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Questo misero modo

Tengon Uanime triste di coloro,

Che visser senza infamia e senza lodo.
Mischiate sono a quel cattivo coro
Degli angeli, che non furon ribells,

Ne fur fideli a Dio, ma per sé foro.

Dante Alighieri
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lll. RESUMEN

En la actualidad, la castracién de cerdos se realiza tanto en machos como en
hembras en Espafia (debido a las condiciones especiales del sistema de explotacién del
cerdo Ibérico), mientras que dicha castracidon de hembras no se suele practicar en
otros paises de la Unidn Europea. La finalidad de la castracién en cerdos es conseguir
un buen manejo animal, y la posible mejora en la calidad de la carne debido al
incremento de la grasa intramuscular. La castracién quirurgica es la practica mas
utilizada, se suele realizar a edades tempranas y sin anestesia, atentando contra el
bienestar animal. En este sentido, existe un creciente interés europeo en el bienestar
animal, que ha animado a la industria porcina a investigar alternativas, tal es el caso de
la inmunocastracién. La inmunocastracion en machos ha sido ampliamente estudiada,
sin embargo, existe una escasez de datos cientificos sobre el efecto de la

inmunocastracién de hembras en calidad de carne fresca y curada.

Por todo lo descrito, el objetivo de esta Tesis Doctoral ha sido evaluar el efecto
de la inmunocastracién en hembras Ibéricas (IB x D), tanto desde el punto de vista de
calidad de carne fresca como de calidad final de productos carnicos curados (paletas y

lomos).

Para este estudio se utilizaron lomos frescos (Longissimus dorsi), paletas y
lomos curados de hembras porcinas Ibéricas (IB x D). Los animales fueron identificados
y clasificados en tres grupos: hembras inmunocastradas (IF), hembras castradas
quirargicamente (SF) y hembras enteras (EF). Especificamente la toma de muestras
consistid en la recepcion de 36 lomos frescos (mitad caudal de Longissimus dorsi); 12
muestras de cada uno de los tres grupos descritos (n = 12). Asimismo, el muestreo de
las paletas y los lomos curados (mitad craneal del musculo Longissimus dorsi) se realizd
usando 18 animales tomados aleatoriamente: 6 IF (n=6), 6 SF (n =6) y 6 EF (n = 6). En
cuanto a la metodologia utilizada, se determinaron medidas morfolégicas (longitud,
anchura, peso, perimetro) para evaluar el efecto de la inmunocastracién en el
rendimiento de las distintas piezas carnicas. También se analizaron las distintas

caracteristicas: fisico-quimicas (humedad, pH, color fisico, capacidad de retencién de
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agua, grasa intramuscular, proteinas, cloruros, oxidacion lipidica (TBARs), color
quimico), instrumentales (acidos grasos y perfil de compuestos volatiles (SPME-GC-
MS), y sensoriales (andlisis cuantitativo-descriptivo (AQD)) para evaluar la influencia de
la inmunocastracién en la calidad de los productos curados. Ademas se probd la
técnica de anadlisis de compuestos volatiles PTR-ToF-MS (proton transfer reaction time
of flight mass spectrometry) como técnica rapida de diferenciacién entre los tres
grupos en estudio. Todos los datos fueron analizados estadisticamente con ayuda del

programa informatico SPSS versién 15.0.

Los resultados obtenidos en esta Tesis Doctoral han demostrado que la
inmunocastracion de hembras Ibéricas (IB x D) no afectd a las caracteristicas de las
canales y a la calidad de carne fresca (Longissimus dorsi). Asimismo, la
inmunocastracién tuvo un efecto inconsecuente en la composicién fisico-quimica de
las paletas curadas. Sin embargo, en los lomos curados se observé un aumento del
contenido de grasa intramuscular en el grupo de IF. Ademas, el contenido de acidos
grasos poliinsaturados, tanto en paletas como lomos curados, tuvo valores mas bajos
en el grupo de IF que en las SF, lo cual podria prevenir una excesiva oxidacién lipidica

responsable de la rancidez.

Respecto al perfil de compuestos organicos volatiles (VOCs) de las paletas
curadas, no se observaron diferencias significativas entre los grupos estudiados.
Probablemente debido a la amplia variabilidad interna que presenta este producto
curado, afectando asi a la emisidon de los VOCs. Contrariamente, en el caso de los
lomos curados es posible separar los productos obtenidos de IF de aquellos
procedentes de SF. La inmunocastracion parece favorecer la produccion de VOCs con
un papel importante en el desarrollo del flavor final en este tipo de productos curados.
Siguiendo la tendencia descrita, el perfil sensorial de las paletas curadas no se vio
afectado por el método de castracion. Contrariamente, en concordancia con las
diferencias encontradas en el contenido de grasa intramuscular y perfil de VOCs, en el
caso de los lomos curados algunos descriptores como el brillo y veteado mostraron

mayores valores en el grupo de IF. Esto podria ser debido a la mayor homogeneidad

B
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encontrada en los lomos curados, la cual permite observar con mayor claridad los

efectos de la inmunocastracion.

En conclusion, la inmunocastracion de hembras porcinas, con demostradas
ventajas desde el punto de vista del bienestar animal, es una alternativa viable a la
castracion quirdrgica que permite mantener o incluso mejorar las caracteristicas

finales de los productos curados.
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IV. ABSTRACT

Currently, porcine castration is performed on both males and females in Spain
(due to the special conditions of the Iberian pig's rearing system), whereas in other
countries of the European Union it is not common practice to spay female pigs. The
purpose of porcine castration is to obtain good animal management, and possibly
improve the meat quality due to the increase of intramuscular fat. Surgical castration is
the most commonly employed practice, usually performed at young ages and without
anesthesia, threatening animal welfare. In this sense, in Europe, the increasing concern
of animal welfare has driven the porcine industry to investigate alternatives such as
immunocastration. Immunocastration in male pigs has been thoroughly studied,
however scarce scientific data exists regarding immune-spaying in female pigs and its

effects on fresh and dry-cured meat quality.

For the reasons described above, the objective of this Doctoral Thesis has been
to assess the effect of immune-spaying on female Iberian pigs (IB x D) from the point of
view of fresh meat quality, as well as the final quality of dry-cured meat products (dry-
cured shoulders and loins). For this study, fresh loins were used (Longissimus dorsi), as
well as dry-cured shoulders and loins from female Iberian pigs (IB x D). The animals
were identified and classified in three groups: immune-spayed females (IF), surgically
spayed females (SF) and entire females (EF). The collection of samples specifically
consisted in the receipt of 36 fresh loins (caudal half of Longissimus dorsi); 12 samples
of each of the described groups (n=12). Additionally, the sampling of dry-cured
shoulders and loins (cranial half of Longissimus dorsi) was performed using 18
randomly selected animals: 6 IF (n=6), 6 SF (n=6), and 6 EF (n=6). With regard to the
methodology used, morphological measurements (length, width, weight, perimeter)
were determined to assess the effect of immune-spaying on the yield of the various
meat pieces. Distinct characteristics: physico-chemical (moisture, pH, instrumental
color, water-holding capacity, intramuscular fat, total protein and chlorides, lipid
oxidation (TBARs), haem pigments), instrumental (fatty acids and volatile compound

profile (SPME-GC-MS), and sensorial (quantitative-descriptive analysis (QDA)) were
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analyzed to evaluate the influence of immune-spaying on the quality of the dry-cured
products. Furthermore, volatile compound analysis was tested by means of PTR-ToF-
MS (proton transfer reaction time of flight mass spectrometry) as a rapid technique to
differentiate between the three study groups. All of the data was statistically analyzed

with help from the computer program SPSS version 15.0.

The results obtained from this Doctoral Thesis have demonstrated that
immune-spaying of female Iberian pigs (IB x D) did not affect carcass traits nor fresh
meat quality (Longissimus dorsi). Likewise, immune-spaying had an inconsequential
effect on the physico-chemical composition of dry-cured shoulders. In dry-cured loins,
however, an increase in intramuscular fat content was observed in the IF group.
Furthermore, the polyunsaturated fatty acid content in both dry-cured shoulders and
loins was lower in the IF group than in the SF group, which could prevent the excessive

lipid oxidation responsible for rancidity.

Regarding the volatile organic compound profile (VOCs) of dry-cured shoulders,
significant differences were not observed between the study groups. This is probably
due to the wide internal variability of this dry-cured product which affects the emission
of VOCs. Contrarily, in the case of dry-cured loins, it is possible to separate products
obtained from IF from those originating from SF. Immune-spaying seems to favor VOC
production, playing an important role in the development of the final flavor of these
sorts of dry-cured products. Following the described tendency, the sensorial profile of
dry-cured shoulders did not appear to be affected by the method of spaying.
Conversely, in agreement with the differences found in the intramuscular fat content
and the VOC profile, in the case of dry-cured loins some descriptors such as brightness
and marbling showed higher values in the IF group. This could be due to the great
homogeneity found in dry-cured loins, which permits the effects of immune-spaying to
be observed with better clarity. In conclusion, immune-spaying of female pigs, with
proven advantages from the point of view of animal welfare, is a viable alternative to
surgical spaying, allowing the final characteristics of dry-cured products to be

maintained or even improved upon.
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1. Introduccion General

1. INTRODUCCION GENERAL

En la actualidad, la carne forma uno de los pilares bdsicos de la dieta debido a
que es un alimento altamente nutritivo y aporta diferentes tipos de compuestos para
la correcta alimentacidn de la poblacién mundial. Ademds, provoca sensaciones

placenteras asociadas a su consumo.

1.1. CALIDAD DE LA CARNE

El término calidad es bastante complejo, y nos podriamos referir a ella como
una palabra polisémica, en funcién de la persona que se encargue de definirla. El
concepto de calidad del productor difiere del que tenga el distribuidor, y el de éste del
que tenga el consumidor. Desde el punto de vista del productor, el ideal de calidad
serd una canal que tenga un alto rendimiento, con abundante masa muscular y que
esté poco engrasada. Por otro lado, el distribuidor valorard que la canal esté bien
estructurada, y que la carne tenga un color estable y rosaceo, con una fina pelicula de
grasa blanquecina. Ademds de otras propiedades que variaran dependiendo del
producto que se vaya a elaborar, por ejemplo: para un producto carnico destinado a
consumo en fresco tendra gran importancia un pH adecuado de la canal después de
sacrificio (Rosenvold y Andersen, 2003); sin embargo, para productos carnicos curados
van a tener gran importancia un elevado contenido en grasa intramuscular (GIM) y la
estabilidad oxidativa de la misma, los cuales influiran notablemente en el proceso de
desecacion y maduracion del producto (Ruiz et al., 2002a; Muriel et al., 2004a).
Finalmente, el consumidor ha incrementado en los uUltimos afios el niUmero de criterios
que utiliza para valorar la calidad. Su interés se centrara cada vez mas en el bienestar
animal durante las fases de produccién, en la ausencia de sustancias perjudiciales
para la salud publica (antibidticos, promotores del crecimiento, etc.), en la vida util de
la carne antes de su consumo, en que no se desarrollen olores o sabores andmalos tras
su periodo de procesado y elaboracién (fresco o curado), y fundamentalmente, en sus

apreciadas propiedades sensoriales.
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Ante esta situacion se podria definir: calidad higiénica como la ausencia en la
carne de agentes infecciosos que supongan un riesgo para su consumo (Gracey, 1989);
calidad bromatoldgica asociada al valor nutritivo; calidad tecnolégica relacionada con
la aptitud para los diferentes procesos tecnolédgicos y de conservacion; y calidad
sensorial correspondiente a la percepcién mediante los sentidos de las cualidades de
los alimentos que generan una sensacion caracteristica. Por ultimo, la calidad asociada
al bienestar animal que incluye todos los conceptos de calidad definidos
anteriormente y conseguidos dentro de unos pardametros de produccién que

garanticen ademas el bienestar animal.

1.1.1. Factores relacionados con calidad de carne

La calidad de la carne depende de diversos factores extrinsecos e intrinsecos al
animal, todos ellos de crucial importancia a la hora de seleccionar y manejar animales
para obtener productos de calidad. Entre los factores extrinsecos el mds importante es
la alimentacidn, que incide directamente sobre la composicion de la carne, ya que en
funcién de la dieta utilizada se puede modificar el contenido de grasa, el color de la
carne (Priolo et al., 2001) u otras propiedades sensoriales de la misma, afectando por
lo tanto a la calidad del producto final. Por ejemplo, un aumento en la dieta del
contenido de hidratos de carbono o de la grasa, aumenta el engrasamiento de las
canales (Ordodiiez et al., 1998). Mediante aportes grasos controlados podemos mejorar
la jugosidad y la terneza como consecuencia del incremento de GIM (Garcia et al.,
1991; Antequera et al., 1994), pero por otra parte esto implicaria un descenso en el

contenido de proteinas.

Entre los factores intrinsecos, la raza es uno de los mas considerados al
seleccionar las canales en funcién de sus productos derivados. Las razas con mayores
masas musculares y mas magras son las mas buscadas para el consumo de carne fresca
mientras que las que presentan mayor infiltracién grasa son las mejores para la

elaboracion de productos curados.

En este sentido, las caracteristicas mas destacables de la raza Ibérica pueden

resumirse en: elevada rusticidad consecuencia de la adaptacion al ecosistema de la
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dehesa, tendencia a acumular grasa, alto nivel de veteado de los musculos y baja o
nula susceptibilidad al estrés. Esta raza presenta una excelente capacidad para
conseguir un aprovechamiento 6ptimo de los recursos naturales, mientras que desde
el punto de vista productivo y reproductivo, presenta una serie de deficiencias en
comparacion con las razas de cerdos comerciales (peores indices de transformacion de
los alimentos, mala conformaciéon carnica, baja prolificidad, inferior indice de
crecimiento, etc...). Estas deficiencias se han conseguido mitigar mediante el cruce con
otras razas porcinas mas seleccionadas, principalmente la raza Duroc. Asimismo, es
importante destacar el marcado caracter adipogénico de la raza Ibérica, el cual es uno
de los factores mds importantes que van a determinar la calidad final de carne de los
distintos productos derivados del cerdo Ibérico (Lépez-Bote, 1998a). En consecuencia
las caracteristicas de la grasa, principalmente la GIM, son determinantes para la
obtencién de productos de alta calidad sensorial (Ruiz et al., 2002b; Muriel et al.,
2004a). En este sentido, podemos encontrar en la literatura trabajos donde se
demuestra como la raza Duroc ha sido introducida en Europa como linea padre para
aumentar y mejorar la infiltracién grasa en los cerdos (Barton-Gade et al., 1987; Peloso
et al., 2010), lo cual se valora como un indice de alta calidad en productos carnicos

curados (lomos, paletas y jamones) por parte del consumidor.

La zona anatémica también tiene influencia sobre la composicién de la carne,
la grasa se deposita en distintas localizaciones anatémicas como es la subcutanea,
intermuscular e intramuscular. Estos depdsitos no van a tener la misma importancia en
la canal y en la calidad de la carne, ya que un exceso de grasa subcutdnea no es un
aspecto positivo para el consumo de carne fresca, pero juega un papel importante en
el proceso de curacidon de paletas y jamones. Ademas, la velocidad de deposicién
también se verd influenciada por la zona anatdmica, puesto que algunos autores han
encontrado que la velocidad de deposicién de la grasa subcutanea serda mayor que la
de la GIM en el caso del jamdn curado, pero igual en el caso de la paleta curada (Kouba

y Bonneau, 2009).

Los siguientes factores tienen una estrecha relacién con el objetivo principal de

esta tesis doctoral. La edad (y por lo tanto el peso) influye en la proporcién vy
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composicion de los distintos tejidos del animal (Kouba y Bonneau, 2009), de manera
que estos muestran una intensidad maxima de crecimiento variable a lo largo de
distintas etapas de su vida. Asi, el tejido adiposo es el que crece con mayor intensidad
en las ultimas etapas. Por lo tanto, en animales de mds edad, mayor sera la grasa
acumulada y menor el contenido en coldgeno (proteinas). Otro factor sobre el que
influye es el color de la carne, es decir, la carne presenta una mayor cantidad de
pigmentos a mayor edad de los animales (Charpentier, 1967; Cross et al., 1986 y
Lawrie, 1998). La composicion de la grasa también se ve afectada por la edad de los
animales (Bosch et al., 2012; Daza et al., 2007). Los cerdos |béricos normalmente se

sacrifican con 120-170 kg de peso al sacrificio y una vida minima de 10 meses.

El sexo afecta al contenido de GIM, ya que su contenido es mayor en las
hembras que en los machos. Este factor unido a la raza puede tener una notable
influencia en la calidad final del producto, debido a una mayor infiltracion grasa que
puede favorecer la adquisicion de mejores caracteristicas sensoriales (Garcia et al.,

1991; Antequera et al., 1994).

La condicion reproductiva de los animales (enteros o castrados), es otro factor
extrinseco que va a influir de manera notable en la composicién y calidad final de
carne, donde la castracidn va a jugar un papel crucial sobre el contenido de grasa de
infiltracién de los animales (GIM). La finalidad de la castracidon en cerdos es mejorar la
calidad de la carne y conseguir un buen manejo animal. Esta posible mejora en la
calidad de la carne se basa fundamentalmente en dos factores: el control del olor
sexual en machos (Fredriksen et al., 2009); y el incremento del contenido en GIM tanto
para machos como hembras (Barton-Gade et al., 1987; Fischer y Weiler, 1994; Neuper
et al.,, 1995). En esta direccién, encontramos en la literatura varios trabajos cuyos
objetivos han sido la evaluacion del olor sexual en la calidad de carne fresca, carne
cocinada y productos curados (jamon), en los cuales se compararon machos enteros
frente a machos castrados (Bafion et al., 2003a; Banon et al., 2003b; Bafidén et al.,
2004). En dichos estudios podemos observar como el uso de la castracién permite
obtener canales pesadas (140-160 kg) y sin olor sexual, mejorando la calidad de la

carne, ya que esta practica también favorece el incremento de la GIM en la carne
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porcina (Barton-Gade, 1987; Fischer & Weiler, 1994; Neuper et al., 1995). Esta carne
de animales castrados, debido a su mayor contenido en GIM, tendrd mejores
caracteristicas tecnoldgicas para el procesado de productos curados, los cuales
precisan un largo tiempo de maduracién, puesto que dicha grasa evita la excesiva
deshidratacion de la pieza. Asimismo, la GIM, comUnmente denominada grasa de
infiltracion, esta relacionada directamente con indices de alta calidad de carne en

porcino (Ruiz et al., 2000; Ventanas et al., 2005).

Dado que tanto la edad de sacrificio, como el sexo del animal, como su
condicién reproductora tienen una elevada influencia sobre la calidad de la carne, vy
dado ademas el creciente interés de los consumidores por el respeto hacia el bienestar
animal, los temas relacionados con la castracién de animales de abasto han adquirido

un renovado interés
1.2. CASTRACION/ESTERILIZACION

La Real Academia de la Lengua Espafiola (Diccionario de la Lengua Espanola,
2001) define la castracion como la accién y efecto de castrar (extirpar los érganos
genitales). La castracidn quirdrgica se suele realizar a edades tempranas y sin
anestesia, atentando contra el bienestar animal. Ademas de facilitar el manejo de los
animales, la castracién quirdrgica tiene como finalidad controlar el olor sexual en
machos (extremadamente desagradable para algunos consumidores) que repercute de
manera muy negativa en la calidad de la carne de cerdo (Prunier et al., 2005,
Fredriksen et al., 2009). Este olor se produce debido a la presencia de la androstenona,
hormona producida en las gonadas masculinas, al escatol y en menor medida el indol,
ademas de otros compuestos de menor importancia que se acumulan en la grasa. La
androstenona es un esteroide testicular asociado con el olor de la orina y el sudor, y
s6lo es detectable por algunos consumidores, especialmente por las mujeres.
(Bonneau et al., 2000; Dijksterhuis et al., 2000; Font-i-Furnols et al., 2000; Gibis et al.,
1998; Godt et al., 1996; Van Qeckel et al., 1996; Weiler et al., 2000). El escatol se
obtiene como resultado de la degradacion del triptéfano en el intestino, y esta

asociado con el olor a heces o naftalina, el cual genera rechazo del producto por parte
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del consumidor. Los machos enteros tienen mds escatol que las hembras y machos
castrados debido a su mayor potencial anabdlico, su mayor nivel de exfoliacién
intestinal y al efecto inhibidor de la testosterona sobre la degradacién y absorcion del
escatol (Babol et al, 1999; Claus et al., 1994; Mortensen et al., 1991). Existen
numerosos trabajos sobre la aceptabilidad de la carne en relacién al problema del olor
sexual. De acuerdo con un amplio estudio realizado en 7 paises europeos (Bonneau et
al., 2000), mas del 6.5 % de los consumidores expresan insatisfaccion con la carne de
machos enteros en comparacién con la carne de hembras. Dicha aceptabilidad esta
relacionada con los niveles de estos compuestos en la grasa, los cuales dependen de la
condicién fisiolégica en el momento de sacrificio, es decir, edad, actividad sexual,
alimentacion y genética del cerdo (Bonneau, 1998). La castracién de cerdos machos
reduce el contenido de androstenona y escatol a niveles similares a los encontrados en

hembras porcinas (Gibis et al., 1998; Hansen et al., 1994; Jeremiah et al., 1999).

En la literatura cientifica estdan disponibles numerosos articulos relacionados
con la castracion de cerdos machos y los efectos que produce sobre la calidad de la
canal y de la carne. Asi, se ha descrito el olor sexual en la calidad de carne fresca, carne
cocinada y productos curados (jamdn), estableciéndose una comparativa de machos
enteros frente a machos castrados (Bafion et al., 2003a; Bafion et al., 2003b; Baiién et
al., 2004). Estos autores establecen que el uso de la castracion permite obtener
canales pesadas (140-160 kg) y sin olor sexual. Ademas, esta practica favorece el
incremento de la GIM en la carne porcina, mejorando la calidad de la carne (Barton-
Gade et al., 1987; Fischer y Weiler, 1994; Neuper et al., 1995). La carne de animales
castrados, debido a su mayor contenido en GIM, tendrd mejores caracteristicas
tecnoldgicas para el procesado industrial de productos curados, los cuales precisan un
largo tiempo de maduracién. No obstante, esta carne rica en GIM va a ser menos
apropiada para un publico “low fat”, es decir, consumidores que valoran mas las
carnes magras (Bandn et al., 2004). En esta direccidén, los trabajos realizados
mostraron que los jamones curados provenientes de machos castrados fueron los mas
aceptados y preferidos por los consumidores, especialmente por parte de las mujeres
y los consumidores habituales de este tipo de productos, puesto que son mas sensibles

en la percepciéon del olor sexual. Por tanto, estos estudios demuestran que la
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castracion de cerdos machos contribuye a una mejora en la calidad final de jamones

curados (Bafidn et al., 2003b).

Aunque los datos referentes a la influencia de la castracion sobre la calidad de
la carne de machos son abundantes, no ocurre asi con respecto a las hembras. Sin
embargo, en la actualidad, la castracién de cerdos se ha convertido en una practica
habitual tanto para machos como para hembras. Se pueden encontrar algunas
referencias en la literatura que evaluaron la castracion, tanto desde un punto de vista
productivo como de calidad de carne, enfrentando a machos castrados frente a
hembras castradas y enteras (Serrano et al., 2008; Peinado et al., 2012); mientras que
en otros estudios se evalué la castracién comparando sélo hembras castradas frente a

enteras (Serrano et al., 2009).

Con la castracién también se busca la reduccion de las agresiones y
comportamientos sexuales como las montas naturales, que van en aumento a medida
gue los animales alcanzan la pubertad (Zamaratskaia et al., 2008a). Estas agresiones y
comportamientos sexuales en los cerdos incrementan los riesgos de padecer lesiones
de luchas y cojeras (Fabrega et al., 2010; Rydhmer et al., 2010), las cuales conllevan a
una reduccidn del bienestar animal durante su periodo de cria hasta sacrificio en
matadero (FVE-Federation of Veterinarians of Europe, 2009). En la misma linea,
encontramos varios articulos disponibles donde aparece la castracién como un método
para reducir el comportamiento sexual y agresivo de los cerdos (Cronin et al., 2003;
Baumgartner et al., 2010). Desde el punto de vista productivo, la castracién quirurgica
en las hembras se lleva a cabo para reducir el efecto negativo del estro sobre el
crecimiento. Con esto se pretende evitar la pérdida de peso de las hembras debida a la
disminucion del consumo voluntario de pienso que tiene lugar con la aparicién del celo

(Zeng et al., 2002).

De acuerdo con lo anteriormente expuesto podemos resumir que la finalidad
de la castracién en cerdos es mejorar la calidad de la carne y conseguir un buen
manejo animal. Esta posible mejora en la calidad de la carne se basa

fundamentalmente en dos factores: el control del olor sexual en machos (Fredriksen et
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al., 2009); y el incremento del contenido en GIM tanto para machos como hembras
(Barton-Gade et al., 1987; Fischer y Weiler, 1994; Neuper et al., 1995). Dicha GIM,
comunmente denominada grasa de infiltracién, estd relacionada directamente con

indices de alta calidad de carne en porcino (Ruiz et al., 2000; Ventanas et al., 2005).

1.2.1. Legislacion/Normativa referente a castracion

En la Unidn Europea se castran alrededor del 80% de los lechones machos
(EFSA, 2004), lo que equivale a unos 100 millones de lechones cada afio, en su mayoria
sin anestésicos o analgésicos (Fedriksen et al., 2009). La castracién de machos se suele
realizar a edades tempranas (2 primeras semanas de vida) y con la finalidad

fundamental de eliminar el olor sexual.

En el caso del cerdo ibérico se anaden otras razones, la explotacién extensiva
del cerdo Ibérico precisa de la castracién quirdrgica tanto de machos como de
hembras debido a los problemas de manejo animal (problemas de comportamientos
sexuales) durante el periodo de finalizacion. Para evitar este ingente problema tanto
machos como hembras son gonadectomizados a edades tempranas, sin embargo las
nuevas regulaciones en materia de bienestar animal (EU Directive 120/2008/CE y RD
1221/2009) exigen alternativas viables a la gonadectomia de machos, y con mayor
urgencia en el caso de las hembras. En esta direccion, la castracion de hembras no se
suele practicar en los paises de la Unidn Europea, salvo el caso excepcional de Espafia,
donde la castracién de hembras Ibéricas si estd permitida debido a sus caracteristicas
Unicas en un sistema de produccidn en extensivo (RD 1221/2009). Todo esto se debe a
las condiciones especiales del sistema de explotacidn del cerdo Ibérico, las cuales
implican que los sacrificios de los animales tengan lugar a grandes pesos (> 150 kg),
estos suelen ser cerdos de una cierta edad (14-16 meses) que ya han alcanzado la
madurez sexual (problemas tecnoldgicos del olor sexual y problemas de
comportamientos sexuales agresivos). Asimismo, tradicionalmente la cria del cerdo
Ibérico se lleva a cabo en extensivo, lo cual podria causar gestaciones indeseadas en
hembras (Goémez-Fernandez et al., 2013) a través de jabalies durante los meses de

duracion de la montanera (sistema tradicional de cebo en extensivo). En este sentido,
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si por motivos debidamente justificados desde el punto de vista profilactico o
terapéutico debiera realizarse la castracion de una hembra, tal operacion deberd ser
certificada y realizada por un veterinario, con anestesia y analgesia prolongada (RD

1221/2009).

1.2.2. Bienestar animal y castracién

En una sociedad desarrollada surgen corrientes de pensamiento en distintas
areas del conocimiento, dando lugar a movimientos que van a modificar
sustancialmente nuestros disefios productivos. Actualmente, existen corrientes de
pensamiento sobre el medio ambiente, la salud publica o el bienestar animal. Estas
nuevas corrientes preocupan tanto a nuestra sociedad como a nuestros gobiernos,
para lo cual, se estdn creando constantemente normativas que van a afectar a los
ganaderos, los cuales estan obligados a modificar sus estrategias de produccién en

funcién de las nuevas directrices de la Union Europea.

La Real Academia de la Lengua Espafiola (Diccionario de la Lengua Espanola,
2001), define el bienestar, como la vida holgada o abastecida de cuanto es necesario
para pasarlo bien y con tranquilidad, pero también, el conjunto de cosas necesarias
para bien vivir. Asimismo, se entiende por bienestar el estado o condicion de salud y
felicidad, y también, el estado o condicion de armonia fisioldgica entre el organismo y

su ambiente.

Actualmente, hemos empezado a considerar a los animales como algo mas que
simples objetos de los que somos propietarios o elementos de los cuales extraemos

algln beneficio propio.

Es frecuente que se establezca un paralelismo entre bienestar y salud en los
animales. Es decir, si el animal esta sano tiene bienestar. Esto es una equivocacion,
puesto que los animales viven en su medio y tienen que hacerlo integrados en él, en
completa armonia con él. Cuando se produce una modificacion de dicho medio, los
animales deben adaptarse a la nueva situacion mediante mecanismos fisioldgicos que

los equilibran y los adaptan, en concreto, son los procesos de estrés los responsables
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de esta adaptacion, produciéndose una reduccion real o potencial de la eficiencia
biolégica del animal, y en esta situacion el animal tendra déficit de bienestar aunque
no sufra un proceso patoldgico propiamente dicho. Un claro ejemplo lo tenemos en la
castracion quirdrgica de cerdos que es la practica mas usada para el control del olor
sexual (Fredriksen et al., 2009), y se suele realizar a edades tempranas y sin anestesia,

atentando contra el bienestar animal.

En la literatura se pueden encontrar numerosos estudios donde se afirma que
la castracion quirurgica es dolorosa (Hay et al., 2003; Prunier et al., 2006; Leidig et al.,
2009; Von Borell et al., 2009). Los investigadores han demostrado que los lechones
responden a la castracion quirdrgica con vocalizaciones especificas (Puppe et al, 2005;
Leidig et al, 2009; Von Borell et al, 2009) y comportamientos propios (Hay et a/, 2003)
indicativos de dolor. Esto pone de manifiesto que la castracién compromete el
bienestar animal (Directiva EEC, 2001), incrementando los riesgos de infeccién vy
perjudicando los costes de produccion. Por esto, seria importante remarcar el
creciente interés europeo en el bienestar animal (EFSA, 2004), y la perspectiva de la
legislacién en varios paises, de la limitacién de la actual practica de castracién
quirdrgica sin anestesia, que han animado a la industria porcina a reconsiderar su
enfoque tradicional para el control del olor sexual y conducta sexual, e investigar
alternativas viables (Prunier et al., 2006; Zamaratskaia y Lundstrom, 2006). De igual
manera, se estan trazando las directrices de un plan para acabar voluntariamente con
la castracidén quirdrgica antes de finales de 2018, en Europa (FVE, 2009; PIGCAS, 2009).
Por todo ello, es necesaria la busqueda de alternativas a la castracidén quirdrgica, con

especial atencién en el bienestar animal.
1.2.3. Alternativas a la castracion quirdrgica

En la actualidad se barajan distintas alternativas a la castracion quirurgica, que
tienen en cuenta el bienestar animal. Estas pueden asegurar el bienestar animal de los
lechones significativamente (de Roest et al, 2009). Las posibles soluciones

complementarias de hoy en dia son:
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) La cria de cerdos enteros, con la subsiguiente clasificacidon en funcién del

olor sexual después de su sacrificio en matadero.

. La castracidn con anestesia local o general.

° La inmunocastracién disponible en la Unién Europea desde 2009.

La primera alternativa seria la cria de cerdos machos enteros, que se percibe
generalmente como la mejor solucién a largo plazo, pero esto supone que el problema
del olor sexual no estaria resuelto (Fredriksen et al., 2009). Esta es una cuestidon de una
importancia considerable ya que el consumidor, generalmente, demanda una alta y
persistente calidad de la carne (sin olor sexual). En este sentido, a través de
investigacion genética intensiva se estdn realizando estudios cuyo objetivo es la
reduccion de los niveles de androstenona y escatol en la carne de cerdos enteros
(Squires, 2006). Este hecho, junto con distintos métodos utilizados para la deteccién
del olor sexual en la linea de sacrificio, podria ser una buena solucién para el futuro. En
este sentido, existen varios métodos para detectar el olor sexual en la linea de
sacrificio, incluyendo métodos de clasificacién sensoriales (humano) y
quimicos/bioquimicos (a veces automatizados). A pesar de ello en la actualidad no
existe un método unanimemente aceptado en la Unién Europea (EFSA, 2004).
Asimismo, el sacrificio de los cerdos a edades tempranas puede reducir el problema
del olor sexual, ya que su expresién estd asociada a la madurez sexual (Babol et al.,
2004; Zamaratskaia et al., 2004). No obstante, la investigacion ha demostrado que el
olor sexual no puede ser evitado completamente de esta forma, ni siquiera con pesos
de canales tan bajos como 40 kg (Aldal et al., 2005). También se deberia tener en
cuenta el aumento de la agresividad y los comportamientos de monta como aspectos

negativos y adicionales de la cria de machos enteros.

