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Proceso de revision

El arbitraje de esta revista se realiza por pares y bajo modalidad
doble ciego, por lo que autores y arbitros permanecen anénimos a lo
largo de todo el proceso.
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Los autores cuentan con un plazo de siete dias para la devolucién
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Contraccion, hinchamiento y peso especifico
aparente de madera de eucalipto colorado
(Eucalyptus tereticornis Smith)

Shﬁkage, swelling and apparent specific gravity of red gum

(Eucalyptus tereticornis Smith)

Cardoso, Andrea , Cagno, Matias ®, Cardenas, Patricia , Gatto, Francisco @
® PDepartamento de Proyectos Forestales, Laboratorio Tecnologico del Uruguay, LATU, Uruguay

Contacto: acardoso@latu.org.uy
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Resumen

Con el objetivo de contribuir al conocimiento del comportamiento de la madera de Eucalyptus tereticornis en Uruguay, se estu-
di6 la contraccion y el hinchamiento lineal y volumétrico para diferentes condiciones de humedad relativa, a una temperatura de
25 °C. Se construy6 una isoterma parcial diandole importancia a las condiciones de humedad de equilibrio en las que es posible
encontrar productos realizados con esta madera en Uruguay, por ejemplo, pisos interiores o exteriores.

De cinco drboles de una cortina de 50 afios ubicada en el departamento de Durazno se seleccionaron discos a dos alturas. A par-
tir de estas se prepararon probetas para las determinaciones de contraccién e hinchamiento. Se encontré que el peso especifico
aparente basico fue de 0,630, al 12% de contenido de humedad fue de 0,859 y al 15 % de 0,872. La contraccion radial, tangencial
y volumétrica fue de 7,04%, 14,70% y 20,64%, respectivamente, y el hinchamiento radial fue de 7,61%, el tangencial de 17,61%
y 26,62% el volumétrico. Sobre la isoterma se observé una diferencia esperable entre la curva de sorcion y la de desorcién en el
rango de humedad relativa estudiado de 53% a 84%.

Palabras clave: Histéresis, humedad de equilibrio, isoterma, densidad.

Abstract

With the aim of contributing to the knowledge of the behavior of Eucalyptus tereticornis wood in Uruguay, a study of linear and
volumetric shrinkage and swelling at different conditions of relative humidity at a temperature of 25 °C was made. From these
data, a partial isotherm was built giving importance to the equilibrium moisture conditions in which it is possible to find products
with this wood, e.g. floors and decks.

Five trees from a 50 years old shelter belt located in Durazno were randomly selected. Discs were collected at two heights in each
tree from which specimens were prepared for shrinkage and swelling test. It was found that the basic apparent specific gravity
was 0,630, 0,859 at 12% and 0,872 at 15% of moisture content. The radial, tangential and volumetric shrinkage was 7,04%,
14,7% and 20,64%, respectively, and the radial, tangential and volumetric swelling was 7,61%, 17,61% and 26,62%. It was ob-
served an expected difference between the curve of sorption and desorption in the studied range of relative humidity from 53%
to 84%.

Keywords: Hysteresis, equilibrium moisture, isotherm, density.

Introduccion

En Uruguay, aunque actualmente es posible encontrar madera
de Eucalyptus tereticornis casi Uinicamente en cortinas de abrigo y
sombra (MGAP-DGF, 2012), la madera de esta especie es considerada
como apta para la obtencion de productos de alto valor agregado,
asi como para la fabricacion de pisos, escalones, marcos de puertas
y ventanas, en construcciones pesadas y estructuras como soportes
enterrados, paneles para pisos, vigas, entre otros (Bootle, 1983; Boas,
1947, FWPA, 2013).

El analisis del comportamiento de la madera de esta especie,
frente a las diferentes condiciones ambientales en las que es posible
encontrarla en nuestro pais, es una necesidad para mejorar su uso y

evitar que se produzcan deformaciones y grietas en los productos.
Este trabajo es de importancia para la caracterizacion respecto a la
estabilidad dimensional de la madera proveniente de arboles afiosos,
ya que es el material que principalmente se puede encontrar de E.
tereticornis en las carpinterias y aserraderos nacionales.

En la actualidad, la madera de esta especie se utiliza en Uruguay
principalmente en productos de carpinteria rural, y al conocer su peso
especifico, contraccion e hinchamiento es posible un incremento en la
generacion de productos de alto valor agregado.

Este estudio se plantea como objetivo la caracterizacion de la
contraccion e hinchamiento radial y tangencial de la madera de E.
tereticornis y la elaboracion de la isoterma higroscopica a 25 °C,
enfocandose en las condiciones ambientales mas comunes en las que
es posible encontrar esta madera en Uruguay. Asimismo, este trabajo
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pretende contribuir al conocimiento de la madera de la especie en su
aspecto tecnologico para mejorar su uso comercial.

Existen antecedentes de datos generados sobre esta especie en el
pais y en el resto del mundo, en algunas propiedades fisicas como
el peso especifico, la contraccion (Bootle, 1983; Coronel, 1994;
Mantero, 1999; FWPA, 2013) y el hinchamiento (Coronel, 1994), asi
como algunas propiedades mecanicas de la madera (dureza, flexion
estatica y compresion) y durabilidad natural (Bootle, 1983; Mantero,
1999; FWPA, 2013).

Considerar la estabilidad dimensional de cada madera es
fundamental para adecuar los usos de los productos maderables.
Autores como Coronel (1994) realizan una clasificacion de los usos
posibles para las maderas segiin los coeficientes de contraccion-
hinchamiento. Etchenique et al. (1975) y Ordéfiez et al. (1990)
también generaron criterios para clasificar la estabilidad dimensional
de la madera. Las categorias de cada una se presentan en la Tabla 1.

Clasificacion Categoria Coef'lclente’de
anisotropia
Excelente 1,2-1,5
Segiin usos posibles
(Coronel, 1994) Normales 1,6-1,9
Con dificultades >2,0
Segun indice de Baja D= 1l,7
distorsiones y alabeos Alta 1,7-23
(Etchenique et al., 1975) Muy alta >23
Muy estable <1,5
Segin la estabilidad Estable 15-2,0
dimensional Moderadamente estable 2,0-25
(Ordéiiez et al., 1990)
Inestable 2,5-3,0
Muy inestable >3,0

Tabla 1. Criterios de clasificacion segun coeficiente de anisotropia
(CT/CR).

Debido a la heterogeneidad que presenta el material es necesario
su analisis en el radio, es decir, de médula a corteza, y en altura.
Coronel (1994) indica que los valores de contraccion e hinchamiento
son mayores en la medida que aumenta el peso especifico aparente.
Calvo (2006) obtiene resultados que condicen con esta tendencia para
arboles mas jovenes (17 afios) de Eucalyptus grandis con un peso
especifico aparente anhidro de 0,562.

Por otro lado, en un estudio realizado a partir de arboles de
Eucalyptus bosistoana de 42 afios cultivados en Uruguay se observo
una tendencia diferente a la indicada por los autores citados, en la
cual el peso especifico aparente basico crece pero la contraccion
radial y tangencial disminuyen hacia una posicion cercana a la corteza
(Cardoso y Castagna, 2012).

Kollmann y Coté (1984), remitiendo a varios autores, relacionan
la variacion transversal de la contraccion de la madera con las
alternancias de los incrementos de lefio temprano-tardio en los anillos
de crecimiento (Morath, 1931), las caracteristicas de la estructura de
la pared celular como el angulo de las fibras (Frey y Wyssling, 1940),
y las puntuaciones (Cockwell, 1946) y la composicion quimica de la
laminilla media (Frey y Wyssling, 1940).

Materiales y Métodos

La madera de E. fereticornis se obtuvo de una cortina de 50 afios
de edad ubicada en San Jorge, departamento de Durazno, perteneciente
a un predio del Grupo Forestal San Gregorio. Se seleccionaron cinco
arboles al azar, de los que se obtuvo una troza de 3,5 m, de esta se
sacaron dos discos de cada extremo, uno en altura 0 y otro a 3,5 m
de altura (Figura 1). Los arboles tenian un promedio de diametro

maximo y minimo en la altura basal de 542 mm y de 360 mm,
respectivamente. En altura los mismos didmetros eran de 440 mm y
319 mm. La preparacion de las probetas se realizo en el Departamento
de Proyectos Forestales de LATU (DPF-LATU).

Preparacion de probetas

Para la preparacion, acondicionamiento y obtencion de las
probetas para el ensayo de contraccion e hinchamiento se siguio la
norma UNIT 363:2008.

De cada uno de los discos se obtuvieron prismas (o preprobetas)
distribuidos en el radio, como se muestra en la Figura 1, desde una
posicion cercana a la médula hasta una cercana a la corteza.
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Figura 1. Detalle de la obtencién de la troza y preparacién de
probetas.

Por las caracteristicas que presentaban los arboles al formar
parte de una cortina forestal sin manejo y ser especimenes adultos
con madera de tension y diferentes didmetros de seccion, se dificultd
la obtencion de igual niimero de prismas en los radios. Los prismas
fueron ubicados evitando defectos de la madera, tales como presencia
de nudos, desviaciones en la fibra y madera de tension.

A efectos de simplificar el analisis se dividi6 el radio en cuatro
areas, se contd el nimero de prismas incluidos en cada area y se trabajo
con un resultado promedio de estos para cada propiedad. En la Tabla 2
se muestra el nimero de prismas por posicion y altura tomadas.

Numero de prismas
ALTURA POSICION N°
1 9
1 11 12
I 8
v 10
SUB-TOTAL 39
I 3
2 I 11
11 12
v 12
SUB-TOTAL 38
TOTAL 71

Tabla 2. Namero de prismas por posicion en el radio de médula a
corteza (I - IV) y por altura (1 y 2).
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Los prismas fueron sumergidos en agua hasta estar saturados
completamente. Se sacaron cuatro probetas por prisma; estas réplicas
son para evitar perder el dato en caso de que existiera colapso o se
presentaran grietas. Las probetas tenian una dimension de 30 mm de
ancho, 30 mm de espesor y 5 mm de altura (Figura 1).

Como se aprecia en la Tabla 2, en la altura 1 se trabaj6 con un total
de 39 prismas, en la altura 2 con 38 prismas, cada uno con 4 réplicas,
lo que hace un total de 308 probetas medidas, distribuidas en las 4
posiciones y en las 2 alturas.

Proceso de desorcion de la madera

El proceso de desorcion de la madera consiste en la pérdida de
humedad de la misma, bajo diferentes condiciones de humedad
relativa y de temperatura del aire, lo que implica una variacién en
las dimensiones iniciales. Esta variacion en las dimensiones se llama
contraccion (Kollmann y Coté, 1984).

A una misma temperatura si se baja la humedad relativa se logra
ir disminuyendo el contenido de humedad de equilibrio de la madera
(Kollmann y Coté, 1984).

Se utilizaron diferentes humedades relativas a una misma
temperatura (25 °C), generando diferentes condiciones de humedades
de equilibrio en la madera. Las humedades relativas variaron entre
84%, 76%, 63% y 53% como se puede ver en la Tabla 3, teniendo en
cuenta los diferentes ambientes en los que puede utilizarse la madera.

Humedad relativa a
25 °C de temperatura

Humedad de equilibrio
de la madera

Posibles usos

84%
76%
63%
53%

18%
15%
12%
8%

Pisos, aberturas y muebles
en el exterior

Pisos, aberturas y muebles
en el interior

Tabla 3. Condiciones de humedad relativa, humedad de equilibrio y
posibles usos.

Se realizaron mediciones de las dimensiones en sentido radial y
tangencial con micrometro digital Sony DZ-501 y se tomd el peso en
balanza analitica de cada una de las probetas en estado verde y en cada
uno de los estados de equilibrio a la temperatura de 25 °C.

Para evitar el colapso de las probetas, luego de las mediciones
en estado verde éstas se fueron secando gradualmente. Este secado
consistié en la disminuciéon de la humedad inicial (verde) de las
probetas hasta un contenido de humedad aproximado de 26%, para
evitar la pérdida vertiginosa del agua que se ocasionaria si se colocaran
directamente a condiciones de 18% de humedad de equilibrio. Esto se
realizd en un ambiente cerrado con presencia de bandejas de agua que
aseguraban una humedad relativa alta en el ambiente.

Cuando el contenido de humedad aproximado fue de 26%, se
colocaron las probetas en la cdmara de acondicionamiento Advantec
AG-327 en condiciones iniciales de 25 °C de temperatura y 84% de
humedad relativa. Para controlar las condiciones de equilibrio se
utilizaron probetas testigo que fueron pesadas hasta que llegaron a
un peso constante, infiriendo asi que todas las probetas alcanzaron el
contenido de humedad de equilibrio en las condiciones establecidas.

Proceso de sorcion de la madera

El proceso de sorcién consiste en la absorcion de humedad
por la madera hasta un estado de equilibrio con las condiciones de
temperatura y humedad relativa del aire, lo que implica un cambio
en las dimensiones de las probetas que se denomina hinchamiento
(Kollmann y Coté, 1984).

Una vez terminado el proceso de desorcion se comenzd el proceso

de aumento de la humedad relativa ambiente en la misma camara. Se
tomaron registros de las dimensiones y el peso de las probetas en las
condiciones de equilibrio 63%, 76% y 84% de humedad relativa a la
misma temperatura de 25 °C. Las determinaciones se realizaron de la
misma forma que en el proceso de desorcion.

La Tabla 4 presenta los tiempos que demoraron las probetas en
alcanzar las condiciones de equilibrio determinadas para ambos
procesos.

Humedad relativa a Tiempo (dias) en alcanzar
25 °C de temperatura | la condicion de equilibrio
84% 7
Proceso 76% 28
de
desorcion 63% 40
53% 62
Proceso 63% 11
de 76% 26
sorcion
84% 24

Tabla 4. Condiciones de humedad relativa, temperatura y tiempos
de duracién para los procesos de sorcion y desorcion.

Peso especifico aparente (PEA) y contenido de
humedad

El peso especifico aparente basico se determina como la relacion
entre el peso anhidro de cada probeta y su volumen en estado verde
seglin la norma ASTM D2395, Método B. Se calculd también el peso
especifico aparente en las condiciones de 15% y 12% de humedad de
equilibrio segun la norma ASTM D2395, Método A.

El contenido de humedad se determind para cada una de las
probetas en cada uno de los estados de equilibrio segiin ASTM D4442,
Método B.

Contraccion e hinchamiento

volumétrico

lineal vy

La contraccion lineal se define como el cociente entre la diferencia
de dimensiones lineales de un estado a otro de menor humedad y la
dimension en estado saturado. El hinchamiento lineal relaciona
la diferencia de dimensiones lineales de un estado a otro de mayor
humedad con la misma dimension en estado anhidro (Coronel, 1994).

Para la determinacion de los valores de contraccion e hinchamiento
de la madera se utilizan las dimensiones en sentido radial y tangencial
de las probetas. Se calculan valores para cada uno de los estados de
equilibrio en los procesos de desorcion y sorcion.

Para los calculos de la contraccion (C) y el hinchamiento (H)
volumétrico se utiliza la formula citada en Coronel (1994) y Kollmann
y Coté (1984):

C=1-(1-CiH*(1 - CH*( - C)

Donde Ct, Cry Cl son contraccion tangencial, radial y longitudinal,
respectivamente.

H=(1+H*( + Hr)*(1 + H) - 1

Donde Ht, Hr y HI son hinchamiento tangencial, radial y
longitudinal, respectivamente.

La variacion dimensional en el sentido longitudinal para la
contraccion y el hinchamiento se considera despreciable (Kollmann y
Coté, 1984; Coronel, 1994).
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Isoterma higroscopica a 25 °C

Para construir la isoterma higroscopica se fueron variando las
condiciones de humedad relativa del aire manteniendo constante la
temperatura a 25 °C.

Analisis de datos

Para el andlisis de los resultados se trabajo con las observaciones
que se encontraron dentro de tres desvios respecto a la media (ISO
7870-1:1993). Los datos que quedaron fuera de los limites coincidieron
con probetas que presentaron colapso.

La estadistica descriptiva de los datos para caracterizar la madera
fue realizada en planilla de calculo Excel. Para el andlisis en el radio
y en altura se realizé una prueba de comparacion de medias de Tukey,
con un nivel de significacion al 5% utilizando el programa estadistico
InfoStat 2011.

Se determin6 el PEA bésico al 12% y al 15%, de manera de
caracterizar la madera en estudio y comparar los resultados obtenidos
con otros trabajos. Se analizé el PEA basico entre las dos alturas, y en
el radio para las dos alturas.

Se determind la contraccion e hinchamiento méximo radial
y tangencial de la madera en la altura y en el radio. Ademads, para
las diferentes humedades de equilibro obtenidas se determiné la
contraccion y el hinchamiento radial y tangencial.

Se correlaciond graficamente el contenido de humedad de
equilibrio y la humedad relativa del ambiente presentando parte de la
isoterma higroscopica a 25 °C.

Por ultimo se calcularon los coeficientes de anisotropia para la
contraccion y el hinchamiento, asi como el coeficiente de histéresis de
la madera para compararla con otras.

Resultados y Discusion

Peso especifico aparente

La madera present6 un peso especifico aparente basico promedio
de 0,630 con un desvio estandar de 0,07. Si se compara con
resultados publicados en Australia por Kingston y Risdon (1961) y
por Bootle (1983), quienes establecieron valores de 0,780 y 0,900,
respectivamente, los obtenidos en el trabajo son menores. El resultado
es similar al obtenido por Mantero (1999) de 0,680 con un desvio
estandar de 0,07.

Se obtuvieron los resultados del peso especifico para valores de
contenido de humedad de 12% y 15% de 0,859 y 0,872. Si se los
compara con valores presentados por Boas (1947) al 12% (0,977) y por
el Instituto de Pesquisas Tecnolodgicas de Brasil (1956) al 15% (0,950)
estos son menores. Si se compara con datos publicados en Uruguay
por Tuset y Garcia Taibo (1987) al 12% (0,820) y por Mantero (1999),
de 0,830, los resultados obtenidos en este trabajo fueron mayores.

Se analiz6 el PEA basico para las dos alturas y no se encontraron
diferencias significativas al 5%.

En el andlisis del PEA en el radio a las dos alturas se observo
diferencias significativas entre las posiciones, como se muestra en
los Graficos 1 y 2. Para la altura basal (1) la posicion mas cercana
a la médula fue la tnica que present6 diferencia con respecto a las
demas posiciones (II, III y IV). Para la altura 2 se observo que entre
la posicion 1 y II no hubo diferencias significativas, pero si existio
diferencia entre la posicion I en comparacion con las Il y IV.
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0,60

PEA basico
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Grafico 1. Comparacion de las medias del peso especifico aparente
basico en las cuatro posiciones en el radio para la altura 1.
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Grafico 2. Comparacion de las medias del peso especifico aparente
basico en las cuatro posiciones en el radio para la altura 2.

En las dos alturas, el peso especifico de la madera es mayor en la
posicion cercana a la corteza.

Contenido de humedad de equilibrio (CHE)

Con respecto a las condiciones de contenido de humedad de
equilibrio alcanzadas en las diferentes humedades relativas (HR),
estos resultados se presentan en la Tabla 5.
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Proceso de desorcion Proceso de sorcién

HR a 25°C 84% 76% 63% 53% 63% 76% 84%
CHE (%)

Maximo 26,6 21,6 16,5 14,3 15,4 17,7 19,8

Minimo 21,5 17,9 13,9 12,1 13,1 15,1 16,9

Promedio 23,6 19,8 15,1 13,0 14,1 16,4 18,3

Desvio estandar 1,14 0,69 0,49 0,48 0,47 0,50 0,53

Coef. de variaciéon (%) 4,83 3,50 3,26 3,66 3,36 3,03 2,90

Tabla 5. Contenido de humedad de equilibrio (%) para las diferentes condiciones de humedad relativa (%) en ambos procesos.

Contraccion e hinchamiento para E. tereticornis

Se analiz6 la contraccion y el hinchamiento maximo para la madera y los resultados se expresan en la Tabla 6.

Contraccién maxima (%) Hinchamiento maximo (%)
Radial Tangencial Volumétrica Radial Tangencial Volumétrica
Miximo 10,68 28,22 33,12 11,95 39,31 49,52
Minimo 4,03 5,06 12,24 4,20 5,32 13,95
Promedio 7,04 14,70 20,64 7,61 17,61 26,62
Desvio estandar 1,60 4,72 5,44 1,86 6,80 9,04
Coef. de variacién (%) 22,69 32,08 26,36 24,39 38,60 33,94

Tabla 6. Resumen de contraccién e hinchamiento méaximo, lineal y volumétrico.

Se comparan estos resultados con los presentados por Coronel (1994) para la misma especie. Los valores que obtiene este tltimo son 7,77%
y 10,53% para contraccion radial y tangencial, respectivamente, con coeficientes de variacion similares respecto a los resultados obtenidos. Los
valores para el hinchamiento radial y tangencial segun Coronel (1994) son 6,74 % y 11,88 %, respectivamente. Tanto para la contracciéon como
el hinchamiento los resultados obtenidos por Coronel (1994) para madera argentina son menores. Se compararon los resultados de la Tabla 6
con los obtenidos por Mantero (1999), quien obtuvo valores para madera nacional de 7,77% para contraccion radial y 13,62% para contraccion
tangencial, presentando valores de desvios similares.

La variacion en altura de la contraccion e hinchamiento lineal solo mostro6 diferencias significativas en el sentido radial. La altura 1 (basal)
presentd una menor contraccion e hinchamiento radial que la altura 2. Este comportamiento difiere de lo indicado por Coronel (1994) y de los
resultados que presentd Calvo (2006) para E. grandis de 17 afos, en donde la tendencia del hinchamiento tanto radial como tangencial es de
disminuir con la altura.

Se analizd la contraccion y el hinchamiento en el sentido radial y tangencial desde una posicion cercana a la médula hasta una cercana a la
corteza, para las dos alturas. Los resultados se incluyen en la Tabla 7.

Para ambas alturas, la contraccion y el hinchamiento lineal disminuyen hacia la posicion mas cercana a la corteza. Esto difiere de lo
indicado por Coronel (1994) pero es similar al comportamiento que presentaron los arboles de 42 afios de E. bosistoana segin Cardoso y
Castagna (2012).

Se analizaron los valores de contraccion e hinchamiento lineal para cada uno de los contenidos de humedad de equilibrio alcanzados. Los
resultados se presentan en las Tablas 8 y 9.

Se calcularon los coeficientes de anisotropia como la relacion entre la variacion tangencial y la radial maxima tanto para la contraccion, que
fue 2,1, como para el hinchamiento, que fue 2,3. Se calcul6 el coeficiente de anisotropia para las diferentes humedades de equilibrio alcanzadas.
Los resultados se encuentran en la Tabla 10. El coeficiente de anisotropia mide la variacion dimensional tangencial respecto a la radial siendo
uno el valor ideal.
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ALTURA 1 HT CT HR CR

| 29,89 a 22,77 a 897a 822a

1 19,75b 16,34 b 7,50 ab 6,97 ab

I 15,17 be 13,15 be 6,29 be 5,91 be

v 11,48 ¢ 10,27 ¢ 5,19¢ 493 ¢
ALTURA 2 HT CT HR CR

1 26,25 a 20,78 a 9,98 a 9,07 a

11 21,35a 17,47 a 9,63 ab 8,77 ab

111 1521b 13,14 b 8,09 be 7,43 be

v 11,66 b 10,39 b 6,64 ¢ 6,22 ¢

Tabla 7. Contraccion e hinchamiento lineal promedio (%) por posicion en el radio para las dos alturas. Las medias con una letra comin no
son significativamente diferentes (p<= 0,05).

CHE 13% CHE 15% CHE 20% CHE 24%
CONTRACCION
Rad Tg Rad Tg Rad Tg Rad Tg
Promedio 4,53 11,30 4,07 10,59 3,41 9,50 2,79 8,58
Desvio estandar 1,50 4,86 1,51 4,92 1,59 5,31 1,49 5,19

Tabla 8. Valores promedio de contraccion radial y tangencial (%) para los diferentes contenidos de humedad de equilibrio.

CHE 13% CHE 14% CHE 16% CHE 18%
HINCHAMIENTO
Rad Tg Rad Tg Rad Tg Rad Tg
Promedio 2,70 3,99 2,97 4,39 3,54 5,46 4,03 6,48
Desvio estandar 0,38 0,40 0,41 0,39 0,48 0,46 0,55 0,62

Tabla 9. Valores promedio de hinchamiento radial y tangencial (%) para los diferentes contenidos de humedad de equilibrio.

Coef. anisotropia para Coef. anisotropia para
CHE (%) la contraccién CHE (%) el hinchamiento
24 3,06 18 1,60
20 2,77 16 1,54
15 2,60 14 1,48
13 2,50 13 1,47

Tabla 10. Coeficiente de anisotropia para la contraccion y el hinchamiento
para cada contenido de humedad de equilibrio alcanzado.
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Isoterma higroscopica para E. tereticornis
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Gréfico 3. Isoterma higroscépica parcial en 25 °C para la madera de E. tereticornis.

Se observo una diferencia entre la curva de sorcioén y la de desorcion
para la misma temperatura. La histéresis de la madera se considera
como la diferencia en contenido de humedad entre la isoterma
de desorcion y sorcion (Kollmann y Coté, 1984). La histéresis es
constante a una humedad relativa dada (Garcia, 1990). Coronel (1994)
define el coeficiente de histéresis como la relacion entre el contenido
de humedad de equilibrio de sorcion y desorciéon a una humedad
relativa de 85%. Se observo un coeficiente de histéresis de 0,8 para
la madera en estudio. Se encontraron valores de referencia de este
coeficiente para otras maderas duras en un trabajo realizado por Frank
et al. (2002) donde menciona para Prosopis alba (Algarrobo blanco)
y Aspidosperma quebracho-blanco (Quebracho blanco) coeficientes
de 0,41 y 0,91, respectivamente. Garcia et al (2004) encontraron un
coeficiente de 0,87 para el Pinus sylvestris L.

En el proceso de pérdida y ganancia de humedad en la madera
se observd una diferencia de las humedades de equilibrio que se
hace mayor en la medida que aumenta la humedad relativa. Para una
humedad relativa de 63%, la madera presenté una diferencia en el
contenido de humedad de equilibrio de 1% entre ambos procesos. La
diferencia fue de 3,4% y 5,3% para 76% y 84% de humedad relativa.

Conclusiones

La variacion de la contraccion y el hinchamiento lineal en el sen-
tido radial del arbol disminuye en la madera mas cercana a la corteza,
que es la que presentd mayor peso especifico aparente. En el analisis
en altura no presentaron diferencias significativas las propiedades de
contraccion e hinchamiento tangencial y peso especifico aparente ba-
sico, aunque si la contraccion e hinchamiento en sentido radial. Se
podria esperar que este comportamiento se explicara por las caracte-
risticas anatdmicas que podria presentar la madera de arboles de mas
de 50 aflos de E. tereticornis, como el angulo de la fibrilla u otras
caracteristicas de la pared secundaria. Esto se deberia de corroborar
con otros estudios para esta especie.

Segun la clasificacion realizada por Coronel (1994) para maderas
argentinas, la madera estudiada se clasifica como “no apta para varios
usos”, dado que presenta un coeficiente de anisotropia de 2,1. Segiin
Etchenique et al. (1975), esta madera esta incluida en la categoria de
alto indice para distorsiones y alabeos. Ordoiiez et al. (1990) clasifican

a la madera como moderadamente estable dimensionalmente.

A pesar de tener 2,1 de coeficiente anisotropico para la contraccion
y 2,3 para el hinchamiento, la clasificacion no especifica los usos a los
cuales hace mencion. Es posible utilizar esta madera para algunos pro-
ductos como pisos de alto transito, mobiliario de exterior y cubiertas,
productos en los cuales esta anisotropia puede ser tratada por disefio.

Como era esperable, la madera de E. tereticornis presenta por-
centajes de contraccion e hinchamiento comparables con las maderas
“nerviosas” o de grandes movimientos. Esto motiva a continuar con
los estudios a contenidos de humedad relativa mas bajos, completan-
do la isoterma de 25 °C y generando la informacion necesaria para el
conocimiento de esta madera, mejorando sus usos, por ejemplo, en
muebles y aberturas.

Este estudio se enfocé en el analisis de un ciclo en el que la madera
cedio agua al medio ambiente, contrayéndose, y luego absorbid agua,
hinchandose. Es de interés en un proximo estudio continuar con los
ciclos de fatiga de la madera, analizando su respuesta.
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Resumen

El propésito de este trabajo es analizar los distintos aspectos relacionados al desarrollo de una aplicacion informatica
para la estimacion de incertidumbres de ensayo por el método de Monte Carlo, independiente de plataformas de calculo
como MS Excel, MathLab o R. Se analizan las dificultades y posibles soluciones en cada una de las etapas necesarias
para alcanzar este objetivo, el algoritmo para la creacién de un intérprete de ecuaciones, la generacién de niimeros
pseudo-aleatorios con las distribuciones de probabilidad mas frecuentes y el tratamiento de incertidumbres Tipo A por
este método.

Finalmente se hace un estudio comparativo de los resultados obtenidos con la aplicacién generada, el método clasico
(GUM) y la misma simulacién realizada con el Software R. Este estudio se realiza sobre el calculo de la densidad del aire
segun ecuacion CIPM, la presién generada por una balanza de presion y la estandarizacion de una solucion de hidréxido
de sodio de acuerdo al ejemplo A2 de la guia EURACHEM / CITEC CG 4.

Palabras clave: Metrologia, incertidumbre, Monte Carlo, GUM, software, c6digo fuente, Delphi.

Abstract

The purpose of this paper is to analyze the various aspects related to the development of a software application aimed
to uncertainty estimation by Monte Carlo Method, independent from worksheet or third party applications, such as MS
Excel, MathLab or R. Difficulties and their available solutions around the needed stages to achieve this goal are dis-
cussed, as well as the algorithms needed for creating a math equations parser, the pseudo-random numbers generators
with main probability distributions found in uncertainty calculations, and the management of Type A uncertainties.
The application developed is tested on three samples: Air density determination according to CIPM equation, the pres-
sure generated by a Pressure Balance and the standardizing of a solution of sodium hydroxide as in example A2 of
EURACHEM/CITEC CG 4 guide. Finally, these results are compared with the results obtained applying the classical
method (GUM) and those obtained using R software.

Keywords: Metrology, Uncertainty, Monte Carlo, Software, GUM, source code, Delphi.

en modelos matematicos esta sustentada en el motor de calculo de
MS Excel, distribuyéndose como complemento de este paquete
de software. Este enfoque particular de las aplicaciones implica la
adaptacion de los modelos matematicos de los ensayos al formato

Introduccion

Si bien existen desde hace varios aflos numerosas aplicaciones
informaticas para la realizacion de simulaciones de Monte Carlo
en la resolucion de diferentes problemas fisicos, matematicos o de
negocios, es a partir de la aprobacion del Suplemento 1 a la Guia de la
Expresion de la Incertidumbre de Medida (JCGM 101, 2008) cuando
comienza a popularizarse este método como una alternativa al sistema
clasico (GUM) de estimacion de incertidumbres de ensayo o para la
validacion de los resultados obtenidos por este método.

Tecnologia

La tecnologia mas popular en las aplicaciones de software
disponible para la realizacion de simulaciones de Monte Carlo

de la hoja de calculo, lo que impide el tratamiento de una o mas
ecuaciones independientes, en la forma que trabajan otras aplicaciones
informaticas reconocidas para el calculo de incertidumbres segun la
perspectiva GUM, por ejemplo, GUM Workbench ®.

Por otra parte, este formato requiere la realizacion de operaciones
previas a la simulacion, como el calculo del desvio estandar para
contribuyentes de incertidumbre tipo A a partir de un numero
determinado de datos experimentales, debido a que en general no es
posible el tratamiento de datos experimentales en forma independiente
sino a partir de distribuciones de probabilidad especificas.

