacion” como la actividad analitica de identificacién y/o
medida de las cantidades de una o mds especies quimicas individuales en una muestra [3,
4].

Por consiguiente, se pueden considerar diferentes especies:

1) La composicion isotopica

2) El estado de oxidacion

3) Los compuestos inorgdnicos y orgdnicos y sus complejos

4) Las especies organometdlicas

5) Los compuestos y complejos macromoleculares
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Algunos de estos niveles estructurales son mds importantes para la evaluacion del riesgo
que otros. Como por ejemplo, la composicion de los isétopos estables de un elemento es
importante tanto desde el punto de vista tedrico como desde el punto de vista fisico y en
quimica ambiental, aunque en general, su importancia para la evaluacion del riesgo sobre
la salud humana es minima, asi mismo, la especiacion elemental a nivel macromolecular
posee una gran importancia bioldgica, fisioldgica, bioquimica y sobre la nutricion, pero su
importancia sobre la toxicidad ambiental es menor. Por otra parte, el estado de valencia de
los elementos asi como la especiacion organometdlica inorgdnica y covalente son de gran
importancia para la determinacion de la toxicidad de los metales y semi-metales, de gran
importancia en la alimentacion y en las dreas clinicas y bioldgicas [10].

Los procedimientos analiticos que no conducen a la identificacion de especies quimicas pero
permiten caracterizaciones de grupos de especies no se consideran que sean propiamente
dicho “andlisis de especiacion”. Para estos casos la IUPAC en sus recomendaciones emplea
el término “fraccionamiento”, que se define como el proceso de clasificacion de un analito o
un grupo de analitos de una cierta muestra de acuerdo a sus propiedades fisicas (por
ejemplo: tamafio o solubilidad) o quimicas (por ejemplo: reactividad o tipo de enlace). El
término fraccionamiento coincide con dos de los enfoques principales dados a la
especiacion en la literatura, que son conocidas como especiacion operacional y especiacion
funcional. En ambos casos se hace una caracterizacion de diferentes grupos de compuestos
en funcion de la operacion analitica realizada (operacional) o bien que la caracterizacion de
los grupos se realice en funcion de su papel en las rutas bioquimicas (funcional) [11-13].
Existen autores que consideran que la definicion de especiacion recomendada por la IUPAC
es apropiada para especiacion en muestras liquidas, pero relega a la mayoria de los
estudios realizados en sdlidos, sedimentos y materiales, tanto geoquimicos como
bioldgicos, del campo de la especiacion a la categoria de metodologia de fraccionamiento
[14].

Las dos principales dreas de aplicacion de los andlisis de especiacion son la especiacion
medioambiental y la especiacion biolégica/médica. En el primer caso se evalua el riesgo
medioambiental mediante la determinacion de especies potencialmente peligrosas, y en el
segundo caso se esclarecen los mecanismos de biotransformacion de las especies

inorgdnicas y los iones metdlicos inorgdnicos [15, 16]. En ambos casos las especies que se
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estudian y los problemas analiticos que hay que resolver son muy similares, siendo por

tanto una distincion en la aplicacion mds que en el tipo de especiacion.

Existen, diferentes tipos de especiacion:
- Especiacion fisica, que se refiere al tamafio que puedan presentar las particulas
contaminantes.
- Especiacion quimica, se refiere a las diferentes formas quimicas en las que se
expresa un elemento en diferentes medios y es la que se evaluard en este

trabajo de tesis. [17,18].

1.1.2 Especiacioén y Biodisponibilidad

Como se ha comentado, se sabe que la concentracion total de un metal no es suficiente
informacién para indicar sus efectos al medioambiente y/o a la biota [19]. Gracias a
numerosos estudios se sabe que, la toxicidad de estos metales pesados es proporcional a la
facilidad de ser absorbidos por los seres vivos. Un metal disuelto en forma idnica puede
absorberse mds fdcilmente que estando en forma elemental, y si ésta se halla en forma
reducida puede ser oxidada y retenida por diversos organos [19]. No obstante, puede
determinarse la concentracion total de metales, que nos proporcionard una medida general
del nivel de contaminacion, y la especiacion, que nos dard informacion de la

biodisponibilidad y la movilidad de cada especie del metal encontrada.

De manera general, podemos definir biodisponibilidad como el grado de absorcion de una
sustancia por un organismo vivo [17].En el caso de los metales, la biodisponibilidad se
refiere a la afinidad de un contaminante para ser absorbido mediante procesos bioldgicos
activos o procesos pasivos de tipo fisico o quimico. Hay algunos factores fisicoquimicos
como la temperatura, la salinidad, la presencia o ausencia de agentes complejantes, la
presencia o ausencia de otros metales y factores propios de los organismos, como el grado
de impermeabilidad superficial, la etapa nutricional, etc., entre otros, que pueden

determinar la biodisponibilidad de los metales hacia los organismos. En cualquier caso, la
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biodisponibilidad de los metales va a estar intimamente ligada y va a depender de su

especiacion quimica.

Los ecosistemas acudticos se emplean frecuentemente para describir la conducta de los
contaminantes en relacion con los sistemas bioldgicos acudticos [20].En el caso de los
moluscos, su relacion con los metales pesados pueden hacer que estos se bioacumulen,
biomagnifiquen o bioconcentren. La bioacumulacion hace referencia al balance entre la
cantidad de metal incorporado en un organismo y la cantidad que éste es capaz de
eliminar. Como consecuencia de dicho balance se puede producir un aumento o una
disminucion neta del contenido metdlico en el organismo. Este término tiene en cuenta el
hecho de que aunque la dosis puntual de metales pesados esté por debajo de valores que
puedan producir efectos adversos sobre los organismos, sin embargo la continua
acumulacion de metales puede alterar balance metdlico ingreso/excrecion, haciendo el
valor acumulado supere al valor excretado, produciendo asi que los niveles de los metales
pesados en el organismo se incrementen con el tiempo hasta valores en los que se
manifiesten efectos adversos. De forma genérica, la bioacumulacion de metales pesados en
organismos acudticos aumenta bajo determinadas circunstancias, entre las que destacan el
menor peso corporal (estadios larvarios y juveniles), menor salinidad, mayor temperatura
del agua, ausencia de metales competidores (alcalinos y alcalinotérreos) y mayor
proximidad a la superficie del agua [21]. Puesto que las concentraciones de metales
pesados en las zonas costeras, bahias y estuarios son notablemente mayores a las que se
encuentran en aguas ocednicas, el riesgo es consecuentemente mayor. En ciertos casos, las
consecuencias han sido tan graves que ha sido fdcil establecer las relaciones causa-efecto,
lo que facilita la identificacion del problema y el establecimiento de las acciones correctoras
oportunas. Aunque las concentraciones de metales pesados en la mayoria de los sistemas
costeros y de estuario suelen encontrarse por debajo de niveles en los que se han
comprobado sus efectos toxicos y letales sobre los organismos acudticos, en ensayos de
laboratorio se han encontrado indicios de efectos a medio-largo plazo de metales pesados
sobre los organismos vivos a concentraciones subtotales por efecto, principalmente, de

fenémenos de bioacumulacion [17].
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La biomagnificacion se produce por el incremento en la concentracion de un contaminante
en los organismos a medida que asciende en su posicion en la cadena trdfica. Asi, la
cantidad de metal retenida por un organismo es asimilada directamente por su depredador,
que a su vez puede servir de alimento a otro organismo situado en un nivel superior de la
cadena trdfica, con el consiguiente incremento en la cantidad de metal acumulado por este
ultimo. Es dificil documentar los posibles casos de biomagnificacion debido a los
inconvenientes que se tienen para disponer de todos los organismos que componen la dieta
del depredador en la cadena tréfica de un ecosistema en particular, y ademds es dificil
correlacionar diferentes especies situadas a distintos niveles con un sistema idéntico de
captacion del contaminante, una distinta exposicion (longevidad) y diferente fisiologia
(destoxificacion). Solo algunos casos, con metales como Hg (en Canadd) y As (en Alemania),

han podido sefialarse como verdaderos procesos de biomagnificacion [22].

El término bioconcentracion tiene en consideracion la relacion existente entre la
incorporacion de metales al organismo vivo y el medio abidtico en el que habita; este
parametro es mds fdcil de determinar que el de bioacumulacion. El grado en el cual un
metal se concentra en un organismo acudtico viene dado por el factor de enriquecimiento
(FE), que se define como el cociente entre la concentracion de metal en el material
biogénico y la concentracion del metal en el agua [23]. Es de destacar que el fitoplancton y
zooplancton, base fundamental de la cadena tréfica en los sistemas acudticos, presentan
unos factores de enriquecimiento notables para ciertos elementos. Otros organismos que
sobresalen por sus altos niveles de enriquecimiento son los moluscos; los peces también
acumulan metales, aunque con factores de enriquecimiento notablemente menores a los
anteriores organismos [24]. Asi, cada vez cobra mds importancia la evaluacion de la
acumulacion de metales pesados en organismos acudticos a través del andlisis quimico del
contenido metdlico en sus tejidos, con la doble intencion de investigar la distribucion y
comportamiento de los metales en relacion con la biota acudtica, ademds de preservar
tanto las especies animales como la salud humana, puesto que muchos de estos
organismos sirven de alimento. Se define biodisponibilidad como la afinidad de un
contaminante para ser absorbido o adsorbido por un organismo vivo, atravesando las
barreras biolégicas (membranas celulares o epitelios compuestos por una doble membrana

lipidica con moléculas proteicas y canales cargados electroquimicamente), mediante
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procesos bioldgicos activos o procesos pasivos de tipo fisico o quimico. No obstante,
algunos cientificos diferencian entre disponibilidad externa o “bioaccesibilidad” 'y
“biodisponibilidad interna” [25, 26], considerdndose una substancia bioaccesible a aquella
que puede entrar en contacto con el organismo y ser absorbidas, siendo las sustancias
biodisponibles aquellas que tras ser absorbidas por el organismo pueden interactuar con las
moléculas u drganos diana. Factores fisicoquimicos como la temperatura, la salinidad, la
presencia o ausencia de agentes complejantes, la presencia o ausencia de otros metales y
factores propios de los organismos, como el grado de impermeabilidad superficial, la etapa
nutricional, etc., entre otros, determinan la biodisponibilidad de los metales hacia los
organismos. En cualquier caso, la biodisponibilidad de los metales va a estar intimamente

ligada y va a depender de su especiacion quimica.

En general se considera que las especies metdlicas mds biodisponibles son las disueltas, y
sobre esta base se han desarrollado en los ultimos 20 afios modelos de equilibrio, como el
modelo de la actividad del ion libre (del inglés free ion activity model, FIAM), el modelo del
ligando bidtico (del inglés biotic ligant model, BLM) o el modelo humico acuoso de
Windermere (del inglés, Windermere humic aqueous model, WHAM), para describir la
biodisponibilidad de los metales en los sistemas ambientales, a pesar de que éstos son
siempre dindmicos y rara vez estdn en equilibrio [27]. Estos modelos se basan en la premisa
que la bioacumulacion de los contaminantes no es mds que la consecuencia de los
equilibrios termodindmicos entre las especies presentes en disolucion en el medio y en los
tejidos de las plantas y los microorganismos. Este equilibrio se establece por difusion
pasiva, y cualquier proceso de regulacion interna puede provocar desviaciones del
equilibrio. Estos modelos implican que a partir de estos equilibrios, controlando los niveles
de contaminantes en disolucion, se puede predecir en base a los equilibrios de particion las
concentraciones en los microorganismos. Estos modelos de equilibrio presentan deficiencias
para explicar la biodisponibilidad de los metales en los ecosistemas, pues no tienen en
cuenta procesos que pueden reducir las concentraciones biodisponibles de metal, como
pueden ser los efectos de competencia de las especies, las reacciones de complejacion, la
complejidad existente en los procesos de transferencia a través de la membrana bioldgica

(pueden existir varios lugares de transporte para una misma especie, asi como un unico
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sitio de transporte para varias especies) y finalmente hay que considerar que los

organismos disponen de multiples estrategias para asimilar o eliminar el metal [27].

1.1.3 >>Meétodos de andlisis de especiacion metdlica

La especiacion de metales en muestras medioambientales es un problema analitico dificil,
debido a: [28]

(1) Las dificultades asociadas a la separacion o aislamiento de la especie de interés de las
matrices naturales que presentan una elevada complejidad.

(2) La mayoria de las técnicas de especiacion disponibles provocan cambios en los
equilibrios existentes entre las distintas formas quimicas presentes en el sistema de
estudio.

(3) A menudo no se dispone de muestras de referencias adecuadas para la validacion de los
andlisis de especiacion.

(4) Las bajas concentraciones que presentan las especies en la mayoria de las muestras
requiere una alta sensibilidad y selectividad para su determinacion que pocos

procedimientos analiticos poseen.

Aun asi, se han realizado importantes avances en el campo de los andlisis de especiacion
durante los ultimos 20 afios, de modo que actualmente es posible realizar andlisis de
especiacion para casi cualquier elemento, aunque no para todas las especies de cada
elemento [29].Teniendo en cuenta las consideraciones realizadas hasta el momento, el
procedimiento que se seleccione para este tipo de andlisis deberia ser capaz de distinguir
entre formas quimicas diferentes de un mismo metal y entre formas quimicas andlogas de
metales distintos, algunas o todas en concentraciones muy bajas. Habria, por tanto, que
disponer de métodos analiticos vdlidos al nivel de trazas o sub-trazas y especificos para
cada especie. Sin embargo, no siempre se dispone de las técnicas adecuadas con tan
elevada sensibilidad. Por ello, se suelen separar primero en una o varias etapas las distintas
especies, para seleccionar luego una técnica lo bastante sensible como para permitir
determinar cada una de ellas a distintos tiempos o en las diferentes porciones en las que
han sido separadas. De este modo se distinguen entre los métodos de especiacion, la

especiacion directa y las técnicas convencionales de extraccion (combinados o mixtos).
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1.1.3.1 Métodos de especiacion Directa

Este grupo de técnicas incluye aquellas que proporcionan informacion completa sobre las
especies de un elemento en una muestra dada sin necesidad de un proceso de extraccion o
separacion. Sin embargo, pocas técnicas instrumentales poseen la sensibilidad y
selectividad suficientes para Illevar a cabo con éxito andlisis de especiacion en muestras
medioambientales de manera directa, siendo capaces de diferenciar entre las distintas
formas quimicas de un elemento. A continuacion se mencionan los métodos mds

destacados:

a) Determinacion isotdpica de un elemento. La composicion isotdpica de un elemento puede

variar de forma natural debido a la radioactividad o al fraccionamiento cinético de las
masas. La instrumentacion para el andlisis de los isétopos radioactivos requiere el uso de
contadores de radiacion beta, gamma o de centelleo. Para el andlisis de los isétopos
estables se emplean técnicas de espectrometria de masas, siendo entre todas ellas el ICP-

MS la técnica preferida en la mayoria de los estudios [3].

b) Métodos electroquimicos.

Estos métodos se han aplicado para la cuantificacion de distintos estados de
oxidacién de un elemento en disolucién (Fe*'/Fe**, cr**/cr*, Ti*/Ti**, sn*'/sn**, Mn* /Mn**,
Sb>*/sb>, As*'/As® y Se®/se™), asi como de sus especies organometdlicas o de sus
complejos metdlicos en equilibrio [29, 30]. Existen dos grandes grupos de métodos
electroquimicos para el reconocimiento/determinacion de especies quimicas:

1) métodos potenciométricos: donde la informacidn analitica se obtiene a partir de
una sefial de potencial eléctrico que idealmente es proporcional (de forma logaritmica) a la
actividad termodindmica (concentracion) de la especie involucrada.

La potenciometria directa con electrodos selectivos, en principio, resulta muy adecuada
para el andlisis de especiacion por su respuesta selectiva en condiciones adecuadas a los
iones libres en disolucion acuosa. Existen diferentes tipos de electrodos selectivos
comerciales, que difieren entre si respecto a sus rangos de trabajo, limites de deteccion,
grados de error y posibles efectos interferentes. Estos electrodos selectivos pueden

responder a la presencia de cationes (ej.: H*, Na*, K', Ca**, Cd**, cu**, Pb**) y de aniones (ej.:
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F, Cl, Br, I, NO3, CN, SCN, BF*, s* ). Ademds existen electrodos selectivos para gases (€j.:
NH;, CO, 0, NO), electrodos bioselectivos (basados en reacciones substrato-enzima) y
electrodos biocataliticos (en los que una capa de enzima o biocatalizador se inmoviliza en
una superficie de un electrodo de vidrio selectivo para cationes a través de una membrana
semipermeable). El limite de deteccion de la mayoria de los electrodos comerciales
disponibles estd dentro del rango de 10y 107 mol L™ [28,31], lo que limita su aplicacidn en
el andlisis de trazas.

También se pueden aplicar otros métodos electroquimicos, como la polarografia diferencial
de impulsos, la cual es capaz de originar sefiales separadas para iones metdlicos libres y las
correspondientes formas metdlicas complejas. De igual modo, la polarografia puede
diferenciar entre estados de oxidacion, por ejemplo Fe (lll) y Fe (ll), en virtud de sus

respectivas ondas de reduccion y oxidacion con el mismo potencial de semionda [32].

2) método amperométrico y voltamperométricos: donde la informacion analitica se
obtiene a partir de la medida de la corriente de respuesta bajo la aplicacion de un potencial
constante (amperometria) o de potencial variable (voltamperometia) con el tiempo.

Quizads el procedimiento electroquimico mds usado en los andlisis de especiacion sea la
voltamperometria de redisolucion anddica (ASV), sobre todo en el caso de los metales
pesados toxicos, y que, a niveles de trazas, puede determinar alrededor de 15 elementos,
tanto su concentracion total como especies labiles complejadas, aunque éstas ultimas en
condiciones muy criticas [33]. Ademds, la técnica ASV no perturba la distribucion de
especies por lo que, al menos en teoria, puede identificar y cuantificar cada una de las
especies en funcion de su potencial de reduccion. La alta sensibilidad de esta técnica
permite la deteccion de un numero limitado de elementos traza a niveles de concentracion
frecuentes en la naturaleza (ej.: en agua de mar muchas especies de interés aparecen a
concentraciones de 10° mol ). Estd técnica es especialmente util para el control de
elementos con un interés medioambiental, como por ejemplo Cu, Pb, Cd o Zn. En la prdctica,
se pueden definir categorias de especies que se determinan después de un pretratamiento
sencillo de la muestra. Hay que tener en cuenta que la adicion de dcidos fuertes y la
digestion de la muestra transforman las especies quimicas, por lo que se perderian las
especies originales contenidas en la matriz a estudiar, haciendo solamente posible la

determinacion de la concentracion total del metal [34].
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c) Espectroscopia. Son técnicas economicas y de fdcil manejo. Sin embargo, solo en algunos

casos permiten la determinacion directa de formas especificas de un elemento (especiacion
redox), usdndose la mayoria de las veces acopladas con alguna técnica de separacion
previa, tales como intercambio idnico, extraccion con disolventes, etc. Las especies
coloreadas oxianionicas de manganeso y cromo pueden ser determinadas
espectrofotométricamente, sin la necesidad de emplear ningun reactivo [35, 36].

Sin embargo, es habitual que se necesite el uso de un reactivo que forme un complejo
especifico coloreado (reactivos cromogénicos que reaccionan con el ion metdlico libre, pero
también con otras especies complejas del metal, en las que pueda desplazar el ligando
natural por competicion con el ligando afadido) [33]. Este sistema se ha empleado para
determinar la presencia de iones Cu (I) en agua de mar, procedente del Golfo de Méjico y
del Océano Atlantico [37]. Por otro lado, la fluorescencia se ha empleado, entre otras
investigaciones, en estudios cinéticos de complejacion de iones metdlicos por ligandos
coloidales, tanto en aguas como en suelos.

Las técnicas que utilizan la difraccion o absorcion de rayos X, como la medida de absorcion
de rayos X cerca al borde de absorcion (del inglés, X-Ray Absorption Near Edge
Spectroscopy, XANES), medida de absorcion de rayos X en la region lejana al borde
absorcion (del inglés, Extend X-Ray Absorption Fine Structure, EXAFS), o la difraccion de
rayos X (del inglés, X-Ray Diffraction, XRD), permiten también la caracterizacion quimica en
muestras solidas de ciertos compuestos metdlicos (ej.: de Zn, Hg, Pb, Fe, As). Mientras que
algunas de estas técnicas proporcionan una alta resolucion espacial para muestras sélidas,
debido a su baja sensibilidad la cuantificacion directa de ciertas especies puede resultar

muy dificil sin una separacion previa de las especies de interés [3].

Otras técnicas espectroscopicas que pueden emplearse en la especiacion directa son la
Espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclear (RMN), la Espectroscopia Mossbauer, la
Espectroscopia de Infrarrojo, (IR) y la Espectroscopia de Resonancia de Espin Electrdnico
(ESR). La principal desventaja de estas técnicas es la baja sensibilidad o poca especificidad
que presentan, siendo necesario la separacion de los compuestos. De entre estas técnicas,
la espectroscopia de RMN es especialmente util para determinar las constantes de

formacion de los complejos metdlicos [3].
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1.1.3.2 Métodos de especiacion convencionales de extraccion

En sus inicios la especiacion se realizaba en discontinuo, es decir primero se realizaba la
etapa de separacion de las especies quimicas, empleando para ello procesos fisico-
quimicos, que permiten obtener secuencialmente fracciones de las especies a determinar
sin alterar el estado natural de éstas. Posteriormente, se aplicaban las técnicas de
deteccion no acopladas entre las que destacan la Espectroscopia de Absorcion Atdmica
(AAS), la Espectroscopia de Emision con Plasma (ICP), Espectroscopia de Emision con
Plasma inducido por microondas (MIP-AFS) o Espectroscopia de Emision con Plasma de
corriente continua (DCP-AES) y la Fluorescencia Atomica (AFS).