En segundo lugar estaria la practica de la castracién con anestesia. La anestesia
local en cerdos se comenzé a practicar en Noruega desde 2002, como alternativa a la
castracién quirurgica sin anestesia realizada de forma generalizada por los granjeros
europeos. Esta practica evita el dolor durante la cirugia (Haga y Ranheim, 2005), sin

embargo no elimina el dolor postoperatorio de las siguientes horas y dias, a menos
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que se administre suficiente analgesia durante ese periodo. El beneficio de esta
practica desde el punto de vista del bienestar animal también estd en entredicho,
puesto que los animales tienen que ser tratados dos veces (una vez para la anestesia
local y una segunda para la analgesia del postoperatorio), y por lo tanto doblemente
expuestos a situaciones de estrés. Por otro lado, la anestesia general inducida por
gases podria tener un potencial de uso en la castracién. No obstante, la anestesia con
CO, aun estd siendo evaluada como alternativa a otros tipos de anestesia, puesto que
tiene una importante desventaja debido a que posee unos margenes de seguridad
demasiado estrechos (en relacién a la concentracién de CO, y tiempo). Ademas,
todavia no se ha disefiado un sistema practico y eficaz para un uso generalizado que
evite las pérdidas animales (Cluivers-Poodt et al., 2007). Asimismo el equipo para el
uso de anestesia con isoflurano es caro y no es adecuado para pequenos rebafios

(Raaflaub et al., 2008).

La tercera alternativa a la castracidn quirdrgica es la inmunocastracion, que ha
demostrado ser eficaz en la prevencidon del olor sexual en numerosos estudios
realizados en machos (Dunshea et al., 2001; Zeng et al., 2002; Zamaratskaia et al.,

2008b; Bonneau et al., 1994).

1.3. INMUNOCASTRACION

Se ha desarrollado una vacuna contra el factor de liberaciédn de gonadotropina
(GnRH) (Improvac®, Zoetis) que ha sido aprobada para su uso en mas de 60 paises,
entre ellos Australia, Nueva Zelanda, Brasil, México, Suiza y la Unién Europea, y se ha
propuesto como una alternativa respetuosa con el bienestar animal frente a la
castraciéon quirdrgica (Thun et al., 2006). Improvac ® consta de un analogo sintético del
factor liberador de la gonadotropina (GnRH) acoplado a un toxoide de difteria que
actla como una gran proteina portadora inmunogénica para dicho analogo sintético.
Improvac ® también estd formulado con el adyuvante iénico polisacdrido DEAE
dextrano (McNamara, 2009). Su objetivo es conseguir los mismos efectos que la
castracion quirdrgica evitando todas las repercusiones negativas asociadas, tanto

productivas como de vulneracion del bienestar animal.
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La inmunocastracion en los machos consiste en la produccién de anticuerpos
contra GnRH y el consiguiente bloqueo del eje hipotalamo-hipdfisis-gdnadas con
regresion testicular y reduccién de la sintesis de hormonas esteroideas (Jaros et al.,
2005; McCauley et al., 2003; Oliver et al., 2003; Oonk et al., 1995, 1998; Zamaratskaia
et al., 2008a y 2008b) (Figura 1.). De esta manera el andlogo sintético de GnRH induce
la produccién anticuerpos contra la GnRH propia del animal, que desencadenan un
bloqueo en la produccion de FSH (hormona foliculo-estimulante) y LH (hormona
luteinizante) de la glandula pituitaria, con la consiguiente reduccién del desarrollo y
funcion testicular (Figura 2. a y b), incluyendo la produccion de esteroides. En el caso
de las hembras la induccién de anticuerpos frente al GnRF provoca una supresion
inmunolégica temporal de la funcién ovarica mediante el bloqueo de las hormonas
gonadotrépicas LH y FSH, lo cual conlleva a la reduccién de la produccion y
concentracion de progesterona (Figura 3.). Por tanto, la inhibicién de la GnRH también
puede ser utilizada para prevenir los distintos estro y ovulaciones en el caso de las
hembras (Herndndez-Garcia et al., 2013). En las hembras inmunocastradas se puede
observar una evidente regresion tanto del tamafio de los ovarios como de los Uteros
(estado atréfico inmaduro o infantilizados) (Figura 4. a y b), respecto a los de cerdas
enteras (Hernandez-Garcia et al., 2013). Consecuentemente, podemos denotar una
reduccién en la sintesis de hormonas femeninas esteroideas, por lo que los niveles

séricos de progesterona y estradiol van a ser inferiores en cerdas inmunocastradas que

en las enteras (Hernandez-Garcia et al., 2013).
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Para que la inmunizacién con Improvac ® tenga éxito se requieren dos dosis de
la vacuna que deben aplicarse por lo menos con 4 semanas de diferencia. La primera
dosis vacunal prepara el sistema inmune de los cerdos, sin alterar el tamafio o la
funcién de los testiculos. La segunda dosis estimula la respuesta inmune protectora y
genera una inhibicién de la funcion de los testiculos. Inicialmente, los distintos trabajos
realizados sobre inmunocastracidon se centraron en la respuesta a corto plazo desde la
segunda vacunacion hasta sacrificio (4-6 semanas) (Dunshea et al., 2001). En el caso de
animales sacrificados a una edad avanzada (14-16 meses de vida) retrasar la segunda
dosis hasta 4-6 semanas antes del sacrificio genera problemas desde el punto de vista
del manejo relacionados con el elevado peso de los animales, asi como
comportamientos agresivos derivados de la madurez sexual. Dichos problemas se
agravan cuando los animales se encuentran encerrados en corrales (Einarsson, 2006).
Actualmente, las investigaciones en cerdos intentan conocer la respuesta vacunal a
largo plazo. Un mayor plazo de tiempo desde la segunda dosis de la vacuna hasta el
sacrificio de los animales es deseable, puesto que permitiria vacunar a cerdos con
menos edad y peso, lo que supondria una ventaja para el buen manejo animal. En la
literatura cientifica se pueden encontrar varios articulos donde se han descrito éxitos
de vacunacion a largo plazo, concretamente con periodos de hasta 22 semanas
después de la segunda dosis hasta sacrificio en matadero, en machos (Zamaratskaia et
al., 2008a; Einarsson et al., 2009). En esta direccion, se han desarrollado dos
protocolos de inmunocastracion para cerdas lbéricas puras criadas en extensivo
(Hernandez-Garcia et al., 2013) con tres dosis vacunales, uno temprano (prepuberal) y
otro tardio (para adultas al principio del acabado), a fin de inhibir la actividad estral
hasta el sacrificio, que tiene lugar a altas edades y pesos en los sistemas de explotacion
extensiva. Las hembras inmunocastradas tardiamente fueron inmunizadas con la
version piloto de Vacsincel® (Zoetis) a los 11, 12 y 14 meses de edad y sacrificadas con
16 meses. Mientras que las hembras inmunocastradas prepuberalmente fueron
inmunizadas a los 4,5, 5,5 y 9 meses, sacrificandose a los 16 meses, concretamente con
periodos de hasta 32 semanas desde la Ultima dosis hasta su sacrificio. En este estudio
se observd que los niveles séricos de estradiol y progesterona, asi como las medidas y

morfologia Utero-ovaricas mostraron ciclicidad en las hembras control (enteras) e
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inactividad ovarica en el 100 % de las hembras tratadas. Consecuentemente, ambos
protocolos constituyen una eficaz alternativa a la castracién quirdrgica de las cerdas
Ibéricas criadas en extensivo. Ademas, el protocolo prepuberal simplifica el manejo al
no necesitar separacién de sexos pre-tratamiento (Hernandez-Garcia et al., 2013).
Finalmente, el protocolo descrito para la aplicacién del farmaco patentado para
hembras y comercializado como Vacsincel ® (Zoetis), consiste en vacunar a las cerdas
a las 18 semanas de edad con 4 dosis de 2 ml con un intervalo de 4 semanas entre las
dos primeras y un intervalo de 12 semanas entre la segunda y la tercera dosis. Para
mantener la supresién del celo hasta el sacrificio (14 meses) se administra una cuarta
dosis 12 semanas después de la tercera. Con esto se pretende inmunizar a las cerdas

Ibéricas durante su largo periodo de produccién en extensivo.

1.3.1. Ventajas de la inmunocastracion

Revisando la literatura cientifica, se pueden encontrar numerosos articulos
donde se evalla el efecto de la inmunocastracién sobre pardmetros de calidad de
carne fresca, comparando machos inmunocastrados con machos castrados
quirurgicamente y enteros (Pauly et al., 2009; Font i Furnols et al., 2009a; Gispert et
al., 2010; Aluwe et al., 2013). Sin embargo, no se encuentran datos cientificos acerca
del efecto de la inmunocastracién de hembras en calidad de carne fresca. Asimismo, el
efecto de la inmunocastracién en productos curados porcinos ha sido escasamente
estudiado (Font i Furnols et al., 2012), y ademads unicamente evaluado en productos
provenientes de machos castrados. Por todo lo descrito, seria de gran interés estudiar
el efecto de la inmunocastracidn en hembras Ibéricas, tanto desde el punto de vista de

calidad de carne fresca como de calidad final de productos curados.

Una de las principales ventajas de la inmunocastracion es que hasta la segunda
dosis vacunal los animales inmunocastrados se suelen comportar como animales
enteros, conservando asi las ventajas productivas caracteristicas de animales enteros,
tales como: una mejor ganancia de peso, mejores indices de conversién (Morales et
al., 2010; Bonneau et al., 1998). Asimismo se ha descrito que la castracién quirurgica

de hembras tiene un impacto negativo sobre el bienestar animal y sobre sus indices
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productivos, tales como ganancia media diaria, consumo diario e indice de conversién
comparados con cerdas inmunocastradas (Oliver et al., 2003; McCauley et al., 2003).
Después de la segunda dosis vacunal, los beneficios son similares a los de la cria de
animales castrados, es decir, disminucién de las agresiones y de los comportamientos
sexuales y una reduccion en el riesgo de olor sexual (Zamaratskaia et al., 2008a;

Baumgartner et al., 2010).

Por otro lado, existen numerosos estudios donde se ha demostrado que los
cerdos inmunocastrados muestran un comportamiento menos agresivo (Cronin et al.,
2003; Velarde et al., 2007), las montas se reducen (Fabréga et al., 2010) y se producen
casi sin lesiones en la piel comparadas con las de machos enteros (Rydhmer et al.,
2010), lo cual es una ventaja desde el punto de vista de bienestar animal. Baumgartner
et al. (2010) concluyeron en su estudio sobre inmunocastracién que " Desde el punto
de vista del bienestar animal la vacunacion contra la GnRH de cerdos machos es

"

beneficiosa [...] porque evita el dolor y el estrés "y " no aumenta los problemas de

comportamiento durante el periodo de engorde “.

Desde el punto de vista de calidad de la carne, es importante senalar que
aquélla procedente de cerdos inmunocastrados no es diferente a la de la carne de
cualquiera de las hembras enteras o machos castrados (Gispert et al., 2010; Morales et
al., 2010). Ademas, la carne de los machos inmunocastrados tiene una mejor
aceptacion por parte de los consumidores debido a la reduccién del olor sexual

respecto a machos enteros (Font i Furnols et al., 2008).

En lo que respecta a la seguridad sanitaria, algunos consumidores vy
productores pueden estar preocupados por los posibles problemas de salud y de
seguridad en torno al uso de la vacuna (Van Beirendonck et al., 2010), sin embargo los

riesgos reales para la salud y la seguridad humana son minimos porque:

° La vacuna ha desaparecido casi por completo del cerdo antes de
sacrificio.
° Sélo funciona cuando se inyecta en el torrente sanguineo.
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) Una persona tendria que inyectarse intravenosamente dos veces para

resultar infértil (Backus et al., 2008).

En este sentido, varios estudios han mostrado como Improvac ® no tiene
actividad intrinseca hormonal o quimica (Dunshea et al., 2001). Una encuesta reciente
de los consumidores belgas encontrd que “inmunocastracion no resulté un problema

en términos de la aceptacion del consumidor “(Vanhonacker et al., 2009).

A pesar de que en los ultimos afios se han realizado varios estudios con
consumidores sobre la aceptabilidad y las actitudes hacia inmunocastracion (Hennesy
et al., 2004; Giffin et al., 2008; Allison et al., 2008), todavia existe la necesidad
de realizar investigaciones llevadas a cabo con total independencia de los fabricantes

de vacunas (Bonneau, 2009).

1.4. PARAMETROS RELACIONADOS CON LA CALIDAD DE LA CARNE

La composicion y estructura de la carne estd intimamente relacionada con su
calidad tanto nutritiva como sensorial, de ahi que cada uno de sus componentes tenga
un papel fundamental como responsables de la calidad final del producto. Desde el
punto de vista nutritivo y en funciéon de la cantidad y calidad de sus componentes
qguimicos, asi como en funcién de su utilizacion por el organismo, este producto
pertenece al grupo basico de “alimentos proteicos”. La carne ademas es una buena
fuente de aminodcidos esenciales, vitaminas (especialmente del grupo B) y minerales,
entre los que destaca su alto contenido en hierro (Lucarini et al., 2013). Este mineral
tiene una excelente absorcion y potencia la asimilacion procedente de otras fuentes
como las leguminosas o los cereales (Godber, 1994). Otra de las propiedades de la
carne es su contenido medio-alto en lipidos, que hace que sea un alimento muy

energético.

La composicidn general de la carne va a presentar variaciones en funcién de la
especie animal de procedencia, lo cual genera cambios en los componentes principales
de la misma. En 1991 Lawrie presentd los valores medios para un musculo tipico de

mamifero adulto, siendo un 75 % de agua, un 19 % de proteina, un 2,5 % de grasa, un
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1,65 % de nitrégeno no proteico, un 1,20 % de carbohidratos y un 0,60 % de minerales.
Unos afios después Gou (1993) se centrd en los valores medios de la carne de cerdo,
proponiendo un 13,9 % de grasa subcutanea, un 68,2 % de musculo, un 13,8 % de

grasa intermuscular y un 8,7 % de hueso.

En 1997 encontramos datos publicados por Belitz y Grosch, donde se
presentaba la composicion quimica de la carne para el jamén y la paleta de cerdo

(Belitz y Grosch, 1997).

Tabla 1.1. Composiciéon quimica media de la carne en porcentaje

(g por 100 g totales) (Belitz y Grosch, 1997)

Pieza Agua Proteina Grasa Cenizas

Paleta 74,9 19,5 4,7 1,1

Jamon 75 20,2 3,6 1,1
1.4.1. pH

En la gran mayoria de mataderos se pueden originar situaciones de estrés
previas al sacrificio que provocardan un desarrollo anormal del rigor mortis y la
apariciéon de dos tipos de carnes defectuosas conocidas como carnes DFD y PSE. Las
carnes con pHs andmalos serdan carnes muy penalizadas tanto sensorial como
tecnolégicamente y presentaran una calidad final muy reducida. Las carnes DFD
ocurren generalmente en vacuno y en menor medida en porcino. Son carnes oscuras,
duras y secas (dark, firm and dry). Los animales de los que proceden estas carnes
sufren un consumo del glucégeno en los musculos ante situaciones de estrés
prolongadas y de cardcter moderado, que provocan que la formacién de acido lactico
tras el sacrificio sea escasa. Ante esta circunstancia el descenso normal del pH no se
produce y el pH final de esta carne serd muy elevado, normalmente por encima de 6.
Las consecuencias seran el aumento de la capacidad de retencién de agua que confiere
un color oscuro a la carne. Otras propiedades sensoriales también se ven
comprometidas pues a un pH alto aumenta la dureza (Purchas y Aungsupakorn, 1993 y

Watanabe et al., 1996) y hay menor desarrollo del aroma (Dransfield 1981, Purchas et
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al., 1986) e incluso la aparicion de flavores andémalos (Fjelkner-Modig y Ruderus,
1983). Las carnes PSE son carnes palidas, blandas y exudativas y se producen
generalmente en cerdos sensibles a las situaciones de estrés y con cierta
predisposicion genética (Terlouw, 2005). En estas carnes se produce una aceleracion
del metabolismo con gran acumulacién de acido lactico que provoca un descenso
brusco del pH que alcanzard sus valores finales cuando la carne estd todavia caliente.
La combinacién de un pH bajo con una temperatura alta tendrd como consecuencia la
desnaturalizacién de las proteinas musculares que afectara a la calidad de la carne. La
alteracion proteica afectara a la capacidad de retener agua y a la estructura de la

mioglobina (Lawrie, 1998) en los musculos dando carnes palidas y exudativas.

1.4.2. Agua

El agua en la carne es el componente mas abundante, alcanzando entre un 65-

75 % dependiendo del tipo de carne. En el caso de la carne de cerdo, el contenido en
agua es de aproximadamente 75 % siendo muy similar al de otras especies como pollo
y vacuno (Fennema y Grosch, 1992; Primo et al., 1997). A pesar de esto, se encuentra
bien integrada formando parte de la estructura carnica. El agua de la canal se
encuentra principalmente en el tejido muscular magro; el tejido adiposo contiene poca
agua. Muchas de las propiedades fisicas de la carne como el color, la textura y la
firmeza dependen en parte de la capacidad que tiene la carne de retener agua libre
(Lawrie, 1998), que se conoce como capacidad de retencidén de agua (CRA), y estd muy
relacionada con el pH final de la misma. En este sentido, el agua juega un papel
fundamental debido a su implicacidn en las caracteristicas sensoriales de la carne, lo
cual determinara la adquisicion final por parte del consumidor. Se ha demostrado que
carnes con una baja CRA tienen peores propiedades de aspecto (Kauffman et al., 1978
y Smith y Lesser, 1982), donde se puede observar un detrimento en la frescuray en la
textura con grandes pérdidas de agua por exudados, y por tanto la consiguiente
pérdida de jugosidad (Wheeler et al., 1990). Como ejemplo de carnes que ven afectada
su calidad sensorial por tener un contenido en agua reducido, ya sea por su contenido

total o por tener alterada su CRA, son las carnes DFD y PSE mencionadas previamente.
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En los productos cdrnicos curados, el agua juega un papel muy importante en la
calidad, ya que el proceso de curacidon se basa principalmente en la pérdida gradual de
agua hasta alcanzar la merma adecuada en funcién del producto, ya que no serd la

misma para jamon, paleta o lomo curado.

1.4.3. Color

El color es una propiedad de la carne que define su aspecto y tiene mucha
importancia en la evaluacion de su calidad (Klinsman et al., 1994). El aspecto es una
propiedad esencial que va a determinar la eleccion y compra final por parte del
consumidor en el mercado (Clydesdale, 1991; Krammer, 1994). El color de la carne
depende principalmente de la pigmentacion (Forrest et al., 1995). Dentro de los
compuestos implicados en la formacidn del color de la carne, cabe destacar el papel
desempeiiado por la mioglobina, que forma parte del grupo de proteinas denominadas
proteinas solubles. Este pigmento se localiza en el musculo y su importancia no solo
radica en ser el principal responsable de la formacién del color, sino que, con el
deterioro de la carne por envejecimiento o mal almacenamiento se produce un cambio
en su estado quimico, por lo que se podria considerar como un marcador o indice de
calidad. La mioglobina se transforma en metamioglobina (estado oxidado de la
mioglobina), lo cual tendrd como consecuencia un cambio en el color de la carne de un
rojo brillante a un tono marrén-grisdceo (resultado del aumento de las formas
oxidadas). Los consumidores asocian estos tonos con carnes poco frescas que han sido
almacenadas durante bastante tiempo y/o en condiciones inadecuadas (Johnson et al.,
1990 y Kim et al., 1999). Cuando la metamioglobina alcanza una cantidad superior al
20% de la cantidad total de mioglobina en la superficie de la carne, dos de cada tres
consumidores la rechazan (Hood y Riordan, 1973). El pardeamiento de la carne por mal

almacenaje provocara su enranciamiento y por lo tanto pérdida de calidad sensorial.

1.4.4. Compuestos nitrogenados

Los compuestos nitrogenados de la carne estdn constituidos por proteinas,
péptidos, aminoacidos libres y otros compuestos. Las proteinas tienen un papel

importante en el valor nutritivo pues son uno de los compuestos que se encuentran en
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mayor cantidad y por lo tanto pueden ser definidos como macronutrientes. Ademas, la
carne, al poseer una cantidad elevada de proteinas, es una buena fuente de
aminodcidos esenciales y portadora de minerales, entre los que destaca el hierro, que
formara un complejo proteico con la mioglobina. Este hierro heminico presenta una
mayor absorcién que el hierro procedente de otras fuentes alimenticias como los
vegetales (Godber, 1994), he aqui la importancia de la carne en nuestra dieta

alimenticia.

Las proteinas se pueden clasificar atendiendo a su solubilidad en tres grupos
(Primo, 1997; Ordoiiez et al., 1998); las proteinas del aparato contractil (proteinas
miofibrilares), las proteinas solubles (proteinas sarcoplasmaticas), y las proteinas

insolubles (proteinas del tejido conjuntivo y proteinas de los organulos).

Las proteinas van a afectar directamente a las propiedades sensoriales de la
carne. Tal es el caso de las proteinas miofibrilares, las cuales son las responsables de
las estructura de los musculos y como consecuencia de la carne, por lo que en cierta
medida van a definir las caracteristicas de textura de ésta. Dicha estructura miofibrilar
se ve afectada por causa de la disminucién del pH post mortem, que provoca la
desnaturalizacién de estas proteinas (Offer, 1991;), lo cual va a desencadenar en una
disminucion de la capacidad de retencidon de agua, y por tanto de la jugosidad de la
carne. Esta relacidn entre los cambios post mortem y capacidad de retencion de agua

ha sido ampliamente estudiado (revisado por Huff-Lonergan and Lonergan, 2005).

Por otro lado tenemos las proteinas solubles, donde podemos destacar la
mioglobina. La cantidad de mioglobina muscular se ve afectada por factores genéticos,
la alimentacion del animal, el tipo de fibra muscular, la especie, el ejercicio, la edad, y
ademads también se ve modificada por el sistema de explotacién (intensivo vs
extensivo). En cerdos se observa un descenso en el contenido de mioglobina cuando
los animales tienen una deficiencia en hierro, también se ha descrito un aumento
cuando los animales poseen una deficiencia en vitamina E y por el ejercicio (Belitz y
Grosch, 1997). El contenido de mioglobina esta relacionado con otro atributo de

calidad, el color, ya que es el principal responsable en su formacion como se ha
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explicado con anterioridad. Este hecho es de suma importancia, puesto que el color es
una de las caracteristicas mas valoradas en carne fresca, que va a influenciar en gran
medida la eleccidon del producto final por parte del consumidor (Carpenter et al.,

2001).

La modificacion de la fraccion nitrogenada se debe fundamentalmente a la
degradacion de las proteinas. Las proteinas son degradadas por enzimas proteoliticas,
fundamentalmente calpainas, catepsinas y aminopeptidasas, generdndose péptidos y
aminodacidos libres (Toldra et al., 1995, Wood et al., 1996, Goll et al., 1998, Mullen et
al., 2000 y Koohmaraie et al., 2002). Dentro de la fraccidn nitrogenada también se
incluyen los aminoacidos y los nucledtidos, compuestos que muchos autores han
descrito su relacidn con el sabor y flavor final de la carne (Aristoy y Toldra, 1998). Los
aminodcidos son generados a partir de la degradacién de las proteinas como
consecuencia del proceso de curacion del jamén, paleta o lomo curado, contribuyendo
por lo tanto al desarrollo de su flavor Unico (Larrea et al., 2006). Las caracteristicas del
sabor de cada aminoacido han sido amplia e individualmente estudiadas. Se ha
caracterizado la naturaleza del sabor de los aminoacidos en cinco sabores: dulce,
amargo, 4acido, salado y umami (Jurado, 2005), cuyo sabor estara determinado por la
concentracion del aminodcido y por su umbral de reconocimiento (concentracién
minima a la que puede ser detectado) (Belitz y Grosch, 1997). Este sabor umami esta

considerado como la quinta sensacién bdsica de sabor (Conn, 1992).

Ademads de su implicacién en el sabor, los aminodcidos libres también se
relacionan con la formacion de compuestos volatiles (VOCs) mediante reacciones de
Strecker y de Maillard, generandose principalmente compuestos azufrados,
nitrogenados y aldehidos ramificados (Mottram, 1998; Jurado et al., 2009). Estos
compuestos van a participar activamente en la formacion del flavor de la carne (Rossi
et al., 1995). En definitiva, el contenido en aminoacidos y nucleétidos en estado libre

de la carne podria potenciar su flavor caracteristico.
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1.4.5. Fraccion lipidica

De entre las caracteristicas implicadas en la calidad de la carne y los productos
carnicos del cerdo Ibérico, no cabe duda que la cantidad y composicién de la grasa es
uno de los factores determinantes (Ruiz et al., 2000; Ventanas et al., 2005). La fraccidon
lipidica es la parte mas variable en la carne y se encuentra en el tejido adiposo
subcutdneo, en el interior de la cavidad corporal o formando parte del tejido
intermuscular e intramuscular. Los lipidos estan involucrados en diferentes aspectos
de calidad de la carne y productos carnicos, tales como el valor nutricional,
caracteristicas sensoriales y propiedades tecnolégicas. Dichos aspectos van a depender
de la composicion en acidos grasos de la grasa, que al mismo tiempo se encuentran
relacionados con factores como la raza (Barton-Gade et al., 1987; Petrén et al., 2004),
el sexo (Okrouhla et al., 2006), la edad y el peso (Latorre et al., 2008; Latorre et al.,
2009), alimentacion (Daza et al., 2010) y la localizacién anatémica (Kouba y Bonneau,

2009; Fisher et al., 2003).

Durante la fase de crecimiento del animal la grasa se deposita en distintas
localizaciones anatdmicas, tales como la subcutdnea, intermuscular (entre muasculos) e
intramuscular (dentro del musculo) a distinta velocidad (Fisher et al., 2003; Kouba y
Bonneau, 2009). Estos diferentes acumulos de grasa, no van a tener la misma

importancia en todos los productos carnicos

La grasa subcutdnea, también denominada grasa de cobertura, en el cerdo
tiene como principal funcién la de reserva energética, ademas de participar como
aislante térmico. Este tejido se organiza en dos capas, cuya composicion en acidos
grasos ha sido ampliamente estudiada desde finales de los 60, donde numerosos
autores han puesto de manifiesto las diferencias entre ambas. En este sentido, se ha
demostrado que la capa mas externa es la mas insaturada debido al mayor porcentaje
de acido linoleico (C18:2(w-6)) principalmente (Monziols et al., 2007). Esta grasa de
cobertura va a desempenar una importante funcién desde un punto de vista

tecnolégico, en el caso de algunos productos curados de alta calidad como jamones y
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paletas, dado que interviene activamente en los procesos de penetracion de sal y de

pérdida de agua (Lépez-Bote et al., 1998b).

Por otro lado, merece mencién especial la GIM, la cual se acumula entre las
fibras musculares constituyendo lo que se conoce como la grasa de infiltracion o
marmoreado (German, 1990). Esta grasa parece tener una gran relevancia tanto desde
un punto de vista nutricional y tecnoldgico, como desde un punto de vista sensorial.
Seria necesario remarcar la repercusién que tiene sobre algunas caracteristicas
sensoriales de los productos curados, tales como la textura, el olor y el flavor, que van
a determinar la eleccidn por parte del consumidor final. En este sentido, la GIM juega
un papel decisivo tanto en aspectos relacionados con la tecnologia del procesado
como en las caracteristicas sensoriales y nutricionales de los productos carnicos finales

(Ventanas y Cava, 2001; Ruiz y Lépez Bote, 2002c; Ventanas et al., 2005).

Desde el punto de vista de la calidad tecnoldgica, el contenido en GIM es de
enorme importancia puesto que determina el grado de penetracién al interior del
mismo de la sal, aditivos y/o especias empleadas durante el procesado asi como el
nivel de desecacién del producto. De hecho, aquellas piezas que presentan un mayor
contenido en GIM necesitan un periodo de maduracion mas prolongado para
conseguir una pérdida de humedad adecuada y una dptima penetracion de la sal al
interior del producto que garantice la estabilidad microbioldgica del mismo. Este
efecto se produce como consecuencia del menor coeficiente de difusion tanto de la sal
como del agua en la grasa en relacion al magro (Palumbo et al., 1977). Ademas del
contenido graso, la consistencia de la grasa va a ser esencial para conseguir una
adecuada pérdida de humedad de las piezas durante el procesado (Lépez-Bote et al.,

1998b).

Desde el punto de vista sensorial, tanto el contenido como la composicién de
los lipidos intramusculares estdn relacionados con atributos sensoriales como la
jugosidad (Wood et al., 1986), el aroma y el flavor (Mottram y Edwards, 1983;
Cameron et al., 1990; Cameron y Enser, 1991), que son precisamente los de mayor

importancia en los productos del cerdo Ibérico (Ruiz et al., 2000; Ruiz et al., 2002b). En
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el jamén Ibérico, la GIM visible (veteado o marmoreado) esta asociada a la imagen
tipica de alta calidad del producto (Ventanas et al., 2001), y ademas se vincula de
manera positiva con la jugosidad y el brillo (Ruiz et al, 2000) y negativamente con la
fibrosidad, dureza y sequedad (Ruiz et al, 2000). En este contenido de GIM de los
cerdos van a influir distintos factores, entre ellos el desarrollo de la canal (Mayoral et
al., 1999), la raza del cerdo y su cruzamiento (Berdagué et al., 1993), el sistema de
alimentacion (Pérez-Palacios et al., 2009), y el estatus o condicién reproductiva de los
animales, ya que la practica de la castracidon también favorece el incremento de la GIM
en la carne porcina (Barton-Gade et al., 1987; Fischer y Weiler, 1994; Neuper et al.,

1995).

1.4.6. Compuestos volatiles

Los VOCs, generados durante el proceso de secado-maduracidon (jamones,
paletas y lomos), derivan principalmente de la degradacién de precursores como los
compuestos nitrogenados de bajo peso molecular (aminodcidos y nucleétidos) (Zhao et
al., 2005; Mora et al., 2009) y de los acidos grasos que constituyen la grasa (Elmore et
al., 2002; Jurado et al., 2009). Durante el procesado de productos carnicos curados, la
carne adquiere sus propiedades caracteristicas de aroma y sabor, primeramente
debido a cambios ocurridos en proteinas y lipidos (Hernandez et al., 1999; Ventanas et
al., 2006). Estos cambios se deben a una serie de reacciones bioquimicas (lipolisis) y
quimicas (oxidacion lipidica, reacciones de Maillard y degradacion de Strecker de
ciertos aminodcidos) (Ruiz et al., 2002a), en las cuales los lipidos juegan un papel
fundamental como precursores de un gran nimero de VOCs, de bajo peso molecular,
con importantes repercusiones sobre el flavor Unico y caracteristico de este tipo de
productos (Ruiz et al., 2002a; revisado por Gandemer, 2002). Asimismo, gran parte de
los compuestos descritos como olor-activos en jamdn lbérico proceden de las
reacciones de oxidacion de los acidos grasos insaturados (Carrapiso et al., 2002). La
mayor parte de estos compuestos son liposolubles (Olivares et al., 2009), por lo que se
ha encontrado una mayor liberacién de volatiles en productos con mayor contenido en
lipidos (Guinard et al., 2002; Seuvre et al., 2007). Por lo tanto, seria de gran interés

evaluar el posible efecto de la castracién en productos carnicos curados, puesto que la
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castracion va a generar un incremento del contenido graso en animales castrados
respecto a enteros (Serrano et al., 2009), lo cual podria tener consecuencias sobre el
perfil de VOCs de las distintas piezas carnicas en estudio (paletas y lomos). En este
sentido, la presencia de algunos VOCs o su concentracién estdn intimamente
relacionados con la calidad sensorial, mediante el aroma y el flavor (Pérez-Palacios et
al., 2010; Ventanas et al., 2010). Ademas, podrian utilizarse como indicadores del
tiempo del proceso de curacion, y como indicadores del desarrollo del flavor (Jurado et

al., 2009).