En este trabajo se analizan los aspectos requeridos para desarrollar
una aplicacion independiente de plataformas externas de calculo
utilizando un lenguaje de programacion de propodsito general,
que permita realizar simulaciones de Monte Carlo sobre modelos
matematicos de ensayos. Por otra parte se disefian funciones que
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permiten el manejo de contribuyentes de incertidumbre tipo A y tipo
B de la misma forma que se trabaja habitualmente en el método GUM
(JCGM 100, 2008).

MMC vs GUM

Existen impedimentos y dificultades conocidas en el tratamiento
de incertidumbres en modelos matematicos complejos segin la
plataforma GUM. Entre los impedimentos se encuentra, por ejemplo,
el caso en que las funciones de probabilidad (FDP) de las magnitudes
de entrada sean asimétricas. Pero también se hace inconveniente el
enfoque GUM cuando existe dificultad en la obtencion de derivadas
parciales para el calculo de coeficientes de sensibilidad para los
diferentes contribuyentes, o el calculo del nimero efectivo de grados
de libertad a partir de la ecuacion de Welch y Satterthwaite cuando
algunas variables del modelo tienen grados de libertad de valor finito.

A pesar de esto, el método GUM permite obtener informacion
valiosa para el mejoramiento de la performance de los ensayos y que
en muchos casos no puede ser obtenida en forma directa por medio del
método de Monte Carlo.

Un ejemplo es la evaluacion de incertidumbres estandar de las
magnitudes de entrada, que da la posibilidad al analista de enfocar la
mejora de los procesos en variables que impacten significativamente
en la incertidumbre total del mesurando. En el Método de Monte Carlo
(MMC) se obtiene como datos de salida una coleccion de resultados
cuya distribucion es una representacion de la FDP del mesurando,
quedando los aportes de incertidumbre de cada magnitud del modelo
dentro de una “caja negra” de datos de entrada.

Se estudia también en este trabajo un procedimiento adicional

Modelo matematico

Funciones distribucion
de probabilidad

basado en el MMC, para cuantificar el impacto de la incertidumbre de
cada contribuyente en la incertidumbre final de la magnitud de salida.

Funciones de calculo

Dentro de los diferentes aspectos que deben considerarse, no
solamente se encuentran los de tipo estadistico y/o metrologico
como los mencionados, sino también un gran numero de tareas de
tipo general, como la realizacion de un intérprete de ecuaciones,
la obtencion de un intervalo de confianza para el mesurando o la
necesaria optimizacion del tiempo de ordenamiento de resultados de la
simulacion, ya que el tiempo implicado en este proceso, realizado sobre
cientos de miles de resultados posibles del mesurando, podria insumir
inconvenientemente varios minutos de proceso en el computador si se
utilizan linealmente los algoritmos basicos de ordenamiento de datos.

Finalmente, en el desarrollo de la aplicacion también se abordan
tareas referidas especificamente al método de simulaciones, por
ejemplo la seleccion de algoritmos adecuados en la generacion de
numeros pseudo-aleatorios.

Para los fragmentos de codigo incluidos en este trabajo se utiliza
el Lenguaje Object Pascal. Las pruebas de simulacion y aplicaciones
resultantes se disefian en plataforma de Delphi 7.

Materiales y Métodos

Se toma como esquema basico de la aplicacion el diagrama de la
Figura 1 y se analizan las diferentes metodologias y algoritmos que
pueden utilizarse en cada etapa del proceso.

Nivel de confianza
(probabilidad)

Desglose de variables

Conjunto de variables

Generacion de valores
pseudoaleatorios

Evaluacion del modelo

Se alcanza el
N° de iteraciones

Resultado (Valor medio,

Valor mas probable, Mediana) LI P QS CImEriGo

Intervalo de
confianza

Diagrama de
frecuencias

Figura 1. Representacion basica del flujo de la aplicacion.
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Algoritmos de tipo general

Intérprete de ecuaciones. Para la realizacion de esta tarea se
convierte previamente la notacion comun del modelo en notacién
postfija, llamada también polaca inversa o RPN (Burks et al,
1954) diseflada especificamente para la optimizacion de recursos
informaticos en la evaluacion de expresiones.

Este esquema de notacion algebraica permite que los calculos del
modelo se realicen en forma secuencial y sin reglas de preferencia para
los operadores, mediante la utilizaciéon de una estructura informatica
de pila (Stack), esto es, una lista de datos cuyo acceso implica que
los ultimos items en entrar a la pila seran los primeros en salir. La
notacion corriente para expresar ecuaciones (llamada infija) es
entonces convertida previamente a postfija o RPN para su tratamiento.

Traductor de notacion infija a RPN o postfija. Partiendo,
entonces, del modelo matematico presentado como una sucesion
de items (variables, constantes, operadores y paréntesis), las etapas
para traducir entre notaciones infija y postfija estan detalladas en el
algoritmo Shunting Yard esquematizado en la Figura 2.

centrada. La mayoria de los lenguajes de programacion actuales
poseen funciones predisefiadas para obtener nimeros pseudoaleatorios
que se ajusten a estas distribuciones, o al menos para distribuciones
normales y uniformes. Sin embargo, aun para estos casos, se proponen
regularmente diferentes enfoques al problema de la generacion de
aleatorios y nuevos algoritmos que permiten mejorar la calidad de la
secuencia de los nimeros obtenidos.

Para evaluar el impacto del algoritmo utilizado en la generacion
de niimeros para la simulacién en los resultados de incertidumbre,
se realiza un andlisis comparativo realizando 50 simulaciones con
diferentes algoritmos y se evaluan las diferencias de media e intervalo
de confianza para 95% de probabilidad en 200 mil repeticiones.

El caso de la distribucion uniforme se da cuando de la magnitud
X se conocen solamente un limite inferior (a) y uno superior (b). Esto
es, por ejemplo, el caso de la indicacién de un equipo digital, donde la
resolucion del equipo determina el intervalo de valores entre los cuales
se encuentra la magnitud (con igual probabilidad) en el dominio de los
reales. Para distribucion uniforme se utiliza la funcion disponible en
Delphi 7, y el algoritmo Mersene Twister (Matsumoto y Nishimura,
1998) en version Object Pascal (Krejei, 1999).

Se van tomando secuencialmente los items de la expresion infija

ITEM

ACCION

“( Se agrega a la Pila

“(“, que se deja en la pila

“y” Se extrae secuencialmente items de la pila y agregarlos a ecuacion postfija, hasta encontrar

Operador Si la pila esta vacia se agrega a la Pila
Si la jerarquia del item es mayor que la del tope de la pila, se agrega a la Pila
De lo contrario, se extrae el item al tope de la pila y se agrega a la ecuacién postfija
repitiendo la comparacién con el nuevo tope

Operando Se agrega a ecuacion postfija

Al final de la expresién extraer y desplegar los elementos de la pila en la ecuacién postfija hasta que se vacie.

Figura 2. Algoritmo Shunting Yard.

Para la evaluacion de la ecuacion resultante en notacion RPN se
utiliza el algoritmo ilustrado en la Figura 3.

ITEM ACCION
Operando | Se agrega a la Pila
Operador Tomar los tltimos dos valores de la pila y aplicarles el operador.

El resultado de la operacion se sustituye por éstos en la pila

Figura 3. Representacion del flujo de calculo de ecuaciones en
notacioén RPN.

FDP y algoritmos para generacion de numeros
pseudoaleatorios. Segun las caracteristicas del mesurando, pueden
existir en el modelo de entrada magnitudes con diversas distribuciones
de probabilidad. En este trabajo se estudian algoritmos para las
distribuciones de probabilidad mas comunes en los trabajos de ensayo

y calibracion: normal (gaussiana), rectangular (uniforme) y triangular

Cuando la informacién disponible sobre una magnitud X es su
mejor estimacion y su incertidumbre tipica asociada u(x), puede
asumirse que X posee una distribucion de probabilidad gaussiana o
normal. Esta distribucion puede utilizarse cuando los datos provienen
de un certificado de calibracion con factor de cobertura k=2. Si bien la
guia JCGM 101:2008 sugiere para estos casos la distribucion t, para
grados de libertad GL > 30 (caso en que k=2), la distribucién t puede
aproximarse a una distribucion gaussiana. En distribucion normal se
comparan resultados obtenidos con el algoritmo de Marsaglia y Bray
(1964), y el algoritmo basico de Box y Miiller (1958) (Thomas et al.,
2007).

Cuando una magnitud X estd definida como la suma de dos
magnitudes independientes con distribucion de probabilidad uniforme,
con el mismo intervalo de amplitud, se obtiene una distribucion
triangular centrada. En algunos casos, esta distribucion puede
asignarse convenientemente a lecturas obtenidas en un instrumento
analogico, donde la semiamplitud de la distribucion triangular sera
igual a la estimacion visual dentro de la division del instrumento. Para
distribuciones triangulares se comparan resultados por el método de
Transformacion Inversa y el de convolucion (Saucier, 2000).
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Function Rand_TriangularTInv(min,max,mode: Extended):
Double;
var
u, r: Double;
begin
u := Random;
if u <= (mode-min)/(max-min) then r :=min+sqrt(u*(max-
min)*(mode-min))
else r:= max-sqrt((1-u)*(max-min)*(max-mode));
Result :=r;
end;

Function Rand_TriangularConv(min,max: Extended): Double;
var
u, p, : Double;
begin
u := Random*(max-min)/2;
p := Random*(max-min)/2;
r := utp+min;
Result :=r;
end;

Figura 4. Ejemplo de funciones generadoras de variables
aleatorias con distribucion triangular por transformada inversa y
convolucion.

Intervalo de confianza. Con el fin de obtener el intervalo de
confianza en el calculo de incertidumbre, es necesario ordenar los
datos de forma tal que sea posible determinar los valores que acotan un
porcentaje de los resultados obtenidos, de valor igual a la probabilidad
de cobertura.

Lo que se busca en este caso es inicamente obtener las cotas del
intervalo de confianza, por tanto se minimiza el tiempo de proceso,
ordenando solamente los datos correspondientes a las probabilidades
de rechazo.

Como ejemplo, en el caso de un 95% de probabilidad, el intervalo
de confianza queda determinado por el tltimo valor del 2,5% menor
de la poblacién de resultados, y el primer valor del 2,5% mayor. Por
esto, solo es necesario ordenar una fracciéon minima de los resultados
obtenidos en la simulacion. Este método permite reducir sensiblemente
el tiempo de procesamiento, por lo que pueden utilizarse algoritmos
de sustitucion simple u otro algoritmo basico sin afectar en forma
significativa el rendimiento de la simulacion.

Incertidumbres tipo A. La mayoria de las aplicaciones para
Monte Carlo disponen un nimero determinado de distribuciones de
probabilidad que pueden ser asignadas a los diferentes contribuyentes
del modelo. En el caso de contribuciones de tipo estadistico esta forma
de trabajo deja al analista un necesario tratamiento previo de los datos.

Para esta aplicacion se disefia una interfase con el usuario que
permita la entrada de datos experimentales de forma manual y luego
los convierte en forma auténoma a valores de distribucion normal
u otra deseada, mediante el calculo de sus parametros estadisticos
(media y varianza).

Cuando los grados de libertad del contribuyente de incertidumbre
tipo A son GL > 30, puede atribuirse una distribucién normal. A partir
de estos valores calculados es obtenida la media y el desvio estandar,
atribuyéndose finalmente al contribuyente una distribucion normal
con los parametros calculados, en el supuesto de que los grados de
libertad tiendan a valores infinitos.

La Guia JCGM 100:2008 indica que la FDP asociada a una serie
de indicaciones (contribuyente tipo A) es la distribucion t de Student.
Por lo que en caso que GL =n° de valores - 1 < 30, la simulaciéon mas
adecuada se realiza segun esta distribucion. Para este caso, se utiliza
el algoritmo basado en el método de Kinderman y Monahan propuesto
en lenguaje Fortran por John Dagpunar (Dagpunar, 1988). La Figura 5
es una traduccion a lenguaje Object Pascal del algoritmo mencionado.

function Rand _t (const GL: Integer; sesgo: Double): Extended;
{ La variable sesgo permite que la simulacion no esté centrada en
el valor cero }
var
s, ¢, a, f, g: Extended;
1, X, v: Extended;
Done: Boolean;
begin
{ Debe controlarse previamente que GLno sea<1 }
s :=GL;
c:=-0.25* (s + 1.0);
a:=4.0/Power (1.0 +1.0/s,¢);
f:=16.0/a;
if (GL > 1) then begin
g:=s-1.0;
g :=Power ((s + 1.0)/ g, c) * Sqrt ((s +s) / g);
end else g:=1.0;
Done := False;
x =0;
repeat
r ;= Random;
if (r <= 0.0) then Continue;
v := Random;
x=Q20*v-1.0)*g/r;
v = Sqr (x);
if (v>5.0 - a *r) then begin
if (GL>=1) and (r * (v + 3.0) > f) then Continue;
if r > Power (1.0 + v / s, ¢) then Continue;
end;
Done := True;
until Done;
Result := sesgo + x;
end;

Figura 5. Cédigo para generacion de nimeros aleatorios con
distribucion t de Student.

Incertidumbres estandar. Como se aludi6 anteriormente, el
calculo de incertidumbres estandar de cada contribuyente es un dato
de salida inherente al método GUM, que no estd disponible si la
estimacion se realiza por medio del método de Monte Carlo.

Sin embargo, el valor de incertidumbre estandar permite al analista
conocer las magnitudes controlantes de su proceso de ensayo y por
tanto enfocar en éstas las mejoras de la calidad del mismo, por lo que
es una especificacion valiosa para cualquier aplicacion que permita el
calculo de incertidumbres.

En el caso del Monte Carlo, una medida del impacto que tiene la
incertidumbre de estos contribuyentes sobre la incertidumbre total del
modelo puede estimarse a través de una secuencia de simulaciones
sobre cada una de las variables manteniendo, en cada caso, el resto
de las componentes del modelo como constantes, de valor igual a su
esperanza matematica. Para obtener estos valores con una precision
razonable, se realizan un minimo de 1000 iteraciones sobre cada
magnitud de entrada.
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Resultados y Discusion

Para la evaluaciéon y comparacion de los distintos aspectos
analizados en el presente documento, se utiliza el concepto de
tolerancia asociada a un valor numérico, d, segin recomienda la Guia
JCGM 101:2008. Para la obtencion de este parametro, se parte del
valor numérico z, del que se quiere conocer su tolerancia asociada.
Se expresa z en forma: ¢ x 10°, donde ¢ es un nimero entero con un
numero determinado de cifras significativas (n) y / un nimero entero.

Por ejemplo: un valor de 0,00072 se expresa como 72x10, donde
n sera 2 (ambas son cifras significativas) y / serd -5. La tolerancia
numérica se obtiene entonces a partir de la ecuacion:

§=-10'

NS

En el caso particular de la expresion de incertidumbres, la
tolerancia numérica mas exigente, esto es, el caso mas desfavorable,
se dard para valores de 99 x 10/, 1a que sera de 0,5 x 10". De este modo,
un valor m tal que:

m< _0.5u(y)
100

se considera dentro de la tolerancia numérica para cualquier valor
de incertidumbre.

Para las comparaciones siguientes, se obtienen valores porcentuales
de impacto frente a valores de incertidumbre, tomando como limite de
aceptacion 0,5%, segliin ecuacion anterior.

Numero de iteraciones. Para estimar el impacto del niimero
de iteraciones en el calculo de incertidumbre por simulacion se
realizan 100 simulaciones en 20000, 100000, 200000 y 1 millén de
repeticiones, para una variable aleatoria con distribucion uniforme de
valor medio=1 y semiintervalo=1.

MEDIA ARITMETICA
Dispersidn

20 mil
repeticiones

100 miil
repeticiones

200 mil
repeticiones

1 millén de
repeticiones

T e T R LT LV e

Gréfico 1. Dispersion comparativa de la media aritmética obtenida
en 100 simulaciones para 20 mil, 100 mil, 200 mil y 1 millén de
repeticiones.

El impacto de esta dispersion de medias e incertidumbres para una
probabilidad de cobertura de 95%, relativas al valor de incertidumbre
informado, se muestra en el Grafico 2. Los valores porcentuales del
grafico corresponden al semiintervalo de amplitud de esta dispersion,
relativas a la incertidumbre estimada para un 95% de probabilidad.

N2 DE REPETICIONES
Impacto porcentual

1,0%
0,8%

0.6% Tolerancia numernca = 0,.5%

L.

100 mil 200 mil
H Medias @ Incert

Grafico 2. Dispersion porcentual de las medias encontradas y los
semiintervalos de confianza, calculadas como ((max-min)/2)/u(y)
para 95% de probabilidad de cobertura.

0,4%

0,2%

Semiamplitud /u

0,0%

20 mil

1 millén

El grafico muestra que para 20 mil iteraciones, la dispersion
obtenida en las medias aritméticas obtenidas puede ser sensiblemente
mayor que la tolerancia numérica de algunos valores de incertidumbre.
A partir de 100 000 esta dispersion no es significativa, ya que presenta
valores menores a la tolerancia numérica de cualquier valor de
incertidumbre.

Comparaciéon de algoritmos generadores de numeros
aleatorios. Se realizan 50 simulaciones segun diferentes algoritmos
para 200 000 iteraciones, comparando los valores de media e
incertidumbre encontrados para un 95% de confianza. Los graficos
siguientes muestran el impacto porcentual de estas diferencias,
calculados como (algoritmo A — Algoritmo_B)/u(y) para 95% de
probabilidad de cobertura.

DISTRIBUCION UNIFORME
Funcion predet. vs Mersene Twister
1.00% -
0.80% -
0,60%

Tolerancia numérica = 0,5%
| 1ORrancia numenca = 1,.)'A
D.A0% |

|
0.20% 1
|

0,00%.
——Dif. medias =—Dif. uly)

Gréfico 3. Impacto porcentual en el uso de diferentes algoritmos
generadores de aleatorios uniformes.

DISTRIBUCION NORMAL
Box-Miiller vs Marsaglia-Bray

1,00%

0.BO% -

eni i ierancia numenca = 0.5%

0,40%

0,20%

0,00%

=Dif. medias =—Dif. uly)

Gréfico 4. Impacto porcentual en el uso de diferentes algoritmos
generadores de aleatorios con FDP Normal.
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DISTRIBUCION TRIANGULAR
T. Inversavs Convolucién

1.00%

0.B0% -
0.60% -

L Tolerandga r_uim_:'{rv:_a = UE\,

DA%
0,20% -
0.00%

=Dif. medias =—Dif. uly)

Gréfico 5. Impacto porcentual en el uso de diferentes algoritmos
generadores de aleatorios con FDP Triangular.

En los Graficos 3, 4 y 5 puede verse que no existen diferencias
significativas en los resultados debidas al uso de diferentes algoritmos
para la generacion de variables aleatorias con distribucion uniforme,
normal o triangular, en simulaciones aplicadas a la estimacion de
incertidumbres. Puede notarse sin embargo, que existe una probabilidad
no nula de que la diferencia entre medias o incertidumbres para ambos
algoritmos estudiados en algunas distribuciones tome un valor similar
o incluso mayor que la tolerancia numérica minima. No obstante, aun
en las maximas diferencias encontradas, la interpretacion de estos
valores es que arrojarian resultados incompatibles solamente en los
casos mas desfavorables y nunca mayor que una unidad en la segunda
cifra significativa de la incertidumbre.

Por tanto, esta razonable homogeneidad en los resultados para el
caso de la estimacion de incertidumbres por el método de Monte Carlo
permite inferir que la busqueda de mejores algoritmos no aportara
mejoras significativas al método, por lo que el uso de algoritmos
predeterminados es recomendado.

Calculos con la aplicacion generada. Se comparan los resultados
obtenidos con la aplicacion generada y el Método GUM.

Con:

t : temperatura ambiente
h : humedad relativa
a:1,0062
B:3,14x10®%Pa’

v :5,6.x107 k?

A :1,2378847 x 107 k™

B :-1,9121316 x 102k
C :33,93711047
D:-6,3431645 x 10° K

Ejemplo 1.
Densidad del aire segin CIPM-2007

Se realiza el calculo de densidad del aire segun la formula
propuesta en CIPM-2007. La ecuacion para el calculo de densidad del
aire viene dada por la ec:

e LM | (12 A
ZR.T M,

Con:

p : densidad del aire en kg/m3

p : presion atmosférica en Pa

M, : masa molar de aire seco = 28,96546.10~ kg/mol

Z : factor de compresibilidad adimensional

R: constante molar de los gases.

T : temperatura en K.

x, : fraccion molar de vapor de agua adimensional

M = masa molar de vapor de agua 0,01801528 kg/Mol.

El valor de x se determina a partir de:

(AT*+BT+C+2)

/l e T
Xp=—(a+ b p+ A2 P
100( B.p+y.t°) >

Mientras que Z esta determinada por la formula:

P 2
Z =1—=[ap + ayt + azt? + (bg + b11)x, + (co + c11)x2] +;—2(d+ ex?)
T

a, =1,58123 x 10° KPa™
a; =-2,9331 x 10 Pa™
a,=1,1043 x 10" K'Pa™
=5.707 x 10°° KPa™
=-2,051 x 10 Pa™
1,9898 x 10 * KPa™
= -2,376 x 10°
d=1,83 x 10" k*Pa?

e =-0,765 x 10 K*Pa

O T T
X o
I 1

(3]
1
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La representacion en cadena de texto para utilizar en la aplicacion
ecuaciones:

generada en este trabajo puede escribirse segun el siguiente grupo de

Rho_a=((P*Ma)/(Z*R*(273.15+Temp))*(1-xv*(1-(Mv/Ma)))
xv=H*0.01*f*Psv/P

f=alfa+beta*P+gama*Temp”2
Temp=Temp_cal+Temp_div

P=P cal+P div
H=H_cal+H div

Psv=EXP(A*(273.15+Temp)"2+B* (273.15+Temp)+C+D/(273.15+Temp))

Z=1-(P/(273.15+Temp))*(a_0+a_1*Temp+a 2*Temp”2+(b_0+b_1*Temp)*xv+
(c_O+c_1*Temp)*xv"2)+(P*2/(273.15+Temp)"2)*(d+ e*xv"2)

En estas ecuaciones las magnitudes de temperatura, humedad
y presion aportan la incertidumbre debida a su calibracion (_cal) e
incertidumbres por resolucion de los instrumentos de medida (_div).
Estos parametros toman valor = 0, ya que es utilizada inicamente con
fines de estimacion de incertidumbre.

Datos de entrada:

Magnitud | Valor Distrib Param.

Ma 0.028965460 Uniforme Semi intervalo =1x 1077
R 8.3144720 Uniforme Semi intervalo =1x 10"’
My 0.018015280 Uniforme Semi intervalo =1x 10E~°
Temp_cal | 212 Normal Desvio standar = 0,065
Temp_div [ 0 Uniforme Semi intervalo = 0,05
P_cal 101325.0164 Normal Desvio standar = 149,5
P_div 0 Uniforme Semi intervalo =5

H_cal 50 Normal Desvio standar =1,7
H_div 0 Uniforme Semi intervalo = 0,05

Los demas parametros de la ecuacion son constantes, con el valor
mencionado.

Resultados segiin método GUM: p = 1,1940 + 0,0036 kg/m3

Resultado segin MMC obtenido con la aplicacién generada a
partir de este trabajo:

Mediana: 1,19401 kg/m3; valor mas probable: 1,1943 kg/m3;
intervalo de confianza para 95,45% de probabilidad = [1,19045 ;
1,19758]

Segtin estos resultados: U,,,.(p) = (1,19758 - 1,19045)/2 =
0,003565

Por lo que tomando como resultado para el MMC la mediana del
conjunto de resultados se obtienen resultados idénticos para ambos
métodos, observando una diferencia numérica para la incertidumbre
de 0,0036 - 0,003565 = 3,5 x10°.

La tolerancia numérica para el valor de incertidumbre segin GUM
(=0,0036) esta dada por:

0= % 10*=0,5x10"*

Por tanto, 3,5 x 10° < 0,5 x 10* y los resultados por ambos
métodos pueden considerarse compatibles, es decir, se obtiene un
resultado idéntico segliin ambos enfoques, GUM y MMC.

Ejemplo 2.

Presion generada por una balanza de presion

Para este ejemplo se utiliza una balanza de presion de plataforma
neumatica, perteneciente al laboratorio de presion del LATU marca
DHI, Modelo PG7102. El célculo de incertidumbre se hard sobre la
presion generada por un ensamble piston-cilindro Marca DHI modelo
PC-7100/7600-200 de constante nominal = 200 kPa/kg, para una
presion nominal de 34,47 bar.

La presion generada en una balanza neumatica es obtenida a partir
del siguiente modelo:

Y

M.gl.(l—i)+6.c

T Ay A+ P 1+ a-1)]

+(py-0,)- 8. 0%

Donde:

M : masa total (nominal: 17,231 kg)

g, gravedad local (en el laboratorio de presion del LATU gl =
9.79732 + 1E-5 m/s2

p, - densidad del aire (se calcul¢ a partir de la formula CIPM 2007
(pa=1.20048 + 0,0035 kg/m3)

p,, - densidad de las masas (segun certificado)

C': circunferencia nominal del piston

o : coeficiente de tension superficial del ensamble piston cilindro
(o = opiston + ocilindro)

A, : area efectiva a presion nula y temp. de referencia

A @ coeficiente de deformacion del ensamble piston-cilindro con
la presion.

a : coeficiente de deformacion con la temperatura [el ensamble
piston/cilindro es de carburo de Tungsteno (o = 4,5x10 °C1)].

METROLOGIA
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El set de ecuaciones correspondiente a este modelo utilizado para el MMC es:

P_ref=(((mp*(1-rho_a/rho p)+(mas*(1-rho_a/rho_as))+SUM_M*(1-
rho _a/rho m))*gl+sigma*C)/(Ao*(1+(alfa_c+alfa p)*(t-
20))*(1+lambda*P)))/100000-((rho_f-rho_a)*gl* Ah)/100000

SUM M=G1+G2+G3+D+B1+M1+N+P1+Q+R

Donde P_ref es la Presién generada por la balanza en bar.

Como puede verse, en el modelo para MMC se agregaron
como datos de entrada independientes la masa del piston (mp) y su
densidad (rho_p), asi como los valores de masa y densidad para el
asiento de masas (variables mas y rho_as, respectivamente), dado que
el certificado de las mismas indica masa real y densidad. El set de
masas esta calibrado en Masa convencional por lo que SUM_M (en
la segunda ecuacion) es la suma de masas y la densidad (rho_m) sera
8000 kg/m* con incertidumbre = 0, por la propia definicion de masa
convencional.

En este modelo, las distribuciones de probabilidad para los
valores de las masas, densidades, area especifica (4,) y coeficiente de
deformacion (1) se tomaron como gaussianas con un valor medio igual
al resultado indicado en el certificado y ¢ = w/k, debido a que segiin el
certificado de calibracion k=2 en todos los casos.

Resultados segun método GUM: P = 34,4334 + 0,0011 bar

Resultado segin MMC obtenido con la aplicacién generada a
partir de este trabajo:

Mediana: 34,43342 bar; valor mas probable: 34,4335 bar; intervalo
de confianza para 95,45% de probabilidad = [34,43235; 34,43449]

Seglin estos resultados: U,,,.(P) = (34,43449 - 34,43235)/2 =
0,00107

Por lo que tomando como resultado para el MMC la mediana del
conjunto de resultados, se obtienen resultados idénticos para ambos
métodos, observando una diferencia numérica para la incertidumbre
de 0,0011 - 0,00107 =3 x 10°.

La tolerancia numérica para el valor de incertidumbre segun GUM
(=0,0011) esta dada por:

5= % 10%=05x10"*

Por tanto, 3 x 10° < 0,5 x 10*y los resultados por ambos métodos
pueden considerarse compatibles.

Ejemplo 3.

Estandarizacion de una solucion de Hidroxido
de sodio (Ejemplo A2 de EURACHEM / CITAC
Guide CG 4)

En este ejemplo se comparan los calculos detallados en la guia
citada con los obtenidos por medio de la aplicaciéon generada en este
trabajo por el método de Monte Carlo.

En este caso se estudia la determinacion de la concentracion de
una solucion de NaOH por medio de una titulacion con biftalato de
potasio (KHP). La ec. general del proceso es:

1000 * mgpp* Pgyp
Mypp* Vr

NaOH =

Donde:

C,on: concentracion de la solucion de NaOH [mol/1].

m,,,,: masa del KHP (como se pesa por diferencia, la incertidumbre
de la pesada se toma por duplicado).

P, ,»: pureza del KHP dada como porcentaje en masa.

M, ., masa molar del KHP [g/mol].

V. volumen dispensado en la titulacion.

Aqui, segun el punto A2.4 step 3 de la guia, 1a magnitud consta de
cuatro componentes: por repetibilidad (considerada en repetibilidad
general), de calibracion, debida al control de temperatura, y debida
al sesgo en la deteccion del punto final, considerada despreciable en
este caso.

Replanteando entonces la ecuacion tenemos que:

Siendo C, H, O y K el peso atomico de los elementos
correspondientes del KHP (C,H,0,K).
Por otra parte, como se indica arriba:

VT ='% + VCal + VTem+ 'Ilm

El set de ecuaciones correspondiente a este modelo utilizado en
la aplicacion es:

CNaOH=1000*(m_KHP g-m KHP_ t)*P KHP/(M KHP*V_T)
V_T=V_Cal+V_Tem
M_KHP=8*C+5*H+4*O+K
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Datos de entrada:

Magnitud Valor Distrib Param.

Rep 1 Normal Desvio standar = 0,0005
m_KHP_g | 60,5450 Uniforme Semi intervalo = 1,5E-4
m_KHP_t 60,1562 Uniforme Semi intervalo = 1,5E-4
P_KHP 1,0000 Uniforme Semi intervalo = 0,0005
V_cal 18,64 Normal Desvio standar = 0,012
V_Tem 0 Normal Desvio standar = 0,006
Cc 12,0107 Uniforme Semi intervalo = 0,0008
H 1,00794 Uniforme Semi intervalo = 0,00007
o 15,9994 Uniforme Semi intervalo = 0,0003
K 39,0983 Uniforme Semi intervalo = 0,0001

Resultados segun método GUM, indicado en EURACHEM CG 4
A2.6 Step 5:

Croon = 0,1021 £ 0,0002 mol.I"!

Recalculando y expresando con las cifras significativas correctas
segan GUM (JCGM 100), quedaria en: C,, = 0,10214 + 0,00020
mol.I!

Resultado segin MMC obtenido con la aplicacién generada a
partir de este trabajo:

Mediana: 0,10214 mol.I''; valor mas probable: 0,10214 mol.l';
intervalo de confianza para 95,45% de probabilidad = [0,10194;
0,10233].

Segtin estos resultados: U, (C,
0,000195 mol.1I"!

La tolerancia numérica para el valor de incertidumbre segin GUM

(=0,00020) esta dada por:

) =(0,10233 - 0,10194)/2 =

aOH

5§==10°=0,5x107

N

Por lo que el apartamiento obtenido entre las incertidumbres segiin
ambos métodos es menor que la tolerancia numérica, mientras que los
resultados obtenidos son idénticos, por lo que ambos métodos pueden
considerarse compatibles.

Validacion de resultados

Se evalua la validez de los resultados obtenidos para el MMC
con la aplicacion generada, realizando la simulacién en lenguaje R
(version 2) con las mismas magnitudes de entrada.

El Grafico 6 muestra en forma grafica las diferencias entre los
resultados de Mediana y U, obtenidos de simulaciones realizadas con
ambas aplicaciones. Se observa que el apartamiento entre los valores
de mediana e incertidumbre es menor que la tolerancia numérica de la
incertidumbre para todos los casos, por lo que los resultados de ambas
aplicaciones se consideran compatibles.

VALIDACION DE RESULTADOS

Aplicacionvs R
150,0%
]
E
w0
= 1000% T——— I — |
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— 0,0% E
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Gréfico 6. Impacto porcentual de la diferencia entre los resultados
obtenidos con la aplicacién y el software R.

