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INESCOP trabaja en el proyecto “Identificacion optimizada mediante técnicas analiticas térmicas y
cromatogrdficas de la especie animal de pieles de bovino, ovino, caprino y porcino para articulos de calzado y
marroquineria (IMDEEA/2017/8)” con el apoyo del Instituto Valenciano de Competitividad Empresarial (IVACE)
y del Fondo Europeo de Desarrollo Regional. En el presente informe se muestra un resumen de los principales
resultados obtenidos.

Laimportancia del etiquetado

El etiquetado de un producto es la principal fuente de informacidn que posee el consumidor para su uso seguro
y efectivo. En Espana hay dos normas legislativas en las que se establece obligatoriamente la indicacién de la
especie delanimal en el etiquetado: el Real Decreto RD 769/1984, que establece la normativa de las denomina-
ciones de piel, cuero, curtido y pieles curtidas para peleteria en la elaboracion, circulacion y comercio de
productos de sus manufacturas, y la Orden de 15 de febrero de 1990, que establece la normativa para el
etiquetado informativo de los articulos de marroquineria, viaje y de guarnicioneria.

El objetivo general de este proyecto es generar el el cumplimiento de la legislacion en el etiquetado de
conocimiento necesario para la discriminacién de la articulos de marroquineria, piel y cuero en general.
especie animal del cuero mediante la optimizacion

. .. e . . Para el desarrollo del proyecto se han seleccionado
de diversas técnicas de analisis, con el fin de verificar

las pielesdelatabla 1.

NOMENCLATURA

Caprina Cabrito Agrupacion Logrofio C
de mesetas (Espafia)
Ovina Cordero - Zaragoza 0
(Espaiia)
i o Zaragoza
Bovina Toro Lidia (Espafia) B
Porcina Cerdo domeéstico Bulgarian white Bulgaria P

Tabla 1: Muestras de piel analizadas
Para cada muestra se han utilizado

tres tipos de curticiones: cromo,
vegetal y glutaraldehido
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Objetivo 1: Purificacion de muestras

Para eliminar posibles interferencias debidas a las
operaciones de terminado y acabado del cuero se ha
realizado una extraccion y cuantificacion de grasas y
desales solubles en agua.

La extraccion de las materias grasas se llevd a cabo
con el aparato Soxhlet en continuo y con diclorome-
tano. Después de al menos treinta pasadas del
disolvente, el diclorometano es destilado y el
extracto secado durante 4h a una temperatura de
102 9oC. Posteriormente se enfria y se pesa para
obtener la pérdida de masa debida a la extraccion de
grasas. Las sustancias extraibles se expresan en
tanto por ciento sobre masa de muestra seca.

MUESTRA % GRASAS

La cuantificacidon de las materias solubles en agua se
realizdé tras una extraccion acuosa de la muestra
durante 2h, por evaporacién y secado a 102 2C del
extracto. Al sulfatar y calcinar el residuo se obtienen
las materias inorganicas solubles en agua, mientras
que las organicas se obtienen por diferencia.

La tabla 2 recoge los valores obtenidos del conteni-
do en grasas y de sales para cada una de las mues-
tras. Se confirma que la muestra ovina es la que
presenta un mayor porcentaje en contenido graso
enlas 3 curticiones mientras que curticion vegetal es
la que presenta mayor contenido en sales solubles
enaguaentodaslasespecies.

% SALES

Caprina 27,4 21,0
Ovina 39,4 35,3
Bovina 18,2 10,4
Porcina 20,4 24,8

Glutaraldehido | Vegetal Glutaraldehido | Vegetal

18,5 1,3 1,9 3,3
29,8 1,9 2,7 4,9
9,2 0,9 1,1 1,6
19,8 1,7 1,0 2,4

Tabla 2: Porcentaje del contenido en grasas y sales solubles en agua
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Objetivo 2.1: Analisis térmico por termogravimetria (TG) de muestras

purificadas

Las pieles purificadas y sin purificar se han caracteri-
zado térmicamente mediante termogravimetria
(TG). Esta técnica estudia la variacion de masa que
experimenta la muestra en funcidn de la temperatu-
ray se lleva a cabo en termobalanzas, que registran
la variacién de masa respecto al tiempo o la tempe-
ratura en una atmdsfera controlada y a una veloci-
dad de calefaccidon determinada.