1.4.7. PTR

A dia de hoy se han realizado numerosos estudios sobre el perfil de VOCs del
jamodn curado, incluyendo jamén Ibérico (Garcia et al., 1991; Lépez et al., 1992; Ruiz et
al., 1998a; Ruiz et al., 1999; Timén et al., 2001; Andrés et al., 2002; Ruiz et al., 20023;
Carrapiso et al., 2003; Martin et al., 2006; Jurado et al., 2007; Andrade et al., 2009;
Narvaez-Rivas et al., 2010). Por el contario se han llevado a cabo bastantes menos
estudios sobre el perfil de VOCs en otro tipo de tipo de productos curados, tales como
paletas (Reina et al., 2013) y lomos curados (Muriel et al., 2004b). Ademas de las
técnicas convencionales (cromatografia de gases) de andlisis de los VOCs, se han
propuesto otras técnicas de analisis que podrian evitar o minimizar los inconvenientes
gue presentan estas técnicas. En este sentido, se presenta como posible alternativa
una técnica basada en la espectrometria de masas por reaccidon de transferencia de
protén (PTR-ToF-MS, del inglés Proton Transfer Reaction Time-of-Flight Mass
Spectrometry). La PTR-ToF-MS tiene algunas ventajas en comparaciéon con otras
técnicas con una mejor capacidad de identificacion (cromatografia de gases -
espectrometria de masas), en términos de menor tiempo de andlisis (unos pocos
segundos), mayor sensibilidad y la inyeccién directa desde el espacio de cabeza sin
etapas de extraccion o pre-concentracion. Todo esto permite analizar un mayor
numero de muestras en menos tiempo y reducir los artefactos relacionados con la
preparacién de muestras. Con todo lo expuesto se podria decir que la PTR-ToF-MS es
una técnica rapida, no invasiva y de alta sensibilidad empleada para la deteccidn répida

de compuestos orgdnicos volatiles liberados a partir de varias matrices de alimentos.
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En esta direccién, podemos encontrar en la literatura numerosos trabajos
donde la PTR-MS ha sido aplicada con éxito para la monitorizacién de los VOCs de
distintos sistemas modelo y alimentos, asi como para la caracterizacion de alimentos y
sus procesos productivos (Biasioli et al., 2003; Aprea et al., 2006; Biasioli et al., 2006;
Aprea et al., 2007a; Gasperi et al., 2009; Fabris et al., 2010; Soukoulis et al., 2010) o la
identificacion del origen de los alimentos (Aprea et al., 2007b; Araghipour et al., 2008).
Asimismo, el estudio realizado por Sanchez del Pulgar et al. (2011) fue pionero en la
aplicacion de la PTR-ToF-MS en el analisis de jamones curados, permitiendo una
completa discriminacién de las muestras de jamones producidos segun diferentes
denominaciones de origenes protegidas (DOP). Después de eso, esta técnica ha sido
utilizada para la discriminacién de los jamones Ibéricos curados de cerdos engordados
con dietas diferentes (Sanchez del Pulgar et al, 2013a), se logré una discriminacién
casi completa, con mejores resultados que los proporcionados por otras técnicas tales
como el analisis mediante nariz electronica. Ademas, en un estudio sucesivo la PTR-
ToF-MS fue utilizada para evaluar el efecto del factor de crecimiento de tipo insulina Il
-IGF-1l- en las caracteristicas finales del jamon Ibérico curado (Sdnchez del Pulgar et al.,
2013b). Otros trabajos analiticos se han dedicado a estudiar el efecto del genotipo de
diferentes marcadores genéticos, los cuales estan involucrados en el metabolismo de
los lipidos (Sanchez del Pulgar et al., 2014). Todos estos resultados indican que la PTR-
TOF-MS puede ser utilizada eficazmente como una técnica rapida y un método
fingerprinting no invasivo, que proporciona una valiosa informacién analitica. Por lo
gue, seria interesante evaluar el posible efecto de la castracidn, sobre el perfil de VOCs
en productos carnicos curados (paletas y lomos), puesto que la castracién provoca un
incremento del contenido graso en animales castrados en comparacion con los enteros
(Serrano et al., 2009; Barton-Gade et al., 1987; Fischer y Weiler, 1994; Neuper et al.,
1995). La citada PTR-ToF-MS se basa en la espectrometria de masas mediante la
ionizacion quimica de los de los VOCs presentes en el aire o en el espacio de cabeza de

la sustancia a analizar.

La ionizacion quimica (IQ) fue introducida por Munson y Field (1966) como un
método versatil para la identificacion y cuantificacion de mezclas de compuestos

organicos. Al contrario que la ionizacion electronica (muy utilizada para la
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espectrometria de masas de los efluentes cromatograficos —CG-EM-) o Ia
fotoionizacidn, la IQ produce una fragmentacién de las moléculas muy baja, por lo que
resulta mads util para cuantificar individualmente compuestos que se encuentran
formando parte de una mezcla sin separarlos previamente (revisado por Lindinger et
al., 1998). La IQ consigue una alta sensibilidad cuando el ratio i(R*)/[R] (siendo i(R") la
sefial del producto de la ionizacién y [R] la concentracion del compuesto neutro) es
alto. Por tanto, en la IQ se consigue una alta sensibilidad cuando el ién primario tiene
tiempo suficiente para reaccionar con los compuestos neutros, produciéndose asi

sefiales altas de i(R") (revisado por Lindinger et al., 1998).

En la PTR-MS se aplica la IQ basada en las reacciones de transferencia de
protdn, utilizando principalmente H30" como i6n reactivo primario (reaccién 1). Para
gue se produzca la transferencia de protén (TP), la afinidad por los protones (AP) del
analito debe ser mayor que la del H,O (revisado por Lindinger et al., 1998; revisado por

Gouw et al., 2003; revisado por Jordan et al., 2009).
H;0*+ R > RH" +H,0 (1)

El H,O tiene una AP (166,5kcal mol™) mayor que los constituyentes normales
del aire, por lo que el i6n H30" no reacciona con ninguno de ellos. Sin embargo, su AP
es menor que la de la mayoria de los compuestos orgdnicos volatiles, por lo que la TP
ocurre en cada colisién entre el idn primario y el analito. Ademas de la reaccion (1), el
idon H30" (y el i6n RH') pueden unirse a moléculas de agua presentes en el aire

analizado o en el espacio de cabeza:
H30+ + nH,0 <& H30+(H20)n (2)

La presencia de estos iones agrupados podria ser un problema, ya que su
presencia dificulta la interpretacién de los espectros de masas. No obstante, en PTR-
MS su formacion se previene aumentando la energia cinética de los iones utilizando un
campo eléctrico elevado en el tubo de deriva, donde tiene lugar la reaccién. De este
modo, dependiendo del campo eléctrico y la presion, podra haber iones unidos

H30"(H,0), y reaccionar asi:
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H30%(H20), + R > RH" + (1. 1)H,0 (3a)
H30"(H20), + R > H'(H20)mR + (n-m+1)H20  (3b)

Como la AP de los iones agrupados (H,0), es mayor que la del H,0, la reaccién
de transferencia de protdén (3a) es mas selectiva que (1), por lo que habra compuestos
R que reaccionaran con el idn H3;O" pero no con H3;O0*(H,O),. Los iones agrupados
formados por la reaccion (3b) presentan, en la mayoria de los casos, uniones menos
fuertes que los iones agrupados H30"(H,0),, lo que significa que se disociaran en la

cémara de reaccién dando lugar a RH* y a RH*(H,0) (revisado por Gouw et al., 2003).

A partir de los datos relativos a la velocidad de reaccién de transferencia de
protén, la cantidad de iones H;0" y RH" que llegan al detector y las condiciones en las
qgue tiene lugar la reaccién, se puede calcular la concentracién de los compuestos
organicos volatiles analizados (revisado por Lindinger et al., 1998; revisado por Gouw
et al., 2003): en la cdmara de reaccion (tubo de deriva) la ionizacion de los VOCs

(reaccidn 1) tiene lugar siguiendo la siguiente ecuacion:
[RH'] = [H:0']o (1~ &™) (4)
gue se puede simplificar en:
[RH'] = [H30™]o[R]kt i [RH'] << [H307] = [H30"]p = cte (5)

En (4) y (5) [RH'] es la cantidad del analito protonado, [H30"], es la cantidad de
ién primario (en ausencia del analito neutro R), k el coeficiente de velocidad de la
reaccion y t el tiempo de reaccién. Podemos asumir la suposicién de (5) porque todas
las moléculas con una AP mayor que la del agua reaccionaran con el ién reactivo
primario. Los sistemas de deteccién del aparato de PTR-MS ofrecen velocidades de
recuento proporcionales a [RH'] y a [H30"]o. El tiempo de reaccién t puede calcularse
en base a los parametros del aparato (voltaje, presion, temperatura, etc.) y el
coeficiente de velocidad de reaccion k esta disponible en la bibliografia. Conociendo

todos los pardmetros necesarios en (5), la concentracion (en partes por billéon por
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volumen —ppbv—) de los VOCs en el aire analizado se puede calcular sin la necesidad de

utilizar patrones, mediante la ecuacién (6), donde C es una constante que incluye k y t:

[Concentracion]py = C x [RH']/[H30"] (6)
El aparato de PTR-MS, como se puede ver en la figura 5, consta de 3 partes principales:
una fuente de ién primario, una cdmara de reaccion (llamada tubo de deriva) y un

detector de espectro de masas.

Tubo de deriva

Fuentede
16N primario

Inyector

deagua
Inyector

de aire

En la fuente de ion primario se produce H30" con alto nivel de pureza (>99%), a
partir de vapor de agua, en el catodo hueco de descarga. Los iones reactivos primarios
pasan a continuacion a la camara de reaccion (tubo de deriva), a la que también
accede el aire a analizar a través del inyector de aire. En este lugar es donde se
produce la reaccion de transferencia de protdén, bajo unas condiciones de presion y
campo eléctrico estrictamente controladas (alto voltaje, que puede ser superior a los
600V, y baja presion, controlada entre 2,2 y 2,3 mbar). Los iones formados por las
distintas reacciones de transferencia de protén explicadas anteriormente
(principalmente mediante la reaccidn 1) pasan al detector de espectro de masas, que
puede ser un detector de cuadrupolo o un detector de alta resolucién de tiempo de

vuelo (ToF, del inglés Time of Flight) (figura 6 ay 6 b respectivamente).
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Electron-
multiplicador
secundario

EM Tiempo de vuelo

PTR-QMS PTR-ToF-MS$S

El detector de espectro de masas de cuadrupolo realiza una caracterizaciéon de
la masa nominal (sin decimales) del ion detectado, mientras que el detector de masas
de tiempo de vuelo permite conocer hasta la cuarta cifra decimal de la masa del ion
(figura 7). Este ultimo tipo de detector permite una estimacion mucho mas fiable de la
férmula molecular del ion problema, con lo que la identificacién de los compuestos
presentes en el gas analizado es mas precisa. Como se puede ver en el ejemplo de la
figura 7, con un detector de masas de cuadrupolo toda la sefial recogida es atribuida al
i6n de masa 43, mientras que el detector de tiempo de vuelo muestra que la
abundancia correspondiente a la masa nominal 43 corresponde al compuesto ionizado

de masa 43,018 y al compuesto ionizado de masa 43,055.

- PTR-QMS
— PTR-TOFMS

Abundanciadelidn

43
Masa(m/z)
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1.4.8. Evaluacion sensorial de la calidad de la carne

A dia de hoy, la calidad sensorial de los productos carnicos es la cualidad mas
destacada, de la cual depende la decisién final del consumidor. En este sentido, el
hombre no sélo consume un producto cdrnico por su valor nutritivo, sino por las
percepciones sensoriales y placenteras que se generan durante su ingesta. Desde hace
algunas décadas se ha intentado cuantificar las sensaciones percibidas por los
consumidores al degustar un alimento. Para lo cual se ha desarrollado una ciencia que

se denomina evaluacién sensorial.

En la actualidad, y ante la falta de métodos rdpidos analiticos utilizables en la
propia industria, la evaluacion sensorial se ha convertido en una herramienta
fundamental para conocer las caracteristicas de un producto y cémo serdn percibidas y
valoradas por el consumidor. La evaluacidn sensorial permite establecer los aspectos
positivos o negativos, de forma que el productor puede adaptar el procesado en
funcién de aquellas caracteristicas que condicionan la eleccion por parte del
consumidor. Ademas, el estudio de la calidad sensorial es importante para poder
establecer relaciones conjuntas con andlisis fisico-quimicos menos invasivos y
laboriosos, permitiéndonos una evaluacién rdpida y objetiva de un determinado

atributo sensorial.

La evaluacién sensorial debe englobar los aspectos mas relevantes de los
diferentes alimentos, siendo estos los que condicionan la aceptacion o el rechazo por
parte del consumidor. Estas caracteristicas son las relacionadas con el aspecto, la
textura, el olor, el sabor y el flavor, las cuales muestran una relacion mas o menos

marcada con la calidad que el consumidor percibe.

Desde el punto de vista de las caracteristicas sensoriales, el aspecto de la carne
y productos carnicos en general, y de los distintos derivados del cerdo Ibérico en
particular, esta en parte condicionado por el contenido, la disposicién y el tamafio de
las vetas que conforman la GIM o de infiltracién. Uno de los atributos sensoriales
relacionados con el aspecto, que destaca en los productos derivados del cerdo Ibérico,

es el brillo de la superficie de corte, consecuencia de la elevada proporcion de GIM y
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de la fluidez de la misma (Ruiz et al, 2000). Otro de los atributos sensoriales mas
caracteristicos de los productos del cerdo Ibérico es el elevado grado de veteado o
marmoreado. Este veteado ha sido vinculado directamente con el contenido de GIM
en productos Ibéricos curados (Muriel et al., 2004a; Ruiz et al., 2000), ademas es
considerado como un indice de alta calidad en este tipo de producto por los

consumidores.

La textura es un atributo sensorial muy complejo, que abarca las impresiones
que ocurren cuando el alimento contacta con la superficie de los dedos (textura tactil),
la lengua y los dientes (textura en boca). Las caracteristicas de textura de los productos
curados (jamon, paleta y lomo) se deben, en parte al proceso de elaboracién al que
estdn sometidos, y a las caracteristicas de la materia prima utilizada para su
elaboracién. Uno de los principales defectos de textura en los productos curados es la
textura blanda y/o pastosa (Morales et al., 2008a; Garcia-Rey et al., 2004). Esta
relacionado con otras propiedades, como un pH elevado o demasiado bajo de la
materia prima (Sanchez, 2005), un bajo contenido de sal, la presencia de GIM e
intermuscular que dificulte el salado y secado, o una temperatura de procesado
elevada (Morales et al., 2008b). De los atributos sensoriales relacionados con la
textura, la jugosidad es el que influye en mayor medida sobre la aceptabilidad de los
productos del cerdo Ibérico por los consumidores (Ruiz et al., 2002b). Dos pardmetros
fisico-quimicos parecen determinar la jugosidad, uno es el contenido acuoso vy el otro
es el contenido en GIM del alimento. En los productos curados, es la GIM la que
presenta una mayor importancia, puesto que durante el procesado existe una
considerable deshidratacién de las piezas carnicas, de forma que al final del mismo el
contenido acuoso se ha reducido notablemente. La contribucidon de la GIM en Ia
percepcion de la jugosidad se debe a la estimulacién de la secrecion de saliva durante
la masticacion (Ruiz et al., 2002b., Cava et al, 1999, Carrapiso et al., 2002), bien de
forma directa o bien como consecuencia de la liberacidn durante la masticacién de
gran cantidad de sustancias aromaticas presentes en la grasa. Por otro lado, cuando el
contenido en GIM es elevado, existe una mayor persistencia de la sensacién de
jugosidad en la cavidad oral tras la masticacién, al contribuir a la lubricacion del

alimento (Dikeman, 1987).
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Asimismo, un mayor contenido de GIM podria proporcionar mejores
caracteristicas para el procesado de productos cdrnicos (Gandemer, 2002). Este
contenido elevado de GIM va a dar lugar a productos curados de alta calidad sensorial.
Permitiendo largos periodos de maduracion y secado, debido a retrasos en las
pérdidas del contenido acuoso en las piezas, todo esto va a dar lugar a productos
curados tiernos y jugosos, y al desarrollo de un fuerte y peculiar flavor (Garcia et al.,
1991 y Antequera et al., 1994), muy apreciado por parte de los consumidores. Por otro
lado, la percepcion sensorial relacionada con el olor es uno de los atributos sensoriales
mas influyentes sobre la aceptabilidad de los productos curados de cerdo ibérico (Ruiz
et al., 2002b). Por todo esto, y como ya se ha mencionado previamente que la
castracion produce un incremento en el contenido de GIM de los animales (Barton-
Gade et al., 1987; Fischer y Weiler, 1994; Neuper et al., 1995), seria interesante

estudiar el efecto de esta en la calidad sensorial de productos carnicos curados.
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2. PLANTEAMIENTO Y OBJETIVOS

Desde sus inicios el grupo de “Tecnologia y Calidad de los Alimentos (TECAL)”
de la UEX centra su investigacion sobre calidad de la carne y productos carnicos.
Dentro de esta linea general se presta especial atencidn a los diversos factores que
afectan al animal y como consecuencia repercuten en la composicion y calidad de su
carne y derivados. Asi durante la trayectoria del grupo se ha estudiado el efecto de la

especie, la raza, la alimentacidn, el manejo, etc.

Estd comprobado que la tecnologia de los alimentos de origen animal esta
intimamente ligada a la produccién y el manejo de los animales de abasto. Por esta
razon cualquier factor que afecte a la zootecnia tendrd su repercusién mas o menos
evidente en el producto final. Uno de los objetivos de la zootecnia ha sido siempre el
bienestar animal pero, en los Ultimos tiempos una mayor sensibilidad de los
consumidores y una mayor informacion de los mismos, provoca que estos sean
especialmente exigentes con aquellas practicas productivas que puedan menoscabar

este bienestar animal.

En la produccién de ganado porcino una de las practicas mas habituales ha sido

I o" II’

la castracion de los machos para facilitar su manejo y para evitar el “olor sexual”, olor
desagradable que presentaban en su carne y que suponia el rechazo por parte de los
consumidores. También en el caso de las hembras y por cuestiones de manejo se
realizaba la castracién o mas propiamente dicho la esterilizacion. En el caso de las
hembras de porcino ibérico, esta practica se generalizaba debido a su particular
sistema productivo en régimen de montanera con los animales en libertad con la
posibilidad de ser cubiertos por jabalies. En ambos casos esta practica se realizaba

mediante cirugia con el consiguiente sufrimiento animal.

Actualmente, los avances en la industria farmacéutica han permitido la
obtencién de “vacunas” que afectan al desarrollo gonadal y a sus productos
obteniendo efectos similares a la castracidén quirudrgica, garantizando al mismo tiempo
el bienestar animal. En este sentido, existen ya numerosos estudios que muestran las

ventajas de estos tratamientos tanto para el manejo animal como para la calidad de
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sus productos. No obstante la inmensa mayoria de estos estudios se han realizado en

machos y hay una ausencia practicamente total de estudios en hembras.

Debido a las connotaciones del sistema productivo del cerdo ibérico tan
importante para la regién extremeiia y a los problemas de manejo que como se ha
mencionado antes pueden tener sus hembras, hemos considerado muy interesante

realizar un estudio sobre los efectos de su esterilizacidon sobre la calidad de su carne.

Por otra parte, dado que una de las lineas de investigacién de nuestro grupo es
el estudio de los compuestos volatiles y su influencia sobre el aroma de la carne, una
de las caracteristicas sensoriales mas relacionada con la calidad, hemos prestado
especial atencion al estudio de estos compuestos y a la utilizacién de nuevas técnicas

para el mismo.

Atendiendo a los antecedentes expuestos, esta tesis se planteé con los

siguientes
OBIJETIVOS:
1. Conocer la influencia de la castracién de hembras porcinas sobre la
calidad de carne fresca.
2. Conocer la influencia de la castracién de hembras porcinas sobre la
calidad de productos cérnicos (paletas y lomos).
3. Establecer la utilidad de la técnica PTR-ToF-MS (proton transfer

reaction time of flight mass spectrometry) de analisis de compuestos

volatiles en la diferenciacion de los lotes en estudio.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. MATERIAL BIOLOGICO
3.1.1. Naturaleza de las muestras

Para este estudio se utilizaron lomos frescos, lomos curados y paletas curadas
procedentes de hembras porcinas Ibéricas x Duroc. Nuestros animales pertenecian a
un estudio inicial de produccién animal, compuesto por 192 hembras Ibéricas x Duroc
(64 hembras castradas quirdrgicamente, 64 hembras inmunocastradas y 64 hembras
enteras) (Gomez-Fernandez et al., 2013), las cuales entraron a cebo con 110 dias de
edad y una media de 45 kg. Estos 192 animales experimentales (Gdmez-Fernandez et
al., 2013), se utilizaron para evaluar el efecto de la inmunocastraciéon con Improvac®
en el centro de prueba de porcino ITACYL (Hontalbilla, Segovia). Los animales fueron
identificados y clasificados en tres grupos con la misma media de peso: hembras
inmunocastradas (IF), hembras castradas quirdrgicamente (SF) y hembras enteras (EF).
La alimentacién recibida fue la misma para todas las hembras desde el inicio al final del
periodo de cebo (Gémez-Fernandez et al., 2013). La inmunocastracién en las hembras
experimentales se realizd mediante dos dosis vacunales, con 4 semanas de diferencia
entre ambas siguiendo las instrucciones establecidas por el fabricante (Zoetis). Dicho
protocolo vacunal fue similar al utilizado previamente con éxito en machos
(Zamaratskaia et al., 2008a & Einarsson et al., 2009), ya que los nuevos protocolos
descritos para hembras en la introduccién de esta tesis doctoral (Hernadez et al., 2013)
no estaban aun disponibles al inicio del presente estudio. Las dosis de las hembras
inmunocastradas fueron inyectadas a los 60 kg (18 semanas de edad) y a los 82,4 kg
(22 semanas de edad), mientras que la castracion quirdrgica de las hembras se llevé a
cabo cercana al destete. El tiempo transcurrido desde la segunda dosis con Improvac®
hasta sacrificio fue de 14,5 semanas (GOmez-Fernandez et al., 2013), puesto que
previamente se habian descrito éxitos vacunales en machos de hasta 22 semanas
(long-term) desde la ultima dosis vacunal (Zamaratskaia et al., 2008a & Einarsson et

al., 2009). Los 192 animales experimentales (64 SF, 64 IF, 64 EF) fueron sacrificados en
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el matadero de MAZAFRA (Zafra, Espaia) (Figura 1), mediante aturdimiento con CO,y

desangramiento con un peso vivo de 160-170 kg a los 8,2 meses de edad.

Figura 1. Canales de los animales sacrificados en el matadero

3.1.2. Tratamiento de las muestras: lomo fresco

La toma de muestra en el caso del lomo fresco (Longissimus dorsi) fue realizada
aleatoriamente de cada uno de los lotes descritos (64 SF, 64 IF, 64 EF) (Gomez-
Fernandez et al., 2013), en la sala de despiece de Argal S.A. (Fregenal de la Sierra,
Espana) (Figura 2). Especificamente la toma de muestras consistié en la recepcién de
36 lomos frescos (Longissimus dorsi) de |la parte derecha de cada canal de las hembras
en estudio, seleccionados aleatoriamente de 36 animales diferentes; 12 muestras
pertenecientes a cada uno de los tres lotes descritos previamente (n = 12) (Gémez-
Ferndndez et al., 2013). Los lomos frescos fueron debidamente identificados y
monitorizados para su trazabilidad. Ademas se selecciond la muestra analitica de la
regidn central del musculo Longissimus dorsi, en base a estudios previos en los que se
demuestra que es la zona de mayor homogeneidad muscular e infiltracion grasa

(Ventanas, 2006). La muestra se almacend envasada al vacio y congelada a -802C.
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3.1.3. Tratamiento de las muestras: lomo curado

El muestreo de lomos curados se realizé usando 18 animales, tomados
aleatoriamente de los tres lotes experimentales iniciales (64 SF, 64 IF, 64 EF) (Gémez-
Fernandez et al., 2013), en la sala de despiece de Argal S.A. (Fregenal de la Sierra,
Espafia): 6 hembras inmunocastradas (IF) (n = 6), 6 hembras castradas (SC) (n =6),y 6
hembras enteras (EF) (n = 6). El procesado de los 18 lomos frescos de la parte derecha
de las canales de las hembras en estudio, tomados de cada uno de los 18 animales
experimentales, fue llevado a cabo en la planta comercial La Teresina (Guijuelo,
Espafia). Estos 18 lomos curados se hicieron usando la mitad craneal del musculo
Longissimus dorsi, denominada Longissimus thoracis (Kauffman et al., 1990) (Figura 3).
El proceso de maduracién fue de 65 dias bajo las condiciones habituales de procesado
en este tipo de producto. Los lomos curados fueron debidamente identificados y
monitorizados para su trazabilidad. Las muestras analiticas fueron seleccionadas de la
region craneal de cada lomo. Posteriormente se almacend en refrigeracién hasta su

posterior analisis.
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3.1.4. Tratamiento de las muestras: paleta curada

La toma de muestras de paletas curadas se realizé usando 18 animales,
tomados aleatoriamente de los tres lotes experimentales iniciales (64 SF, 64 IF, 64 EF)
(Gémez-Fernandez et al., 2013), en la sala de despiece de Argal S.A. (Fregenal de la
Sierra, Espafia): 6 hembras inmunocastradas (IF) (n = 6), 6 hembras castradas (SC) (n =
6), y 6 hembras enteras (EF) (n = 6). El procesado de las 18 paletas curadas de la parte
derecha de las canales de las hembras en estudio, tomadas de cada uno de los 18
animales, fue llevado a cabo en la industria Argal S.A. (Fregenal de la Sierra, Espaia). El
proceso de maduracion fue de 14 meses bajo las condiciones habituales de procesado
en este tipo de producto. Las paletas curadas fueron debidamente identificadas y
monitorizadas para su trazabilidad. Antes de la toma de muestras las paletas curadas
fueron deshuesadas y empaquetadas al vacio en la empresa Argal S.A. (Fregenal de la
Sierra, Espafia), posteriormente fueron loncheadas mediante una loncheadora
industrial en la empresa Lony-pack S.A. (Guijuelo, Espaina) y empaquetadas al vacio en
bandejas de plastico de 100 g (Figura 4). Las muestras se almacenaron en refrigeraciéon

hasta su posterior andlisis.

Figura 4. Paletas

curadas loncheadas

y envasadas al vacio

3.2. METODOS DE ANALISIS

Los métodos utilizados se describirdn en orden en el que se realizaron sobre las

muestras.
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3.2.1. Caracteristicas de la canal

Los pesos de jamones, paletas y lomos se tomaron 5 horas post-mortem
mediante procedimientos rutinarios de mataderos. El espesor de la grasa dorsal (BFT)
se midid en la grasa subcutdnea de la canal a la altura de la 32- 42 costilla, mientras que
el espesor de la grasa de cobertura del jamén (HFT) se midié en la grasa subcutanea
del jamén a la altura del musculo Gluteus medius. Los rendimientos de jamones,

paletas y lomos se calcularon con respecto al peso de la canal.

3.2.2. Contenido de humedad

La humedad se determind utilizando el método oficial de la AOAC, 2000
(Association of Official Analytical Chemists). Para ello se mezclé una cantidad de
muestra conocida (5 g) con arena de mar previamente desecada y etanol sobre una
capsula de porcelana. La mezcla pesada se introdujo en una estufa a 102 2C hasta
alcanzar un peso constante (4-5 horas). Finalmente las cdpsulas se introdujeron en un
desecador con gel de silice hasta alcanzar la temperatura ambiente. El porcentaje de
humedad se determind por diferencia de pesada y se expresd en porcentaje de
humedad sobre el peso total de la muestra. Los andlisis de cada muestra se realizaron

por duplicado.

3.2.3. Capacidad de retencion de agua

La capacidad de retencién de agua fue medida como el porcentaje de agua libre
siguiendo el método propuesto por Irie & Swatland (1992). Los analisis de cada

muestra se realizaron por duplicado.

3.2.4. Contenido de proteinas

El andlisis del contenido de proteinas se llevd a cabo segin el método de
Kjeldahl (AOAC, 2000) que se basa en la determinacién de nitrégeno total. Para ello,
utilizando un digestor Blichi (MOD 11-425), se sometidé a digestion 1 g de muestra con
25 ml de acido sulfurico y 15 g de catalizador Kjeldahl. El resultado de la digestidn se
destild con un destilador Bichi (MOD 426) utilizando 100 ml de NaOH al 30 % y 100 ml

de agua destilada y recogiéndose sobre 100 ml de acido bdrico al 2 %. Finalmente el
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contenido de nitrégeno total se valord por titulacion con HCI 0,1 N utilizando como
indicador el rojo de metilo-azul de metileno. Para conocer la cantidad de proteinas a
partir del contenido de nitrégeno total se multiplicé el resultado por un factor (6.25).
El contenido final en proteinas fue calculado en porcentaje sobre el peso total de la

muestra. Los analisis de cada muestra se realizaron por duplicado.
3.2.5. Contenido en grasa intramuscular

La extraccidn y cuantificacion de la GIM se realizé utilizando el método descrito
por Folch, Lees, & Stanley (1957). Se homogeneizaron 5 g de muestra con 100 ml de
una mezcla de cloroformo:metanol (2:1) en un Sorvall Omnimixer (MOD. 17106)
durante 2 min. La mezcla se centrifugé durante 10 min a 3000 rpm (revoluciones por
minuto) y el sobrenadante se filtré sobre un embudo de decantacion. Posteriormente,
se le afiadieron 25 ml de agua destilada al filtrado, la nueva mezcla se agité
vigorosamente y se volvié a homogeneizar durante 2 min para que todas las fases se
mezclaran bien. Después se procedid a la separacién del sistema bifasico (agua-grasa)
mediante una nueva centrifugacion durante 10 min a 3000 rpm. Se retird la fase
acuosa (sobrenadante) con una pipeta Pasteur, y el extracto lipidico se filtré a
matraces Erlenmeyer de 250 ml, previamente desecados y pesados, a través de sulfato
sddico anhidro para eliminar los restos de agua. El disolvente se evapordé en un
rotavapor a 45 2C y se completd su eliminacién con corriente de nitrégeno. Una vez
evaporado el cloroformo, los matraces se introdujeron en un desecador con gel de
silice a temperatura ambiente hasta obtener un peso constante y se calculd el
contenido en grasa por diferencia de pesadas. El contenido de GIM se expresd en
porcentaje sobre el peso total de la muestra. Los analisis de cada muestra se realizaron

por duplicado.
3.2.6. Color instrumental

Para realizar las medidas del color instrumental se utilizd6 un colorimetro
portatil Chroma Meter CR-300 (Minolta Camera Co., Japdn), con un area de medicién
de 8 mm de didmetro, una ldmpara de xendn para la iluminacién difusa de la muestra
y un iluminante CIE tipo D65. Las medidas de reflectancia se recogieron en un angulo

de visién de 09. El equipo fue calibrado mediante un patrén de calibracidn. Las
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mediciones se hicieron en el espacio de color CIE L*a*b*, obteniéndose las
coordenadas de cromaticidad L* (luminosidad), a* (eje rojo-verde) y b* (eje amarillo-

azul). Se realizaron 2 medidas sobre distintos puntos de la superficie de cada muestra.

3.2.7. Color quimico. Determinacion de pigmentos relacionados con el color:

mioglobina

Para la extraccion y cuantificacion del contenido de mioglobina y hierro
heminico se empled el método descrito por Hornsey (1956) y modificado por Gorospe

etal., (1986).

Se partié de 10 g de muestra previamente picada que se introdujo en un matraz
erlenmeyer de boca esmerilada, al que se afiadieron 40 ml de acetona, 4 ml de agua (2
ml para un 80 % de humedad) y 1 ml de 4acido clorhidrico al 35 %. La mezcla se
homogeneiz6 en un Sorvall Omnimixer (MOD. 17106) durante dos minutos
aproximadamente, se tapd y se mantuvo en oscuridad durante 12 horas a temperatura

de refrigeracion.

Transcurrido ese tiempo, la mezcla se filtré6 sobre papel Whatman n2 5 y Ia
disolucidén restante se introdujo en cubetas de cuarzo de 1 cm de lado y se medid el
contenido de pigmentos con un espectrofotometro U-2000 (UV VIS SCANNING
SPECTROPHOTOMETER, HITACHI, JAPON) a una longitud de onda de 640 nm.

Para realizar la calibracidn del equipo y restar la absorbancia de los reactivos
utilizados se utilizé un blanco que se prepard con las mismas proporciones de reactivos

pero sin afiadir la muestra. Los anadlisis de cada muestra se realizaron por duplicado.
3.2.8. Determinacidn del contenido de cloruros

Para la preparaciéon del extracto se pesaron 10 g de muestra sobre un
erlenmeyer de boca esmerilada de 250 ml, se afiadieron 150 ml de etanol al 40 % y se
tuvieron en agitaciéon durante una hora a 1002 C aproximadamente. La mezcla se filtré
sobre un matraz aforado de 250 ml y se afiadieron consecutivamente 5 ml de cada uno
de los reactivos Carrez (solucidén acuosa de ferrocianuro potasico al 15 % y solucién

acuosa de acetato de zinc al 30 %). La mezcla se enrasé con etanol al 40 % y se dejé en
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reposo durante 10 min. Pasado el tiempo se centrifugd a 3000 rpm durante 5 min y se
filtré sobre otro matraz aforado de 200 ml, enrasando con agua destilada. El contenido
del matraz se trasvasd a un vaso de precipitados de 500 ml, se colocd en una placa
calefactora y se evapord hasta que quedaron unos 100 ml del contenido. Se dejé

enfriar y se enrasé con agua destilada sobre un matraz aforado de 200 ml.

El contenido en cloruro sédico del extracto se determiné mediante el método
Volhard (AOAC, 2000). Para ello se introdujeron 10 ml del extracto en un erlenmeyer
de 250 ml y se le afiadié 10 ml de solucién de nitrato de plata 0,1 N, 1 ml de solucién
de acido nitrico concentrado, 1 ml de solucién de sulfato férrico al 4 % y 50 ml de agua
destilada. La mezcla se dejé en reposo durante 10 min en oscuridad. El exceso de plata

se valoré con una solucion de sulfocianuro potasico 0,1 N.

Los extractos se prepararon por duplicado para cada muestra y se realizaron

dos valoraciones por extracto.
3.2.9. Cuantificacion de productos derivados de la oxidacidn lipidica

La cuantificacién de los productos derivados de la oxidacion lipidica se llevé a
cabo mediante la técnica de extraccion de sustancias reactivas del acido tiobarbiturico
(TBA) y posterior analisis mediante espectrofotometria de acuerdo con el método de

Salih et al., (1987).