Ejemplo 1 Ejemplo 2 Ejemplo 3

Densidad del aire Presion generada ﬁztg:ldarizacién de
Parametro Aplicacion | Lenguaje R | Aplicacion | Lenguaje R | Aplicacion Lenguaje
Mediana 1,19401 1,194004 34,43342 34,43342 0,10214 0,1021356
Min (P= 95%) 1,19045 1,190448 34,43235 34,43234 0,10194 0,1019396
Max (P=95%) 1,19758 1,197540 34,43449 34,43450 0,10233 0,1023320
U=(Max — Min)/2 |3,565 x 10°| 3.546 x 10° [ 1,07x10° |[1,08x10° |1,95x10* [1,96x10™
5 (Tol. num.) 0,5x 10 0,5x10™ 0,5x10°
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Conclusiones

Se indican a continuacién las conclusiones inferidas para los
distintos aspectos estudiados en la aplicacion.

N° de repeticiones. Los resultados permiten concluir que para
la aplicacion del MMC se requiere realizar un minimo de 100 mil
repeticiones. Por debajo de este valor pueden encontrarse diferencias
sensibles en los resultados para las mismas magnitudes de entrada, lo
que convierten el método en poco reproducible. Por encima de 100
mil repeticiones tanto los resultados obtenidos para el modelo como
sus incertidumbres asociadas seran idénticas, independientemente del
numero de repeticiones.

Algoritmos de generacion de aleatorios. Existe homogeneidad
razonable en los resultados obtenidos utilizando diferentes algoritmos,
por lo que la sustitucion de los algoritmos predeterminados por otros
de mejor desarrollo no aporta mejoras significativas al método cuando
es aplicado a la estimacion de incertidumbres.

Interpretacion de resultados. Como valor del mesurando, en
las pruebas se tom6 la mediana de la poblacion de resultados, para
poder expresar la incertidumbre de la misma forma que se hace
segun el método GUM. Se observa que la mediana y el valor mas
probable no coinciden en todos los casos, aunque son similares. En los
modelos que la FDP resultante sea menos asimétrica, el promedio, la
mediana y el valor mas probable estardn mas alejados; en estos casos
es recomendable estudiar la forma de expresar la incertidumbre y el
parametro estadistico a utilizar como resultado.

Por otra parte, en los tres casos estudiados se obtienen resultados
compatibles sin apartamientos significativos entre ambos métodos, por
lo que tanto el valor de la magnitud de salida, como su incertidumbre
pueden considerarse validos. En caso de que existieran apartamientos
mayores que la tolerancia numérica de la incertidumbre, los valores
obtenidos segin GUM deberian ser corregidos segiin el método de
Monte Carlo, como se recomienda en JCGM 101:2008.

Validacion de la aplicacion generada. Finalmente, las pruebas
comparativas realizadas sobre un software de estadistica reconocido
(Lenguaje R) permiten concluir que los resultados obtenidos en este
trabajo son compatibles con el valor obtenido en plataforma R para
los tres ejemplos. Esto representa una forma de validacion de la
aplicacion generada, en el entendido de que deben realizarse pruebas
mas exhaustivas para considerarla correctamente validada.

Extension del trabajo. A la aplicacion generada a partir de
este trabajo se le dio el nombre de MCM Alchimia y se encuentra
disponible para descarga gratuita en el sitio www.mcmalchimia.com.
Se alienta a realizar nuevas pruebas y validaciones con modelos de
ensayo mas exigentes, y se propone adicionalmente dar disponibilidad
a la aplicacion para el estudio de modelos de regresion.
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Resumen

La atrazina es un herbicida que se utiliza para el control de malezas anuales y gramineas perennes. Aunque se encuentra
prohibido en la Unién Europea por su toxicidad y la de sus metabolitos, en Uruguay ocupa el segundo lugar de importan-
cia en volimenes de importacion. La presencia de atrazina ha sido especialmente relevante en algunos cursos de agua que
surten a las plantas potabilizadoras nacionales. El principal mecanismo de eliminacion de la atrazina en ambientes con
pH neutro es la degradacion bacteriana. Los microorganismos pueden degradar atrazina produciendo intermediarios de
variada persistencia y toxicidad, o mineralizarla dando amonio y anhidrido carbénico. La separacién y deteccion de estos
intermediarios es importante para seleccionar consorcios bacterianos apropiados para aplicar en un proceso de biorreme-
diacion. En este trabajo se desarroll6 un método isocratico de cromatografia liquida de alta performance (HPLC) usando
un agente de par idnico y fase reversa para separar atrazina de algunos de sus metabolitos en un medio de cultivo sintético.
Este método resultéo adecuado para detectar los intermediarios de la degradacién producidos por consorcios bacterianos
autdctonos seleccionados. También se utilizé para determinar si un consorcio bacteriano activo podia degradar la atrazina
adsorbida sobre carbén activado.

Palabras clave: Atrazina, metabolitos, HPLC, biodegradacion, aguas superficiales.

Abstract

Atrazine is an herbicide used to control annual weeds and perennial grasses. Due to the toxicity of atrazine and its me-
tabolites, this herbicide is banned in the European Union. In Uruguay atrazine is the second most frequently imported
herbicide. It has been detected in surface water courses, particularly those that provide water for potabilization plants.
The main mechanism for atrazine removal in neutral pH environments is the bacterial degradation. The microorganisms
can degrade atrazine giving intermediates that vary in persistence and toxicity, or mineralize it giving ammonia and car-
bon dioxide. The separation and detection of atrazine intermediates of biological degradation is important to know the
potential of bacterial consortia to be applied in bioremediation processes. In this paper we developed an isocratic method
of high performance liquid chromatography (HPLC) by ion-pair reversed phase to separate atrazine and metabolites in
a synthetic culture medium. This method was useful to detect intermediates of atrazine degradation produced by selected
native bacterial consortia. In addition, the method was employed to assess if atrazine adsorbed on activated carbon could
be degraded by an active degrading consortium.

Keywords: Atrazine, metabolites, HPLC, biodegradation, surface water.

IntrOdUCCIon para controlar el trébol blanco y otras malezas que han desarrollado
resistencia al glifosato.

La atrazina, 1-cloro-3-etilamino-5-isopropilamino-2,4,6-triazina, La atrazina ocasiona trastornos del sistema enddcrino (Salaberria
se utiliza para el control de malezas anuales y gramineas perennes. Es et al., 2009) y puede afectar los sistemas nervioso (Rodriguez et al.,
un herbicida que ha sido prohibido en la Unién Europea desde 2006, 2005) y reproductor (Cooper et al., 2000).
pero en Uruguay es el segundo en importancia con una tendencia al Recientemente ha causado alarma publica en Uruguay la presencia
incremento de las importaciones en los ultimos afios (MGAP, 2011). de atrazina en cursos de agua superficiales, especialmente en algunos
Se utiliza especialmente en cultivos de soja, mezclado con glifosato, que se usan como fuente de agua para las plantas potabilizadoras (El
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Pais Digital, 2010). El incremento del uso de agroquimicos y de la
superficie cultivable ha desencadenado este problema ambiental que
en las plantas potabilizadoras se resuelve adsorbiendo la atrazina, y los
otros potenciales contaminantes, con carbon activado.

El principal mecanismo de eliminacion de la atrazina de
ambientes con pH neutro es la degradacion bacteriana. Hasta hace
30 afios se habia observado que la atrazina era degradada lentamente
por monooxigenasas inespecificas que no sostenian el crecimiento
microbiano y daban lugar a un variado espectro de intermediarios
metabdlicos. Entre estos productos se observaron los intermediarios
desalquilados de la hidroxiatrazina, la desetilhidroxiatrazina y la
desisopropilhidroxiatrazina (Erickson y Lee, 1989). Posteriormente se
han encontrado bacterias, solas o en consorcios, capaces de degradar
completamente la atrazina por una via hidrolitica que comienza con la
declorinacion y produccion de hidroxiatrazina (reaccion que también
puede ser abiotica); esta via también tiene como intermediario
importante al acido cianurico (Udikovi¢-Koli¢ et al., 2012). Esta
evolucion de la capacidad metabdlica bacteriana es prometedora para
aplicar en procesos de biorremediacion de atrazina, ya que transcurre
rapidamente y mineraliza completamente el herbicida. Para explorar
esta capacidad metabolica en microorganismos autdctonos es necesario
contar con métodos analiticos apropiados para caracterizar el proceso
y los intermediarios de degradacién en condiciones de laboratorio,
en las cuales las concentraciones utilizadas son muy superiores a las
permitidas por las autoridades sanitarias.

EIHPLC hasido lametodologia més utilizada para la determinacion
de atrazina y sus metabolitos de degradacion microbiana en medios de
cultivo relativamente sencillos (Mandelbaum et al., 1993; Radosevich
et al, 1995; Lin et al., 2008) y en muestras ambientales que
representan matrices mas complejas como aguas superficiales y suelo
(Vermulen et al., 1982; Karlaganis et al., 1991; Steinheimer, 1993).
La cromatografia gaseosa acoplada a espectrometria de masas (GC/
MS), mas sensible para la determinacion de atrazina y sus metabolitos
(Patnaik, 1997), tiene la desventaja de que requiere derivatizar los
compuestos para el analisis. En la metodologia de HPLC se han
estudiado diferentes condiciones de trabajo, tales como cromatografia
en fase ligada con columnas amino (Dufek et al., 1980) o ciano
(Smolkova y Pacakova, 1978), asi como también en fase reversa con
columna C8 (Vermulen et al., 1982; Mandelbaum et al., 1993) o C18,
esta tltima la mas utilizada. La mayoria de estas variantes se aplico
para la determinacion de atrazina, pero no para sus metabolitos.

Beilstein et al. (1981) han estudiado por HPLC en fase reversa
con columna C18 la separacion de 17 triazinas, entre ellas la atrazina
y los metabolitos, incluyendo al 4cido cianurico. Si bien estos autores
pudieron determinar la totalidad de los compuestos, la separacion
no fue buena. Desde entonces no se han reportado otros estudios

de separacion de todos los metabolitos junto a la atrazina. El acido
cianirico es un compuesto hidrofilico muy polar que eluye en el
frente de corrida en los sistemas adecuados para separar los demas
metabolitos en fase reversa. Otros estudios han hecho énfasis en la
determinacion del acido ciantrico en aguas de piscina (Downes et al.,
1982; Hou y Ding, 2011) o en leche en polvo (Hou y Ding, 2011)
por HPLC en fase reversa con columna C18 o en medio de cultivo
utilizando HPLC en columna de intercambio iénico de fase ligada
con aminas (Jesee et al., 1981). Segun este autor, a pH proximo a
la neutralidad el acido ciantirico se encuentra en su forma enol, por
lo que en solucion con un compuesto idnico de carga positiva se
podria formar un par iénico entre ambos compuestos. Debido a esto,
Hou y Ding (2011) plantearon la determinacion del acido cianurico
mediante una cromatografia de par i6nico con el agregado de bromuro
de tetrabutilamonio (TBAB) a la fase moévil, utilizando condiciones
de fase reversa con una columna C18. Los autores lograron asi la
determinacion del acido ciandrico con un limite de deteccion de 0,3
ppm y una buena separacion del frente de la corrida.

El objetivo de este trabajo es optimizar un método isocratico de
HPLC que permita la determinaciéon de atrazina, hidroxiatrazina,
desetilhidroxiatrazina, desisopropilhidroxiatrazina y acido cianurico
en las concentraciones utilizadas en enriquecimientos bacterianos
obtenidos en diferentes condiciones de cultivo.

Materiales y Métodos

Optimizacion de la determinacion de atrazina
y metabolitos por HPLC

Los estandares de atrazina, hidroxiatrazina, desetilhidroxiatrazina,
desisopropilhidroxiatrazina y acido ciantrico (Tabla 1) calidad ppa
(puro para analisis) fueron adquiridos en Sigma-Aldrich. Se prepararon
soluciones patrén de 100 mg/l en medio acuoso para acido ciantrico,
en metanol para atrazina y en acetonitrilo para los demas compuestos.
Se utilizaron solventes calidad HPLC y agua calidad milli-Q. El
hidroxido de tetrabutilamonio (TBAOH) fue utilizado como reactivo
de par i6nico (12,5% en metanol, Sigma Aldrich).

R

B
)9

-

M

R2 R3

Compuesto Abreviatura R1 R2 R3
Atrazina AT cloro etilamino isopropilamino
Hidroxiatrazina HA hidroxilo etilamino isopropilamino
Desetilhidroxiatrazina DEHA hidroxilo amino isopropilamino
Desisopropilhidroxiatrazina DIHA hidroxilo etilamino amino
Acido Ciantrico AC hidroxilo hidroxilo hidroxilo

Tabla 1. Nombres, abreviaturas y estructuras de los metabolitos analizados.
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En la optimizacién del método analitico se utilizaron estandares
de atrazina (11 mg/l) y de sus metabolitos (2 mg/1 de cada uno) en fase
acuosa y en medio de cultivo MDA previamente esterilizado.

La determinacién de atrazina y sus metabolitos se realizd
con un HPLC marca Shimadzu, con bomba LC-10AD operada
en modo isocratico, volumen de inyeccion de 20 pl y un detector
espectrofotémetrico (modelo UV SPD-10, Shimadzu) con ldmpara
de deuterio a la longitud de onda de 220 nm. Las condiciones
cromatograficas seleccionadas fueron: una columna C8 Lichrospher
select B marca Lichrocart de 250x4,0 mm, tamafio de poro de 60 A
y tamafio de particula de 5 pum, fase mévil de acetonitrilo/TBAOH
3 mM en buffer fosfato 0,01 M, pH 7 y con el gradiente de flujo (F)
programado que sigue: de 0 a 8 min, F = 0,5 ml/min; de 8 a 10 min
aumento progresivo hasta F = 1,5 ml/min; de 10 a 18 min se mantuvo
este flujo; de 18 a 20 min aumento progresivo hasta F = 2,0 ml/min;
de 20 a 40 min se mantuvo este flujo. El limite de deteccion para la
atrazina y para sus metabolitos fue de 0,5 mg/l.

Medio de cultivo MDA

El pH de este medio de cultivo se ajustaa 7,2 y su composicion es:
K,HPO, 18 mM, KH,PO, 6 mM, trazas de minerales 5 ml/l (Touzel
y Albagnac, 1983) y atrazina comercial (90% pureza, Novazina
90GD) 25 mg/l. Después de esterilizar en autoclave a 121 °C por
15 min, se agregaron los siguientes componentes esterilizados por
filtracion: solucion de vitaminas (Touzel y Albagnac, 1983) 0,9 ml/l,
CaCl, 0,5 mM y MgSO, 1 mM. La mezcla de fuentes de carbono y
energia también se esterilizo por filtracion y se agregd al medio base
autoclavado: acetato de sodio 0,7 mM, acido succinico 0,7 mM y
citrato de sodio 0,7 mM. En este medio de cultivo la tnica fuente
de nitrégeno es atrazina a una concentracion cercana a su maxima
solubilidad en agua. En los enriquecimientos suplementados con una
fuente de nitrogeno adicional se agregdé KNO, (22 mg/1 de nitrato).

Determinacion de atrazina y metabolitos en
enriquecimientos bacterianos en medio acuoso

Se estudid la presencia de intermediarios de la degradacion
microbiana de atrazina en medio MDA en enriquecimientos incubados
en condiciones similares a las de los sistemas ambientales donde estos
consorcios podrian ser aplicados. Sélo algunas bacterias son capaces
de degradar atrazina en presencia de fuentes alternativas de nitrogeno
como nitrato, frecuentemente encontrado en aguas superficiales y
subterraneas. Por otra parte, las temperaturas proximas a 20 °C son las
mas cercanas a las ambientales de una planta de potabilizacion.

Se prepararon enriquecimientos inoculados con aguas de rios de
la cuenca lechera de Uruguay. En la primavera de 2011 se tomaron
muestras de las aguas que ingresaban a las plantas potabilizadoras de
Aguas Corrientes (rio Santa Lucia en Canelones) y Dolores (rio San
Salvador en Soriano). Se incubd el agua extraida suplementada con 25
mg/l de atrazina comercial en viales aerobios en dos temperaturas (20
y 30 °C), en ausencia y en presencia de nitrato. Después de observar
turbidez debida al crecimiento se subcultivd en medio MDA con
atrazina y se incubd en las mismas condiciones. Se seleccionaron
los enriquecimientos que degradaban atrazina (Pinelli et al., 2012).
Se analizd el sobrenadante obtenido después de centrifugar 10.000 g
con la metodologia optimizada en este trabajo para determinar si se
acumulaban intermediarios de la degradacion.

Biodegradacion de atrazina adsorbida sobre
carbon activado

El ensayo se realiz6 en viales color &mbar de 300 ml con 60 ml
de medio MDA. Se prepar6 el medio MDA sin atrazina y con carbon

activado (Alpha W610) en polvo 1200 mg/I. Se esteriliz6 en autoclave
a 121 °C por 15 min, luego se agregd atrazina comercial a partir de
una soluciéon metanol-agua concentrada, previamente autoclavada,
para dar una concentracion final de 30 mg/l y una relacion carbon
activado:atrazina de 40:1.

El indculo que se empled consistio en el consorcio bacteriano
degradador de atrazina ACLD 25.2, obtenido previamente en el
laboratorio, el cual puede degradar 25 mg/1 del herbicida en 24 horas.
Brevemente, este consorcio se obtuvo a partir de lodo de la pileta de
decantacion de la planta potabilizadora de Aguas Corrientes, OSE,
luego de 15 subcultivos en medio MDA (Pinelli et al., 2012). Antes de
inocular se confirmé que el indculo degradara el 100% de la atrazina
soluble en medio MDA en un periodo de 24 hs.

Para extraer la atrazina adsorbida se filtrd el volumen total
(60 ml) de cada vial por un filtro de papel Whatman. Se conservd
el sobrenadante acuoso a -20 °C hasta su analisis. La extraccion
de atrazina adsorbida en el carbon se realizo tratando el carbon y
el filtro de papel en un matraz de 250 ml con 100 ml de metanol a
20 °C con agitacion orbital durante 48 hs. Se recupero el sobrenadante
alcohodlico por filtracion en filtro de poliamida y se congeld a -20 °C
hasta su analisis. Se cuantifico por HPLC la cantidad de atrazina en el
sobrenadante en metanol (adsorbida) y en el sobrenadante acuoso (no
adsorbida).

El ensayo se realizd en 20 viales que se procesaron a diferentes
tiempos para determinar la cantidad de atrazina y metabolitos,
tanto los adsorbidos al carbdon activado como los que quedaron en
el sobrenadante acuoso del medio de cultivo. Los viales con medio
MDA, carbén activado y atrazina se pre-incubaron en oscuridad
durante 4 dias a 30 °C, con agitacion, para asegurarse la adsorcion de
la atrazina sobre el carbon activado. Luego se inocularon 12 viales con
5% de indculo fresco del consorcio ACLD 25.2 que se mantuvieron
incubandose en las mismas condiciones. Adicionalmente, se incubaron
4 viales sin inocular (controles abidticos). Los restantes 4 viales
fueron procesados para cuantificar la atrazina del sobrenadante acuoso
y la adsorbida al momento de la inoculacion (tiempo 0). Los viales
inoculados se procesaron después de 4, 11 y 17 dias de inoculados y
los controles abidticos se analizaron a los 17 dias de incubados.

Resultados y Discusién

Optimizacion de la determinacion de atrazina
y metabolitos en matrices acuosas

En este trabajo se logré poner a punto un método isocratico
para separar algunos metabolitos de atrazina que, si bien demanda
mayores tiempos de corrida para la separacion, permite la utilizacion
de un equipo mas sencillo (con una sola bomba). Ademas, posibilita
el reciclado de la fase movil que disminuye la contaminacion y
el costo del analisis. El trabajo cubre un rango de metabolitos de
biodegradacion posibles mas acotado que el reportado en la literatura
(Udikovi¢-Koli¢ et al., 2012). Sin embargo, estos metabolitos han
sido encontrados como intermediarios de la degradaciéon en varios
microorganismos y no es posible conocer a priori cual via utilizard
un consorcio degradador determinado. Asimismo, otros metabolitos
reportados no difieren sustancialmente en su estructura quimica de los
ensayados, por lo cual seria posible integrar nuevos metabolitos a la
metodologia desarrollada.

El grado de similitud en las estructuras de los dos intermediarios
desalquilados, que solo difieren en un grupo metilo, fue el primer
problema en abordar dado que la separacion cromatografica en fase
reversa se basa en las diferencias de hidrofobicidad que presentan los
compuestos a separar. Se ensayaron variantes en la fase mévil con
dos solventes organicos y diferentes concentraciones. Se trabajé con
metanol y acetonitrilo (en adelante ACN) en dos concentraciones
para cada fase organica: 40% y 60% para metanol, 17% y 20% para
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ACN. Aunque las separaciones con todas las condiciones fueron
buenas, se selecciond la concentracion de 17% de ACN porque separ6
mejor los compuestos desalquilados. Se ensayaron dos flujos, 1 ml/
min y 0,5 ml/min, y se encontr6 que este Gltimo mejoraba mucho la
separacion de estos dos compuestos tan similares. Los tiempos de
retencion, expresados en minutos, fueron: 3,8 (AC), 6,0 (DIHA), 6,2
(DEHA), 16,8 (HA) y 70 para AT. La disminucion de la concentracion
de ACN mejoraria la separacion de los compuestos desalquilados
pero aumentaria ain mas el tiempo de retencion de la AT, debido a
la falta de fuerza del solvente para hacerla eluir de la columna. Con
estas condiciones se obtuvieron similares tiempos de retencion entre
AT y HA que los obtenidos por Vermulen et al. (1982) en condiciones
cromatograficas diferentes.

Para disminuir el tiempo de andlisis y mantener la separacion
de los metabolitos mas similares se trabajo con el gradiente de flujo
que se describe en la seccion Materiales y Métodos. En la Figura
la se muestra el cromatograma obtenido en estas condiciones que
permitieron reducir el tiempo de elucion de atrazina de 70 min a 37,6
min.

Para evitar la elucioén del AC con el frente de la corrida se ensayd
una cromatografia de par idnico modificada de Hou y Ding (2011). Se
utilizé hidroxido de tetrabutilamonio (TBAOH) como reactivo de par
idnico en concentracion de 3 mM en la fase movil ACN/buffer fosfato
0,01 M pH 7,00 (17:83). En la Figura 1b se muestra el cromatograma
obtenido del andlisis de la solucién acuosa de los estandares con
estas condiciones; se pudo observar que el AC tiene un tiempo de
retencion de 4,8 min, mientras que sin el TBAOH eluye a los 4,0 min.
En la Figura 1b también se puede ver que el TBAOH no tuvo efecto
apreciable sobre la elucion del resto de los compuestos. Con estas
condiciones se obtuvieron tiempos de retencion similares para el AC
que los obtenidos por Hou y Ding (2011).
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Figura 1. Cromatograma de separacion por HPLC con gradiente
de flujo de una mezcla de 2 mg/l en solucién acuosa de: AC (acido
cianurico), DIHA (desisopropilhidroxiatrazina), DEHA (desetilhidroxi-
atrazina), HA (hidroxiatrazina) y AT (atrazina), utilizando como fase
movil: (a) ACN/buffer fosfato 0.01 M pH 7 (17:83); (b) ACN/buffer
fosfato 0.01 M pH 7 (17:83), TBAOH 3 mM.

En la Figura 2 se observa el efecto de la matriz sobre la
determinacion de AC. El medio MDA contiene acidos que pueden
formar par iénico con el TBAOH y que podrian interferir con la
determinacion de AC. En esta figura se puede apreciar que el pico del
AC en MDA presenta un ensanchamiento en la base, que se podria
deber a la interferencia de alguno de los acidos presentes en el MDA.
El aumento relativo del area de AC en MDA respecto a la fase acuosa
fue del orden del 10%.
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Figura 2. Efecto de la matriz en la elucion del AC con fase mévil ACN/
buffer fosfato 0,01 M pH 7 (17:83), TBAOH 3 mM: (a) fase acuosa; (b)
medio MDA.

Aplicacion del método para la caracterizacion
de enriquecimientos degradadores de atrazina en
medio acuoso

Se realizd una caracterizacion metabdlica de enriquecimientos
degradadores de AT en MDA. En la Figura 3 se muestran los
analisis de los metabolitos acumulados luego de la incubacion
de cuatro enriquecimientos diferentes. Las diferencias fueron el
origen del inoculo (Aguas Corrientes o Dolores), las condiciones
de incubacién (temperatura y presencia o ausencia de nitrato) y el
numero de subcultivos sucesivos. En la Figura 3a se observa que en el
enriquecimiento con indculo de Aguas Corrientes, incubado a 30 °C con
nitrato, se acumula AC en el medio y se degrada la AT completamente.
Los restantes analisis corresponden a enriquecimientos realizados a
partir de aguas de Dolores. En las Figuras 3b y 3c se muestran los
metabolitos acumulados de dos subcultivos sucesivos, incubados a
30 °C y con nitrato. Se puede observar que en el enriquecimiento 9.2
(Figura 3c) posterior al enriquecimiento 9 (Figura 3b) la degradacion
de AT es menor y la acumulacion de HA mayor. Esta informacion
permite conocer cudles son los pasos de la via de degradacion que
son mas vulnerables en este enriquecimiento. Dado que se trata de
un conjunto de bacterias con diferentes capacidades metabolicas
que actian concertadamente, es necesario conocer cudles son los
microorganismos o actividades mas labiles en el consorcio y que por
tanto deben reforzarse para mantener la capacidad mineralizadora de
estas asociaciones de bacterias. En la Figura 3d se muestra que en el
enriquecimiento del mismo origen que los dos anteriores (Dolores)
pero incubado a 20 °C sin nitrato, la AT se degrada completamente
y se acumula AC. Este perfil es similar al de la Figura 3a, de origen
y condiciones de incubacion diferentes, lo que indica que estos
factores pueden ser utiles para seleccionar consorcios degradadores
con diferentes perfiles de intermediarios. Estos resultados sefialan
que el método optimizado en este trabajo permite distinguir el perfil
metabdlico de los consorcios bacterianos degradadores de atrazina en
enriquecimientos obtenidos en diferentes condiciones.
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Figura 3. Perfil de atrazina y metabolitos acumulados por diferentes enriquecimientos bacterianos analizados por HPLC: a) enriquecimiento
(subcultivo 7) proveniente de Aguas Corrientes incubado con nitrato a 30 °C; b) enriquecimiento (subcultivo 9) proveniente de Dolores incu-
bado con nitrato a 30 °C; c) idem a b) (subcultivo 9.2); d) enriquecimiento (subcultivo 12) proveniente de Dolores incubado sin nitrato a 20 °C.

Aplicacion del método para determinar la
biodegradacion de atrazina adsorbida sobre
carbon activado

La relacion 40:1 de C activado a atrazina permitid6 que el
herbicida se adsorbiera completamente. Durante la incubaciéon no
se observo atrazina en el sobrenadante acuoso de ningln vial, por
lo que el herbicida permanecié adsorbido al carbén en todos los
tratamientos y condiciones. Sin embargo, esta relacion C:atrazina no
permitié una buena recuperacion de la atrazina adsorbida mediante
su extraccion con metanol. En los controles abidticos a tiempo 0 y
después de 18 dias de incubacion se recuperd 30 y 32% de atrazina,
respectivamente (Tabla 2). A pesar de que la extraccion con metanol
ha sido ampliamente recomendada en la bibliografia (Ghosh y Philip,
2005; Aktas y Cecen, 2007), probablemente la alta relacion C:atrazina
disminuy6 los rendimientos. En un andlisis previo en nuestro
laboratorio en el que la relacion C:atrazina fue de 2:1, se recuper? el
100% de atrazina con el mismo procedimiento de extraccion. Se eligid
la relacion 40:1 porque es la que emplea OSE para adsorber atrazina
y otros compuestos que se encuentran en el agua bruta a la entrada de
las plantas de potabilizacion.

En la Tabla 2 se observa que en los viales inoculados con los
consorcios activos se recuperd la misma cantidad de atrazina que
en los controles abidticos. Aun después de 17 dias de incubacion, la
atrazina adsorbida no fue degradada por el consorcio bacteriano. Esto

Tiempo de incubacion (dias)
0 4 11 17
Control abié6tico 30+4 nd nd 32+1
Ensayo inoculado nd 38+3 32+1 303

Tabla 2. Porcentaje de recuperacion de atrazina adsorbida sobre car-
boén activado durante la incubacion en medio MDA inoculado con
el consorcio bacteriano ACLD25 y no inoculado (Control abiético).
Desviacion estandar de 4 replicados. En todos los casos la concen-
tracion de atrazina en el sobrenadante fue menor que el limite de
deteccion (0.5 mg/l). nd: no determinado.

podria explicarse porque el C activado en polvo se aglomera después
de la inoculacion y disminuye el area de contacto entre las bacterias
y los poros. Por otra parte, debido a que el tamafio de poro es del
orden de los nm, el acceso de las bacterias a esos poros es dificil y
solo si hay una desorcion paulatina y reversible los microorganismos
tendrian acceso a la atrazina. Se verificd que los consorcios inoculados
permanecian viables y activos a los 15 y 21 dias, ya que crecieron en
placas de TSA y degradaron el 100% de atrazina disuelta en medio
MDA sin C activado.

Se han utilizado filtros de C activado inoculados con bacterias
para la remocion de atrazina de aguas superficiales (Jones et al., 1998;
Zanini, 2010). Por otra parte, también se han utilizado microorganismos
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para regenerar el Carbén activado empleado como adsorbente. La
bioregeneracion de carbon activado es un proceso bioldgico econdomico
y potencialmente eficiente para recuperar la capacidad adsorbente del
carbono. Es un proceso amigable con el medio ambiente que utiliza
los microorganismos para degradar los compuestos adsorbidos. La
eficiencia de la bioregeneracion depende de parametros fisicoquimicos
que faciliten la desorcién y de la capacidad degradadora de los
microorganismos (Nath et al., 2011). El proceso es factible si hay un
gradiente de concentracion del compuesto adsorbido entre el carbon
y el sobrenadante o si los microorganismos degradadores producen
exoenzimas capaces de alcanzar el compuesto en los diminutos poros
del adsorbente (Aktas y Cecen, 2007). Por ello, esta biotecnologia
merece ser estudiada en mayor profundidad en condiciones similares a
las ambientales y manejando parametros fisicoquimicos que exploten
la actividad metabdlica de los microorganismos autdctonos.

Conclusiones

La modificaciéon de la composiciéon de la fase movil, con el
agregado de un agente de par i6nico, y el gradiente de flujo permitieron
optimizar un método isocratico para separar atrazina de algunos de sus
productos de degradacion microbiana en solucion acuosa y en medio
de cultivo.

Ademas, se pudo comprobar que el método resulta adecuado para
distinguir diferentes capacidades metabdlicas en enriquecimientos
microbianos de bacterias autdctonas de distinto origen e incubados en
diferentes condiciones.

La fuerte adsorcion de atrazina al carbon activado no permitié
determinar si un consorcio bacteriano eficiente en la degradacion de
atrazina soluble puede actuar sobre la atrazina adsorbida.
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Resumen

El consumo de harinas de grano entero esta condicionado por la pérdida de calidad nutricional, funcional y sensorial durante
su almacenamiento. En este estudio se evalué el efecto del proceso de extrusion en la degradacion lipidica de harina de varios
tipos de granos y derivados (soja, sorgo, avena, salvado y germen de trigo). Se realiz6 seguimiento de acidos grasos libres, hume-
dad, actividad de agua y del desarrollo del descriptor “rancio-oxidado” por olfatacién directa, en muestras de harina con y sin
extrusién almacenadas durante 60 dias en bolsa de polietileno de 30 micrones a 30-35 °C. También se estudié la aceptabilidad
de pan elaborado con 36% de incorporacion de una combinacion de harinas. Se realizaron medidas de color, materia grasa y ac-
tividad uredasica al inicio, medio y final del almacenamiento. Se ajustaron funciones de regresion de la diferencia “sin extrusién”
y “con extrusion”, para las medidas AGL, Aw, %H. Los resultados obtenidos indicaron que la extrusiéon disminuye significativa-
mente la degradacion lipidica de las harinas de sorgo, salvado, soja, avena; sin embargo, la harina de germen extrudida tuvo un
aumento de rancidez por oxidacién. La incorporacion de las harinas no extrudidas en la masa de pan disminuyé significativa-
mente la aceptabilidad y afect6 la textura y volumen del pan.