En la actualidad estd mds extendido el uso de las técnicas acopladas principalmente debido
al alto grado de automatizacion que ofrecen, ademds de una buena reproducibilidad y
rapidez. Estos métodos constituyen la herramienta mds comun para la especiacion de los
elementos trazas. En ellos se combinan al menos dos técnicas analiticas, la primera es una
técnica de separacion que se emplea para separar las especies quimicas que van a ser
cuantificadas por la sequnda técnica analitica, que suele poseer una elevada sensibilidad y
que se conectan mediante una interface. Entre las desventajas de los sistemas combinados
o hibridos se incluye el incremento de la complejidad y por tanto un mayor riesgo de que se
produzcan cambios en el sistema a analizar. Asi, pueden darse alteraciones de los
equilibrios entre las especies durante la separacion, debido a procesos como la dilucion o la
separacion de las especies que forman parte de un equilibrio quimico, pudiéndose provocar
en ultimo momento la transformacion o incluso la destruccidn de las especies quimicas.
Como técnicas de separacion las mds comunmente utilizadas son las cromatografias de
gases (GC) o de liquidos (LC), la electroforesis capilar (CE). Como técnicas de deteccion las
mds utilizadas son las técnicas de espectroscopia atomica que una vez acopladas o
hibridadas a las de separacion son realmente muy sensibles y muy utiles en el campo de la
especiacion ya que se reduce el tiempo de andlisis y por tanto las posibles transformaciones
de las especies durante el mismo [7, 10, 38]. El acoplamiento de las técnicas
cromatogrdficas de gases o de liquidos con las técnicas espectroscopicas atéomicas ha
tenido un amplio desarrollo en el campo de la especiacion metdlica durante las décadas de

los ochenta y noventa [39-47].
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Por lo general, la cromatografia liquida de alta resolucion es una técnica adecuada para
llevar a cabo estudios de especiacion, habiéndose desarrollado métodos para la separacion
de muchas especies inorgdnicas (cationicas, anionicas y complejas), pero sobre todo los
relativos a especies organometdlicas no voldtiles. Los compuestos organometdlicos voldtiles
pueden ser medidos directamente por GC con tal de que sean térmicamente estables. El
acoplamiento de las estas técnicas con detectores especificos, como los basados en
cualquier método de Espectroscopia Atomica tales como Absorcion Atémica con llama (del
inglés, flame atomic absorbtion spectroscoy, FAAS), Absorcion Atémica con horno de grafito
(del inglés, graphite furnace atomic absorption photometry, GF-AAS), Espectroscopia de
Emision Atémica con Plasma (del inglés, inductively coupled plasma-atomic emission
spectrometry, ICP-AES) o la hibridacion Plasma de Acoplamiento Inductivo-Espectrometria
de Masas (del inglés inductively coupled plasma-mass spectrometry, ICP-MS), es,
actualmente, una potentisima herramienta para llevar a cabo este tipo de estudios [48].

Las técnicas de separacion electroforéticas, basadas en la migracidon de iones dentro de un
campo eléctrico, también son usadas en especiacion metdlica. La electroforesis capilar (CE)
es un tipo de electroforesis de desarrollo reciente que utiliza el mismo tipo de capilares finos
que se utilizan en la cromatografia de gases; el uso de estos capilares resuelve el problema
de calentamiento ya que los flujos de corrientes son menores y el calor se disipa mds
fdcilmente. En la electroforesis capilar ocurre ademds un proceso de separacion adicional
debido al flujo electro-osmdtico. La pared interna del capilar estd cargada negativamente
como consecuencia de la presencia de grupos silanol y atrae a los iones positivos hasta
formar una doble capa eléctrica, siendo la capa interna fija y la externa mdvil. En el
momento que se aplica un campo eléctrico, los cationes de la capa exterior serdn atraidos
hacia el cdtodo; como los cationes se encuentran solvatados arrastran al resto de la
disolucion con ellos, a lo largo del capilar (flujo electro-osmdtico) [38].

La electroforesis capilar se puede usar como técnica de separacion primaria o secundaria
(ej.: después de LC) en cuyo caso se clasifica como técnica bi-dimensional. Teniendo en
cuenta la poca capacidad de carga de la CE, la técnica bi-dimensional aumenta el
rendimiento de los resultados, llevando la alta resolucion de la CE a su mdximo potencial.
Estos sistemas a menudo estdn acoplados con detectores de UV, lo que permite la
obtencion de la informacion molecular pero también se pueden acoplar con ICP-MS o

electroespray espectroscopia de masas, (del inglés, electrospray-mass spectrometry, ESMS)
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para adquirir informacion a nivel elemental o molecular. Existen diferentes modos de
separacion para la electroforesis capilar: la electroforesis capilar de zona (del inglés,
capillar zone electrophoresy, CZE) con una separacion basada en la relacion carga/masa de
las especies, la isoelectro-enfoque capilar (del inglés, capillarry isoelectric focusing, CIEF)
basada en el punto isoeléctrico, la isotacoforesis capilar (del inglés, capillary
isotachophoresis, CITP) basado en la conductividad del analito y la cromatografia capilar
electrocinética micelar (del inglés, micellar electrokinetic capillary, MEKC) basado en el
cardcter hidréfobo del analito. La técnica de electroforesis capilar ofrece una alta resolucion
asi como una alta velocidad y se puede adaptar fdcilmente para realizar andlisis
cuantitativo de forma automdtica. Gracias a ello, ha sido aplicada de manera satisfactoria
a los andlisis de especiacion de muchos compuestos, como los compuestos de Cr’* /cr®,
compuestos de selenio (selenio en la leche humana) y arsénico, y metalotioneinas de los

metales Cu, Cd y Zn [29, 30].

1.1.4 Caracter esencial y téxico de los metales en alimentos

Es necesario conocer las especies quimicas de los elementos para comprender las
reacciones quimicas y bioquimicas en las que intervienen, y por tanto, obtener informacion
relativa al cardcter esencial y téxico de los elementos.

Los elementos, generalmente en funcion de su estado de oxidacion y del medio, forman
parte de distintas moléculas, por lo que los andlisis de especiacion se convertirdn en una
herramienta esencial para la evaluacion de toxicidad.

Alrededor de los 50 elementos conocidos pueden ser medida su concentracion en sistema
vivo. En los humanos y otros mamiferos 23 elementos tiene actividades fisioldgicas
conocidas y de ese grupo 11 pueden ser clasificados como elementos taza, por su
esencialidad y la pequefia cantidad requerida en los organismos vivos, los otros metales son
considerados macronutriente, donde son requeridos en mayores cantidades. Los metales
traza son esencialmente componentes de estructuras biolégicas, pero al mismo tiempo al
ser su concentracion requerida tan minima (alrededor de 100mg/dia) pueden llegar a ser
toxico en concentraciones superiores a las necesarias para sus funciones bioldgicas. Entre

estos elementos traza estdn: Va, Cr, Mn, Fe, Co, Cu, Zn, Mo, Se, |, F [49].
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1.1.4.1 Importancia de la especiacion en alimentos

En el caso del jamdn curado, no hay muchos estudios realizados propiamente de
especiacion. Sin embargo, varios autores se han centrado en dilucidar la formacion del
complejo responsable del color en este tipo de jamon, asi como también su identificacion en
varios de estos productos curados que no llevan en su produccion sales de nitritos y/o

nitratos [50,51].

Por otro lado, la utilizacion de los moluscos bivalvos (como por ejemplo, ostras y mejillones)
como bioindicadores medioambientales ha llevado a numerosos estudios de especiacion

que se centran en los metaloides toxicos y metales pesados como el As, Hg y Cd [52].

1.1.5 Estudio de la trazabilidad en alimentos

1.1.5.1 Definicion de trazabilidad

La Organizacidn Internacional para la Estandarizacion (ISO) define trazabilidad como la
propiedad del resultado de una medida o del valor de un estdndar donde éste pueda estar
relacionado con referencias especificadas, usualmente estdndares nacionales o
internacionales, a través de una cadena continua de comparaciones todas con

incertidumbres especificadas.

Segun el Comité de Seguridad Alimentaria de la Asociacion Espafola de codificacion
comercial (AECOC):

“Se entiende trazabilidad como el conjunto de aquellos procedimientos preestablecidos y
autosuficientes que permiten conocer el histdrico, la ubicacion y la trayectoria de un
producto o lote de productos a lo largo de la cadena de suministros en un momento dado, a
través de unas herramientas determinadas.”

En forma general, la trazabilidad es un conjunto de acciones, medidas y procedimientos
técnicos que permiten identificar y registrar cada producto desde su origen hasta el final de
la cadena de comercializacion. Asi, la trazabilidad faculta rastrear la cadena de produccion
y otorga a los productores la posibilidad de colocar sus productos en mercados especificos
mds rentables, que exigen la certeza del origen y de las distintas etapas del proceso

productivo. [51]
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1.1.5.2 Caracteristicas de la trazabilidad

El procedimiento o sistema de trazabilidad que se adopte dentro de cada empresa deberd

tener en cuenta [53]:
** La identificacion del producto, es decir, un medio unico, lo mds sencillo posible, para
identificar un producto o agrupacion de productos.

%+ Los datos del producto, es decir: Las materias primas, partes constituyentes del
producto o mercancias que entran en cada empresa.

** La manera en que fue manipulado, producido, transformado y presentado, en caso
de existir tales procesos.

% Su procedencia y destino, asi como las fechas de ambos (una etapa antes y una
etapa después).

%+ Los controles de que ha sido objeto, en su caso, y sus resultados.

** La relacion entre la identificacion del producto y los datos sobre el mismo. El
seguimiento del movimiento de un producto (trazabilidad) va ligado a informacion

comercial y de procesos internos y autocontroles.

1.1.5.3 Estudio de marcadores para la trazabilidad de productos cdrnicos

Unos de los aspectos mds utiles que se puede aplicar al conocimiento de la trazabilidad, es
el hecho de la autentificacion de los productos. Para los productos curados como el jamon
Ibérico, es muy importante contar con factores que puedan identificar su autentificacion

geogrdfica y/o procesos especificos propios de su elaboracion.

No son pocos los investigadores, que han tratado de explicar las propiedades del auténtico

jamon Ibérico y la comparacion de éste con otros jamones de diferentes origenes.
Entre los estudios mds relevante de este aspecto se encuentran:

v El estudio de la quimica de los pigmentos y su relacién con los alimentos curados

[54].
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v’ La identificacion de las masas moleculares, producto de la protedlisis a diferentes
tiempos de curado, rangos que pueden ir de 4500 Dalton a 160 Dalton [55].

v’ El estudio realizado por Bafion y col. [55], haciendo relacién de la protedlisis y sus
sub-productos con la calidad sensorial del jamdn curado.

v' En esta misma linea, Ruiz y colaboradores asocian la ruptura de los aminodcidos
durante el proceso de curado con la formacion de compuestos voldtiles tales como
el 2y 3 metilbutanol [56].

v’ Mads adelante, se estudian las propiedades espectrales (UV-V) del jamdn Italiano
“prosciutto di Parma” revelando la presencia de un compuesto lipofilico,
proveniente de la protedlisis caracteristico de este tipo de jamdn [57].

v' En un estudio mds exhaustivo, este compuesto lipofilico, mencionado
anteriormente, es independiente de las coordinaciones de los complejos del hierro.
Siendo un complejo de zinc, llamado protoporfirina de zinc IX (ZnPP), que
posteriormente es identificada como el principal cromorforo del jamodn curado
italiano [58].

v’ Este estudio trasciende a los jamones Ibéricos, identificando también a la ZnPP
como parte de su composicion [59].

v' Mediante la técnica de espectroscopia de fluorescencia, se estudié la formacién de
la ZnPP en la mitocondria del corazon del cerdo, resaltando la habilidad de estas
células para formar un precursor de la ZnPP a partir de la protedlisis y la liberacion

del Fe*? del anillo porfirinico dela mioglobina [60].

Siguiendo esta misma linea, en este trabajo de tesis se ha realizado un estudio sobre la
clasificacion de estos jamones ibéricos e italianos, mediante la técnica de HSI y se ha
conseguido identificar, mediante la técnica XAS realizada en sincrotron, algunos elementos

que pueden ser utilizados como biomarcadores del tiempo de curado.
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1.1.5.4 Estudio de la biodisponibilidad de metales en moluscos

El interés por el estudio de la contaminacion por metales pesados en los ecosistemas
acudticos, se debe a la importancia de su elevada toxicidad, alta persistencia y rdpida
acumulacion en los organismos vivos. Varios estudios, entre ellos el de Martinez y col.,
resefian que la acumulacion de estos metales en los niveles superiores de la cadena trofica
puede ser un peligro para la salud humana [61].

El andlisis de los metales en las aguas y sedimentos es el modo mds directo para determinar
el grado de contaminacion en el medioambiente, pero no proporciona informacion de la
influencia y posible toxicidad de este tipo de contaminacion en los organismos y el
ecosistema.

Por consiguiente, en estas ultimas décadas se ha ampliado el estudio del contenido de
metales pesados en los organismos vivos acudticos. Entre los que se encuentran: algas,
macrdfitos, zooplancton, insectos, moluscos bivalvos, gastropodos, peces y anfibios, entre
otros [62].

Un gran numero de estos estudios resaltan los moluscos bivalvos, debido a su gran poder de
retencion de metales pesados y a la posibilidad de encontrarlos en numerosos puntos de las
zonas costeras, y porque representan una parte importante en la gastronomia de la
poblacion de un pais. También permiten establecer el grado de perturbacion de los
ecosistemas, ya que estos metales pesados al incorporarse en sus tejidos blandos se
enlazan a una gran variedad de moléculas orgdnicas lo cual implica procesos complejos de

incorporacion [63].

El conocimiento bioldgico y cinético de estos organismos como biomonitores, es requisito
esencial para su eleccion. La identificacion de la especie, tamafio y/o edad es vital para
darle solidez al estudio y trascender a comparaciones posteriores entre diferentes regiones

geogrdficas [64].

Un estudio enfocado en la biodisponibilidad de metales pesados, en mejillones provenientes
del estuario del Abra, concluye que el contenido de metal (g) por unidad de concha (g) en el
mejillon es una herramienta confiable para evaluar la biodisponibilidad de los metales
(calculada a partir de la expresion segun Fischer 1984) [65]. Esta teoria se apoya en el

hecho de que estos invertebrados acudticos acumulan metales traza ya sean esenciales o
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no, y sus concentraciones posteriores en el cuerpo muestran una variabilidad entre los
metales, proporcionando asi una gran cantidad de informacion en cuanto a la geografia y
variacion en biodisponibilidades de los metales pesados [66]. Estas concentraciones se
interpretan en términos de diferentes patrones de acumulacion, dividiendo los metales

acumulados en dos:

Especies metdlicas-metabdlicamente disponible: por ejemplo material particulado

(>0,45 um), coloidal (1 nm-0,45 um) y especies disueltas (<1 nm). En estas ultimas especies
se incluyen los iones metdlicos hidratados, los cuales suelen ser considerados como la
fraccion metdlica mds biodisponible, asi como los complejos metdlicos orgdnicos e
inorgdnicos con ligandos de origen natural o antropogénico, los cuales son potencialmente
biodisponibles

Metal _almacenado: especificamente en la relacion de las tasas de

captacion/excrecion y desintoxicacion del metal, la cual determina la aparicion de efectos

toxicos en los organismos expuestos.

Este enfoque puede ser usado para predecir las tasas y rutas de bioacumulacion de metales
y ayudar a interpretar las concentraciones acumuladas [67]. Estudios mds recientes sobre
los diferentes patrones de acumulacion, indican que las respuestas fisiolégicas /
bioquimicos y geoquimica frente a los metales, son las responsable de las diferencias en las
concentraciones de metales observadas en diferentes poblaciones de especies acudticas

[68].

El andlisis de las dos especies mds abundantes de moluscos bivalvos (Donax trunculus y
Chamelea gallina) a lo largo de la costa atldntica del sur de Espafia, arrojaron gran
variabilidad de las concentraciones de metales traza, no solo en las dos especies sino

también entre sus tejidos [69].

1.2 Técnicas analiticas

El objetivo de este apartado es de describir las herramientas bdsicas necesarias para la
comprension de las metodologias analiticas utilizadas en el presente estudio, incluyendo el

procesamiento de datos e interpretacion de los mismos, asi como también el procedimiento

20



1. INTRODUCCION

de normalizado operacional que facilita la aplicacion de la metodologia analitica en cada
caso. Posteriormente en otro apartado se ha desarrollado la aplicacion de estas técnicas en

nuestros biomateriales objeto de estudio.

La descripcion que se presenta es sdlo indicativa de forma que el lector pueda comprender
el empleo de estas técnicas y sus resultados, cualquiera que sea su especializacion. No
obstante, en la exposicion, se introducen referencias especificas con el objetivo de ampliar
con mds detalle algunos de los temas tratados, ayudando asi al lector interesado que desee

profundizar o simplemente ampliar la informacion proporcionada.

1.2.1 Introduccion al concepto de Imagen Hiperespectral (del inglés, hyperspectral
image, HSI)

La disponibilidad de informacion digital acerca de la superficie terrestre, obtenida de forma
remota a partir de satélites o plataformas aerotransportadas, ha supuesto una auténtica
revolucion en nuestra concepcion actual del mundo. Esta observacion remota de la tierra
constituye el marco de estudio de lo que se llama en inglés “remote sensing”, que surgid a
principios de los afios 50 para designar cualquier medio de observacion remota, que se
aplicé en un principio a la fotografia aérea, principalmente el sensor de aquel momento
[70].

No obstante, el desarrollo del computador digital permitio optimizar los mecanismos de
almacenamiento, procesamiento y transmision de los datos proporcionados por dispositivos
remotos, el desarrollo de las técnicas de reconocimiento de patrones, propiciado en parte
por la creciente capacidad de las computadoras digitales, ha supuesto que, en la
actualidad, la extraccion de informacidn significativa y relevante a partir de los datos de
observacion remota sea una tarea simple y cada vez mds automatizada [71].
Histéricamente, las técnicas de andlisis de datos obtenidos de forma remota han seguido
una serie de etapas marcadas por la evolucion de los instrumentos de observacion remota.
En etapas tempranas, estos medios se caracterizaban por estar montados sobre
plataformas exclusivamente espaciales, por lo que las técnicas de andlisis derivadas se
basaron en enfoques fundamentalmente espaciales. Posteriormente, la disponibilidad de
instrumentos capaces de medir singularidades en el espectro de la luz reflejada por los
diferentes materiales presentes en el mundo real trajo como consecuencia la introduccion

de las técnicas basadas en espectroscopia. En la actualidad, existen instrumentos que
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permiten un enfoque integrado en lo que se considera tanto la informacion espacial como
la espectral [72]. En este sentido, es muy importante destacar que la integracion de ambas
fuentes de informacidn constituye en la actualidad uno de los mayores desafios a la hora de
desarrollar nuevas técnicas de andlisis de este tipo de datos, ya que la mayor parte de las
aproximaciones cldsicas publicadas se centran en la utilizacion de la informacion espectral y
prestan menos atencion a la correlacion espacial de los datos, la cual puede proporcionar

informaciones unicas en la caracterizacion de muestras.

1.2.1.1 Fundamentos de la técnica

HSI es una técnica no destructiva que proporciona informacion espectral espacial precisa y
detallada de una muestra. Se basa en la construccion de imdgenes espectrales, construidas
por medio de la integracion de un hardware y software capaz de manejar espectros, con
una secuencia de imdgenes con alineacion predefinida a un nivel de energia. La técnica
consiste en capturar una imagen con la cdmara instalada en el equipo y obtener para cada
pixel de la imagen un espectro en un rango determinado de longitudes de onda. La
informacion espectral y espacial que se obtiene al mismo tiempo, desde el objeto
investigado, estdn dispuestas en un “hipercubo” Figura 1, que es un conjunto de datos 3D
caracterizado por dos dimensiones espaciales y una dimension espectral [72,73], teniendo
en cuenta que en una imagen hiperespectral el espectro de cada pixel puede ser analizado.
De acuerdo con la diferente longitud de onda de la fuente y la sensibilidad espectral del
dispositivo, se pueden analizar varias caracteristicas fisico-quimicas de una muestra [73].
En estos ultimos afios HSI representa una solucion atractiva para la caracterizacion,
clasificacion y control de calidad de materiales diferentes en varios sectores industriales. Se
ha empleado en la inspeccidn de alimentos [74,75], en la deteccidon de contaminantes en los
productos agroalimentarios por ejemplo de carne y hueso en relacion a la crisis de la EEB
(Encefalopatia espongiforme bovina) [76,77], en el sector farmacéutico [78, 79] en la
medicina [80, 81] en obras de arte [82] y en estudios de polimeros [83]. También, se ha
empleado esta técnica en los sectores de residuos sdlidos, como por ejemplo; el reciclado de
vidrio [84] la caracterizacion de pelusa [85], las cenizas restantes en los incineradores de los
desechos sdlidos municipales [86], el control de calidad en los productos de compost [87], y

en la clasificacion de poliolefinas [88, 89]. En el marco del control de calidad de los cereales,

22




1. INTRODUCCION

especialmente de maiz y trigo, diferentes aplicaciones de HSI se han reportado en la
literatura que implican, por ejemplo, la evaluacion de la contaminacion fungica [90, 91], la
deteccion de dafios inducidos por insectos [92], o la determinacion de la dureza delos

granos [93].

Los estudios realizados en la aplicacion de técnicas de HSI para la clasificacion e inspeccion
de materiales estdn aumentando cada dia, lo que demuestra que esta técnica es una
herramienta analitica muy adecuada y prometedora para el control de calidad. A pesar de
estas ventajas, HSI es aun dificil de ser aplicado de forma sistemdtica, especialmente en
aplicaciones industriales en tiempo real, debido a la enorme cantidad de datos contenidos
en imdgenes espectrales, lo que requiere tiempo de cdlculo, demasiado tiempo de
comparacion, especialmente cuando se trata con particulas que se mueven en la cinta
transportadora para ser reconocidas y/o seleccionadas con alta velocidad de
procesamiento. Una forma de superar este problema es identificando unas pocas
longitudes de onda mds tiles, reduciendo de este modo la adquisicion y el tiempo de

andlisis de datos [94].

g » A

Figura 1. Representacion del “hipercubo”. Cada imagen representa una banda particular a
una determinada longitud de onda y cada pixel consiste en un espectro de una region

espectral [95].
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Los equipos empleados para el estudio de imdgenes hiperespectrales pueden variar en
cuanto a su configuracion de acuerdo a las necesidades especificas de cada laboratorio. Sin

embargo, se pueden definir las siguiente partes fundamentales [74, 96] (figura 2):

- Sistema de transporte de muestras. El sistema cuenta con una cinta transportadora
controlado por un software. El detector es capaz de registrar dos dimensiones del
cubo hiperspectral a la vez; una espacial y una espectral. Obteniendo un espectro de
cada pixel de la muestra.

- Fuente de iluminacion. La muestra es iluminada con una Idmpara haldgena de
150W, posicionada con una inclinacion de 45° respecto al plano de la muestra.

- Espectrofotometro (Acoplado al equipo)

- Cdmara. El acoplamiento entre el espectrofotometro y de la cdmara hace que las
medidas realizadas en las longitudes de onda de los extremos no sean bien
registradas y se han de eliminar en el andlisis. Esta configuracion del sistema
permite un tiempo de andlisis muy reducido y la posibilidad de medir diversas
muestras simultdneamente, siempre que el campo registrado por el objetivo sea

suficiente.

La resolucion de las imdgenes obtenidas estd fijada al eje de abscisas (el numero de
pixeles del detector), mientras que el eje de ordenada depende de la velocidad con que
avanza la cinta transportadora de muestras. A mds velocidad de la cinta, el drea
medida en cada pixel es mds grande, haciendo que la imagen obtenida pierda

definicion.

- Los valores de reflectdncia siguen la Ecuacion A

R='""% Fcuacion A (97, 98)
r — rb

w

Donde r; es el valor de reflectdncia medida directamente, r, es la reflectdncia medida por el
negro (correspondiente al ruido de fondo) y r,, es el valor de reflectdncia medida por una

muestra estandar blanca. Los valores de ry y r,, se obtienen con el calibrado del equipo.
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Camara hiperepectral

Camara hiperepectral
y soporte

N

Computadora

-2

Cinta
transportadora

Figura 2. Representacion de los principales componentes del equipo HSI utilizado para la

adquisicion de imdgenes espectrales (HSI).