Para ello se homogeneizaron 2,5 g de muestra previamente picada con 7,5 ml
de 4cido perclérico y 0,25 ml de BHT (Butilato hidroxitolueno) con un politrén (A/3.440
FUNGILAB). La mezcla resultante se centrifugd durante 10 min a 3000 rpm, se filtré
sobre un matraz aforado de 10 ml y se enrasd con agua destilada. Se tomaron 2 ml del
extracto y se mezclaron con 2 ml de una disolucion de TBA 0,02 M sobre tubos de
ensayo con tapdn de rosca. Los tubos se cerraron y se introdujeron en un bafio
previamente calentado a 90 2C durante 30 min. Finalmente los tubos se dejaron
enfriar a temperatura ambiente y se centrifugaron durante 5 min a 3000 rpm. Los
extractos se introdujeron en cubetas de plastico de 1 cm de lado y se midieron con un
espectrofotémetro U-2000 (UV VIS SCANNING SPECTROPHOTOMETER, HITACHI,
JAPON) a una longitud de onda de 532 nm.
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Para la cuantificaciéon se prepard una curva de calibrado utilizando distintas
concentraciones de una solucién de 1,1,3,3-tetraetoxipropano (TEP) (0.2268 g) en 1
litro preparada con acido perclérico al 3,86 %, sometida a las mismas condiciones que
la muestra. Los valores de TBA se calcularon a partir de la curva de calibrado y se
expresaron como mg de malondialdehido por kg de muestra. Los andlisis de cada

muestra se realizaron por duplicado.

3.2.10. Determinacién de pH

El pH se determiné mediante electrometria de electrodo selectivo (pH metro).
El valor del pH fue medido a las 24 h post-mortem en el musculo Longissimus dorsi,
para ello se utilizé un pH-metro CRISON mod. 507 (Crison Instruments, Barcelona,
Espana), el cual fue calibrado previamente con dos disoluciones tampdn, unade pH4y

otra de pH 7. Se realizaron 2 medidas de pH por muestra.

3.2.11. Determinacion del perfil de acidos grasos de la grasa intramuscular

3.2.11.1. Metilacidén de los acidos grasos

Para la preparacion de los ésteres metilicos de los acidos grasos se utilizé el
método descrito por Sandler y Karo, (1992). Tras la evaporacion se afadido 1 ml de
metilato sddico, la mezcla se agité y se introdujo en la estufa a 80 2C durante 30 min.
Después se dejo enfriar, se afiadido 1 ml de sulfdrico en metanol al 5 % y se volvié a
introducir en la estufa a 80 2C durante 30 minutos mas. Se dejé la mezcla enfriar y se
afadieron 1 ml de hexano y 1 ml de cloruro sdédico sobresaturado agitando
manualmente entre cada adicion. La mezcla se centrifugd 2 min a 4000 rpm y se
extrajo la capa mas externa (hexano) con ayuda de una pipeta pasteur sobre un vial de
1,5 ml, se evaporé el disolvente con corriente de nitrégeno y se rediluyé con hexano

hasta un volumen conocido de 1 ml.

3.2.11.2. Analisis cromatografico

La separacion y cuantificacion de los acidos grasos de cada una de las fracciones
se realizé mediante un cromatodgrafo de gases HP 6890N, equipado con un detector

on-column y una columna capilar de polietilenglicol (60 m x 0,32 mm x 0,25 pl)
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Supelcowax 10 (Supelco, EEUU). La deteccion de los compuestos se realizé mediante

un detector de ionizacion de llama (FID). Las condiciones cromatograficas fueron:

. Flujo de gas portador (N2) 0,7 ml/min.

° Temperatura del horno (isoterma) 180 2C.
° Temperatura del inyector 250 2C.

° Temperatura del detector 250 C.

La identificacidon de los acidos grasos se llevd a cabo por comparacion de los
tiempos de retenciéon de las muestras con patrones sometidos a las mismas

condiciones cromatograficas.

El contenido total de cada 4cido graso se expresé en g por 100 g de grasa, y fue
calculado como porcentaje de drea cromatografica con respecto a la suma del area del

total de 4cidos grasos detectados.

3.2.12. Andlisis de compuestos volatiles mediante PTR-ToF-MS

3.2.12.1. Preparacion de las muestras para PTR-ToF-MS

Las muestras se prepararon siguiendo el procedimiento descrito por Sanchez
del Pulgar et al. (2011) con ligeras modificaciones. Después de la eliminacién de la
grasa subcutdnea, se corté un cubo de 1cm3 de carne (1,2 g aprox.) de 3 lonchas del
musculo Biceps brachii de cada una de las muestras de paletas curadas. Este
procedimiento se repitid tres veces a partir de tres bandejas diferentes de cada una de
las paletas curadas. En el caso del lomo curado se desechd la primera loncha
(aproximadamente 1,5 cm) y luego se cortd una segunda loncha de 1 cm, de la cual se
obtuvieron tres cubos de carne de 1cm3 (3 repeticiones) y 1,2 g aproximadamente,
tomadas de la regidn central. Cada muestra individual se introdujo en viales de vidrio
de 20 ml (GERSTEL, Alemania) con tapdn de rosca con septo de silicona / PTFE (Gerstel,

Alemania).
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3.2.12.2. Espectrometria de masas por reaccion de transferencia de proton

con detector de tiempo de vuelo (PTR-ToF-MS)

Las mediciones con la PTR-TOF-MS se llevaron a cabo usando un inyector
automatico (MPS MultiPurposeSample, Gerstel, Alemania). Para estandarizar los
analisis tras introducir la muestra en el vial se sustituyd el aire del espacio de cabeza
mediante la aplicacién de un flujo de 200 sccm (centimetros cubicos estandar por
minuto) de aire purificado producido por una unidad de gas de calibracion (GCU,
lonimed Analityk, Austria) durante 1 min. Inmediatamente después cada vial se
atemperard a 37 2C durante 30 min. A continuacidn, el espacio de cabeza de cada una
de las muestras se analizé durante 30 s permitiendo la adquisicion de 30 espectros de

masas.

(Fabris et al., 2010). El analisis se realizd6 mediante inyeccién directa a través de
un tubo de PEEK a temperatura de 110 2C en el aparato de PTR-ToF-MS 8000 (lonicon
Analytik GmbH, Innsbruck, Austria) en su configuracién estdandar (modo V). La
velocidad de flujo de inyeccién durante el andlisis fue de 40 sccm, y el espacio de
cabeza extraido durante el andlisis se reemplazéd continuamente con aire limpio

producido en la CGU.

3.2.12.3. Anadlisis del espectro de masas

La calibracién interna de los espectros del TOF se realizé off-line (Cappellin et
al., 2011a) después de la correccién de tiempo muerto (Cappellin et al., 2011b). La
eliminacion de la linea de base, deteccidn de picos y la extracciéon del area se realizaron
de acuerdo con el procedimiento descrito por Cappellin et al. (2011a). La
concentracion correspondiente a cada pico detectado se expresé en ppbv (partes por
billéon inglés en volumen) y se calculd a partir del area de acuerdo con la férmula
descrita por Lindinger et al. (1998). Se empled un coeficiente de velocidad de reaccién

constante de 2 x10-9cm3/s en los calculos.

3.2.13. Analisis de compuestos volatiles mediante SPME-CG-MS
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3.2.13.1. Extraccion de los compuestos volatiles

Para la extraccion de los VOCs se pesd 1 g de muestra, previamente picada,
sobre un vial de vidrio y se selld6 con un tapdén de plastico con septum de
teflon/silicona. Para este ensayo se utilizd una fibra de SPME (Solid Phase
Microextraction) de carboxen/polidimetilsiloxano (CARB/PDMS) (75 um de grosor).
Para la activacion de la fibra se empled el mismo método que se utilizaria
posteriormente para la muestra durante 50 minutos, con el fin de desorber los
posibles contaminantes. Durante este tiempo, incubamos la muestra picada en el vial
en un bafio de metacrilato con un sistema calefactor de la casa Selecta (Barcelona) a
37 oC durante 30 minutos. Posteriormente se introdujo la fibra a través del septum del
tapén y se mantuvo el vial con la fibra en el bafio durante 30 minutos mas.
Transcurrido el tiempo de extraccion, la fibra de SPME se transfirié de forma inmediata
al inyector de un cromatdégrafo de gases (modo splitness, 250 2C) para la desorcién de
los compuestos capturados por la fibra de SPME y su posterior separaciéon, deteccién e

identificacion mediante CG-EM (Cromatografia de gases/Espectrometria de masas).

3.2.13.2. Analisis cromatografico (CG/EM)

El analisis se llevd a cabo en un cromatdgrafo HP-6890 serie Il acoplado a un
espectrometro de masas Agilent 5973. La separaciéon de los VOCs se realizé en una
columna capilar de silice fundido con una fase estacionaria apolar de tipo HP-5 (5%
fenil-metil silicona, Hewlet-Packard, 50m x 0,32um x 1,05 um), operando a 6,5 psi de

presidon de cabeza de columna, resultando un flujo de 1,3 mL min-1 de Helio.

El programa del horno utilizado para la separacion de los VOCs fue el siguiente:
temperatura inicial de 40 2C durante 10 minutos, posteriormente la temperatura subid
hasta 2002C a razén de 5 2C/min, después tuvo otra subida de temperatura hasta 250
oC a razén de 20 2C/min, permaneciendo en isoterma a 250 °C durante 5 minutos mas
(tiempo total de la carrera cromatogragica 50 minutos aproximadamente). La linea de
transferencia del espectrémetro de masas se mantuvo a 280 2C. El espectro de masas
se obtuvo mediante impacto electrénico a 70 eV, con un electréon multiplicador voltio
de 1756 V y la recogida de datos se realizd a una velocidad de 1 scan/s en un rango de

masas de 30 a 500 m/z.
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3.2.13.3. Identificacidn de los compuestos volatiles

Parte de los compuestos volatiles detectados fueron identificados comparando
sus espectros de masas e indices de retencion lineal (IRL) con los patrones de
referencia analizados en las mismas condiciones cromatograficas. El resto de los
compuestos fueron tentativamente identificados, comparando sus espectros de masas
con los existentes en la libreria Wiley y en la base de datos del NIST
(http://webbook.nist.gov), y por comparacion de sus IRL con los existentes en la

bibliografia (NIST http://webbook.nist.gov).

El contenido de VOCs se expresé en UAA (Unidades Arbitrarias de Area),

realizandose un analisis por cada muestra.
3.2.14. Evaluacion sensorial

Para la evaluacion sensorial se realizd un analisis cuantitativo-descriptivo (AQD)
(Ruiz et al., 1998b) utilizando un panel entrenado compuesto por 12 jueces que
analizaron 3 muestras en cada sesién diaria, en orden aleatorio y siempre comparando
el mismo tipo producto. Se analizaron 3 lomos o 3 paletas diariamente realizandose un
total de 12 sesiones, 6 sesiones para cada tipo de producto. Se evaluaron 19 atributos
sensoriales diferentes, tanto para la paleta curada como para el lomo curado. Las
preguntas se presentaron a los distintos panelistas entrenados en el orden normal de

percepcion: apariencia, olor, textura tactil, textura en boca y flavor.

La evaluacion sensorial de los productos curados se llevd a cabo utilizando los

siguientes descriptores:

3.2.14.1. Apariencia

. Color: Intensidad del color rojo en el magro (rosa palido al rojo oscuro).
. Brillo: Intensidad de brillo en la superficie del magro (mate al brillante).
° Veteado: Medida de la cantidad de grasa infiltrada (intramuscular) en el

tejido muscular. Nivel de la GIM visible (muy magro a mas veteado).




0 3. Materiales y Métodos

. Tamafio de veteado: Describe el aspecto de las vetas de GIM (muy

pequefias a muy grandes).

3.2.14.2. Olor

° Intensidad: Nivel del olor general de cada muestra antes de ser ingerida

(sin olor a intenso olor).

° Curado: Intensidad del olor tipico en productos curados antes de ser

ingerida cada muestra (muy bajo a muy alto).

° Andémalo: Nivel de percepcién de cualquier tipo de olor extrafio en este

tipo de productos curados (muy bajo a muy alto).

° Adobo (en el caso del lomo): Nivel de percepcién del olor a adobo de

cada muestra antes de ser ingerida (sin olor a intenso olor).

3.2.14.3. Textura tactil

° Dureza: Nivel de dureza de cada muestra ante una presion digital (muy

blanda a muy dura).

° Fluidez de la grasa: Tendencia de la grasa a licuarse y deslizarse sobre la

superficie ante una presién digital (poco fluida a muy fluida).

3.2.14.4. Textura en boca

° Dureza: Fuerza requerida para deformar el alimento durante la

masticacién (muy blando a muy duro).

° Masticabilidad: Tiempo necesario o numero de masticaciones
requeridas para dejar un producto sélido en las condiciones adecuadas

para su deglucidn (poco masticable a muy masticable).

. Jugosidad: Sensacidn asociada a la liberacion de agua y grasa por la
masticacién asi como por la secrecion de jugos bucales provocados por

la carne durante la masticacion (poco jugoso a muy jugoso).
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° Fibrosidad: Distintos niveles de percepcion de las fibras musculares

durante la masticacién (poco fibroso a muy fibroso).

3.2.14.5. Flavor

° General: Describe la percepcion del flavor general en este tipo de
productos curados tras la deglucion de la muestra (poco intenso a muy

intenso).

° Salado: Describe el sabor elemental producido por soluciones acuosas

tales como el cloruro sddico (poco salado a muy salado).

° Curado: Intensidad del flavor tipico en productos curados después de

ser deglutidos (muy bajo a muy alto).

° Anoémalo: Nivel de percepcién de cualquier tipo de flavor extraifio en
este tipo de productos curados después de la deglucién de la muestra

(muy bajo a muy alto).

° Adobo (en el caso del lomo): Nivel de percepcién del flavor a adobo tras

la deglucién de la muestra (poco intenso a muy intenso).

° Rancio: Intensidad de flavores rancios percibidos después de Ia

deglucién de la muestra (poco rancio a muy rancio).

° Persistencia: Intensidad y duracién de los flavores en este tipo de

productos tras la deglucion de la muestra (muy baja a muy alta).

Para el desarrollo de las sesiones de catas se utilizd el programa informatico
FIZZ versidon 2.20 (Biosistemes, Francia). Las escalas utilizadas para las fichas fueron no
estructuradas de 10 cm de longitud siendo los extremos para los valores “poco” vy
“mucho” para cada descriptor. A cada catador se le proporcionaron dos lonchas de
lomo de un espesor de 1,5-2 mm cortadas con una maquina loncheadora (0.M.S. TGI-
300), mientras que las paletas se lonchearon y empaquetaron en bandejas de 100
gramos de plastico al vacio (1,5 mm de espesor) con una loncheadora industrial en la

empresa Lony-pack S.A. (Guijuelo, Espafia). Ambos productos curados se presentaron
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en platos transparentes y en orden aleatorio. Las sesiones de cata se realizaron en una
sala de catas estandarizada con seis cabinas con dotacidon informatica (donde se
presentaban las fichas con los atributos), tornos para la presentacién de las muestras,

luz fluorescente y totalmente independientes unas de otras.

3.2.15. Analisis estadistico

Los datos fueron analizados estadisticamente con ayuda del programa
informatico SPSS version 15.0. Para conocer el efecto de la castracidon en los distintos
productos cdrnicos estudiados (lomos frescos, lomos curados y paletas curadas) en los
diferentes parametros fisico-quimicos, instrumentales y sensoriales se empled un
anadlisis multivariante de la varianza mediante un modelo lineal general y el test de
Tukey para comparar las medias de los grupos con un nivel de significacion p < 0,05.
Se realizaron correlaciones de Pearson entre la GIM y los acidos grasos de los lomos
curados, también entre la GIM y las caracteristicas sensoriales de los productos
curados (paletas y lomos). Asimismo, los datos de VOC de paletas y lomos curados
fueron evaluados mediante un Analisis de Componentes Principales (PCA), una técnica
multivariable que se usa frecuentemente para valorar graficamente los datos en

estudio (Jollife, 2002).
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4. RESULTADOS GENERALES

Dado que esta tesis doctoral es el resultado de un compendio de articulos ya
publicados o en fase de revisidn. Presentamos a continuacién, de forma muy
esquematica, los resultados obtenidos con el fin de dar una visién global de todo el

trabajo.

4.1. TABLAS

Tabla 1. Efecto de la inmunocastracion de hembras en las caracteristicas de las

canales (media + desviacidn estandar)




Tabla 2. Efecto de la inmunocastracion de hembras en la composicion quimica y

color del musculo Longissimus dorsi (media + desviacion estandar)

SF (N = 12) IF (N =12) EF(N=12) Sig.
Humedad (g/100 g) 70,77+2,40  71,45+2,56 70,86 +3,42 ns
pH 5,87 +0,19 5,85+0,21 576+0,26 ns
Color L* 48,71 £ 2,65 49,38 £ 2,40 50,97 £ 2,61 ns
Color a* 8,30+0,76 9,37 £+1,37 9,25+1,41 ns
Color b* 2,27 £0,81 2,74 £0,73 3,14 £ 0,80 ns
GIM (g/100 g)* 10,67 5,58 12,89 +2,15 11,32+3,09 ns
CRA 93,9+0,75 92,7 +£1,77 93,3+1,73 ns
Proteinas (g/100 g)1 86,5+12,7 87,1+12,3 89,4 £11,0 ns
MDA (mg/Kg) 0,06 + 0,01 0,07 £ 0,03 0,07+0,02 ns
Pigmentos heminicos (mg/kg) 111,3+19,2 119,2+12,1 107,4+ 12,3 ns

SF: hembras castradas quirdrgicamente; IF: hembras inmunocastradas; EF: hembras enteras.

GIM: grasa intramuscular; CRA: capacidad de retencion de agua; MDA: malonaldehido.

Sig.: Nivel de significacidn. * p < 0,05; ns: no significativo. ! Expresado en porcentaje de materia seca.

Tabla 3.

Efecto de

la

inmunocastracién de hembras en peso fresco,

composicidon quimica y color de paletas curadas (media + desviacién

standard)

CF (N = 6) IF (N = 6) EF(N=6) Sig.
Peso fresco (kg) 8,05 +0,42 7,93 £0,52 8,12 +£0,17 ns
Humedad (g/100 g) 44,57 + 2,32 47,09 + 3,38 48,91+4,66 ns
Color L* 42,77 £ 2,23 42,32 + 2,69 41,77 + 3,97 ns
Color a* 26,87 £ 1,95 28,02 £1,99 25,65 £ 2,87 ns
Color b* 13,15+ 1,36 13,37 + 3,01 11,54 + 3,02 ns
GIM (g/100 g)* 18,68 + 3,13 19,17 £ 2,95 15,44+2,92 ns
Proteinas (g/100 g)1 59,78 + 4,60 59,32 +4,19 62,61 £5,41 ns
Cloruros (g/100 g)1 8,64 +£0,73 8,47 £0,64 10,26 £ 1,94 ns
MDA (mg/Kg) 0,33 +£0,09 0,29 £ 0,08 0,23 £0,03 ns

Pigmentos heminicos (mg/kg) 467,65+ 35,75 443,67 +80,26 407,90+81,19 ns

CF: hembras castradas quirurgicamente; IF: hembras inmunocastradas; EF: hembras enteras.
GIM: grasa intramuscular; MDA: malonaldehido.

Sig.: Nivel de significacion. * p < 0,05; ns: no significativo. ! Expresado en porcentaje de materia seca.
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Tabla 4. Efecto de la inmunocastracion de hembras en peso fresco,

composicidon quimica y color de lomos curados (media + desviacién

standard)
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Tabla 5. Efecto de la inmunocastracién de hembras en el perfil de acidos grasos

de la grasa dorsal (g/100 g de grasa; media * desviacion estandar)
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Tabla 6. Efecto de la inmunocastracidon de hembras en el perfil de acidos grasos

de la grasa intramuscular del musculo Longissimus dorsi (g/100 g de

grasa; media + desviacién estandar)
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Tabla 7. Efecto de la inmunocastracion de hembras en el perfil de acidos grasos

de la grasa intramuscular de paletas curadas (g/100 g de grasa; media

desviacién standard)
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Tabla 8. Efecto de la inmunocastracidon de hembras en el perfil de acidos grasos

de la grasa intramuscular de lomos curados (g/100 g de grasa; media +

desviacién standard)




. 4. Resultados Generales

Tabla 9. Correlaciones de Pearson entre la grasa intramuscular y los acidos

grasos de lomos curados




Tabla 10.

Picos de masas con concentracion (ppbv, media * error estandar)
significativamente diferente entre lomos curados de diferentes
grupos de tratamiento (p < 0,01) y tentativamente identificados a

partir de la férmula quimica calculada

Masa medida  Masa tedrica Formula Identificacion tentativa® SF IF EF Sig.
27,025 27,0229 C,Hs" Fragmento alquilo’ 3,1+0,1° 7,2+0,7° 5,0+0,5° ***
29,040 29,0386 C,Hs" Fragmento etanol 364+19°  1228+186°  724+97° ***
34,038 34,0368 By Metanol 44 +2° 30+2° 33427 Rk
43,018 43,0178 C,H;0" Fragmento écido acético 404 +27° 683 + 54° 478 +31° *xx
46,037 46,0368  ClcH,0" Acetaldehido 71+3° 137+12°  109+8°  x*x
48,053 48,0525  c*lcH,0" Etanol 122 + 6° 364 £48° 227 +£27° ***
57,034 57,0335 C3Hs0" Fragmento acido propanoico 50+0,1° 8,3+ O,Gb 6,9+ 0,7b *k
61,062 61,0648 CsHs0" Propanol 5,1+0,2° 7,9+0,4° 6,2 +£0,5° ***
63,045 63,0441  C,H40-H;0" Cluster acetaldehido 6,3+0,3°  144+1,4° 10,9+0,9° ***
67,057 67,0542 CsH,* Fragmento 2-pentenal 1,9+0,05° 3,3+0,3°  2,7+0,2° ***
69,070 69,0699 C5H9+ Fragmento 3-metilbutanal + fragmento pentanal 24 +1° 36 + 4b 32+ Zab e
71,050 71,0491 C,H,0" Fragmento acido butanoico + fragmento acido 2-metilpropanoico 17 +3° 61+ 15° 17 + 5° *
75,081 75,0804 C4H1,0" Butanol 3,3%0,2° 39+12° 14 + 3° &
82,068 82,0651 CsHgN* 1-metilpirrol 2,0£0,1° 2,2+0,2° 1,4+0,1° *
85,067 85,0648 C5H90+ Fragmento dcido 3-metilbutanoico 1,0+0,1° 1,8 0,2b 1,2+£0,1° **
87,046 87,0441 C,H,0," 2,3-butanodiona 63+0,4° 10,7+16°  67%0,5 *
89,063 89,0597 C,Hs05" Acido butanoico + cido 2-metilpropanoico 27 £ 4° 120 +21° 48 +107 ***
91,079 91,0754 CsH1,0," 2,3-butanodiol 0,65+0,09° 5907 2,8+0,7° ***

115,115 115,1117 CsH1s0" Heptanal + 2-heptanona 6,9+0,9° 2,5+0,3° 3,2+0,3° **x*
117,091 117,0910 C6H1302+ Acido hexanoico + 4cido butanoico, etil ester 3,4+0,2° 8,0+ 1,0IO 4,9+0,7° **

CF: hembras castradas quirdrgicamente; IF: hembras inmunocastradas; EF: hembras enteras.

a,b,c

Sig.: Nivel de significacién. * p < 0,01; ** p < 0,001; *** p < 0,0001.

! Segun Muriel et al. (2004b), Soto et al. (2008) y Ventanas et al. (2008).

2 Fragmentacion molecular segin Aprea et al. (2007c).

Letras diferentes en la misma fila indican diferencias significativas entre grupos de tratamiento.
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Tabla 11. Efecto de la inmunocastracion de hembras en las caracteristicas

sensoriales de paletas Ibéricas curadas (media + desviacién estandar)
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Tabla 12. Efecto de la inmunocastracion de hembras en las caracteristicas

sensoriales de lomos Ibéricos curados (media + desviacidn estandar)




) 4. Resultados Generales

Tabla 13. Correlaciones de Pearson entre la grasa intramuscular y las

caracteristicas sensoriales de lomos curados
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4.2. FIGURAS
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5. DISCUSION GENERAL

El objetivo del presente trabajo fue evaluar el efecto de la inmunocastracion
en hembras Ibéricas (IB x D) sobre |a calidad de la carne. Para ello se estudiaron las
caracteristicas de las canales, la calidad de la carne fresca (lomos frescos) y la calidad
de los productos curados (paletas y lomos curados) en cerdas inmunocastradas,
castradas quirargicamente y enteras, prestando especial atencion al papel de la grasa
intramuscular. En el estudio previo de Gdmez-Fernandez et al. (2013), donde se
evaluaron los distintos parametros productivos de los animales del presente estudio,
se observd un incremento significativo en la eficiencia productiva en hembras del
grupo de inmunocastradas respecto a castradas y enteras a partir de la segunda dosis
vacunal, traducido en un mayor peso vivo. En este sentido, varios autores han
encontrado que un mayor consumo de alimento en animales inmunocastrados, entre
el periodo de tiempo comprendido entre la segunda vacunacién y matadero, podria
dar lugar a mejores indices de creciemiento en estos animales (Dunshea et al., 2001,
Cronin et al., 2003, Oliver et al., 2003). A pesar de ello, desde el punto de vista de los
pesos y rendimientos de las canales no se observaron diferencias significativas entre
las hembras inmunocastradas, castradas y enteras (Tabla 1). Esto se encuentra en
concordancia con varios estudios, tales como McCauley et al. (2003) quien estudié los
efectos de la inmunocastracion tanto en machos enteros como en hembras jévenes
inmunocastradas; también con investigaciones previas sobre castracién, donde se
compararon animales Ibéricos (IB x D), machos castrados, hembras castradas y
hembras enteras (Serrano et al., 2008), y animales hibridos de razas comerciales
(Landrace x Large White dams x Duroc sires) (Peinado et al., 2012). Sin embargo, Oliver
et al. (2003), en su estudio sobre los efectos de la inmunocastracién en machos y
hembras jévenes, encontrd un incremento en los pesos de las canales de hembras
inmunocastradas (Large White x Landrace) comparadas con las hembras enteras. Esto
podria deberse a que los animales de este trabajo eran de raza distinta y ademas se
sacrificaron a una edad inferior a la de nuestro estudio (8,2 vs 5 meses). En este
sentido, las ultimas revisiones sobre los efectos de la inmunocastracién en canales

porcinas (Dunshea, 2010; Millet et al., 2011; Batorek et al., 2012) hacen alusién a la
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heterogeneidad de los resultados encontrados entre los distintos articulos, debido a
diferentes protocolos de vacunacidn y a diferentes edades de sacrificio. Ademas de
esto, casi todos los articulos publicados son referentes a machos y de distintas razas
comerciales. Por todo ello se hace muy dificil establecer una comparativa de
resultados en hembras inmunocastradas Ibéricas (1B x D). Debido a la carencia de
estudios en inmunocastracion llevados a cabo en hembras se comparan los resultados
del presente trabajo con los de Serrano et al. (2009) en cerdos Ibéricos (IB x D), donde
las hembras castradas tuvieron mayores pesos y rendimientos de canales que las
hembras enteras, y donde ademads solo se aborda la castracion en lugar de la
inmunocastracion. Asimismo, en nuestro estudio, no se observé diferencia significativa
alguna desde el punto de vista de la grasa dorsal, entre los grupos de hembras
castradas y las enteras (Tabla 1), lo cual coincide con los resultados publicados por
McCauley et al. (2003). Contrariamente, Oliver et al. (2003) encontré mayores
cantidades de grasa dorsal en las hembras inmunocastradas comparadas con las
enteras, lo cual coincide con los mayores pesos vivos encontrados en cerdas
inmunocastradas. Ademas, estos resultados van en la linea de estudios previos donde
se demuestra como Improvac® disminuye la grasa dorsal en machos inmunocastrados
frente a castrados; sin embargo, machos inmunocastrados presentaron mayores
espesores de grasa dorsal que los machos enteros (Dunshea, 2010). En este sentido,
también Serrano et al. (2008) y Peinado et al. (2012) observaron mayores
proporciones de grasa dorsal en hembras castradas quirdrgicamente respecto a las
enteras, debido a la tendencia natural de los animales castrados a depositar grasa

respecto a aquellos enteros (Barton-Gade et al., 1987).

A pesar de la ausencia de diferencias en las canales, si se encontraron
diferencias significativas en la grasa de la punta del jamén medida junto al musculo
Gluteus medius, donde los grupos de hembras inmunocastradas y castradas mostraron
los mayores valores, en contraposicién a las hembras enteras (Tabla 1). Esto podria
deberse a que la castracién de cerdos favorece una mayor deposiciéon de grasa en
comparacion con animales enteros (Fischer y Weiler, 1994; Neuper et al.,, 1995).
Ademas, estos resultados van en la misma linea del estudio previo de Gomez-

Fernandez et al. (2013). Con los mismos animales estos autores encontraron mayores
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pesos vivos en hembras castradas en comparacion con las cerdas enteras. En este
sentido, se han encontrado varios articulos donde se estudid el efecto de la
inmunocastracién en la calidad de carne de cerdos machos, los cuales mostraron que
las canales de cerdos inmunocastrados son mas grasas que aquellas de animales
enteros (Gispert et al., 2010; Pauly et al., 2009). Estos resultados concuerdan con los
datos publicados por varios autores que estudiaron el efecto de la castracion (Serrano
et al., 2008; 2009; Peinado et al., 2012), respecto a la grasa de la punta del jamédn. Este
hecho es importante desde un punto de vista tecnoldégico para el procesado vy
produccién de jamones curados de alta calidad, ya que se requiere un alto nivel de
engrasamiento que proporcione una correcta curacién durante dicho procesado, para

el desarrollo de sus caracteristicas sensoriales (Gandemer, 2002).

Las hembras enteras de nuestro estudio fueron las que tuvieron los valores mas
altos, tanto para los rendimientos de los lomos como para los de las paletas, seguidas
por los grupos de hembras inmunocastradas y castradas respectivamente (Tabla 1).
Esto concuerda con los resultados de Serrano et al. (2008). No obstante, no se
encontraron diferencias significativas en los rendimientos de los jamones, entre las
hembras castradas y las enteras, acorde a los datos publicados por Serrano et al.
(2009) y Peinado et al. (2012). Cabe destacar la heterogeneidad de resultados
existentes entre los diferentes estudios de inmunocastracion en cerdos (Dunshea,
2010; Millet et al., 2011; Batorek et al., 2012). Asimismo, los rendimientos de animales
(machos) inmunocastrados se encuentran en una posicién intermedia entre enteros y
castrados quirurgicamente (Albrecht, 2011), por lo que se aconseja retrasar la
aplicaciéon de la segunda dosis de Improvac ®, para que asi los animales se comporten
como enteros el mayor tiempo posible. Por lo tanto, seria de gran interés definir la
duracion del efecto de Improvac® para que los animales inmunocastrados se
comporten como enteros el maximo tiempo posible. De esta manera tienen una
mayor eficiencia productiva (incrementan el contenido magro) con respecto a los
animales castrados (Bonneau et al., 1994), debido al mantenimiento de su actividad
fisioldgica intacta hasta el sacrificio, que puede ocurrir a pesos y edades variables, en
funcién del mercado (Lealiifano et al., 2011; Sanchez-Esquiliche y Rodriguez-Estévez,

2011). Por todo ello, la heterogeneidad en los pesos y rendimientos tanto de las
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canales como de las distintas piezas nobles, entre los diferentes articulos de

inmunocastracion, podrian deberse a:

Peso del tejido —«

Los diferentes tiempos de vacunacidn, especialmente el tiempo
transcurrido desde la segunda dosis a matadero (timing early/late), ya
gue en principio los protocolos de machos se centraron en dos dosis. En
este periodo transcurrido desde de la segunda dosis a matadero, es
cuando aumenta en gran medida la ingesta de los animales
inmunocastrados respecto a los demas, lo cual resultaria en un mayor
indice de crecimiento de los mismos (Dunshea et al., 2001, Cronin et al,,
2003, Oliver et al., 2003). Asi como el nimero de dosis utilizadas en el
protocolo vacunal (2 dosis en machos vs 3-4 dosis en hembras) serian

muy importantes para definir la efectividad de la inmunocastracién.

La edad de sacrificio (en funcién de la madurez sexual).

Las diferentes razas de cerdos (comerciales vs Ibéricas).

El factor sexo (machos o hembras). (Figura 1)

Los diferentes sistemas de alimentacion utilizados.

Musculo Musculo
Grasa
3
3
;
Hueso

Figura 1. Influencia del sexo en la deposicion de grasa.