Palabras clave: Harinas compuestas, degradacion, rancidez, hidroélisis, oxidacién.

Abstract

Consumption of whole grain flour is determined by the loss of nutritional, functional and sensory quality during storage. This
study evaluates the effect of the extrusion process in the lipid degradation of flour of various types of cereal (soybean, sorghum,
oat bran and wheat germ). Free fatty acids, moisture, activity and the development of the “rancid-oxidized” descriptor were follo-
wed up by direct olfaction in flour samples with and without extrusion stored for 60 days in a polyethylene bag of 30 micron to
(30-35) °C. The acceptability of bread made with 36% incorporation of a combination of flours was also studied. Measurements
of color, fat and urease activity at the beginning, middle and end of storage were conducted. Regression functions were fitted
to the difference “without extrusion” and “extrusion” for measures of AGL, Aw, % H. The results showed that extrusion sig-
nificantly decreased lipid degradation of sorghum flour, bran, soybean, oat, however, the extruded germ meal had an increased
oxidative rancidity. Incorporating flours without extruded bread dough decreased significantly the acceptability and affect the
bread texture and volume.

Keywords: Multigrain flour, degradation, rancidity, hydrolysis, oxidation.

de enfermedades cardiacas y diabetes e incluso puede ayudar al manejo
del peso corporal y al retardo del proceso de envejecimiento (U.S.
Department Of Agriculture y U.S. Department of Health and Human

Introduccion

Las harinas de grano entero se caracterizan por su aporte de
fibra, vitaminas, minerales, antioxidantes y otros nutrientes que las
diferencian de las harinas refinadas. La Organizaciéon Mundial de la
Salud (Asamblea Mundial de la Salud, 2002) recomienda el aumento
del consumo de fibra mediante la ingesta de “grano entero” para la
prevencion de enfermedades cronicas no transmisibles. El consumo de
harinas de grano entero se ha relacionado con la reduccion del riesgo

Services, 2010). La Asociacion de Medicamentos y Alimentos de los
Estados Unidos (U.S Food and Drug Administration, 2003) afirma:
“Dietas ricas en alimentos de grano entero y otros alimentos de origen
vegetal, y que son bajas en grasa total, en grasa saturada y colesterol,
pueden reducir los riesgos de enfermedades cardiacas y ciertos tipos
de cancer”. El servicio del Departamento de Agricultura de Estados
Unidos (U.S. Department of Agriculture) en 2010 recomendaba que al
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menos el 50% del consumo de grano debe ser grano entero; a partir de
julio de 2014 la recomendacion aumentara al 100%.

La Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la
Agricultura (FAO) inici6 el “Programa de Harinas Compuestas” con
el objeto de buscar nuevas posibilidades para la utilizacion de materias
primas distintas y complementarias al trigo en la produccion de pan,
galletas, pastas y otros alimentos derivados de cereales. El término
“harinas compuestas” se usa para indicar la mezcla de harinas de
cereales y leguminosas, con aporte nutricional complementario. Estas
harinas compuestas se estan utilizando en diversas partes del mundo
con el objeto de remediar, en parte, las deficiencias de proteinas,
vitaminas y minerales de la dieta.

Su desarrollo comercial ha sido acotado por la vida til més corta
comparada con las harinas refinadas. El grano entero posee su contenido
natural de grasas, aceites y de enzimas lipoliticas que dificultan
su incorporacion en los alimentos. Tait et al. (1988) estudiaron la
disminucion de la calidad del pan debido al enranciamiento de las
harinas, resultados verificados por otros autores (Hansen y Rose,
1996; Pomeranz et al., 1992).

La degradacion lipidica es la principal causa de reduccion de
la funcionalidad, palatabilidad y propiedades nutricionales. Las
estrategias para estabilizar la harina de grano entero deberian estar
focalizadas en el control de la actividad de las enzimas lipoliticas
(Doblado et al., 2012). Vetrimani et al. (1990) sometieron el salvado a
175 °C durante 40 minutos, logrando un aumento de la vida util de 20
a 90 dias. Rose et al. (2008) estudiaron la efectividad del tratamiento
de calor, vapor y microondas en la disminucion de la actividad de la
lipasa, sin aumento de la oxidacion.

La extrusion fue clasificada como una tecnologia de coccion HTST
(alta temperatura, corto tiempo), que provoca cambios quimicos y
fisicos deseables en el alimento. La extrusion minimiza la degradacion
de los nutrientes por calor, mejora la digestibilidad por gelatinizacion
del almidon y desnaturalizacion de la proteina, comparada con los
procesos térmicos tradicionales. Es un proceso de alta productividad
con una significativa retencion de nutrientes. La extrusion destruye
o inactiva los componentes antinutricionales o toxicos (inhibidores
de tripsina, hematoglutininas, etcétera), enzimas indeseables como
la lipoxigenasa, peroxidasa y microorganismos y preserva las
propiedades nutricionales (Sosa Moguel et al., 2009; Athar et al, 2006;
Brennan et al., 2011; Killeit, 1994; Turgeon et al., 2011). El deterioro
de las harinas no solo afecta su aporte nutricional, sino también la
aceptabilidad sensorial del pan (Tait et al., 1988).

El objetivo de este trabajo es evaluar el efecto del proceso de
extrusion en la degradacion lipidica de harina de varios de tipos de
granos y derivados (soja, sorgo, avena, salvado y germen de trigo).

Materiales y Métodos

Analisis fisicoquimicos de las harinas

Granulometria, tamizado en equipo Retsch, con Tamices ASTM
#18, #60 y base, en amplitud 60 durante 10 minutos. Medida por
triplicado.

Proteinas, expresada en gramos de proteina en 100 g de harina
segun AACC 46-30, método de combustion en equipo Leco FP-528

Fibra total e insoluble, expresada en gramos de fibra en 100 g
de harina determinada por método gravimétrico enzimatico segun:
Official Methods of Analysis of AOAC International método 985.29.

Cenizas, segin ISO 2171.

Aw, medida en AQUALAB SERIES 3TE.

Humedad expresada en gramos de agua en 100 g de harina. En la
harina de soja se sigui6 el protocolo de analisis basado en AOCS Bc

2-49. En el resto de las harinas, la determinacion de humedad fue en
base a la técnica AACC 44-40.

Materia grasa (% MG), expresada en gramos de materia grasa
en 100 g de materia seca de la harina. En equipo Soxtec de Tecator,
solvente éter de petroleo ppa., se expresa en g/100 g de muestra de
harina, luego de determinar el tiempo 6ptimo de extraccion de materia
grasa para cada harina. En soja basado en AOCS Bc 3-49.

Acidos grasos libres (% AGL), expresados en gramos de oleico
en 100 g de materia grasa. Se determina por valoracion de los acidos
grasos libres con solucion de NaOH.

Color, fue determinado en colorimetro HUNTERLAB PLUS XE.
Las medidas de color fueron expresadas por los valores especiales
obtenidos por el sistema CIE- L* a * b*; el parametro L* describe
la luminosidad en una escala de 0 (negro) a 100 (blanco puro), el
parametro a* es matiz del color (+ rojo — verde), y el parametro b* es
matiz del color (+ amarillo — azul). Se determind el indice de blancura
(WI), acorde a Hsu et al. (2003).

WI = 100 - RAIZ ((100-L) * (100-L) + a*a + b*b)
Actividad ureasica en soja, segin AOCS Bc 9-58

Evaluacion sensorial del descriptor “rancio-
oxidado”

Un panel conformado por seis evaluadores seleccionados segun la
Norma IRAM 20005-1 evalué las muestras por discusion y consenso
en mesa redonda bajo la metodologia de Analisis Descriptivo
Cuantitativo (QDA). Los evaluadores fueron entrenados segiin las
normativas: AOCS. 1989 y FIL-IDF 99C. 1997

Las unidades experimentales se evaluaron por olfatacion directa.
Las muestras se presentaron en vasos descartables de poliestireno
con tapa codificadas con niimeros de tres digitos al azar. El descriptor
evaluado fue rancio-oxidado. Aproximadamente 30 g de cada harina
fueron servidos para cada evaluador. Se agité el vaso previo a
destaparlo y se realizaron aspiraciones cortas y profundas. Se evalud
en una escala lineal de 10 cm anclada en los extremos (0= nada de
intensidad de aroma rancio, 10= mucha intensidad de aroma rancio).

Para el entrenamiento en el descriptor critico rancio-oxidado
se empled una muestra de aceite enranciado segiin la norma AOCS
(1989), que estuvo disponible en las cuatro sesiones de evaluacion.
Se consensu6 como valor de referencia de entrenamiento por aroma la
muestra enranciada a 60 °C/14 dias como valor 6 en la escala sensorial
de 0 a10.

Proceso de elaboracion de las harinas

Las harinas fueron elaboradas en la planta semi-industrial del
Centro Cereales y Oleaginosas del Instituto Nacional de Tecnologia
Industrial (9 de Julio, Buenos Aires, Argentina). Las condiciones
optimas de procesamiento de cada tipo de harina se determinaron
antes de este ensayo.

Para las harinas no extrudidas se procedid a la clasificacion y
limpieza de los granos usando una zaranda de “clasificacion por
tamafio”, y luego se llevod a cabo la molienda de los mismos en un
molino de martillo. Alli se usaron mallas de diferente luz para la
obtencion de la granulometria de las distintas harinas (soja, avena o
sorgo). En el caso del salvado y germen de trigo se utilizaron tal como
estaban.

En el caso de las harinas extrudidas, los granos clasificados y
limpios fueron llevados hasta el tamafio de particula inferior a 4 mm
en un molino de martillo. Los granos molidos de avena, sorgo y soja,
el germen y el salvado sin moler fueron procesados en una extrusora
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de tornillo simple de tres secciones con las siguientes especificaciones:
longitud del barril, 200 mm; diametro del barril, 105 mm; velocidad de
tornillo de 60 rpm. La velocidad de alimentacion de la extrusora fue en
promedio 550 kg/h y el tiempo de residencia del producto fue de tres
segundos. La temperatura de extrusion fue puesta a punto para cada
tipo de grano en ensayos previos.

En el procesamiento de la soja y el germen la torta obtenida luego
de la extrusion se desgraso parcialmente mediante prensa-tornillo. En
la siguiente etapa se procedi6 al enfriado del producto mediante una
corriente de aire que es forzada a pasar a través de la columna de
secado. Este flujo de aire intercambia calor con el material molido,
logrando de esta manera el enfriamiento y secado de las harinas.
Finalmente se llevd a cabo la molienda final en molino de martillo
hasta la granulometria deseada para cada harina. Todos los productos
finales fueron envasados en bolsas de papel Kraft (doble lamina) con
lamina interna de polietileno.

Ensayos de almacenamiento de las harinas

Seguimiento de degradacién lipidica por hidrdélisis. Se
prepararon 10 muestras de 50 g en bolsas de polietileno de 30 micrones
de cadatipo deharina. Se almacenaron en cimaraacondicionadaa35°C,
65% HR, cada 10 dias se tomaron muestras y se congelaron a -18 °C
en envases con barrera de oxigeno y agua por un periodo no mayor a
10 dias previo al analisis. Se analizaron: acidos grasos libres, actividad
de agua y humedad. En los dias 0, 30 y 60 se realizaron duplicados de
los muestreos, en los demas dias el muestreo fue simple.

Se realizaron medidas de color y materia grasa. En la soja también
se midio actividad ureasica. Los analisis se realizaron en los dias cero
(DO0), treinta (D30) y sesenta (D60).

Seguimiento sensorial de degradacion lipidica por oxidacion.
Una vez elaboradas todas las muestras fueron almacenadas en
condicion de freezer a -18 °C. Las unidades experimentales fueron
ingresando de forma escalonada en la condicion de estudio, de
30£2 °C, de modo que coincidieran en una misma sesion de
evaluacion. La muestra “0” siempre fue mantenida en freezer. Los
tiempos de almacenamiento fueron 20, 40 y 60 dias. Cada unidad
experimental consistio en muestras de 200 g en bolsas de polietileno
de 30 micrones, para cada tipo de harina. Se almacenaron en camaras
acondicionadas a 30+2 °C.

Ensayo de panificacion

Pretratamiento de harinas compuestas. Se tamizan las harinas
de salvado, soja, avena, y sorgo sin extrusion, de manera de componer
la misma granulometria que la harina extrudida y posteriormente se
mezclan en diferentes proporciones logrando la siguiente composicion
centesimal: cenizas (4,4%), humedad (9,0%), fibra soluble (1,1%),
fibra insoluble (29,5%), materia grasa (5%), proteina (24,5%). Previo
a la elaboracion del pan, la harina compuesta se pre-hidratd. Las
harinas extrudidas se pre-hidrataron en relacion 1:1 (harina: agua) en
peso y las harinas no extrudidas se pre-hidrataron en relacion 1:0,6
(harina: agua) en peso.

Proceso de elaboracion de pan de molde. Se elabor6 pan con
harinas conservadas a temperatura de refrigeracion de 5 °C, durante
12 meses. Previo a la elaboracion del pan se realizaron medidas de
acidos grasos, humedad y acidez de las harinas. La formulacion del
pan fue la siguiente: harina refinada (960 g), harina compuesta (540 g),
agua de la prehidratacion de la harina compuesta, agua (576 g), sal
(22,5 g), aceite refinado de girasol con un 84,5% de 4cido oleico (45 g),
levadura deshidratada (21 g), aditivo mejorador de pan compuesto
por esteaoril lactilato de sodio, acido ascérbico, azodicarbonamida,
alfa amilasa fungal, pentosanas (12 g) y gluten vital (60 g). La harina
compuesta se pre-hidrat6 antes de mezclar con los ingredientes solidos
en laamasadora. La harina compuesta extrudida se prehidratd con 540 g

de agua. La harina compuesta no extrudida se prehidratd con 324 g
de agua.

Se elabor6é pan de molde segun el siguiente procedimiento: se
mezclaron los ingredientes secos menos la levadura en amasadora
HS-30, se agregaron el agua y el aceite, se amaso a velocidad lenta
durante 5 min y a velocidad rapida durante 2 min. Se incorporé la
levadura y se continudé amasando hasta que la masa quedara elastica.
Se dejo6 descansar 5 a 10 min, se armaron bollos de 198 g, se dejaron
descansar 15 min. Se arman y estiban en moldes con tapa de 60 mm
de alto, 65 mm de ancho, 155 mm de largo. Se fermentaron durante 60
min a 35 °C y 80% humedad. Se cocinaron a 200 °C durante 25 min,
se retiraron del horno y se desmoldaron inmediatamente. Se dejaron
enfriar 2 horas.

Medida del indice de absorcion de agua (IAA). La medida del
indice de absorcion en agua se realizé siguiendo el procedimiento
de Anderson et al. (1969). Se pesaron 2,5 g de muestra en tubos de
centrifuga de 50 mL y se le agregaron 30 mL de agua destilada, se
termostatizo en bafio de agua a 30 °C durante 30 min, agitandolos
cada 5 min en un vortex durante 15 segundos. Luego se centrifugd
a temperatura ambiente, a 5000 rpm por 30 min. Se separd el
sobrenadante y se peso el gel. El IAA se registro como el peso del gel
(g) /gramos de muestra. La medida se realiz6 por triplicado.

Medida del volumen del pan. La medida de volumen de pan se
realizé por método de desplazamiento de semillas de canola. Se llend
totalmente un recipiente plastico de 2,0 L, con semillas de canola, se
enrasé y se registrd el peso de las semillas. Se colocd el pan en el
recipiente, se completd con semillas y se volvid a enrasar. Se midi6 el
volumen de las semillas que quedaron en la probeta y se registrd ese
volumen como el volumen del pan. La medida se realizé por triplicado.

Ensayo de TPA en pan de molde. Ensayo TPA (Texture Analysis
Profile) con texturometro TA.XT2 usando un cilindro de 36 mm con
bordes redondeados, en las siguientes condiciones de medida: Test
speed: 1 mm/sec, 40 % deformacion en 2,43 + 0,02 cm (dos rodajas) y
5 segundos de relajacion. Se realizaron 6 repeticiones en cada ensayo.
Las muestras se cortaron en rebanadas de 2,5 cm de altura, la medida
se realizo en el centro de la rebanada.

Evaluacion sensorial del pan de molde. Las pruebas se llevaron
a cabo en una sala de analisis estandarizada (ISO 8589:2007). Los
consumidores (entre 40 y 50 por sesion) evaluaron la aceptabilidad de
una rodaja de pan de 1 cm, utilizando una escala hedoénica estructurada
de 9 puntos (1= Me disgusta muchisimo; 9= Me gusta muchisimo).
Los evaluadores evaluaron una condicion por vez en dias diferentes y
se utilizd agua sin gas como borrador.

Diseiio estadistico

Estudio de la estabilidad lipidica de las harinas. Se realizd
un disefio completamente aleatorizado (DCA) en siete momentos
de muestreo en el caso de las medidas de degradacion lipidica
por hidrdlisis y de cuatro momentos de muestreo en el caso de la
degradacion lipidica por oxidacion. Fueron realizadas dos repeticiones
reales en los dias 0, 30 y 60 en el seguimiento de degradacion lipidica.
Los factores de estudio son: “extrusiéon” con dos niveles (con y sin)
y factor “harinas” con cinco niveles (soja, sorgo, avena, germen de
trigo y salvado de trigo). Se ajustaron funciones de regresion segtn el
comportamiento de las variables medidas en el periodo considerado.

Ensayo de panificacion. Se realizd6 un disefio en bloques
completamente aleatorizado (DBCA) con un factor de estudio
“extrusion” con dos niveles (con y sin) y tres bloques. En cada bloque
se compara una elaboracion de pan con harinas con y sin extrusion. Se
estudiaron los resultados de las variables medidas por ANOVA y se
compararon por Tukey 5%.
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Resultados y Discusion

Analisis fisicoquimico de las harinas

EnlaTabla 1 se presentan los valores de caracterizacion nutricional
de las harinas de soja, sorgo, avena, germen y salvado de trigo y su

El tamafio de particula de las harinas extrudidas resultd ser
levemente mayor que las no extrudidas, como se detalla en la Tabla 2.

En la Tabla 3 se presentan los valores de color, MG y actividad
ureasica de las harinas con y sin extrusion. Se observé una disminucion
significativa del WI en las harinas de salvado y la soja con extrusién
respecto a las sin extrusion. En el caso del salvado se observo un
incremento del color rojo y en la soja aumenté el amarillo; ademas

granulometria. de la significativa disminucion del parametro L* en ambas harinas
extrudidas.
Muestra % % % % El valor de actividad ureésica de la soja extrudida cumple con la
Cenizas | Fibra total [ Proteina | Humedad normativa MERCOSUR para consumo humano; es 6,5 veces menor
Clzmmen 344 14,1 25,5 10,2 al de la harina no extrudida. Las harinas son parcialmente desgrasadas
Soja 58 27 416 3 durante el proceso de extrusion. La harina de sorgo extrudida presenta
Avena 232 213 159 112 un 51,5% menos de materia grasa, el salvado un 36,6%, el germen un
26,6%, la soja extrudida presenta solo un 5,7% menos de grasa. La
Salvado 5,19 34 16 7.9 7% ) P : e 8
materia grasa de la avena extrudida no presenta diferencia con la no
Sorgo 0,9 4,1 7,4 13,8 .
extrudida.

Tabla 1. Caracterizacion nutricional de las harinas de germen, soya,
avena y salvado extrudidas.

Tamiz 18 Tamiz 40 Tamiz 60 Tamiz 80 Base
(malla 1 mm) (malla 0,42 mm) (malla 0,25 mm) | (malla 0,177 mm)
SALVADO S/Extrusion 25,4% 70,7% 3,8%
C/Extrusion 50,4% 42,0% 7,6%
S/Extrusion 38,5% 57,5%
GERMEN C/Extrusion 38,0% 50,4% 11,6%
SOJA S/Extrusion 13,1% 84,3% 2,0%
C/Extrusiéon 44,0% 47,5% 8,5%
S/Extrusion 32,3% 52,6% 15,3%
AVENA C/Extrusion 0,0% 63,5% 36,5%
S/Extrusién 31,7% 60,6% 7,7%
SORGO —
C/Extrusién 0,05% 76,46% 26,49%
Tabla 2. Granulometria de las cinco harinas extrudidas.
L a b WI % Materia Grasa |Actividad ureasica
(Bs.) (Bs.)
Media P valor Media P valor Media P valor Media P valor Media P valor Media P valor
DMS DMS DMS DMS DMS DMS <
oc
SALVADO S/Extrusion 54,67a | 0,011 7,76 a 0,025 | 14,06a | 0313 | 5191a 0,01 333a 0,01 <
=
C/Extrusién 47466 | 453 | 6,78b 0,78 |1461a| 132 |4504b| 432 | 2116 | 0,57 =
S/Extrusion 62,03a | 0,107 6,06a | 0,0004 | 1692a | 0993 | 57.98a 0,26 9,05 a 0,002 E
GERMEN C/Extrusién 60,43a | 2,14 | 3.820b 056 |1692a| 2,03 |5680a]| 254 | 668b | 095 =
SOJA S/Extrusion 7295b | 0,017 3,14a 0,072 | 21,19b | 0,0015 | 65,72a | 0,0023 | 11,11a | 0,0003 | 1,82b | <0,0001 :
C/Extrusion 73,26 a 1,31 1,57 a 1,79 23,62 a 0,87 62,87 b 1,15 10,47 b 0,16 0,27 a 0,48 "G
S/Extrusién 738a | 0,101 | 346a | 0852 |13,12a| 0,054 [6667a| 009 | 505a | 096 9
AVENA C/Extrusion 70,4 a 4,38 339a 1,07 1498 a 1,91 70,46 a 4,76 5,09 a 1,86 (@)
S/Extrusion 7743 a 0,71 2,00 a 0,027 | 1394a | 0,223 | 73,40a 0,53 1,73 a | <0,0001 5
SORGO .
C/Extrusion 77,82 a 2,67 1,52b 0,39 13,17 a 1,49 74,16 a 3,05 0,84 b 0,05 I'I|_J

Tabla 3. Valores de color, % materia grasa y actividad ureasica de las harinas con y sin extrusion. Letras iguales entre valores para un mismo
tipo de harina indican que no existen diferencias significativas entre los procesos, segun Tukey al 5%.
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Seguimiento de degradacion lipidica por hidrolisis

En la Tabla 4 se presentan los valores promedios de AGL, Aw y %H de las harinas con y sin extrusion.

EXTRUDIDO NO EXTRUDIDO
DIAS TRAT % AGL AW HUMEDAD % AGL AW HUMEDAD
0 SALVADO 1,49 0,520 8,1 28,67 0,700 14,0
10 SALVADO 16,20 0,569 8,4 36,39 0,686 12,9
20 SALVADO 14,50 0,566 8.8 33,33 0,660 12,1
30 SALVADO 13,85 0,590 8,4 36,85 0,600 12,1
40 SALVADO 12,40 0,526 9,1 37,20 0,636 11,8
50 SALVADO 14,80 0,540 9 48,10 0,588 11,4
60 SALVADO 14,85 0,537 8,9 55,35 0,500 10,1
0 GERMEN 6,48 0,640 10,5 14,16 0,700 2,9
10 GERMEN 5,75 0,625 9,5 25,94 0,685 12,5
20 GERMEN 6,23 0,613 9,5 30,26 0,662 12,1
30 GERMEN 6,25 0,618 9 32,20 0,700 11,8
40 GERMEN 6,60 0,596 9,5 36,90 0,636 11,5
50 GERMEN 7,70 0,592 9,3 37,70 0,596 10,6
60 GERMEN 7,85 0,550 83 40,95 0,600 10,1
0 SOJA 1,47 0,519 8,1 4,39 0,600 10,1
10 SOJA 1,43 0,578 9,1 5,54 0,626 9,7
20 SOJA 1,72 0,551 8.8 6,93 0,630 10,1
30 SOJA 1,20 0,570 8.8 8,55 0,600 10,3
40 SOJA 1,40 0,533 8,7 8,40 0,622 10,1
50 SOJA 1,40 0,550 8.8 10,60 0,617 10,1
60 SOJA 1,55 0,561 8.8 11,85 0,600 9,5
0 AVENA 5,69 0,634 11,2 3891 0,600 11,0
10 AVENA 5,06 0,623 11,1 49,22 0,585 10,6
20 AVENA 5,74 0,606 10,9 58,71 0,561 10,9
30 AVENA 4,10 0,605 10,3 61,60 0,600 10,9
40 AVENA 4,00 0,559 11 66,20 0,550 11,0
50 AVENA 5,30 0,542 10,6 68,50 0,522 10,3
60 AVENA 5,30 0,503 10,1 70,65 0,500 10,2
0 SORGO 23,09 0,725 13,8 31,50 0,700 13,8
10 SORGO 23,27 0,672 13,2 33,60 0,666 13,1
20 SORGO 19,31 0,609 12,6 45,98 0,618 12,5
30 SORGO 17,45 0,637 12,7 52,90 0,600 12,6
40 SORGO 16,00 0,596 12,9 59,70 0,562 12,6
50 SORGO 20,20 0,534 12,1 55,40 0,561 11,8
60 SORGO 21,55 0,500 11,2 60,50 0,500 11,5

Tabla 4. Valores de acidos grasos calculados en base seca (AGL BS), actividad de agua (AW), humedad, durante el almacenamiento a 35 +
2 °C en las harinas. Los dias 0, 30 y 60 los valores corresponden al promedio de dos repeticiones reales.
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El efecto del proceso de extrusion en las variables AGL, Aw y % humedad durante el periodo de almacenamiento se determiné mediante el
ajuste de regresion lineal simple de la diferencia entre los valores de la harina sin extrudir y de la harina extrudida. En la Tabla 5 se observan
los resultados del ajuste.
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AGL (g acidos libres / g sélidos secos)
B, B,

Media LI, LS., Media LI, LS., P valor
Avena 37,81 32,56 43,07 0,52 0,38 0,66 0,0001
Germen 12,14 7,51 16,77 0,39 0,26 0,51 0,0001
Salvado 20,59 13,11 28,08 0,24 0,14 0,45 0,05
Soja 2,98 2,31 3,65 0,12 0,10 0,14 0,0001
Sorgo 11,84 3,01 20,66 0,54 0,30 0,78 0,0008

Aw
Avena -0,04 -0,06 -0,03 0,00041 0,00008 0,0007 0,02
Germen 0,06 0,05 0,07 -0,00067 -0,0003 -0,003 0,0017
Salvado 0,18 -0,005 -0,002 -0,0034 -0,005 -0,002 0,0004
Soja 0,09 0,07 0,11 -0,0008 -0,0001 -0,001 0,02
Sorgo -0,02 -0,05 0,001 0,0005 -0,00009 0,001 -
Humedad (g agua/ g sélido hiimedo)

Avena -0,16 -0,72 +0,40 0,01 -0,01 0,02 -
Germen -3,13 1,53 +1,28 0,11 -0,01 0,23
Salvado 5,59 5,05 6,13 -0,07 -0,09 -0,06 0,0001
Soja 1,70 1,18 2,23 -0,01 -0,03 0,001 0,07
Sorgo -0,13 -0,51 +0,25 0,003 -0,01 0,01 -

Tabla 5. Resultados del ajuste de la diferencia de cada variable entre las harinas sin extrudir y extrudida por regresion lineal simple, y = B0
+ B1x. Siendo “y” el valor de la diferencia y “x” el tiempo en dias del ensayo. Se informa el valor medio del coeficiente de regresion (Coef.

Reg.), el limite inferior (Ll,) y el limite superior (LS

) del intervalo de confianza calculado con un 95% de confianza. El p-valor indica la

probabilidad de que el coeficiente de regresion (1) no sea significativamente distinto de cero.

La diferencia en el contenido de acidos grasos libres presentd
una ordenada en el origen y un coeficiente de regresion positivo y
significativo para todas las harinas evaluadas. La diferencia entre las
harinas aumenta durante el almacenamiento. La coordenada en el
origen de la avena fue significativamente mayor respecto a las otras
harinas. Le siguen de mayor a menor los valores de ordenadas en el
origen del salvado, germen, sorgo y soja. Los valores de pendientes del
sorgo, avena, salvado y germen no presentan diferencia significativa
entre ellos y son significativamente mayores a la pendiente de la soja.

El ajuste por regresion lineal de la diferencia entre harina con y
sin extrusion de las variables Aw y % humedad si bien en algunas
harinas fue significativo, en todos los casos los valores de ordenada
en el origen y coeficientes de regresion fueron muy cercanos a cero
e indicando una diferencia muy pequeia entre las harinas durante el
almacenamiento.

Seguimiento de degradacion lipidica por
oxidacion

A continuacion se expresan en graficos los valores medios del
descriptor “rancio-oxidado” de cada harina con y sin extrusion. Los
valores se ajustaron por regresiones logisticas para variables continuas
con todos los datos del panel. El analisis de varianza de la regresion
ajustada resulto significativo para todas las harinas con y sin extrusion
(al 5% de nivel de significacion). El modelo del ajuste logistico
aplicado se presenta a continuacion:

C

VAT B G- D)

Donde x es el tiempo, y la intensidad de aroma rancio y A, B,
C y M son los parametros de la regresion logistica. Las regresiones
ajustadas con sus promedios se presentan en los Graficos 1 a 5.
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Grafico 1. Regresion logistica avena.
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Grafico 2. Regresion logistica germen. Grafico 3. Regresion logistica sorgo.
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Grafico 4. Regresion logistica salvado. Grafico 5. Regresion logistica soja.

En la harina de avena y en el salvado el tratamiento de extrusion tiene un efecto positivo a fin de evitar el enranciamiento sensorial. La
harina de avena no extrudida en el tiempo 0 ya presenta una intensidad apreciable de aroma rancio, lo que posiblemente se deba a que el
freezado de las muestras atenud pero no logré inhibir completamente el enranciamiento enzimatico que se da naturalmente en la avena.

En el caso del sorgo y la soja el tratamiento de extrusion no presenta diferencias con el tratamiento de molienda tradicional.

En el caso del germen el tratamiento de extrusion tuvo un efecto favorecedor del enranciamiento, probablemente dado por las condiciones
del proceso de produccion de la harina hayan favorecido la activacion de las reacciones del enranciamiento no enzimatico oxidativo. A pesar
de no haber encontrado reportes de seguimiento de degradacion lipidica por oxidacion del germen debido al proceso de extrusion, los autores
Manuel Gomez, Jesus Gonzéalez y Bonastre Oliete (2012) han logrado resultados positivos en la incorporacion del germen de trigo con
extrusion en productos panificados. Sera necesario continuar estudios en la seleccion de las condiciones operativas durante la elaboracion del
germen de trigo.

Ensayo de panificacion

Ha sido extensamente reportado el aumento de la absorcion de agua de harinas procesadas por extrusion (Karkle, 2012; Brennan, 2011).
En la Tabla 6 se incluyen los valores medios y la minima diferencia significativa de cada harina. Ensayos previos de panificacion indicaron la
necesidad de pre-hidratar las harinas antes de usarlas para la elaboracion del pan. En el caso de la harina compuesta extrudida se pre-hidrato
1:1. Debido a que la harina compuesta no extrudida absorbe un 40% menos de agua, se pre-hidrataron en una relacion 1:0.6.
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indice de absorcién de agua
(gramos agua / gramos harina)
Harinas con Harinas sin P valor
extrusion extrusion DMS
0,0001
Avena 528a 2,84b ’
0,70
0,02
Salvado 5,56a 5,17b
0,33
0,0001
Soja 5,10a 3,70 b
0,17
0,0001
Sorgo 4,40 a 231b
0,46
i 0,0001
Harina 6.06 407 )
Compuesta 0,24

Tabla 6. Valor medio, Pvalor y DMS del indice de absorcion de las
harinas con y sin extrusion. Letras iguales entre valores para un
mismo tipo de harina indican que no existen diferencias significativas
entre la harina extrudida y no extrudida, segin Tukey al 5%.