El analisis termogravimétrico se ha realizado en
termobalanza TGA/SDTA 851 Mettler-Toledo, con un
rango de temperaturas de 25a 800 C.

Se ha trabajado en atmésfera de nitrégeno con una
velocidad de flujo de 50 ml/min y utilizando una
velocidad nominal de calentamiento de 10 2C/min. La
cantidad de muestra analizada fue alrededor de 8 mg,
tomada como porciones cilindricas de 2 mm de
didmetro.

Los resultados de las pieles purificadas se han
comparado con las pieles sin purificar, observandose
diferencias en el perfil de las curvas de descomposi-
cién, taly como se muestraen lafigura 1.
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- Original

- Purificada

Figura 1: Derivada de la curva de
termogravimetria (DTG) para la
muestra caprina con curticion cromo

Lab: Analisis

A partir de las graficas de TG se ha obtenido el valor
de residuo final de las muestras y a partir de las
graficas DTG se han calculado los pardametros de
temperatura, area e intensidad de pico tanto para el
pico de maxima descomposicién como para el pico
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minoritario, junto con el valor de la derivada en el
ultimo punto.

El estudio estadistico de componentes principales
(PCA) aplicado a estos parametros indica qué
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diferencias observadas son significativas, puesto
qgue en la representacién grafica de los componen-
tes principales (figura 2) el grupo de muestras
originalesy el grupo de muestras extraidas aparecen
claramente diferenciados.
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1,00

00
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REGR factor score 2 for analysis 1

2,00

«2,00 =1,00 00 1.00 2,00

REGR factor score 1 for analysis 1

Figura 2: Grdfico de componentes principales (PCA) de las
muestras originales (or) y extraidas (ex)

Los parametros de descomposicién obtenidos en las
pieles purificadas se han analizado estadisticamen-
te mediante analisis de componentes principales
(PCA) dando lugar a una separacién de especies sin
interferencias, taly como aparece enlafigura 3.
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Figura 3: Grdfico de componentes principales (PCA) de las
muestras extraidas (ex)

Objetivo 2.2: Analisis térmico por pirdlisis flash (Py-GC/FTIR) de

muestras purificadas

Las pieles purificadas y sin purificar también se han
caracterizado mediante pirdlisis flash (Py-GC/FTIR)
utilizando un nuevo equipo pirolizador (Pyroprobe
6200), que se muestra en la figura 4, con el objetivo
de confirmar las diferencias observadas mediante el
analisis termogravimétrico.

La pirdlisis flash es una de las técnicas mas utilizadas
en la caracterizacidn y discriminacion de diversos
materiales, ya que las moléculas volatiles y semivo-
latiles que se generan en el proceso pueden ser
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facilmente analizadas si se combina a continuacién
con técnicas analiticas adecuadas. La principal
ventaja de la pirdlisis flash es que permite tiempos
de residencia de los volatiles muy cortos, evitando
asi reacciones secundarias posteriores. Ademas, es
un método rapido que proporciona datos reproduci-
bles utilizando muy poca cantidad de muestra.

La cantidad de muestra pirolizada en cada experi-
mento ha sido de aproximadamente 150 ug,
introducidos en un capilar de cuarzo. El capilar se
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inserta automaticamente en el centro de una
resistencia espiral de platino que se calienta en
atmosfera inerte. La velocidad nominal de calefac-
cién fue de 20 2C/ms, con un tiempo de pirolizado de
20syunatemperaturanominal de 5002C.

Figura 4: Pirolizador Pyroprobe 6200

Este dispositivo permite el arrastre rapido de los
productos generados en la pirdlisis mediante el flujo
del gas portador (helio). Los volatiles circulan a
través de una linea de transferencia a temperatura
de 280 2C hasta introducirse en un cromatégrafo de
gases provisto de detector de ionizacién de llama
(GC-FID). Ademas, el cromatdgrafo esta conectado
en serie a un espectrometro de infrarrojos (FTIR),
obteniendo los espectros de cada pico que se va a
obtener en el cromatograma. Estos espectros nos
dan informacién acerca de las especies que se
generan tras emplear la pirolisis en la piel curtida.