5. Discusion General

Posteriormente, se llevaron a cabo los distintos analisis para evaluar el efecto
de la inmunocastracion en la composicion fisico-quimica de los lomos frescos
procedentes del musculo Longissimus dorsi de las hembras Ibéricas (IB x D) en estudio
(Tabla 2). En este sentido, las hembras inmunocastradas no se vieron afectadas desde
el punto de vista del color del musculo Longissimus dorsi. Esto se encuentra en
concordancia con los datos obtenidos por Serrano et al. (2008), quién no observo
diferencia alguna en el color entre distintos lotes de animales Ibéricos (IB x D): machos
castrados, hembras castradas y hembras enteras; y también con los resultados de
Peinado et al. (2012) en cerdos hidridos de razas comerciales (Landrace x Large White
dams x Duroc sires). Sin embargo, en los resultados publicados por Serrano et al.
(2009) en cerdas Ibéricas (IB x D), se obtuvieron valores mayores de L*, a*, b* en las
hembras enteras respecto a las castradas. Este hecho es de gran interés porque el
color es una de las caracteristicas mas valoradas en la carne fresca, el cual va a
influenciar en gran medida la eleccion por parte del consumidor (Carpenter et al.,
2001). En este sentido, el consumidor va a valorar que la pieza de carne fresca esté
bien estructurada, y que tenga un color estable y rosdceo, con una fina pelicula de
grasa blanquecina (Tovar, 2009), como asi fue el caso de los lomos frescos de este
estudio, donde los parametros de color de los tres grupos de tratamiento estan dentro
de los parametros standard de calidad en carne fresca (Tejerina et al., 2012). Ademas,
no se observaron diferencias significativas para los valores de pH entre los distintos
grupos experimentales. Asimismo, algunos estudios (Juncher et al, 2001) han
reportado el pH final como uno de los pardmetros mas importantes para explicar las
diferencias de color, oxidacién lipidica y pérdidas por goteo durante el
almacenamiento y refrigeracidon de cerdos. La industria carnica posee un gran interés
en la optimizacién de la capacidad de retencién de agua, limitando las pérdidas de
fluidos durante el sacrificio y posterior manipulacién, puesto que implica importantes
pérdidas econdmicas (Maribo et al., 1998). En los resultados obtenidos en nuestros
lomos frescos, tampoco se encontraron diferencias significativas respecto a
parametros de calidad como la humedad y capacidad de retencidon de agua entre los
tres grupos experimentales. Sin embargo, en el estudio de Skrlep et al. (2012), que

evaluaron los efectos de la inmunocastracion en cerdos machos (Large White
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Landrance x Duroc), encontraron menores pérdidas por goteo en los machos
inmunocastrados en comparacion con los enteros, lo cual supondria un beneficio tanto
desde el enfoque econdmico para los industriales carnicos (evitar pérdidas por goteo),
como desde el punto de vista de calidad de carne fresca. En esta direccién, muchas de
las propiedades fisicas de la carne fresca como es el caso del color, la textura y la
firmeza dependen en parte de la capacidad de ésta para retener el agua libre (Lawrie,
1998), que a su vez, como se ha mencionado previamente, estd relacionada
directamente con el pH final de la misma. Por tanto, el agua va a jugar un papel
fundamental debido a su implicacion en las caracteristicas sensoriales de la carne, lo
cual determinara la adquisicion final por parte del consumidor. Se ha demostrado que
carnes con una baja CRA tienen peores propiedades de aspecto (Kauffman et al., 1978
y Smith y Lesser, 1982), donde se puede observar un detrimento en la frescura y en la
textura debido a las grandes pérdidas de agua por exudados, y por tanto, la

consiguiente pérdida de jugosidad (Wheeler et al., 1990).

La composicidon quimica del musculo Longissimus dorsi no se vio afectada por
la inmunocastracidn, esto concuerda con los datos publicados por varios autores
(Serrano et al., 2008; Peinado et al, 2012) para hembras enteras y castradas
quirargicamente. La media del contenido de GIM en el musculo Longissimus dorsi fue
aproximadamente del 3,5%, este valor es inferior al 10% y 8% obtenidos por Serrano et
al. (2008) y Serrano et al. (2009) respectivamente. Sin embargo, esta en concordancia
con el 4,5% encontrado por Ramirez & Cava (2007) para el contenido en GIM de
hembras Ibéricas (IB x D). Esto podria deberse a que las muestras de lomos frescos
(Longissimus dorsi), utilizadas en nuestros experimentos, correspondian a muestras a
las que se les habia retirado la grasa intermuscular tal y como ocurria en el estudio de
Ramirez et al. (2007), mientras que por el contrario en las muestras utilizadas por
Serrano et al. (2008) y Serrano et al. (2009) no se les retird la grasa intermuscular y el
tejido conectivo sobrante. En el porcentaje de GIM no se observaron diferencias
significativas entre los grupos de hembras inmunocastradas, castradas y enteras, lo
cual concuerda con los resultados de Serrano et al. (2008) y Peinado et al. (2012). No
obstante, Serrano et al. (2009) obtuvo mayores valores en el contenido de GIM en

hembras castradas respecto a las hembras enteras. Asimismo, es bien sabido que el
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contenido en GIM va a influir en la estabilidad oxidativa de las distintas piezas cdrnicas.
En nuestro estudio se observo, al igual que para el caso del porcentaje de GIM, que en
el contenido de malonaldehido (indicador de la estabilidad de oxidacidn lipidica) de
los lomos frescos (Longissimus dorsi) tampoco se vieron diferencias significativas entre
las hembras inmunocastradas, castradas quirdrgicamente y enteras. En esta linea, para
el correcto procesado de productos curados de alta calidad van a tener gran
importancia tanto un elevado contenido en GIM como la estabilidad oxidativa de la
misma, los cuales influirdn notablemente en el proceso de desecacion y maduracion

del producto (Ruiz et al., 2002c; Muriel et al., 2004a).

Después de realizar los analisis de las caracteristicas de calidad de las canales y
de los lomos frescos (Longissimus dorsi), se llevd a cabo la evaluacidon del efecto de la
inmunocastracién en la composicion fisico-quimica de las paletas y los lomos curados
(Longissimus dorsi) procedentes de las mismas hembras Ibéricas (IB x D) (Tablas 3 y 4,
respectivamente). No se observaron diferencias significativas en la composicién fisico-
quimica de las paletas curadas entre los tres grupos experimentales. Estos resultados
estan en concordancia con la ausencia de diferencias encontradas en las caracteristicas
composicionales y de calidad de la carne fresca (Longissimus dorsi), procedentes de los
mismos animales estudio (Gamero-Negrén et al., 2015a). En relacidn a la GIM, no se
encontraron diferencias significativas entre las hembras castradas e inmunocastradas y
las enteras, lo cual podria deberse a la gran heterogeneidad que presentan las paletas
curadas como producto. De la misma manera, tampoco se detectaron diferencias
significativas en la oxidacion lipidica entre los grupos estudio, por lo que se puede
decir que la calidad de las paletas curadas no se vio afectada en modo alguno por el
estatus de castracion. La composicion quimica de las paletas curadas fue similar a los
datos reportados por Reina et al. (2013), quien estudid paletas curadas de cerdos
hibridos de razas comerciales (sows, Landrace x Large White; sire, Duroc). Sin
embargo, debido al mayor caracter adipogénico que presentan los cerdos Ibéricos
respecto a otros animales de razas comerciales (Mourot & Kouba, 1998; Morales et al.,
2002), el porcentaje de GIM fue mayor en nuestro estudio, mientras que por el
contrario, el contenido de proteinas tuvo valores inferiores a aquellos resultados

obtenidos por Reina et al. (2013), como cabia esperar. Asimismo, las paletas curadas
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Ibéricas mostraron resultados comparables a los datos obtenidos por Sanchez del

Pulgar et al. (2013b) en jamones curados de cerdos Ibéricos.

En el caso del lomo, si se observaron diferencias significativas en los pesos de
lomos frescos, donde las hembras enteras tuvieron los mayores valores comparados
con las castradas e inmunocastradas. También el contenido de GIM de los lomos
curados se vio afectado por la inmunocastracion (Tabla 4). Estas diferencias obtenidas
respecto a los resultados de las paletas curadas, podrian explicarse en funcién de la
mayor homogeneidad que presenta el lomo curado como producto, la cual nos
permitiria detectar con mayor facilidad los posibles efectos de la inmunocastracion
sobre la calidad final de carne en productos curados. En este sentido, las hembras
inmunocastradas presentaron valores mayores (9.21 %) que las cerdas enteras (5.69
%), mientras que las hembras castradas quirdrgicamente mostraron porcentajes de
GIM intermedios (7.79 %). Esto podria deberse al hecho de que las hembras
inmunocastradas tuvieron pesos vivos mayores comparadas con las cerdas enteras y
las castradas (Gomez-Ferndndez et al, 2013), esto puede condicionar una mayor
deposicidn de grasa. Estos resultados estan en desacuerdo con aquellos obtenidos en
lomo fresco (Longissimus dorsi), para las mismas hembras Ibéricas (Gamero-Negron et
al., 2015a) donde no se encontraron diferencias significativas. Esta falta de
concordancia entre los resultados obtenidos en lomos frescos y curados, podria tener
su explicacién en que las muestras analiticas de los lomos frescos fueron
seleccionadas de la mitad caudal del musculo Longissimus dorsi (Gamero-Negrén et
al., 2015a) denominada Longissimus lumborum (Kauffman et al., 1990), mientras que
en el caso de los lomos curados las muestras se tomaron de la parte craneal
denominada Longissimus thoracis (Kauffman et al., 1990), lugar en el cual se va a
producir una mayor deposicion de grasa (Ventanas, 2006). En este sentido, los
porcentajes de GIM (expresados respecto a la materia seca) encontrados en ambos
grupos de hembras castradas en lomos curados (Longissimus thoracis), fueron
claramente superiores a aquellos observados en lomos frescos (Longissimus
lumborum) en los mismos grupos experimentales (Tablas 4 y 2, respectivamente),
mientras que en el caso de las cerdas enteras se percibieron ligeras diferencias pero de

manera inversa. Estas diferencias se observan con mayor nitidez cuando la deposicidn
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de grasa se acentua, tal y como fue el caso de las hembras castradas e
inmunocastradas. Asimismo, esto podria tener su explicacion en las ondas de
crecimiento heterogdénico propuestas por Hammond (1966) (Figura 2), el cual definid
la primera onda de crecimiento (onda axial), como aquella que recorre el eje
longitudinal del animal, se origina en el craneo y se dirige hacia atras hasta la region
lumbar. Esta onda axial es la responsable del crecimiento en largo del animal. De esto
se deduciria que la regiéon lumbar (Longissimus lumborum) del cerdo es una de las
mas tardias en lograr su desarrollo completo, por lo tanto la zona craneal del lomo va

a ser donde tenga lugar una mayor y mas temprana deposicion de GIM.
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Figura 2. Ondas de crecimiento heterogénico de Hammond

El mayor valor de GIM de los lomos curados encontrado en el grupo de
inmunocastradas es considerado un aspecto positivo, puesto que la GIM juega un
papel decisivo en el desarrollo de las distintas propiedades sensoriales en los
productos curados (Ruiz et al., 2000; Ventanas et al., 2005). Varios estudios llevados a
cabo en piezas enteras de productos Ibéricos curados, tales como jamones, paletas y
lomos curados, han confirmado la influencia del contenido graso, particularmente del
contenido de GIM, en la mayoria de las caracteristicas sensoriales incluyendo el aroma,
el cual se vincula a una alta calidad sensorial en este tipo de productos curados (Muriel
et al., 2004a; Ruiz et al., 2002b; Ventanas et al., 2005). Por otro lado, el resto de los
parametros fisico-quimicos de los lomos curados no se vieron afectados por la

inmunocastracidon. Asimismo, las caracteristicas fisico-quimicas generales de los lomos
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curados mostraron unos valores similares a aquellos publicados por Ramirez & Cava
(2007), quien estudio el efecto del genotipo Ibérico x Duroc en calidad de lomos

curados.

Se evalud la influencia de la inmunocastracion en la composicion de acidos
grasos de la grasa dorsal y la GIM del musculo Longissimus dorsi en hembras Ibéricas
(IB x D) (Tablas 5 y 6, respectivamente). La inmunocastracion no tuvo efecto en la
composicidon de acidos grasos de la grasa dorsal, ni tampoco en la de la GIM del
musculo Longissimus dorsi. Estos datos van en la linea de los resultados obtenidos por
varios autores, tales como Serrano et al. (2008) que no encontré diferencias
significativas en el perfil de acidos grasos de la grasa dorsal de hembras Ibéricas (IB x
D) castradas quirdrgicamente y enteras, y también con el primer experimento descrito
por Peinado et al. (2012) en hembras de razas de cruces comerciales. Contrariamente,
Serrano et al. (2009) obtuvo un mayor porcentaje de acidos grasos saturados en las
hembras Ibéricas (IB x D) castradas que en aquellas enteras. En la misma direccidn
tenemos el segundo experimento descrito por Peinado et al. (2012), donde las
hembras castradas mostraron las mayores proporciones de acido palmitico (C 16:0) y
las menores de acido linoleico (C 18:2), respecto a las hembras enteras. Esto podria
deberse al efecto intrinseco de la castracidn sobre los animales, que potencia una
mayor deposicion de grasa (Barton-Gade et al., 1987; Fischer y Weiler, 1994; Neuper
et al., 1995). Ademas este incremento del contenido graso de los cerdos podria
envolver una mayor sintesis de novo de los acidos grasos, la cual va a dar lugar
principalmente al desarrollo de acidos grasos saturados (Salati & Goodridge, 1996). En
este sentido, esta via de formacién de acidos grasos se vincula con la alimentacién
recibida por parte de los animales. Dicha alimentacion va a incidir directamente sobre
la composicion de la carne, que afecta al contenido de grasa, el color de la carne
(Priolo et al., 2001) y otras propiedades sensoriales de la misma, afectando por lo
tanto a la calidad del producto final. Ademas, estos resultados son analogos a los de
estudios previos donde se compara el perfil de acidos grasos de la grasa dorsal de
cerdos inmunocastrados y castrados quirdrgicamente. De este modo, la ausencia de
diferencias significativas en el porcentaje de acidos grasos saturados va en la misma

linea que los datos encontrados por Font i Furnols et al. (2009b; 2012) y Boler et al.
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(2011a), pero en oposicion a Pauly et al. (2009) que encontré una mayor proporcién
de dacidos grasos saturados en los machos castrados quirdrgicamente que en los
inmunocastrados. Asimismo, esta carencia de diferencias significativas, en el
porcentaje de acidos grasos saturados, esta en concordancia con aquellos resultados
encontrados previamente en el contenido de GIM de los mismos lomos frescos
(Longissimus dorsi), donde no se observaron diferencias significativas desde el punto
de vista del contenido graso. Ademas, no se observaron diferencias respecto a los
porcentajes de dacidos grasos monoinsaturados, lo cual coincide con los datos
publicados por Pauly et al. (2009), Boler et al. (2011b) y Font i Furnols et al. (2012). Sin
embargo, Font i Furnols et al. (2009b) obtuvo una mayor proporciéon en los acidos
grasos monoinsaturados de la grasa dorsal de machos castrados quirdrgicamente, que
en aquella encontrada en machos inmunocastrados. Finalmente, la carencia de
diferencias significativas observadas en el porcentaje de acidos grasos poliinsaturados,
entre los grupos de tratamiento, concuerda con los resultados de Boler et al. (2011b)y
Font i Furnols et al. (2012); mientras que por el contrario Font i Furnols et al. (2009b) y
Pauly et al. (2009) obtuvieron mayores valores en el contenido de acidos grasos
poliinsaturados de cerdos inmunocastrados con respecto a los machos castrados

quirdrgicamente.

De igual manera, se evalué el efecto de la inmunocastracion en la composicion
de acidos grasos de la GIM en las paletas y en los lomos curados de las mismas
hembras Ibéricas (IB x D), (Tablas 7 y 8, respectivamente). Como se puede observar en
la tabla 7, la composicion de acidos grasos de la GIM de las paletas curadas no mostré
diferencias significativas en el porcentaje de acidos grasos saturados, en concordancia
con los datos hallados por Font i Furnols et al. (2012). Tampoco se encontraron
diferencias significativas en el porcentaje de acidos grasos monoinsaturados. Sin
embargo, esto se encuentra en desacuerdo con Font i Furnols et al. (2012), quien
encontré los valores mas bajos en los machos inmunocastrados. Asimismo, esta
ausencia de diferencias significativas tanto en el porcentaje de acidos grasos saturados
como en el de los monoinsaturados coincide con los resultados obtenidos previamente
respecto al contenido de GIM en las mismas paletas curadas. No obstante,

contrariamente a Font i Furnols et al. (2012) se encontraron diferencias significativas
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en los dacidos grasos polinsaturados, donde los valores mayores fueron para las
hembras castradas quirdrgicamente, seguidas de las hembras enteras y las
inmunocastradas, respectivamente. Este resultado estuvo influenciado por el
porcentaje del acido linoleico (C18:2), el cual es el mayoritario de los acidos grasos
polinsaturados de la GIM. En la misma direccién, los mayores valores para los acidos
linoleico (C18:2) y linolénico (C18:3) se observaron en las hembras castradas, enteras e
inmunocastradas, respectivamente. Este hecho deberia tenerse en cuenta, puesto que
se ha estudiado como altos contenidos en acidos grasos polinsaturados incrementan
el indice de oxidacion lipidica y por lo tanto podrian afectar al aroma, flavor y calidad
general de los productos (Wood et al., 2003). No obstante, no se encontraron
diferencias significativas en el contenido en malonaldehido entre los grupos

estudiados (Gamero-Negrén et al., 2015b).

Por otro lado, en el caso de los lomos curados no se encontraron diferencias
significativas en la composicion de acidos grasos de la GIM respecto al porcentaje de
acidos grasos monoinsaturados entre los grupos de tratamiento (Tabla 8), lo cual
concuerda con los resultados obtenidos en los lomos frescos. Sin embargo, tanto en el
porcentaje total de acidos grasos saturados como en el de 4cidos grasos
polinsaturados se percibieron diferencias significativas entre las hembras castradas,
inmunocastradas y enteras. Las cerdas inmunocastradas presentaron los mayores
valores de acidos saturados y los menores de acidos polinsaturados. Contrariamente
las hembras enteras reflejaron estos datos a la inversa, mientras que las cerdas
castradas mostraron las puntuaciones intermedias. Estos resultados se encuentran en
discordancia con aquellos obtenidos en los lomos frescos, donde no se percibieron
diferencias significativas tanto en el porcentaje de acidos grasos saturados como en el
de los poliinsaturados. Este hecho se podria deber a la mayor deposicién de grasa
encontrada en las hembras inmunocastradas, la cual se encuentra positivamente
influenciada por el peso vivo de los animales (GOmez-Fernandez et al., 2013). Esta
mayor acumulacion de grasa en las hembras inmunocastradas podria implicar una
mavyor sintesis de acidos grasos saturados a través de la sintesis de novo (Salati &
Goodridge, 1996). Por lo tanto, estas diferencias encontradas entre lomos frescos y

curados podrian deberse a que las muestras analiticas, como ya se ha mencionado con
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anterioridad, pertenecieron a diferentes areas del lomo. Mientras que para el lomo
fresco las muestras se seleccionaron de la mitad caudal del musculo (Longissimus
lumborum), en el caso de los lomos curados las muestras se tomaron de la parte
craneal (Longissimus thoracis), donde tiene lugar una mayor deposicion de grasa
(Ventanas, 2006). En la misma direccion, las mayores puntuaciones para el acido
miristico (C 14) y el acido palmitico (C 16) fueron registradas en el grupo de
inmunocastradas. Sin embargo para el acido pentadecanoico, los valores mayores se
indicaron en las hembras enteras. Respecto a los acidos grasos monoinsaturados, el
mayor porcentaje de acido miristoleico (C 14:1) fue para las hembras
inmunocastradas, mientras que los mayores valores de acido oleico (C 18:1) se
encontraron en las enteras. Por otro lado, el porcentaje individual de acidos grasos
polinsaturados tales como el acido linoleico (C 18:2) y el acido araquidénico (C 20:4)
mostraron las mayores puntuaciones en las hembras enteras. Asimismo, estos
resultados estdn en concordancia con el mayor contenido de GIM encontrado en
hembras inmunocastradas en los lomos curados, lo cual implica una importante
transformacién de la energia de los hidratos de carbono provenientes de la dieta en
acidos grasos a través de la via de sintesis de novo. Con el fin de profundizar en esta
teoria, se estudiaron las correlaciones entre el contenido de GIM y los acidos grasos
de los tres grupos de tratamiento, las cuales se muestran en la tabla 9. En ella se
observa como aquellos acidos grasos producidos principalmente a través de la sintesis
de novo, tales como los acidos miristico, palmitico y estearico, y el total de acidos
grasos saturados, se correlacionaron positivamente con el contenido de GIM. Sin
embargo, el acido pentadecanoico fue negativamente correlacionado con la GIM, ya
que los acidos grasos de atomos impares de carbono no se producen por esta via
(Salati & Goodridge, 1996). También los acidos grasos insaturados, tales como el acido
oleico, linoleico y araquiddnico y el total de los acidos grasos polinsaturados fueron

negativamente correlacionados con el contenido de GIM.

Seria importante remarcar que tanto las diferencias de edades a sacrificio,
como el tiempo transcurrido desde la ultima dosis hasta matadero podrian causar
diferencias en el porcentaje de GIM, y por tanto en el perfil de los dcidos grasos. Esto

explicaria la heterogeneidad de los resultados encontrados por diferentes autores en
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la literatura cientifica (Font i Furnols et al. (2009b; 2012); Boler et al. (2011a y b); Pauly
et al. (2009)). Dichos ensayos se realizaron a distintas edades de sacrificio y también
con periodos de tiempo desde la Ultima dosis a matadero mas cortos que en nuestro
estudio (4-6 semanas vs 14.5 (Gamero-Negrén et al. 2015a y b), ademas de las
diferencias ya existentes motivadas por las distintas razas utilizadas en ellos. Las
diferentes edades de sacrificio van a condicionar la deposicion de la GIM en los
animales, ya que segln la triple curva de deposicién de grasa: primero se acumularia
la grasa subcutanea, segundo la grasa intermuscular y por ultimo se depositaria la GIM.
Esta GIM se va a acumular al final de la etapa de crecimiento, por lo tanto las razas
porcinas pesadas (razas comerciales) podrian tener un bajo indice de grasa de
infiltracidon cuando se sacrifican anticipadamente, tal y como es el caso de algunos de
los estudios mencionados (Font i Furnols et al., 2009a; Gispert et al., 2010; Oliver et al.,
2003; Boler et al., 2011b; Pauly et al., 2009). Asimismo el factor del género también se
deberia tener en cuenta, ya que en la literatura disponible desde el punto de vista de
la GIM vy el perfil de acidos grasos, sélo se han realizado ensayos de inmunocastracion
en machos (Font i Furnols et al., 2009a; 2012), Mientras que el presente trabajo en la
evaluacion de la inmunocastracion en calidad de carne, tanto fresca como curada, ha
sido pionero en hembras Ibéricas (Gamero-Negrén et al., 2015a y b). Razoén por la cual,
encontramos una carencia de estudios previos relativos a la inmunocastracion de
hembras porcinas, desde el punto de vista de calidad de carne fresca y curada, que
permitan establecer una buena comparativa con los resultados obtenidos en la GIM y

el perfil de acidos grasos de las hembras en estudio.

El olor y flavor son las caracteristicas sensoriales mas importantes en los
productos curados (Sahidi, 1994), y dependen fundamentalmente de la composicién
tanto cualitativa como cuantitativa de compuestos volatiles, que a su vez depende en
gran medida del contenido y composicion de la GIM. Por ello, para realizar un estudio
profundo del efecto de la inmunocastracién sobre dichas caracteristicas, se analizé el
perfil de VOCs utilizando dos técnicas complementarias. En primer lugar se empleé la
técnica de Proton Transfer Reaction-Time of Flight-Mass Spectrometry (PTR-ToF-MS),
gue permite realizar un andlisis rapido y de alta sensibilidad, muy util como finger-

print. A continuacidn se utilizé la técnica convencional de cromatografia de gases con
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detector de espectro de masas (GC-MS), en este caso utilizando la microextraccién en
fase solida (SPME) para la extraccidon y concentracidén de los compuestos del espacio de
cabeza. Los resultados de ambas técnicas fueron compatibles para ambos productos.
En el caso de las paletas, tanto el andlisis rdpido mediante PTR-ToF-MS como el
realizado mediante SPME-GC-MS indicaron una amplia variabilidad en las muestras,
ajena al estatus reproductivo de las hembras (Figuras 3 y 4, respectivamente), lo cual
concuerda con la ausencia de diferencias encontradas en los parametros fisico-
quimicos. El andlisis mediante PTR-ToF-MS indicé el método de castracion (quirdrgico
o inmunoldgico) como la segunda fuente de varianza (16 %), mostrando gran
heterogeneidad en el grupo de hembras enteras, mientras que el analisis gas-
cromatografico identificd la condicion de entera o castrada la segunda fuente de
varianza (14,6 %), otorgando al método de esterilizacién una contribucion menor a

dicha variabilidad (9,1 %).

En el caso de los lomos curados se percibié una mayor homogeneidad en las
muestras, y de acuerdo con lo observado en la composicién fisico-quimica, las
diferencias en el perfil de compuestos voldatiles entre los tres grupos fueron mas
marcada. Asi, el andlisis rapido del PTR-ToF-MS mostré una separacion evidente entre
las muestras de lomos procedentes de cerdas castradas quirdrgicamente e
inmunocastradas, mientras que las muestras procedentes de hembras enteras se
distribuyeron de forma heterogénea (Figura 5). Sin embargo, el andlisis gas-
cromatografico mostré un efecto preponderante del estado fisioldgico de los animales
en estudio (enteras versus castradas) sobre el perfil de VOCs, y un efecto menor

(aunque evidente) del método de castracién (Figura 6).

De acuerdo con los resultados anteriormente expuestos tanto para el andlisis
mediante PTR-ToF-MS como para aquel a través de SPME-GC-MS, el ANOVA de las
paletas curadas no mostrd diferencias significativas entre los grupos estudiados. Esto
podria ser debido a la gran variabilidad interna de las muestras de paletas curadas,
que es comparable a la variabilidad relacionada con los efectos de la castracion.
Si bien en el ANOVA realizado con los datos de SPME-GC-MS en los lomos curados no

se observaron diferencias significativas entre los grupos estudiados (datos no
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mostrados), en el efectuado con los datos de PTR-ToF-MS de los lomos curados se
encontraron algunos picos de masas significativamente diferentes entre hembras
castradas quirdrgicamente e inmunocastradas, donde las hembras enteras
presentaron los valores intermedios (Tabla 10). Ademas, estos resultados estan de
acuerdo con las diferencias encontradas en la composicion fisico-quimica. Por regla
general, los lomos curados pertenecientes a las hembras inmunocastradas
presentaron los valores mdas elevados de los VOC encontrados en diferentes
concentraciones entre los grupos de tratamiento (Tabla 10). Los aldehidos de cadena
corta, acidos y ésteres proceden principalmente del metabolismo microbiano
(Kandler, 1983; Sunesen et al., 2001; Ruiz et al., 2002a), y ademas son importantes
VOC que conforman el flavor en los productos carnicos curados (Stahnke, 1994;
Carrapiso et al., 2002; Ruiz et al., 2002a). Dichos compuestos mostraron mayores
valores en los lomos curados de hembras inmunocastradas. Por otro lado, el 3-
methylbutanal y el 2-methylbutanal provienen de las reacciones de Strecker de los
aminodcidos leucina e isoleucina respectivamente (Barbieri et al., 1992; Ruiz et al.,
2002a), y del metabolismo microbiano (Hinrichsen & Pedersen, 1995; Ruiz et al.,
2002a). Estos compuestos, que han sido identificados como VOC importantes en la
formacién del aroma caracteristico de los lomos Ibéricos curados (Muriel et al.,
2004b; Soto et al., 2008; Ventanas et al.,, 2008), fueron mayores en el grupo de
hembras inmunocastradas. De manera similar, en el caso del acido 3-methylbutanoic y
el 2-methylbutanoic los mayores valores se observaron en los lomos curados de cerdas
inmunocastradas. Estos compuestos surgen del metabolismo microbiano de los
aminodcidos leucina e isoleucina respectivamente (Sthanke, 1995), y ademads han sido
encontrados en el perfil de VOC del lomo Ibérico curado (Muriel et al., 2004b;
Ventanas et al., 2008). En la misma direccién, la 2, 3-butanediona mostré mayores
valores en el grupo de inmunocastradas. Este compuesto proviene de las reacciones de
Maillard, de la oxidacion lipidica y del metabolismo microbiano (Ruiz et al., 2002a), y
ademas ha sido identificada en el perfil de VOC de lomos Ibéricos curados (Ventanas et
al., 2008). Por otro lado, el 1-methylpyrrol fue mayor en ambos grupos de hembras
castradas en comparacion con las cerdas enteras. Este compuesto ha sido descrito en

estudios previos en lomos Ibéricos curados (Muriel et al., 2004b; Soto et al., 2008), y
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parece provenir del pimentén (Mateo et al., 1997; Vidal et al., 2005), utilizado en el
proceso de curacion de los lomos Ibéricos. La mayor concentracién de este compuesto
en hembras castradas quirdrgicamente e inmunocastradas podria ser debida al mayor
contenido de GIM encontrado en estos grupos de tratamiento (Gamero-Negrén et al.,
2015b), lo cual permitiria una mejor difusién hacia la parte interna de los lomos
curados. Los resultados obtenidos sugieren una mayor formaciéon de VOC a través de
las reacciones de tipo Maillard y Strecker, y el metabolismo microbiano en los lomos
curados pertenecientes a las hembras inmunocastradas. Algunos de estos VOC han
sido descritos como importantes compuestos olor-activo en jamones Ibéricos curados
(Carrapiso et al., 2002; Sanchez del Pulgar et al., 2013c), y en estudios de salchichén
(Stahnke, 1994). Por lo tanto, una mayor concentracién de estos compuestos podria
ser interesante desde un punto de vista de calidad sensorial en este tipo de productos

curados.

Otro aspecto de gran importancia en la evaluacién de la calidad de productos
curados es su analisis sensorial con un panel entrenado de catadores. Este analisis va a
servir como indicador de calidad relacionando los distintos descriptores con
parametros de calidad, lo cual va a determinar la aceptacién final por parte de los
consumidores. Por consiguiente, se realizd la evaluacidn sensorial de las paletas y
lomos curados mediante un método de analisis cuantitativo-descriptivo (AQD) para
19 atributos diferentes. En los resultados obtenidos para las paletas curadas no se
observaron diferencias significativas entre los tres grupos de tratamientos (Tabla 11).
Ademads, tampoco se encontraron correlaciones de Pearson significativas entre los
atributos sensoriales y el contenido de GIM (datos no mostrados). Esto se podria deber
a la heterogeneidad que presentan las paletas curadas, como se ha explicado
anteriormente, que podria enmascarar la variabilidad relacionada con el efecto de la

castracion de las hembras.

Por el contrario, en el andlisis sensorial de los lomos curados los panelistas
percibieron diferencias en algunos rasgos de apariencia (Tabla 12). Estas diferencias
significativas se observaron en el brillo y el veteado, donde los mayores valores fueron

para los lomos curados procedentes de hembras inmunocastradas en ambos
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atributos. Estos resultados concuerdan con el mayor porcentaje de GIM encontrado en
los lomos curados del grupo de inmunocastradas. Por esta razén, se realizaron
correlaciones entre el contenido de GIM vy los atributos sensoriales generales (Tabla
13). Como se puede observar en la tabla, el contenido de GIM fue positivamente
correlacionado con el brillo. Estos resultados van en la misma linea de estudios
preliminares en productos Ibéricos curados (Muriel et al., 2004a; Ruiz et al., 2000),
donde se describid una influencia positiva del contenido de GIM en descriptores
sensoriales como el brillo y el veteado. Asimismo, el veteado ha sido vinculado
directamente al contenido de GIM de productos Ibéricos curados (Muriel et al.,
2004a; Ruiz et al., 2000), lo cual, es ademas considerado un indice de alta calidad por

los consumidores en este tipo de productos (Ventanas, 2006).

El panel entrenado no encontré diferencias significativas en cuanto a la textura
en boca. No obstante, el contenido de GIM se correlacioné positivamente con la
jugosidad, considerada un atributo positivo y muy apreciado por los consumidores
como un indice de calidad. Contrariamente, la masticabilidad fue negativamente
correlacionada con la GIM. Se ha establecido que el contenido de GIM influye en los
rasgos de textura; tales como jugosidad, dureza, fluidez de la grasa y fibrosidad (Cava

et al., 2000; Ruiz et al., 2000)

Las caracteristicas relacionadas con el olor de los lomos curados, como la
intensidad, el olor a curado y adobo, no se vieron significativamente influenciadas por
la inmunocastracién, a pesar de las diferencias encontradas en algunos VOCs
identificados como importantes compuestos olor-activos en productos curados. Sin
embargo, el contenido de GIM se correlaciond positivamente con la intensidad de olor.
Ademads se observé una correlacién positiva entre la GIM y el olor a adobo, lo cual
podria ser debido a que la GIM ayuda a la difusion de los VOC, la mayoria de ellos con
baja polaridad, hacia la region interna del lomo curado. La percepcién sensorial
relacionada con el olor es uno de los atributos sensoriales mas influyentes sobre la
aceptabilidad de productos Ibéricos curados, y se vincula positivamente a la eleccién

por parte del consumidor (Ruiz et al., 2002b).
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En general, las caracteristicas de flavor de los lomos curados no se vieron
afectadas por el estatus de castracion. Los panelistas no encontraron ningun tipo de
diferencia en la percepcidn del flavor a rancio, a pesar de que las hembras
inmunocastradas tuvieron los mayores porcentajes de GIM, si bien esto concuerda con
la ausencia de diferencias en el contenido de malonaldehido. Esto podria ser debido al
hecho que el grupo de inmunocastradas presentd los mayores porcentajes de acidos
grasos saturados y los valores mas bajos de acidos grasos poliinsaturados, mientras
que las hembras enteras reflejaron estos datos a la inversa, y las castradas mostraron
los valores intermedios. Este menor contenido de dacidos grasos poliinsaturados
encontrado en los lomos curados del grupo de hembras inmunocastradas podria
prevenir la excesiva oxidacién de la grasa, responsable de la generacién del flavor a

rancio.
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7. CONCLUSIONES

1. La inmunocastracion de hembras Ibéricas (Ibérico x Duroc) no afecté a las
caracteristicas de las canales y a la calidad de carne fresca (Longissimus dorsi). Ademas,
la grasa en la punta del jamén se vio afectada positivamente por dicha

inmunocastracion.