Los resultados en las harinas sin extrusion de acidos grasos
expresados en g de oleico/g materia grasa (34,6 en sorgo; 45,1 en
avena; 5,2 en soja; 33,6 en salvado) y de humedad expresados en g de
agua/100 g harina (14,0 en sorgo; 11,6 en avena; 10,6 en soja; 14,0
en salvado), previos a la elaboracion del pan, fueron similares a los
medidos en el dia cero del estudio de estabilidad. Sin embargo, el pan
elaborado con un 36% de incorporacion de la harina compuesta sin
extrusion se vio severamente afectado. Se observo una significativa
disminucion del volumen, aumento de la dureza, pérdida de
elasticidad, aumento de cohesividad y masticabilidad. En la Tabla 7
se presentan los resultados.

Medidas fisicas en pan de molde
Pan elaborado con | Pan elaborado con P - valor
harinas sin harinas con DMS
extrusion extrusion
0,001
Volumen 431b 545a
18
0,001
Dureza 1016 a 551b
64
- 0,001
Elasticidad 0,94 a 0,76 b
0,02
0,001
Cohesividad 0,69 a 0,50 b
0,01
0,006
Masticabilidad 4697 a 4192 b ?
359

Tabla 7. Medidas fisicas de pan de molde elaborado con harinas
con/sin extrusion. Letras iguales entre valores para un mismo tipo
de harina indican que no existen diferencias significativas entre la
harina extrudida y no extrudida, segun Tukey al 5%.

El pan elaborado con la harina compuesta sin extrusiéon no fue
aceptable por parte de los consumidores, quienes lo describieron como
seco y con sabor extrafio. Los panes elaborados agregando las harinas
con extrusion fueron muy bien aceptados por los consumidores.

. - p-valor
Tratamiento Aceptabilidad DMS
Con extrusion 6,2 <0,0001
Sin extrusion 4,7° 1,54

Tabla 8. Medida de aceptabilidad sensorial por consumidores de la
rodaja de pan elaborado con harinas compuestas con/sin extrusion.
Letras distintas dentro de una misma columna indican diferencia
significativa en la aceptabilidad (p>0,05).

Conclusion

El proceso de extrusion disminuye significativamente la velocidad
de deterioro de la materia grasa en las harinas de salvado, avena,
sorgo y soja. En la harina de germen las condiciones de extrusion
ensayadas provocaron un aumento del enranciamiento, limitando su
incorporacion en alimentos.

El pan de molde con un 36% de incorporacion de harina compuesta
extrudida fue sensorialmente aceptable. La incorporacion de las
harinas sin extrusion dio lugar a un pan sensorialmente no aceptable,
con impacto negativo en la textura y el volumen.
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Efecto de la incorporacion de transglutaminasa
microbiana en las propiedades sensoriales

de hamburguesas de desmenuzado de merluza
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Influence of microbiological transglutaminase on the sensory
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Resumen

Se elaboraron hamburguesas de pescado a partir de desmenuzado de merluza (Merluccius hubbsi) con la incorporacion de
transglutaminasa microbiana, con la finalidad de mejorar sus propiedades sensoriales y elaborar un producto pesquero que
fomente el consumo de pescado en Uruguay. Se evalud desde el punto de vista sensorial y de textura instrumental el efecto del
agregado de la enzima en la formulacion de las hamburguesas. Se elaboraron tres tipos de hamburguesas: sin enzima y con incor-
poracion de 0,5% y 1,0% de enzima transglutaminasa, respectivamente. Para la evaluacion sensorial se analizaron las muestras
con un panel de seis jueces entrenados y para la determinacion de los parametros de textura instrumental se utilizé un analizador
de textura TA.XT2i. Los resultados de ambos estudios indicaron que el agregado de enzima mejoré sustancialmente la aparien-
cia, la textura y el sabor del producto. Se obtuvo un producto pesquero innovador, con caracteristicas que pueden resultar muy
atractivas para el consumidor uruguayo.

Palabras clave: Hamburguesas, merluza desmenuzada, transglutaminasa, evaluacion sensorial.

Abstract

Burgers of minced hake (Merluccius hubbsi) were prepared with the addition of microbial transglutaminase, in order to improve
sensorial properties and hence to develop a fishery product that encourage the consumption of fish in Uruguay. The effect of the
enzyme was evaluated by sensory and instrumental analysis. Three types of hamburgers were prepared: two with transglutami-
nase (0,5% and 1,0%) and a control sample without enzyme. A panel of six trained sensory assessors identified the most relevant
descriptors and provided the corresponding ratings on an individual basis. Instrumental texture measurements were performed
with a texture analyzer TA.XT2i. The obtained results suggest that the addition of microbial transglutaminase substantially im-
proved the appearance, texture and flavor of the product. An innovating fishing product was obtained with features that can be
very attractive to Uruguayan consumers.

Keywords: Burgers, minced hake, transglutaminase, sensorial evaluation.

Introduccion

La venta de pescado anual en Uruguay se puede estimar en
1.904.900 kg. En Montevideo, el consumo por habitante tuvo un
incremento de 9,1 kg en 1997 a 12,6 kg en 2007 (Lopez, 2007).
Comparativamente, Espafia tiene un consumo de 39 kg y Japén alcanza
98 kg por habitante por aflo. La principal forma de presentacion
de los productos es el filete, y es la forma de comercializacion de
aproximadamente el 75% del pescado en las ferias. Segun los propios
vendedores, la venta de pescado entero ha decaido, suplantado por los
filetes, una alternativa mas cémoda para el consumidor uruguayo. No
se evidencia un aumento en la cantidad de pescado consumida en los
ultimos afios, aunque recientemente el consumo de pescado azul ha
ido en aumento por las indicaciones médicas de las bondades de los
acidos grasos omega 3 (Lopez, 2007).

La merluza (Merluccius hubbsi) es una de las principales especies
vendidas en nuestro pais. Presentada en lomos, su comercializacion
en los diferentes puntos de venta varia segun la disponibilidad.
Otra forma en la que se la encuentra en el mercado nacional es el
desmenuzado (o “minced”, como se conoce en la industria), una
masa compacta rectangular de 7,5 kg de pescado picado, congelada
en armario de placas multiples. Se obtiene principalmente luego de
realizado el fileteado y se utiliza la porcion que se encuentra adosada a
la columna vertebral, recortes y tamaiios de filetes de talla inadecuados
para otros fines que se colocan en la maquina extractora de pulpa.
De este modo se recupera pulpa para consumo humano directo, dado
que generalmente en las plantas pesqueras esta porcion se envia para
hacer harina de pescado para consumo animal. Otra posibilidad es que
el desmenuzado se obtenga luego de realizado el corte espalmado o
mariposa a la merluza y ulteriormente procesado en la despulpadora.
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Debido al bajo consumo de pescado en Uruguay (Mazza Pérez,
2000) se considero el desarrollo de una hamburguesa de desmenuzado
de merluza como una forma mas atractiva y econémica de consumir
pescado, y se optd por el estudio de la aplicacion de la enzima
transglutaminasa para mejorar sus propiedades sensoriales.

La transglutaminasa (TG) se encuentra en los tejidos animales y
vegetales y en los fluidos corporales de los seres vivos. Al principio
se conocia solamente la enzima de origen animal, pero la cantidad
que se extraia era escasa, de mediana calidad y requeria de calcio
como cofactor. En 1994 se descubri6 la especie de microorganismo
mas eficiente en la produccion de esta enzima, Streptoverticillium
mobaraense, con actividad independiente del calcio (Sakamoto et al.,
1994). La TG es una enzima capaz de unir proteinas entre un grupo
g-amino de un residuo de lisina y un grupo carboxiamida de un residuo
de glutamina, mediante un enlace covalente. Por ende, se genera un
enlace inter o intramolecular muy resistente a la protedlisis. La TG
microbiana se utiliza en diversos productos alimenticios tales como
carne de bovino y de ave, productos panificados, quesos, etcétera
(Aguilar-Zarate, 2012; Marquez et al., 2006; Steffolani, 2012).

El empleo de transglutaminasa mejora la formacion de geles
de pescado. La TG ha sido empleada para obtener surimi de jurel
(Trachurus murphyi) y abadejo de Alaska (Theragra chalcogramma)
(Asagami et al., 1995; Dondero et al., 2002; Gilleland et al., 1997).
Asagami et al. (1995) adicionaron TG en el surimi congelado de
diferentes especies demostrando que los efectos de la TG no solo
dependian de la especie de la que se extrae el musculo, sino también
de otros factores, como por ejemplo su frescura.

El objetivo de este trabajo fue estudiar la influencia de la
incorporacion de transglutaminasa microbiana en la textura y el sabor
de hamburguesas de desmenuzado de merluza.

Materiales y Métodos

Se utilizd como materia prima desmenuzado de merluza (Fripur
S.A)) y transglutaminasa microbiana (Eresur S.A./Ajinomoto).
Se elaboraron tres embutidos de 500 g cada uno, a los que se les
incorpor¢ distintas concentraciones de TG (0,5% de enzima, 1,0% de
enzima, segun recomendacion del proveedor, y un blanco sin enzima).
Para preparar cada uno de los embutidos se pesaron 500 g de merluza
desmenuzada, se colocaron en un recipiente de acero inoxidable y se
le agrego6 la cantidad de enzima especificada, previamente pesada y
mezclada con agua en una relacion 1:6. La temperatura de trabajo
fue de 20 + 2 °C. Las preparaciones se realizaron por triplicado. Las
formulaciones se observan en la Tabla 1.

Sin enzima 0,5% de enzima 1,0% de enzima
Pescado 500 g 500 g 500 g
Enzima Og 25¢g S5g
Agua Og 15mL 30 mL

Tabla 1. Formulaciones de cada tipo de hamburguesa.

La preparacion de TG declarada por el proveedor estd compuesta
por: cloruro de sodio, gelatina, fosfato trisédico, maltodextrina,
transglutaminasa y aceite de cartamo. El pH de la preparacion es 11.

Luego se mezcld el pescado y el preparado de enzima durante
cuatro minutos para homogenizar bien la muestra. Pasado ese tiempo
se coloco sobre un film adherente de PVC y se le dio la forma de un
embutido de 5,4 cm de didmetro y 21 cm de largo. Para que su forma
quedara homogénea se pasé por un anillo de acero inoxidable de 5,4
cm de didmetro, y de esta manera se asegurd la homogeneidad en la
forma de las hamburguesas, facilitando asi una coccion pareja.

Las distintas muestras se almacenaron por separado en envases
plasticos y en heladera a 4 °C durante 20 horas. Posteriormente se
cortaron los embutidos, obteniendo hamburguesas de 1 cm de espesor.

Para la coccién de las muestras se utilizd un horno eléctrico
(Punktal, modelo PK-120A) previamente calentado. La temperatura
de coccidn utilizada fue de 240 °C y se cocind cada hamburguesa
durante 7 minutos y medio de cada lado. Debajo de cada unidad se
colocaron cinco gotas de aceite de girasol.

Evaluacion sensorial

La evaluacion sensorial fue llevada a cabo por seis integrantes del
panel de jueces de Facultad de Quimica, seleccionados y entrenados
segiin normativa ISO 8586-1 (1993) y con un minimo de 200 horas
de experiencia en pruebas discriminativas y descriptivas de distintos
tipos de alimentos.

Para generar los descriptores se cocinaron tres hamburguesas de
cada tipo y se les presentaron juntas a los jueces. Primero, los jueces
debieron generar los descriptores de manera individual y luego, en
una discusion abierta con el lider de panel, se definieron por consenso
los descriptores definitivos y su forma de evaluacion. Los descriptores
seleccionados fueron: forma, aspecto, color, dureza (fuerza requerida
para comprimir una sustancia con los dientes molares o con la lengua
y el paladar), humedad bucal, masticabilidad (nimero de veces que
hay que masticar el alimento para poder tragarlo), sabor salado e
intensidad total de sabor.

Para su evaluacion las muestras fueron presentadas a los jueces
en orden balanceado y codificadas con tres nimeros al azar, junto
con la boleta de evaluacion correspondiente. Se utilizd agua sin gas
como borrador. Los jueces evaluaron la intensidad de los descriptores
seleccionados con una escala no estructurada de 10 cm. Los extremos
de las escalas asignados a cada descriptor se observan en la Tabla
2. Las evaluaciones se realizaron por duplicado en un laboratorio
de evaluacion sensorial que fue disefiado segun la norma ISO 8589
(1988).

Sobre los datos obtenidos se realizd un andlisis de varianza
(ANOVA) utilizando “juez”, “repeticion”, “muestra” y sus
interacciones como factores de variacion. Las diferencias significativas
entre los promedios se determinaron por medio de la prueba de Fisher
(p <0.05).

Analisis instrumental de textura

La textura instrumental se evalu6 utilizando un analizador de
textura TA.XT2i (Stable Micro Systems, UK) (Figura 1).
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Figura 1. Andlisis instrumental de textura con TA.XT2i

Se realizaron ensayos de TPA (Analisis de Perfil de Textura),
ejerciendo una doble compresion sobre las muestras con una sonda
cilindrica de 35 mm de diametro. Los parametros seleccionados para
el andlisis fueron: velocidad de ensayo: 1 mm/s, deformacion de la
muestra 40%, tiempo entre dos compresiones 5 s, célula de carga de
25 kg (Bourne, 2002). Se registro fuerza ejercida para comprimir la
muestra vs. tiempo mediante el software Texture Expert (Version 1.0,
Stable Micro Systems Ltd.). De las curvas de fuerza en funcion del
tiempo se calcularon los siguientes parametros para caracterizar la
textura de las hamburguesas (Bourne, 2002; Kilcast, 2004):

Dureza: pico maximo de fuerza durante la primera compresion.

Elasticidad: relacion entre el tiempo en el que se alcanza la fuerza
maxima en la segunda y en la primera compresion.

Cohesividad: cociente entre las areas bajo la curva de la segunda
y primera compresion.

Masticabilidad: producto de la dureza, cohesividad y elasticidad.

Analisis estadistico

Sobre los datos obtenidos se realizd un andlisis de varianza
(ANOVA), utilizando “muestra” como factor de variacién. Las
diferencias significativas entre los promedios se determinaron por
medio de la prueba de Fisher (p < 0.05).

Resultados

En las Figuras 2, 3 y 4 se observan las muestras de hamburguesas
sin coccion utilizadas para el estudio.

Figura 2. Hamburguesas sin enzima.

Figura 3. Hamburguesas con 0,5%
de enzima.

Figura 4. Hamburguesas con 1%
de enzima.

Al retirar las muestras del envoltorio plastico se observd un
remanente de liquido en los envases, abundante para la muestra que
no contiene enzima, menor para la muestra con 0,5% de enzima y nulo
para la de 1,0% de enzima. Como se puede observar en las Figuras
2, 3 y 4, las hamburguesas que no tenian enzima en su formulacién
se desgranaron parcialmente al corte; las hamburguesas con 0,5% de
enzima en su formulacion no se desgranaron pero tampoco quedaron
muy compactas mientras que las hamburguesas con 1% de enzima
quedaron compactas y firmes al corte.

Los resultados de la evaluacion sensorial y del analisis de perfil de
textura (TPA) se muestran en las Tablas 2 y 3.
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Atributos Hamburguesa Hamburguesa Hamburguesa
sensoriales sin enzima con 0,5% de TG con 1% de TG
Forma (desunifor- 708 5.1 b 18¢€
me-uniforme)
Aspecto (liso- 762 50b 15¢
granulado)
Color (homogéneo- 598 6.12 12 b
heterogéneo)
Dureza (poco- 562 29b 1.0°€
mucho)
Masticabilidad 738 53 b 22°©
(poco-mucho)
Humedad bucal 212 42 b 72°¢
(seco-hiimedo)
Sabor salado 082 36 b 58°¢
(nada-mucho)
Intensidad de sabor 122 43 b 69°¢
(poco-mucho)

Tabla 2. Resultados de la evaluacion sensorial.
Letras distintas dentro de una misma fila
significativa segun prueba de Fisher (p < 0.05).

indican diferencia

Parametro de Hamburguesa Hamburguesa Hamburguesa
textura sin enzima con 0,5% de TG con 1% de TG
Dureza 68,32 5220 47,7°¢

Elasticidad 0,89 &b 0,892 0,910

Cohesividad 0,632 0,67° 0,632

Masticabilidad 3848 31,0° 273°

Tabla 3. Parametros de textura.
Letras distintas dentro de una misma fila
significativa segun prueba de Fisher (p < 0.05).

indican diferencia

La mayor parte de los atributos sensoriales y los parametros
de textura se modificaron en forma significativa (p<0.05) por la
incorporacion de la TG.

El agregado de TG disminuyé en forma significativa la
desuniformidad de la forma, la granulosidad del aspecto, la dureza y
la masticabilidad, y aument6 en forma significativa la humedad bucal,
el sabor salado y la intensidad del sabor. El tinico atributo que no se
modifico en forma significativa con el agregado de 0,5% de TG fue
la heterogeneidad del color; para lograr que fuera mas homogéneo se
necesito un 1,0% de TG.

De los parametros de textura, solo la dureza y la masticabilidad
disminuyeron en forma significativa al agregar 0,5%y 1,0% de TG. La
elasticidad y la cohesividad de las muestras con 1,0% de TG no mostrd
diferencias respecto a la muestra sin TG.

Discusion

Laformulacion de hamburguesas con transglutaminasa ha mostrado
un efecto positivo desde el punto de vista sensorial. Visualmente, la
hamburguesa con TG se presenta como mas homogénea y compacta,
con un aspecto mas liso y un color mas homogéneo, lo que resulta mas
atractivo para el consumo. En efecto, la transglutaminasa microbiana
presenta caracteristicas de adhesividad de las proteinas componentes

de las particulas musculares de la merluza, que hacen y posibilitan
la homogeneidad y cohesion de dichas estructuras, las cuales
normalmente, por tratarse de fibras musculares cortas, se disgregan.

La dureza y la masticabilidad medidas con el analizador de textura
disminuyeron con el agregado de TG, coincidiendo con los resultados
de la evaluacion sensorial. Esto es muy importante para el paladar
del consumidor. En ambos analisis se demostré que el agregado de
enzima, en cualquiera de sus dos concentraciones, provoca que sea
menor la fuerza necesaria para comprimir la muestra entre los dientes
y poder masticarla.

Otro atributo de textura apreciado por los consumidores es
la humedad bucal, la cual se observa que se incrementa en gran
medida con el agregado de enzima, que aumenta la retencion de
agua. La gelificacion de las proteinas se facilita debido a la funcion
de la transglutaminasa de unir proteinas a través de enlaces inter o
intramoleculares, por lo que la capacidad de retencion de agua se
ve favorecida. La capacidad de retencion de agua de la enzima se
evidencid también al abrir los envases plasticos de las muestras, y se
observo que las hamburguesas con 1,0% de TG no presentaban liquido
remanente.

Estos resultados coinciden con los encontrados por diversos
autores que han estudiado el empleo de TG en preparaciones de surimi
de varias especies de pescado, que indicaron una mejora en la fuerza
del gel (Jiang et al., 2000; Lee et al., 1997; Ramirez et al., 2000; Tsai
et al., 1996).

Respecto alos atributos de sabor, existié una diferencia significativa
en el sabor salado de las tres muestras y la mas salada fue la muestra
con mayor concentracion de enzima, dado que su formulacion incluye
cloruro de sodio y fosfato trisodico. De forma similar ocurrié con el
atributo intensidad de sabor: la muestra con mayor concentracion de
enzima present6 mayor intensidad de sabor debido a los componentes
que la acompafian.

Conclusiones

El agregado de transglutaminasa al desmenuzado de merluza
para la obtencién de hamburguesas se presenta como una posibilidad
innovadora y préactica. Genera productos con mejor forma, aspecto y
color, menos duros, gomosos y masticables, mas humedos y con sabor
mas intenso, lo cual los hace atractivos para el publico de Uruguay,
poco consumidor de productos pesqueros.

El desmenuzado de merluza en la actualidad se vende como
commodity. Si se logra introducir en el mercado uruguayo las
hamburguesas que se desarrollaron en el marco de este trabajo, se
aumentaria su valor agregado al ocupar mano de obra nacional.

Esta investigacion busca contribuir a profundizar el conocimiento
de la utilizacién de transglutaminasa de origen microbiano en una
especie de pescado uruguaya. A su vez, se plantea la realizacion
de ensayos similares a los aqui presentados en otras especies de
pescado, incluyendo aquellas no explotadas como congrio (Conger
orbignyanus), sargo (Diplodus argenteus) y pez sable (Trichiurus
lepturus), entre otras.
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Resumen

La hidrolisis de las proteinas de cebada en péptidos y aminoacidos es uno de los procesos mas importantes en la germinacion de
la cebada. La degradacién de las proteinas de reserva del endosperma promueven tanto el aumento de la concentracion de ni-
trégeno aminico como la modificacion del endosperma, facilitando la movilidad del agua y, por ende, de las enzimas. La actividad
proteolitica es el resultado de actividades conjuntas de exo- y endo-peptidasas. Las proteinas de cebada son solubilizadas ini-
cialmente por las endo-peptidasas y luego por las exo-peptidasas. Se han descrito cuatro tipos de endo-peptidasas: serin, cistein,
aspartic y metalo. El objetivo del trabajo consistio en la puesta a punto de un método enzimatico para determinar la actividad
endo-proteolitica de estas cuatro enzimas, utilizando un método rapido, colorimétrico, con dos sustratos diferentes: azo-gelatina
y azo-caseina. Se optimizaron las condiciones de ensayo: pH, tiempo y temperatura de reaccion. El sustrato azo-gelatina presenté
varias dificultades para estandarizar un método colorimétrico que sea reproducible. En cambio, el sustrato azo-caseina fue muy
consistente y permitié realizar las curvas de estandarizacién para las cuatro enzimas. Luego el método se aplico exitosamente
para la determinacion de la actividad endo-proteolitica en cebada, malta y mosto cervecero.

Palabras clave: Endo-peptidasas, malta, proteolisis.

Abstract

Hydrolysis of barley proteins into peptides and amino acids is one of the most important processes during barley germination.
The degradation of the endosperm stored proteins facilitates water and enzyme movements, enhances modification, liberates
starch granules and increases soluble amino nitrogen. Protease activity is the result of the activities of a mixture of exo- and
endo-proteases. The barley proteins are initially solubilized by endo-proteases and the further by exo-proteases. Four classes of
endo-proteases have been described: serine-proteases, cysteine-proteases, aspartic-proteases and metallo-proteases. The objec-
tive of this work was to develop a rapid and colorimetric enzymatic assay to determine the endo-proteolytic activity of the four
endo-protease classes using two different substrates: azo-gelatin and azo-casein. Optimum conditions for the assays such as: pH,
reaction time and temperature and absorbance scale were determined. Azo-gelatin presented several difficulties in standardizing
an “in solution” assay. On the other hand, azo-casein allowed standardization of the assay for the four enzyme classes to produce
consistent results. The endo-proteoteolytic method developed was applied to determine the endo-protease activity in barley, malt
and wort.

Keywords: Endoproteases, malt, proteolysis.

(Briggs, 1998). Si esta hidrolisis ocurre en una baja tasa, habra
insuficientes compuestos nitrogenados de bajo peso molecular en el
mosto para una 6ptima nutricion de la levadura. Por el contrario, una
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La cebada es uno de los cultivos de mayor difusion en el mundo
y la cebada malteada (malta) utilizada como materia prima en las
cervecerias y destilerias es el producto de mayor valor agregado. A
medida que los procesos en las cervecerias se vuelven automaticos,
se hace preciso conocer el comportamiento esperado de cada variedad
de cebada previo a su procesamiento en la industria. En la actualidad,
nuevas variedades de malta deben alcanzar las especificaciones de
calidad requeridas por el mercado regional e internacional. Es por esto
que son necesarios nuevos métodos analiticos que permitan determinar
caracteristicas del perfil de calidad de una malta.

Las endopeptidasas son las enzimas responsables de la hidrdlisis
de las proteinas de reserva, en péptidos y aminoacidos, durante
el proceso de malteo en la malteria y el macerado en la cerveceria

hidrolisis excesiva deja al mosto sin las proteinas necesarias para la
formacion de la espuma y el cuerpo de la cerveza (Jones, 2008).

La actividad proteolitica es el resultado de un complejo mix de
actividades de exo- y endopeptidasas. Las proteinas de cebada son
inicialmente solubilizadas por las endopeptidasas y luego por las
exopeptidasas. La mayoria de las proteasas actuan en el interior
de la cadena peptidica (endopeptidasas) o en su extremo terminal
(exopeptidasas) (Palma et al., 2002).

Las endopeptidasas son clasificadas de acuerdo al mecanismo
catalitico, el cual implica la especificidad del sitio activo de la
enzima. Es importante mencionar que el término endopeptidasas es
igual a endoproteinasas. En la cebada se han descrito cuatro tipos de
endoproteasas: serin-proteinasas (EC 3.4.21), cistein-proteinasas (EC
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3.4.22), aspartic-proteinasas (EC 3.4.23) y metalo-proteinasas (EC
3.4.24) (Palma et al., 2002).

El grupo de proteasas de cebada que ha sido mas estudiado son
las cistein endopeptidasas. El mecanismo catalitico de estas enzimas
incluye un grupo cistein en el sitio activo. Su rol principal es la
movilizacion de las proteinas durante la germinacion. La familia de
la papaina es la mas investigada. Estas enzimas se sintetizan como
zimogenos, por lo cual que requieren un agente reductor para activarse
(Koehler y Ho, 1990).

Las serin endoproteasas son proteasas neutras que tienen en
el sitio activo el aminoacido serina. En la cebada, la mayoria de la
actividad serin-peptidasas se encuentra en las raices y tallos, con algo
de actividad en el endosperma del grano (Zhang y Jones, 1995b). La
enzima tripsina pertenece a la familia de las serin peptidasas.

Aspartic endopeptidasas presentan preferencias por los enlaces
peptidicos que se encuentran rodeados con residuos aminoacidicos
hidrofébicos, por lo cual son activas a pH acidos. Si bien en la cebada
esta clase de enzima es abundante, se le ha prestado poca atencion y
todavia se sabe poco de su funcion bioldgica (Jones, 2005a).

Las metalo proteasas son el grupo menos conocido dentro de las
endopeptidasas de cebada. La mayoria de estas enzimas contienen
zinc en su sitio activo, aunque cobalto y manganeso también pueden
estar presentes para activar la enzima. Las metalo proteasas han sido
detectadas en todos los tejidos del grano de cebada; la capa de aleurona
es la que presenta la mayor concentracion (Jones, 2005b).

Zhang y Jones (1995a, b) caracterizaron y clasificaron 42
actividades endopeptidasas diferentes en granos de cebada germinados
basandose en los valores del punto Isoeléctrico, en la movilidad
en geles de dos dimensiones y caracteristicas bioquimicas. Este
método permitid separar las 42 actividades en puntos individuales
de actividad, de los cuales 27 pertenecian al tipo cistein, siete al tipo
serin, cuatro al tipo metalo y cuatro al tipo aspartic. Este importante
numero de peptidasas, que incluyen algunas isoformas, no incluyen
a las exopeptidasas. El aporte relevante de la técnica de geles en dos
dimensiones es que dentro de cada tipo de proteasas los miembros
individuales presentaron un pH optimo similar, y entre los diferentes
tipos se encontraron diferencias. Los tipos cistein y aspartic mostraron
mayor actividad a valores de pH entre 4,8 y 4,5, mientras que los tipos
serin y metalo fueron activas a niveles de pH 6ptimo alrededor de 6,0
y 8,5, respectivamente (Zhang y Jones, 1995a).

Algunos estudios han identificado QTL (quantitative trait loci)
relacionados con la actividad proteasa y la calidad de malta, a pesar
de que los detalles sobre los procesos implicados todavia no son
claros (Kihara et al., 2006; Potokina et al., 2006). Las actividades
de las endopeptidasas en cebada y malta han sido determinadas
principalmente por dos tipos de metodologias: ensayos en solucion
y ensayos en geles de dos dimensiones. Estas metodologias han sido
aplicadas con varios tipos de sustratos y condiciones (pH, temperatura
de reaccion y tiempo de reaccion), por lo cual los resultados varian de
gran manera y son dificiles de comparar.

Jones et al. (1998) definieron un sistema para estudiar el mix de
actividades de las endopeptidasas de manera rapida, cuantitativa y
eficiente. El ensayo utiliza un sustrato proteico coloreado, azogelatina.
El principio basico del método es mezclar el sustrato proteico con
las endopeptidasas, remover fracciones a tiempos determinados y
precipitar el sustrato no hidrolizado con écido tricloroacético (TCA)
y luego medir la absorbancia a 440 nm. El estudio demostr6 que
varias endopeptidasas presentaron un comportamiento lineal por 30
min o menos. Si bien los cuatro tipos de endopeptidasas mencionadas
hidrolizan azogelatina, las endopeptidasas asparticas lo hacen a una
velocidad mas lenta.

El sustrato azogelatina tiene excelentes atributos: 1) Es una
proteina, lo cual permite tener una vision realista de como la enzima
actlia sobre un sustrato natural. 2) Es hidrolizada por todas las clases
de endoproteasas, aunque las asparticas son las que lo hidrolizan en
menor nivel. 3) Los productos de hidrolisis son coloreados y absorben
a 440 nm, eliminando el problema de interferencia con la absorcion
de los péptidos a 280 nm. 4) Es soluble para un rango de pH entre 3 y
10,5, en el cual se encuentran los pH 6ptimos de las cuatro clases de

endoproteasas. 6) Precipita frente al TCA, permitiendo de esta manera
cortar la reaccion.

Osman (2003) utilizé un sustrato preparado directamente de la
cebada, llamado fraccion proteica de cebada altamente degradable
(HDBPF — Highly Degradable Barley Protein Fraction) para medir
la actividad endopeptidasa de la malta. Jones (2005a) concluy6 que
las propiedades de HDBPF como sustrato no eran apropiadas para el
analisis de endopeptidasas, como si lo es azogelatina.

Yano et al. (2008) utilizaron caseina como sustrato e inhibidores
de las distintas clases de proteasas para determinar la actividad de las
endo proteasas de malta y cebada usada como adjunto cervecero.

Schmitt y Budde (2007) desarrollaron un método fluorogénico
para estimar la actividad de las endoproteasas de malta en grandes
sets de muestras, especialmente para poblaciones de mapeo de los
programas de mejoramiento genético. El pH del método se ajust6 de
manera de favorecer la actividad cistein y serin. El uso de sustrato
fluorogénico simplifica en gran medida el ensayo, lo que hace posible
analizar una mayor cantidad de muestras.

En muchos estudios investigadores han utilizado sustratos como
azocaseina, caseina y hemoglobina, que precipitan adecuadamente
en presencia de TCA y son utiles para cuantificar endopeptidasas
de malta. Sin embargo, estos sustratos son hidrolizados por algunas
proteasas y en diferente tasa de hidrolisis.

Debido a esto, el objetivo del trabajo consistid en la puesta a punto
de un método enzimatico para determinar la actividad endoproteolitica
de los cuatro tipos de endopeptidasas, aplicando un método rapido,
colorimétrico, con dos sustratos diferentes: azo-gelatina y azo-caseina.

Materiales y Métodos

Cebada y malta

Las muestras de cebada y malta utilizadas en el estudio fueron
proporcionadas por el laboratorio Barley Applied del Canadian
Grain Commission. Las variedades utilizadas fueron AC Metcalfe,
Harrington, AC Madi y MUSA 936.

Elaboracion de mosto cervecero

Se realizé un mosto cervecero siguiendo la norma EBC método
4.5.1.

Enzimas puras

Se utilizaron como estandar las enzimas: papaina de carica papaya
(Fluka -76218) EC 3.4.22.3; tripsina tipo III de pancreas bovino
(Sigma T-8253) EC 3.4.21.4; pepsina A de mucosa estomacal de
porcino (Sigma P-7000) EC 3.4.23.1, y proteasa tipo IX proveniente
de Bacillus polymyxa (Sigma P6141) EC.3.4.24. Todas las soluciones
estandar de las enzimas se prepararon disolviendo 1 mg de la enzima
pura en 1 ml de agua ultra pura. Los buffers de reaccion y dilucion
utilizados con las enzimas fueron: buffer acetato de amonio 0,1M a pH
4,8 y a pH 4,5; buffer citrato de sodio 0,1M a pH 6,0; buffer fosfato
de sodio 0,1M pH 7,0.