1.2.1.2 Concepto bdsico de imdgenes hiperespectrales

Una definicion comun de imdgenes hiperespectrales es: “La adquisicion simultdnea de
imdgenes espaciales en muchas bandas espectrales contiguas medidas a partir de una
plataforma de operacion remota” [99]. La naturaleza combinada de las imdgenes y la
espectroscopia, representadas en una imagen hiperespectral, proporcionan
simultdneamente las caracteristicas fisicas y geométricas (forma, tamafo, apariencia y
color de la muestra bajo andlisis, asi como la composicion quimica de la misma a través del
andlisis espectral [100].

Hay tres enfoques distintos para construir imdgenes hiperespectrales basadas en el método

por el cual se adquiere la informacion espacial, ellos pueden ser:

- Whiskbroom (plumero) que va haciendo exploracion por punto.

- Pushbroom (cepillo) que va haciendo exploracion por banda.

- Filtros sintonizables, conocido también como explorador por drea.
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Una representacion grdfica de la generacion de imdgenes hiperespectrales viene dada en la
Figura 3, donde las flechas indican las direcciones de la adquisicion secuenciales de la
informacion o datos para completar el cubo de informacion espacial y espectral

“Hipercubo”. Como se observa hay dos modos:

(a) Modo de escaneo a través de la longitud de onda, explorador por banda o de Filtro

sintonizable.

(b) Modo de escaneo espacial o Imagen pushbroom: La imagen es adquirida linea por linea
a lo largo del eje de ordenadas. Este método es el que hemos utilizado en la adquisicion de

nuestras imdgenes [101].

S M
$ - /
rﬁ. Spatial (x ) :
: o
}"n-*l EE-F
I | £
&
Aoy A
Spatial ﬂr‘J
- x

Figura 3. Representaciones conceptuales de los modos de adquisicién de imagen [75].
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1.2.1.3 Adquisicion de la imagen hiperespectral

La formacion de imdgenes hiperespectrales se suele llevar a cabo de dos maneras: de modo
reflectancia y de modo de transmitancia, dependiendo de la disposicion relativa entre la
fuente de luz y la unidad dptica (lente, espectrofotometro y cdmara) [102]. La adquisicion
de nuestras imdgenes fue en forma de reflectancia, que luego fue transformada como

absorbancia aparente.

Seleccidn de regiones de interés

El software asociado al sistema, permite seleccionar zonas aleatoriamente, segun el interés
del analista, a estas zonas se le llama, regiones de interés (ROI) sobre la superficie medida,
siendo el promedio de la reflectancia por pixeles de toda el drea seleccionada dando como

resultado un solo valor [103]. Ver figura 4.

Figura 4. Imagen de un trozo de jamon y ejemplo de la seleccion de una ROIs sobre la

superficie de una imagen reconstruida.

1.2.1.4 Correccion de la imagen hiperespectral

La gran cantidad de informacion en numerosas bandas continuas hace de las imdgenes
hiperespectrales sean una herramienta util para el andlisis y caracterizacion que la industria
agroalimentaria necesita. Por lo tanto, es necesario un proceso de calibracion robusto para
garantizar la fiabilidad de la informacion extraida. En primera instancia el eje espectral
debe ser calibrado usando iluminantes estandar de emision de luz. Una sequnda calibracion

se da en el proceso de adquisicion de imdgenes hiperespectrales, éstas necesitan una
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calibracion posterior de la reflectancia, la cual debe ser corregida de la respuesta espectral

de la muestra y de la cdmara térmicamente sensible [104].

Una vez recibida la imagen en la memoria del sistema, ésta se procesa, esto significa que la
imagen se segmenta pixel a pixel, se filtra el resultado obtenido de la imagen y se extrae la
informacion necesaria de cada uno de ellos. Todos estos algoritmos, comiunmente son
llamados cadena de procesamiento, que abarca desde la adquisicion de la imagen hasta su
andlisis, por lo regular estas correcciones, se hace antes de transferir los datos para su pre-
procesamiento.

Para optimizar el proceso se pueden descartar regiones en la imagen que no es necesario

analizar y seleccionar las ROI, descritas anteriormente.

1.2.1.5 Pre-procesamiento de la imagen hiperespectral

El uso de diferentes técnicas de pre-procesamiento para corregir los efectos no deseados
consiste en tratar matemdticamente los datos espectrales, tales como la dispersion de la
luz, las variaciones de longitud de onda y el ruido aleatorio resultante de la determinacion

de las propiedades fisicas (efectos instrumentales) de la muestra.

Este paso se realiza antes de la modelizacion multivariante a fin de reducir, eliminar o
normalizar dicho impacto en los espectros y por ende mejorar significativamente la

robustez del modelo de calibracion.

El hecho de utilizar técnicas de pre-procesado de imdgenes hiperespectrales orientadas a la
reduccion de la dimensionalidad de los datos de entrada viene propiciado, entre otros
motivos, por el conocido como fendmeno de Hughes [105], descrito a continuacion. En un
problema de clasificacion tipico, el objetivo es asignar una etiqueta de clase a los datos de
entrada. El error minimo esperado que se puede alcanzar al realizar la clasificacion es lo
que se conoce como el error de Bayes [105]. El error de Bayes es una funcion que decrece
con la dimensionalidad de los datos. Una nueva caracteristica afiade informacion sobre el
ejemplo y entonces, uno esperaria que la clasificacion fuese tan buena como cuando esta
informacion no se habia introducido. Sin embargo, en la prdctica esto no es asi, cuando se
afiade una nueva caracteristica a los datos el error de Bayes disminuye, pero al mismo

tiempo las desviaciones del error de la clasificacion aumentan. Este incremento se debe al
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hecho de que se necesitan calcular mds pardmetros partiendo del mismo numero de
ejemplos. Si el incremento de las desviaciones del error en la clasificacion es mayor que el
decremento del error de Bayes, entonces el uso de la caracteristica adicional degrada la
regla de decision. Y este fendmeno es lo que se conoce como el efecto Hughes [103].

Es importante mencionar que existen muchos enfoques de pre-procesamiento descritos en
la literatura cientifica [103] tales como, el suavizado espectral, uso de la funcion derivada,
la normalizacion vectorial (del inglés standard normal variate, SNV), entre otros. La eleccion
de las técnicas de pre-procesamiento depende fundamentalmente de la calidad de los datos
espectrales en bruto, de las caracteristicas principales a extraer, asi como del uso de la
informacion espectral extraida y del andlisis de los mismos. La segmentacion de la imagen

podria considerarse como un paso del pre-procesamiento.

En el caso de este estudio, se ha aplicado el algoritmo de pre-tratamiento SNV y mean

center, debido a que son los algoritmos que mds se adecuan a los espectros obtenidos.

Algoritmo SNV o normalizacion Vectorial es uno de los métodos mads utilizados para reducir
efectos de dispersion en los espectros. La SNV centra y escala cada espectro de forma
individual para hacer que cada uno tenga una mediana igual a cero y la desviacion
estandar igual a 1 [106]. La Figura 5, muestra los espectros antes (A) y después del

tratamiento de SNV (B) notdndose un ligero cambio al remover algunas dispersiones.
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Iog(1/R)

0,1
880 901 922 943 964 985 1013 1041 1069 1097 1125 1153 1181 1209 1237 1265 1293 1321 1349 1377 1405 1433 1461 1489 1517 1545 1573 1601 1629 1657 1685 1713
nm

SNV

4
901 915 929 943 957 971 985 999 1013 1027 1041 1055 1069 1083 1097 1111 1125 1139 1153 1167 1181 1195 1209 1223 1237 1251 1265 1279 1293 1307 1321 1335 1349 1363
nm

Figura 5. Espectros sin ningun tratamiento (A), y después de aplicar el tratamiento SNV (B).
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Mean center (MnCn) se refiere a que las columnas centrales tengan media cero. Puesto que
los datos multivariante se manejan normalmente en formato de tabla o matriz, donde las
columnas son las variables, mean center implica la resta de los promedios variables de los
datos es decir, calcula el valor promedio de cada variable y luego lo resta a los datos. Esto
implica que cada columna serd transformada de tal manera que la variable resultante

tendrd una media de cero, y por consiguiente centra la columna [106].

1.2.1.6 Procesamiento de la imagen (Tratamiento de los datos)

Después de haber realizado el pre-procesamiento, nuestra imagen estd lista para extraerle
informacion relevante e incluso hace posible observar la variacion de las propiedades de las
muestras en estudio en todas las regiones de interés. Ademds, cada pixel de la imagen se
transforma de manera significativa en imdgenes donde se pueden apreciar sus propiedades
quimicas, visualizandose la distribucion espacial cuantitativa de los componentes en
funcidn de sus concentraciones relativas. Esta es una de las ventajas mds interesante de las
imdgenes hiperespectrales, la riqueza de los datos que residen en ellas; por lo que es
necesario usar herramientas estadisticas y matemdticas para su andlisis. La enorme
cantidad de datos, sin duda, necesita de la combinacion de andlisis multivariantes y
herramientas de visualizacion para extraer informacion significativa de manera eficiente.
Usando el andlisis multivariante se pueden clasificar los datos espectrales mediante
técnicas (supervisadas o no-supervisadas) y analizarlos usando regresion multivariante

(lineal o multiple) [107].

Estos métodos permiten relacionar informacion fisica contenida en las imdgenes
espectrales con un conjunto de datos multivariante con variables quimicas. Los métodos

multivariantes de clasificacion de datos hiperespectrales son numerosos.

1.2.1.7 Herramienta de visualizacion

La forma mds simple de abordar los datos de una imagen hiperespectral es haciendo una
clasificacion de pixeles de la imagen hiperespectral que consiste en considerar que los
pixeles de interés estdn compuestos por un solo material, utilizando las técnicas
convencionales de clasificacion de patrones [108] pero con mayor precision, debido al

elevado numero de bandas espectrales disponibles.
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Existe un conjunto de técnicas y algoritmos de clasificacion de imdgenes que realizan la
interpretacion de la misma, en base a la asignacion de una etiqueta o clasificacion
individual a cada uno de los pixeles de la imagen.

En este caso se uso algoritmos de clasificacion, los cuales pueden dividirse en dos grandes
categorias [109]: algoritmos supervisados y algoritmos no-supervisados:

Algoritmos no-supervisados: Presuponen que no existe ningun tipo de conocimiento a priori

sobre las clases existentes. El objetivo de estas técnicas es identificar, de forma
automatizada, clases o agrupaciones de pixeles, utilizando para ello una métrica de
similitud.

Algoritmos supervisados: Parten de un cierto conocimiento sobre las clases existentes, a

partir del cual pueden derivarse criterios de clasificacion. Esta aproximacion suele venir
dada por un paso previo en el que se seleccionan firmas espectrales caracteristicas de las
clases existentes.

Los algoritmos utilizados en este trabajo fueron los no-supervisados, por lo cual hablaremos

con mds detalle a continuacion.

1.2.1.7.1 Algoritmos de clasificacion no-supervisados (IsoData)

Las técnicas de clasificacion de pixeles de forma no-supervisada en imdgenes
hiperespectrales se encuentran en plena fase de desarrollo [73]. Entre las técnicas
existentes, destaca el método K-Means [110], que supone la existencia de K clases
(parémetro que debe ser determinado a priori) y realiza una agrupacion de los pixeles de la
imagen en dichas clases utilizando vectores basados en los espectros promedio de dichas
clases.

Por otra parte, el método ISODATA [111] también requiere la inicializacion de un pardmetro
K relativo al numero de clases deseadas, de forma previa a la ejecucion del algoritmo.
Ademds, este método necesita informacion relativa al numero minimo de firmas
pertenecientes a una clase. Si el valor inicial de K es bajo, la dispersion entre clases
diferentes puede ser muy alta. Por el contrario, si el valor inicial de K es alto, la distancia
entre clases puede ser muy pequefia, provocando el particionamiento de una misma clase
en varias clases similares entre si. En general, la literatura reciente demuestra que los

resultados obtenidos por estas dos técnicas no han sido demasiado satisfactorios, salvo en
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aplicaciones muy concretas [112]. La clasificacion IsoData no supervisada, clasifica las
clases distribuyéndolas uniformemente en el espacio de datos para luego agrupar de forma
interactiva los pixeles, utilizando técnicas de distancia minima. Cada interaccion recalcula el
promedio de los pixeles y los reclasifica con respecto a los nuevos promedios. Cada division
interactiva, clase, fusion y eliminacion se realiza sobre la base de los pardmetros del umbral
de entrada. Todos los pixeles se clasifican a la clase mds cercana (al menos que se
especifique un umbral de desviacion o la distancia estdndar, en cuyo caso algunos pixeles
son clasificados con los criterios seleccionados). El proceso finaliza cuando se alcanza el
numero de pixeles en cada una de las clases o el umbral de cambio de pixel seleccionado o
numero mdximo de interacciones. La Figura 6 muestra un ejemplo de esta herramienta de
visualizacion.

Para nuestro estudio el numero de interacciones fue de 100 para cada imagen a tratar.

A) ' B)

Figura 6. Imagen de un jamodn lItaliano reconstruida con los canales de las principales
longitudes de onda (A) y luego clasificada con el método no supervisado IsoData del

programa ENVI 5.0 (B)

1.2.1.7.2 Algoritmo de clasificacion supervisada

Dentro de las técnicas de clasificacion supervisadas, destacamos los filtros de similaridad
(del inglés, matched filters) y el método SAM (del inglés, Spectral Angle Mapper), ambos
basados en estadisticas de primer orden [113]. Dentro de esta categoria también pueden
encontrarse otros clasificadores como las técnicas vecino mds cercano (del inglés, nearest
neighbour), distancia minima (del inglés, minimun distance), ML, mdaxima probabilidad (del
inglés, parallelepiped o maximum likelihood).

Una vez realizada la técnica de clasificacion, se concluye evaluando el resultado obtenido

de la aplicacion del algoritmo IsoData, con las coincidencias entre las clases espectrales
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obtenidas y la absorbancia de la imagen a diferentes longitudes de onda, para ello el drea
de la muestra de menor absorbancia se le asigna el color verde de la clasificacion, y el color

rojo corresponde al drea de la muestra de mayor absorbancia.

1.2.2 Radiacion de sincrotron

La radiacion del sincrotrén incluye un amplio rango de energias o longitudes de onda que

abarca desde el infrarrojo hasta los rayos X.
La radiacion del sincrotron se caracteriza por ser:

- Brillante. Esta propiedad se refiere a la capacidad de localizar la radiacion en un
drea muy pequefia y, por consiguiente, obtener una alta intensidad, siendo la
radiacion de sincrotron un millén de veces mds brillante que la que proviene de las
fuentes convencionales de rayos X.

- Polarizable. La luz es una onda electromagnética, o sea un campo magnético que
oscila con el tiempo y que se propaga. Esta oscilacion es siempre perpendicular a la
direccion de propagacion.

Ahora bien, la oscilacion se puede producir siguiendo:
* una recta: polarizacion lineal
*una circunferencia: polarizacion circular

*una elipse: polarizacion eliptica.

- Sintonizable. Esta propiedad permite escoger, de un conjunto de valores de la

longitud de onda, la que mds se adapte a las necesidades requeridas [114].

Una instalacion de radiacion de sincrotron estd compuesta de diferentes dispositivos

principales comunes tal como se puede observar en la figura 7 [115].

- Fuente de particulas en nuestro caso acelerador de electrones: Donde se aceleran
los electrones en un tramo recto. De 0 a 100 MeV
- Anillo de aceleracion: Es el sequndo anillo de aceleracion para los electrones. Esta

vez de 100 MeV hasta 3 000 MeV (3GeV)
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- Anillo de almacenamiento: Tiene por funcion reponer la energia del haz que se
perdid por la emision de radiacion, permitiendo que este se mantenga constante por
varias horas o dias.

- Elementos magnéticos: Dipolos, son imanes curvadores “bending magnets” para
curvar la trayectoria del haz de particulas (no se muestra en la figura porque son
internos en el anillo de aceleracion).

- Lineas de luz de sincrotrén: compuesta de la cabina dptica y cabina experimental, es

donde se inserta la luz del sincrotron mediante unos dispositivos especiales y

aprovechados en mediciones experimentales.

PRINCIPALES COMPONENTES

1, ACELERADOR DE ELECTRONES
2. ANILLO DE ACELERACION

3, ANILLO DE ALMACENAMIENTO
4, CABINA OPTICA

5. CABINA EXPERIMENTAL

6. ESTACION DE TRABAJO

Figura 7.Esquema general de un sincrotron y sus principales componentes [115].
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1.2.2.1 Fundamentos teoéricos de la radiacion sincrotron

Espectro y energia cinética del foton

La radiacion de sincrotron abarca una amplia gama de energias de los fotones que van
generalmente desde el infrarrojo hasta los rayos X duros. Aun cuando la radiacion se emita
continuamente en una Orbita circular, para un observador a una distancia fija de la fuente
de luz, ésta se muestra como una serie de pulsos equidistantes, como puede verse en la
figura 8, donde se muestra un electron en una Jrbita circular. En este caso la particula estd
girando en un anillo de radio (p), haciendo que la radiacion emitida tome la configuracion
espacial de una espiral con una distancia Lpigual a 2ritp entre vueltas. Desde un punto fijo
(punto A), verd pulsos de luz con una frecuencia c¢/Lo, donde c es la velocidad de la luz en el

vacio.

Como la amplitud angular del haz es del orden de 1/y, mientras ilumina al observador, la

particula viajara sélo una distancia (d) de orden:

d=§ Ecuacion B

Ptu I- To :%

Figura 8. Una particula en movimiento periédico emite un diagrama de radiacion de forma
espiral que un observador en el punto A detecta como pequefnos pulsos de radiacion de

duracion T=L/c, y que se suceden a intervalos regulares LO/c [116].
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1.2.2.2 Espectroscopia de absorcion de rayos X (XAS)

Este trabajo se centra principalmente en la espectroscopia de absorcion de rayos X (del
inglés, X-ray Absorbion Spectroscopy, XAS) una técnica analitica muy utilizada en diversas
aplicaciones [117], la cual se ha utilizado para la especiacion de los metales hierro y zinc en

el jamdn curado y arsénico y zinc en los moluscos.

Medidas experimentales XAS

En la espectroscopia de absorcion de rayos X, comprende dos técnicas: XANES y EXAFS, que
conllevan principios fisicos y tratamientos matemdticos distintos, ademds de darnos

diferentes informaciones.

La region XANES (del inglés, X-ray Absorption Near Edge Structure): estd comprendida
entre-30eV (electron-voltios) hasta la region de unos 50 eV por encima del borde de
absorcion, sobre esta region suele haber variaciones intensas de la absorcion. El espectro
XANES trabaja en la region donde la longitud de onda del fotoelectron es del orden de las
distancias interatomicas y, por ello, su camino libre medio es lo suficientemente largo como
para que le ocurran dispersiones multiples antes de que regrese al dtomo central. De este
modo, el espectro XANES involucra dispersiones multiples y transiciones a estados
desocupados, siendo rico en informaciones cristaloquimicas del dtomo absorbente, como el
estado de oxidacion, la densidad de estados desocupados y la estructura cristalina en que

estd inmerso el atomo absorbente [118, 119].

Region EXAFS (Extended X-ray Absorption Fine Structure): Se llama asi a la absorcion en
energia que ocurre en la region entre 50 hasta unos 1000 eV por encima del borde de
absorcion y que presenta oscilaciones mds suaves en la absorcion (estructura fina) y hoy en

dia se explica en términos de una teoria de multiple scattering.

Esta estructura fina posee informacion precisa sobre la estructura atéomica local alrededor
del atomo absorbente. En esta region, el camino libre medio del fotoelectrén es corto y las
dispersiones multiples se vuelven menos probables. Esto hace que las contribuciones mds
importantes al espectro EXAFS generalmente involucren sélo dos dtomos, un absorbente y

un retrodispersor, dando lugar a la dispersion simple. Sin embargo en ciertos casos los
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caminos de dispersion multiple pueden tener contribuciones relevantes como para ser

tenidas en cuenta en el andlisis de los espectros [120].

Un espectro de absorcion de rayos X nos da informacion respecto de las transiciones
electronicas en los niveles internos de un dtomo, siendo el proceso bdsico la excitacion de
los electrones localizados en niveles 1s o 2p a través de la absorcion de rayos X.

En la Figura 9 puede verse un espectro de absorcion de rayos X. Al graficar el
coeficiente de absorcion en funcion de la energia, los datos experimentales muestran tres
caracteristicas generales:

(a) un decrecimiento general de la absorcion de rayos X al aumentar la energia
incidente E, lo que estd de acuerdo con cdlculos semi-cldsicos simples que predicen un
comportamiento del tipo u(E)~pZ/AE; (donde p es la densidad de la muestra, Z y A el
numero y la masa atémica, respectivamente),

(b) la presencia de un aumento abrupto de la absorcion a determinada energia
denominada borde de absorcion (K-edge), es tnica para un determinado dtomo absorbente
que refleja la energia de excitacion de los electrones de capas internas, dando paso a la
selectividad atémica de la técnica.

(c) por encima del borde, una estructura oscilatoria que modula la absorcion. La
primera caracteristica ilustra el fendmeno de absorcion de rayos X, descrito por la “regla de
oro” de Fermi, la posicion en energia del borde descrita en la sequnda caracteristica es
Unica para un determinado dtomo absorbente y refleja la energia de excitacion de los
electrones de capas internas, dando paso a la selectividad atémica de la técnica [121]. La
tercera caracteristica es justamente la que presenta interés en la estructura fina de la
absorcion de rayos X, EXAFS. Cuando es correctamente interpretada, contiene informacion
estructural detallada, como distancias interatémicas y numeros de coordinacion.

Entre las energias antes y después del K-edge, habitualmente se reconocen dos regiones

principales en el espectro (Fig. 9):
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Figura 9. Representacion esquemdtica de un espectro de absorcion de rayos X y las
transiciones electronicas que corresponden esas caracteristicas bdsicas del espectro

[122].

A - region del pre-borde: se refiere a las transiciones electrénicas con absorcion de energia
menor que la energia de enlace, esto ocurre cuando el dtomo absorbente posee estados
desocupados o parcialmente desocupados por debajo del nivel de Fermi. Tales transiciones
tienen pocas probabilidades y, por lo tanto, producen solamente pequefias oscilaciones en
el espectro de absorcion. La posicion exacta del pico depende de los detalles del estado de
oxidacion, tipo de simetria del sitio (octaédrica, tetraédrica, etc.) y de la naturaleza del
enlace.

B - Borde de absorcion (K-edge): region caracterizada por un aumento abrupto de la
absorcion cuando la energia absorbida resulta suficiente para extraer electrones del dtomo
absorbente.