2. La inmunocastraciéon tuvo un efecto inconsecuente en la composicidn fisico-
quimica de las paletas curadas. Sin embargo, en los lomos curados se observd un
aumento del contenido de grasa intramuscular en el grupo de hembras
inmunocastradas. Ademas, el contenido de acidos grasos poliinsaturados, tanto en
paletas como lomos curados, tuvo valores mds bajos en el grupo de hembras
inmunocastradas que en las castradas quirurgicamente, lo cual podria prevenir una

excesiva oxidacion lipidica responsable de la rancidez.

3. El perfil de compuestos organicos volatiles (VOCs) de las paletas curadas, no
mostré diferencias significativas entre los grupos estudiados. Probablemente debido a
la amplia variabilidad interna que presenta este producto curado, afectando asi a la
emisién de los VOCs. Contrariamente, en el caso de los lomos curados es posible
separar los productos obtenidos de hembras inmunocastradas de aquellos
procedentes de hembras castradas quirdrgicamente. La inmunocastracidon parece
favorecer la produccién de VOCs con un papel importante en el desarrollo del flavor
final en este tipo de productos curados. Siguiendo la tendencia descrita, el perfil
sensorial de las paletas curadas no se vio afectado por el método de castracién.
Contrariamente, en concordancia con las diferencias encontradas en el contenido de
grasa intramuscular y perfil de VOCs, en el caso de los lomos curados algunos
descriptores como el brillo y veteado mostraron mayores valores en el grupo de
hembras inmunocastradas. Esto podria ser debido a la mayor homogeneidad
encontrada en los lomos curados, la cual permite observar con mayor claridad los

efectos de la inmunocastracion.

4. La inmunocastracién de hembras porcinas, con demostradas ventajas desde

el punto de vista del bienestar animal, es una alternativa viable a la castracién
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quirdrgica que permite mantener o incluso mejorar las caracteristicas finales de los

productos curados.
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8. CONCLUSIONS

1. Immune-spaying of female Iberian pigs (lberian x Duroc) did not affect
carcass traits nor fresh meat quality (Longissimus dorsi). Furthermore, a positive effect

was observed in ham fat thickness due to said immune-spaying.

2. Immune-spaying had an inconsequential effect on the physico-chemical
composition of dry-cured shoulders. An increase of intramuscular fat content,
however, was observed in dry-cured loins from the group of immune-spayed females.
Additionally, the polyunsaturated fatty acid content of immune-spayed females, in dry-
cured shoulders as well as dry-cured loins, had lower values than those of surgically
spayed females which could prevent the excessive lipid oxidation responsible for

rancidity.

3. The volatile organic compound profile (VOCs) of dry-cured shoulders showed
no significant difference between the study groups. This is probably due to the wide
internal variability of this dry-cured product which affects the emission of VOCs.
Contrarily, in the case of dry-cured loins, it is possible to separate products obtained
from immune-spayed females from those originating from surgically spayed ones.
Immune-spaying seems to favor VOC production, playing an important role in the
development of the final flavor of these sorts of dry-cured products. Following the
described tendency, the sensorial profile of dry-cured shoulders did not appear to be
affected by the method of spaying. Conversely, in agreement with the differences
found in the intramuscular fat content and the VOC profile, in the case of dry-cured
loins some descriptors such as brightness and marbling showed higher values in the
immune-spayed group. This could be due to the great homogeneity found in dry-cured

loins, which permits the effects of immune-spaying to be observed with better clarity.

4. Immune-spaying of female pigs, with proven advantages from the point of
view of animal welfare, is a viable alternative to surgical spaying, allowing the final

characteristics of dry-cured products to be maintained or even improved upon.
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The aim of this study was © assess the effect of immune-spaying on production traits and meat quality charac-
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1. Introduction

Surgical castration without anesthesia is the most common practice
to control boar taint (Fredriksen et al, 2009) as well as aggressive and
sexual behavior, both in males and females, throughout the rearing peri-
od and in the pre-slaughter period. In Europe, female castration is only
allowed in Spain for pigs farmed outdoors, with prolonged analgesia
and anesthesia (Real Decreto 1221/2009, 2009), This fact depends on
the peculiarities of the production system of Iberian pigs: a sacrifice to
heavy weights (=150 kg) and raised under free-range conditions,
which can cause unwanted pregnancies (Gémez-Fernindez, Horcajada,
Tomds, Gomez-lzquierdo, & Mercado, 2013). Moreover, in Europe,
there is a plan to voluntarily end surgical castration of pigs by 2018
(FVE; Federation of Veterinarians of Europe, 2009; PIGCAS, 2009).

Recently, a vacdne against the gonadotrophin releasing factor
(Improvac®, Pfizer Animal Health) has been approved for use in more

* Corresponding authors,
E-mail eddresses: jsapuri@®hotmail com (] Sinchez del Pulgar), cgardag@uneces
(€. Gardia).

hitp:/fd e doiorg 101016 f.meatsci201 408005
0309-1740/% 201 4 Elsevier Ltd. All rights reserved

than 60 countries including Australia, New Zealand, Brazil, Mexico,
Switzerland and the EU, and offers a more welfare-friendly alternative
to surgical castration (Thun, Gajewski, & Janett, 2006). Additionally,
research has shown that immune-castrated pigs show less aggressive
and sexual behavior (Cronin et al., 2003; Fabréga et al., 2010), and are
found to have fewer skin lesions compared to entire males (Rydhmer,
Lundstrom, & Andersson, 2010), therefore offering a welfare advantage.
Improvac® has no intrinsic hormonal or chemical activity ( Dunshea
et al, 2001). Successful immunization with Improvac® requires two
doses of the vaccdne to be given at least 4 weeks apart, and the second
dose must be administered 4-6 weeks before slaughter ( Dunshea
et al, 2001 ). Until now, studies on immune-spaying of pigs have focused
on the response in a short period after vaccnation, from the second in-
Jjection to slaughter (4-6 weeks). However, it is not always practical to
vacdnate heavy pigs, especially if they are group-penned (Einarsson,
2006). Therefore, longer time between the second injection and slaugh-
ter is desirable. To make this time increase possible, the long-term
effects of vacdnation with Improvac® should be studied in females, as
they have been studied in males (Einarsson, Andersson, Wallgren,
Lundstrim, & Rodriguez-Martinez, 2009; Zamaratskaia et al., 2008). In
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these studies, the success of vaccination has been reported up to
22 weeks after the booster injection. Despite this fact, several authors
(Claus, Rottner, & Rueckert, 2008) have reported a variable resumption
of testicular function between 10 and 24 weeks. Nevertheless, in anather
study performed on Iberian females, gilts were slaughtered at 68 weeks
of age and 32 weeks after the last vaccination, where it was observed
that immune-spayed females showed smaller weights of both ovaries
and uteri than entire ones (Herndndez-Garcia et al, 2013).

Surgical spaying of pigs has a negative impact on animal welfare
and production characteristics such as average daily gain, feed intake
and feed conversion ratio compared with immune-spayed females
(McCauley et al., 2003; Oliver, McCauley, Harrell, Suster, & Dunshea,
2003). Both studies showed an improvement in growth of gilts with
Improvac®. In addition, a significant increase in production effidency
was observed in immune-spayed females (from the second vaccine
dose) with respect to surgically spayed and entire females (Gomez-
Fernindez et al., 2013). Besides, immune-spayed females reach the
suitable sacrifice weight (=150 kg) two weeks earlier than the other
batches (Gémez-Fernindez et al., 2013). Carcasses from castrated pigs
are also fatter than those from entire animals (Gispert et al, 2010;
Pauly, Spring, O'Doherty, Ampuero Kragten, & Bee, 2009) and for this
reason they could be more suitable for manufacturing dry-cured meat
products, whichisimportant for the meat industry from a technological
point of view,

On the other hand, castration could affect meat quality characteris-
tics. The majority of meat from Iberian pigs is consumed as high-priced
cured products. However, the importance of the consumption of fresh
and the so-called “natural,” “bio” or “organic” meats have recently
increased (Cava, Estévez, Ruiz, & Morcuende, 2003). Several studies
have demonstrated that the quality of fresh meat, such as fresh
loin, and meat products is mainly determined by the lipid fraction
(Cava et al, 1997; Daza, Rey, Ruiz, & Lopez-Bote, 2005; Rey, Daza,
Lépez-Carrasco, & Lopez-Bote, 2006), pH value (Rosenvold & Andersen,
2003), color and physical-chemical composition of muscle and adipose
tissues (Carrapiso & Garcia, 2005; Gonzilez & Tejeda, 2007) and antiox-
idant composition (Gonzalez & Tejeda, 2007; Rey et al,, 2006). Despite
the fact that consumption of fresh Iberian pig meat (such as fresh loin)
has increased in recent years, the production of Iberian pigs is mainly fo-
cused on cbtaining raw meat to manufacture dry-cured meat products
(Ramirez, Morcuende, & Cava, 2007 ). Moreover, an increase in slaughter
weight increases intramuscular fat content and improves meat quality
(Candek-Potokar, Zlender, & Bonneauw, 1998), which benefits the produc-
tion of high-quality dry-cured products.

Several studies show hardly any differences in the quality character-
istics of the fresh meat from surgically castrated and immune-castrated
male pigs (Aluwé et al, 2013; Font i Furnols & Gispert, 2009; Gispert
et al., 2010). Nevertheless, to the best of our knowledge, there is no
scentific literature about the effect of immune-spaying on quality
parameters of fresh meat from Iberian females. Therefore, the aim of
this study was to assess the effect of immune-spaying on production
traits and meat quality of fresh loin (longissimus dorsi) from Iberian x
Duroc females slaughtered at the same age.

2. Materials and methods
2.1. Animak

A total of 192 Iberian x Duroc pigs ( Gémez-Fernandez et al,, 2013),
110daysold and weighing 45 kg on average, were used to test the effect
of immunological spaying with Improvac® in the center ITACYL
(Hontalbilla, Spain). Animals were identified and classified into three
groups with the same average weight: immune-spayed females, surgi-
cally spayed females and entire females. A randomized block experi-
mental design was used, with 48 experimental units composed of 4
animals each, 12 replicates per block and 16 replicates per treatment.
The feed was the same for all females from the beginning to the end

of the fattening period (Gomez-Fernindez et al., 2013). Vaccination
was performed twice according to the manufacturer's instructions,
4 weeks apart. Doses were injected at 60 kg (18 weeks of age)
and 824 kg (22 weeks of age), while surgical spaying was performed
cdose to weaning The experimental animals were slaughtered at
8.2 months of age, 14.5 weeks after the second Improvac® doses
(Gomez-Fernindez et al., 2013), considering success has been reported
in males being slaughtered up to 22 weeks after the booster injection
(Einarsson et al,, 2009; Zamaratskaia et al., 2008).

2.2, Carcass trais

The weights of hams, shoulders and loins were taken 5 hours post-
mortem under routine slaughterhouse procedures. The backfat thick-
ness (BFT) and ham fat thickness (HFT) were measured in the 3rd o
4th ribs and in the subcutaneous fat beside the gluteus medius muscle
in the carcass and ham, respectively, The yields of hams, shoulders
and loins were calculated with respect to carcass weight.

2.3, Sampling and processing

The 192 (64 SF, 64 IF, 64 EF) animals were slaughte red at the abattoir
of MAZAFRA (Zafra, Spain), by CO, stunning and exsanguination, with
a live weight of 160-170 kg at 8.2 months of age. The sampling was
performed with fresh loin (longissimus dorsi) taken randomly from
each batch (64 SF, 64 IF, 64 EF) in Argal S.A. industry (Fregenal de la
Sierra, Spain). Specifically, the test sample consisted of 36 randomly
selected fresh loins from 36 different animals;12 samples from each of
the three batches (n = 12). Fresh loins were properly identified to
monitor traceability. Analytical samples were selected from the central
region of each loin,

24 Chemicals

The reagents used in the chemical composition and lipid oxidation
analyses were supplied by Merck (Madrid, Spain), Panreac (Barcelona,
Spain) and Sigma-Aldrich (Madrid, Spain ). The standards of the fatty
acid methyl esters calibration solution (listed in Tables 3 and 4) were
supplied by Sigma-aAldrich (Madrid, Spain).

25 pH

The value of pH at 24 h postmortem was measured in the musde
longissimus dorsi with a portable puncture pH meter (Crison mod.
507; Crison Instruments, Barcelona, Spain).

2.6. Chemical composition

Moisture and protein were determined following the official
methods (ADAC, 2000), Intramuscular fat (IMF) content was analyzed
following the procedure described by Folch, Lees, and Stanley (1957).
The concentration of haem pigments was assayed according to
Hornsey (1956). Two replicates from each sample were analyzed and
the mean value was used in the data analyses.

2.7, Water-holding capacity

Water-holding capacity (WHC) was assayed as a percentage of free
water following the method proposed by Irie and Swatland ( 1992).

2.8, Instrumental color measurement

Color measurements were made following the recommendations on
color determination of the American Meat Scence Assodation (Hunt
et al, 1991). Color parameters (CIE L*a*b*] were determined using
a Minolta CR-300 colorimeter (Minolta Camera, Osaka, Japan) with
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illuminant D65, a 0° standard observer and a 2.5 cm port/viewing area.
The colorimeter was calibrated before use with a white tile. For each
slice, 2 measure ments were carried out in 2 different points randomly
taken.

2.9, Lipid oxidation

Lipid oxidation was assessed in duplicate by the 2-thiobarbituric acid
(TBAR) method (Salih, Smith, Price, & Dawson, 1987) in 2 g of meat.
TBAR-RS values were calculated from a standard curve of TEP (1,1,3,3,-
tetraethoxypropane) and expressed as mg of malondialdehyde kg meat.
The absorbance measurements were performed by using a Hitachi
U-2000 Spectrophotometer,

2.10. Determination of fatty acid profiles

The fatty acid methyl esters were obtained by transesterification
with sodium methylate and sulfuric acid following the procedure
described by Cava et al. { 1997). The fatty acid methyl esters were ana-
lyzed using a Hewlett-Packard 6890A gas chromatograph, equipped
with an oncolumn injector and a flame ionization detector (FID).
Separation was carried out on a polyethylene glycol capillary column
(Supelcowax-10, Supelco, Bellefonte, PA; 60 m length, 0.32 mm id,
025 pm film thickness). The gas chromatograph oven temperature pro-
gram was as follows: initial temperature of 180 °C, 5 "C/min to 200 °C;
40 min at this temperature and thereafter 5 °C/min to 250 °C, and then
kept for 21 min. Injector and detector temperatures were 250 °C. Carrier
gas was helium ata flow rate of 0.7 ml/min. Individual fatty acid methyl
ester peaks were identified by comparison of their retention times with
those of standards analyzed under the same conditions.

2.11. Smtistical analyses

The statistical analyses were performed by usingthe SPS519.0 pack-
age and consisted of a one-way ANOVA performed on the three studied
batches and, when the effect was significant, a post hoc Tukey test. The
effect was considered significant at p < 0.05.

3. Results and discussion
3.1. Carcass traits

The effect of the immune-spaying on carcass traits from Iberian
(IB) x Duroc (D) females is presented in Table 1. No significant differ-
ences were observed between the three batches in carcass weight and
carcass yield, which agrees with McCauley et al. (2003 ), who studied
the effects of immune-castration in boars and gilts, and with previous re-
searches comparing castrated males, spayed females and entire females
in IB x D pigs (Serrano, Valencia, Fuentetaja, Lizaro, & Mateos, 2008)
and in commercial hybrid pigs (Landrace x Large White dams x Duroc
sires; Peinado et al, 2012). However, Oliver et al. (2003 ) found an in-
crease in carcass weight from immune-spayed Large White x Landrace

Table 1
Effect of immune-spaying of females on carcass traits (mean values + standard
deviation).

SF(N=12) IF(N=12) EF(N=12) sig'

Carcass weight (kg) 1309 + 43 1365446 1323473 ns
Carcass yield (g/ke BW)  79.45 4 136 7868 + 137 7937 4+ 184 ns
Backfat thickness (mm) 68.7 + 5.7 65 + 144 633 + 89 ns
Harm fat thickness (mm) 62 4 25° 57 4 95° 514+ 100 *
Harn yield (g/kg) 969 + 065 990 4045 984 4+ 122
Shoulder yield (g/kg) 595 + 035 593 4+ 040° 650 +£ 050°
Loin yield (g/kg) 213+ 009 211 £ 017 241 £01F

SF, surgically spayed females; IF, immune-spayed females; EF, entire females; BW, body
weight. ! Significance level. « p < 001; « p < 0.05; ns, not significant. ** Different letters
in the same row indicates significant differences (p < 0,05).

females compared to entire ones. On the other hand, the results of
Serrano, Valencia, Fuentetaja, Lazaro, and Mateos (2009) in IB x D pigs
showed higher carcass weight and carcass yield in spayed females re-
garding entire females. The current study did not show any difference
for backfat thickness (BFT) among spayed batches and entire females,
which agrees with the results reported by McCauley et al. (2003). Con-
trarily, Oliver et al. (2003) found higher BFT in immune-spayed females
compared to entire ones. In the same direction, Semrano et al. (2008)
and Peinado et al. (2012) reported higher BFT in surgically spayed fe-
males than in entire females.

Nevertheless, significant differences were found regarding the ham
fat thickness (HFT) measured beside the gluteus medius muscle, where
both the immune-spayed and surgically spayed batches showed higher
values against entire fermales. This result is in accord ance with several
authors (Peinado et al., 2012; Serrano et al, 2008; 2009). This fact is
important from a technological point of view for the manufacture of
high-quality dry-cured hams, since a high fatte ning level is required to
provide correct ripening during maturation for the development of
their sensory characteristics (Gandemer, 2002).

On the other hand, entire sows showed higher values in the loin and
shoulder yields followed by immune-spayed and surgically spayed
batches, respectively, in agreement with results reported by Serrano
et al. (2008). However, no significant differences were found in the
ham yield among castrated and entire females, in accordance with the
data reported by Serrano et al. (2009) and Peinado et al. (2012).

32 Meat quality traits

The effect of the immune-spaying on physicochemical com position
of longissimus dorsi muscle from IB x D females is shown in Table 2.
Female immune-spaying did not affect longissimus dorsi color in
accordance with data from Serrano et al. (2008), who did not observe
any difference between IB x D castrated males, spayed females and
entire females, and Peinado et al. (2012) in commerdal hybrid pigs
(Landrace x Large White dams x Duroc sires). Nevertheless, the results
reported by Serrano et al. (2009) in IB x D pigs showed higher values for
L*,a*, b* in entire females against castrated ones. This fact is important
because color is one of the most valuable characteristics of fresh meat
that influences consumer choice (Carpenter, Cornforth, & Whittier,
2001). Furthermore, no significant differences were observed for pH
values from three different batches. Moreover, some studies (Juncher
et al, 2001) have reported final pH as one the most important parame-
ters to explain the differences in color, lipid oxidation and drip loss dur-
ing chill storage of pork. The meat industry has great interest in
optimizing the water-holding capacity, limiting loss of fluids (drip
loss) during slaughter and subsequent manipulations as it implies a

Table 2
Effect of immune-spaying on chemical composition and color of longissimus dorsi in
females (mean values + standard deviation).

SF(N=12) IF(N=12) EF(N=12) Sig'
Maisture (/100 g 7077 £ 240 7145+ 256 7086 + 342 ns
pH 587 £ 019 585+ 021 576 + 026 ns
Color L* 4871 + 265 4938 + 240 5097 + 261 ns
Color a* B30 + 076 937 + 137 9325+ 141 ns
Color b* 227 + 081 274+ 073 314 + 080 ns
Intramuscular fat content 337 +140 3634079 318 + 087 ns
(g00 gy
WHC 939 + 075 927 + 177 933 4+ 1.73 ns
Protein content (g/100 g 249 + 21 246+ 1.7 257+ 14 ns
Protein content (g/100 £)° 865 + 127  B7.14 123 894 4+ 110 ns
MDA (g kg ) 006 + 001 007+ 003 007 + 002 ns
Haem pigments (mg/g)? L1 4019 1094012  1L07 +012 ns

SF, surgically spayed females; IE immune-spayed females; EF, entire females; WHC,
water-holding capacity; MDA, malondialdehyde. " Significance level. « p< 0.05; ns, not
significant * Expressed as percentage of raw matter. ® Expressed as percentage of dry
matter.
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financial loss ( Maribo, Olsen, Barton-Gade, Maller, & Karlsson, 1998). In
this work, no significant differenceswere found in moisture and water-
holding capacity between the three batches.

The chemical composition of the longissimus dorsi was not affected
by immune-spaying, in agreement with that reported by several
authors (Peinado et al,, 2012; Serrano et al, 2008) for entire and surgi-
cally spayed females. The average intramuscular fat (IMF) content in
longissimus dorsi was approximately 3.5%, which is lower than the 10%
and 8% reported by Serrano et al. (2008) and Serrano et al. (2009),
respectively. However, it s in accordance with the 4.5% found by
Ramirez and Cava (2007) for IMF of 1B = D females, In the current
experiment, the samples of longissimus dorsi comesponded to samples
without intermuscular fat in agreement with Ramirez et al. (2007),
whereas the samples used by Serrano et al. (2008) and Serrano et al.
(2009) were not trimmed free of intermuscular fat and connective tis-
sue. The percentage of IMF did not show differences among immune-
spayed, castrated and entire females, in agreement with the results of
Serrano etal. (2008) and Peinado etal. (2012). Nevertheless, Serrano
et al. (2009) obtained higher IMF content in spayed females with regard
to the entire ones. A higher IMF content can provide better characteris-
tics for producing high-quality meat products (Gandemer, 2002 ).
This fact is a positive and valued aspect for the industry. Besides,
low values of fat are negatively correlated with the sensory characteris-
tics of meat and meat products, such as taste, flavor, tenderness and
juiciness (Essén-Gustavsson, Karlsson, Lundstrom, & Enfilt, 1994;
Ruiz-Carrascal, Ventanas, Cava, Andrés, & Garcia, 2000). In addition,
the lipid oxidation stability, estimated by the malondialdehyde content,
did not show significant differences between the studied batches
(Table 2).

33. Rty acid profile

The effect of castration on fatty acid composition of backfat (BF) and
IMF of muscle longissimus dorsi from IB x D pigs is shown in Tables 3 and
4, respectively. As displayed in the tables, castration had no effect on the
fatty acid composition, neither BF nor IMF, from longissimus dorsi
muscle.

These results are in agreement with Serrano et al. (2008), who
reported no significant differences in the fatty acid profile of the BF
from surgically spayed and entire IB x D females, and with the first
experiment described in Peinado et al. (2012) in commercial hybrid
females. Nevertheless, Serrano et al. (2009) found a higher percentage
of saturated fatty acids (SFA) in surgically spayed IB x D females than

Table 3
Effect of females immune-spaying on fatty acd profile of backfat (g/100 g of fat; mean
values 4 standard deviation).

SE(N = 12) IF(N = 12) EF(N = 12) Sig.
[wF] 024 4+ 012 017 + 0.04 0.19 + 010 ns
c14 188 + 018 166 + 0.35 1.52 + 022 ns
c15 0.13 + 0.07 0.08 + 0.03 008 + 003 ns
C16 257 + 1.24 27.1 + 250 238 + 161 ns
C16:1 242 + 0.26* 212 + 025" 2.10 + 020" ‘
c17 023 4+ 003 0.24 + 0.03 024 + 003 ns
171 023 4 0.03 023 + 0.03 022 + 004 ns
c18 857 4+ 057 942 4+ 059 4903 + 080 ns
C18:1 4629 + 1.07 46.19 4+ 294 4801 + 190 ns
C18:2 888 + 059 946 + 1.05 972 + 077 ns
C18:3 065 + 0.07 0.71 + 0.08 073 + 007 ns
c20:1 068 + 012 0.70 + 0.18 0.76 + 016 ns
c20:2 026 + 0.05 027 + 008 031 + 007 ns
C20:4 012 4 0.08 011 + 0.04 0m + 003 ns
SEA 4004 + 117 938 4+ 462 3808 4+ 268 ns
MUFA 4962 + 111 49.94 + 3.57 51.17 + 195 ns
PUFA 992 + 077 10.60 + 1.10 10.85 + 088 ns

CF: surgically spayed females, IF: immune-spayed females, EF: entire females. SFA:
Saturated fatty acds; MUFA: Monounsaturated fatty acids; PUFA: Polyunsaturated fatty
adds. " Significance level. s p < 0.05; ns, not significant.

Table 4
Effect of females immune-gpaying on fatty acid profile of intramuscular fat in longtssimus
dorsi (2100 g of fat; mean values + standard deviation).

SF (N =12) IF(N = 12) EF (N = 12) Sig.!
[<F} 0.28 + 0.13 022 + 0.05 029 + 0.15 ns
14 205 + 029 202 + 027 194 + 029 ns
[aF B 0.22 + 007 0.18 + 0.06 021 4 0.08 ns
Cl6 268 + 0.88 27.64+ 1.48 270 + 1.77 ns
C16:1 471 + 053 453 + 0,60 443 + 050 ns
a7 0.18 4 0.07 0.17 + 0.08 016 + 0.05 ns
ar 0.20 + 0.05 091 + 0.82 022 + 0.09 ns
s 894 + 060 937+ 1.29 895 + 057 ns
g 43.27 + 150 42066 4 3,30 4292 + 202 ns
[af:5] 502 + 087 435+ 0.95 492 + 090 ns
as:3 0.25 + 007 023 + 0.06 025 + 0.04 ns
o 0.48 + 0.12 040+ 0.12 039 + 0.12 ns
Q04 0.61 + 025 051 + 0.16 059 + 024 ns
SFA 4527 + 182 47.02 4 390 4606 + 2.52 ns
MUFA 48,87 + 158 48,69 4 3,66 4816 + 2.2 ns
PUFA 5.87 + 1.09 509+ 111 575 + 1.12 ns

CF surgically spayed females, IF: immune-spayed females, EF: entire females, SFA:
Saturated fatty adds; MUFA: Monounsaturated fatty adds; PUFA: Polyunsaturated fatty
adds. " Significance kevel. «p < 005; ns, not significant.

in the entire ones. In the same way, the second experiment described
in Peinado et al. (2012) showed higher palmitic acid (C16:0) and
lower linoleic acid (C18:2) percentages in spayed females with regard
to the entire ones.

On the other hand, these results are analogous to that of previous
studies comparing the fatty acid profile of BF from surgically and
immune-castrated males. The absence of significant differences in the
percentage of SFA is in agreement with the results of Font i Fumols and
Gispert (2009), Font-i-Furnols et al, (2012) and Boler, Kutzler, et al
(2011), but is in contrast with Pauly et al. (2009), who found a higher
SFA proportion in surgically spayed thanin immune-castrated males. Fur-
thermore, the results of this study regarding the percentage of monoun-
saturated fatty acids (MUFA) are in concordance with the data of Pauly
etal (2009), Boler, Clark, et al. (2011) and Font-i-Furnols et al. (2012).
However, Font i Furnols and Gispert (2009) reported a higher amount
of MUFA in the BF of surgically castrated males than in the BF of the
immune-spayed ones. Finally, the lack of significant differences in the
percentage of polyunsaturated fatty acids ( PUFA) between the studied
batches agrees with Boler, Clark, et al. (2011) and Font-i-Furnols et al
(2012), whereas Font i Furnols and Gispert (2009) and Pauly et al.
(2009) reported higher PUFA content in immune-spayed with regard to
surgically castrated males.

4 Conclusions

In this study, the carcass traits and meat guality parameters affected
by immune-spaying were researched in Iberian = Duroc females.
According to the obtained results, it seems that immune-spaying has a
scarce effect on the quality of fresh meat (longissimus dorsi). On the
other hand, the ham fat thickness seems to be positively affected by
immune-spaying. These results are important regarding animal welfare,
since in Europe, there is a plan to voluntarily end surgical castration of
pigs by 2018, thus avoiding surgery and anesthesia with potential de-
lays due to infectious problems that affect production costs. Therefore,
immune-spaying might represent a good alternative to surgical spaying.
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The aim of this study was to assess the effect of immune-spaying on meat quality characteristics and fatty acid
profile of dry-cured shoulders and loins by comparing Iberian x Duroc surgically spayed females, immune-
spayed females and entire females. There were no significant differences on the physicochemical composition
of dry-cured shoulders; however the intramuscular fat content of dry-cured loins was higher in immune-
spayed fermnales than entire ones, but not significantly different from spayed females. Immune-spayed females
showed the highest values, which could improve the sensory quality of Iberian dry-cured loins, since it is consid-

frr?r"r:fr:gsc:mratinn ered anindex of high quality. On the other hand, the PUFA content of both dry-cured shoulders and loins proved
Castration to be lower in immune-spayed than spayed females, which could prevent excessive fat oxidation responsible for
Iberian pigs rancidity. Therefore, immune-spaying could be a viable alternative to surgical spaying from the meat quality
Fatty acid profile point of view.

Dry-cured loins
Dry-cured shoulders

© 2015 Elsevier Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

Approximately 98 million male pigs are surgically castrated in
Europe each year. Surgical castration without anesthesia is the most
common practice to control boar taint and aggressive behavior in
males (Fredriksen et al., 2009) as well as sexual behavior, both in
males and females, throughout the rearing and pre-slaughter periods.
European interest in animal welfare (EFSA, 2004), and the prospect of
legislation in several countries limiting the current practice of surgical
castration without anesthesia, have encouraged the swine industry to
reconsider its traditional approach to the control of boar taint and
sexual behavior, and investigate alternatives (Prunier et al., 2006;
Zamaratskaia, Chen, & Lundstrom, 2006).

In Europe, female castration is only allowed in Spain for pigs
farmed outdoors, with prolonged analgesia and anesthesia (Real
Decreto, 1221/2009, 1221/2009, 2009). This fact is due to the pecu-
liarities of the production system of Iberian pigs, where they are
sacrificed at heavy weights (>150 kg), allowing time for them to
reach sexual maturity. In addition to this, Iberian pigs are raised
under free-range conditions, which can cause unwanted pregnancies
in Iberian females by wild boars (Gémez-Ferndndez, Horcajada,
Tomas, Gomez-lzquierdo, & Mercado, 2013). An alternative to tradi-
tional castration is immunocastration, which is based on immunizing

* Corresponding author.
E-mail address: josapuri@unex.es (J. Sdnchez del Pulgar).

http://dx.doiorg/10.1016/j.meatsci201501.007
0309-1740/© 2015 Elsevier Ltd. All rights reserved.

the animals against the gonadotropin releasing factor hormone (GnRH)
which is critical for normal sexual development and maintenance. Cur-
rently, a vaccine against this hormone (Improvac®, Pfizer Animal
Health) has been approved for use in more than 60 countries including
Australia, New Zealand, Brazil, Mexico, Switzerland and the EU, which
offers a more welfare friendly alternative to surgical castration (Thun,
Gajewski, & Janett, 2006). Research has shown that immune-castrated
pigs show less aggressive and sexual behavior (Cronin et al., 2003;
Fabréga et al.,, 2010) and are found to have fewer skin lesions compared
to entire males (Rydhmer, Lundstrom, & Andersson, 2010), therefore
offering a welfare advantage. Moreover, immune-spaying has a positive
impact on animal welfare and production characteristics such as aver-
age daily gain, feed intake and feed conversion ratio compared with sur-
gically spayed females (McCauley et al., 2003; Oliver, McCauley, Harrell,
Suster, & Dunshea, 2003).

Successful immunization with Improvac® requires two doses of the
vaccine to be given at least 4 weeks apart, and the second dose being
administered 4-6 weeks before slaughter (Dunshea et al., 2001). Until
now, studies on immunocastration of pigs have focused on the response
in a short period after vaccination, from the second injection to
slaughter (4-6 weeks). However, longer time between the second injec-
tion and slaughter is desirable since, due to animal management prob-
lems, it is not always practical to vaccinate heavy pigs, especially if
they are group-penned (Einarsson, 2006). For the said time increase
to be possible, the long-term effects of the Improvac® vaccination
should be studied in females, as they have been studied in males
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(Einarsson, Andersson, Wallgren, Lundstrém, & Rodriguez-Martinez,
2009; Zamaratskaia et al., 2008), where success of the vaccination has
been reported up to 22 weeks after the booster injection (protocol of
two doses). Nevertheless, variable resumption of testicular function be-
tween 10 and 24 weeks has been reported (Claus, Rottner, & Rueckert,
2008) according to a similar protocol. On the other side, in females,
Herndndez-Garcia et al. (2013) have developed a successful long-term
pre-pubertal protocol that includes three doses. In this case, it was
observed that immune-spayed females slaughtered at 68 weeks of age
and 32 weeks after the third vaccination showed smaller weights of
both ovaries and uteri than entire females. Therefore the timing
(early/late) as well as number of doses (2 vs 3) may be important for
the immunocastration effectiveness.

Immunocastration could directly affect meat quality, which is shown
in several articles where carcasses from castrated pigs are also fatter
than those from entire animals (Gispert et al., 2010; Pauly, Spring,
O'Doherty, Ampuero Kragten, & Bee, 2009) and thus, could be better
suited for processing dry-cured meat products. In this direction, pioneer
work concerning Iberian x Duroc females is available (Gamero-Negron,
Sanchez delPulgar, Ventanas, & Garcia, 2015), where small differences
were found in the quality parameters of fresh meat among treatment
groups (immune-spayed females, surgical-spayed females and entire
females), but higher ham fat thickness was observed in both spayed
treatment groups compared to entire females.