Ensayo con el sustrato azogelatina

El sustrato azogelatina se sintetiz6 siguiendo los pasos descritos
por Jones et al. (1998). Se preparoé una solucion del sustrato al 1% m/v
en buffer citrato de sodio a pH 6,0, el sustrato se termostatizo a 40 °C
previo a su uso. La solucion permanecid estable por varias semanas,
manteniéndose a 4 °C.

La extraccion enzimatica se realizé mezclando 0,38 g de harina
de malta en 1,5 mL de buffer citrato de sodio a pH 6,0, a 4 °C por 30
min. La preparacion fue luego centrifugada a 14000 rpm por 20 min.
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Se separ? el sobrenadante, el cual se utiliz6 para la reaccion inmediata
o se congeld a -20 °C para posterior analisis.

La reaccion enzimatica se llevo a cabo termostatizando por 10 min
a 40 °C 670 pl de extraccion enzimatica con 1670 pL de buffer citrato
de sodio a pH 6,0. La solucién de azogelatina termostatizada (2200
ul) se adiciond a la solucion enzimatica y se vortexed. Se removieron
alicuotas de 600 puL a tiempo 0 (blanco de reaccioén), y a los 10, 25,
45 y 60 min de reaccion. Las alicuotas removidas fueron dispensadas
a tubos que contenian 900 pL de 4cido tricloroacético (TCA) al 15%,
de manera de parar la reaccion. El tubo se vortexed y se incubd por 30
min en un bafio de hielo. Las muestras se centrifugaron a 11500 g por
8 min. Se determind la absorbancia del sobrenadante a 440 nm.

Ensayo con el sustrato azocaseina

El sustrato azocaseina fue provisto por Megazyme (S-AZCAS
12/2007). Se disolvié 1 g de sustrato en 2 mL de etanol. Luego se
adicionaron 48 mL de buffer citrato de sodio a pH 6,0. La solucién se
almacen6 y permaneci6 estable a 4 °C por varias semanas.

La extraccion enzimatica se realizé suspendiendo 1 g de malta o
cebada en 3,0 mL de buffer citrato de sodio a pH 6,0, por 15 min a
temperatura ambiente, vortexeando cada 5 min. Luego se centrifugd
por 15 min a 12000 g. Se separ6 el sobrenadante, el cual se utilizé para
la reaccion inmediata o se congeld a -20 °C para posterior analisis.

Lareaccion enzimatica se realizo termostatizando por 10 mina40°C
415 pL de extraccion enzimatica con 319 pL de buffer citrato de
sodio y 100 pL de L-Cisteina (Sigma C-7880) 10 mM. Se adicionaron
al tubo de reaccion 834 pL de azocaseina termostatizada al 2%. Se
vortexed y se dejé por 30 min a 40 °C. Se adicionaron 3,0 mL de TCA
al 5% y se vortexed vigorosamente por 5 seg. Los tubos de reaccion
permanecieron por 5 min a temperatura ambiente, se filtré con papel
de filtro Whatman N°1 y se midié absorbancia del filtrado a 440 nm
contra el blanco de reaccion.

El blanco de reaccion se prepar6 adicionando 3,0 mL de TCA a
un tubo con 100 pL de Cisteina y 319 pL de buffer citrato de sodio,
se vortexed y, por ultimo, se agregaron 415 pL de la extraccion
enzimatica.

Absorbancia 440nm
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Resultados

Actividad proteolitica utilizando azogelatina
como sustrato

La enzima pura papaina se utilizd para realizar la curva de
calibracion y ajustar las condiciones del ensayo. Los resultados
demostraron que la absorbancia a tiempo 0 (blanco de reaccion) fue
muy alta, con valores desde 0,332 a 0,386, lo cual sugiere una baja
estabilidad del sustrato a 40 °C. Las absorbancias obtenidas a los 10,
25, 45 y 60 min de reaccion se presentan en el Grafico 1. Debido a la
falta de linealidad encontrada entre la absorbancia y la concentracion
de la enzima en las condiciones utilizadas, se decidio estudiar el
comportamiento de la misma enzima a mds altas concentraciones.
Los resultados a altas concentraciones mostraron un comportamiento
lineal.

Para fijar las condiciones de extraccion se utilizaron dos maltas de
diferentes variedades y se midi6 la absorbancia a los 10, 25, 45 y 60
min de reaccion (Grafico 2). La extraccion de 15 min a temperatura
ambiente para las dos variedades fue la que presento resultados mas
consistentes.

La alta absorbancia de los blancos de reaccion con azogelatina
como sustrato se constatd como un inconveniente, por lo que se
realizaron varios ensayos de manera de reducir la absorbancia del
blanco de reaccion pero no se obtuvieron resultados exitosos.

De manera de probar la consistencia del método se ensayaron
10 muestras de malta de variedades diferentes y con distinto nivel
de calidad maltera. Los resultados se muestran en el Grafico 3, y se
puede observar la inconsistencia del método, ya que para algunas
maltas los valores de absorbancia a los 10 min de reaccion fueron
mayores que a los 25 min, y en otras muestras se observo lo opuesto.
También se esperaba que las variedades de menor calidad, basados
en el nivel de nitrogeno aminico libre (muestra cercanas a la nimero
1), presentaran menor actividad endoproteolitica que las variedades
con mayor calidad (muestras cercanas a la nimero 10) y esto tampoco
se pudo observar en los resultados.
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Grafico 1. Actividad endoproteasa de la enzima papaina a bajas concentraciones, medida a partir del
aumento de la absorbancia en un rango de tiempo de reaccion. La flecha indica uno de los casos
inesperados de baja absorbancia a 25 min de reaccion.
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Grafico 2. Actividad endoproteasa de malta variedad Harrington bajo diferentes condiciones
de extraccion, y medidas a través del aumento de la absorbancia en un rango de tiempo.
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Gréfico 3. Actividad endoproteasa de maltas con distinta calidad maltera utilizando el sustrato
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Actividad proteolitica utilizando azocaseina
como sustrato

Los resultados mostraron que utilizando el sustrato azocaseina se
pueden obtener diferencias en los niveles de absorbancia para cada
uno de los tipos de endoproteasas utilizadas como estandar (Tabla 1).
Estos resultados demuestran la habilidad del sustrato para detectar
diferentes clases de endoproteasas y como los cambios en el pH
afectan la actividad endoproteolitica.

gz:i(::lc;:nes/ Absorbancia 440nm - 10 min reaccién

Buffer extraccion pH7,0 | pH7,0 | pHS55 | pH6,0 | pH 6,0
Buffer dilucion pH7,0 | pH7,0 | pH7,0 | pH6,0 | pH 6,0
Volumen enzima 100puL | 200pL 100uL | 100uL | 100uL
Adicion cisteina - - - - 2mM
Proteasa 0,074 0,766 0,498 0,007 | 0,010
Papaina 0,067 0,073 0,024 0,050 | 2,672
Pepsina 0,010 0,000 0,000 0,102 | 0,099

Tabla 1. Absorbancia de las endoproteasas utilizando el sustrato
azocaseina bajo diferentes condiciones de ensayo.

Asi como se investigé el efecto del pH de los buffer utilizados
para la extraccion de las enzimas, también se estudié la relacion
entre la concentraciéon de malta y el valor de la absorbancia. Los
resultados muestran una excelente correlacion lineal positiva para las
concentraciones de malta estudiadas (Grafico 4), a pesar de que los
valores de absorbancia obtenidos no fueron muy elevados.

De manera de aumentar los valores de absorbancia de la malta
diferentes condiciones de reaccion fueron ensayadas (Tabla 2).
Los resultados demostraron que las absorbancias aumentaron
proporcionalmente con el aumento de las condiciones reductoras
(adicién de altas concentraciones de cisteina) para todas las
concentraciones de malta ensayadas. A su vez, mayores tiempos de
reaccion ocasionaron mayores valores de absorbancia, con o sin la

adicion de cisteina. Por lo tanto, se selecciond una combinacién de
adicion de cisteina y tiempos de reaccion, de manera de aumentar los
valores de absorbancia y que estos se encuentren dentro del rango
normal de absorbancia (desde 0,1 a 1,0).

Experimentos con diferentes tiempos de reaccion (20 min y 40
min) y una adicion de cisteina 25 mM fueron ensayados utilizando las
enzimas puras y extractos de malta con el fin de fijar las condiciones
optimas de reaccion.

A partir de los resultados obtenidos se decidi6 investigar el efecto
de disminuir la concentracion de cisteina adicionada y determinar
la actividad de las enzimas en una hora de reaccion. Los resultados
(Gréficos 5 y 6) demostraron que a pH 6,0 (el pH del mosto) y en
condiciones reductoras (con adicion de cisteina) la enzima que
exhibi6 la mejor performance fue la papaina. Esta enzima presentd
una relacion lineal positiva significativa con la absorbancia durante
una hora de reaccion, aunque algunos de los valores de absorbancia
se fueron de la escala normal (Grafico SA). La enzima proteasa (del
tipo metalo) también presentd una relacion lineal y positiva entre la
absorbancia y el tiempo de reaccion (Grafico 5B), sin embargo los
valores de absorbancia fueron menores en un rango mas pequefio.
La enzima pepsina, por su parte, no presentd un alto coeficiente
de determinacion (Grafico 5C), lo cual indica que las condiciones
de reaccion no son las optimas para determinar la actividad de las
proteasas de clase aspartic. Para determinar si el sustrato azocaseina
detectaba los cuatro tipos de endoproteasas se realizo una curva de
calibracion con la enzima tripsina (Grafico SD). Esta enzima presentd
una alta asociacion positiva entre la concentracion y los valores de
absorbancia, para valores de absorbancia mayores a 0,6.

Se midi¢ la actividad endoproteolitica utilizando las condiciones
descritas en el Grafico 6 para tres maltas de diferente perfil de calidad
maltera. Las medidas de absorbancia determinadas para un rango de
reaccion de una hora mostraron una relacion lineal positiva con un
alto valor de coeficiente de determinacion. El tiempo de reaccion se
fij6 en 30 min debido a que los valores de absorbancia obtenidos se
encuentran en el medio del rango de absorbancia deseado.

De acuerdo a todos los resultados obtenidos se determind
adecuado el uso de la papaina como enzima pura para estandarizar
el método y se construyd una curva de calibracion (Grafico 7). De la
curva de calibracion se extrajo la ecuacion de regresion para utilizar
en el calculo de las unidades.

mU/ensayo = [(Abs 440nm - Blanco reaccién)*143.1634] + 22.74447

mU/ensayo

* Volumen buffer de extrac. (mL)

Total mU =

Alicuota ensayada (mL)

Total mU

% 1

mU/g (base seca) =

Toma malta (g)

(100 - YoHumedad)*100

Condiciones Reaccién pH 6,0
Conc. Malta 0,02 (g/mL) 0,14 (g/mL) 0,16 (g/mL)
Tiempo Reac. 10 min 10 min 10 min 10 min 10 min 10 min 10 min 10 min 25 min 25 min
Adicion Cis. - 2mM - 2mM 8,3mM 25mM - 8,3mM - 8,3mM
Abs. 440 nm 0,011 0,017 0,063 0,099 0,116 0,138 0,072 0,127 0,151 0,260

Tabla 2. Absorbancia de las endoproteasas de malta con azocaseina como sustrato, bajo diferentes condiciones de ensayo.



REVISTA DEL LABORATORIO TECNOLOGICO DEL URUGUAY INNOTEC 20I3, 8 (44 - 5I) - ISSN 1688-369I - 49
A B
Papaina Proteasa
250 1 0.18 |
| % 0.14 1
= A ] E 012
§ 1,50 § 0,10 1
¥ 0,08 | =
3 10 y=0,0361% + 0,0789 2 006 et
= . R? = 0,96861 < go4d
0,50 1| 0.02 | Q——O—ﬁ——'ﬁ___o__o
a.00 1 = 0,00
o 10 0 ag a0 . &0 10 0 10 20 0 40 50 60 70
Tiempe de reaceién (min) Tiempo de reaccién (min)
C D
Pepsina Tripsina
0,16 - e &00 s
0,14 —t—————% 00
g ] 400
£ 010 y=0.0001x +0,1364 - y = 12881 - T12.51
3 0o R = 0,57857 E o R = 098717
§ 0,06 - 200
0,04
0,02 100 1
0,00 (1]
0 10 20 30 40 50 1] T 0,00 020 0,40 050 0,80 100
Tiempo de reaccion (min) BAbs 440

Gréfico 5. Absorbancia de las enzimas puras durante una hora de reaccion. A) Tipo cisteina; B) Tipo Metalo; C) Tipo aspartic; D) Tipo Serin.
Las condiciones de reaccion fueron: Volumen de enzima: A) 20 uL; B) y C) 100 uL; azocaseina al 2%, pH 6,0 y adicién de cisteina 10 mM. D)
Rango de concentracion de la enzima utilizando azocaseina al 2%, pH 6,0, adicion de cisteina 10 mM por 30 min de reaccion.
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Grafico 6. Absorbancia de las endoproteasas de tres variedades de malta con diferente perfil de
calidad. Las condiciones de reaccion fueron: concentraciéon malta 0,33 g/mL; azocaseina al 2%, pH
6,0, adicion de cisteina 10 mM durante una hora de reaccion.
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La reproducibilidad y repetibilidad de la cuantificacion de la actividad endoproteolitica de malta se defini6 utilizando una muestra de malta
analizada 10 veces (Tabla 3). El desvio estandar, los valores maximos y minimos, asi como los limites de control fueron determinados a partir

de los resultados.

Muestras de cebada fueron analizadas bajo la misma metodologia que la malta (no se muestran los resultados).
También se ensayo la actividad endoproteolitica del mosto cervecero y de esta manera se pudo determinar el alcance del método (Grafico 8).
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Gréfico 7. Curva de calibracion de la enzima papaina utilizada como  Grafico 8. Alicuotas de mosto removidas a diferentes tiempos durante
estandar. Las condiciones de reaccién fueron: 1mg/mL; azocaseina el mosto Congreso. Las condiciones de reaccion fueron: azocaseina
al 2%, pH 6,0, adicion de cisteina 10 mM durante 30 min de reaccion.

al 2%, pH 6,0, adicion de cisteina 10 mM durante 30 min de reaccion.

Tubo Submuestra | Submuestra Media Diferencia mU/g
1 2 (base seca)

1 0,579 0,587 0,583 0,521 687
2 0,590 0,598 0,594 0,532 701
3 0,576 0,587 0,582 0,520 721
4 0,576 0,585 0,581 0,519 709
5 0,579 0,594 0,587 0,525 718
6 0,589 0,587 0,588 0,526 724
7 0,590 0,605 0,598 0,536 717
8 0,581 0,580 0,581 0,519 737
9 0,600 0,592 0,596 0,534 723
10 0,606 0,619 0,613 0,551 707

- Variaciones entre extracciones Media 714

m Desv Std 14

(@)

= Min 686

|9 Méx 742

(o]

(1)

;‘ Variaciones dentro de extracciones Media 716

> Desv Std 8

c

= Min 700

E Max 733

-

>

2

>

Tabla 3. Test de reproducibilidad y repetibilidad con malta AC Metcalfe,
utilizando azocaseina como sustrato.



REVISTA DEL LABORATORIO TECNOLOGICO DEL URUGUAY

INNOTEC 20I3, 8 (44 - 5I) - ISSN 1688-369I - 51

Discusion

Los estudios de linealidad entre la actividad proteolitica de la
enzima papaina y el aumento de concentracion de la enzima (desde
262 miliU/mL hasta 1115 miliU/mL) utilizando el sustrato azogelatina
para los tiempos de reaccion estudiados mostraron una asociacion
lineal positiva. Estos resultados coinciden con los establecidos en
trabajos de Jones et al. (2000, 2002 y 2003) en los cuales indicaban que
para obtener una asociacion lineal positiva debia existir una relacion
enzima:sustrato mayor a 1:1. La mejor relacion que se determiné fue
1.32:1. Si bien se hicieron varios intentos por disminuir la absorbancia
del blanco de reaccion y establecer condiciones de reaccion que
permitieran obtener resultados consistentes y repetibles, esto no
se logro. Tampoco se pudieron obtener resultados de la actividad
endoproteolitica que reflejaran la calidad de las maltas analizadas. Por
lo cual se considera que el sustrato azogelatina no permite obtener
resultados consistentes de actividad endoproteolitica en muestras de
malta.

En cambio, con los resultados logrados utilizando el sustrato
azocaseina se obtuvieron blancos de reaccion con valores de
absorbancia bajos (0,074) en comparacion con los obtenidos con el
sustrato azogelatina. También el sustrato azocaseina permitié detectar
los cuatro tipos de endoproteasas que se encuentran en la cebada y
ajustar de esta manera una metodologia que haga posible la deteccion
de la actividad de una manera consistente y repetible.

Los estudios de las enzimas puras a distintos niveles de pH
permitieron demostrar que el tipo de endoproteasa que se encuentra
mas activo al pH del mosto cervecero (6,00) es el tipo cistein. Por esto
se decidio utilizar la enzima papaina como estandar y realizar la curva
de calibracion que posibilitd obtener la ecuacion para el calculo de la
actividad endoproteolitica.

Se pudo demostrar también que la metodologia ajustada permite
distinguir maltas de distintos tipos de calidad maltera, con lo cual es
de esperar que tengan distinta actividad endoproteolitica. Las maltas 1
y 2 (Grafico 8) son maltas que presentan mejor calidad maltera, mejor
modificacion durante el proceso de malteo y mayor valor de amino
nitrogeno libre, por lo que era de esperar que presentaran una mayor
actividad endoproteolitca en comparacion con la malta 3. La malta 3
es una malta de baja calidad maltera, con bajos niveles de nitrégeno
aminico libre, y esto se demostré con el bajo nivel de actividad
endoproteolitca presentado.

La repetibilidad del método fue muy buena, con un coeficiente de
variacion de 2,0 para la variabilidad entre extracciones diferentes y un
coeficiente de variacion de 1,1 utilizando la misma extraccion.

El alcance del método se determiné al analizar bajo la misma
metodologia muestras de cebada y mosto cervecero, ademas de la
malta. Los resultados de actividad endoproteolitica del mosto fueron
los esperables, ya que a medida que pasan los minutos del proceso de
maceracion la temperatura del macerado va aumentando de 45 °C a
70 °C y es esperable que la actividad enzimatica disminuya, como se
observo en el grafico correspondiente.

Conclusiones

Se puso a punto el método para determinar la actividad
endoproteolitica de lamalta, cebada y mosto, en condiciones reductoras
(adicion de cisteina 10 mM), a pH 6,0 (pH del mosto), por 30 min de
reaccion, utilizando el sustrato azocaseina. Se lograron buenos niveles
de exactitud y precision bajo la metodologia descrita. El tipo cisteina
de las endoproteasas es el que principalmente se identifica en las
condiciones definidas en el estudio, a pesar de ello, cambios en el pH
y en las condiciones reductoras pueden ser ensayados para determinar
los otros tres tipos de endoproteasas, aspartic, serin y metalo, como ya
se demostro. Estudios en mayor profundidad se deberian realizar para
optimizar las condiciones del método, de manera de determinar las
otros tipos de endoproteasas que se encuentran en la cebada.

Referencias

BRIGGS, D.E. Malt analyses. En: Malts and malting. London: Blackie
Academic & Professional, 1998. pp. 579-614.

EBC ANALYSIS COMMITTEE. Analytica-EBC. 5ta. ed. Grundwerk:
Fachverlag Hans Carl, Niiremberg. 1998, Ninth supplement to the fifth
edition 2010. Official Method 4.5.1.

JONES, B.L. The endoproteinases of barley and malt and their
endogenous inhibitors. En: Tech. Q. Master Brew. Assoc. Am. 2008,
45:279-282.

JONES, B.L. Endoproteases of barley and malt. En: Journal of Cereal
Science. 2005a, 42:139-156.

JONES, B. L. The endogenous endoproteinase inhibitors of barley

and malt and their roles in malting and brewing. En: Journal of Cereal
Science. 2005b, 42:271-280.

JONES, B.L.; BUDDE, A.D. The effect of reducing and oxidizing agents
and pH on malt endoproteolytic activities and on malt mashes. En:
Journal of Agricultural and Food Chemistry. 2003, 51:7504-7512.
JONES, B.L.; MARINA C, L. The effect of mashing on malt
endoproteolytic activities. En: Journal of Agricultural and Food
Chemistry. 2002, 50:858-864.

JONES, B.L.; FONTANINI, D.; JARVINEN, M.; PEKKARINEN,

A. Simplified endoproteinase assays using gelatin or azogelatin. En:
Analytical Biochemistry. 1998, 263:214-220.

JONES, B.L.; MARINAC, L.A.; FONTANINI, D. A quantitative study
of the formation of endoproteolytic activities during malting and their
stabilities to kilning. En: Journal of Agricultural and Food Chemistry.
2000, 48:3898-3905.

KIHARA, M.; OKADA, Y.; SAITO, W.; KAWADA, N.; KANEKO,

T.; ASAKURA, T.; ITO, K. QTL analysis for proteinase activity based
on doubled-haploid progeny of standard Japanese and North American
malting barley cultivars. En: Tech. Q. Master Brew. Assoc. Am. 20006,
43:15-18.

KOEHLER, S.; HO, T.-H.D. Hormonal regulation, processing, and
secretion of cysteine proteases in barley aleurone layers. En: The Plant
Cell. 1990, 2:769-783.

MEGAZYME INTERNATIONAL. Assay oF endo-protease using AZO-
CASEIN. S-AZCAS 12/07 [En linea]. Wicklow: Megazyme International,
2007. [Consulta: 11 de noviembre de 2013]. Disponible en: http://secure.
megazyme.com/files/ BOOKLET/S-AZCAS 0712 _DATA.pdf
OSMAN, A.M. Barley and malt proteins and proteases. 1. Highly
degradable barley protein fraction (HDBPF), a suitable substrate for
malt endoprotease assay. En: Journal of the Institute of Brewing. 2003,
109(2):135-141.

PALMA, J.M.; SANDALIO, L.M.; CORPAS, F.J.; ROMERO-
PUERTAS, M.C.; MCCARTHY, I.; DEL RiO, L.A. Plant proteases,
protein degradation and oxidative stress: role of peroxisomes. En: Plant
Physiol. Biochem. 2002, 40:521-530.

POTOKINA, E.; PRASAD, M.; MALYSHEVA, L.; RODER, M. S.;
GRANER, A. Expression genetics and haplotype analysis reveal cis
regulation of serine carboxypeptidase I (Cxpl), a candidate gene for
malting quality in barley (Hordeum vulgare L.). En: Funct. Integr.
Genomics. 2006, 6:25-35.

SCHMITT, M.R ; BUDDE A.D. Use of fluorogenic proteinase assays to
examine protein mobilization in barley varieties and across populations.
En: Tech. Q. Master Brew. Assoc. Am. 2007, 44:273-277.

YANO, M.; TSUDA, H.; IMAI T.; OGAWA, Y.; OHKOCHI, M. The
effect of barley adjuncts on free amino nitrogen contents in wort. En:
Journal of the Institute of Brewing. 2008, 114(3):230-238.

ZHANG, N.; JONES, B.L. Characterization of germinated barley
endoproteolytic enzymes by two-dimensional gel electrophoresis. En:
Journal of Cereal Science. 1995a, 21:145-153.

ZHANG, N.; JONES, B.L. Development of proteolytic activities during
barley malting and their localization in the green malt kernel. En:
Journal of Cereal Science. 1995b, 22:147-155.

.

=
o
=
<
L
=
-l
<
=
O
2
(©)
<
19
L
-




-
m
(@)
=
=
o
Q
>
>
c
=
m
2
>
2
>

52 - INNOTEC 20I3, 8 (52 - 59) - ISSN 1688-369I REVISTA DEL LABORATORIO TECNOLOGICO DEL URUGUAY

Evaluacion de la calidad higiénico sanitaria

y de composicidon de leche de cabra en un rebano
de la raza Saanen

?aluation of hygienic sanitary and composition quality of goat
milk in a Saanen breed herd

Grille, Lucia @, Carro, Silvana @, Escobar, Daniela “, Bentancor, Lorena ), Borges, Alejandra ¥, Cruz, Daniel ©,
Gonzalez, Silvana ®

™ Departamento de Ciencia y Tecnologia de la Leche, Facultad de Veterinaria, UdelaR, Montevideo, Uruguay - ® Parque
de Actividades Agroindustriales (PAGRO), Unidad Montevideo Rural, Intendencia de Montevideo, Uruguay - ® Facultad
de Veterinaria, UdelaR, Montevideo, Uruguay (trabajo final de grado) - ¥ Gerencia de I+D+I, Laboratorio Tecnologico
del Uruguay, LATU, Uruguay.

Contacto: Igrille@gmail.com
Recibido: 4/6/2013 - Aprobado: 25/11/2013

Resumen

Uruguay es un pais lechero y sus reglamentaciones son referidas principalmente a leche bovina. La leche de cabra es un ali-
mento completo, recomendado para nifios y adultos mayores, pero su estudio ha sido escaso en el pais. Se estudi6 la calidad
higiénico-sanitaria y de composicion de leche caprina en un rebafio de raza Saanen durante un ciclo de lactancia. Se utilizaron
25 animales y se obtuvieron muestras de tanque quincenalmente. Se analizaron recuento de mesofilos aerobios totales (RMAT),
coliformes totales (CT) y Staphylococcus coagulasa positiva (SCP), recuento de células somaticas (RCS), composicion, acidos
grasos, acidez Dornic, pH y densidad. Los resultados fueron: RMAT de 3,85+0,69 ufc/ml Log, ;, RCS 6,91+.0,55 cel/ml Log, , CT
2,47+0,84 ufc/ml Log,;, SCP 1,13+0,29 ufc/ml Log, . Se obtuvieron valores de grasa: 3,58+0,69%, proteina: 2,71+0,07%, lactosa:
3,84+0,10%, acidez: 14,19+0,39 °D, pH: 6,66+0,06 y densidad: 1,026+0,26 g/ml, concordantes con trabajos realizados en animales
sanos para la misma raza. Los acidos grasos de cadena corta (caproico, caprilico, caprico) representan un 12% de los acidos
grasos totales, valores superiores a la leche de vaca (= 5%). Los resultados obtenidos son utiles para una futura reglamentacion
en leche de cabra. Por sus diferencias con la de vaca es importante generar estandares especificos.

Palabras clave: Cabra, leche, composicion, acidos grasos, calidad.

Abstract

Uruguay is a dairy country where predominates regulations in bovine milk. Goat milk is a complete food, suitable for children
and seniors, but there are few studies in our country. We studied the hygienic-sanitary quality and composition of milk in
Saanen goats during a complete lactation. 25 animals were used. Samples were obtained from the milk tank every two weeks.
Total aerobic mesophilic count (TAMC), coliforms and Staphylococcus coagulase positive, Dornic acidity, pH, composition, fatty
acids and Somatic Cell Count (SCC) were analized. The results were: TAMC: 3,85+0,69 ufc/ml Log, ;, SCC 6,91+.0,55 cel/ml
Log,,, CT 2,47+0,84 ufc/ml Log, , SCP 1,13+0,29 ufc/ml Log, . Values of fat 3,58+0,69 %, protein 2,71+0,07% 2,71% and lactose
3,84+0,10%, acidity 14,19+0,39 °D, pH 6,66+0,06 and density 1,026+0,26 g/ml were obtained, being consistent with work per-
formed in healthy animals and reported for the same breed. Caproic, caprylic and capric acids account for a 12% of the total
fatty acids, higher than the cow milk (=5%).

The values obtained are a useful basis for future goat milk regulation. Considering its difference with cow’s milk specific stand-
ards are necessary.

Keywords: Goat, milk, composition, fatty acids, quality.

IntrOdUCCi 6“ condiciones microb?olf')gicas. Al igua}l que la de vac?, la le(.:}}e de
cabra no puede sustituir la materna, sin embargo podria ser utilizada
en humanos con efectos beneficiosos asociados con otros alimentos
después del afio de edad (Desjeux, 1993). De acuerdo con Haenlein
(2004), existen tres razones para la demanda de leche de cabra, la
primera es el consumo doméstico, demanda en aumento debido al

La imagen de la leche de cabra se basa en la salud y el valor crecimiento de la poblacién humana. La segunda razon es el interés
nutricional. Estos aspectos positivos pueden ser beneficiosos para en los subproductos, especialmente quesos y yogures, en muchos
los productores e industriales siempre que se mantengan estrictas paises desarrollados. La tercera razéon se deriva de un aspecto

Importancia en la nutricion y salud humana
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médico, relativo a las alergias a la leche de vaca y otros problemas
gastrointestinales. Los triglicéridos de cadena media, MCT (entre 6 y
10 atomos de carbono, seglin estos autores), presentan un interés muy
particular desde un punto de vista terapéutico, a causa de su utilidad
en el tratamiento de ciertas enfermedades metabodlicas (Boza y Sanz,
1997; Sanz et al., 2003). También son beneficiosos para los sindromes
de mala absorcion, mejora de la digestion y trastornos del suefio,
especialmente en los nifios (Haenlein, 2001), y de enfermedades
coronarias, fibrosis quistica y calculos biliares por su capacidad Gnica
de proporcionar energia metabolica mientras que reduce, inhibe y
disuelve los depositos de colesterol (Park, 1994; Sanz et al., 2003).

El bajo peso molecular e hidrosolubilidad de los MCT facilita
la accion de las enzimas digestivas, haciendo que su hidrolisis sea
mas rapida y completa que la de los triglicéridos de cadena larga. A
diferencia de éstos, la digestion de los MCT comienza a producirse en
el estbmago, ya que la lipasa gastrica practicamente sin accién sobre
los triglicéridos de cadena larga inicia la hidrolisis de los MCT, la
cual sera completada por la lipasa pancreatica a un ritmo cinco veces
superior a la hidrolisis de los triglicéridos de cadena larga (Garcia,
1996 citado por Sanz et al., 2003).

Otra cualidad destacada de la leche de pequefios rumiantes son sus
efectos beneficiosos y terapéuticos en las personas y especialmente
en los nifios que tienen alergia a la leche de vaca (Ribeiro y Ribeiro,
2010; Haenlein, 2001; Park, 1994). Park (1994) encontr6 que
aproximadamente el 40% de todos los pacientes que son sensibles a
la proteinas lacteas de la vaca toleran las de la cabra y que es muy util
para las personas que sufren de problemas como acidez, eczema, asma,
migrafia, colitis, ilcera estomacal, trastornos digestivos, enfermedades
del higado y de la vesicula biliar y sintomas relacionados con el estrés,
tales como insomnio ¢ indigestion neurdtica.

Caracteristicas de la leche de cabra

Segun Larrosa y Kremer (1990), esta leche recién ordefiada
presenta un sabor dulzén y olor neutro. Sin embargo, Boza y Sanz
(1997) mencionan que su olor es fuerte como consecuencia de la
absorcion de compuestos aromaticos durante su manejo, generalmente
inadecuado. Estos autores coinciden en que el color es mas blanco que
el de vaca, lo que se debe a la diferencia en el contenido de carotenos.
Park et al. (2007), citando a varios autores, indican que la leche de
cabra posee un contenido de solidos totales y de nutrientes en una
posicion intermedia entre la leche de vaca y oveja. Se diferencia de
la leche de vaca y humana en la digestibilidad mas alta, alcalinidad,
capacidad buffer y en sus caracteristicas terapéuticas para la salud y
nutricion humanas (Jandal, 1996; Park et al., 2007). La digestibilidad
es mas alta en la leche de cabra que en la de vaca debido a la
homogeneizacion natural, ya que los globulos de grasa de la leche
caprina son mas pequeiios (promedio de 3,49 um frente a 4,55 um en
los de leche de vaca) y tienen una superficie mayor para el ataque de
las lipasas intestinales, lo cual mejora la digestibilidad y la eficiencia
del metabolismo de los lipidos (Park, 1994; Jandal, 1996; Park et al.,
2007; De Souza et al., 2009).