Objetivo 3: Andlisis de aminodacidos totales mediante cromatografia

liquida (HPLC)

Para la cuantificacidn de los aminoacidos totales de
la piel es necesario un tratamiento previo de
hidrdlisis acida para romper la proteina. La cantidad
de muestra utilizada oscilaenelrangode0,1a0,2gy
se trata con acido clorhidrico a 110 2C durante 24h.
Transcurrido el tiempo de hidrdlisis, el exceso de
acido se concentra y la muestra seca se diluye y
neutralizaapH7.

A continuacidn, la muestra neutralizada y diluida con
tampdn borato en proporcion 0,5/10 se analiza
mediante un cromatégrafo de alta eficacia con
detector ultravioleta de secuencia de diodos y
detector de fluorescencia (HPLC-UV-FLD) con los
gue seidentifican y cuantifican los aminodcidos.
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La columna que se emplea para la separacidn
deaminodacidos tiene como fase estacionaria C18 de
silica gel, con un tamafio de particula de 5 pum,
tamano de poro 90 A, de dimensiones 4,6 x 250 mm
(con precolumna) y en este caso se trabaja a una
temperatura de 40 2C. El caudal es constante
durante todo el andlisis siendo de 1,5 ml/min. Como
se produce la derivatizacién de la muestra, la fase
movil consta de un Eluyente A, que es un medio
tampdn acuoso, y un Eluyente B, que se trata de una
mezcla ternaria Acetonitrilo-Metanol-Agua. El
volumen de muestra inyectada es de 1 pl. Para el
detector de ultravioleta, se fijan las longitudes de
onda de trabajo en 338 nm y 262 nm. Y para el
detector de fluorescencia, la longitud de excitacion
empleadaes230nm,yladeemisién 450 nm.




OPAN-LEATHER: IDENTIFICACION
DE LA ESPECIE ANIMAL EN CUEROS

JA|INESCOP

' g INSTITUTO TECNOLOGICO
DEL CALZADO Y CONEXAS

Tras el analisis, los aminoacidos primarios salen a
tiempos de retencidn no superior a 25,70 minutos.
Posteriormente, se obtienen los secundarios con un
tiempo de analisis total de 46 minutos.

La figura 5 muestra los porcentajes obtenidos de
cadaaminoacido identificado en las muestras.
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Figura 5: Porcentaje de aminodcidos identificados

Los resultados obtenidos confirman que la Glicina es
elaminodcido mayoritario, puesto que se encuentra
siempre en la primera posicién de los tripletes que
forman la proteina de coldgeno, seguido de la
Prolina, aminoacido esencial para favorecer la
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formacion de triple hélice del coldgeno. En la figura
5 también se puede observar que las diferencias
entre especies son pequenas y habria que confirmar
desde el punto de vista estadistico si son significati-
vas para laidentificacion.




DATOS DEL PROYECTO

TITULO: IDENTIFICACION OPTIMIZADA MEDIANTE TECNICAS ANALITICAS TERMICAS Y CRONOMATOGRAFICAS DE LA ESPECIA ANIMAL DE PIELES DE
BOVINO, OVINO, CAPRINO Y PORCINO PARA ARTICULOS DE CALZADO Y MARROQUINERIA

ACRONIMO: 0PAN-LEATHER
PROGRAMA: PROYECTOS DE I+D EN COOPERACION CON EMPRESAS 2017
PERIODO EJECUCION: ENERO 2017 - DICIEMBRE 2017

FINANCIACION:

Convocatoria de ayudas del Instituto Valenciano de Competitividad Empresarial (IVACE) dirigida a centros tecnoldgicos de la
Comunitat Valenciana para proyectos de |+D de caracter no econdmico realizados en cooperacidon con empresas para el ejercicio
2017. Proyecto apoyado por el IVACE (Generalitat Valenciana) y cofinanciado en un 50% por la Unidon Europea a través del Fondo
Europeo de Desarrollo Regional (FEDER), dentro del Programa Operativo FEDER de la Comunitat Valenciana 2014-2020, con nimero
de expediente IMDEEA/2017/8.

Desarrolla: Financia:
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