The meat quality is assessed according to individual quality traits
such as pH, color, or intramuscular fat content (Simek, Grolichova,
Steinhauserovd, & Steinhause, 2004). Many parameters have been
assessed to characterize dry-cured meat products, of which high intra-
muscular fat content is the main factor contributing to the high sensorial
quality. It allows a long ripening period (more than 2 months and
14-18 months, respectively in loins and shoulders), slowing down
moisture loss so that products are tender and juicy, and developing a
very intense and appreciated flavor (Antequera et al., 1994; Garcia
etal, 1991).

In Spain, Iberian pigs are traditionally destined to the production of
dry-cured meat products such as hams, shoulders and loins. Due to
the economic crisis, sales of such an expensive product as dry-cured
ham are declining, and the way to preserve the percentage of sales is
to devalue the price of dry-cured ham (RIBER, Ministerio de
Agricultura, Alimentacién y Medio Ambiente). This fact allows an in-
crease in the commercialization of similar products with lower prices,
and also lower production costs, such as dry-cured shoulders. Neverthe-
less, scarce scientific and technical information regarding the quality of
dry-cured shoulders are available (Reina, Sinchez del Pulgar, Tovar,
Lépez-Buesa, & Garcia, 2013; Sarraga et al.,, 2007). Furthermore, it
would be interesting to study Iberian dry-cured shoulders since,
due to the shorter ripening period compared to dry-cured hams
(14-18 months vs at least 24 months), it would be possible to draw con-
clusions about the effects of immunocastration on dry-cured products
in less time and with lower costs.

The effect of immunocastration on the quality characteristics of dry-
cured products has hardly been studied in male pigs (Font-i-Furnols
etal, 2012). However, and as far as we know, there is no scientific liter-
ature where the characteristics of dry-cured meat products in immune-
spayed females were evaluated. Therefore, the purpose of this study
was to assess the effect of immune-spaying and spaying on quality traits
of dry-cured loins and dry-cured shoulders from Iberian x Duroc
females slaughtered at the same age.

2. Materials and methods
2.1. Animals
A total of 192 Iberian x Duroc female pigs (64 surgically spayed

females, 64 immune-spayed females and 64 entire females) (Gomez-
Ferndndez et al., 2013), 110 days old and weighing 4494 + 3.41 kg on

average, were used to test the effect of immunological castration with
Improvac® in the center ITACYL (Hontalbilla, Spain). Animals were
identified and classified into three treatment groups with the same av-
erage weight: immune-spayed females, surgically spayed females and
entire females. The feed was the same for all females from the beginning
to the end of the fattening period (Gomez-Femnandez et al., 2013). Vac-
cination was performed twice as per the manufacturer's instructions,
4 weeks apart. Doses were injected at 60 kg (18 weeks of age) and
82.4 kg (22 weeks of age), while the surgical spaying was performed
close to weaning. The experimental animals were slaughtered
14.5 weeks after the second Improvac doses (Gomez-Fernandez et al.,
2013).

22. Sampling and processing

The 192 Iberian x Duroc female pigs were slaughtered at the abattoir
of MAZAFRA (Zafra, Spain), by CO, stunning and exsanguination with a
live weight of 160-170 kg at 8.2 months of age. The right side of the car-
cass of six animals were randomly selected from each treatment group
(surgically spayed females (N = 6), immune-spayed females (N = 6)
and entire females (N = 6)) and the fresh loins (Longissimus dorsi)
and shoulders were taken at Argal S.A. industry (Fregenal de la Sierra,
Spain) and their fresh weights were determined. The caudal halves of
these fresh loins were used in the previous study about fresh meat qual-
ity characteristics (Gamero-Negrén et al., 2015). Processing of loins and
shoulders was carried out at the commercial plant La Teresina (Guijuelo,
Spain) and at Argal S.A. (Fregenal de la Sierra, Spain) respectively. Dry-
cured loins were produced from the cranial half of the Longissimus dorsi
muscle of the animals. The ripening period was 65 days for loins and
14 months for shoulders, under customary processing conditions for
these products. Loins and shoulders were properly identified to monitor
traceability. Analytical samples were selected in the cranial region of the
loins, and sliced from the Biceps brachii muscle of the dry-cured
shoulders using a commerdial slicer.

2.3. Chemicals

The reagents used in the chemical composition and lipid oxidation
analyses were supplied by Merck (Madrid, Spain), Panreac (Barcelona,
Spain) and Sigma-Aldrich (Madrid, Spain). The standards of the fatty
acid methyl esters calibration solution (listed in Tables 3 and 4) were
supplied by Sigma-Aldrich (Madrid, Spain).

2.4. Chemical composition

Moisture, total chlorides and protein were determined following the
official methods (AOAC, 2000). Intramuscular fat (IMF) content was
analyzed following the procedure described by Folch, Lees, and
Stanley (1957). The concentration of haem pigments was assayed
according to Hornsey (1956). Two replicates of each sample were
analyzed and the mean value was used in the data analyses.

2.5. Instrumental color measurement

Color measurements were made following the recommendations on
color determination by the American Meat Science Association (Hunt
et al,, 1991). Color parameters (CIE L*a*b*) were determined using a
Minolta CR-300 colorimeter (Minolta Camera, Osaka, Japan) with
illuminant D65, a 0° standard observer and a 2.5 cm port/viewing
area. The colorimeter was calibrated before use with a white tile. For
each slice 2 measurements were carried out in 2 different, randomly
taken points.
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2.6. Lipid oxidation

Lipid oxidation was assessed in duplicate by the 2-thiobarbituric
acid (TBAR) method (Salih, Smith, Price, & Dawson, 1987) in 2 g of
meat. TBAR-RS values were calculated from a standard curve of TEP
(1,1,3,3,-tetraethoxypropane) and expressed as mg malondialdehyde/
kg meat. The absorbance measurements were performed by using a
Hitachi U-2000 Spectrophotometer.

2.7. Determination of fatty acid profiles

The fatty acid methyl esters were obtained by transesterification
with sodium methylate and sulfuric acid following the procedure de-
scribed by Cava et al. (1997). The fatty acid methyl esters were analyzed
using a Hewlett-Packard 6890A gas chromatograph, equipped with
an on-column injector and a flame ionization detector (FID). Separation
was carried out on a polyethylene glycol capillary column (Supelcowax-
10, Supelco, Bellefonte, PA) (60 m length, 0.32 mm id, 0.25 pm film
thickness). The gas chromatograph oven temperature program was as
follows: initial temperature of 180 °C, 5 °C/min to 200 °C; 40 min at
this temperature and thereafter 5 °C/min to 250 °C, and then kept for
21 min. Injector and detector temperatures were 250 °C. Carrier gas
was helium at a flow rate of 0.7 ml/min. Individual fatty acid methyl
ester peaks were identified by comparing their retention times with
those of the standards analyzed under the same conditions.

2.8. Statistical analyses

The statistical analyses were performed by using the SPSS 19.0
package and consisted in a one-way ANOVA performed on the three
treatment groups and, when the effect was significant, a post hoc
Tukey test. The effect was considered significant at p < 0.05.

3. Results and discussion
3.1. Physicochemical parameters

The effect of the immune-spaying on fresh weight and physico-
chemical composition of dry-cured shoulders and dry-cured loins
(Longissimus dorsi) from Iberian x Duroc females is shown in Tables 1
and 2. As displayed in Table 1, no significant differences among treat-
ment groups were found in the fresh shoulder weight. Physicochemical
composition of dry-cured shoulders did not show significant differences
between studied groups. These data are in accordance with the absence
of differences in the quality traits and composition of fresh meat
from the same animals (Gamero-Negron et al., 2015). Regarding intra-
muscular fat, no significant differences were found among treatment
groups, which could be due to the heterogeneity of the dry-cured

Table 1
Effect of immune-spaying on fresh weight, chemical composition and color of dry-cured
shoulders (mean values + standard deviation).

CF(N=6) IF(N=6) EF (N =6) Sig.
Fresh weight (kg) 8.05 + 042 793 £052 812 £017 ns
Moisture (g/100 g) 44,57 £ 232 4709 £338 4891 466 ns
Color L* 42,77 + 223 4232 + 269 41.77 £ 3.97 ns
Color a* 26,87 £ 195 2802199 2565 £ 2.87 ns
Color b* 1315 £ 1.36 1337 £3.01 1154 £3.02 ns
Intramuscular fat 18.68 £3.13 1917 £295 1544 £2.92 ns
content (g/100 g}’
Protein content (g/100g)'  59.78 + 460 5932 +4.19 6261 +541 ns
Salt content (g/100 g)’ 864 4+ 073 847 064 1026+:1.94 ns
MDA (mg/kg) 0334009 029 + 008 023 4+0.03 ns
Haem pigments (mg/g)' 84454 4+ 6816 84275 + 26566 79281 + 10127 ns

CF: surgically spayed females, IF: immune-spayed females, EF: entire females.
MDA: malondialdehyde. Sig.: significance level. “p < 0.05; ns, not significant.
! Expressed as percentage of dry matter.

Table 2
Effect of immune-spaying on fresh weight, chemical composition and color of dry-cured
loins (mean values + standard deviation).

CF(N=6) IF(N=86) EF(N=6) Sig.

Fresh weight (kg) 279+0.16°  2.83+022° 317 £025" *

Moisture (g/100 g) 38.84 4329 3796+ 381 41.39+299 ns
Color L* 4218 £242 4461+ 267 4326+ 348 ns
Color a* 1279 £ 181 13.29+197 1268+ 157 ns
Color b* 6.66 + 1.40 7.05+098  595+1.09 ns
Intramuscular fatcontent 1264 £ 419% 1477 + 2.82° 968 + 290° *

(/100 g)'

Protein content (g/100g)! 6142 + 611 6254+ 594 68.85 + 856 ns
Salt content (g/100 g)' 3.14 £ 0.60 3494043  354+035 ns
MDA (mg/kg) 0.09 + 0.03 0.104+004  009+005 ns

Haem pigments (mg/g)' 35823 £ 4384 34821 + 6853 36192 4+ 6865 ns

CF: surgically spayed females, IF: immune-spayed females, EF: entire females.
MDA: malondialdehyde. Sig.: significance level. *p < 0.05; ns: not significant. * ® Different
letters in the same row indicate significant differences between batches (p < 0.05).

! Expressed as percentage of dry matter.

shoulders as products. Similarly, no significant differences in lipid
oxidation between the studied groups were detected, so the quality of
dry-cured shoulders was not affected by the spaying status. The chem-
ical composition of dry-cured shoulders was similar to that reported
by Reina et al. (2013), who studied dry-cured shoulders from commer-
cial hybrid pigs (sows, Landrace x Large White; sire, Duroc). Neverthe-
less, due to the higher adipogenic character of Iberian pigs regarding
commercial hybrid pigs (Morales, Pérez, Baucells, Mourot, & Gasa,
2002; Mourot & Kouba, 1998}, the intramuscular fat (IMF) and protein
contents in the current study were higher and lower, respectively,
than those obtained by Reina et al. (2013). Furthermore, Iberian
dry-cured shoulders showed results comparable to the data obtained
by Sanchez del Pulgar, Carrapiso, Reina, Biasioli, and Garcia (2013) in
dry-cured hams from Iberian pigs.

On the other hand, significant differences were observed in fresh
loin weight, where the entire females had the highest values compared
to spayed and immune-spayed ones. The IMF content of dry-cured loins
was significantly affected by immune-spaying (Table 2). Immune-
spayed females presented higher values (9.21%) than entire females
(5.69%), whereas spayed ones showed intermediate IMF content
(7.79%). This could be due to the fact that immune-spayed animals
had higher body weight compared to entire and spayed ones (Gémez-
Fernandez et al., 2013), which indicates a higher fat deposition in
immune-spayed females. These results are in disagreement with those
obtained for fresh loins from the same animals (Gamero-Negrén et al.,
2015), where no significant differences were found. Besides, the analyt-
ical samples of fresh loins were selected in the central region of the
Longissimus dorsi muscle (Gamero-Negron et al, 2015), whereas in the
current experiment the samples were taken from the cranial part of
dry-cured loins, where higher fat deposition takes place (Ventanas,
2006). The higher IMF values found in the immune-spayed group is a
positive aspect, since IMF plays a decisive role in the development of
the sensory characteristics of dry-cured products (Ruiz-Carrascal,
Ventanas, Cava, Andrés, & Garcia, 2000; Ventanas, Ventanas, Ruiz, &
Estévez, 2005). On the other side, with the exception of the IMF content,
physicochemical parameters of dry-cured loins were unaffected by
immune-spaying. Moreover, the overall physicochemical characteristics
of dry-cured loins showed similar values to those reported by Ramirez
and Cava (2007), who studied the effect of Iberian x Duroc genotype
on dry-cured loin quality.

3.2. Fatty acid profile

The effect of immune-spaying on IMF fatty acid composition in
dry-cured shoulders and loins from IB x D females is shown in
Tables 3 and 4, respectively. As displayed in Table 3, the IMF fatty acid
composition of dry-cured shoulders showed no significant differences
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Table 3
Effect of immune-spaying on fatty acid composition (g/100 g fatty acids) of intramuscular
fat in dry-cured shoulders (mean values 4 standard deviation).

CF(N=6) IF(N=6) EF(N=6) Sig.
ci12 0.09 + 0.02° 0.07 + 0.01%° 0.06 £ 0.01* -
Cc14 1.24 + 0.10 123 + 0.09 112 +0.10 ns
C16 22.83 + 062 23.84 + 092 2262 +1.20 ns
C16:1 3244020 323 + 047 3.10 +£036 ns
c17 0.15 4+ 0.02 0.15 + 0.01 0.16 £ 0.01 ns
c17:1 0.19 + 0.03 0.18 &+ 0.02 0.19 + 0.02 ns
c18 9.82 + 0.75 1140 + 1.65 1089 + 1.45 ns
c18:1 51.66 + 1.11 50.66 + 1.66 51.29 +£2.19 ns
C18:2 842 + 0.90° 7.05 + 090° 8.10 £ 0.78°" *
C18:3 0.55 + 0.07° 043 + 007* 047 £ 0.04°" *
c20:1 0.71 + 0.04° 0.82 + 0.05" 0.79 + 0.09°" .
C20:2 030 + 0.02 030 + 0.05 033 +0.04 ns
C20:3 0.07 + 0.01 0.07 + 0.01 0.07 +0.01 ns
C20:4 061 + 0.08* 0.47 + 0.08° 0.69 + 0.16" .
c21 0.11 + 0.01 0.09 + 0.01 0.11 £ 0.02 ns
SFA 3425 + 1.17 36.79 + 248 3497 +2.42 ns
MUFA 55.81 4+ 1.15 54.88 + 2.07 5537 4+ 2.49 ns
PUFA 995 + 1.06" 833 + 1.06° 966 + 0.97*" .

CF: surgically spayed females, IF: immune-spayed females, EF: entire females.
Sig.: significance level. *p = 0.05; **p = 0.01; ns: not significant, > " Different letters in the
same row indicate significant differences between batches (p <0.05).

in the percentage of saturated fatty acids (SFA), in accordance with the
data reported by Font-i-Furnols et al. (2012), who studied the effect of
immunocastration on the fatty acid profile of subcutaneous fat from
male Duroc pigs for dry-cured ham production. Additionally, no signifi-
cant differences were found in the percentage of monounsaturated fatty
acids (MUFA). However this is in disagreement with Font-i-Furnols
et al. (2012), who found the lowest scores in immune-castrated males.
Nevertheless, in discordance with Font-i-Furnols et al. (2012) signifi-
cant differences were found in polyunsaturated fatty acids (PUFA),
where the highest values were for spayed females, followed by entire
and immune-spayed ones, respectively. This result was influenced by
the percentage oflinoleic acid (C 18:2 (n — 6)), which is the major poly-
unsaturated fatty acid in intramuscular fat. In the same direction, the
highest values for both linoleic acid (C 18:2 (n — 6)) and linolenic
acid (C 18:3) were observed in spayed, entire and immune-spayed fe-
males, respectively. This should be noted as high PUFA contents increase

Table 4
Effect of immune-spaying on fatty acid composition (g/100 g fatty acids) of intramuscular
fatin dry-cured loins (mean values £ standard deviation).

CF(N=6) IF(N=6) EF (N =6) Sig.
ci12 0.01 + 0.01 0.01 + 0.00 0.01 + 0.01 ns
Cc14 1.26 £ 0.11° 1.53 + 0.40° 118 £ 0.20° -
C14:1 0.08 + 0.01* 0.09 £ 0.02° 0.07 = 0.02* *
c15 0.05 + 0.03* 0.05 £ 0.02° 0.10 = 0.08" ’
C15:1 0.09 + 0.02 0.09 + 0.03 0.09 + 0.05 ns
C16 2673 + 161 2827 +2.79" 2569 + 2.64° "
C16:1 371+ 037 4.09 + 0.63 369 + 033 ns
c17 0.15 + 0.02 0.14 +0.02 0.14 + 0.02 ns
Cc17:1 0.14 + 0.02 0.13 £ 0.01 0.14 + 0.02 ns
c18 11.04 + 1.00 11.14 + 1.50 10,60 & 047 ns
c18:1 50.50 + 1.31% 4872 + 3.56° 5135+ 244" :
c18:2 475 + 057° 440 + 0.75% 542 + 0.64° "
Cc18:3 043 + 0.10 044 +0.13 045 + 0.12 ns
c20 0.09 + 0.03 0.09 +0.03 0.08 + 0.01 ns
c20:1 0.53 + 0.09 044 +0.09 045 + 0.08 ns
€20:2 0.13 + 0.03 0.10 £ 0.03 0.11 + 0.03 ns
C20:4 032 + 0.14% 024 + 0.07* 041 + 0.15" -
SFA 39.09 + 1.84% 41.24 + 4.04° 37.81 + 2.89° *
MUFA 55.14 4 1.32 53.48 +3.77 54.78 + 2.77 ns
PUFA 569 + 0.74% 5.19 + 0.92° 640 + 0.83° -

CF: surgically spayed females, IF: immune-spayed females, EF: entire females.
Sig.: significance level. *p < 0.05; **p < 0.01: ns: not significant. * * Different letters in the
same row indicate significant differences between batches (p < 0.05).

the fat oxidation rate and therefore could affect the aroma, flavor and
general quality of the products (Wood et al., 2003).

As displayed in Table 4, no significant differences were found in the
total percentage of MUFA in the IMF of dry-cured loins among immune-
spayed, spayed and entire females, which agrees with the results
obtained for fresh loins from the same animals (Gamero-Negron et al,
2015). However, the total percentage of SFA and PUFA showed signifi-
cant differences among the treatment groups. Immune-spayed females
presented the highest SFA and lowest PUFA values and entire females
reflected the inverse, whereas spayed ones showed intermediate scores.
These data are in discordance with those obtained for fresh loins from
the same animals (Gamero-Negron et al., 2015). This fact could be due
to the higher fat de position found in immune-spayed females positively
affecting body weight (Gémez-Fernandez et al., 2013) and IMF content
of dry-cured loins (Table 2). The higher fat accumulation could involve a
higher synthesis de nove of fatty acids, which mainly leads to the
development of SFA. Therefore, the differences found among fresh and
dry-cured loins could be due to the analytical samples of fresh loins
which were selected from the central region of the Longissimus dorsi
muscle, whereas in the current experiment the samples were taken of
the cranial part of dry-cured loins, where a higher fat deposition takes
place (Ventanas, 2006). In the same direction, the highest scores of
myristic acid (C 14) and palmitic acid (C 16) were recorded for the
immune-spayed group. However for pentadecanoic add, higher values
were indicated for entire females. Regarding MUFA, the highest per-
centages of myristoleic acid (C 14:1) were reported for the immune-
spayed, whereas the highest values of oleic acid (C 18:1 (n — 9))
were found for the entire ones. On the other side, the individual per-
centage of PUFA such as linoleic acid (C 18:2 (n — 6)) and arachidonic
acid (C 20:4) showed the highest scores for the entire females. Never-
theless, it should be taken into account that both the differences in the
slaughter age and the time elapsed since booster immunization until
slaughter could cause differences in the IMF and fatty acid content.
The gender factor should be noted as well since the current trial was
performed in females, whereas the available literature concerning IMF
and fatty acid profile was only found in males.

These results are in agreement with the higher IMF content found in
immune-spayed females, which implies animportant transformation of
the hydrocarbon energy from the diet into fatty acids through the
synthesis de novo pathway. Table 5 shows the correlations between
IMF content and fatty acids. As displayed in the table, those fatty acids
mainly produced throughout the synthesis de novo, such as myristic,
palmitic and stearic acids and the total SFA, were positively correlated

Table 5
Pearson correlations between dry-cured loin intramuscular fat and fatty acids.

Fatty acid Pearson correlation Sig.
ciz 0.010 ns
c14 0.430 =
Cl5 —0.572 =
cl6 0.371 =
c17 0.156 ns
cils 0.382 N
czo 0.187 ns
C14:1 0.049 ns
C15:1 —0.002 ns
C16:1 0.253 ns
C17:1 0.039 ns
C18:1 —0.343 N
czo:1 0.131 ns
c18:2 —0.705 ==
ci18:3 —0.208 ns
C20:2 —0.248 ns
C20:4 —0.631 =
SFA 0.445 =
MUFA —0.293 ns
PUFA —0.689 ==

Sig.: significance level. *p < 0.05; **p<0.01; **p < 0.001; ns: not significant
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with the IMF content. However, pentadecanoic acid was negatively cor-
related with IMF, since odd carbon atom fatty acids are not produced by
this pathway (Salati & Goodridge, 1996). In addition, unsaturated fatty
acids such as oleic, linoleic and arachidonic acids and the total PUFA
were negatively correlated with IMF content.

4. Conclusions

In this study the parameters of meat quality and the fatty acid compo-
sition as affected by immune-spaying were researched for the first time in
Iberian x Duroc females. The obtained results indicate that immune-
spaying has an inconsequential effect on the physicochemical composi-
tion of dry-cured shoulders. The intramuscular fat content of dry-cured
loins, however, was significantly affected, with the immune-spayed
group presenting the highest values. This fact could improve the sensory
quality of Iberian dry-cured loins, since a higher value of intramuscular fat
is considered an index of high quality by consumers for this sort of
dry-cured products.

On the other hand, the PUFA content in dry-cured shoulders and
loins showed lower scores in immune-spayed than in spayed females,
which could prevent excessive fat oxidation responsible for rancidity
and negatively valued by consumers in these dry-cured products.
Contradicting this, no significant differences between treatment groups
were found in the oxidation stability estimated through the MDA
content.

These results are important regarding animal welfare, since in
Europe there is a plan to voluntarily end surgical castration of pigs by
2018, thus avoiding surgery and anesthesia with potential delays
due to infectious problems that affect production costs. Therefore,
immune-spaying could be an alternative to surgical castration, while
maintaining current product quality.
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Immunocastration in pigs has been proposed as a cruelty-free alternative to surgical castration. In this work the
effect of immune-spaying of female pigs on the volatile compound profile of Iberian dry-cured products was eval-
uated. The head-space volatile compound of dry-cured shoulders and loins from surgically spayed, immune-
spayed and entire [berian x Duroc females was characterized by proton transfer reaction-time of flight-mass
spectrometry. It was not possible to identify asignificant e flect of the castration modality on dry-cured shoulders,
probably because of the heterogeneity of samples. Contrarily, Principal Component Analysis of dry-cured loins in-

Keywords:

Immunocastration dicates a better homogeneity of samples and the separation of loins from surgically spayed and immune-spayed
Castration females. Some mass peaks tentatively identified as important flavor compounds in dry-cured products, 3-
PTR-ToF-MS methylbutanal, 2,3-butanedione and 3-methylbutanoic acid, were significantly higher in the immune-spayed fe-

VOCs males. Therefore, immune-spaying seems to have a negligible effect on the volatile compound profile of dry-

Dry-cured loin
Dry-cured shoulders

cured shoulders, whereas it could affect the VOC profile in the case of dry-cured loins.

© 2015 Published by Elsevier Ltd.

1. Introduction

Surgical castration without anesthesia is the most common practice
to control boar taint and aggressive behavior in males (Fredriksen et al,,
2009) as well as sexual behavior, both in males and females, throughout
the rearing and pre-slaughter periods. Iberian pigs are sacrificed at
heavy weights (>150 kg), which is a peculiarity of the production sys-
temand allows time for the animals to reach sexual maturity. Moreover,
some Iberian pigs are raised under free-range conditions, which can
lead to unwanted pregnancies by wild boars (Gomez-Ferndndez,
Horcajada, Tomas, Gémez-lzquierdo, & Mercado, 2013 ). For this reason,
surgical spaying is allowed in Spain, only for pigs reared outdoors,
and with prolonged analgesia and anesthesia (Real Decreto 1221/
2009, 1221/2009, 1221/2009, 2009). In Europe there is a plan for the
voluntary end of pig surgical castration by 2018 (Federation of
Veterinarians of Europe, 2009; PIGCAS, 2009). In this direction, a
vaccine against gonadotrophin releasing factor (Improvac®, Zoetis) ap-
proved for use in more than 60 countries including the EU, has been
proposed as a more welfare friendly alternative to surgical castration
(Thun, Gajewski, & Janett, 2006). Research has shown that immune-
castrated pigs show less aggressive and sexual behaviors (Cronin

* Corresponding author.
E-mail addresses: jose.sanchez@fmach.it, jsapuri@hotmail.com (J. Sanchez del Pulgar).

http://dx.doi.org/10.1016/j.meatsci.2015.07.018
0309-1740/© 2015 Published by Elsevier Ltd.

etal, 2003; Fabréga et al,, 2010) and have fewer skin lesions compared
to entire males (Rydhmer, Lundstrom, & Andersson, 2010). Immune-
spaying has a positive impact on animal welfare and production
characteristics such as average daily gain, feed intake and feed conversion
ratio when compared with surgically spayed females (Gomez-Fernandez
et al,, 2013; McCauley et al., 2003; Oliver, McCauley, Harrell, Suster,
& Dunshea, 2003), allowing to maintain or even improve the
physicochemical characteristics of fresh meat and dry-cured products
(Gamero-Negron, Sanchez del Pulgar, & Garda, 2015b; Gamero-Negran,
Sanchez del Pulgar, Ventanas, & Garcia, 2015a).

Iberian pigs are usually used for the production of dry-cured meat
products such as hams, shoulders and loins. These are valuable tradi-
tional foodstuff with peculiar quality traits which are influenced mainly
by the characteristics of the raw meat (geographical origin, pigs' breed,
feeding regime and rearing system) and by processing (salting, curing
and ripening) (Garcia et al, 1991). Iberian dry-cured loins are
manufactured from the Longissimus dorsi muscle of pigs and are subject-
ed to a curing process for at least 60 days, whereas the ripening period
of dry-cured shoulders is about 14-18 months. Throughout this long
ripening period, the meat becomes progressively and partially dried
and develops its characteristic aroma and flavor, mainly due to changes
in proteins and lipids (Hemdndez, Navarro, & Toldrd, 1999; Ventanas,
Estévez, Tejeda, & Ruiz, 2006). Most volatile organic compounds
(VOCs) develop during the curing process, resulting from chemical
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and biochemical lipid oxidation and further interaction with proteins,
peptides and free amino acids. Other VOCs are formed in Strecker
reactions of free amino acids and Maillard reactions with products of
the lipid oxidation (Toldra, 1998). Therefore, castration could affect
the final VOC profile of dry-cured products because it increases fat
deposits, thus influencing the lean/fat ratio, which is directly linked to
the release of volatile compounds (Ventanas, Estévez, Andrés, & Ruiz,
2008).

Proton Transfer Reaction Time-of-Flight Mass Spectrometry (PTR-
ToF-MS) is a rapid, non-invasive and high-sensitivity technique
employed for the rapid detection of VOCs released from several food
matrices. It is based on the reaction of protonated water with molecules
with a proton affinity higher than that of water and the successive de-
tection by a high-resolution time-of-flight mass analyzer (Jordan et al,
2009). The high mass resolution of PTR-ToF-MS allows the estimation
of the sum formula of the detected ions and the tentative identification
of the volatile compound/s detected at each mass peak. This technique
has some advantages when compared with other techniques with bet-
ter identification capability (gas chromatography-mass spectrometry),
in terms of lower analysis time (a few seconds), higher sensitivity
and direct injection of the headspace without extraction or pre-
concentration steps, allowing to analyze more samples in less time
and to reduce artifacts related to sample preparation.

Sanchez del Pulgar et al. (2011) showed the first application of PTR-
ToF-MS for dry-cured ham analysis, allowing for a complete discrimina-
tion of ham samples produced according to different protected denom-
inations of origin (PDO). After that, this technique was used for the
discrimination of dry-cured Iberian hams from pigs fattened with differ-
entdiets (Sdnchez del Pulgar etal.,, 2013b): an almost complete discrim-
ination was achieved providing also information about the possible
compounds and mechanisms underlying the differences identified. In
a follow up study, PTR-ToF-MS was used to evaluate the effect of the
insulin-like growth factor-11 genotype on the final characteristics of Ibe-
rian dry-cured ham (Sdnchez del Pulgar, Carrapiso, Reina, Biasioli, &
Garcia, 2013a). Further analytical works were devoted to study the ef-
fect of the genotype for the genetic markers stearoyl-CoA desaturase
(SCD) and sterol regulatory binding factor 1 (SREBF1), involved in the
lipid metabolism (Sanchez del Pulgar et al.,, 2014). These results indicate
that PTR-ToF-MS can be efficiently used as a rapid technique and non-
invasive fingerprinting method, which provides valuable analytical
information.

To the best of our knowledge, there is a lack of scientific literature on
the effect of surgical and/or immunocastration on the final quality of
dry-cured products. Therefore, the purpose of this study was to assess
the effect of immune-spaying on the VOC profile of dry-cured loins
and dry-cured shoulders from Iberian x Duroc females slaughtered at
the same age, while considering the implementation of immune-
spaying as a cruelty-free alternative to surgical spaying. A second
purpose of this work was also to test the discrimination and analytical
capability of PTR-ToF-MS in these sorts of studies.

2. Materials and methods
2.1. Animals

A total of 192 Iberian x Duroc female pigs (64 surgically spayed
femnales, 64 immune-spayed females and 64 entire females) (Gomez-
Fernandez et al., 2013), 110 days old, were used to test the effect of im-
munological castration with Improvac® in the center ITACYL
(Hontalbilla, Spain). Animals were identified and classified into three
treatment groups with the same average weight (44.94 + 3.41 kg):
immune-spayed females, surgically spayed females and entire females.
The feed was the same for all females from the beginning to the end of
the fattening period (Gémez-Ferndndez et al., 2013). Vaccination was
performed twice as per the manufacturer's instructions, 4 weeks
apart. Doses were injected at 60 kg (18 weeks of age) and 82.4 kg

(22 weeks of age), while the surgical spaying was performed close to
weaning. The experimental animals were slaughtered 14.5 weeks after
the second Improvac® doses (Gémez-Fernandez et al., 2013).

22. Sampling and processing

The 192 Iberian x Duroc female pigs were slaughtered at the abattoir
of MAZAFRA (Zafra, Spain), by CO, stunning and exsanguination with a
live weight of 165.9 + 14.5 kg at 8.2 months of age. The right side of the
carcass of six animals were randomly selected from each treatment
group (surgically spayed females (N = 6), immune-spayed females
(N = 6) and entire females (N = 6)) and the fresh loins (Longissimus
dorsi) and shoulders were taken at Argal S.A. industry (Fregenal de la
Sierra, Spain). The caudal halves of these fresh loins were used in a
previous study concerning fresh meat quality characteristics (Gamero-
Negron, Sanchez del Pulgar, Ventanas, & Garcia, 2015). Processing of
loins and shoulders was carried out at the commercial plant La Teresina
(Guijuelo, Spain) and at Argal S.A. (Fregenal de la Sierra, Spain) respec-
tively. Dry-cured loins were produced from the cranial half of the
Longissimus dorsi muscle of the animals. Loins were seasoned by rubbing
in a mixture of salt, nitrite, olive oil and spices such as Spanish paprika
(Capsicum annuum, L.), oregano (Origanum vulgare L) and garlic
(Altium sativum, L.). Loins were kept at 2-4 °C for 4 days to allow the
seasoning mixture to penetrate. Then, the loins were stuffed into
collagen casings and held at 3-5 °C at a relative humidity of 75-80%
for at least 25 days. Finally, the loins were ripened at 10-15 °C and
65-70% relative humidity until completing a minimum of 60 days. The
dry-cured shoulders were processed according to the following phases:

Salting The shoulders were placed fat side down, entirely
surrounded by salt and arranged in single layers without
touching each other during 1 day per kilogram of weight
at 2-4 °C and 90-95% relative humidity.

Postsalting The shoulders were brushed to get rid of the salt left on their
surfaces. Then, the shoulders were taken to a chamber for
45-90 days at 3-6 °C and a relative humidity of 80-90%.

Ripening The temperature was then increased from 10 °C to 30 °Cand

the relative humidity was decreased from 85% to 70%. These
conditions were maintained for at least 6 months.

Maturation Eventually, the dry-cured shoulders were stored in ripening
rooms, at a temperature of around 14-18 °C and a relative
humidity of around 60-70% until completing a period of 14
months.

Loins and shoulders were properly identified to monitor traceability.
Analytical samples were selected in the cranial region of the loins, and
sliced from the Biceps brachii muscle of the dry-cured shoulders using
a commercial slicer. Dry-cured loin samples were individually
vacuum-packaged, while dry-cured shoulders were sliced (1.5 mm)
and vacuum-packed in trays of approximately 100 g per sample.
Samples were kept refrigerated (0-4 °C) until the analysis.