C - Transiciones para los estados del continuo: corresponden a la absorcion de fotones con
energias mayores que la energia de ligadura atémica, de manera que ocurren transiciones
para estados del continuo, no localizados en el dtomo absorbente y el exceso de energia es
cargada por el fotoelectron en forma de energia cinética. Esta region se sub-divide en dos:

e laregion XANES (X-ray Absorption Near Edge Structure)
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e Laregion EXAFS (Extended X-ray Absorption Fine Structure)

Finalmente, podemos enumerar algunas caracteristicas de la espectroscopia de absorcion

de rayos X que la vuelven una herramienta unica en estudios estructurales:

i. La energia de ligadura de los electrones internos es una caracteristica de cada
dtomo y, por ello, XAS (XANES y EXAFS) es una técnica que posee selectividad atomica.

ii. XAS sondea la estructura en la vecindad del dtomo excitado, esto es, el
ordenamiento a corto alcance;

iii. resulta posible estudiar la estructura local alrededor de dtomos en una matriz,
por mds que éste se encuentre en concentraciones muy bajas;

iv. debido a su cardcter local, el formalismo de la retrodispersion es aplicable tanto
para materiales en estado gaseoso como a la materia condensada, que estd en estado

liquido, vitreo o cristalino [121].

1.2.2.3 Absorcion de rayos X cercano al borde de absorcion (del inglés, X-ray Absorption

Near Edge Structure , XANES)

La region XANES (X-ray Absorption Near Edge Structure): estd comprendida en la region de
hasta unos 50 eV por encima del borde de absorcion, sobre esta region suele haber
variaciones intensas de la absorcion. El espectro XANES trabaja en la region donde la
longitud de onda del fotoelectron es del orden de las distancias interatomicas y, por ello, su
camino libre medio es lo suficientemente largo como para que le ocurran dispersiones
multiples antes de que regrese al atomo central. De este modo, el espectro XANES involucra
dispersiones multiples y transiciones a estados desocupados, siendo rico en informaciones
cristaloquimicas del dtomo absorbente, como el estado de oxidacion, la densidad de
estados desocupados y la estructura cristalina en que estd inmerso el dtomo absorbente

[123].

1.2.2.3.1 Tratamiento de datos XANES

El espectro XANES permite determinar la coordinacion, simetria y geometria del entorno, el
estado de oxidacion, los niveles de ocupacion de orbitales y la inversion catidnica entre

otras posibilidades. Esto es posible a partir del andlisis de las caracteristicas distintivas de
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un espectro de absorcion de rayos X en la region cercana al borde de absorcion de los

niveles electrénicos profundos del dtomo.

La posibilidad de interpretar, de forma empirica, es el resultado de la obtencion de todos
datos experimentales, de los que pueden extraerse determinadas regularidades que se
corresponden con algunos aspectos de la naturaleza del sistema estudiado. En este sentido
se entienden a los espectros XANES como una “huella digital” que pudiéramos resumir en

las siguientes caracteristicas:

- Posicion e Intensidad de las transiciones electronicas Region de Pre-borde.
Esta region estd caracterizada por las transiciones que ocurren entre estados ligados de
niveles profundos y estados ligados desocupados localizados inmediatamente por debajo
del nivel de vacio (a pocos eV de la energia umbral de ionizacion E,). Este tipo de
transiciones dependen, en primer orden, del estado de oxidacion y de la geometria local, y

también la forma e intensidad de la transicion depende de la distribucion de espin [124].

En la region pre-borde, los estados indicados estdn asociados con distorsiones
geomeétricas de los entornos (ruptura de simetrias de inversion) lo que transforma en
permitidas las transiciones dipolares que en otro caso son prohibidas. En la teoria de
orbitales moleculares esto puede ser interpretado como una mezcla de orbitales
desocupados accesibles [125].

Por todo lo anterior, es necesario el estudio de compuestos de referencia bien conocidos
estructural y electronicamente, tanto por espectroscopia de rayos X, como por otras
técnicas convencionales como ICP-MS, teniendo como objetivo conocer las caracteristicas
de los pre-bordes, correlacionando la intensidad y la energia de cada uno de ellos con

geometria y el estado de oxidacion del elemento absorbente.

- Posicidn en energia del Borde de Absorcion
Se ha demostrado, para toda una serie de compuestos quimicamente similares (i.e., 6xidos
de un mismo metal), que en las transiciones electronicas de estados ligados existe una
relacion lineal entre la posicion en energia del borde de absorcion Ey y el estado de
oxidacion formal [126]. Es decir, la comprobacion de esta regla general permite conocer
estados de oxidacion promedio de diferentes compuestos mediante la medicion de la

posicion en energia del borde de absorcion para ciertos dxidos de referencia; para ello se
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necesita una buena calibracion en energia de las medidas, que generalmente se logra con

la medida de una referencia metdlica antes de las mediciones de las muestras.

El hecho de que existan desplazamientos del borde de absorcion para diferentes estados de
oxidacidn [125] estd relacionado con las interacciones entre la densidad electronica de los

estados finales y la densidad electrénica con huecos en los estados ligados mds profundos.

- Ajuste de picos de los espectros de absorcion
En procesos de fotoabsorcion y fotoionizacion, en general, es tipica la aparicion de picos de
absorcion por encima de la energia Ey del borde bajo estudio. Estos picos se denominan
picos de resonancia (o de resonancia en el continuo). Para describir este proceso existen dos

modelos:

A) Un electron eyectado es atrapado por una barrera de potencial, de la cual puede

emerger hacia el continuo por efecto tunel, y

B) Las formas de resonancia se deben a la presencia de orbitales moleculares desocupados

embebidos en el continuo [125].

Debe remarcarse que ambos enfoques son complementarios, y dan una descripcion
adecuada del fendmeno. La identificacion de tales picos estd afectada por la resolucion

(intrinseca y experimental), y no siempre puede realizarse una asignacion sencilla.

1.2.3 Procesamiento de datos

Se recoge en este apartado un resumen de las técnicas de andlisis de datos utilizadas en los

diferentes estudios realizados.

En general, podemos afirmar que es necesario usar herramientas estadisticas y
matemadticas para el andlisis, de nuestros datos obtenidos. La enorme cantidad de datos,
sin duda, necesita de la combinacion de andlisis multivariantes y herramientas de
visualizacion para extraer informacion significativa de manera eficiente. Usando el andlisis
multivariante se pueden clasificar los datos espectrales mediante técnicas (supervisadas o
no supervisadas) y analizarlos usando regresion multivariante (lineal o multiple). Los

métodos multivariantes de clasificacion de datos son numerosos.
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Los usados en este trabajo fueron los siguientes:

v Andlisis de componentes principales (del inglés, principal component analysis PCA)

v’ Andlisis discriminante con minimos cuadrados parciales (del inglés, partial least
squares - discriminat analysis, PLS-DA)

v Andlisis mediante el ajuste por combinacion lineal (del inglés, lineal combination

fitting, LCF)

1.2.3.1 Andlisis de Componentes Principales (del inglés, Principal Component

Analysis, PCA)

PCA, es una de las técnicas de andlisis estadistico multivariante mds empleada.
Esencialmente, la PCA es una trasformacion de las variables reales a unas nuevas
coordenadas ortogonales (Componentes Principales, PC), que tiene por objetivo la
reduccion de las variables que definen el sistema, pudiendo asi manifestar relaciones o
estructuras que no son evidentes con la observacion directa de los datos originales [127].

Los principales datos que se pueden extraer de una PCA son:

- El andlisis cuantitativo de los resultados

- Las tendencias que siguen los datos del sistema estudiado.

El andlisis de PCA transforma las variables originales (posiblemente correlacionadas) en
unas nuevas variables ortogonales, haciendo que la matriz de datos originales se reduzca

de tamano. Todo eso se hace sin que se pierda informacion significativa (figura 10).

El procedimiento

Las nuevas variables, que reciben el nombre de Componentes Principales (PC), son
combinaciones lineales de las variables originales, pero que no corresponden a ninguna
caracteristica quimica del sistema; son unas nuevas variables “abstractas”. El peso de cada
variable original en cada PC recibe el nombre de “loading”. Cada una de las muestras en
estudio queda representada por unos valores correspondientes a cada loading, llamados
“scores”. Asi, es posible expresar la matriz de datos original (X) en funcion de las matrices

de scores (T) y de los loadings (P") seguin la ecuacion:
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X=TP +E

Ddnde:

E expresa el error aleatorio que contengan los datos, que incluye la varianza contenida en
todos los PC que no se consideran en la creacion del nuevo modelo.

El procedimiento empleado por el método para determinar los nuevos PCs sigue el
algoritmo NIPALS (Non-linear Iterative Partial Least Squares). Se define un nuevo vector,
cuya direccion serd la mdxima variabilidad de los datos; este serd el primer PC.

A continuacion se hace rotar un segundo vector sobre la posicion del origen, manteniéndose
en direccion ortogonal en relacion con el primero, hasta encontrar la direccion de mdxima
variabilidad de los datos. Se repite este procedimiento para las diferentes PCs,
representando cada vez el porcentaje de la variabilidad del sistema mds pequefio. La figura

8 representa las selecciones de las PCs y su colocacion vectorial. [127].

PC,

Figura 10. Ejemplo teorico de una captura de las variazas en un analisis de PCA [128].

El tratamiento de los espectros XANES con PCA requiere como condicion inicial espectros
con una buena relacion sefial ruido, una buena calibracion en energia y realizar todo el
tratamiento de los datos siguiendo una misma sistemdtica en los espectros.

Para este estudio, la normalizacion, calibracion y eliminacién de fondo se llevé acabo

utilizando el software XANES dactiloscope (K. Klementiev®) para el caso del Jamon y el
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programa Athenas (Demeter 0.9.13 Bruce Ravel®) para el tratamiento de las muestras de
ostras.
Nuestras variables (espectros) fueron modeladas como una combinacion lineal de

componentes individuales (no correlacionadas) llamadas factores, Figura 11.
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Figura 11. Espectro de absorcién de un compuesto de Zn, donde se observa el vector de

datos X correspondiente al valor de la absorbancia del espectro en cada punto de energia.

Una propiedad importante de este método es que cada factor hace la mdxima contribucion
a la suma de la varianza de las variables. Consecuentemente, una situacion tipica en la que
resulta util el método es en la reduccion de un gran numero de datos a un conjunto

manejable (interpretable) de funciones base (espectros). La matriz de datos, se compone de
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c espectros, y habitualmente se pueden tener mds espectros que componentes del vector D

(el nimero de componentes es r) (Figura 12).
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Figura 12. Matriz de datos de espectros XANES. Cada espectro es un vector de la matriz.

El objetivo del andlisis de componentes principales es expresar la matriz de datos D en una
nueva base que nos permita filtrar el ruido experimental y revele las variables relevantes
del conjunto de datos. Permitiéndonos distinguir qué variables son importantes, cudles son

redundantes y cudles resultan ser sélo ruido [129].
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El andlisis de componentes principales se realiza descomponiendo la matriz de datos D de r
filas y c columnas en una matriz fila, R, que contiene los componentes principales o factores
y una matriz columna, C que contiene el peso o concentracion de las componentes

correspondiente de cada factor.
D rxc =Rrxn -Crxc

Esta descomposicion se lleva a cabo, realizando una diagonalizacion de la matriz de
covarianza de D (Z=D'.D; donde D' es la matriz traspuesta de D). Debido al gran numero de
datos que hay que manejar, esto habitualmente se realiza con el auxilio de un ordenador y
un programa adecuado, en nuestro caso se utilizo el programa XANES dactyloscope

(K.Klementiev ®2013), que se vale del algoritmo de Target Transformation.

1.2.3.2 Andlisis discriminante por minimos cuadrados parciales (del inglés, Partial Least
Squares-Discriminat Analysis, PLS-DA).

Es un método supervisado de andlisis que se basa en la regresion en minimos cuadrados
parciales [130]. Las variables independientes (X) pueden ser el espectro o el cromatograma
de cada muestra, mientras que la variable dependiente Y es una variable categdrica,
definida por el analista, que codifica cada clase de manera numérica. Habitualmente, la
matriz Y consta de numeros enteros [131]. El resultado de la regresion son valores de Y
cercanos a los que indican cada categoria. Una muestra del conjunto de prediccion se
considera que estd correctamente categorizada si cumple dos criterios: debe tener un perfil
cromatogrdfico o espectral que no sea significativamente diferente de los perfiles de las
muestras que forman el conjunto de calibracion y el valor calculado de la variable
categdrica debe estar dentro de un intervalo de valores alrededor del nimero con el que se
codifica la categoria (cut - off value), es decir, donde se han definido previamente el numero
de clases y de muestras que pertenecen a cada una de ellas. Cuanto mayor es la diferencia
entre dos clases dadas, mayor es la distancia de Mahalanobis entre ellas. La discriminacion
de las muestras se consigue mediante el cdlculo de la distancia de Mahalanobis de cada
una de ellas a los centros de los grupos considerados. Una muestra desconocida se clasifica
como perteneciente al grupo con el cual tenga una distancia mds cercana al centro. El PLS-

DA puede considerarse similar al PCA sélo en el sentido de que ambos determinan un
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hiperplano con un menor numero de variables en el cual se proyectan los datos de las
muestras desde un plano con mds variables. Sin embargo, el PCA selecciona la direccion que
retiene la mdxima estructura entre los datos, mientras que el PLS-DA selecciona la direccion
en la que se consigue una separacion mdxima entre los grupos definidos. En la construccion
de este modelo se debe tener en consideracion que se requiere un mayor numero de

muestras que de variables [131, 132].

En la construccion del modelo PLS-DA, la matriz X se compone de las huellas dactilares
espectrales y el vector Y es un conjunto de variables categoricas que indica a qué clase

pertenecen los objetos.

Los valores estadisticos evaluados en la construccion de los modelos de calibracion
incluyeron RMSEC (root mean square error of calibration), RMSECV (root mean square error

of cross validation) y el coeficiente de determinacidn r’.

Los espectros sin tratar fueron exportados desde el programa Spectral SScanner (v4.5)
CVSRL, Inc., Italia como archivos de imagen de banda NIR para el andlisis de datos. La
construccion de los modelos de PCA y PLS-DA fue realizada utilizando el programa

Unscrambler (v 10.3; CAMO, Oslo, Noruega).

1.2.3.3 Andlisis mediante el ajuste de combinacion Lineal (del inglés, Lineal Combination

Fitting, LCF)

El ajuste de combinaciodn lineal, es un método de andlisis para la interpretacion de XANES o
datos EXAFS utilizando estdndares de referencias. Este método establece que los datos de
una muestra desconocida (muestra) se pueden entender como una superposicion lineal de
los datos de dos o mds conocidos (referencias), el andlisis de LCF, por lo tanto, nos dice que
fraccion de la muestra desconocida se explica por cada referencia conocida, en otras
palabras, el resultado del ajuste es la fraccion de cada referencia en la muestra analizada,
asi como sus incertidumbres del andlisis [133].

La manera de hacer este ajuste es realizando un “encaje combinatorio” donde el conjunto
de referencias se comparan con los datos de la muestras desconocida en todas las

combinaciones posibles, dando como resultado varias combinaciones ordenadas por los
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pardmetros estadisticos del ajuste mds cercano a los datos de las muestras. Se considera
que el ajuste mds cercano a los datos de la muestra es aquel que cuyo valor del factor de

combinacidn, “R” es el numero mds pequeiio de todas las combinaciones [134].
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2.

2. OBIJETIVOS

Objetivos

2.1 Objetivo general

El objetivo del presente trabajo de tesis es desarrollar metodologias para la determinacion

de biomarcadores en productos alimenticios especificos para evaluar tanto su trazabilidad,

p.e, el jamon curado, como su papel indicador de contaminacion en la monitorizacion del

medio ambiente, p.e, molusco de mar (ostras y mejillones).

2.2 Objetivos especificos

Para la consecucion de este objetivo general, se han llevado a cabo las siguientes tareas
especificas:

v

Adquirir conocimientos sobre las técnicas espectrales (HSI, XANES, EXAFS) y el
andlisis espectral correspondiente (incluyendo el manejo de herramientas y
programas adecuados para trabajar con este tipo de datos en el procesamiento),
necesarios para poder llevar a cabo el estudio (formato y representacion de los
datos).

Trabajar con andlisis multivariante sobre el procesamiento de los datos y establecer
aquellas metodologias mds adecuadas para el tipo de datos que se tratan.

Verificar resultados espectrales de especiacion quimica obtenidos mediante la
técnica de Sincrotron con resultados obtenidos para las mismas muestras mediante
técnicas convencionales de especiacion basadas en HPLC-ICP-MS.

Aplicar la técnica de dilucion isotdpica en la identificacion del origen de muestras
alimentarias (jamon curado).

Obtener conclusiones a partir del estudio cuantitativo y comparativo realizado, y

plantear posibles trabajos futuros.
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3. METODOLOGIA EXPERIMENTAL

3.1 Preparacion de las muestras

Las muestras descritas a continuacion, fruto del trabajo de investigacion de esta tesis, son
el material de estudio de un proyecto Europeo (ORQUE-SUDOE, programa interreg) y de la
colaboracion de varias empresas donantes de todas las muestras con las cuales hemos
colaborado dentro del proyecto.
Para el jamodn curado el proyecto Espafol fue el MEC-MICINN CTM2012-30970, las
industrias colaboradoras han sido: El Sefiorio de Olivenza y la Fdbrica de embutidos y
Jamones Navarro.
Para los moluscos adquiridos como contribucion dentro del proyecto Europeo ORQUE-
SUDOE, han sido los mejillones de la federacion de productores de moluscos del Delta del
Ebro (FEPROMODEL) no obstante, se analizaron todas las demds muestras de moluscos
provenientes de la contribucion de los otros participantes en el proyecto que incluyen, en
Francia (Arcachon y La Rochelle), Portugal (Lisboa y Aveiro) y Espaia (Pais Vasco y
Santander).
La caracterizacion de todas las muestras se ha realizado por medio del uso de la
espectroscopia de Masas con fuente de Plasma Acoplado Inductivamente (ICP-MS) teniendo
como objetivo determinar el contenido metdlico de nuestros dos biomateriales empleados
(Jamon curado y moluscos), para asi realizar un correcto uso de las técnicas de especiacion
directas utilizadas en este trabajo, ademds de hacer una interpretacion adecuada de los
resultados.
Tanto el jamon curado como los moluscos, siguieron el tratamiento que se le da a todo
alimento para su andlisis por ICP-MS [1, 2], y aunque se manejaron volumenes diferentes en
cada caso, todos los pasos realizados tenian la finalidad de conseguir unas muestras lo mds
homogéneas posible para su andlisis.
Los pasos a seguir para la caracterizacion fueron los siguientes:

A) Eleccion de las muestra a analizar

B) Liofilizacion del biomaterial

C) Pesada del material liofilizado

D) Digestion de la muestra

E) Determinacion de metales en las muestras
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F) Andlisis de los resultados
Ademds, para ambas muestras se ha recibido la colaboracion de centros especializados en
caracterizacion y andlisis de biomateriales en Pau, Francia.
En el caso de los moluscos, se tenia la finalidad de realizar un material de referencia para
futuros estudios, por lo cual la especiacion metdlica fue exhaustiva con mds de cinco
laboratorios reconocidos, trabajando sobre las mismas muestras indicadas anteriormente.
El uso de las técnicas directas, en el caso del jamdn curado, fue directamente sobre la

muestra sin ningun tratamiento previo, para los moluscos fue sobre el material liofilizado.

3.1.1 Jamén curado
3.1.1.1 Seleccion de las muestras

Se han tratado muestras de diferentes origenes (Espaia, Italia y Portugal), de diferentes
tiempos de curado (03, 12, 14, 26, 30, 40, 18, 21, 22 meses) y de una misma parte del
jamon (babilla), tal y como se especifica a continuacion:
1) Muestra ibérica de Huelva con 3 meses de curado, referenciada como Huelva 03
2) Muestra ibérica de Huelva con 14 meses de curado, referenciada como Huelva 14
3) Muestra ibérica de Huelva con 26 meses de curado, referenciada como Huelva 26
4) Muestra ibérica de Huelva con 30 meses de curado, referenciada como Huelva 30
5) Muestra ibérica de Huelva con 40 meses de curado, referenciada como Huelva 40
6) Muestra ibérica de Sevilla con 18 meses de curado, referenciada como Sevilla 18
7) Muestra ibérica de Sevilla con 22 meses de curado, referenciada como Sevilla 22
8) Muestra ibérica de Avila con 22 meses de curado, referenciada como Avila 22
9) Muestra ibérica de Extremadura con 22 meses de curado, referenciada como
Extremadura 22
10) Muestra ibérica de Badajoz con 21 meses de curado, referenciada como Badajoz 21
11) Muestra jamdn curado de Portugal con 22 meses de curado, referenciada como
Portugal 22
12) Muestra jamon curado Italiano de San Danielle con 12 meses de curado,
referenciada como Danielle 12
13) Muestra jamodn curado Italiano Parma con 12 meses de curado, referenciada como

Parma 12
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Se utilizaron también tres muestras Ibéricas de una misma pieza de jamon curado, pero de
diferentes partes con el unico propdsito de identificar las diferencias entre ellas por HSI y
elegir asi la que presente diferenciacion entre ellas, estas son:

14) La cafia como la parte mds pegada al hueso, referenciada como Al

15) La maza como la parte mds prominente y lejana del hueso, referenciada como A2

16) La babilla que es como un intermedio de los tres, referenciada como A3 (ver figura

completa de un jamdn curado con sus diferentes partes en figura A, anexo V).

3.1.1.1 Metodologia empleada para el estudio mediante ICP-MS

Las muestras utilizadas para este estudio son las sefialadas del 1 al 13. Para todas las
muestras se realizaron las siguientes operaciones descritas a continuacion, previo a la
cuantificacion por ICP-MS:

» Liofilizacion: tomamos alrededor de 5 gramos de cada jamon curado y lo liofilizamos
en un equipo marca Telstar LyoQuest. Esta técnica es un método de desecacion que
no interfiere con las propiedades de nuestras muestras. El proceso empieza con la
congelacion del jamon con nitrégeno liquido y su posterior sublimacion en
condiciones de vacio, evitando asi pasar por la fase liquida.

» Homogenizacion: Una vez liofilizada cada muestra, se tritura en un mortero de
porcelana obteniendo un material homogéneo.

» Pesada: Para todas las muestras se pesa con exactitud un valor aproximado de
0.5000 gramos

» Digestion acida: para evitar un fendmeno de sobrepresion, se realizo la digestion en
el sistema DigiPREP® (figura B, anexo VI), donde una vez transferidos los 0.5000
gramos se realiza una primera fase de pre-digestion afiadiendo a la muestra 4 ml
de dcido nitrico concentrado y 1 ml de perdxido de hidrogeno (30%) y dejando
reposar de 10 a 12 horas. Pasado este tiempo se colocan los tubos de digestion al
equipo DigiPREP® con las siguientes etapas:

- 1°:Una hora a una temperatura de 60 °C
- 2° Tres horas a una temperatura de 90 °C
Al finalizar el proceso todas las muestras estaban digeridas por completo.
» Dilucion: Pasado el proceso de digestion y enfriamiento de las muestras, éstas se

transfieren a frascos de polipropileno de 50 ml y se llevan a 25 g de peso con agua
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desionizada (Milli-Q). Las diluciones finales de las muestras se realizaron por
volumetria, haciendo dos tipos de diluciones con el objetivo de analizar tanto los
elementos que se encuentran en mayor proporcion o en concentraciones de partes
por milléon (ppm) como los que se encuentran como metales traza o en
concentraciones de partes por billon (ppb). Las diluciones realizadas se encuentran

en la tabla A anexo VI.