De acuerdo a Morand-Fehr et al. (2007), la composicion de macro
y micronutrientes en la leche de cabra depende de los principales
factores de produccion que constituyen el sistema productivo:
genotipo, caracteristicas reproductivas y sanitarias de los animales,
condiciones agro-climaticas y ambiente socioecondmico; asi como
de los métodos de produccion: alimentacion y ordefio. Las proteinas
de esta leche no tienen grandes diferencias en comparacion con la
leche de vaca, excepto en la digestibilidad y en la secuencia de ciertas
variantes genéticas (Desjeux, 1993). Los lipidos son los componentes
mas importantes de la leche en términos de costo, nutricion y en las
caracteristicas fisicas y sensoriales que imparten a los productos
lacteos. Los triglicéridos son el grupo mas importante (casi 98%),
incluyendo un gran numero de acidos grasos esterificados (Park et al.,
2007). Los acidos grasos de cadena media (MCT) son triglicéridos
formados por 4cidos grasos cuya cadena carbonada tiene entre 6 y
14 atomos de carbono, y alcanzan normalmente un porcentaje mayor

del 30%, a diferencia de la leche de vaca que no alcanza mas del
20% (Sanz et al., 2003). Es por esto por lo que los acidos grasos
caproico (C6:0), caprilico (C8:0) y caprico (C10:0) toman su nombre
concretamente de la leche en donde aparecen mayormente y en la cual
estos acidos alcanzan un 15%, valor que solo llega al 5% en la leche
de vaca (Boza y Sanz, 1997). Estos niveles elevados de acido butirico,
caproico, caprilico y céprico le confieren caracteristicas unicas para
fabricar quesos, ya que intervienen en su sabor (Draksler et al., 2002).

La lactosa es el principal carbohidrato de la leche y es un valioso
nutriente que favorece la absorcion intestinal del calcio, magnesio
y fosforo, y la utilizacion de la vitamina D. Es importante para el
mantenimiento del equilibrio osmético entre el torrente sanguineo y
las células alveolares de la glandula mamaria durante la sintesis de
leche, también para la secrecion en la luz alveolar y en el sistema de
conductos de la ubre (Park et al., 2007).

La calidad higiénico-sanitaria puede ser avalada en base a dos
indicadores: el recuento de células somaticas, que indica la frecuencia
de animales con mastitis en el rebafio, y el recuento total de bacterias,
que refleja las condiciones de higiene y almacenamiento de la leche
desde su obtencion hasta el envio a la industria (De Souza et al., 2009).
Segun Zweifel et al. (2005), la evaluacion de la calidad microbioldgica
es importante en la inocuidad alimentaria y, por tanto, en la proteccion
de la salud de los consumidores. En la Unién Europea el recuento
total de mesofilos aerobios (RTMA) en leche cruda de pequeilos
rumiantes, usada para el consumo de leche fluida y subproductos y
tratada térmicamente, no debe superar el valor de 6,0 ufc/ml Log, , en
cambio, si esa leche cruda se destina para la produccion de productos
sin tratamiento térmico no debe exceder a 5,69 ufc/ml Log . En Brasil
uno de los requisitos para que la leche de cabra sea de buena calidad,
ademas de los tenores minimos de los principales componentes, es el
RTMA, el cual no puede superar a 5,69 ufc/ml Log, para la leche
cruda (De Souza et al., 2009).

Las células somaticas son las células blancas de la sangre
(leucocitos) y constituyen la defensa contra aquellas bacterias que
penetran la barrera fisica del canal del pezén de la ubre. Ademas,
se encuentran células epiteliales provenientes de la descamacion del
epitelio de la glandula mamaria (De Souza et al., 2009). En las cabras el
recuento de células somaticas (RCS) presenta algunas particularidades,
ya que en su secrecion de leche se eliminan particulas citoplasmaticas
junto a los leucocitos y células epiteliales. Estas particulas son no
nucleadas, pero similares a los leucocitos en el diametro y morfologia
(Gomes et al., 2006). De acuerdo con Paape et al. (2007), el RCS se
ha convertido en un parametro aceptado para evaluar la calidad de
leche y es la base de los programas de control mundiales de leche
de vaca, oveja y cabra para prevenir el ingreso de la leche anormal o
no apta para el consumo humano. No obstante, Robertson y Muller
(2005) sostienen que en cabras es mas dificil conectar el RCS con una
posible infeccion intramamaria. La razon de la controversia que existe
entre RCS y la infeccion por mastitis es que la secrecion de la leche
de cabra difiere de la de vaca. Mientras que en la vaca la secrecion es
meroécrina (la leche es presionada hacia afuera de los alvéolos), en la
cabra es apodcrina, con la aparicién de un gran numero de particulas
citoplasmaticas en la leche normal. Estas particulas que no contienen
ADN enmascaran y complican la interpretacion de la respuesta de
los leucocitos a la inflamacion. Paape et al. (2007) coinciden con
Robertson y Muller (2005) al mencionar que en las cabras el RCS
no es aplicable para evaluar la calidad de leche debido a que el RCS
de cabras sanas es mas alto que en vacas y ovejas sanas. Pridalova
et al. (2009) indican que el alto valor de RCS de la leche caprina es
en parte causado por un aumento en la tasa de desprendimiento de
células epiteliales y particulas de citoplasma como consecuencia de la
secrecion apocrina.

Por todo esto se considera de importancia el estudio de la leche
de cabra en Uruguay, donde no existia, hasta el momento de realizar
este trabajo, reglamentacion que definiera sus parametros de calidad
higiénico-sanitaria ni de composicion. Luego de culminado este
estudio se establecieron pautas a nivel oficial para esta especie, con
base en los resultados hallados.

.

=
o
=
<
L
=
-l
<
=
O
2
(©)
<
19
L
-




-
m
(@)
=
=
o
Q
>
>
c
=
m
2
>
2
>

54 - INNOTEC 20I3, 8 (52 - 59) - ISSN 1688-369I

REVISTA DEL LABORATORIO TECNOLOGICO DEL URUGUAY

Materiales y Métodos

Animales

Se utilizaron 25 cabras de la raza Saanen, las cuales se encontraban
en el Parque de Actividades Agropecuarias (PAGRO) perteneciente
a la Intendencia de Montevideo, localizado en la zona de Coldn,
Montevideo, Uruguay.

Al tratarse de un sistema semi-extensivo, los animales se
alimentaron con racién lechera y praderas implantadas (avena y
alfalfa) durante toda la lactancia.

Metodologia de muestreo

Para cumplir con los objetivos planteados se realizaron muestreos
para analisis fisicoquimicos y microbiologicos, segun la metodologia
descripta por la Federacion Internacional de Lecheria (FIL-IDF
50C:1995 citado por Pinto et al., 1998).

Las muestras se tomaron por triplicado con una frecuencia
quincenal del volumen producido en el ordefie matutino (2 por mes,
exceptuando el primer mes que se realizé 1 muestreo). Este muestreo
tuvo lugar durante los meses que dur? la lactancia (setiembre de 2010
a febrero de 2011), constituyendo un total de 11 muestreos (M1 a
M11). Se tomaron muestras representativas del ordefie (tanque), para
lo cual previamente se mezcld mecanicamente durante por lo menos
5 minutos (hasta obtener una homogeneizaciéon adecuada) y luego
se extrajo una alicuota del volumen. Las muestras se colocaron en
recipientes isotérmicos refrigerados y se mantuvieron en refrigeracion
(4 °C) durante el transporte hasta su llegada al laboratorio. Los analisis
fueron realizados dentro de las 24 horas posteriores a la extraccion.

Analisis de laboratorio

Analisis de composicion y fisicoquimico

Las muestras se analizaron en el laboratorio de calidad de leche
del Departamento de Ciencia y Tecnologia de la Leche de Facultad
de Veterinaria (UdelaR) y en el Laboratorio Tecnologico del Uruguay
(LATU). A cada muestra se le realizaron analisis de composicion:
materia grasa, proteina, lactosa, sdlidos no grasos (SNG) y densidad,
utilizando un equipo denominado Lactomilk® marca Lactoscan,
modelo SLP, origen Bulgaria. El equipo se calibrd utilizando los
métodos de referencia para cada analisis (materia grasa: Gerber,
proteina: Kjeldahl, SNG: gravimétricos). Se realizd recuento de
células somaticas (RCS) mediante la técnica de Breed (International
Dairy Federation, 1995) determinacion de acidez Dornic (Pinto et
al.,, 1998) y pH mediante método de evaluacién potenciométrico,
utilizando un modelo de electrodos denominado Oakton®. El equipo
analizador de leche presenta para cada componente analizado la
siguiente precision: materia grasa:+0,06%; proteina: +0,15%; lactosa:
+0,2%; SNG (so6lidos no grasos): +0,15%; densidad: +0,3kg/m3.

Analisis microbiologicos

Se realizd recuento de mesofilos aerobios totales (RTMA),
coliformes totales y Staphylococcus coagulasa positiva (APHA, 2001).

Analisis de composicion de acidos grasos

La determinacion del andlisis de la composicion de 4cidos grasos
de leche de cabra fue realizada mediante cromatografia gaseosa con
detector de espectrometria de masa (EI), conforme con el método
AOCS Ce 1-62, AOCS Ce 1-91. Para ello se realizd una extraccion
en frio con distintos solventes, segun Norma ISO 14156 (2001), y
una metilacion de los acidos grasos conforme método AOCS Ce 2-66,
segun la misma norma. Los 4cidos grasos metilados se analizaron

mediante un cromatografo de gases (Agilent 6890N con detector de
masa Agilent 5973 Inert), equipado con una columna capilar (Supelco
SP- 2560, 100 m x 0.25 mm ID x 0.20 um film). Se utilizé gas Carrier
Helio 99.999% de pureza. La inyeccion split fue hecha a una relacion
1:10; volumen 1pL. Las condiciones adoptadas del equipo fueron:
temperatura del inyector 250 °C; temperatura inicial del horno: 170 °C;
rampa de temperatura 1 °C/min; temperatura final del horno 225 °C
durante 40 min; temperatura de la fuente 200 °C, lonizacién por
impacto electronico. La identificacion y cuantificacion de los acidos
grasos se llevo a cabo mediante la comparacion de los tiempos de
retencion relativos de cada pico cromatografico con los picos obtenidos
de la inyeccion de la solucion de FAME de 37 componentes (Supelco
47885-U). Los resultados de los acidos grasos fueron expresados en
porcentaje masico.

Analisis estadistico

Los datos se analizaron utilizando estadistica descriptiva con el
programa Microsoft Excel (Office 2010).

Resultados

A continuacion se presentan los resultados obtenidos de calidad
higiénico-sanitaria de leche caprina durante un ciclo de lactancia (6
meses).
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Gréfico 1. Recuento de mesofilos aerobios totales (RMAT) y recuento
de células somaticas (RCS) durante un ciclo de lactancia en leche
caprina (ufc/ml Log, ). (n=33)
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Grafico 2. Recuento de coliformes totales y Staphylococcus
coagulasa positiva durante un ciclo de lactancia en leche caprina
(ufc/ml Log, ) (n=33).
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En las Tablas 1 y 2 y Figura 1 se muestran los resultados obtenidos
I g/100 g total de
de composicion de leche caprina. Acidos grasos Acidos grasos
C 40 0,56
MG (%) PROTEINA | LACTOSA SNG (%) €60 128
(%) (%) C8:0 2,05
Ml 3,7120,02 2,8+0,01 3,97+0,02 7,53+0,03 C10:0 8,33
M2 3,9120,04 2,71£0,02 3,84£0,03 7,28+0,06 ¢1o:l 0,15
M3 3,46+0,18 2,79:0,02 3,96+0,04 7,49£0,05 c1ro 0,09
M4 4,10£0,08 2,72£0,00 3.8420,05 7,29£0,05 €12:0 421
Ms 2,83£0,01 2,75:0,03 3,940,01 7.47£0,03 € 12:1 cis 0.19
M6 3,16+0,07 2,66+0,05 3,78+0,01 7,16£0,02 SRELY 021
M7 3.3040,16 2,6940,02 3.8240,02 7,24+0,04 €140 11,72
M8 2,60+0,02 2,7540,11 3,9340,03 7,42+0,06 € 14:1 cis 021
M9 4,98+0,05 2,56+0,01 3,62+0,01 6,88+0,01 €150 162
M10 3,30£0,05 2,64+0,01 3,74£0,01 7,0940,03 C151 o
Mi1 4,06+0,05 2,7140,01 3,83+0,03 7,28+0,03 €160 3109
Media 3,58+0,65 2,7120,07 3,8420,10 7,2840,19 €161 cis 0.65
C 16:1 trans 0,25
Tabla 1. Composicién de la leche caprina durante un ciclo de €170 0
lactancia (6 meses) (n=33). La media corresponde a 11 muestreos. C 17:1 cis 0,30
C18:0 9,55
C 18:1 cis 20,36
C 18:1 trans 2,24
C 18:2 cis (n-6) 1,44
C 18:2 trans (n-6) 0,55
C182CLA 0.83
C18:3 (n-3) 0,56
C19:0 0,22
C19:1 0,15
€20:0 0,17
C 20:1 cis 0,05
C 20:2 cis (n-6) 0,04
C 20:3 cis (n-3) 0,06
€ 20:4 (n-6) 0,08
C20:5 (n-3) 0,03
C21:0 0.05
€22:0 0,05
C22:1 cis 0,04
C 22:2 cis 0,02
€22:5 (n-6) 0,06
€22:6 (n-3) 0,02
€23:0 0.03
C24:0 0,01
SFA 2,34
MUFA 0,70
PUFA 0,07
GRASA TRANS 0,10
CLA 0.03
GRASA TOTAL 3,22
UFA (%) 27,33
SFA (%) 72,67
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Tabla 2. Perfil de acidos grasos de leche de cabra de la raza Saanen
(n=11). SFA: &4cidos grasos saturados; MUFA: acidos grasos

Figura 1. Perfil cromatografico de acidos grasos en leche de cabra.  monoinsaturados; PUFA: acidos grasos poliinsaturados; CLA: acido
linoleico conjugado; %UFA: porcentaje de acidos grasos insaturados;
%SFA: porcentaje de acidos grasos saturados.
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En la Tabla 3 se presentan los resultados de las propiedades
fisicoquimicas de las muestras de leche analizadas para este rebafio.

MG (%) PROTEINA LACTOSA
(%) (%)

Ml 13,66+0,55 6,81£0,02 1,030£0,00
M2 19,00+0,22 6,65+0,01 1,02520,00
M3 14,00£0,28 6,65+0,04 1,026£0,57
M4 13,00+0,00 6,62+0,01 1,025£0,00
M5 13,66£0,57 6,63£0,01 1,026+0,00
M6 12,66+1,10 6,68+0,05 1,02520,00
M7 14,00£0,00 6,69+0,00 1,025£0,00
M8 12,66+0,57 6,64+0,05 1,02620,00
M9 15,000,00 6,62+0,02 1,02620,57
M10 14,33+0,57 6,64+0,02 1,02520,00
M1 16,00£0,00 6,61+0,00 1,025+0,57

Tabla 3. Propiedades fisicoquimicas de la leche caprina durante un
ciclo de lactancia (n=33).

Discusion

Los resultados obtenidos en este trabajo en relacion a la calidad
higiénica en base al RMAT durante toda la lactacion mostraron un
promedio 3,85+0,69 ufc/ml Log  (Gréfico 1). Se observan valores
considerablemente inferiores a los encontrados en estudios similares
en paises como Venezuela y Argentina, donde Cordiviola et al. (2007)
obtuvieron valores de 6,33 ufc/mlLog,, y Garcia et al. (2009), en
cabras Saanen, de 7,52 ufc/ml Log . También coinciden con Morgan
et al. (2003) en Grecia, 7,55 ufe/mL Log,, y Portugal, 7,66 ufc/ml
Log,,, y Zweifel et al. (2005) en Suiza, 6,00 ufc/ml Log .

En referencia al recuento de células somaticas en la region, en
Brasil Gomes et al. (2006) hallaron valores promedio de 5,41 y 5,93
cél/ml Log . Mientras que en Argentina, Cordiviola et al. (2007),
utilizando el método de recuento por microscopia directa (Prescott
y Breed), encontraron un valor promedio de 6,90 cel/ml Log  en
animales que no presentaban mastitis, lo cual se asemeja a los valores
hallados en este estudio aplicando la misma metodologia. A su vez,
Robertson y Muller (2005) afirman que los valores varian dependiendo
del método de analisis, y que estos aumentan si dicho método no
distingue células nucleadas de las no nucleadas. En esta investigacion
se observd un valor promedio de recuento de células somaticas de
6,91 cel/ml Log,, todos animales sanos (Grafico 1), lo que indicaria
que existe una marcada coincidencia con el resto de los autores citados
acerca del poco valor relativo del recuento de células somaticas como
indicador de infecciones intramamarias en leche caprina.

En cuanto a los microorganismos, los coliformes constituyen el
grupo de enterobacterias mas importante presente en leche cruda. Se
encuentran practicamente en todas partes, por lo que son utilizados
como “indicadores”, es decir, microorganismos cuya presencia en gran
namero delata practicas de trabajo en malas condiciones higiénicas
(Draksler et al., 2002). En relacion a coliformes totales para leche
cruda de cabra, Bergonier et al. (2009) reportaron valores de 5,92 ufc/
mlLog ; Cordiviola et al. (2007) obtuvieron valores de 5,00 ufc/ml
Log,,, y Morgan et al. (2003) hallaron valores promedio de coliformes
totales de 6,22 ufc/ml Log,, 7,60 ufe/ml Log, en Grecia y Portugal,
respectivamente. En rodeos caprinos en paises de la region algunos
autores como Chavez et al. (2007) registraron un promedio de 5,00
ufc/ml Log,,. Schmidt et al. (2008) indican que los coliformes totales
variaron entre 3,63 y 6,14 ufc/ml Log . Por otro lado, en Venezuela
se observaron valores mas elevados; Garcia et al. (2009) reportan un
valor promedio de 5,91ufc/mlLog . En este estudio los valores de
coliformes totales encontrados para este rodeo fueron de 2,47+0,84
ufc/ml Log,,, muy inferiores a los citados por la bibliografia.

Los patdégenos mas prevalentes en la cabra son los estafilococos.
Las enterotoxinas estafilococicas, producidas por Staphylococcus
coagulasa positiva, en general se caracterizan por ser termorresistentes
y persisten en los productos lacteos elaborados con leche de animales
infectados, a pesar de la pasteurizacion o esterilizacion, lo que implica
un riesgo para el consumidor (Contreras et al., 2010). En cuanto a
valores de Staphylococcus coagulasa positiva, Morgan et al. (2003)
registraron valores promedio de 5,22 ufc/ml Log , 4,87 ufc/ml
Log,,. En Brasil, Queiroga et al. (2002) indican un valor maximo
de Staphylococcus aureus de 3,54 ufc/ml Log . Muehlherr et al.
(2003), en Suiza, detectaron Staphylococcus aureus en el 31,7% de
las muestras, con un valor promedio menor a 1,00 ufc/ml Log,, y el
valor maximo fue de 4,34 ufc/ml Log . En Uruguay en el Reglamento
Bromatologico Nacional (1994) se admiten hasta 3,00 ufc/mL Log,,
de Staphylococcus aureus en leche cruda bovina, y no existen niveles
establecidos para leche caprina. En este trabajo el valor promedio
encontrado, de 1,13+0,29 ufc/ml Log,,, es sensiblemente inferior a
los reportados por los autores citados. De acuerdo a estos resultados
es posible considerar que la leche estudiada presenta una muy buena
calidad desde el punto de vista microbioldgico.

En cuanto a la calidad de composicion de leche de cabra, los
valores promedio hallados fueron: materia grasa 3,58+0,69%,
proteina 2,71+0,07%, lactosa 3,84+0,10%, SNG 7,28+0,19%. En
Uruguay, Damian et al. (2008) consignaron valores de materia grasa,
proteina y lactosa en cabras Saanen de 3,59%, 2,84% y 4,54%. En
Brasil, De Souza et al. (2009) presentaron los siguientes valores
promedio: grasa 3,46%, proteina 2,89%, lactosa 4,44%. Queiroga et
al. (2007) reportan 3,4%, 2,7% y 4,1% en los mismos componentes,
respectivamente, en cabras Saanen. En este trabajo se observa que los
valores de materia grasa fueron levemente mas altos, y los de lactosa
y proteina fueron mas bajos, en comparacion con los de los autores
citados. En Argentina, Frau et al. (2010) en cabras Saanen cruzas
Anglo Nubian (75% Saanen), pertenecientes a un rebafio con manejo
extensivo, encontraron valores de 5,59%, 3,39%, y 4,36% en materia
grasa, proteina y lactosa. Estas diferencias evidencian la importancia
de la raza y sistemas de produccion en la composicion de la leche.
De acuerdo con Morand-Fehr et al. (2007), se registran diferencias
significativas en la composicion cuando la ingesta de energia proviene
de sistemas de produccion basados en pasturas o de sistemas intensivos
con estabulacion. Los sistemas de produccion basados en pasturas se
caracterizan por dar un alto rendimiento en el contenido de grasa lactea
debido a la dieta rica en fibra. Mientras que en los sistemas intensivos,
altos suministros de concentrados permiten una produccion de leche
rica en proteinas y relativamente baja en grasas (Morand-Fehr et al.,
2007). Park et al. (2007) indican que los cambios en la composicion
se producen por temporadas, debido a que al final de la lactacion los
valores de grasa, proteina, solidos totales y minerales se incrementan,
en tanto que el contenido de lactosa decrece.

Como se especificd anteriormente, los animales utilizados en este
estudio consumieron racién y praderas implantadas durante toda la
lactancia. La materia grasa es el componente mas variable de la leche
y estd muy estrechamente relacionado al tipo de alimentacion. Dado
que este estudio se realizo en un sistema semi extensivo (basicamente
pastoril), las variaciones climaticas y de manejo afectan el tipo de
alimentacion y, por ende, la composicion de la leche, con la materia
grasa como el componente mas afectado. En cuanto a la lactosa, si
bien es el componente mas constante de la leche, también esta muy
influenciado por la alimentacién (principalmente relacionado a
la sintesis de proteinas), por tanto las diferencias obtenidas en este
trabajo podrian explicarse por el bajo porcentaje de concentrados
administrado en la dieta.

En leche de cabra se encuentran los acidos grasos de cadena corta
(C4:0, C6:0, C8:0, C10:0) en una proporcion tres veces mayor que
en la leche de vaca (Haenlein, 2004). Segtn lo reportado por Paez
et al. (2002), en un estudio realizado en vacas Holando alimentadas
en sistemas pastoriles, la leche presentd valores de acidos grasos de
cadena corta de 2,6%, muy inferior al 12,37% para leche de cabra
observado en este estudio. Varios autores en distintos paises han
caracterizado el perfil de acidos grasos de leche bovina. En leche
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sueca se han reportado valores para C6:0, C8:0 y C10:0 de 1,4%,
2,7% y 3,3%, respectivamente (Lindmark Mansson, 2008). Valores
similares se han observado en estudios realizados en vacas Holando
en rebafios con distintos niveles de produccion de Estados Unidos,
obteniendo niveles de acido céaprico (C10:0) de 2,79% (Bobe et al.,
2007). Ceballos et al. (2009) compararon leche de vaca y de cabra
y obtuvieron valores de acido caprico de 3,36% en vaca y 11,07%
en cabra, bajo las mismas condiciones de produccion. Si bien la
proporcion de acidos grasos puede ser alterada mediante factores
como alimentacion, animales (individuo y etapa de lactancia) y medio
ambiente, hasta la fecha la mayor atencion se ha centrado en los factores
de alimentacion, los que buscan cambios hacia un mayor porcentaje
de acidos grasos insaturados. Jensen et al. (2002) obtuvieron valores
de acidos caproico, caprilico y céaprico en los siguientes rangos: 1
a 5%, 1 a3%y 2 a 4%, respectivamente. Los valores obtenidos de
acido caprico (8,4%) en la leche de cabra Saanen estudiada en este
trabajo es de 2 a 3 veces mayor que los de leche bovina referidos en la
bibliografia. Sin embargo, mas alla de los cambios producidos por los
factores mencionados, la leche de cabra se caracteriza por mantener
mayor porcentaje de acidos caprilico, caproico y céprico (asociados
a propiedades benéficas para la salud), en comparacion con la leche
bovina.

Por otro lado, es aseverado por Chacon (2005) que la leche de
cabra tiene por lo general 35% de acidos grasos de cadena mediana
contra un 17% de la leche de vaca.

Segtin Chavez (2007), la leche de cabra presenta valores de 4cidos
grasos mono (MUFA) y poliinsaturados (PUFA) de 29% (dado que
el 71% de los acidos grasos de cadena larga son insaturados), los
que coinciden con los valores observados en este estudio de 27,33%
para leche caprina (Tabla 2). En leche bovina con alimentacion
exclusivamente a base de pastura se observaron valores de acidos
grasos insaturados (UFA) de 32,07% (Paez et al., 2002), los cuales son
similares y hasta sensiblemente superiores a los encontrados en este
trabajo para leche caprina.

La leche de cabra presenta muy bajo contenido de acidos grasos
trans (aproximadamente 2-3 %), factor que contribuye a disminuir
el colesterol denominado “malo” (Chéavez, 2007). En leche de vaca
se reportan valores de acidos trans de 5,2% (Griguol 2007). En este
estudio se encontraron valores para leche de cabra de 3,04%, que
coinciden con la bibliografia citada para leche caprina (Tabla 2).

Por lo expuesto, la leche de cabra podria ser considerada mas
saludable en comparacion con la leche de vaca, principalmente en
lo relacionado a la salud cardiovascular. Esta condicion estaria dada
por su alto contenido de acidos grasos de cadena corta (caproico,
caprilico y céprico) y a una mas baja proporcion de acidos grasos
trans que los de la leche bovina. Los acidos grasos de cadena corta
le confieren, ademas, la caracteristica de ser una leche mas digestible
para el organismo humano, y la posicionan mejor que la leche bovina
en este sentido. No obstante, no se observaron diferencias en cuanto
al contenido de acidos grasos insaturados (MUFA y PUFA) cuando se
compara con leche de vacas alimentadas exclusivamente con pasturas.

Con respecto a las propiedades fisicoquimicas, en Argentina Frau
etal. (2010) registraron el valor promedio de acidez de 19,52°D (16,55
—22,63°D). Queiroga et al. (2007) analizaron leche de cabras Saanen
y reportaron valores de acidez de 15, 14,2 y 16,5°D a los 35, 85y 135
dias de lactacion, respectivamente. Morgan et al. (2003) hallaron en
Grecia valores de acidez de 16, 17, 18 y 20°D; en Portugal 16°D, y en
Francia de 14 y 16°D. El resultado encontrado en este trabajo es de
14,1940,39°D y es similar al citado por Queiroga et al. (2007). Existe
una coincidencia con Luquet (1991) y Frau et al. (2010), quienes
indican que los altos valores de acidez se encuentran asociados con
altos porcentajes de caseinas. Los valores reportados por Luquet
(1991) para leche de cabra son de 16 a 18°D. A su vez, coinciden con
Draksler et al. (2002), quienes afirman que la acidez de la leche se
debe a la presencia de fosfatos acidos, aminoacidos, CO2 y caseina
en solucion.

En relacion a los valores de pH, Draksler et al. (2002) han
encontrado variaciones de aspecto racial, pero en general la mayoria
de los autores que estudiaron esta propiedad en leche de cabras Saanen

observaron valores entre 6,1 y 6,7 (Park et al. 2007; Morgan et al.,
2003). Este rango se podria explicar, ya que segun Arnaud et al. (2009)
el pH representa la acidez actual o verdadera de la leche, pudiendo
variar durante el curso del ciclo de la lactacion y bajo la influencia de
la alimentacion. El valor medio de pH obtenido en este trabajo fue de
6,660,06, similar a los obtenidos por los autores citados.

En relacion a la densidad de la leche de cabra, segin Luquet
(1991) varia entre 1,026 y 1,042 g/ml, y esta magnitud depende
principalmente de dos factores: el contenido de extracto seco y la
concentracion de materia grasa. Ludefa et al. (2006) reportaron un
valor promedio para densidad de 1,030 g/ml. La media de densidad en
este estudio fue de 1,026+0,26 g/ml, valor que se encuentra dentro de
los rangos reportados por los autores citados.

Conclusiones

Los resultados obtenidos de la leche caprina de raza Saanen
concuerdan con otros estudios similares a nivel internacional, excepto
los valores de materia grasa y lactosa que estan muy relacionados a la
alimentacion y manejo de cada sistema productivo en particular.

Se confirmé que el rebafio de raza Saanen de este estudio posee
cantidades superiores en acidos caproico, caprilico y caprico y bajas
cantidades de acidos grasos trans que los reportados para leche de
vaca, lo cual redunda en beneficios a la salud de la leche caprina en
comparacion con la bovina.
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Resumen

En establecimientos caprinos para la conservacion de la leche es comiin aplicar la tecnologia de congelacion, ya sea para venta
directa o para la elaboracion de quesos. En este trabajo se estudi6 la congelacion a -18 °C como método de conservacion de la
leche caprina durante 6 meses. Se evaluo el efecto de la congelacion en leche cruda y en leche pasteurizada. Se utilizaron dos
métodos de descongelado: baiio Maria (27 °C) y heladera (4 °C). En los dias 0, 60, 120 y 180 se analiz6 la composicion (% ma-
teria grasa, % proteinas totales, % lactosa, % solidos totales y % sales), parametros fisicoquimicos (pH, acidez y densidad),
parametros microbioldgicos (recuento de meséfilos aerobios totales, coliformes totales, Staphylococcus coagulasa positiva), re-
cuento de células somaticas y la estabilidad a la oxidacion (segiin tiempos de induccién a la oxidacion por Rancimat). Se concluye
que no se afecté la calidad de la leche de acuerdo a los parametros de este estudio durante la congelacion por el periodo de 6
meses. Como método de conservacion podria ser una alternativa para los establecimientos rurales. No se encontré diferencia en
los métodos de descongelacion evaluados.

Palabras clave: Conservacion, leche caprina, congelacion.

Abstract

In goat milk farm, in order to prevent milk from going off, it is common to apply the freezing technique, either to sell to public
or for cheese making. We studied the freezing at -18 °C as a method of conservation of goat milk for 6 months. We evaluated the
effect of freezing on raw and pasteurized milk. Two thawed methods were evaluated: water bath (27 °C) and refrigerator (4 °C).
The composition was analyzed at 0, 60, 120 and 180 days (% fatty matter ,% total protein, % lactose, % total solids and %
salt), physicochemical parameters (pH, acidity and density), microbiological parameters (total aerobic mesophilic count, total
coliforms, Staphylococcus coagulase positive), somatic cell count and the oxidation stability (oxidation induction times, OIT,
according to Rancimat). The quality of milk was not affected according to the parameters in this work during a six months
freezing period. It could be an alternative as a conservation method for farms. We did not find any difference in the defrosting
methods studied.

Keywords: Conservation, goat milk, freezing.

hace posible mantener la elaboracion de quesos artesanales en forma
continua durante todo el afo.
Para considerar una leche de calidad se deben tener en cuenta dos
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En Uruguay, la mayoria de los productores de leche caprina posee
tambos de pequefia extension donde la mayor parte de la produccion
se destina a la elaboracion de quesos (70%) y el resto a consumo
directo y alimentacion de cabritos (Barberis, 2002). Estos productores
se concentran en la zona suroeste del pais (aproximadamente 16.000
km?), region que posee una larga tradicion lechera. Generalmente,
estos tambos de pequefia extensién emplean mano de obra familiar
(Ciappesoni, 2006). En estos establecimientos se utiliza la tecnologia
de congelacion, ya sea para venta directa o para materia prima, y asi se

aspectos importantes: sus componentes y los factores contaminantes.
La leche se puede afectar tanto en la propia glandula mamaria como
en el medio ambiente, o incluso durante los procesos de la cadena de
comercializacion y procesamiento (Avila, 2000).