2.3. Sample preparation for PTR-ToF-MS

Samples were prepared following the procedure described by
Sanchez del Pulgar et al. (2011) with slight modifications. After remov-
ing the subcutaneous fat, a 1 cm® meat cube (1.2 g approx.) was cut
from 3 slices from the Biceps brachii muscle of every shoulder sample.
This procedure was repeated three times from three different trays of
each dry-cured shoulder. In the case of the dry-cured loin, a 1 cm slice
was removed from the piece and three meat cubes (3 replicates) of
1 cm?® and 1.2 g approx. were prepared from the central region. Each in-
dividual sample was placed in 20 ml glass vials (Gerstel, Germany)
screw-capped with silicon/PTFE septa (Gerstel, Germany).
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2.4. Proton transfer reaction-time of flight-mass spectrometry (PTR-ToF-MS)

PTR-ToF-MS measurements were carried out using an autosampler
(MPS MultiPurposeSample, Gerstel, Germany). Before the analysis a
200 sccm (standard cubic centimeters per minute) flux of purified air
produced by a Gas Calibration Unit (GCU, lonimed Analityk, Austria)
was applied to the vials for 1 min. These were then equilibrated at
37 °C for 30 min®. The headspace of the samples was then analyzed by
direct injection in a PTR-ToF-MS 8000 (lonicon Analytik GmbH,
Innsbruck, Austria) in its standard configuration (V mode) via a heated
(110 °C) PEEK inlet for 30 s, taking 30 average spectra (Fabris et al.,
2010). The PTR-ToF-MS flow rate was 40 sccm, and the headspace
extracted during the analysis was continuously replaced with clean air
provided by the GCU.

2.5. Spectra analysis
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Internal calibration of ToF spectra was performed off-line (Cappellin
et al, 2011a) after dead time correction (Cappellin et al., 2011). Baseline
removal, peak detection and area extraction were performed according
to the procedure described by Cappellin, Biasioli, Granitto, etal. (2011a).
Throughout this paper VOCvolume mixing ratios are expressed in ppbv
(parts per billion by volume) and were calculated from peak areas ac-
cording to the formula described by Lindinger, Hansel, and Jordan
(1998). A constant reaction rate coefficient of 2 x 10~ cm?/s was
employed in the calculations. This introduces a systematic error of up
to typically 30% that can be accounted for if the actual rate coefficient
is known (Cappellin et al., 2012).

2.6. Statistical analysis

Principal component analysis (PCA) was applied on the average
spectra of the three replicates of each sample. One-way ANOVA and
post hoc Tukey test were carried out in order to find the masses of
significant difference between the treatment groups for each product.
Due to the large number of studied variables, the significance level
was set at p < 0.01. Both analyses were performed using SPSS version
19.0 (SPSS Inc.,, Chicago, IL).

3. Results
3.1. PTR-ToF-MS headspace analysis of dry-cured shoulders

The rapid analysis (30 s) of the headspace of dry-cured shoulders
from Iberian x Duroc females with PTR-ToF-MS resulted in more than
400 mass peaks. From all these peaks, only those with an average
concentration of at least one ppbv (parts per billion by volume) were
considered. The mass peaks corresponding to the primary ions and
their isotopologues were also removed. With the new data matrix
(125 mass peaks), principal component analysis (PCA) was performed
as an exploratory and non-supervised data analysis using the average
spectra of the three replicates of each sample. The principal components
(PC) 1 and 2 of the dry-cured shoulders matrix PCA explain 60% of the
total variance, and the plot (Fig. 1) shows a separated distribution of
the dry-cured shoulders from surgically spayed females regarding
immune-spayed ones, whereas the entire females showed more hetero-
geneity as group. ANOVA showed no significant differences among the
studied groups at the chosen confidence value (p < 0.01).

32. PTR-ToF-MS headspace analysis of dry-cured loins (Longissimus dorsi)

The rapid analysis (30 s) of the headspace of dry-cured loins from
Iberian x Duroc females by PTR-ToF-MS resulted in more than 350
mass peaks. Also in this case mass peaks with an average concentration
lower than one ppbv and those corresponding to the primary ions and
their isotopologues were removed. The new data matrix accounted for

Fig. 1. Score plot obtained by the PCA analysis (PC1 vs PC2) of the PTR-ToF-MS fingerprint
of the headspace of dry-cured shoulders from surgically spayed, immune-spayed and
entire female pigs.

114 mass peaks. A PCA was performed on the dry-cured loin data
using the average spectra of the three replicates of each sample. The re-
sults of the PCA are shown in Fig. 2. As displayed in the figure, the PC 1
and 2 of the dry-cured loin matrix PCA explain 52% of the total variance.
The PC1 (36%) indicates a possible separation of dry-cured loins from
surgical spayed animals regarding those from immune-spayed and en-
tire ones, the latter showing a larger variability. Confirming this, the
ANOVA and post hoc Tukey test showed some mass peaks significantly
different between surgically spayed and immune-spayed females, with
entire females presenting intermediate values (Table 1). The mass
peaks tentatively identified as short chain alcohols were higher in the
immune-spayed females in comparison with surgically spayed and en-
tire ones, except methanol where the highest values were for the surgi-
cally spayed group. Analogously, the mass peaks tentatively identified
as short chain aldehydes showed higher values in the immune-spayed
females compared to surgically spayed ones, where the intermediate
scores were for the entire group. However, in the case of heptanal,
long chain aldehyde, the highest values were found in the surgically
spayed females (Table 1). Following the same trend as short chain
aldehydes, the mass peaks tentatively identified that acids and esters
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Fig. 2. Score plot obtained by the PCA analysis (PC1 vs PC2) of the PTR-ToF-MS fingerprint
of the headspace of dry-cured loins from surgically spayed, immune-spayed and entire
female pigs.
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Table 1

Mass peaks with concentration (ppbv, mean + SEM) significantly different between dry-cured loins from different treatment groups (p < 0.01) and tentative identification according to

the predicted sum formula.

Measured  Theoretical Sum formula Tentative identification® Surgically-spayed Immune-spayed Entire Sig.
mass mass fernales females females

27.025 27.0229 CHY Alkyl fragment® 31 +012 724 07° 50+05° 7
29,040 29.0386 CoHe Ethanol fragment 364 +19° 1228 + 186° 724497 7
34.038 34,0368 13lcH 0t Methanol 44 4+ 2° 304+ 2° 3342°
43,018 43,0178 CH,0" Acetic acid fragment 404 +27° 683 + 54° 478 £ 3138 7
46,037 46,0368 dBlcHs07 Acetaldehyde 71432 137 + 120 109 + 8°
48.053 48,0525 c*lcH,0° Ethanel 122 +6° 364 + 48" 274277 7
57.034 57.0335 C3H:0* Propanoic acid fragment 50 £012 834 06° 69+07° 7
61.062 61.0648 C3Ha0* Propanol 51 +£02° 79 + 04" 62+ 05 %
63.045 63.0441 C;H40 - H;0"  Cluster acetaldehyde 63 +03° 144+ 14° 109+09° 7
67.057 67.0542 CoHY 2-Pentenal fragment 19 4+ 0.05* 33403 27+02° ¢
69.070 69.0699 CsHg 3-Methylbutanal fragment + Pentanal fragment 24+1° 36 + 4° 324 2% -
71.050 71.0491 C4H;0* Butanoic acid fragment + 2-methylpropanoic acid fragment 17 +32 61+ 15" 17 + 5% -
75.081 75.0804 C4Hp0" Butanol 33 +02° 39+ 12" 14+ 3° "
82.068 82,0651 CsHgN* 1-Methylpyrrol 20+01"° 22+02° 144010 °
85.067 85,0648 CsHa0* 3-Methylbutanoic acid fragment 1.0 £0.1° 1.8+ 02° 12+018 7
87.046 87.0441 C4H;03 2,3-Butanedione 63 +04° 107 + 16° 67+05
89.063 89,0597 C4Hg03 Butanoic acid + 2-methylpropanoic acid 27 £ 47 120 £ 217 48+ 100 7
91.079 91.0754 C4Hy1 07 2,3-Butanediol 065 + 0.09* 59+ 0.7° 28+07" 7
115115 1151117 C;Hy50° Heptanal + 2-heptanone 69 +09° 254 03° 32403 %
117.091 117.0910 CsHy307 Hexanoic acid + butanoic acid, ethyl ester 34 +02° 80+ 1.0° 49+07* 7

2 B¢ pifferent letters in the same row indicate significant differences between treatment groups.

Sig: Significance level.
* p=00L
** p<0.001.
** p<0.0001.

# Reported in dry-cured loin by Muriel, Antequera, Petrén, Andrés, and Ruiz (2004), Soto et al. (2008) and Ventanas et al. (2008).

b Molecule fragmentation according to Aprea, Biasioli, Mark, and Gasperi (2007).

presented the highest scores in samples from immune-spayed females.
The mass peak detected at m/z = 82.068 and tentatively identified
1-methylpyrrol to be higher in both surgically spayed and immune-
spayed females than in the entire ones (Table 1).

4. Discussion

The PCA of dry-cured shoulders indicated a large heterogeneity of
the samples which is not related to the different spaying modalities:
in fact, PC 1, which explains 44% of the total variance, did not allow to
separate the experimental groups and only PC 2 (16%) indicates a
possible separation between surgically spayed and immune-spayed
females. Accordingly, ANOVA of the dry-cured shoulders did not show
significant differences among the studied groups. This may be due to
the wide internal variability of the dry-cured shoulder samples, which
is comparable to the variability related to the effects of spaying. These
results are in agreement with the absence of significant differences on
physicochemical composition previously reported in these samples
(Gamero-Negrén, Sanchez del Pulgar, & Garcia, 2015b). Dry-cured
loins, on the contrary, showed a higher homogeneity, which allowed
the effects of spaying to be observed: in fact, in this case, PC 1 (36%) in-
dicates a clear separation between surgically spayed and immune-
spayed groups. In the same direction, ANOVA of the dry-cured loins
showed some mass peaks significantly different between surgically
spayed and immune-spayed females, with entire females presenting in-
termediate values (Table 1). Also, in this case the data are in agreement
with the differences found in the physicochemical composition of the
same dry-cured loins (Gamero-Negrén, Sanchez del Pulgar, & Garcia,
2015b).

Asa general rule, volatile organic compounds (VOCs) found in differ-
ent concentrations among treatment groups were higher in dry-cured
loins from immune-spayed females. Short chain aldehydes, acids and
esters arise mainly from the microorganism metabolism (Kandler,
1983; Ruiz, Garcia, Muriel, Andrés, & Ventanas, 2002; Sunesen,
Dorigoni, Zanardi, & Stahnke, 2001), and also are important flavor com-
pounds in dry-cured meat products (Carrapiso, Jurado, Timén, & Garcia,
2002; Ruiz et al.,, 2002; Stahnke, 1994), which showed higher values in

the dry-cured loins from immune-spayed females. On the other hand, 3-
methylbutanal and 2-methylbutanal come from Strecker reactions
of amino acids leucine and isoleucine respectively (Barbieri et al.,
1992; Ruiz et al, 2002), and from the microorganism metabolism
(Hinrichsen & Pedersen, 1995; Ruiz et al., 2002). These compounds
were identified as important VOCs in Iberian dry-cured loins (Muriel
etal,, 2004; Soto et al, 2008; Ventanas et al., 2008) and they were higher
in the immune-spayed group. Similarly, 3-methylbutanoic acid and 2-
methylbutanoic acid scored higher in the dry-cured loins from
immune-spayed females. These compounds arise from the microbial
metabolism of amino acids leucine and isoleucine respectively
(Stahnke, 1995), and have been found in the VOC profile of Iberian
dry-cured loin (Muriel et al, 2004; Ventanas et al, 2008). In
the same direction, 2,3-butanedione showed higher values in the
immune-spayed group. Also, this compound comes from Maillard re-
actions, lipid oxidation and microbial metabolism (Ruiz et al, 2002),
and has been identified in the VOC profile of Iberian dry-cured loin
(Ventanas et al., 2008). On the other hand, 1-methylpyrrole was
higher in both surgically spayed and immune-spayed females in
comparison with the entire ones. This compound has been found in
Iberian dry-cured loin (Muriel et al., 2004; Soto et al., 2008), and
seems to arise from the Spanish paprika (Mateo, Aguirrezibal,
Dominguez, & Zumalacarregui, 1997; Vidal Aragén, Lozano, &
Montero de Espinosa, 2005), which is one of the spices used for the
dry-curing of Iberian loins. The higher concentration of this com-
pound in surgically spayed and immune-spayed females could be
due to the higher intramuscular fat content found in these treatment
groups (Gamero-Negron, Sanchez del Pulgar, & Garcia, 2015b), which
would allow better diffusion of the internal part of the dry-cured
loins. The obtained results suggest a higher formation of VOCs
throughout Maillard and Strecker type reactions and microbial
metabolism in dry-cured loins from immune-spayed females. Some
of these VOCs have been described as major odorants in dry-cured
Iberian ham (Carrapiso et al, 2002; Sanchez del Pulgar, Garcia,
Reina, & Carrapiso, 2013) and fermented sausages (Stahnke, 1994).
Therefore, the higher concentration of these compounds could be
interesting from the sensory quality point of view.
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5. Conclusions

In this work, the effect of surgical- and immune-spaying of female
pigs on the volatile compound profile of Iberian dry-cured products
has been evaluated for the first time; additionally, the effects on these
spayed animals have been compared with those of entire ones.
Dry-cured shoulders and dry-cured loins have been considered and
measured by PTR-ToF-MS.

No significant effects have been identified in the case of dry-cured
shoulders, probably due to the higher variability observed in the volatile
compound emission. Contrarily, in the case of dry-cured loins, it is pos-
sible to separate the products obtained with immune-spayed females
from the ones obtained with surgically spayed females. Immune-
spaying seems to favor the production of compounds with a key role
in the final flavor development of dry-cured products. The current
work suggests that immune-spaying could be a valuable, cruelty-free
alternative to surgical spaying. Additional sensory studies are needed
to evaluate if this effect is perceived in the case of dry-cured loins.

PTR-ToF-MS is a useful technique, with good discriminant capability,
for volatile organic compound analysis in dry-cured meat products,
providing valuable analytical information.
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9.4. ARTICULO 4: Immune-spaying as an alternative to surgical spaying in
Iberian x Duroc females: Effect on the sensory traits and VOC profile of dry-cured

shoulders and dry-cured loins
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ABSTRACT

The aim of this study was to assess the effect of immune-spaying on sensory
characteristics and the VOC profile of dry-cured shoulders and loins by comparing
Iberian x Duroc surgically spayed females, immune-spayed females and entire females.
The sensory evaluation of dry-cured shoulders showed no significant differences
among treatment groups. In the same direction, the lack of differences observed in the
VOC profile could be due to the large heterogeneity of dry-cured shoulders as a
product. However, the dry-cured loins showed some differences concerning sensory
traits, such as brightness and marbling, where the highest values were found in
immune-spayed females. Moreover, these dry-cured loins showed a higher
homogeneity that allowed the effects of spaying to be observed, thus the Principal
Component Analysis performed on VOC profile data indicated a better separation of
samples among treatment groups. Consequently, immune-spaying could be a viable

alternative to surgical spaying from the point of view of meat quality.

Keywords: Immunocastration; Castration; Sensory analysis; VOC; SPME.

1. INTRODUCTION

Surgical castration without anesthesia is the most common practice to control
boar taint and aggressive behavior in males (Fredriksen et al., 2009) as well as sexual
behavior, both in males and females, throughout the rearing and pre-slaughter
periods. Iberian pigs are sacrificed at heavy weights (> 150 kg), which is a peculiarity of
the production system and allows time for the animals to reach sexual maturity.

Moreover, some |berian pigs are raised under free-range conditions, which can lead to
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unwanted pregnancies by wild boars (Gémez-Fernandez, Horcajada, Tomas, Goémez-
lzquierdo & Mercado, 2013). For this reason, surgical spaying is allowed in Spain, only
for pigs reared outdoors, and with prolonged analgesia and anesthesia (Real Decreto
1221/2009, 2009). In Europe there is a plan for the surgical castration of pigs to be
voluntarily ended by 2018 (FVE-Federation of Veterinarians of Europe, 2009; PIGCAS,
2009). Moreover, the new regulations on animal welfare indicate that the Iberian pig
sector must find an alternative to surgical gonadectomy of males and, most urgently,
of females, since female surgical spaying jeopardizes animal welfare (Commission
Directive 2001/93/EC), increases the risk of infection and affects production costs
(Serrano, Valencia, Fuentetaja, Lazaro & Mateos, 2009). In this direction,
immunocastration is presented as a potential alternative to traditional castration.
Research has shown that immune-castrated pigs show less aggressive and sexual
behavior (Fabréga et al., 2010) and have fewer skin lesions compared to entire males

(Rydhmer, Lundstrom & Andersson, 2010).

Immune-spaying has a positive impact on animal welfare and production
characteristics such as average daily gain, feed intake and feed conversion ratio in
comparison with surgically spayed females (McCauley et al., 2003). Furthermore,
immunocastration could directly affect meat quality, which is shown in several articles
where carcasses from castrated males are fatter than those from entire pigs (Gispert et
al., 2010), and thus could be better suited for processing dry-cured meat products. In
this direction, pioneer work concerning Iberian x Duroc females (Gamero-Negrén,
Sanchez del Pulgar, Ventanas & Garcia, 2015) showed scarce differences in the quality
parameters of fresh meat among experimental batches (immune-spayed females,
surgical-spayed females and entire ones), but higher ham fat thickness was obtained in
both spayed batches regarding entire females. This fact is important from a
technological point of view for the manufacture of high-quality dry-cured hams, since a
high fattening level is required to provide correct ripening during maturation for the
development of their sensory characteristics (Gandemer, 2002). Also, dry-cured loins
and shoulders from the same experimental animals were evaluated in another work
(Gamero-Negrén, Sanchez del Pulgar & Garcia, 2015), in which it was observed that

the intramuscular fat (IMF) content of dry-cured loins was significantly higher in
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immune-spayed females. A high content of IMF leads to high sensory quality of cured
products (Ruiz-Carrascal, Ventanas, Cava, Andrés & Garcia, 2000; Ventanas, Ventanas,
Ruiz & Estévez, 2005). Therefore, immune-spaying could have some effect on quality
characteristics of dry-cured products, such as shoulders and loins, due to the fact that
castration increases fat deposits (Barton-Gade, 1987; Neuper, Claus, Herbert & Weiler,

1995).

Iberian dry-cured loins are manufactured from the Longissimus thoracis et
lumborum (LTL) muscle and subjected to a curing process / maturation of at least 2
months, whereas in dry-cured shoulders the ripening period is about 14-18 months.
Throughout ripening period, the meat becomes progressively and partially dried and
acquires its characteristic properties of appearance, texture, aroma and flavor, mainly
due to complex chemical and biochemical changes in the principal components of raw
meat (proteins and lipids) (Hernandez, Navarro & Toldra, 1999; Ventanas, Estévez,
Tejeda & Ruiz, 2006), which lead to the generation of volatile compounds with distinct
aromatic notes and/or low olfaction thresholds (Ruiz, Muriel & Ventanas, 2002). For
this reason, the sensory properties in dry-cured products have been widely evaluated
in previous studies (Muriel, Ruiz, Martin, Petron & Antequera, 2004; Reina, Sdnchez del
Pulgar, Tovar, Lopez-Buesa & Garcia, 2013) by means of a quantitative—descriptive
analysis method (QDA), which is the most useful method for the evaluation of the
overall sensory characteristics in these products (Ruiz, Ventanas, Cava, Timon & Garcia,
1998). In addition, in these kind of Iberian dry-cured products, the aforementioned
changes throughout ripening give rise to a large number of volatile compounds, which
contribute to their unique characteristics of flavor (Ruiz et al., 2002b) and is also
appreciated by consumers. In this direction, castration could also affect the final
volatile organic compound (VOC) profile of dry-cured products because it increases fat
deposits, thus influencing the lean/fat ratio, which is directly linked to the release of
VOCs (Ventanas, Estévez, Andrés & Ruiz, 2008). In whole meat products such as hams,
shoulders and loins, IMF could act as a reservoir of precursors which subsequently
undergo transformations leading to volatile compound formation (Ruiz et al., 2002b;

Ventanas et al., 1992).
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The aim of this study was to assess the effect of immune-spaying on the
sensory features and the VOC profile of dry-cured shoulders and loins from Iberian x
Duroc female pigs slaughtered at the same age, paying special attention to the role of

IMF.

2. MATERIALS AND METHODS
2.1. Animals

A total of 192 Iberian x Duroc pigs (Gémez-Fernandez et al., 2013), 110 days old
and weighing 44.94 + 3.41 kg on average, were used to test the effect of
immunological castration with Improvac® at the ITACYL center (Hontalbilla, Spain).
Animals were identified and classified into three groups with the same average weight:
immune-spayed females, surgically spayed females and entire females. The feed was
the same for all females from the beginning to the end of the fattening period (Gémez-
Fernadndez et al., 2013). Vaccination was performed twice as per the manufacturer’s
instructions, 4 weeks apart. Doses were injected at 60 kg (18 weeks of age) and 82.4 kg
(22 weeks of age), while the surgical spaying was performed close to weaning. The
experimental animals were slaughtered 14.5 weeks after the second Improvac doses

(Gomez-Fernandez et al., 2013).
2.2. Sampling and processing

The 192 animals (64 surgically spayed females, 64 immune-spayed females and
64 entire females) were slaughtered at the abattoir of MAZAFRA (Zafra, Spain), by CO,
stunning and exsanguination with a live weight of 160-170 kg at 8.2 months of age. The
right side of the carcass of six animals were randomly selected from each batch
(surgically spayed, immune-spayed and entire females) and the fresh loins (LTL) and
shoulders were taken, at Argal S.A. industry (Fregenal de la Sierra, Spain). Processing of
loins and shoulders was carried out at the commercial plant La Teresina (Guijuelo,
Spain) and at Argal S.A. (Fregenal de la Sierra, Spain) respectively. Dry-cured loins were

made using the cranial half of the LTL muscle of the animals. The ripening period was
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65 days for loins and 14 months for shoulders, under customary processing conditions
for these products. This study was carried out with 18 dry-cured loins and 18 dry-cured
shoulders from the experimental animals divided into three batches: immune-spayed
females (N = 6), surgically spayed females (N = 6) and entire females (N = 6). Loins and
shoulders were properly identified to monitor traceability. Analytical samples were
selected in the cranial region of the loins, and sliced from the Biceps brachii muscle of

the dry-cured shoulders using a commercial slicer.

2.3. Descriptive sensory test

The 18 dry-cured shoulders and 18 loins were assessed by a trained panel of 12
members, using a quantitative—descriptive analysis method (QDA) (Ruiz et al., 1998)
for 19 different attributes. Panelists were trained and had previously participated in
sensory evaluation of dry-cured products. Members of the panel had more than 120 h
of training in preparation for descriptive analysis. Consistency of panelists was
validated using the Rasch model (Garcia et al., 1996). Questions were specifically
selected for Iberian dry-cured shoulder and loin evaluation after reviewing available
literature (Garcia et al., 1996; Muriel et al., 2004; Ruiz et al., 1998). The questions were
presented to different trained members in the normal order of perception: visual

analysis, odor perception, fat texture and flavor.

A total of 12 sessions were carried out, 6 sessions for each dry-cured product,
in which three different samples were processed and evaluated in each daily session.
Sample order was also randomized. Two thin slices (1.5-2 mm) of each shoulder and
loin were given to each trained member. On glass plates, the panelists were served
slices of dry-cured shoulder from 100 gram commercially vacuum packed trays, and
dry-cured loin which was sliced immediately before each session from the entire loin
using a commercial slicer. Both the slices and the plates were kept at room
temperature (20 - 23 °C). A glass of approximately 200 mL of water at 12 2C was
provided to each panelist. All sessions were done in a six booth sensory panel room at
22 °C equipped with white fluorescent lighting. The panelists evaluated the sensory

characteristics using a 10 cm unstructured scale, ranging from “less” to “more”. The

159



. 9. Publicaciones

FIZZ Network (version 1.01: Biosystemes, France) program was used for the sessions

and the recorded data obtained.

The mean of all panelist scores for each attribute of each evaluated dry-cured

shoulder and loin was calculated to perform the statistical analysis.
2.4. Intramuscular fat content

Intramuscular fat (IMF) content data was obtained from Gamero-Negron et al.
(2015b) and was analyzed following the procedure described by Folch, Lees and

Stanley (1957).
2.5. Analysis of volatile compounds by SPME combined with GC—MS

Volatile compounds were extracted by solid-phase microextraction (SPME)
fibre coated with carboxen-poly dimethylsiloxane (75 um thickness) and subsequently
analyzed by gas chromatography coupled to mass spectrometry (GC-MS). Volatile
extraction was carried out using 1 g of grinded sample into 4 mL glass vials. Before
extraction, samples were pre-conditioned in a water bath at 37 2C for 30 minutes. The
SPME fibre was inserted into the sample vial through the septum and then exposed to
the headspace for 30 minutes. After extraction, the SPME fibre was immediately
transferred to the injector of the chromatograph which was in splitless mode at 250
9C. The compounds were identified (i) by comparison of their mass spectra with those
contained in the Wiley and Nist library, (ii) by comparison of LRI with those on the
online database of Nist [http://webbook.nist.gov] and (iii) by comparison with

commercial reference compounds (Sigma-Aldrich).
2.6. Statistical analyses

The effect of castration on sensory characteristics was evaluated by means of a
two-way ANOVA (panelist and castration) and a post hoc Tukey test performed on the
three studied batches. The effect was considered significant at P < 0.05. In addition,
Pearson correlations between sensory traits and intramuscular fat content were
researched. Principal components analyses were performed with the dry-cured

shoulder and dry-cured loin volatile compound data.

160



9. Publicaciones

3. RESULTS AND DISCUSSION

3.1. Sensory Analysis

The sensory evaluation of dry-cured shoulders and loins was carried out
applying quantitative-descriptive analysis method (QDA) for 19 different attributes. In
the obtained results for dry-cured shoulders no significant differences among the three
treatment groups were observed (Table 1). In this way, no significant Pearson
correlations were found between sensory attributes and intramuscular fat (IMF)
content (data not shown). This fact could be due to the heterogeneity of the dry-cured
shoulders as a product, which was reported in previous studies in dry-cured shoulders
from Iberian females (IB x D) (Gamero-Negrén et al.,, 2015b). These researches
observed how the wide internal variability of the dry-cured shoulder as a product was

comparable to the variability related to the effects of spaying.

In the case of dry-cured loins, the panelists perceived some differences in
appearance traits (Table 2). Significant differences were observed in brightness and
marbling, where the highest values in both attributes corresponded to dry-cured loins
from immune-spayed females. These data are in accordance with the highest
percentage of intramuscular fat also being observed in the same dry-cured loins from
the immune-spayed group, which was reported in a previous study (Gamero-Negrén et
al., 2015b). For this reason, correlations between IMF content and the overall sensory
attributes were performed (Table 3). As reflected in the table, the IMF content was
positively correlated with the brightness. These results are in agreement with previous
studies in lberian dry-cured meat products (Muriel et al., 2004; Ruiz-Carrascal et al.,
2000), where the positive influence of IMF content on brightness and marbling

attributes has been described.

Concerning texture traits in dry-cured loins, significant differences were not
perceived by the trained panel among the treatment groups. The IMF content,
however, was positively correlated with juiciness, which is considered a positive
attribute and widely appreciated by consumers as an index of quality. Contrarily,

chewiness was negatively correlated with IMF. It is well stablished that the IMF
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content influences texture traits such as juiciness, hardness, dryness and fibrousness

(Cava, Ventanas, Ruiz, Andres & Antequera, 2000; Ruiz-Carrascal et al., 2000).

The odor intensity of dry-cured loins was not significantly influenced by
immune-spaying. Similarly, no significant differences were found in cured and
marinade odors, among immune-spayed, spayed and entire females. However, the
IMF content was positively correlated with the odor intensity. Also, a positive
correlation between IMF and marinade odor was observed, which could be due to IMF
helping the diffusion of volatile organic compounds (VOCs), most of them with low
polarity, to the inner region of the dry-cured loin. Sensory perception related to odor is
one of the most influential sensory attributes on the acceptability of Iberian dry-cured
products, and is positively linked to the consumers’ choice (Ruiz, Garcia, Muriel,

Andrés & Ventanas, 2002).

In general, flavor traits were not affected by spaying status in dry-cured loins.
The panelists did not perceive any kind of difference as far as rancid flavor perception
despite the immune-spayed females having the highest percentage of IMF (Gamero-
Negron et al., 2015b). This could be due to the fact that the immune-spayed group
presented the highest percentage of saturated fatty acids (SFA) and the lowest values
of polyunsaturated fatty acids (PUFA), whereas entire females reflected the inverse,
and spayed ones showed intermediate scores (Gamero-Negrén et al.,, 2015b). This
lower PUFA content found in dry-cured loins from the immune-spayed group could

prevent excessive fat oxidation responsible for rancid flavor generation.
3.2. Volatile Compound Profile by SPME-GC-MS

The volatile compound profile was analyzed in dry-cured shoulders and loins
from all treatment groups. In the case of dry-cured shoulders, volatile organic
compounds (VOCs) described as important odor-active compounds in dry-cured ham
(Flores, Grimm, Toldrd & Spanier, 1997; Blank et al., 2001; Carrapiso, Ventanas &
Garcia, 2002; Carrapiso, Jurado, Timon & Garcia, 2002; Carrapiso & Garcia, 2004, 2007;
Song, Cadwallader & Singh, 2008; Song & Cadwallader, 2008; Carrapiso, Martin, Jurado
& Garcia, 2010; Theron et al., 2010; Sanchez del Pulgar, Garcia, Reina & Carrapiso,

2013) or with a distinct odor characteristic were selected (Table 4) in order to evaluate
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the possible differences related to the odor perception. With this data matrix, principal
component analysis (PCA) was performed as an exploratory and non-supervised data
analysis. The principal components (PC) 1 and 2 of the dry-cured shoulder matrix PCA
explain 53.5 % of the total variance, and the plot (Figure 1a) shows a mixed
distribution of the samples without any kind of relation to their original study groups.
The PCA of dry-cured shoulders indicated a large heterogeneity of the samples which is
not related to the different spaying modalities. This may be due to the broad internal
variability of the dry-cured shoulders as a product, which is in agreement with previous
studies performed in the same dry-cured shoulders (Gamero-Negrén et al., 2015b).
However, the PC3 — PC4 plot (Figure 1b) suggested a separated distribution of samples
from the entire females regarding both spayed groups through PC3 (14.6 %); likewise,
PC 4 (9.1 %) indicated a possible separation between surgically spayed females and
immune-spayed ones. Therefore, the main source of variance in dry-cured shoulders
was related with the wide internal variability of these products. The second source of
variance could be the differences in the physiological status (entire versus spayed),
whereas the third one could be partially explained by the spaying modality (surgical
versus immune-spaying). For this reason, the differences between dry-cured shoulders
from the three treatment groups were not great enough to be perceived by the
trained panelists, since the described variability could mask these differences in the

sensory analysis.

The VOC profile of dry-cured loins was also studied by SPME-GC-MS. From the
obtained VOC data matrix, only those appearing in at least 80 percent of the samples
were selected (Table 5). As in the case of dry-cured shoulders, PCA was performed on
the dry-cured loin data. As displayed in Figure 2, the PC 1 and 2 of the dry-cured loin
matrix PCA explain 42.1 % of the total variance. Moreover, dry-cured loins showed a
higher homogeneity than dry-cured shoulders (Figure 1a), which is in agreement with
earlier studies performed in the same dry-cured products (Gamero-Negron b). This
higher homogeneity allowed the effects of spaying to be observed: in fact, PC 1 (24.6
%) indicated a clear separation between entire females regarding both spayed groups,
whereas PC 2 (17.5 %) suggested a probable separation of dry-cured loins from

surgically spayed females and immune-spayed ones. In spite of this, no significant

163



. 9. Publicaciones

differences were found in the sensory traits related to odor and flavor perception

among the three treatment groups.

4. CONCLUSIONS

In this study, the sensory characteristics and the volatile organic compound
profile as affected by immune-spaying were researched in dry-cured shoulders and
loins from Iberian x Duroc females. Regarding sensory traits, in the case of dry-cured
shoulders, non-significant differences were found between surgical spayed females,
immune-spayed and entire ones. Moreover, the VOC profile of dry-cured shoulders
was rather similar among the three treatment groups. This fact could be due to the
wide internal variability of the dry-cured shoulder as a product, which could mask the

differences in the sensory analysis and volatile organic compound profile.

On the other hand, the analysis of VOCs allowed for a clear separation among
dry-cured loins from the three experimental groups. This could be due to the higher
homogeneity observed in the dry-cured loins, which permitted the effects of spaying
to be observed. In spite of this, the sensory properties of the dry-cured loins were
almost unaffected, with the exception of marbling, brightness and juiciness, which
were higher in dry-cured loins from immune-spayed females. However these and some
other sensory traits, such as odor intensity, were positively correlated with the
intramuscular fat content which, as demonstrated in a previous study, was higher in
the immune-spayed group. Therefore, immune-spaying could have some positive
effect on quality characteristics of dry-cured products, since castration increases fat

deposits.

Immune-spaying, with a proven advantage from the point of view of animal
welfare, is a good alternative to surgical castration, which could permit the current

characteristics of dry-cured products to be maintained.
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