Todos los reactivos utilizados, son reactivos de alta pureza 99.9% de la compaiia Sigma-
Aldrich y el material de referencia utilizado fue el RM 8414 (Bouvine Muscle Powder) cuyo
contenido esta descrito en la tabla B, anexo VI.

El equipo utilizado para el andlisis de Espectroscopia de Masas con fuente de Plasma
Acoplado Inductivamente (ICP-MS) es de marca PerkinELmer ElanDRCII (figura C, anexo V).
El método a seguir es el descrito segun la Nor-031 para la determinacion de metales por
ICP-MS [3].

Los blancos de preparacion se han realizado con la metodologia de digestion utilizada pero
en ausencia de muestra.

El orden de las determinaciones analiticas fue realizada en orden de diluciones para
metales que se encuentran en concentraciones altas (metales mayoritarios) y para los que
se encuentran a nivel de bajas concentraciones (metales trazas).

Todos los metales analizados son importantes para caracterizar las muestras, pero solo
tomaremos aquellos que estdn asociados a los objetivos del presente trabajo: aquellos que
puedan ser utilizados como biomarcadores o como elementos claves para la designacion
del origen. Metales como Fe, Zn, Cu, Sr y Cd fueron considerados para la interpretacion
posterior de nuestras muestras de jamdn curado por diferentes motivos. Fe y Zn porque son
los dos elementos que estdn involucrados en el proceso de curado y se ha descrito en varias
publicaciones como estos afectan a la calidad del jamon curado [4- 6]. El Cu es un elemento
relativamente abundante en la corteza terrestre y sus iones son moderadamente solubles,
ocupando el puesto 26 en el ranking de abundancia en la corteza de la tierra detrds del Zn
con una concentracion media de 24 a 55 ppm. En el estado de oxidacion +2 el cobre es
isomorfo con los iones zn*? Mg+2 y Fe*? [7, 8]. El Sr es considerado para la relacion isotopica
de las muestras [referencia isotdpica] como se indicard mds adelante. Es un oligoelemento

utilizado para sefializar las diferencias naturales entre distintas localizaciones del suelo [9].
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Por dltimo, el Cd se encuentra muy asociado al Zn en su geoquimica ya que ambos
elementos tienen estructuras idnicas y electronegatividades similares, ambos presentas
estructuras divalentes en todos sus compuestos estables, y ambos forman hidroxidos y
complejos con iones de amonio y cianuro, asi como una variedad de complejos orgdnicos

con aminas, sulfuros complejos, cloro-complejos y quelatos [10].

3.1.1.3 Metodologia empleada para el estudio por dilucion isotopica

La determinacion de la composicion isotdpica de un elemento, puede aplicarse, como ya se
comentd, al andlisis de especiacion. En nuestro caso, no se ha realizado esta posibilidad,
sino que al tener muestras de diferentes origenes, se ha realizado una asociacion de los
isétopos de Sr con el origen de nuestras muestras. Las relaciones isotdpicas del elemento de
Sr en jamdn proporcionan un medio por el cual las regiones con caracteristicas geoldgicas

similares o idénticas pueden ser identificadas. La determinacion de isotopos de 87/86

Sr, es
considerada como adecuada para estudiar la autenticidad y la asignacion de origenes de la
gran mayoria de los alimentos [11].

El Sr pertenece al grupo Il A de los elementos de la tabla periddica, es un metal
alcalinotérreo y se puede encontrar de forma natural en forma de los isotopos: 85y, #gr,
87Sr y 88sr. [12] Para el andlisis de los isétopos estables se emplean técnicas de
espectrometria de masas, siendo el acoplamiento de MC-ICP-MS de alta resolucion
(multicollector detector) la técnica preferida en la mayoria de los estudios [13] en nuestro
caso se utilizé el equipo que se describe a continuacion.

El equipo utilizado para la determinacion isotdpica fue un multi-colector acoplado a un ICP-
MS (MC-ICP-MS) de marca Nu-Instruments, Wrexham, UK (figura C, anexo VI). Las
correcciones de interferencia, exactitud y precision fueron controladas con un material de
referencia estdndar (SRM 987; www.nist.gov/SRM). El valor de la desviacion estdndar
significa el valor de 875r / %Sr en SRM 987 (n = 40) que se obtiene a través de los andlisis
87/86 Sr=0,71034 + 0,00003.

La metodologia de andlisis es la siguiente:

Introduccion de las muestras: canal Cinnabar Spray mds 200 ul/min micro-concentric neb

auto-muestra.
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Cones: tipo Nikel A (plasma humedo), RF polvo (W):1300, Block: 3, ciclo: 20, tiempo
integracion: 20 segundos, tiempo adquisicion: 600 segundos, Correccion de masas biais:

87/865r ratio constante=0.1194.

87/565r de la matriz obtenida por mineralizacion se realizo

La separacion de los isotopos de
mediante el método de extraccion al vacio de columnas de resinas especificas para este
elemento de la marca Sr-Eichrom, se realizaron 3 ciclos completos de separacion incluyendo
la limpieza de las columnas, las 13 muestras descritas anteriormente se separaron en un

total de 12 columnas durante 8 horas (figura D, anexo VI).

3.1.1.4 Metodologia empleada para el estudio de imdgenes hiperespectrales
El objetivo de este estudio, fue utilizar la herramienta HSI en conjunto con andlisis
multivariante para clasificar las muestras de jamones curados de dos origenes diferentes
(Ibérico e Italiano) utilizando la region del infrarrojo cercano (NIR), comprendido en las
longitudes de onda de 880 nm a 1720 nm, siguiendo los siguientes pasos:
v' Se ha trabajado tanto con las imdgenes obtenidas como los espectros obtenidos
dentro del rango sefialado.
v’ Se realizé una normalizacién y eliminacion de bandas de ruido.
v’ Se identificé la parte o drea de estudio del jamén curado, donde se podia obtener la
mejor informacion posible para hacer la clasificacion.
v’ Se utilizé un andlisis de componentes principales, para identificar las longitudes de
onda que tienen mayor relevancia en la formacion de las PCs
v' Se realiz6 un andlisis discriminante en la construccién de nuestro modelo y se
comprobd su eficiencia, con variables independientes al modelo construido.

Preparacion de las muestras

Al ser una técnica directa, no fue necesario hacer un tratamiento previo de nuestras
muestras.

Se analizaron un total de siete muestras diferentes del jamon Ibérico y cuatro muestras
diferentes del jamédn italiano, se realizaron cortes con un cuchillo de cerdmica de 3 x3 cm 'y
de 0,5 cm de espesor, de cada zona de las muestras del jamon curado, se han hecho 5
cortes de cada muestra lo que significa que para una hay 5 imdgenes medidas. Se tuvo el
cuidado, al hacer los cortes, de no abarcar grandes superficies de grasa para que nuestro

estudio no se vea afectado por interferencias de la matriz.
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El orden e identificacion de nuestras muestras para este estudio, es el siguiente:

-Jamon 100% Ibérico (raza sin mezcla) de la parte de la cafia. Referenciada como Al.
-Jamadn 100% Ibérico (raza sin mezcla) de la parte de la Babilla. Referenciada como A2.
-Jamon 100% Ibérico (raza sin mezcla) de la parte de la Maza. Referenciada como A3
-Jamon 75% Ibérico (raza mezclada con un 25% de cruce Duroc) con 3 afios de curacion.
Referenciada como B1.

-Jamon 75% Ibérico (raza mezclada con un 25% de cruce Duroc) con 26 meses de curacion.
Referenciada como B2.

-Jamadn 100% Ibérico (raza sin mezcla) con 2 afios de curacion. Referenciada como B3.
-Jamadn 100% Ibérico (raza sin mezcla) con 22 meses de curacion. Referenciada como BA4.
-Jamon Italiano Prosciutto di San Daniele, con 18 meses de curacion. Referenciada como Cl1.
-Jamon Italiano Prosciutto di San Daniele, con 22 meses de curacion. Referenciada como C2.
-Jaman Italiano Prosciutto di Parma, con 22 meses de curacion. Referenciada como C3.

-Jamon Italiano Prosciutto di Parma, con 30 meses de curacion. Referenciada como C4.

Adquisicion de imdgenes hiperespectrales en la region del infrarrojo cercano

Las imdgenes HSI en NIR, fueron adquiridas en el laboratorio de caracterizacion de
particulas sdlidas, del departamento de ingenieria quimica, materiales y medioambiente, de
la Universidad de Roma la Sapienza, Campus de Latina, Italia.

El disefio de adquisicion estd basado, en el configurado por el equipo a modo pushbroom, la
plataforma o cinta transportadora es de 26 cm de ancho y 160 cm de largo, ajustable su
velocidad de 0 a 50 mm/s y el sistema configurado en el infrarrojo cercano (Near InfraRed,
NIR) y una cémara espectral modelo ImSpector N17E™.

La resolucion de la imagen, en el rango de 880 a 1720 nm es de 7 nm, haciendo la
adquisicion de reflectancia a un total de 121 longitudes de onda en el rango indicado. El
espectrometro se acoplé a una lente de 15 mm. Las imdgenes se analizan en linea, su ancho
es de 320 pixeles por 12 bits, la optica estd basada en un sistema de Prism-Grating-Prism,
que tiene una alta eficiencia de difraccion. La longitud de onda central pasa por la parte
central del sistema, mientras que las proximas son difractadas. La disposicion de

espectrometro, en linea con la muestra, permite la medida de las dimensiones geométricas.
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La calibracion de la imagen se llevé a cabo por medio de imdgenes de referencias en blanco
y negro. La imagen negra (B) fue adquirida para eliminar el efecto de la corriente oscura del
sensor de la cdmara, (haciendo apagar la fuente de luz cubriendo el lente de la cdmara con
su tapa) la imagen de referencia blanca (W) fue adquirida con una baldosa de cerdmica
blanca estdndar. Luego se aplica la siguiente ecuacion para la correccion de la imagen:

Ip—B

I=W—B

= 100

Dénde:

I es la imagen espectral corregida en unidad de reflectancia relativa (%)
lo es la imagen espectral original

B es la imagen de referencia negro (~ 0% de reflectancia)

W es la imagen de referencia blanco (~ 99,9% de reflectancia)

La figura F, anexo AAA muestra el equipo HSI usado para nuestras mediciones.

Tratamiento de las imdgenes adquiridas

El andlisis hiperespectral se basa en la capacidad del equipo descrito anteriormente, para
adquirir imdgenes digitales en una gran cantidad de canales espectrales muy cercanos
entre si, obteniendo, para cada pixel, una firma espectral caracteristica de cada material
[15]. Este proceso facilita la identificacion y cuantificacion de los materiales que se analizan
[16]. El potencial de estas imdgenes es la gran cantidad de informacion que permite
distinguir clases de manera mds detallada, esta es una gran ventaja que puede convierte en
desventaja si no se dispone de las herramientas necesarias y utiles de gran capacidad que
puedananalizar esta gran cantidad de informacion. Por lo que nos enfrentamos entonces a
los problemas de alta dimensionalidad de datos. Solo para hacernos una idea del tamafio
total de una imagen de este tipo, ha de multiplicar el tamafo del pixel en bits, por el
tamafio de una imagen o banda individual y por el numero de bandas totales. La
redundancia de la informacion, es decir, la repeticion de muchos patrones espectrales,
puede llegar a ser bastante significativa, resultando en muchos casos un inconveniente
cuando se quieren utilizar métodos estadisticos de clasificacion. Por tanto, se hace

necesario realizar técnicas de procesamiento que incluyen tanto hardware como software
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capaces de gestionar la complejidad intrinseca de los datos hiperespectrales de manera
efectiva [17]. Por ello hemos introducido una serie de pasos para el procesamiento de estos
datos como sigue:

v’ Seleccion de las zonas de interés o ROI, de las muestras, esto significa que una vez se
haya adquirido la imagen hacemos una seleccion de las regiones de interés, lo que
se obtiene haciendo un tratamiento previo de la imagen de clasificacion. (se
describe mds adelante bajo el epigrafe: segmentacion de la imagen).

v’ La informacién adquirida en la ROI es transformada en espectros con longitudes de
ondas discretas, que posteriormente son normalizados y centradas por medio de la
subestacion de sefiales de ruido y del uso de algoritmos matemdticos que se
describen mds adelante.

v' Una vez que los datos de interés han sido pre-procesados, Se lleva a cabo el
tratamiento de los mismos para extraer la informacion relevante, para lo que

utilizaremos el software adecuado que describimos mds adelante.

Seleccion de las regiones de interés (del inglés, regions of interest, ROIl)

La ROI, es el espacio fisico de la muestra de jamdn (9,75 x 6,34 mm) que se selecciona
aleatoriamente, dando como resultado un espectro promedio de los espectros de cada pixel
de la ROI, promediando asi las absorbancias para cada longitud de onda.

por el software SScaner 1.4.5, que puede tener unas dimension de 1,22 x 0,79 mm, 2,44 x
1,58 mm, 4,88 x 3,17 mm, 9,75 x 6,34 mm, en nuestro caso, se ha utilizado las dimensiones
de 9,75 x 6,34mm, obteniendo una ROI igual al promedio de 17 columnas (longitudes de
onda) por 17 filas (valores espectrales). Figura E, anexo VI.

Con el objetivo de descartar la posibilidad de variabilidad de la muestra, previamente a la
seleccion de las RO, se realizé una comparacion de los valores espectrales de ROI de trozos
(cortes) de jamon curado de una misma muestra tomadas de la parte babilla del jamdn
curado Los resultados mostraron que no existen diferencias significativas entre los trozos
por lo que procedimos a seleccionar las ROI de nuestro estudio a partir de cinco trozos de
babilla del jamon curado.

Luego se procede a realizar un algoritmo de clasificacion de imdgenes hiperespectrales,

donde cada imagen se segmenta de acuerdo a las zonas reconocidas por el software ENVI.
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Segmentacion de la imagen

Para este estudio hemos utilizado la clasificacion no supervisada (IsoData Classification) del
software ENVI 5.0 (®2012 Exelis Visual Information Solution, Inc) como herramienta de
visualizacion, el tratamiento de la imagen se inicid mediante la transformacion de la
imagen NIR en una imagen de color RGB falso (del inglés, Red-Green-Blue, RGB), la imagen
RGB se genera al tomar los canales espectrales de 1447 nm para el canal rojo; 1181 nm
para el canal verde; y 971 nm para el canal azul [18-20]. La asignacion de estas longitudes
de onda como canales de color RGB, es debido a que estas longitudes de onda se identifican
mdximas de absorbancia. Figura F, anexo VI

La reconstruccion de la imagen RGB se realiza por medio de una segmentacion o
agrupamiento de pixeles con propiedades similares, los cuales podrian representar las
diferentes zonas o compuestos presentes en la imagen.

Cada imagen procesada se diferencié zonas de baja y alta reflectancia, las cuales fueron
reconocidas con el color verde y rojo, respectivamente. Como se mostro anteriormente en la
figura 6 del epigrafe 1.2.1.7.1, (todas las imdgenes se muestran en la figura G, anexo Vi),
para cada corte, se seleccionaron 5 ROl de 9,75 x 6,34mm, y los espectros NIR de todos las
ROI se promediaron para cada region. Ambos tipos de jamodn, espafioles e italianos, fueron
tratados de la misma manera.

Esta clasificacion no supervisada (IsoData Classification) se realiza interactivamente (=100
iteraciones) hasta que se han probado todos los pixeles de la imagen dando como resultado
la segmentacion de la imagen en clases diferenciadas por zonas de baja y alta reflectancia

de la imagen del jamon reconstruida.

Andlisis espectral de los datos

Como se ha comentado, la region NIR de los espectros fue analizada usando el programa
Unscrambler, version 10.3 (CAMO, Norway). Para trabajar bajo el concepto de absorbancia
hemos convertido los datos obtenidos en reflectancia en datos de absorbancia aparente

mediante la formula:

1
A =logq (§>
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Un ejemplo de un espectro antes y después de la aplicacion de los algoritmos de trabajo se
mostrod en la figura 5, capitulo 1.

Para futuros procesamientos hemos reducido los datos espectrales al rango de longitudes
de onda de 901 a 1375 nm, seleccionando unas 68 bandas (longitudes de onda), esta
limitacion en el numero de datos es debida a que se observa una saturacion del equipo en
algunas muestras italianas y a un mejor acondicionamiento de los espectros.

Para minimizar le efectos de dispersion, se ha usado el algoritmo standar normal variate
(SNV), el SNV, Se aplica a cada espectro individual, calculando la media y la desviacion
estdndar de todos los puntos de datos para cada espectro, el valor promedio se resta de la
absorbancia para cada punto de datos y el resultado se divide por la desviacion estdandar,

obteniendo asi espectros centrados y escalados, (figura 5, capitulo 1).

Andlisis Preliminar de los datos normalizados

El hecho de utilizar técnicas de pre-procesado va orientado a la reduccion de la
dimensionalidad de los datos de entrada, esta reduccion se plantea para reducir la carga
computacional de pasos sucesivos y poder diferenciar mejor las interacciones entre
variables y las variables con mayor peso. Tiene como objetivo reducir el numero de bandas
y que, al mismo tiempo, proporcione una imagen representativa con toda la informacion
indispensable para realizar el andlisis sobre este conjunto de nuevas variables que reducen
la dimensionalidad de datos originales [21].

Es importante distinguir las técnicas de reduccion dimensional de las técnicas de
compresion de imdgenes hiperespectrales [22], cuyo objetivo es la simplificacion
dimensional que no permite, por regla general, reconstruir la imagen original.

No obstante, al hacer una reduccion dimensional no perdemos la informacion ya que
realizamos el andlisis sobre un sub-conjunto reducido de toda la imagen original. De este
modo, los algoritmos de reduccion dimensional suelen estar disefiados de forma que
minimizan los errores cometidos al trabajar con dicho subconjunto. [23].

El método de reduccion dimensional que hemos utilizado, es el andlisis de componentes

principales, descrito a continuacion.
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Andlisis mediante componentes principales (PCA)

La complejidad y cantidad de los espectros NIR requiere el uso de procedimientos de
quimiometria para extraer y visualizar la informacion analitica util. El Andlisis de
Componentes Principales (PCA) es a menudo el primer paso para el andlisis de datos con el
fin de detectar patrones en los datos medidos. El método de PCA aprovecha la elevada
correlacion existente entre bandas consecutivas de una imagen hiperespectral [24].

La transformacion PCA permite obtener un conjunto reducido de bandas (denominadas
auto vectores) poco correlacionadas entre si, (ortogonales, en el caso ideal) que contienen
la mayor parte de la informacion presente en la imagen original. Asi, el primer auto vector
contiene el mayor porcentaje de la varianza de la imagen original; el segundo contiene
mayor porcentaje de varianza que el tercero, y asi sucesivamente.

PCA se realizo con diferentes objetivos.

En una primera etapa, para estudiar las diferencias que pueden existir entre varias partes
del jamdn, muestras A1-A3 de jamon ibérico, y en una seqgunda etapa con el resto de las

muestras (B1 a C4) para la clasificacion entre ellas.

Al igual que con todos los métodos no supervisados para la clasificacion (explicados
anteriormente), el andlisis de PCA, explica y muestra los patrones de las muestras
estudiadas, pero no la clasificacion de nuevas muestras (asignacion a una clase
determinada), ya que el método no hace o no calcula una regla para generar fronteras o
regiones para los grupos de muestras obtenidas. Por lo tanto, un método supervisado fue

aplicado con el fin de consequir resultados de clasificacion.

Andlisis parcial discriminante de los minimos cuadrados parciales (PLS-DA)

La metodologia para construir el modelo PLS-DA, fue el siguiente: de cada ROI principal con
dimensiones de 9,75 x 6,34 mm, se obtuvieron 5 ROIs secundarias de 1,22 x 0,79 mm y por
consiguiente, 5 espectros promedios de estas zonas de interés, de los cuales cuatro
espectros fueron utilizados para construir el conjunto de calibracion, y uno fue utilizado

para construir el conjunto de prediccion.
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Las variables categoricas fueron asignadas a las muestras del conjunto de calibracion de la
siguiente manera: el numero 1 al jamon ibérico y el numero 2 para el jamon italiano, los
criterios para considerar que una muestra estd correctamente clasificada se han indicado
en la seccion 1.2.3.2. Los resultados, después de la construccion de este modelo de PLS-DA,

se recogen en el siguiente capitulo y en el anexo Il.

3.1.1.5 Metodologia empleada para el estudio mediante la técnica Sincrotron

En este estudio, utilizamos las técnicas de absorcion de luz sincrotron con el objeto de
identificar las formas quimicas moleculares del Fe y el Zn (especiacion) asociadas a aspectos
estructurales y electrdnicos en los sistemas en que se encuentran estos elementos
(referencias moleculares de Fe y Zn y muestras de jamdn)

Nuestro método de estudio de estos sistemas consistio en el empleo de la técnica de
Absorcion de Rayos X Cercana al Borde de Absorcion (XANES), realizando tanto
experimentos como tratamiento estadistico de los espectros. Dichas metodologias nos
permitieron revelar las propiedades estructurales y electronicas de diferentes estados de
oxidacidn del Fe y la naturaleza orgdnica e inorgdnica del Zn, obteniendo un cumulo de
informacion unicamente accesible por esta técnica gracias a su selectividad quimica y su
apropiada sensibilidad al entorno atdmico local del dtomo absorbente. Nuestra
contribucion original consistié en el aprovechamiento y la adaptacion de la espectroscopia
XANES para el seguimiento in situ del proceso de curacion del jamodn y de las
transformaciones ocurridas durante dicha curacion, estableciendo correlaciones
fundamentales entre las caracteristicas electronicas y estructurales de diferentes

referencias moleculares con el sistema que pueda haberse generado en el jamon curado.

Preparacion de las muestras de jamon para el andlisis

Después que las muestras fueron caracterizadas por medio del andlisis del ICP-MS, con el
objetivo de conocer su concentracion metdlica, se preparan muestras de jamon en forma de
cuadraditos de 1x1x1 cm de jamdn Ibérico, cada muestra se cubrié con cinta kapton
(transparente a los rayos X). Las muestras analizadas por sincrotron son las Huelva 03,

Huelva 14 Huelva 26 y Huelva 40.
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Para cada muestra, la zona de estudio es la babilla, la cual se ha dividido en dos partes, con
la finalidad de observar posibles diferencias entre ellas, una es la parte externa o superficial
de esta parte del musculo, identificada en este estudio como “ma” y otra pare mds interna
o profunda, identificada como “mb”. Cada medida fue por duplicado y se presenta el

promedio de ellas.