La calidad higiénico-sanitaria puede ser evaluada por medio del
recuento de células somaticas (RCS), que indica la frecuencia de
animales con mastitis en el rebafio, y el recuento total de bacterias,
que indica las condiciones de higiene y almacenamiento de la leche
desde su obtencion hasta el envio a la industria (Nunes de Sousa et al.,
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2009). De acuerdo con Paape et al. (2007), el RCS se ha convertido
en un parametro aceptado para evaluar la calidad de leche y es la base
de los programas de control mundiales de leche de vaca, oveja y cabra
para prevenir el ingreso de la leche anormal o no apta para el consumo
humano. Sin embargo, segiin Robertson y Muller (2005) en cabras es
mas dificil conectar el RCS con una posible infeccion intramamaria.
Entre los microorganismos indicadores de calidad higiénico-sanitaria
existentes, los mas utilizados en leche son los coliformes totales y
Staphylococcus coagulasa positiva. Cardoso (1985) plantea que los
coliformes termotolerantes son indicadores de contaminacion fecal
y de riesgo de presencia de microorganismos patdégenos que pueden
causar toxiinfecciones en el consumidor. Los estafilococos son de
gran importancia, principalmente los coagulasa positiva, pues son
capaces de producir enterotoxinas termoestables que pueden llegar al
consumidor después de la pasteurizacion.

La conservacion de la leche es realizable, entre otros métodos,
por medio de la refrigeracion o incluso la congelacion, que es uno
de los métodos de conservacion de la leche caprina que utilizan
ciertos establecimientos con el fin de obtener mayor vida 1til y mayor
disponibilidad de la leche en distintas épocas del afio.

Algunos autores hallaron que este método puede tener efectos
adversos en la calidad, asi como también en las propiedades
fisicoquimicas, de composicion y sensoriales (Needs, 1992). De la
Fuente et al. (1997), Gomes et al. (1997) y Haenlein (2002) sefialan
que durante la congelacion se puede dar una oxidacion de la leche, de
modo que se incrementa el contenido de acidos grasos libres y, por lo
tanto, la acidez de la leche, en especial si la lipasa no fue inactivada
previamente por tratamiento térmico. Con respecto a la oxidacion
de lipidos, es una de las causas principales del deterioro de grasas y
aceites y conduce a la pérdida de calidad (Meshref et al., 2008).

En cuanto a las proteinas, la congelacion puede alterar su estructura
en la leche y el queso (Fontecha et al., 1993).

De acuerdo a algunos autores, la congelacion como método de
conservacion no altera las caracteristicas microbioldgicas de la leche
y el producto, e inmediatamente después del descongelado tiene una
calidad similar a la leche de la que se origind (Benedet y Schwinden,
1991; Gomes et al., 1997). Sin embargo, la congelacion puede tener
efectos negativos sobre las células bacterianas (Alur y Greez, 1975).
Vilhena et al. (2008) exponen que la congelacion de la leche puede
alterar la pared celular de las bacterias perjudicando su capacidad
de multiplicacion, no obstante puede haber aumentos aparentes en
los recuentos provocados por la separacion de los aglomerados de
bacterias durante el almacenamiento. Benedet y Schwinden (1991) y
Gomes et al. (1997) demostraron que la congelacion de la leche de
cabra pasteurizada hasta por 90 dias no altera significativamente sus
caracteristicas microbiologicas.

A pesar de que a nivel mundial no hay muchos estudios, algunos
paises como Brasil aceptan la aplicacion de una temperatura igual o
inferior a -18 °C, la cual debe alcanzarse en el menor tiempo posible
(MAPA, 2000).

En Uruguay hasta el momento de la realizacion de este trabajo
no existia recomendacion oficial que contemplara la conservacion
de leche caprina a través de congelacion. A partir de los resultados
obtenidos, el Ministerio de Ganaderia, Agricultura y Pesca, en su
resolucion N° 27/011, reglamenta la congelacion de leche caprina a
-18 °C por el periodo de cinco meses (MGAP, 2011).

Este estudio se propone obtener resultados que avalen la
conservacion de leche caprina por medio de la congelacion a -18 °C
durante seis meses, sin que se afecte la estabilidad oxidativa ni la
calidad composicional y microbioldgica. Para cumplir con lo anterior
se definieron los siguientes objetivos especificos:

Evaluar y comparar, con respecto a la leche caprina cruda, como
afecta el tratamiento térmico (pasteurizacion) previo a la congelacion
a los diferentes parametros de calidad y estabilidad.

Evaluar el efecto de dos métodos de descongelado sobre los
parametros de calidad y de estabilidad de la leche caprina.

Evaluar como afecta el tiempo de congelacion los valores referentes
a calidad y estabilidad de leche caprina cruda y pasteurizada.

Materiales y Métodos

Animales

Se utilizaron 35 cabras de la raza Saanen, las cuales se encuentran
en el Parque de Actividades Agropecuarias (PAGRO), perteneciente
a la Intendencia de Montevideo, localizado en la zona de Coldn,
Montevideo, Uruguay.

Disefio experimental

Para cumplir con los objetivos planteados, se realizaron muestreos
para analisis fisicoquimicos y microbioldgicos segun la metodologia
descripta por la Federacion Internacional de Lecheria (FIL-IDF
50C:1995).

Se realizaron 6 muestreos con un intervalo de 7 dias cada uno, del
total del volumen producido en el ordefie matutino, en el momento
en que los animales se encontraban en el pico de lactacion. En cada
muestreo y previa homogeneizacion se extrajeron 14 litros de leche
del tanque, de los cuales 7 se envasaron como tal (leche cruda - LC),
y los 7 restantes fueron sometidos a un proceso de pasteurizacion
lenta LTLT (63 °C durante 30 minutos) y se fraccionaron y envasaron
como leche pasteurizada (LP). Luego del tratamiento térmico se
utiliz6 la prueba de deteccion de la fosfatasa alcalina para verificar la
efectividad del mismo. Antes de proceder a la congelacion a -18 °C se
extrajo una muestra de cada tipo de leche (LC y LP) y se le realizaron
los analisis correspondientes al control de calidad. Estas muestras
fueron consideradas como muestras control (t0). Posteriormente se
procedid a la congelacion del resto de las muestras. La descongelacion
se llevo a cabo por medio de dos métodos: baiio Maria (BM) y
heladera (H). La descongelacion en H se realizé durante 60 hs a 4 °C
y la de BM durante 2,5 hs a 27 °C. Estos tiempos fueron determinados
previamente para asegurar la completa descongelacion asi como para
no favorecer el crecimiento de microorganismos mesofilos durante el
tiempo que duraba la descongelacion por este ultimo método. A los
60, 120 y 180 dias de congelacion (t1, t2 y t3, respectivamente) se
procedid a realizar la descongelacion por los métodos anteriormente
nombrados (H y BM) de dos muestras de cada tipo de leche (LC y
LP). Se obtuvieron las siguientes muestras: leche cruda bafio Maria
(LCBM), leche cruda heladera (LCH), leche pasteurizada bafio Maria
(LPBM) y leche pasteurizada heladera (LPH). Este ensayo se repitio 6
veces, constituyendo un total de 6 repeticiones (Tabla 1).

Frecuencia de analisis LC LP
t0: dia 0 Previo a la congelacion Luego de pasteurizar y
y pasteurizacion previo a la congelacion
tl: 60 dias BM BM
H H
t2: 120 dias BM BM
H H
t3: 180 dias BM BM
H H

Tabla 1. Muestreos de leche con los distintos tratamientos (LCBM,
LCH, LPBM y LPH) y los diferentes tiempos (t0, t1, {2 y t3).
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Los recipientes en los que se envaso la leche para su posterior
congelacion fueron botellas cilindricas, con capacidad de 1 litro,
material: PET (Polietileno Tereftalato) con tapa rosca (de dimensiones
estandar: 80 mm de diametro x 230 mm de altura). Previo al envasado
se sometio a cada uno de ellos a un proceso de limpieza y desinfeccion.
Para este ultimo procedimiento se utiliz6 acido peracético 0,2% por 30
min asegurando que el acido tomara contacto con toda la superficie
del recipiente. Finalizado este tiempo se descarto el contenido de este
acido.

Verificacion de la pasteurizacion

La comprobacion de la efectividad del proceso térmico se
comprobd a través de la determinacion de la actividad de la fosfatasa
alcalina (Silva et al., 1997), utilizando el kit comercial Phosphatesmo
MI, MN®.

Analisis de composicion y fisicoquimicos

Las muestras se analizaron en el laboratorio de calidad de leche
del Departamento de Ciencia y Tecnologia de la Leche de Facultad
de Veterinaria (UdelaR) y en el Laboratorio Tecnologico del Uruguay
(LATU). A cada muestra se le realizaron analisis de composicion:
materia grasa, proteina, lactosa, solidos no grasos (SNG), sales
(cenizas) y densidad, utilizando un equipo denominado Lactomilk®
marca Lactoscan, modelo SLP, origen Bulgaria. Dicho equipo se
calibré utilizando los métodos de referencia para cada analisis
(materia grasa: Gerber; proteina: Kjeldahl; SNG: gravimétricos). El
equipo analizador de leche presenta para cada componente analizado
la siguiente precision: materia grasa: +£0,06%; proteina: +0,15%;
lactosa: +0,2%; SNG (s6lidos no grasos): £0,15%; sales (cenizas):
+0.05; densidad: +0,3kg/m’.

Se realizd recuento de células somaticas (RCS) mediante la
técnica de Breed, FIL 148A (Internacional Dairy Federation, 1995)
determinacion de acidez Dornic (Pinto et al., 1998) y pH mediante
método de evaluacion potenciométrico, utilizando un modelo de
electrodos denominado Oakton®.

Analisis microbiolégicos

A cada muestra se le realizé analisis de recuento de mesofilos
aerobios totales (RTMA), coliformes totales (CT) y Staphylococcus
coagulasa positiva (ST) (APHA, 2001).

Determinacion de la estabilidad oxidativa

Para evaluar la estabilidad oxidativa de la leche de cabra durante
el almacenamiento se aplicé un método que utiliza condiciones de
oxidacion acelerada, temperaturas elevadas y presencia de oxigeno
y aire en exceso, obteniendo resultados en periodos razonablemente
cortos de tiempo.

El método de indice de estabilidad del aceite (OSI), también
llamado Rancimat, permite medir la estabilidad oxidativa bajo
condiciones estandarizadas (AOCS, 2009). El punto final es el
correspondiente a un aumento repentino de acidos volatiles generados
a partir de las muestras de aceite calentado a alta temperatura bajo
aireacion constante. Estos compuestos se encuentran atrapados en
agua y supervisados por electro-conductividad (Velasco et al., 2004).

Se midio la estabilidad oxidativa de la materia grasa de la leche.
La extraccion de la materia grasa se realizd segun la norma ISO14156/
IDF172 (2001). Luego se determinaron los tiempos de induccion a la
oxidacion en el Rancimat (873), a 110 °C, flujo de aire L7h, y toma de
2,5 g de muestra.

Analisis estadisticos

Las diferencias en los parametros de calidad (composicional,
fisicoquimicos y microbioldgicos) obtenidas en los sucesivos
muestreos para cada variable fueron analizadas estadisticamente
mediante la prueba de andlisis de varianza factorial en bloque, por
parcelas divididas, con el programa INFOSTAT. Para determinar la
diferencia entre los tiempos de congelado se realiz6 el Test de Tukey.
Se consideran cambios significativos en cada variable cuando o sea
<0,05. Los resultados microbioldgicos y recuento de células somaticas
(ufc/ml y cel/ml, respectivamente) se expresaron en log en base 10
para normalizar su distribucion.

Resultados

Se evaluaron los parametros de composicion, fisicoquimicos y
microbioldgicos obtenidos al comparar los diferentes tratamientos:
tratamiento térmico (LC y LP) y métodos de descongelado (BM y
H), donde se obtuvieron los siguientes resultados expresados en las
Tablas 2, 3 y 4.

MG (%) |PROTEINA | LACTOSA | SNG (%) | Sales (%)

(%) (%)
LPH | 3,56:0,66* | 2,69+0,08 | 3,90+0,11* | 7,36x0,20* | 0,68+0,01¢
LPBM | 3,6120,67% | 2,70£0,08* | 3,9120,12¢ | 7,38+0,18* | 0,68+0,01°
LCH | 3,64+0,68% | 2,69+0,08: | 3,90+0,11* | 7,36+0,20 | 0,68+0,01¢
LCBM | 3,65:0,57 | 2,69+0,08 | 3,89+0,13* | 7,36x0,11° | 0,670,11¢

Tabla 2. Medias porcentuales de los valores de composicion.
Comparacion entre los diferentes tratamientos (LPH, LPBM, LCH y
LCBM) (n=18).

*Medias con letra igual no muestran diferencia significativa
(p<0,05)*MG: materia grasa, SNG: sélidos no grasos.

pH Acidez Densidad
(°D) (g/ml)
LPH 6,63+0,10° 14,2540,20° 1,028+0,01*
LP BM 6,63+0,08* 14,2140,22* 1,028+0,01*
LCH 6,63+0,09° 14,2540,18° 1,028+0,02*
LC BM 6,63+0,08" 14,42+0,21* 1,028+0,01*

Tabla 3. Valores medios de parametros fisicoquimicos. Comparacion
entre los diferentes tratamientos (LPH, LPBM, LCH y LCBM) (n=18).
* Medias con letra igual no muestran diferencia significativa (p<0,05).

RMAT CT ST RCS
(ufc/ml) (ufc/ml) (ufc/ml) (cel/ml)
LPH 0,62+0,89* 0,13+0,80° 0,00+0,00* 6,24+0,30*
LP BM 0,85+0,40° 0,07+0,75° 0,00-+0,00° 6,24+0,28"
LCH 3,95+0,25° 1,83+0,68° 1,58+0,10° 6,15+0,40"
LC BM 4,2240,28° 1,86+0,70° 1,38+0,10° 6,18+0,29°

Tabla 4. Valores medios en Log,  para los parametros microbiolégicos
y RCS, comparacion entre los diferentes tratamientos (LPH, LPBM,
LCHy LCBM) (n=18).

* Medias con letra igual no muestran diferencia significativa (p<0,05)
* RMAT: recuento de mesofilos aerobios totales; CT: coliformes
totales; ST: Staphylococcus coagulasa positiva; RCS: recuento de
células somaticas.
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En las Tablas 5, 6 y 7 se observa la variacion de los parametros estudiados durante el tiempo de congelacion (10, t1, t2 y t3) para LC y LP.

MG % Proteina % Lactosa % SNG 16% Sales %
LC LP LC LP LC LP LC LP LC LP
t0 3,77+0,68° 3,79+0,60° 2,74+0,08° 2,76+0,07¢ 3,94+0,01° 3,96+0,01° 7,43+0,20° 7,49+0,20° 0,68+0,01° 0,69+0,01°
t1 3,61+0,70° 3,49+0,68° 2,6940,07% | 2,7240,08 3,92+0,01° 3,96+0,01° 7,37+0,21* 7,46+0,18° 0,68+0,01° 0,68+0,01°
t2 3,59+0,66° 3,50+0,75° 2,67+0,08° 2,64+0,08° 3,87+0,01° 3,83+0,01° 7,33+0,19° 7,23+0,17* 0,67+0,01° 0,67+0,01°
t3 3,63+0,72° 3,56+0,76° 2,67+0,07° 2,67+0,08* 3,87+0,01° 3,87+0,01® 7,30+0,18° 7,31£0,20% 0,67+0,01° 0,67+0,01°

Tabla 5. Valores medios porcentuales de composicion. Comparacioén entre los diferentes tiempos de congelacion (t0, t1, t2 y t3) (n=6).
*Medias con letra igual no muestran diferencia significativa (p<0,05) *MG: materia grasa, SNG: sélidos no grasos.

pH Acidez (°D) Densidad (g/ml)
LC LP LC LP LC LP
t0 6,65+0,09° 6,62+0,08° 14,1740,20* | 14,50+0,22° | 1,028+0,00° 1,028+0,0°
t1 6,64+0,15° 6,66+0,12 | 14,50+0,25* | 14,42+0,25* | 1,028+0,00° | 1,028+0,01°
t2 6,70+0,10° 6,71+0,10° 14,2540,12* | 13,92+0,19* | 1,028+0,00° 1,028+0,0°
t3 6,53+0,10° 6,54+0,0° 14,4240,22* | 14,08+0,23* | 1,028+0,00° 1,028+0,0°

Tabla 6. Valores medios de parametros fisicoquimicos. Comparacién entre los diferentes tiempos de congelacion (0, t1, t2 y t3) (n=6).
* Medias con letra igual no muestran diferencia significativa (p<0,05).

RMAT CT St RCS
(ufc/ml) (ufc/ml) (ufc/ml) (cel/ml)
LC LP LC LP LC LP LC LP
t0 4,78+0,78¢ 0,43+0,22° 3,71+0,55¢ 0,10+0,19° 1,5140,15% 0,00:0,00° 6,33+0,30° 6,24+0,28°
t1 4,15+0,67° 0,69+0,20° 2,04+0,48° 0,08+0,15° 1,5340,12% 0,00:+0,00° 6,16+0,40° 6,32+0,32°
2 3,74+0,89* 0,80+0,60° 0,61+0,55° 0,08+0,20° 1,79+0,09° 0,00:0,00° 6,2140,32% 6,16+0,33°
t3 3,69+0,85° 0,41+0,30° 1,03+0,20° 0,12+0,18° 1,08+0,10° 0,00:+0,00° 5,97+0,22° 6,24+0,22°

Tabla 7. Valor medio en Log,, de los parametros microbiolégicos y de RCS. Comparacién entre los diferentes tiempos de congelacion
(to, t1, 12 y t3) (n=6).

*Medias con letra igual no muestran diferencia significativa (p<=0,05) * RMAT: recuento de mesofilos aerobios totales; CT: coliformes
totales; ST: Staphylococcus coagulasa positiva; RCS: recuento de células somaticas.
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Tiempo induccion (hs)
t0 t1 t2 t3
LPH 3148 32+9° 45+9° 45+8°
LP BM 3148 31£9° 45+9° 44+8°
LCH 32+10° 31482 47+9° 4449°
LC BM 33+10° 314112 46+7° 43+8°

Tabla 8. Valores de estabilidad oxidativa en los diferentes tiempos de congelacion (t0, t1, t2 y t3) y en los diferentes tratamientos (LPH,
LPBM, LCH y LCBM) (n=6).
* Medias con letra igual no muestran diferencia significativa (p<0,05).
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Discusion

Se evaluo efecto del tratamiento térmico (pasteurizaciéon) previo
a la congelacion en los diferentes parametros de calidad. El objetivo
principal de la pasteurizacion de la leche es la destruccion de bacterias
patdgenas, pero también la eliminacién de los microorganismos
saprofitos y la inactivacion de ciertas enzimas que perjudican la
calidad del producto (Egito et al., 1989).

La legislacion brasilefia permite para leche de cabra el uso
de pasteurizacion rapida (72-75 °C por 15-20 seg) o lenta (62-
65 °C por 30 min) (MAPA, 2000). En este trabajo la eficiencia de
la pasteurizacion en la leche de cabra fue comprobada en base a la
prueba de fosfatasa alcalina, constatdndose siempre su ausencia,
asi como por la disminucién en los recuentos microbioldgicos. La
ausencia de fosfatasa alcalina ha sido universalmente aceptada como
evidencia de una eficiente pasteurizacion de la leche (Farias et al.,
2000). Como puede observarse en la Tabla 4, con la pasteurizacion de
la leche cruda a 63 °C por 30 minutos se logro disminuir el recuento
inicial de mesoéfilos aerobios totales, el recuento de coliformes totales
y la deteccion de Staphylococcus coagulasa positiva. La apropiada
pasteurizacion de la leche qued6 confirmada por la disminucién de
mas de un 99% del recuento de aerobios mesoéfilos. Dependiendo de
la intensidad del tratamiento térmico, el calentamiento puede provocar
cambios en las propiedades fisicoquimicas de la leche, pero estos
normalmente son insignificantes cuando la temperatura no excede los
60 °C (Walstra, 2001). Sin embargo, la leche de cabra tiene menor
estabilidad térmica que la bovina (Jenness, 1980), lo que hace que con
tratamientos térmicos de la misma intensidad se originen alteraciones
diferentes en las leches de ambas especies (Vilhena et al., 2008).

La lactosa esta sujeta a alteraciones durante el calentamiento de
la leche, principalmente reacciones de Maillard, pero éstas ocurren
a temperaturas superiores a 100 °C (Walstra, 2001), lo cual explica
la ausencia de este efecto sobre la lactosa durante la pasteurizacion.

Al comparar LCBM con LPBM y LCH con LPH se observo que
en cuanto a la calidad composicional, al igual que las propiedades
fisicoquimicas y recuento de células somaticas, no se encontraron
diferencias luego de la congelacion (Tablas 2 y 3). Desde el punto
de vista microbioldgico si se hallaron diferencias entre los diferentes
tratamientos térmicos (Tabla 4), por lo que se deduce que es mas
adecuado pasteurizar la leche previa a la congelacion, dado que se
obtiene un producto con una menor carga bacteriana, disminuyendo
el riesgo de que se produzcan alteraciones en la composicion y
propiedades fisicoquimicas causadas por microorganismos (Gonzalez-
Rodriguez, 1995).

En relacion a los diferentes tratamientos utilizados para la
descongelacion de la leche, no se detectaron cambios en los parametros
relacionados a la calidad composicional ni a las propiedades
fisicoquimicas entre los dos métodos estudiados (Tablas 2 y 3), por lo
que no habria diferencias, en relacion a las caracteristicas estudiadas,
a la hora de decidir por uno u otro método. Vilhena et al. (2008)
observaron que utilizando la parte baja de la heladera a temperaturas
entre 10-12 °C lograron un tiempo cercano a las 30 horas para el total
descongelado de las muestras. En nuestro trabajo se observd que por
el método H (4 °C) el tiempo de descongelado era de 60 hs, mientras
que con el método BM el tiempo era de 2,5 hs. Por esto se tiende a
pensar que el método H no seria recomendado para la descongelacion
de la leche, principalmente a escala industrial, en coincidencia con
Vilhena et al. (2008).

A su vez, se evalud el efecto del tiempo de congelacion sobre los
parametros de calidad de la leche caprina cruda (LC) y pasteurizada
(LP), ya que diversos autores sostienen que la congelacion puede
tener efectos adversos en la calidad de la leche (Needs, 1992). No
obstante, Benedet y Carvalho (1996) proponen que este proceso de
conservacion no provoca grandes modificaciones en el sabor ni en
el olor de la leche, aunque si puede ocurrir una floculaciéon de las
proteinas, perjudicando la apariencia y aceptacion del producto. Al
evaluar los parametros de composicion algunos autores afirman que
durante la congelacion de la leche se producen procesos de lip6lisis que

provocarian la disminucion de los valores de materia grasa (Grappin,
1987). Otros autores sugieren que la disminucion de la materia grasa
durante la congelacion se puede deber a la ruptura enzimatica de los
triacilglicéridos, junto con la actividad microbiana que se da durante
el tiempo de almacenamiento en congelacion (Gonzalez-Rodriguez,
1995). En este trabajo se observd que los valores de materia grasa
disminuyeron durante el tiempo de congelado tanto en la LC como en
LP. Keenan (2003) afirma que las razones de la reduccion del porcentaje
de la grasa lactea durante el almacenamiento en congelacion no estan
totalmente comprendidas, aunque es posible que los cristales que se
forman durante la congelacion puedan destruir los globulos de grasa.

En cuanto a las proteinas, Gomes et al. (1997) y Pereira (2000)
obtuvieron valores entre 2,70% y 2,62% para leche pasteurizada
congelada, los cuales coinciden con los encontrados en este estudio.
Los agregados de caseina pueden ocurrir en la congelacion de la
leche, ya que la micela de caseina estd fuertemente mineralizada y
su grado de hidratacion es bajo, lo que le confiere menor estabilidad
térmica. La congelacion contribuye a disociar la B-caseina de la
micela interfiriendo en la estabilidad proteica. Este efecto ocurre
intensamente en la leche de cabra y es probablemente ocasionado por
la ausencia de la a-S1-caseina (Leach, 1980). Asimismo, la relacion
calcio-fosforo de la micela es mas fuerte y su hidratacion es menor,
lo cual le da menor estabilidad térmica (Remeuf et al., 1989). La
desagregacion de la caseina dentro de la micela la hace especialmente
susceptible a protedlisis (Fox, 1991). En esta investigacion se
observa en LC una leve disminucion de las proteinas en el transcurso
del tiempo, y en LP se registran diferencias a partir de los 120 dias
en comparacion con el control (t0 # t2 y t3) (Tabla 5). A pesar de
que no se estudi6 la estabilidad de la micela de caseina, se podria
considerar que la disminucion en los porcentajes de proteina durante
la congelacion podria deberse a una menor estabilidad térmica de
la proteina al someterla a las temperaturas de congelacion (-18 °C).
En cuanto a la apariencia de la leche una vez descongelada, Pereira
(2000) constatd que presentaba un aspecto floculado con disminucion
de la apariencia general. Lo mismo observaron Gomes et al. (1997),
quienes atribuyeron esas caracteristicas a modificaciones fisicas de
las proteinas, acentuadas por el congelamiento lento después de la
pasteurizacion. En este estudio no se realizé evaluacion sensorial del
producto descongelado, pero si se pudo advertir una declinacion en la
apariencia general de la leche.

La lactosa, SNG y sales en LC no presentaron diferencias en los
distintos tiempos de congelado (Tabla 5). En el caso de la LP, la lactosa
presenta una leve disminucion a los 120 dias, diferencias significativas
entre t0 y t2. En referencia a las sales (cenizas), los valores no
presentaron diferencias a lo largo de la congelacion. Zhang (2006)
indica en su trabajo que los sélidos totales, proteinas y porcentajes de
lactosa no se vieron afectados por el tiempo de almacenamiento o la
temperatura de congelacion.

En la Tabla 6 se muestran los parametros fisicoquimicos para
los diferentes tiempos de congelacion. El pH en la LC no presentd
variacion al final del tiempo de congelacion. En la LP este parametro
no evidencia diferencias en los primeros 60 dias, pero hay diferencia a
los 180 dias, cuando disminuy¢ el valor (t0 # t3). Existen controversias
al respecto del efecto de la congelacion sobre el pH. Asi, Dalles et al.
(1984) sefialaron que permanece inalterado, mientras que Alichanidis
etal. (1981) reportaron un aumento del mismo. Durante la congelacion,
las propiedades fisicoquimicas generales no suelen variar mucho,
a excepcion de la acidez (Gomez et al., 1998). Guimaraes (1993) y
Gomes et al. (1997) indican que la congelacion y el almacenamiento
de la leche durante una semana y hasta 60 dias no alteraba la acidez
de la leche. En este trabajo los parametros de acidez y densidad no
presentaron diferencias para LC y LP durante el almacenamiento en
congelacion en el periodo de 180 dias. Pereira (2000) encontro para la
variable densidad valores minimos y maximos iguales a 1,022 y 1,032,
respectivamente, y como media general 1,029 en leche pasteurizada
descongelada, lo cual coincide con los valores obtenidos aqui.

En cuanto a los parametros microbiolégicos, Benedet y
Schwinden (1991) plantearon que la congelacion no altera las
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caracteristicas microbiologicas de la leche o sus productos y que luego
de la descongelacion presenta cualidades semejantes a la leche original.
La congelacion hasta por 90 dias de la leche de cabra pasteurizada
no altera significativamente sus caracteristicas microbiologicas. En
lo relativo al recuento de mesofilos que se muestra en la Tabla 7, se
observd que con el tiempo de congelacion sus valores disminuyen
en LC. Esta misma tendencia no se mantiene para LP, en la que se
evidencia que no existe diferencia en los 180 dias que dur6 el ensayo.
Lo que se observo con el RMAT en LC coincide con Le Jaouen (1987),
quien indic6 que los recuentos de mesoéfilos disminuyen entre 50 y 100
veces tras cierto tiempo en congelacion.

En lo que refiere a los coliformes totales para LC, los recuentos
disminuyen, lo cual coincide con la bibliografia referente al tema. En LP
los datos muestran (Tabla 7), que no existi6 diferencia en los recuentos
durante los 180 dias que se evalud el efecto de la congelacion. Juarez
et al. (1987) resaltan la mayor sensibilidad al frio de las bacterias
Gram negativas que de las Gram positivas, debido a las diferencias en
la estructura de su pared celular. La reduccion en la viabilidad de E.
coli fue demostrada a -20 °C por 4 semanas (Pankey et al., 1987). De
la misma manera se encontr6 una reduccion en el nimero de E. coli a
las 4, 8 y 16 semanas después de congelada (Schukken et al., 1989).
En referencia a los estafilococos hallados en leche congelada, Sanchez
et al. (2003) reportaron un aumento en el recuento de Staphylococcus
coagulasa negativa en los diferentes dias de almacenamiento a -20
y -80 °C. La localizacion intracelular de los estafilococos y el dafio
causado a las células fagocitarias en la congelacion pueden ser la
explicacion de este fenomeno (Schukken et al., 1989). Ademas,
y apoyando esta teoria, es conocido que el RCS y el porcentaje de
neutrdfilos en leche caprina son mas altos en comparacion con la leche
bovina (Paape et al., 1997). En esta investigacion no se determinaron
los Staphylococcus coagulasa negativa, los cuales siguen una variacion
similar a Staphylococcus coagulasa positiva, con respecto al cual en
el caso de la LC existi6 variacion unicamente entre los 120 y 180 dias
(t2 # t3). Hasta los 120 dias se constaté una tendencia creciente en el
recuento y luego de 180 dias de congelado disminuyd a valores como
los obtenidos inicialmente. En la LP no hubo diferencia durante el
periodo congelacion, dado que no se encontr6 este microorganismo en
la leche sometida a tratamiento térmico.

En lo vinculado a las células somaticas, no se evidencié aumento
en LC ni en LP en los 180 dias de congeladas las muestras (Tabla
7). Los investigadores que estudiaron los factores que afectan las
células somaticas en leche de cabra (Zeng et al., 1999) indican que el
almacenaje de la leche caprina a temperatura de refrigeracion (5 + 1°C)
por tres dias no afecta el recuento, y en relacion a la congelacion
Horner et al. (1988) exponen que tampoco se modifica. Sanchez et al.
(2005) encontraron que el rango de variacion para el RCS (p<0.001)
fue mayor con el almacenaje a temperatura de refrigeracion que en la
congelacion. Por otro lado, en la leche LC se evidencia claramente una
disminucion del RCS durante los 6 meses que durd la congelacion.
Esto puede deberse a que durante la misma se forman cristales de hielo
que lesionan las células, coincidiendo con Lawrence (1999), quien
estudio la congelacion en leche humana (cruda) a -20 °C y hallé una
disminucion del contenido de células de la linea blanca (macréfagos
y linfocitos).

En cuanto a la estabilidad a la oxidacion de la leche de cabra en
los 180 dias de estudio, resulta en un aumento del tiempo de induccion
luego de los 4 meses, lo que significa que la leche es mas estable a la
oxidacion tanto a los 4 como a los 6 meses (Tabla 8). En ese sentido,
la congelacion desde el punto de vista oxidativo de la leche no cambia
hasta los 4 meses y mejora luego de este periodo. A proposito de la
estabilidad oxidativa, la leche de cabra puede ser congelada cruda o
pasteurizada, ya que no presenta diferencia significativa en ambos
tratamientos. El descongelamiento de la leche realizado por H o BM
puede ser utilizado segun conveniencia del productor, ya que no se
encontraron diferencias estadisticas entre ellas.

Conclusion

La congelacion de la leche caprina durante 6 meses no afectd su
calidad en cuanto a los pardmetros estudiados, por lo que este método
de conservacion podria ser una alternativa en establecimientos
rurales para mantener un volumen de leche caprina continuo durante
todo el afio.

No se encontraron diferencias entre los métodos de
descongelamiento estudiados, cuya eleccion se define de acuerdo a la
realidad de cada productor y/o industria.

Se considera de importancia continuar los estudios en referencia a
los efectos de la congelacion de la leche utilizada como materia prima
para la elaboracion de quesos, dado que el 70% de la leche de cabra
producida en el pais se destina a la elaboracion de estos productos.
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