Para cada muestra todas las Referencias fueron obtenidas de la compafia Sigma Aldrich

(St. Louis, MO, USA), las cuales son:

A) Para el Fe: 5, 10, 15, 20-Tetrakis (pentafluorofenil) -21H, 23H- cloruro de porfirina de
hierro (lll), citocromo C (lll), mioglobina de caballo (lll), hematin (Il), cloruro de
hierro (lll), sulfato de hierro amoniacal (ll), hemin (lll), hemoglobina porcina (ll),
oxido de hierro (ll), goethita (I1l), hematita (Ill), magnetita (ll/11).

B) Para el Zn: cloruro de zinc, sulfato de zinc, 5, 10, 15, 20-Tetrafenil-21H, 23H-porfirina

de zinc, protoporfirina de zinc IX, zinc metdlico, metaloproteina de zinc.

Experimento XAS

La toma de datos en la espectroscopia XAS se realiza habitualmente de dos maneras
distintas: en modo transmision o en modo fluorescencia.

Debido a que la concentracion tanto para el Fe como para el Zn en nuestra muestra
es inferior al rango en el cual se pueda medir estos elementos por transmitancia (>50 ppm)
la opcion de medida fue la de fluorescencia. En el caso de las referencias todas se han
medido por transmitancia ya que previamente se habia calculado la concentracion
necesaria para obtener una sefial cuantificable en el K-edge. La preparacion de las mismas
consistio en hacer unas tabletas prensadas con dimensiones de 5 x 20 mm de una mezcla de
celulosa y material molturado de cada referencia para evitar cualquier error o sefial de
ruido en nuestras medidas. El montaje de las muestras en la linea experimental XAS puede
verse en la Figura 13. La energia de rayos X es seleccionada por un monocromador, siendo
que la reflexion del mismo se elige en funcion del rango de energia a ser estudiada en el
caso del Fe es 7112 eV y en el caso del Zn 9659 eV y de la resolucion experimental deseada.
La resolucion en energia AE/E es mejor para las reflexiones con indices de Miller mds altos,

aun cuando la intensidad resultante sea mds débil [25].
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Figura 13. Muestras de jamdn cubiertas con cinta Kapton y en frente el detector de la linea

XAS.

Adquisicion de los datos. Técnica XANES.

Los espectros XANES en los bordes K-Fe (7112 eV) y K-Zn (9659 eV) se midieron a
temperatura ambiente en el modo de transmision y fluorescencia usando un
monocromador de Si (111) con una apertura de rendijas de 0.3 mm en la linea BALDER del
sincrotron MAX-LAB, con un rango de energia de 2.4-40 Kev.

La sefial XANES se extrajo de los espectros de absorcion de rayos X usando el programa
Xanes Dactyloscope (15/02/2013 ®K.Klementiev, Alba-CELLS) y algunas figuras con el
programa Athenas (Demeter 0.9.13%Bruce Ravel). La adquisicion de datos (espectros) fue
hecha por medio de un barrido continuo de 7045,75 a 7175,75 para el hierro y de 9595,76 a
9725,76 para el zinc, (alrededor de 60 eV antes del borde y mds de 60 eV después del
borde), con un tiempo de 10 segundos por cada punto de adquisicion (alrededor de 130
puntos).

La normalizacion se hizo sustrayendo un fondo lineal en la region del pre-borde y un
polinomio cuadrdtico para la region posterior al borde. Como criterio de normalizacion se
fijo un salto de 1 en la absorcion a una energia, donde el espectro no presenta estructura
fina (oscilaciones mds suaves en la absorcion), la cual posee informacion precisa sobre la

estructura atomica local alrededor del atomo absorbente.
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El andlisis de datos fue realizado sustrayendo el fondo en el pre-borde y reescalando la
absorbancia por la normalizacion entre la linea de base y una region a aproximadamente
100 eV después del borde de absorcion.

El espectro XANES otorga informacion fisica y quimica del entorno local de un elemento
involucra dispersiones y transiciones a estados desocupados, siendo una herramienta rica
en informaciones cristaloquimicas del dtomo absorbente, como es el estado de oxidacion,
que posteriormente se compara con los espectros conocidos de las referencias moleculares
utilizadas haciendo que el espectro XANES se considere como una impresion digital de la

estructura tridimensional local.

Andlisis de datos

Para hacer una correcta interpretacion de los datos, resumiremos algunas caracteristicas
de la zona XANES.

Regidn de Pre-Borde (Posicion e Intensidad de las Transiciones Electronicas)

Esto quiere decir, que antes de tratar de hacer un ajuste linear o algun otro tratamiento
matemdtico con nuestros espectros debemos observar esta parte, que nos da una

orientacion de parecido entre los espectros obtenidos [25, 26].

Posicion en energia del Borde de Absorcion

El salto de energia en esta posicion estd afectado por la resolucion (intrinseca y

experimental), y no siempre puede realizarse una asignacion sencilla [27], este salto de

absorcion por encima de la energia E, (energia umbral de ionizacidon) se denominan picos

de resonancia, que pueden ser descritos mediante dos modelos:

a) Un electron eyectado es atrapado por una barrera de potencial, de la cual puede
emerger hacia el continuo por efecto tunel.

b) Las formas de resonancia se deben a la presencia de orbitales moleculares desocupados
embebidos en el continuo.[28]

Ambos enfoques son complementarios y dan una descripcion adecuada del fenomeno

ocurrido en el borde de absorcion.
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Andlisis mediante componentes principales (PCA) y Target Transformation (TT)

Debido a que las similitudes en los espectros de referencia no son fdcilmente identificables y
para realizar un pretratamiento sistematico de los datos espectrales reduciendo su
dimensionalidad, hemos realizado un andlisis mediante PCA y/o TT para determinar el
numero minimo de componentes significativos de espectros de referencia que se requeriria
para generar una matriz comparable a los espectros de las muestras [29].

La TT estd contenida en el andlisis de PCA, dependiendo si se excluye o se incluye la muestra
analizada nos da una TT o PCA respectivamente, para ambos andlisis se utilizo la region
espectral XANES, que luego nos serviria para relacionar los espectros de las muestras con
los espectros de las referencias en el ajuste de combinacidn lineal.

En el andlisis de los componentes principales en el conjunto total de los espectros XANES,
excluyendo los compuestos de referencia dxido de hierro (1), goethita (Ill), hematita (lll),
magnetita (ll/1ll), indica que sélo existen tres componentes principales. Asi, es posible
reproducir, dentro del acuerdo fijado por el método de andlisis, la totalidad de los espectros
XANES por la superposicion de sdlo tres espectros (componentes abstractas). El resto de las

componentes obtenidas estdn por debajo del nivel del ruido experimental.

Mediante el andlisis TT es posible determinar si el espectro XANES de una muestra
analizada puede ser reproducido por la combinacion de los espectros de las referencias
moleculares seleccionadas para el andlisis, en el caso de poder reproducirlo, es posible
afirmar entonces que los sitios de este compuesto (todos ellos) estdn presentes en el
conjunto de datos analizados.

Esto se puede visualizarse a través de los componentes resultantes, lo que significa, que
segun el numero resultante de componentes principales serdn mds o menos los diferentes
entornos quimicos diferenciables alrededor del adtomo de estudio. Que segun los resultados
solamente se pudo distinguir cuatro y tres entornos quimicos diferenciables para el Fe y Zn

respectivamente.

Andlisis mediante el ajuste de combinacion lineal (LCF)

El hecho de se haya identificado estos componentes principales, nos ayuda a realizar un

ajuste lineal entre las referencias y las muestra, en un rango de -20 eV y +30 eV del borde
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espectral de cada elemento. Los pardmetros estadisticos del ajuste R-factor y X°

proporcionan informacion de la incertidumbre del ajuste

La tabla 1 muestra las referencias usadas en el ajuste de combinacion lineal, eligiéndose

posteriormente la mejor combinacion resultante (es aquella que posee el menor R-factor y

X2).

No se considerd las referencias cuyo porcentaje de influencia en las muestras era menor a

5%.

ID | Referencias moleculares para el Referencias moleculares
Hierro para el Zinc

1 Cloruro de hierro (11l Cloruro de zinc

2 Sulfato de hierro amoniacal (I) | Protoporfirina de zinc

3 Mioglobina(lll) Sulfato de zinc

4 Hemin (111)

Tabla 1. Referencias de usadas para LCF y la asignacion de numero de identificacion.
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3.1.2 Moluscos
3.1.2.1 Seleccion de las muestras.

Cada muestra consistio en 50 Kg (ostras) y 20 Kg (mejillon) con tamafio similar (75 a 100
mm), que no tuvieran anormalidades en sus tejidos blandos, después del muestreo, los
moluscos vivos fueron transportados al laboratorio que iba a realizar el proceso de
liofilizacidn, que consistié en un primer paso en congelarlos alrededor de 72 horas a -49 ° C.
Pasado ese tiempo se dejo descongelar y se retiré el molusco, descartando la concha. La
liofilizacidn se llevo a cabo en dos partidas obteniendo reduccion de 5 a 7 veces de su peso,

después liofilizado.

La pulverizacion y homogenizacion del material liofilizado estuvo a cargo del laboratorio
especializado IPREM (centro gestor del proyecto ORQUE SUDOE), que bdsicamente consistio
en pulverizar las muestras y luego colocarlas en una mezcladora durante 24 horas antes de
ser envasadas en frascos oscuros y ser distribuidas a los diferentes laboratorios que
participaron en los andlisis de las muestras, el nuestro entre ellos y que forman parte del

proyecto ORQUE SUDOE.

Una vez obtenido este material liofilizado de las distintas muestras de moluscos

procesadas, se desarrollaron las siguientes tareas con dicho material:

v’ Ser utilizado para caracterizar las muestras mediante andlisis elemental por la
técnica de ICP-MS y llevar a cabo un andlisis de comparacion interlaboratorios.

v’ Realizar especiacién quimica de As y Zn mediante la técnica de sincrotron.

v’ Contribuir al proceso de creacién de un nuevo material de referencia para futuros

andalisis.

La muestra de nuestra contribucion al proyecto fueron los mejillones provenientes del Delta
del Ebro, sin embargo analizamos todas las demds muestras con el objetivo de conocer sus
concentraciones metdlicas antes de ser analizadas mediante la técnica del sincrotron y

participar en el estudio interlaboratorio del proyecto.

Los metales analizados fueron seleccionados por su relacion con el control de la toxicidad

de productos alimentarios y por su posible relacion con la actividad antropogénica. Para el
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caso de los estudios con las técnicas de sincrotron, los elementos seleccionados debian
tener una concentracion adecuada para su deteccion por la técnica.
Estos elementos son: arsénico, selenio, zinc, cromo, cobre, niquel, plomo.
No obstante y dada la limitacion del acceso, al tiempo de luz en el sincrotrén solo se pudo
analizar por esta técnica los elementos arsénico y zinc, y 4 muestras del total de 10, y cuyos,
resultados que se discuten mds adelante.
Las muestras fueron obtenidas de diferentes puntos de muestreo descritos a continuacion:
1. Ostras cultivadas de la Bahia de Arcachon, Francia. Referenciada como Arcachdn O-
C

2. Ostras silvestres de la Bahia de Arcachon, Francia. Referenciada como Arcachdn O-S.

3. Mejillones silvestres de la Bahia de Arcachon, Francia. Referenciada como Arcachdn
M-S.

4. Ostras cultivadas de la costa La Rochelle, Francia. Referenciada como La Rochelle
O-C.

5. Ostras silvestres de la costa La Rochelle, Francia. Referenciada como La Rochelle O-
S.

6. Ostras cultivadas de la costa de Ostranor, Pais Vasco, Espafia. Referenciada como
Ostranor O-S.

7. Ostras silvestres de la costa Urdaibai, Bilbao, Espafia. Referenciada como Urdaibai
O-S.

8. Ostras silvestres de la costa de Sado, Portugal. Referenciada como Sado O-S.

9. Mejillones cultivados del delta de Ebro, Tarragona, Espafia. Referenciada como Ebro
M-C.

10. Ostras cultivadas de la costa de Aveiro, Portugal. Referenciada como Aveiro O-C.
Cada una de estas muestras, fueron procesadas por los integrantes del proyecto en cada
punto de muestreo correspondiente, siguiendo el mismo protocolo de recoleccion, limpieza
y preparacion de las muestras como se describe en el protocolo de recepcion descrito en el
anexo VIl, unicamente el procesamiento de la muestra 9, estuvo a nuestro cargo, todas las
muestras se encuentran referenciadas en el texto con el numero correspondiente a su

orden.
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Procesamiento de la muestra numero 9 (mejillones cultivados del Delta del Ebro)

El objetivo primordial de este paso, al igual que el resto de muestras del estudio, es obtener
nuestras muestras de mejillones liofilizada y libre de contaminacion metdlica externa, y de
esta forma, trabajar sincronizados con los diferentes laboratorios participantes. Debido al
volumen de la muestra de mejillones, todo el procedimiento desde la recepcion a la
liofilizacion de la misma estuvo a cargo de una empresa externa especialista en
procesamiento de muestras alimentarias realizo los siguientes pasos:
1- Recepcion de 10 kg de mejillones refrigerados, donados por la federacion de
productores de moluscos del Delta del Ebro (FEPROMODEL) Tarragona. La hoja de
datos de control estd en anexo VIII.
2- Posterior congelacion a -18 C durante 24 horas en bandejas (HDPE), tapadas con
Film, y aislado de la luz.
3- Pasado este periodo, se realiza la descongelacion no forzada a temperatura
ambiente durante 6 horas, para extraer los mejillones manualmente.
4- Después de su extraccion, se filtran para eliminar el exceso de agua, quedando un
peso total de 1640 gramos de mejillones sin cascara (material himedo)
5- Se colocan en vasos de polipropileno (PP) desechables para repetir el proceso de
congelacion y posteriormente liofilizarlos.
La liofilizacion se llevé a cabo en un liofilizador Telstar Lyoquest® obteniedo como resultado
final 355 gramos de mejillon liofilizado. Esto se nos entregd en dos bolsas de 200 y 155
gramos respectivamente, al 100% de vacio sin ningtn gas conservante, ver anexo VII.
Estas muestras fueron entregadas a los coordinadores del proyecto, especializados en
homogenizacion de muestras, en el parque tecnoldgico Technopole Hélioparc en Pau,
Francia. Posteriormente fueron envasadas y etiquetadas en botellas de cristal dmbar
(aproximadamente 35 gramos de mejillon liofilizado) para su distribucion a todos los
laboratorios participantes, ver foto de las muestras en la figura H, anexo VI.
Todas las muestras fueron tratadas por igual y analizadas por triplicado (se reporta el
promedio de las medidas), al mismo tiempo que 8 laboratorios mds realizaban sus andlisis

por separado para luego ser intercomparados.
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3.1.2.2 Metodologia empleada para el estudio mediante ICP-MS

Para el andlisis de los metales de interés (arsénico, selenio, zinc, cromo, cobre, niquel y
plomo) de la investigacion se realizd una pre-digestion de todas las muestras liofilizadas,
colocando un tubo 0.500 * 0.003 gramos de la muestra liofilizada (triturada y
homogenizada) con 4 ml de dcido nitrico concentrado (265%) y dejdndola en reposo
durante 12 horas. Finalizando este proceso, se afade 2 ml de perdxido de hidrogeno al 30
%, se tapa y se coloca en un bafio de arena a 50 °C la primera hora, aumentando luego la
temperatura a 90 °C por un periodo de tres horas. Pasado este tiempo se obtuvo una
solucion transparente completamente digerida.

Tras el proceso de digestion se dejaron enfriar las muestras aforando a 50 ml con agua
desionizada (Milli-Q). Se prepararon los blancos correspondientes y un material de
referencia estdndar Bureau Communautaire de Reference, BCR 710 (ver informacion en
anexo IX) con los mismos procedimientos para controlar la exactitud y precision.

Los niveles de arsénico, selenio, zinc, cadmio, cromo, cobre, niquel y plomo fueron
determinados en las muestras digeridas mediante el ICP-MS modelo ELAN 6000 (Thermo)
con la misma metodologia utilizada por Barata y colaboradores., [30] en las instalaciones
del grupo de investigacion GTS quimica analitica de la Universidad Autonoma de Barcelona.
Los blancos fueron analizados por cada 9 muestras para controlar el efecto memoria del
equipo. Los limites de deteccion y cuantificacion (L.D y L.C) se calcularon a partir de las
mediciones de los blancos.

Los metales analizados se encuentran por encima del limite de deteccion de nuestro equipo
empleado. Como ya se habia mencionado antes, solo las concentraciones de As, Zn 'y Cu
pudieron ser estimadas para su lectura en el sincrotron, obteniendo resultados solo de los

metales As y Zn en tunicamente 4 muestras del estudio.

Estudio interlaboratorio en el proyecto ORQUE-SUDOE:Los laboratorios participantes y las
técnicas empleadas fueron los siguientes:
1- Université de Pau et des Pays de I'Adour Faculté des sciences Equipe (LCABIE-IPREM)
con la técnica Id GC- ICP-MS.
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2- Universidad Complutense de Madrid (UCM) con la técnica de ICP-MS y para la
especiacion de As la técnica de LC-ICP-MS.
3- Universidad de Aveiro, Centro de Estudos do Ambiente e do Mar (CESAM) con la
técnica de ICP-MS.
4- Universite de Bordeaux , (LPTC) con la técnica de LC/MS/MS
5- Universidad del Pais Vasco/Euskal Herriko Unibertsitatea, con la técnica de ICP-MS.
6- Universidad Auténoma de Barcelona, Centro GTS, con la técnica del sincrotron.
7- ADERA UT2A con la técnica ICP-MS y para la especiacion de As la técnica ICP-AES y
HPLC-ICP-MS
8- Ministério da Saude Instituto Nacional de Saude Doutor Ricardo Jorge
Departamento de Alimentagdo e Nutrigdo (INSA) con la técnica de ICP-MS.
9- Universite de la Rochelle Littoral, Environnement et Sociétés (LIENSs), con la técnica
de ICP-AMA.
Todos los participantes contribuyeron con la determinacion de los metales utilizando la
técnicas asignada para ellos, en esta parte solo estd el reporte de 8 participantes ya que la
participacion del equipo de LCABIE-IPREM, fue solo considerada para llevar a cabo la
especiacion de mercurio.
Siguiendo los protocolos de intercomparacion de laboratorios, los resultados obtenidos se

presentardn de manera confidencial asignando una letra a cada laboratorio.

3.1.2.3 Metodologia empleada para el estudio mediante la técnica de sincrotron

El estudio de biomarcadores se basa en que la interaccion de algunos elementos con los
organismos se desarrolla a nivel molecular y celular y por tanto, las respuestas a estos
niveles representan medidas sensibles e indicativas de posibles efectos a nivel individual
[31, 32]. Razon por la que los niveles inferiores de organizacion se convierten en los mds
apropiados para el estudio de las relaciones causa-efecto y de los mecanismos de accion de

los elementos seleccionados.

La caracterizacion de muestras marinas mediante la especiacion directa de los elementos

seleccionados, tiene su principal limitacion en el nivel de concentracion de dichos elementos
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en la muestra. Otra limitacion adicional es la identificacion y obtencion de compuestos de

referencia que puedan explicar las observaciones experimentales. [31].

Sin embargo, pocas técnicas instrumentales poseen la sensibilidad y selectividad suficientes
para llevar a cabo con éxito andlisis de especiacion en muestras medioambientales de
manera directa, siendo capaces de diferenciar entre las distintas formas quimicas de un
elemento.

La técnica del sincrotron, proporciona informacion completa sobre las especies de un
elemento en una muestra dada sin necesidad de un proceso de separacion que pudiera
alterar las formas quimicas originales de nuestras muestras.

El primer paso realizado, fue la determinacion de metales totales del apartado anterior,

para posteriormente caracterizar la especiacion de algunos de ellos.

El segundo paso fue preparar las muestras del material liofilizado y homogeneizado en seco
haciendo pequefias pastillas de aproximadamente 1 cm de didmetro cubiertas con cinta
Kapton (transparente a los rayos X) para luego poder obtener sus espectros XANES

correspondientes en la linea de luz.

Ademds, comparamos estos resultados con aquellos obtenidos con las técnicas

convencionales con el fin de contrastarlos y dar robustez a nuestros estudios.
Las muestras utilizadas fueron las referenciadas

v’ Arcachon O-S.
v' La Rochelle O-S.
v' Sado O-S.

v Ebro M-C.

Experimento XAS

El andlisis XAS se llevé a cabo en las instalaciones del sincrotron ALBA (Barcelona), donde se
analizaron arsénico (K-edge de 11.867 eV) y Zn (K-edge de 9659 eV) mediante la técnica de

XANES (X-ray Absorption Near Edge Structure). Para el Zn también se realizo la técnica
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EXAFS (Extended X-Ray Absorption Fine Structure), aunque no se uso un andlisis detallado

para esta ultima.

Todas las mediciones se realizaron en la linea de luz CLAESS. La apertura vertical de las
rendijas del haz fue de 0,5 mm, el monocromador utilizado es de doble cristal de Si (111), el
dngulo vertical del enfoque del espejo es de aproximadamente 3,7 mrad (del inglés, Millon
Radiation Absordod Dose), a temperatura ambiente. Debido al rango de concentracion de
los elementos seleccionados en la mayoria de las muestras y a la complejidad del entorno
del metal seleccionado, las mediciones de las cuatro muestras se han realizado en el modo
de fluorescencia por medio de un detector Amptek CdTe, y las mediciones de los espectros
de referencia tanto para el As como para el Zn se recogieron en el modo de transmision por

medio de detectores de cdmara de ionizacion.

Después del experimento, las muestras quedaron sin dafios por radiacion. Tampoco se
detectaron anomalias en el ruido espectral. Todos los datos fueron analizados con el

software Athenas (Demeter 0.9.13 ©Bruce Ravel).

Especiacion de Arsénico (As), adquisicion de los datos y técnica XANES.

Los compuestos de arsénico son bien conocidos como contaminantes en los ecosistemas
acudticos, que estdn naturalmente presentes en los ecosistemas marinos, los cuales,
pueden llegar a bioacumular estos metales en sus tejidos, como producto de las actividades
y caracteristicas propias de su entorno [33, 34].

Alrededor del 70% de los usos de arsénico estdn relacionados con la produccion de
pesticidas, principalmente Metanoarsonato monosddico, Metanoarsonato disddico, dcido
dimetilarsinico, y el dcido arsénico [34]. Ademds, el arsénico ha sido utilizado en la
medicina, los medicamentos veterinarios, y en la fabricacion de objetos de vidrio,
aleaciones de metales, la microelectrénica y conservantes de la madera [35]. Las
propiedades toxicas de arsénico dependen de la forma quimica en la que se encuentra (por
ejemplo, las especies toxicas arsenicales inorgdnicos vs las formas no toxicas orgdnicas de
arsénico tales como arsenobetaina) [36].

Varios estudios se han realizado acerca del arsénico en la biota de la region de la costa del

Mediterrdneo. Las dos especies marinas mds utilizadas como muestras son las ostras y los
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mejillones [37] porque son ampliamente empleadas para el consumo humano y tienen
importante valor comercial de la zona.

Sabiendo la concentracion total del As en nuestras muestras, el siguiente paso es la
determinacion de las especies quimicas en las que se presenta, lo que incluye determinar el
estado de oxidacion asi como también los correspondientes compuestos de arsénico.

Los espectros de los materiales de referencias fueron obtenidos de:

v Trioxido de diarsénico (As,03 ) como referencia de As .

v' Arsenobetaina CsH11AsO, (ASB) , como referencia orgdnica AsB

v' Pentdnxido de diarsénico (A,0s ) como referencia de As v,

Las muestras procedentes de Mar de Sado y la del Delta de Ebro son las mds ruidosas por

sus bajas concentraciones de As.

Especiacion de Zinc (Zn) en las muestras, adquisicion de los datos y técnica XANES

Aqui se utilizé el mismo conjunto de muestras que el descrito para el arsénico, con su
misma identificacion.

Zn es el elemento que se presenta en mayor concentracion de todos los metales analizados.
El Zn es un oligoelemento esencial de la bioesfera. La esencialidad de este metal se muestra
en su actuacion en un gran numero de funciones fisioldgicas, derivadas de su presencia
como cofactor en mds de 200 enzimas, lo que provoca que sus niveles en tejidos de
animales sean muy similares.

El zinc puede ser considerado, junto con el cadmio, como un metal muy biodisponible. Entre
los factores que afectan a la movilidad y biodisponibilidad del zinc se encuentran el pH, el
contenido de materia orgdnica, el contenido de minerales de arcilla y el potencial redox. La
movilidad del cinc decrece con el aumento de los valores de pH [34].

En nuestro caso, la especiacion de zinc, estd basada en la identificacion o el reconocimiento
de los elementos o grupos funcionales que rodean su entorno quimico.

Una de las especies mds conocida y mencionadas como especie quimica de zinc en los
moluscos, estudiada por varios autores [38] son las metalotioneinas (MTs). Las MTs son
proteinas no enzimdticas, de cadena unica, de bajo peso molecular, con un contenido alto

en metal y azufre. Los estudios sobre su estructura, funcion y regulacion molecular llevaron
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a pensar en un papel central de estas moléculas en la regulacion y detoxificacion de

metales esenciales, asi como en la detoxificacion de los metales no esenciales.

En cuanto a su estructura y propiedades moleculares, las MTs se caracterizan por presentar

un bajo peso molecular (6-10 kD) y una secuencia de 61 o 62 aminodcidos, con una elevada

proporcion de cisteina, que representa entre un 20 y 30 % de los residuos de aminodcidos

totales (un total de 20 cisteinas). Esta proteina es capaz de unir estrecha y especificamente

cationes como Cu'l, Cd*? y Zn*? mediante los Gtomos de azufre de los residuos de cisteina

[38].

Como se puede ver en la figura 14, las MTs de mamiferos estdn organizadas espacialmente

en dos agrupaciones o clusters, el dominio o (cluster de 4 dtomos de metal) y el dominio 8

(cluster de 3 dtomos de metal). Sin embargo, en algunos invertebrados, se ha descrito la

existencia de dos clusters con 3 dtomos de metal cada uno que seria equivalente a dos

dominios B de los anteriormente citados.

Figura 14. Estructura de la metalotioneina dividida en dos dominios, propuesta por Winge y

Miklossy (1982).
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La sintesis de MT en los moluscos puede ser inducida por una gran variedad de estimulos,
entre los que se incluyen ciertos metales, hormonas, toxinas y el estrés [38], siendo los

metales los inductores mds potentes.

De las numerosas especies de invertebrados acudticos en las que se han identificado las

MTs, la mayoria son moluscos (bivalvos y gasterépodos) o crustdceos.

Existen revisiones sobre el metabolismo de metales en moluscos [39] y sobre las MTs de
invertebrados acudticos [40] que abordan este tema. Las primeras MTs descritas en
invertebrados fueron las purificadas en la ostra (Crassostrea virginica) y el mejillon (Mytilus
edulis) [41, 42]. Actualmente se conoce la secuencia aminoacidica parcial o total de las MTs
de varios moluscos [43, 44, 45]. Su similitud con la MT de mamiferos ha llevado a

clasificarlas como MT de clase I.

El metabolismo de los metales ha sido particularmente bien estudiado en el caracol marino
Littorina littorea [46, 47, 48], y en el gasteropodo terrestre Helix pomatia [49].

A nivel comercial era prdcticamente imposible conseguir estas MTs para hacer nuestra
caracterizacion del Zn, por lo que hemos decidido hacer una produccion asistida por la
Universitat de Barcelona, facultad de biologia, departamento de genética, haciendo
producir al gasteropodo terrestre Helix pomatia varias isoformas de la MTs, y una
produccion de una MTs de mamifero (raton). La descripcion de la metodologia y sus

caracterizaciones y certificado de andlisis estdn en anexo X.

Estas isoformas son estructuras de dos clusteres unidos a 3, 4, 5 y 6 metales de Zn, también
se incluyeron especies inorgdnicas del zinc para la caracterizacion de este elemento en

nuestras muestras, identificdndolas (ID) como se indica en la Tabla 2.
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Referencias
Especies | ID Especies orgdnicas de las | ID Composicion
inorgdnicas Metalotioneina
Cloruro de | ZnCl, Metalotioneina mixta con diferentes clister | Zn6_Zn4/5 | Zn6 (43%), Zn4 (22%)
. Zn5 (22%), Zn3 (9%), Zn2 (4%)
zinc
Metalotioneina con un solo cluster 3 Zn3 Zn3 (100%)
Sulfuro de | ZnS Metalotioneina con diferentes clister Zn4/5 Zn4 (31%), Zn5 (28%), Zn6 (22%),
. Zn3 (16%), Zn2 (3%)
zinc
Metalotioneina mixta con dos cluster 6y 5 Zn6 2Zné6 (80%), Zn5 (20%)

Tabla 2. Referencias usadas en el tratamiento de los datos espectrales XANES en la

caracterizacion de nuestras muestras.
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4 RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados que se exponen a continuacion se han descrito siguiendo las muestras
estudiadas. Dentro de los resultados obtenidos para cada muestra, se han detallado de
forma diferenciada, los obtenidos por las distintas metodologias empleadas en el

presente estudio.

4.1 Jamon curado

4.1.1 Resultados del estudio mediante ICP-MS

A pesar que se han analizado 16 elementos por ICP-MS, para el propdsito de este trabajo y
su trascendencia en el estudio, sélo se han recogido los resultados correspondientes a seis
elementos en los que se basard el estudio comparativo realizado. Los valores de

concentracion y desviacion estdndar de todos ellos se encuentran en la tabla D del anexo VI.

Las variaciones en el comportamiento de las concentraciones de los metales seleccionados
en cada muestra jamon se pueden visualizar en figura 15. Como se observa, el Fe y Zn
tienen un comportamiento muy similar entre las muestras, al igual que los metales Sry Cd
aunque la dispersion entre las muestras italianas es mayor en el Sr, pero siempre la muestra
italiana San Danielle presenta mayor valor que la muestra italiana Parma, en el caso de Cu
y Rb la situacion es un poco diferente entre las muestras ibéricas e italianas, pero ndtese

que siempre la muestra Badajoz 21 presenta resultados similares a la portuguesa.
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Figura 15. Relacion dela concentracion de distintos metales en las diferentes muestras de

jamon.
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En funcion de los resultados obtenidos en la cuantificacion del contenido metdlico de los
diferentes jamones estudiados, se puede extraer las siguientes conclusiones:

» Las diferencias de concentraciones metdlicas que se observan entre las tres zonas de
estudio se deben fundamentalmente a los factores ambientales y a la alimentacion
que reciben los distintos tipos de cerdo de los que proceden los jamones. Asi, los
cerdos que nacen y viven en extensivo (en la dehesa “ibéricos” y “portugués”) tienen
aportes diferenciados por su constante interaccion con el medio natural. En cambio,
los cerdos que nacen y crecen confinados en granja (italianos), el aporte
fundamental proviene exclusivamente del pienso y del agua que ingieren. En este
sentido, es posible indicar en general que la alimentacion es el factor mds influyente
en los aportes de metal encontrados en los jamones.

» En los metales mayoritarios, un dato relevante es el valor del boro en la muestra
correspondiente al tiempo de curado de 03 meses, excesivamente elevado
comparado con los demds, es muy probable que al ser el unico jamdn que estd en la
etapa inicial de curacion, esta concentracion esté dada por la adicion de algun tipo
de aditivo como conservante microbioldgico utilizado en el proceso [1].

» Tanto el Zn como el Fe, que son nuestros metales de interés y que posteriormente
serdn analizados mediante la técnica de sincrotron, estdn en concentraciones
adecuadas, para su estudio por esta técnica (>10 ppm). Los valores encontrados
para estos dos elementos son superioresal resto de metales analizados debido al

papel especifico que juegan ambos metales en la fisiologia de los mamiferos [1]

4.1.2 Resultados del estudio mediante dilucion isotopica

Una posible identificacion del origen geogrdfico de un alimento, estd basada en la

8775651 del alimento con la correspondiente relacion

correlacion de los valores de la relacion
del suelo de la zona geogrdfica de la que procede el alimento.

En la figura 16, se observan los resultados para el ratio isotdpico de Sry las posiciones en
que se colocan las muestras una respecto a la otra, donde bdsicamente se pueden
identificar tres grupos de acuerdo a la similitud de la relacion isotopica de Sr, el grupo 1 es

el rango mads alto hasta llegar al grupo tres con menor valor de la relacidn isotépica. Como

se ha comentado, la similitud entre ellos viene dada por las caracteristicas que presentan
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sus zonas de origen. Asi, haciendo una comparacion con los resultados de las
concentraciones isotdpicas de las regiones Europeas [2] se estima que la gran mayoria del
suelo espafiol tiene una concentracion isotdpica de Sr comprendida en un rango de
0,70701-070900 y una minima parte en rangos de 0,70901-0,71100, ambas coinciden con el

territorio italiano, descritos en el mapa de valores para isotopos de Sr (ver figura I, anexo

VI) como sedimentos de origen cenozoico y mesozoico.

Los valores de la relacién ”/%°Sr y su desviacion estdndar estén en la Tabla D, del anexo VI.
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Figura 16. Prediccion isotdpica en base a la relacion de concentracion isotdpica
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En funcidn de los resultados, se puede extraer las siguientes conclusiones:

» La determinacion isotdpica del elemento Sr, contribuyd a la asignacion geogrdfica
de las diferentes muestras. La concentracion en las muestras obtenidas de la region
Italiana de Parma presenta un ligero aumento de su concentracion frente a la de
San Danielle, que puede ser atribuido a la alimentacion de la dieta de los cerdos en

estas zonas [3].

» Las asignaciones isotopicas de los jamones estudiados, confirma que hemos
trabajado con jamones procedentes de cada una de las regiones involucradas y por

consiguiente, de la autenticidad de los mismos.

» Las similitudes de las relaciones encontradas para las muestras de los jamones de
Huelva (03, 14 y 40 meses por un lado y 26 y 30 meses por otro) pueden indicar que
el productor de jamones cambid de proveedor porcino y por lo tanto las muestras
obtenidas de uno u otro periodo pertenecen a cerdos de otras zonas o puede indicar
un cambio del origen del pienso con el que se alimentan los cerdos entre

temporadas de montaiiera.

878651, el

> Las regiones de Sevilla, Avila y Badajoz presentan similitudes en sus valores
cual puede ser atribuido a las significativas similitudes de estas regiones en el agua
mineral natural y en la superficie territorial de cada region, produciendo asi

pardmetros isotdpico relevante en algunos alimentos y suelo [2].

4.1.3 Resultado del estudio mediante imdgenes hiperespectrales
Antes del andlisis las muestras fueron tratadas como se explicd anteriormente en el
apartado 1.2.1.5.

En primer lugar y dada la heterogeneidad de una pieza de jamodn, se llevé a cabo la

identificacion de la parte del jamdn mds representativa para nuestro estudio. Para ello,
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utilizamos la informacion hiperespectral de las muestras A1, A2 y A3, que, después de un
andlisis de PCA, como se muestra en la figura 17, un solo PC explica mds del 80% de la
varianza, lo que demuestra que las muestras tomadas de Cafia y Maza, tienen espectros
similares entre si; sin embargo, las muestras tomadas de "Babilla" son muy diferentes,
donde su contribucidn a la variacion de la grafica de la PC da a entender que esta parte del
jamon es diferente ya que no se agrupa con las demds, por no presentar similitudes entre
sus espectros. Esta diferencia obtenida por el andlisis de PCA en las zonas estudiadas puede
ser debido a que el musculo en esa zona presenta mds actividad que las demds por lo que
puede generar caracteristicas diferentes. [4]. Por lo tanto, esto fue decisivo a la hora de

hacer la toma de muestra de los demds jamones utilizados.

-1,2 ; .
cafa A1 babilla A2 maza A3

Samples (PC-1) (84%)

Figura 17. Andlisis de PCA de las diferentes zonas del jamdn curado caia (A1), babilla (A2) y
maza (A3).
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El andlisis de PCA en resto de muestras (B1 a C4), fueron dos vectores principales (PCs)
representado en la Figura 18. Las primera PC explica el 86 % de la variacion de las
mediciones NIR, y la segunda PC el 11%, tanto para la calibracion y la varianza de
validacion cruzada. La separacion en PC1 de los espectros de las muestras de jamones
espafoles e italianos es muy clara. Los datos esparioles, representados como cajas azules,
son los que tiene menos dispersion que los italianos y todos ellos presentan valores
negativos con referencia a la PC1. Los datos italianos, dibujados como puntos de color

naranja, tienen valores positivos en PC1 y presentan mds difusion en PC2.

2 -
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Figura 18. Andlisis de las muestras de jamdn Ibérico (cuadrados azules) e italiano (circulos

naranjas) mediante PCA.
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Andlisis parcial discriminante de los minimos cuadrados parciales (PLS-DA)

Las variaciones en la matriz X y el vector Y fueron descritos por 2 factores (FS) con una
varianza explicada de 86 % y 90 %, respectivamente. Este numero relativamente pequeio
de FS sugiere baja correlacion quimica en los espectros de diferentes tipos de jamdn, pero
las similitudes en los espectros dentro de las clases; es decir, el bajo numero de Fs
proporciona una indicacion de la buena capacidad del modelo para describir las clases
propuestas. Los valores estadisticos de regresion mostraron un RMSEC de 0.114, un

RMSECV de 0.116 y r* de la CV de 0.947.

La figura 19 muestra la dispersion de las muestras del modelo PLS-DA. El valor de corte se
determind con respecto a la prediccion vs linea de regresion de referencia. El error en las
predicciones Y se fijo a + 0,30 para el jamdn ibérico e italiano. Esto significa que todas las
muestras que han sido estimadas dentro de los limites establecidos por el valor Hotelling T2
y Q valor residuales en un nivel de confianza del 95% y con un valor Y 0,70-1,30, serdn
clasificados como pertenecientes a la clase de ibérica, mientras que aquellos con un valor Y
1,70-2,30, serdn clasificados como pertenecientes a la clase de italiano (Tabla 3), los
resultados generales después de dos pasos se muestran en la figura 20, donde se

clasificaron correctamente todas las muestras figura 21
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Figura 19. Dispersion de las muestras en el modelo PLS-DA con dos factores, los cuadros

azules corresponden al jamon Ibérico y los circulos naranjas a las del jamédn italiano.
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Figura 20. Prediccion de las muestras en el modelo PLS-DA
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Figura 21. Clasificacion de la prediccion de los espectros NIR usando un modelo PLS-DA de

dos factores.
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Muestra Referencia | Prediccién Y St. Dev. Muestra Referencia | Prediccién Y St. Dev.
B1 1 1,12 0,12 Cc1 2 1,95 0,09
B1 1 1,23 0,08 c1 2 2,01 0,10
Bl 1 1,05 0,06 Cc1 2 1,97 0,06
B1 1 1,10 0,13 c1 2 1,98 0,07
B1 1 1,00 0,14 c1 2 1,98 0,05
B2 1 0,96 0,10 Cc2 2 1,96 0,06
B2 1 1,18 0,09 Cc2 2 2,03 0,04
B2 1 0,88 0,17 Cc2 2 1,96 0,05
B2 1 0,84 0,10 Cc2 2 1,93 0,09
B2 1 0,84 0,11 Cc2 2 1,95 0,07
B3 1 0,90 0,08 Cc3 2 1,93 0,09
B3 1 1,08 0,26 C3 2 1,93 0,08
B3 1 0,94 0,21 Cc3 2 2,07 0,10
B3 1 1,14 0,11 c3 2 1,94 0,11
B3 1 0,82 0,12 Cc3 2 2,13 0,13
B4 1 1,13 0,09 Cc4 2 1,98 0,23
B4 1 1,14 0,08 C4 2 2,00 0,05
B4 1 1,27 0,11 ca 2 2,04 0,05
B4 1 1,19 0,05 Cc4 2 1,95 0,07
B4 1 0,92 0,10 ca 2 2,00 0,10

Tabla3. Clasificacion de los espectros NIR de la prediccion usando el modelo PLS-DA con dos

factores.

Los resultados de este estudio sugieren que un sistema de imdgenes hiperespectrales en la
region del infrarrojo cercano, junto con métodos multivariantes de andlisis estadistico, se
puede utilizar para la identificacion y clasificacion de jamdn curado en funcion de su
tipologia y origen geogrdfico. La técnica es rdpida y no destructiva, y se puede realizar

directamente en toda una loncha de jamon.

Estos resultados se obtuvieron usando un dispositivo de laboratorio. El refinamiento de ésta
puede permitir mediciones de calidad no destructivas y rdpidas en la planta de

procesamiento.

Sin embargo, un mayor numero de muestras con caracteristicas diferenciadas deberian ser

estudiadas para determinar correctamente la potencia de clasificacion de este método.
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4.1.4 Resultado del estudio mediante la técnica sincrotron

Los espectros XANES de las muestras analizadas para la absorcion normalizada de la
energia del Fe, pueden verse en la Figura 22A, donde se puede observar diferentes
desplazamientos segun sea el estado de oxidacion que se encuentre en la muestra segun su
tiempo de curacion y/o parte de muestreo, no sucediendo esto en las muestras analizadas
para la absorcion de energia de Zn, figura 22B.

La figura 23, muestra los espectros de las referencias seleccionadas para el hierro (A) y para
el zinc (B) junto con las muestras de jamon ibérico, observandose la similitudes y diferencias

entre sus espectros.
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Figura 22. Espectros XANES de las muestras de jamon Ibérico, Fe (A) y Zn (B).
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Los espectros correspondientes a las referencias de especies de hierro inorgdnico que
mayormente son caracteristicas del suelo (Oxido de hierro, Goethita, Hematita y
Magnetita) no se asemejan a los espectros de las muestras del jamon, lo que indica que no
solo el estado de oxidacion del hierro es importante a considerar en el andlisis sino también
la coordinacidn del mismo dentro del compuesto, por lo que no figuran en la figura 23A.

Respecto al Zn, las referencias sulfato de zinc y la metaloproteina de zinc caracteristicas de
los moluscos no contribuyen en nuestros espectros del jamon, se puede observar a simple

vista lo diferente de los espectros, figura 23B.

Los datos obtenidos por el andlisis de PCA, se muestran en la figura 24, en la que se
describe las correlaciones entre los espectros utilizados para el andlisis, tanto para el zinc
como para el hierro la contribucion del primer componente representa un major porcentaje,
que al retirarse la linea abstracta (linea roja) no se ajusta al espectro de la muestra. Las
demds componentes, respresentada por la linea abstracta verde y azul indican que las
correlaciones entre ciertas regiones espectrales de las referencias y las muestras es una
contribucion menor, pero de igual modo importante. A la hora de realizar el andlisis de
combinacion lineal, la reconstruccion se hara con las referencias que previamente se hayan

identificado con el PCAy TT.
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Figura 24. Componentes abstractas obtenidas mediante el andlisis PCA, Fe (A) y Zn (B), Para
la muestra 03 ma.
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Este resultado fue tomado como ejemplo ya que para las demds muestras se obtuvieron los
mismos resultados, de tener 3 PCs y con un valor acumulativo de entre 90 % y 94 %.

Los valores de los porcentajes de las contribuciones obtenidos por medio del ajuste de la
combinacion lineal vienen dados en la figura 25, los valores con sus respectivas
desviaciones estdndar y los pardmetros estadisticos del ajuste estdn en la tabla F, anexo VI.
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50 B Cloruro de hierro (Fe+3)
40
m Sulfato de hierro
30 + amoniacal (Fe+2)
20 1 ® Hemin(Fe+3)
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m5, 10, 15, 20-
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Figura 25. Distribucion de los componentes obtenido en el andlisis de LCF. Hierro (A), zinc

(B).
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Mediante el andlisis de los espectros experimentales XANES en el borde K-Fe y K-Zn,
pudimos encontrar modelos simples que pudiera explicar el entorno quimico que rodea al
hierro y zinc. Dentro de estos entornos podemos decir que:

v De acuerdo al andlisis de PCA y TT realizado, las muestras de Fe revelan que hay un
entorno cercano al Fe que no se ajusta a ninguna de nuestras referencias, y eso
queda indicado en el andlisis LCF, donde queda un pequefio porcentaje atribuido a
alguna otra especie minoritaria de referencia o a la incertidumbre.

v Las muestras con menor tiempo de curacién presentan mayores diferencias entre
las regiones ma y mb, esto podria ser debido a que el proceso de protedlisis,
deshidratacion y absorcion de sal poseen una notable influencia [6].

v’ El Fe™ representado como sulfato, no hace pensar que es posible que el hierro de la
hemoglobina haya podido unirse a fragmentos de aminodcidos formando asi
complejos estables cuya estructura sea parecida al de esta referencia.

v’ El Fe inorgdnico representado como cloruro, deja explicada claramente la teoria
de Grau y col, [6], y otros investigadores [7], los cuales explican la relacion de la
absorcion de sal, después del periodo de salacidon (aprox. 10 a 15 dias), la protedlisis
y la formacion de compuestos no proteicos estdn relacionados con el proceso de
curacion y con las condiciones de pre-proceso, haciendo factible que la
reorganizacion de los iones de Fe™ sean captados por la electronegatividad de los
iones de CI dando como resultado formaciones parecidas en su estructura.

v’ La especie de Zn que estd en mayoria es inorgdnica, siendo la especie unida al cloro
la que mantiene su porcentaje a través del tiempo de curado.

v La protoporfirina de Zinc es la especie que varios autores han descrito como la
responsable de color de este tipo de jamon curado, solo en la muestra 03_mb su
contribucion es menor del 10%, para el resto se mantiene por encima de este valor,
hecho que confirmaria la estabilidad del Zn mediante este complejo.

En cualquier caso, y para confirmar todas nuestras teorias un andlisis de la region

EXAFS fuera necesario, para obtener el mayor numero de coordinacion y las semejanzas

de nuestros compuestos de referencia con las muestras. Adicionalmente, se deberia

estudiar la grasa del jamdn curado, debido a la teoria que menciona la migracion del
compuesto porfirinico del Zn a esta zona y la explicacion de la baja concentracion de

éste Zn en el musculo [8].
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4.2 Moluscos
4.2.1 Resultado del estudio mediante ICP-MS

En la tabla 5, se representan los resultados de concentracion de los metales pesados, de

todas las muestras.

Elementos [ppm]

Muestra As Se Zn Cr Cu Ni Pb

Arcachon O-C
18 4,82 1882 1,0 121 1,0 1,1

Arcachoén O-S.
23 4,69 2174 0,9 143 0,9 1,0

Arcachdén M-S.
15 | 510 | 112 2,7 7,5 2,7 | 31

La Rochelle O-C.
15 2,96 1029 0,8 47 0,7 05

La Rochelle O-S.
19 4,53 2222 1,2 254 0,9 1,0

Ostranor O-S.
26 3,24 2128 1,0 67,5 0,6 1,2

Urdaibai O-S.

22 3,08 1524 1,6 143 1,3 1,0
Sado O-S.

11 2,72 3858 1,0 630 1,9 05
Ebro M-C.

12 2,26 97 0,6 3,41 1,0 02
Aveiro O-C.

13 2,51 | 1273 0,6 67 1,0 0,8

Tabla 5. Concentracion total de los elementos analizados.

En base a los resultados obtenidos, las muestras Arcachon O-C, Arcachén O-S y Arcachdn
M-S, no hace diferencias entre las especies estudiadas ya que la relacion de los metales es
prdcticamente la misma, siendo para Zn/Cu para todas las muestras aproximadamente
15:1, la relacidn entre As/Se en todas las muestras esta entre los valores 3:1= 5:1 y para los
demds metales (Cr, Niy Pb) el valor de su concentracion esta entre 1y 3 ppm. No obstante,
las proporciones no varian tanto en cuanto a la relacion As/Se y Cr, Niy Pb para el resto de
las muestras. Es notoria la diferencia que hay en la relacion Zn/Cu para las demds muestras,
por ejemplo, la muestra francesa tomada en la costa de La Rochelle, para las ostras
cultivadas (La Rochelle O-C) la relacién Zn/Cu es de 22:1 y para las ostras libres (La Rochelle
0-S) la relacion es de 9:1, este mismo aumento se hace visible entre las muestras tomadas

en los dos puntos del mar Cantdbrico (Ostranor O-S y Urdaibai O-S) y las muestras
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portuguesas, Sado O-S y Aveiro O-C, la relacion Zn/Cu es de 32:1 para las ostras cultivadas y
para las ostras libres es 11:1, en Sado O-S, la relacion Zn/Cu es de 6:1 y para Aveiro O-C es
de 19:1, en caso la muestra Ebro M-C, esta relacion es de 28:1, esta variacion podria
deberse a que la alimentacion de las ostras cultivadas es mas rica en Zn que la media de los
alimentos que las ostras libres encuentran en el mar [9].

Con la finalidad de verificarr los resultados, y también las metodologias en los laboratorios
participantes en el proyecto ORQUE_SUDOE se ha realizado unejercicio interlaboratorio
entre todos los participantes analiticos de dicho proyecto, donde se analizaron los

resultados obtenidos del contenido metdlico en las muestras estudiadas.

Los resultados del estudio comparativo entre los laboratorios participantes se encuentran

en la figura 26.
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Figura 26. Intercorrelacion de los diferentes resultados obtenidos por varias técnicas para

cada elemento investigado de las 10 muestras de moluscos.

Las muestras de mejillones libres de la bahia de Arcachon, Francia (3) y de ostras libres

correspondiente a la costa del rio Sado, Portugal (8), son las que mds variacion han

presentado entre los andlisis del ejercicio de intercomparacion. Este fendmeno podria ser

atribuido a errores de homogeneidad de la muestra o también pudiera ser los valores

extremos que estas muestras estdn presentando.
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Como se ha visto anteriormente, solo las concentracion de As, Zn y Cu pasan de los 10 ppm
que es el limite de detecion para el andlisis de metales en muestras por medio de
sincrotron.

A partir de los resultados obtenidos podemos decir que:

Como se puede observar cuando los organismos son cultivados la relacion entre los metales
va al aumento, esto podria ser debido

» En el caso del As, se ha demostrado que la absorcion de este metal es directamente
proporcional a la concentracion de As en el medio [10], siendo que los niveles mas
altos de este metal ha sido en muestras de ostras cultivadas en la costa de Ostranor
y las menores concentraciones fueron de las muestras 8 y 9, correspondientes a
ostras silvestres de la costa de Sado y a mejillones cultivados del Delta de Ebro. En
una revision de literatura, y con el objetivo de explicar esta diferencia de
concentracion se ha encontado que la mayor actividad de la zona del Delta de Ebro
es la agricultura y la pesca, por lo que hay mas peligro de contaminantes de
pesticidas que industrial y la ventaja de esta zona frente a las demas es que el
cultivo de peces y otras especie hace que se vea reducida la concentracion de
metales pesados [11]. La zona del rio Sado no tiene un gran caudal por lo que las
especies marinas deben estar en situacion de estres provocando la hiperproducion
de enzima o mecanismos de defensa para sus organismo, por lo que su alta
concentracion en Zn puede estar asociado a este fenomeno. En los demas casos se
ha comprobado, que muchas ostras reaccionan aumentando este elemento ya que
sus funciones vitales se ven comprometidas aumentando asi la concentracion del Zn
como elemento esencial. Un ejemplo de esto es en el afio 2008, los investigadores de
la universidad de Ostranor publicaban un comunicado de ostras deformes debido a
la pintura de los barcos.

» En el caso del cobre, al igual que el Zn es un oligoelemento esencial , que esta
relacionado con numerosas enzimas y que puede servir de cofactor para la
activacion de enzimas asociadas al metabolismo oxidativo [10]. La concentracion
aproximada que puede llegar a fijar los moluscos , como es el caso de las ostras es
de 60 mg por kilogramo de peso [12]. En nuestra dos muestras de mejillones
(muestra 3 y 9) la concentracion es mucho menor comparadas con las ostras, que

incluso son del mismo lugar, deja a enterder que las ostras tienen mayor grado de
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fijacion que los mejillones, aunque la biodisponibilidad sea la misma para ambas
especies.

» En el ejercicio de intercomparacion entre laboratorios, las concentraciones de As,
para todas las muestras estubieron con un margen de 0.6 % de desviacion estandar,
lo que demuestra la reproducibilidad de la concentracion de este elemento. Solo dos
laboratorios (UCM y UT2A) han especiado el As y la especie que se encuentra en
mayor proporcion es la arsenobetaina (80-90%) con una desviacion estandar de
0.2%, lo que mas adelante se corrobora con las especies encontradas mediante la
tecnica de sincrotron.

» Para las concentraciones del Zn y Cu, la muestra 8 presento valores distintos en sus
concentraciones para todos los analisis realizados por los diferentes centros de
investigacion, es muy probable que esto sea debido a las interferencia entre estos

metales.

4.2.2 Resultados del estudio mediante la técnica del sincrotron

4.2.2.1 Resultado para el estudio del arsénico.

Los espectros tanto de nuestras muestras como las referencias se encuentran
representadas en la figura 27, como se puede observar la especie As ' estd mds desplazada
que las demds lo que indica que su estado de oxidacion y entorno quimico es muy diferente
a nuestras muestras, sin embargo la especie dominante en cuanto a similitud es la

arsenobetaina.
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Figura 27. Espectros XANES en el borde K-edge del Arsénico de las referencias y las

muestras de ostras y mejillones.

Como caracteristicas de los espectros XANES, tanto las ostras como los mejillones presentan
estructuras muy similares y a nivel del borde de absorcion o "linea blanca"”, no se observa
cambios significativos lo que se puede decir que todas las muestras presentan en

proporcion de mayoritaria a un mismo estado de oxidacion el del AsB.

La técnica XANES detecta la presencia del estado de oxidacion del As y el compuesto
dominante, un andlisis paralelo realizado por la UCM utilizando LC-ICP-MS, reportaba que
los rangos de concentracion de la arsenobetaina estdn comprendidos de un 60 a un 80% de

la cantidad de arsénico total.

El ajuste de los espectros mediante la combinacion lineal, demuestra lo que visiblemente se

observaba al superponer los espectros, solo una pequena cantidad corresponde a As Ill.
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En la tabla 6 se muestran los porcentajes obtenidos mediante la técnica XANES con sus

desviaciones estdndar.

Muestra Parametros AsB As'"
Arcachén O-S R=0.0208, X*=0.15, 85+4 1544
RX*=0.008
La Rochelle O-S R=0.024, X*=0.38, 7116 29+12
RX%=0.010
Sado O-S R=0.018, X*=0.05, 96+7 4+1
RX*=0.0081
Ebro M-C R=0.018, X°=0.30, 7545 2545
RX%=0.010

Tabla 6. Resultados del ajuste de los espectros XANES por combinacion lineal de los
espectros de referencia y las muestras

En la figura 28, se muestran grdficamente los resultados del ajuste realizado con Athenas
para calcular la especiacion de arsénico en las muestras de ostras y mejillones, de los
diferentes puntos de muestreo. ElI mismo tratamiento empleado, normalizacion y
calibracion de energia se utilizd para todos los espectros antes de hacer el ajuste en un
rango de energia comprendido de 11847 hasta 11897 eV, incluyendo 129 puntos
espectrales.

Un ajuste por combinacion lineal, quiere decir, que se considera el espectro de la muestra
directamente como la suma de los espectros de las referencias tratando de ajustar la

fraccion de cada componente en la suma.
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Figura 28. Espectros XANES (linea azul) y su ajuste por combinacion lineal de los espectros
de referencia (linea roja) de las muestras de ostras y mejillones para el As.

Para ninguna de las muestras estudiadas ha salido contenido de As (V), lo que significa que

la especie predominante inorgdnica del As es As(lll), siendo las muestras de la bahia de

Arcachon y la del Delta de Ebro las que mds contienen esta forma quimica del arsénico. Es

sabido que el arsénico trivalente se absorbe mds rapidamente que el arsénico pentavalente
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en los sistemas bioldgicos, aunque ambos estados de oxidacion inhiben los procesos
energéticos vinculados a las funciones de la mitocondria.

Los compuestos de As(lll) tienen una alta afinidad por los grupos sulfihidrilo de las proteinas
provocando la desactivacion de las enzimas y pudiendo afectar la actividad fisiolégica o
interaccionar con los demds metales determinados en este estudio produciendo un
desequilibrio interno [13].

No obstante, para todos los casos la arsenobetaina es el componente mayoritario en
nuestras muestras, que es una especie considerada no toxica y no perjudica a la salud del

consumidor de los organismos que la contienen.

Como en primer lugar, se analizo la concentracion total del arsénico y luego la especiacion
del mismo por espectros de absorcion y cuyos porcentajes en el tratamiento del ajuste lineal
ha sido corroborada con otros estudios de especiacion por LC-ICP-MS, lo que demuestra que

esta técnica es muy precisa a la hora de hacer especiacion.
En base a los resultados obtenidos, podemos decir que:

v' Mediante el andlisis de los espectros XANES en el borde K-As por tratamiento de
ajuste por combinacion lineal de los espectros de las referencias, pudimos observar
la buena correlacion con los resultados por especiacion convencional respecto a
lareferencia dominante de arsenobetaina (AsB).

v’ Adicionalmente, el ajuste de combinacion lineal nos proporciona un porcentaje
preciso de la influencia que posee las referencias usadas en cada una de nuestras
muestras, siendo la AsB el componente mayoritario en todas ellas.

v’ Las muestras obtenidas de la costa occidental de Francia, abiertas al mar atldntico,
muestra interaccion con respecto al contenido de As(lll) con los demds metales, lo
que significa que para la muestra Arcachon O-S que posee un 15% de As" las
concentraciones de Cu, Zn, Se, Cr, Ni, Pb, son menores que las posee la muestra La
Rochelle O-S que contiene un 29% de As(lll). Esta tendencia de estas muestras
(ostras) provenientes de Francia, podria ser el resultado del impacto de esta especie
que como mencionamos antes interfiere con algunos funcionamientos fisioldgicos y

de respuesta al estrés.
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4.2.2.2 Resultados para el estudio del zinc.

En la figura 29, se muestran grdficamente los resultados del ajuste realizado con Athenas
para calcular la especiacion de zinc en las muestras de ostras y mejillones, de los diferentes
puntos de muestreo. El mismo tratamiento empleado, normalizacion y calibracion de
energia se utilizé para todos los espectros antes de hacer el ajuste en un rango de energia

comprendido de 9639 hasta 9709 eV, incluyendo 113 puntos espectrales.

En la tabla 7, se muestras los porcentajes obtenidos por el andlisis de LCF.

Muestra Parametros | ZnCI2 | ZnS | Zn6_zn4/s Zn3 Zn6
Arcachdn O-S R=0.0060,X’=0.14, [ 1241 | 2246 39+18 2744
RX"=0.001
La Rochelle O-S | R=0.0076,X'=0.17, | 1516 | 26+5 5910
RX"=0.0016
Sado O-S R=0.0073,X’=0.17 | 1746 | 2245 61215
RX"=0.0015
Ebro M-C R=0.015, X'=033, 3116 3919 30%18
RX"=0.002

Tabla 7. Resultados del ajuste de los espectros XANES por combinacion lineal de los
espectros de referencia y las muestras.
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Figura 29. Espectros XANES (linea azul) y su ajuste lineal (linea roja) de las muestras de

ostras y mejillones.
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El resultado de la combinacion lineal revela que las muestras poseen alrededor de un 30% a
40% de Zn que se puede considerar inorgdnico, a pesar que para la estructura tetraédrica
del ZnS pudiera considerarse como el anillo principal de la union del cluster de las
metalotioneinas, para el estudio en XANES, las distancias son muy importantes a tomar en
cuenta y entre las coordinaciones Zn-S del sulfuro de zinc, las coordinaciones no son iguales
para todos los lados y el azufre que estd unido al zinc, no proviene de fragmento de

aminodcidos, por lo cual lo hemos considerado como una referencia inorgdnica.

Dentro del grupo de las metalotioneinas, la forma que aparece en todas es la que posee un
solo cluster de 3, y luego para las Arcachdn O-S y Ebro M-C presenta otras especies de
metalotioneinas mixta de otros clusteres.

Sin embargo, si nos fijamos en las zonas de las muestras después del borde de absorcion,
las diferencias son notorias haciendo que no se ajusten ningunas de las referencias que
hemos usado. La figura 30, muestra la parte después del borde EXAFS, donde se ve la

explicacion de estas diferencias.
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Figura 30. Region EXAFS (primera ondulacion) de las muestras de ostras y moluscos.
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Entre las comparaciones de las muestras, a nivel de baja intensidad de energia (figura 30; 1
y 2) de la region del espectro, hay unas ondulaciones que pueden ser atribuidas a
coordinaciones que no estdn presentes en nuestras referencias (Figura 31) y que de hecho

influye a que haya un desplazamiento y dispersion entre una muestra y otra.

Ningunos de los picos y ondulaciones son parecidas a nuestras muestras en esta parte, las
muestras que presentan elevacion en esta zona del espectro son ZnCl2, ZnS, y la
metalotioneina mezcla Zn6_2Zn4/5 y que tampoco son parecidas porque presentan otro tipo
de ensanchamiento y dispersion, es posible que la distancias en estos compuestos estdn
mds juntos que nuestras muestras. Las posiciones de baja intensidad de energia (figura 31;
1y 2) no poseen esa ondulaciones caracteristicas de la repeticion de grupos funcionales que
posiblemente se encuentre formando parte de un sistema organizado de aminodcidos en

nuestras muestras reales.

2 | | | 1
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Figura 31. Region EXAFS (primera ondulacion) de las referencias utilizadas en el ajuste para
la especiacion de nuestras muestras.
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Los resultados obtenidos en el estudio de la especiacion de Zn en las muestras

representativas de algunas zonas de muestreo del proyecto ORQUE-SUDOE, revela que:

v En los moluscos estudiados, el porcentaje asociado a uniones de Zn con especies
quimica inorgdnicas, es prdcticamente el mismo (30% a 40%) lo que significa que es
muy probable que esta sea la forma de entrada de este oligoelemento a las células
de estos organismo, ya que por su naturaleza anfotera, el zinc forma gran variedad
de sales (como cloratos, cloruros, sulfatos, etc.) que son muy solubles en agua.

v' La produccién e identificacion de las metalotioneinas ha revelado, en la
comparacion de las formas orgdnicas del Zn, que mds del 60% estd en esta forma de
Zn unido al dtomo de azufre proveniente de la ruptura de aminodcidos y no de
radicales inorgdnicos sulfuricos.

v’ El hecho de que el ajuste de combinacion lineal no se haya logrado por completo en
las zona de EXAFS, donde se revelan las coordinaciones alrededor del dtomo
absorbente, efecto de dispersion o scattering, demuestra que existen mds isoformas
relacionadas a las metalotioneinas que no poseiamos a la hora de hacer el
experimento, es probable que al estar presente el solo cluster de tres dtomos de Zn,
en todas nuestras muestras, este faltando un segundo cluster dentro de nuestras
referencias de mds de 3 dsea de 4, seria cuatro dtomo de Zn enlazados a 4 dtomos
de azufre cada uno, que al unirlo a otro cluster de 3 pudiera formar una
metaloproteina de 7 dtomos de Zn. Tal como se hace referencia a la investigacion
realizado por Sigel A. y col [14-16].

v’ Este estudio serd objeto de estudio para futuras investigaciones donde se probard
que este efecto de dispersion es realmente por la ausencia de la referencia
adecuada o por efectos de temperatura, por lo cual se ha disefiado otro

experimento, donde se leerdn las muestras a bajas temperaturas.
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5. CONCLUSIONES GENERALES

Los resultados mds relevantes de los diferentes estudios realizados en este trabajo de
investigacion, se han presentado en sus correspondientes capitulos. En este apartado se
enumeran las conclusiones de mayor relevancia en relacion con los objetivos planteados en

el capitulo 2.

En funcidn de los resultados obtenidos en el procesamiento de datos obtenidos por HSI,
técnicas sincrotron y la especiacion de isotopos de estroncio para el andlisis y clasificacion
de las muestras alimentarias utilizadas y asi como el estudio de la cuantificacion de los
niveles totales de los metales en estas muestras, se pueden extraer las siguientes

conclusiones:
MUESTRAS DE JAMON CURADO
TECNICA HSI

» La construccion de un modelo de clasificacion entre dos tipos diferente de jamones
curados realizado mediante la combinacion de un sistema de imdgenes
hiperespectrales y métodos multivariantes de andlisis estadistico, constituye una
herramienta util para la clasificacion de jamones curados de diferentes paises
europeos.

» El uso de un andlisis de componentes principales sobre diferentes partes de un
mismo jamon curado, permite diferenciar las partes del jamon para poder
seleccionar la parte mds adecuada para los demds andlisis en funcion de las
necesidades de la técnica posterior.

» El modelo construido es funcional segun verifican los rangos de los valores de
prediccion obtenidos para las clases estudiadas, los cuales poseen un margen de
una unidad entre cada clase, con una desviacion estdndar minima de 0.05 y mdxima

de 0.2 para todos las muestras que se utilizaron.

TECNICA DE DILUCION ISOTOPICA

» El estudio de la relacion isotdpica 87/86

Sr para las muestras de jamdn curado de
diferentes origenes Europeos muestra una relacion con las concentraciones que se

encuentran registradas en la literatura para muestras de agua y sedimento de las
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respectivas regiones Europeas. Asi, la relacion isotdpica para las regiones Italianas
Parma y San Danielle es la misma que la que se encuentra en la literatura.

> Basados en el estudio de los valores de *%’s

r se puede confirmar que es posible
relacionar los jamones con cada una de las regiones involucradas 'y por
consiguiente, asignar la identificacion de las mismas. Este método conecta los
pardmetros del sistema de produccion con los factores especificos de la region de
origen pudiendo tratarse por tanto de un pardmetro para una posible certificacion
de los jamones.

» Las similitudes de las relaciones isotdpicas encontradas en las muestras de los
jamones de diferentes tiempos de curado de Huelva, pueden indicar un cambio en
del origen del cerdo o de la alimentacion regular con que se alimentan los cerdos
entre temporadas de montafiera.

> Las regiones de Sevilla, Avila y Badajoz presentan similitudes en sus valores 87/ %sr,

en suelo agua y en algunos alimentos informacion que ha sido publicada por otros

autores, notdndose también esta similitud en nuestros resultados.

TECNICA DE SINCROTRON

» En la busqueda de biomarcadores para la trazabilidad del jamdn curado, se
propusieron hierro 'y zinc como posibles elementos.

» La especiacion para el hierro se basa en sus estados de oxidacion Fe*? y Fe®.

> Para Fe'? no se encuentra ninguna especie orgdnica mientras que la especie
inorgdnica identificada se comporta como el compuesto sulfatado amoniacal
Fe (NH4)>(504),, que pudo haber sido liberado en el proceso de protedlisis ya que su
contribucion en los espectros de las muestras va en descenso a medida que aumenta
el tiempo de curacion.

> Para el estado de oxidacién Fe*, la especie inorgdnica identificada es el cloruro de
hierro (lll), para el que se observa en muestras de los primeros meses de curacion
(03 a 14 meses) una mayor contribucion en la parte externa del corte superficial del
jamon, quedando proporcionados en los de mds tiempo de curacion (26 a 40
meses). Las especies orgdnicas identificadas que representan al Fe®, son

compuestos porfirinicos proteinicos de la carne, los cuales son la mioglobina y el
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hemin, siendo la mioglobina el compuesto que contribuye de manera mayoritaria en
el proceso de curacion.

» Los cambios en los estados de oxidacion del Fe lo hacen ser un buen candidato como
biomarcador de la trazabilidad del tiempo de curado.

» Para el Zn, la especiacion se basa en las propiedades de las especies orgdnicas e
inorgdnicas, donde dos especies inorgdnicas representan la asociacion de este
elemento con iones cloruro y sulfato, y una especie orgdnica representa la
asociacion del zinc con el nucleo porfirinico de las proteinas.

» Las contribuciones de las especies de zinc, no muestran diferencias significativas a
largo del periodo de curacion, por lo cual cualquier inestabilidad del mismo puede
ser tomado como un desequilibrio producido por factores externos que no estdn
asociados al proceso de curacidn del jamdn curado.

MUESTRAS DE MOLUSCOS

TECNICA SINCROTRON

» Se ha identificado la arsenobetaina como la principal especie de los arsénico
compuestos contenidos en las muestras de moluscos. Su concentracion en la
muestra ha sido corroborada mediante otras técnicas de andlisis, y cuyo rango se
encuentra entre el 70% y el 96% del arsénico total.

» En el caso de zinc, mds del 50%, de las contribuciones de las Zn-especies se debe a
las metalotioneinas de diferentes cluster de zinc, al revelar que el dtomo de Zn esta
unido a un dtomo de azufre proveniente de la ruptura de aminodcidos y no de

radicales inorgdnicos sulfuricos.
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